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RESUMO
O presente projeto teve como objetivo investigar a toxicidade das NP-TiO, ap0s exposicao
aguda (48 h) e subcronica (14 d) utilizando biomarcadores de hematologia, bioquimicos e
morfologicos em P. lineatus. As NP-TiO, causaram disturbios hematoldgicos apenas apés
exposicao subcrénica e ndo mostraram genotoxicidade e neurotoxicidade, porém afetaram a
imunidade dos animais. Nas branquias, a exposi¢do aguda a NP-TiO, diminuiu a producdo de
espeécies reativas de oxigénio (ERO) e aumentou os niveis de glutationa (GSH), enquanto a
exposicdo subcrénica aumentou as ERO e os niveis de GSH e diminuiu a atividade da
superoxido dismutase (SOD). Nos rins, a exposic¢ao aguda a NP-TiO, ndo causou formacéo de
ERO e alteragdo na atividade das enzimas antioxidantes, porém causou um aumento nos
niveis de GSH e lipoperoxidacdo (LPO). Apos exposicdo subcrbnica a atividade da catalase
diminuiu sem causar desbalanco oxidativo. No figado, a exposicdo aguda a NP-TiO, nédo
alterou as enzimas antioxidantes e metalotioneina, mas causou diminui¢do de ERO e aumento
de GSH. Apds exposi¢do subcrdnica ocorreu uma diminuicdo na atividade da SOD e aumento
da atividade das enzimas GPx e GST e do conteido de GSH no figado. Danos morfoldgicos
também foram encontrados em branquias, figado e rins. As branquias mostraram alteracdes
leves apds exposicdo aguda e alteracdes leves e moderadas ap6s exposicdo subcronica. No
tecido renal e hepético, mudancas degenerativas e necrose ocorreram ap0s exposicdo a NP-
TiO,. As NP-TiO;, inibiram a atividade das enzimas com funcdo de osmorregulacdo
branquiais ap0s exposicdo aguda sem nenhuma alteracdo apds exposicdo subcrénica e no
tecido renal. A densidade de células ricas em mitocondrias (CRM) aumentou nos filamentos
branquiais e tecido renal ap6s exposicao subcrénica, enquanto a exposi¢do aguda diminuiu a
osmolalidade plasmatica e aumentou a concentracio de fons célcio (Ca*"). No entanto, a
osmolalidade foi restabelecida ap6s exposi¢do subcronica. Esses resultados sugerem que a
GSH pode ser uma das principais vias no combate as ERO. No figado e nos rins, as NP-TiO;
podem causar danos moderados a severos no tecido que podem levar a perda da funcdo do
orgdo em longo prazo, uma vez que a por¢do do tecido funcional reduziu devido aos danos
degenerativos e necrose. Desequilibrio osmorregulatério foi causado pela exposi¢do aguda a
NP-TiO,, mas ndo ap0s exposicdo subcronica devido a proliferagdo de novas CRM e
mudangas morfologicas nas brénquias. No entanto, essas mudancas morfolégicas podem

dificultar a troca de gases e o equilibrio osmético e i6nico em longo prazo.

Palavras-chave: Nanotoxicologia. Espécies reativas de oxigénio. Glutationa. Histopatologia.

Balanco iénico



ABSTRACT
This project aims to investigate the TiO,-NP toxicity after acute (48 h) and subchronic (14 d)
exposure using hematology, biochemical and morphological biomarkers in P. lineatus. TiO,-
NP only caused blood disorders after subchronic exposure and did not show geno- and
neurotoxicity, but they affected the immunity of P. lineatus. In gills, acute exposure to TiO,-
NP decreased reactive oxygen species (ROS) formation and increased glutathione (GSH)
levels, while subchronic exposure increased ROS and GSH levels and inhibited superoxide
dismutase (SOD) activity. In kidney, acute exposure to TiO,-NP did not cause ROS formation
and changes in antioxidant enzymes activity, but increased GSH and lipid peroxidation (LPO)
levels. Subchronic exposure inhibited catalase activity in kidney tissue, but redox balance was
not impaired. In the liver, acute exposure to TiO,-NP did not alter the antioxidant enzymes
activity and metallothionein levels, but ROS formation decreased and GSH levels increased.
After subchronic exposure, SOD activity did not change, but GPx and GST activity and GSH
levels increased in the liver. Additionally, morphological damage was found in gills, liver and
kidneys. Gills showed slight changes after acute exposure and slight to moderate changes
after subchronic exposure. In kidney and liver tissue, degenerative changes and necrosis
occurred after TiO,-NP exposure. TiO,-NP also inhibited enzymes of osmoregulation activity
in gills after acute exposure, but had no effect after subchronic exposure and in renal tissue.
Mitochondria-rich cells (MRC) density increased in gill filaments and renal tissue after
subchronic exposure, while plasma osmolality decreased and calcium ions (Ca®")
concentration increased after acute exposure. Osmolality, however, was restored after
subchronic exposure. These results suggest that GSH played an important role in preventing
ROS formation. In liver and kidneys, TiO,-NP can cause moderate to severe tissue damage
the long term, may lead to organ dysfunction, as considerable portion of the organ was
reduced due to necrosis and degenerative damage. Osmoregulatory system impairment was
caused after acute exposure to TiO,-NP, but no after subchronic exposure, probably due to
proliferation of new MRC and morphological changes in gills. However, these morphological

changes may hinder gases exchange and osmotic and ionic balance in the long term.

Keywords: Nanotoxicology. Oxidative stress. Reactive oxygen species. Glutathione.

Histopathology.
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INTRODUCAO GERAL

1.1 Nanoparticulas: propriedades, aplicacdes e efeitos toxicologicos

A nanotecnologia surgiu com o desenvolvimento de pesquisas baseadas na
manipulacdo da matéria a nivel atdbmico e molecular, modificando suas propriedades fisico-
quimicas. Essas modificacBes ocorrem de maneira controlada e intencional, como através da
regulacdo de suas propriedades termodinamicas tal como automontagem, precipitacdo e
cristalizacdo (SUTARIYA et al., 2015).

Desenvolvem-se particulas engenheiradas de tamanho nano, as nanoparticulas (NP),
com pelo menos uma dimenséo de 1 a 100 nm (FADEEL et al., 2012; GWINN e SOKULL-
KLUTTGEN, 2012; SUTARIYA et al.,, 2015), que apresentam propriedades especificas
relacionadas a forma (estrutura cristalina), tamanho, superficie (area de superficie, carga de
superficie) e quimica (composicao, solubilidade, superficie quimica, aglomeracdo/agregacao)
(MASCIANGIOLI e ZHANG, 2003; FADEEL et al., 2012). A maior area de superficie é a
principal caracteristica responsavel por uma maior reatividade, forca e propriedades elétricas
das NP, o que torna extensa sua aplicabilidade. As nanoparticulas engenheiradas mais
conhecidas sdo as metalicas, de carbono, dendimeros, compdsitos e nanoparticulas
poliméricas (SUTARIYA et al., 2015). Essas NP podem ser encontradas em uma variedade de
produtos como eletroeletronicos, automotivos, produtos farmaucéuticos, alimentos e
cosméticos. Embora tenha aplicagdes promissoras e a producdo de produtos compostos com
NP engenheiradas seja crescente, as informacgdes sobre os efeitos adversos das NP e sua
interacdo com sistemas bioldgicos ainda estdo incompletas (FADEEL et al., 2012).

As NP provenientes do descarte em aterros sanitarios, esgotos e locais de incineracao
do lixo, irdo contaminar o solo e a superficie dos corpos d"agua. Uma vez depositadas no solo
essas NP podem se infiltrar e contaminar o lencol freatico e atingir o meio aquatico por
decantagdo e lixiviagdo. Essas NP podem ser potencialmente toxicas aos organismos
aquaticos e, adicionalmente podem servir como carreadores de outros compostos tdxicos
(HANDY et al., 2008; SUTARIYA et al., 2015).

Os potenciais efeitos adversos e riscos para a saude causados pelas NP precisam ser
melhores compreendidos para que se elabore uma regulamentacéo especifica permitindo uma
producdo, uso e descarte seguros e responsaveis (FADEEL et al., 2012). O potencial de risco
é geralmente associado & composi¢do quimica do material, porém, enquanto substanicas
quimicas podem nao ser consideradas toxicas em macro escala, em escala nano 0 mesmo

material pode se tornar potencialmente toxico por modificacdo de suas propriedades fisico-
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quimicas (GWINN e SOKULL-KLUTTGEN, 2012). Adicionalmente, a avaliacdo da
toxicidade das NP em ambiente aquético é dificil tendo em vista que as NP podem reagir com
a matéria organica, poluentes e ions em suspensao e serem modificadas por processos bioticos
e abidticos (CLEMENTE et al., 2012; SUTARIYA et al., 2015). Fatores como pH, forca
ibnica ou a presenca de ligantes organicos no meio aquatico podem afetar a toxicidade das NP
(SPRAGUE, 1985; SUTARIYA et al., 2015).

O processo basico de entrada de NP no organismo é bem descrito por mecanismos
como endocitose, difusdo através de membranas plasmaticas e ligacdo em receptores celulares
(SCOWN et al., 2009; FADEEL et al., 2012; SHI et al., 2013). NP podem interagir com a
membrana das células por meio de interagdes hidrofobicas, eletrostaticas, de van der Waals,
ligante-receptor ou pontes de hidrogenio, adsorvendo na superficie da célula e movendo-se
para dentro das células (SUTARIYA et al., 2015). Por endocitose, apenas pequenas particulas
com o didmetro inferior a 100 nm podem ser englobadas em estruturas vesiculares como
cavéolas. Dentro das células, essas vesiculas podem fundir-se e acumular em lisossomos, com
interior acidificado, facilitando a dissolucdo de NP, que se dissociam em ions que podem

mover-se relativamente livres no interior dos lisossomos (Fig. 1) (FADEEL et al., 2012).

Microparticle

Nanopartlcle 2

o AOD e e -
Ce” membrane

Caveola (@=100nm)

Fig. 1 - Comparacdo de nanoparticulas (NP) e microparticulas com base em sua entrada nas
células por meio de vesiculas (cavéolas). Micrografia de transmissao eletrbnica mostra uma
situacdo onde as NP (22 nm) séo localizadas dentro de uma cavéola em cultura de células
epiteliais pulmonares (FADEEL et al., 2012).
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O tamanho das NP influencia a sua distribui¢do, interagdo e eliminagdo do corpo
(SUTARIYA et al., 2015). Essas particulas em tamanho nano tém uma maior razéo area de
superficie-volume e sdo, consequentemente, mais reativas em sistemas bioldgicos
(SUTARIYA et al., 2015). Dessa forma, também se deve compreender melhor a interagdo das
NP com sistemas bioldgicos, uma interface nano-bioldgica, que abrange a dindmica de
interacdes fisico-quimicas, cinética e termodinamica entre as NP e 0s componentes
bioldgicos. As proteinas, por exemplo, sdo as biomoléculas que mais interagem com NP em
ambientes biologicos (FADEEL et al., 2012), e essa interagdo pode alterar a funcdo dessas

proteinas, como a inativacdo de enzimas importantes para o funcionamento celular.

1.1.2 Nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO,)

O TiO, é um Oxido metélico encontrado na natureza principalmente em depésitos
minerais de origem vulcénica e apresenta-se principalmente trés polimorfos distintos: rutilo
(tetragonal, com dureza e densidade maiores que a forma anatase), anatase (tetragonal,
formando piramides com o eixo vertical mais longo que o rutilo) e broquite (ortorrémbica)
(WINKLER, 2003; CARP et al., 2004). Rutilo é a forma mais comum e termodinamicamente
estavel encontrada na natureza e a anatase é mais instdvel com caracteristica fotocatalitca,
sendo por isso bastante utilizada em aplicagdes industriais (CARP et al., 2004). O TiO; pode
ser extraido de fontes minerais naturais (rutilo, ilmenita e minérios leucoxénicos) e ser
utilizado em processos industriais de sintese de NP-TiO, (CARP et al., 2004; CLEMENTE et
al., 2012). O uso de NP-TiO, em muitos produtos cresceu bastante devido ao baixo custo e
aos seus efeitos promissores relacionados a sua abilidade de absorver luz ultravioleta
(SUTARIYA et al., 2015). Atualmente as NP-TiO, estdo sendo usadas para purificacdo de
agua, fotodegradacgdo de xenobioticos na dgua e producdo de bens comuns como cosméticos,
tintas, alimentos, medicamentos, janelas auto-limpantes, plasticos e eletroeletronicos
(CERRADA et al., 2008; THERON et al., 2008; ROBICHAUD et al., 2009). Além disso, esta
sendo estudado o seu uso em diversas outras aplicacbes como em dispositivos Opticos,
sensores, fotocatalise e células solares (MALATO et al., 2009; TAN et al., 2009; GUPTA e
TRIPATHI, 2011).

NP-TiO, ndo exibe toxicidade ambiental na forma de microparticulas, mas quando
sintetizado como nanoparticula pode causar uma variedade de efeitos toxicos em mamiferos
COmo prejuizo nas vias respiratérias (inflamacéo, danos, fibrose e tumores nos pulmdes e mau

funcionamento dos macrofagos), disturbios mitoticos, dano do DNA e apoptose (GWINN e
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SOKULL-KLUTTGEN, 2012). Devido ao seu pequeno tamanho, as NP-TiO, podem passar
livremente através dos capilares sanguineos e serem distribuidas por todo o organismo
(OBERDORSTER et al., 2005). As NP-TiO; ultrafinas (< 20 nm), por exemplo, causam
efeitos genotdxicos como a formacdo de micronicleo e ocorréncia de apoptose em
fibroblastos de embrides de hamsters (RAHMAN et al., 2002).

1.2 Biomarcadores

Biomarcadores sdo ferramentas eficientes que permitem avaliar os efeitos estressores
de xenobidticos em organismos vivos e sdo muito utilizados em estudos de toxicologia
(SCHLENK et al., 2008; CANESI et al., 2010). Os biomarcadores podem fornecer a
identificacdo e distribuicdo de uma substancia quimica, o0 seu grau de toxicidade e efeitos
fisioldégicos em um determinado organismo de estudo ou identificar fatores responsaveis por
uma maior sensibilidade de organismos a determinados compostos (SCHLENK et al., 2008).
Muitas pesquisas em condicGes de laboratério vém sendo realizadas para avaliar o efeito de
xenobidticos (como as NP) em espécies sentinelas, através da analise de parametros
hematoldgicos, indicadores de genotoxicidade, pardmetros bioquimicos e alteracdes
histopatol6gicas (FEDERICI et al., 2007; SCHLENK et al., 2008; VIGNARD et al., 2015).

1.2.1 Biomarcadores hematoldgicos e de genotoxicidade

Os parametros sanguineos, quando mantidas as mesmas condi¢des fisiologicas e
ambientais, seguem um padrdo comum para os individuos de uma mesma espécie, e sua
analise fornece informacdes importantes sobre o estado de salde dos animais (BOSSART e
DIERAUF, 2001). Quando os parametros hematol6gicos de um individuo diferem do padrédo
da sua espécie, provavelmente este animal possui alguma patologia ou anormalidade, que
pode indicar possiveis alteracGes causadas por xenobioticos. Os eritrocitos maduros sdo as
células sanguineas mais numerosas no sangue, e sao responsaveis pelo transporte do oxigénio
do oOrgéo respiratdrio para os tecidos e de parte do gas carbonico no sentido inverso, processo
desempenhado pela molécula de hemoglobina contida nos eritrécitos (KEER, 2003;
TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Alteracdes dessas funcbes causadas por xenobidticos
podem ser avaliadas por meio da quantificacdo das variaveis hematoldgicas (hematdcrito,
dosagem de hemoglobina e contagem de eritrocitos) e indices hematimétricos. Além disso, a
contagem dos leucocitos (neutrofilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos) e

trombdcitos sdo bons marcadores de xenobidticos no ambiente evidenciando possiveis danos
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nos processos de hemostasia e homeostasia, bem como no sistema imune dos animais
(CERQUEIRA e FERNANDES, 2002; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

O ensaio cometa e o teste do micronucleo sdo bons biomarcadores de genotoxicidade
em células sanguineas de peixes expostos a xenobioticos ambientais. O ensaio cometa € um
método sensivel para detectar danos no DNA de células de peixes e € muito utilizado em
eritrécitos, que sdo células mais sensiveis a exposicdo a xenobidticos genotdxicos
(BELPAEME et al., 1996; MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998; AVISHAI et al., 2002).
Através do ensaio cometa podem-se detectar quebras de cadeias simples e duplas no DNA,
sitios alcali-labeis em células individuais, ligacdes entre moléculas de DNA e de DNA ligados
a proteinas (OSTLING e JOHANSON, 1984; HARTMAN et al., 2003). Por outro lado, o
teste do microntcleo (MN) é um teste citogenético sensivel na deteccdo de alteracOes
cromossémicas estruturais e numéricas em células sanguineas (HEDDLE et al., 1983;
BRUNETTI et al. 1988). Por outro lado, o teste do microndcleo (MN) é um teste citogenético
sensivel na deteccdo de aberragdo cromossdmica estrutural ou numérica durante a mitose e
anormalidades nucleares eritrociticas (ANES), sendo muito utilizado em células expostas a
xenobidticos genotoxicos (FENECH et al., 1999; AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ, 2000;
CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2005).

1.2.2 Biomarcadores bioquimicos

Muitos compostos, tais como inseticidas a base de organosfosforados e carbamatos,
inibem a acetilcolinesterase (AchE) sendo, entdo, esta enzima considerada um bom marcador
neurotoxico (HYLLAND et al., 2003; BRADBURY et al., 2008). Além disso, a AchE ¢
muito utilizada para avaliagdo do efeito de metais em peixes como marcador de estresse (DE
LA TORRE et al. 2002; RICHETTI et al., 2011). A AchE hidrolisa 0 neurotransmissor
acetilcolina em colina e &cido acético, evitando acimulo desse neurotransmissor em sinapses
e mantendo o funcionamento neuronal normal de sistemas sensoriais, integrativos e
musculares (HYLLAND et al., 2003). Desta forma, uma inibicdo da AchE causaria uma
superestimulacdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos do sistema nervoso central,
periférico e juncdes neuromusculares (BRADBURY et al., 2008).

Marcadores de peroxidacéo lipidica, bem como espécies reativas de oxigénio (ERO),
moléculas e enzimas de biotransformacéao e antioxidantes, sao bons indicadores de alteragdes
geradas por compostos tdxicos e frequentemente utilizados em estudo com peixes nas Gltimas
trés décadas (DI GIULIO e MEYER, 2008). NP constituidas por metais ou 6xidos metalicos

de transicdo sdo mais sensiveis a reacOes de oxidacdo e reducdo, sendo que o estresse
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oxidativo é o principal mecanismo de toxicidade, onde as ERO s&o geradas através das
reagOes de Fenton e Haber-Weiss (HERMES-LIMA, 2004; L’AZOU E MARANO, 2010). As
NP-TiO, sdo potenciais agentes causadores de estresse oxidativo em peixe, pois podem gerar
ERO que se reagirem com membranas celulares e causam peroxidacgéo lipidica (LPO). O
processo de peroxidacdo lipidica é iniciado pela reagdo de um radical livre com um &cido
graxo insaturado, que propaga a cadeia de peroxidacao lipidica por meio de radicais peroxilas,
resultando na formacdo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos que se degradam em
compostos genotoxicos ou mutagéncios estaveis, os quais atuam oxidando moléculas em
locais distantes de onde foram formandos (HENKEL, 2011).

Como mecanismo de protecdo celular as ERO, 0s peixes possuem um sistema de
defesa antioxidante, semelhante ao dos mamiferos, compostos pelas enzimas superdéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A
SOD (mitocondrial e citosélica) converte o radical superoxido (O,”) em perdéxidos de
hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,) (DI GIULIO e MEYER, 2008). O H,0, entdo é convertido
em moléculas de agua (H,O) e O, pela CAT (citosélica) ou pela GPx (mitocondrial e
citosélica), que difere da CAT por ser capaz de metabolizar perdxidos lipidicos, através da
oxidacdo do tripeptideo glutationa (GSH). A glutationa redutase (GR) atua convertendo a
glutationa oxidada (GSSH), formada pela atividade da GPx, em GSH (HAYES et al., 2005).
Hé ainda a glutationa-S-transferase (GST) que atua conjugando GSH com ERO, produtos da
degradacéo lipidica ou xenobidticos ambientais (DUDLER et al., 1991; BARTLING et al.,
1993).

As branquias, os rins e 0 intestino sdo os principais 6rgdos responsaveis pela regulacdo
do transporte de agua e ions em peixes para a manutencdo do balanco hidromineral
(WENDELAAR BONGA e LOCK, 2008). Os teledsteos de agua doce sao hiperosmaticos em
relacdo ao ambiente aquatico em que vivem, e essa diferenca de gradiente osmoético em
relagdo ao meio resulta em efluxo de ions por difusdo e influxo osmatico de agua pelas
branquias e superficie do corpo (EVANS et al.,, 2005; WENDELAAR BONGA e LOCK,
relacionadas a regulagdo ionica e osmatica ou por aumento na permeabilidade devido a danos
morfologicos no tecido branquial e renal apds exposicdo a xenobidticos como as NP-TiO,
(FEDERICI et al., 2007; WANG et al. 2007; HAO et al., 2009). As células ricas em
mitocondrias (CRM) sdo as principais células do tecido branquial e tubulos renais
responsaveis pelo transporte de Ca®*, Na" e CI" para o sangue de forma a manter o equilibrio
ionico (JURSS e BASTROP, 1995). Essas células sdo ricas em ATPases [sodio-potassio-
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ATPase (Na*/K*-ATPase), hidrogénio-ATPase vesicular (H*-ATPase) e calcio ATPase (Ca*'-
ATPase)], anidrase carbonica (AC) além de canais de Na* e trocadores como CI7HCO® e
Na'/H" ouNH;" (PERRY, 1997; HIROSE et al., 2003). As CRM e seus constituintes sio bons
indicadores de contaminacdo aquatica, pois xenobidticos podem ocasionar alteracdes

celulares com consequentes distarbios osmorregulatérios (CAMARGO et al., 2009).

1.2.3 Biomarcadores histopatoldgicos

O organismo de peixes pode apresentar alteracbes em sua morfologia, e
consequentemente em sua funcdo, apds exposicdo a xenobidticos no ambiente. A exposicao a
xenobioticos e enfermidades pode resultar em alteracdes morfoldgicas (histopatologias) nas
células e tecido que por sua vez alteram o metabolismo celular do organismo levando a uma
disfuncdo bioguimica e consequente disfuncéo fisiologica (SCHLENK et al., 2008). Essas
histopatologias dificultam a entrada de poluentes no organismo e permitem a manutengéo dos
processos fisiologicos do organismo (SCHLENK et al., 2008). Nas branquias dos peixes,
histopatologias podem refletir o grau e o tempo de exposicdo aos xenobioticos e possiveis
alteracdes funcionais (FERNANDES e MAZON, 2003). Ao longo do tempo de exposicdo as
mudancas histopatoldgicas vdo se acumulando, refletindo um impacto gradual no
metabolismo, sendo que histopatologias degenerativas e necroses podem levar a perda de
parte funcional do tecido prejudicando a funcdo do 6rgdo e a sobrevivéncia do individuo
(CHOVANEC et al., 2003). Os 6rgaos comumente usados em investigacdes histopatoldgicas
sdo branquias, figado e rins, pois sdo sensiveis a poluentes e desempenham funcdes vitais
como respiracdo, regulagdo ibnica, excregdo, armazenamento e biotransformacdo de
xenobidticos (GERNHOFER et al., 2001; CHOVANEC et al., 2003).
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1.3 Prochilodus lineatus
O curimbata, Prochilodus lineatus (Prochilodontidae) (Fig. 2), tem ampla distribuico

nos rios das regides sul e sudeste do Brasil.

Fig. 2 - Exemplar de juvenil de Prochilodus lineatus.

Essa espécie tem sido considerada como modelo para estudos de toxicidade nessa
regido e tem potencial para ser utilizada como bioindicadora por possuir moderada a alta
sensibilidade a xenobidticos e devido ao habito alimentar detritivoro, o qual coloca o animal
em contato com xenobidticos presentes tanto na agua quanto no sedimento (CARVALHO e
FERNANDES, 2008; CAMARGO et al., 2009; GALINDO et al., 2010; MODESTO e
MARTINEZ, 2010). Por ser importante para subsisténcia e pesca artesanal, 0 consumo de
curimbatd contaminado por xenobidticos como as NP-TiO,, pode causar efeitos toxicos aos
consumidores. Dessa forma, P. lineatus é uma espécie com grande potencial para ser usada
como indicadora de contaminacdo ambiental por NP-TiO,. De acordo com Valencienmes

(1836), P. lineatus possui a seguinte classificacdo sistematica:

Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Divisdo: Teleostei
Superordem: Acanthopteygii
Ordem: Characiformes
Subordem: Characoidei
Familia: Prochilodontidae
Género: Prochilodus
Espécie: Prochilodus lineatus
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1.4. Justificativa

Como uma grande quantidade de produtos industrializados contendo NP-TiO; serdo
produzidos nos proximos anos e ainda ndo ha controle sobre o descarte desses materiais no
ambiente, os seus efeitos adversos e risco a saude precisam ser elucidados em diferentes
organismos (HAYNES, 2010). As NP-TiO, descartadas em efluentes industriais e domésticos
poderdo atingir o meio aquético e ficarem disponiveis aos organismos presentes nesse meio.
O conhecimento do potencial toxicologico das NP-TiO, em peixes é de fundamental
importancia para que se possa criar uma regulamentacdo especifica permitindo um melhor
monitoramento na producdo, uso e descarte de novos nanomateriais de forma segura e
responsavel. Portanto, € imprescindivel conhecer os efeitos toxicos de NP em espécies de
peixes endémicas da regido Neotropical, e de importancia econémica relevante, encontradas

em corpos d’agua do Brasil.

1.5. Objetivos gerais

O presente estudo teve os seguintes objetivos:
I. Avaliar a letalidade das NP-TiO, em P. lineatus durante 48 horas de exposicao.
I1. Determinar o efeito da exposicdo aguda (48 horas) e subcrénica (14 dias) a NP-TiO; nas
variaveis hematoldgicas e a genotoxicidade em eritrocitos.
I11. Determinar o efeito da exposi¢do aguda e subcrénica a NP-TiO, na regulacdo ibnica e
osmatica.
IV. Investigar a ativacdo do processo de desintoxicacdo e atividade antioxidante em
branquias, rins e figado de P. lineatus ap6s exposi¢do aguda e subcrdnica a NP-TiO,,
V. Avaliar alteracdes morfofuncionais em branquias, rins e figado de P. lineatus ap6s
exposicao aguda e subcrénica a NP-TiO,,
VII. Investigar se as NP-TiO, podem bioacumular em diferentes tecidos no organismo de P.

lineatus apos exposicao subcronica a NP-TiO, por 14 dias.
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CAPITULO 1

Exposicdo aguda e subcronica a nanoparticulas de dioxido de titdnio em
Prochilodus lineatus: concentracdo letal meédia (CL50; 48 horas),

hematologia, genotoxicidade e neurotoxicidade
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi determinar a concentracdao letal média (CL-50; 48h) de
nanoparticulas de didxido de titanio (NP-TiO,) e verificar se as NP-TiO, causam alteracdes
hematoldgicas, danos genéticos e neurotoxicidade em Prochilodus lineatus apos exposicao
aguda e subcrdnica. A CL50; 48 h de NP-TiO, para P. lineatus foi maior que 300 mg L™ uma
vez que se observou mortalidade dos peixes durante os ensaios de toxicidade. Posteriormente
os animais foram expostos a 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, durante 48 h (exposicao
aguda) e 14 d (exposicdo subcronica). As variaveis hematoldgicas ndo alteraram apds
exposicao aguda, mas o nimero de eritrocitos (RBC) diminuiu e o volume corpuscular médio
(VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM) aumentaram ap0s exposicao subcrénica. As
NP-TiO, ndo apresentaram genotoxicidade em eritrdcitos, porém causaram efeitos
neurotoxicos apds exposicdo aguda, com a inibi¢do da acetilcolinesterase no musculo. Além
disso, ocorreu diminuicdo no numero total de leucocitos e aumento na porcentagem de
mondcitos no sangue apOs exposicdo aguda e diminuicdo no ndmero total de leucdcitos e
porcentagem de linfocitos apds exposicdo subcronica. Esses resultados sugerem que as NP-
TiO, ndo causam danos genéticos, porém podem apresentar efeitos neurotoxicos apds
exposicao aguda e distirbios hematoldgicos apds exposicdo subcrdnica. Portanto, os animais
podem sofrer alteracdo no desenvolvimento neuromotor com consequente vulnerabilidade a
predadores e prejuizo em sua capacidade reprodutiva, além de dificuldade respiratéria devido
a deficiencia no transporte de oxigénio. As NP-TiO, também parecem diminuir a imunidade

de P. lineatus, reduzindo a sua capacidade de resistir a patdgenos e outras enfermidades.

Palavras-chave: Nanotoxicologia. Teledsteos. Eritrécitos. Leucdcitos.
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1 Introdugéo

As nanoparticulas de dioxido de titdnio (NP-TiO,) tém muitas aplicagcdes promissoras
como em sensores e celulas solares, na purificacdo de agua via fotodegradacdo de
xenobidticos aquaticos e na producdo de cosmeéticos, tintas, alimentos, medicamentos,
plasticos e eletroeletronicos (MALATO et al., 2009; GUPTA e TRIPATHI, 2011). Entretanto,
0 descarte desses produtos ou seus residuos no ambiente podem atingir os ecossistemas
aquaticos, que sdo os primeiros receptores das NPs, e causar efeitos negativos a biota. Os
efeitos toxicos das NP-TiO, em peixes, assim como estudos de sua concentracdo ambiental e
dispersdo em corpos d’agua, ainda ndo estdo completamente elucidados. Devido & falta de
regulamentacdo especifica para a manufatura, descarte e tratamento de efluentes contendo
NPs pelas agéncias regulatdrias ambientais, e também porque boa parte dos estudos é
inconclusiva quanto a sua toxicidade a biota aquatica, mais estudos sobre a acdo das NP-TiO,
em diferentes espécies de peixes e em diferentes ambientes aquéaticos sdo de fundamental
importancia.

A ampla descricdo do potencial toxicoldgico desse nanomaterial em organismos
aquaticos é imprescindivel considerando a grande quantidade de produtos manufaturados
contendo NP-TiO, que atingira 0 meio aquatico nos proximos anos através de efluentes
industriais e domésticos. As NP-TiO, sdo possivelmente capazes de atravessar as membranas
celulares por processos como difusdo (interacGes de adesao), endocitose ou através de ligacao
em receptores celulares (SHI et al., 2013). Dessa forma, as NP-TiO, podem ser absorvidas no
tecido branquial e distribuidas para todo o organismo pelo sangue. No sangue, as NP-TiO,
podem interagir com proteinas plasmaticas, fatores de coagulacdo e células sanguineas
podendo causar alteracGes desses componentes e danos genotoxicos (SHI et al., 2013).

Considerando que o comportamento das NP-TiO, pode variar dependendo dos fatores
abioticos e bioticos, é muito dificil prever seus efeitos nos organismos de determinada regido
e dai a dificuldade em estabelecer normas. Como a maior parte dos peixes usados em estudos
toxicoldgicos ndo ocorrem no Brasil, nem sdo criados em condi¢Ges parecidas, ha a
necessidade de conhecer o potencial toxico dessas NP em espécies nativas. O curimbata,
Prochilodus lineatus, é uma espécie com grande potencial para ser usada como indicadora de
contaminagdo ambiental devido a sua moderada a alta sensibilidade a Xxenobioticos
ambientais, que se deve a seu habito alimentar detritivoro, o qual coloca o animal em contato
com xenobidticos presentes na dgua e nos sedimentos (CARVALHO e FERNANDES, 2008;
CAMARGO et al.,, 2009; GALINDO et al.,, 2010; MODESTO e MARTINEZ, 2010;
PAULINO et al., 2012; SIMONATO et al., 2013). Nesse contexto, o presente estudo teve
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como objetivo determinar a concentracdo letal média (CL-50) em 48 horas de exposicao
(CLso; 48h) a NP-TiO, em P. lineatus e investigar se as NP-TiO, causam alteracdes
hematoldgicas e danos genéticos em eritrocitos; alteram o sistema imune e apresentam

atividade neurotoxica.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Caracterizagéo e dindmica das NP-TiO, em suspensé&o

NP-TiO, em p6 (AEROXIDE® TiO, P 25) foi adquirida da Evonik Degussa Brasil
Ltda (80% anatase e 20% rutilo, 99,5% de pureza, tamanho médio de 21 nm e superficie
especifica de 50 + 15m? g™). Suspensdes de NP-TiO, (10 g L™) foram preparadas no mesmo
dia dos experimentos com agua Milli-Q e dispersas por 30 minutos previamente aos
experimentos utilizando um sonicador (frequéncia de 40 KHz, Q335D, QUIMIS) sem a
adicdo de solventes. Um volume da suspensdo sonicada foi adicionado nos sistemas
experimentais de forma a atingir as concentragdes de NP-TiO, utilizadas. A concentra¢do das
NP-TiO, na agua foi mensurada por Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de Energia
utilizando um sistema portéatil, no Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada da Univerdade
Estadual de Londrina (UEL), e utilizando espectrofotdmetro de absor¢do atbmica de chama
(AAnalyst 700, Perkin EImer, USA), no Laboratdrio de Ecofisiologia Animal da UEL.

Solugbes contendo &gua desclorada utilizadas para os ensaios experimentais foram
sonicadas com NP-TiO, por 30 minutos e em seguida solucBes de diferentes concentractes
foram preparadas e uma alicota foi coletada para analise 0 e 24 horas apds o preparo. Em
seguida, as amostras foram acidificadas com &acido nitrico 2% para analise da concentracao de
titanio. As amostras com as concentracdes de 0, 1, 5, 10, 50 mg L™ de NP-TiO, foram
analisadas em espectrofotdmetro de absorcdo atdmica de chama e as amostras de 0, 250, 500
e 1000 mg L™ de NP-TiO, foram analisadas por Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de
Energia. Apds a andlise, detectou-se uma concentracdo de NP-TiO, de 30% em relacdo ao
valor nominal de NP-TiO, que foi preparado (exceto para o tratamento de 1 mg L™, a qual se
detectou uma concentracdo de NP-TiO, de 50% em relacdo ao valor nominal). Desta forma,
o0s resultados deste estudo foram expressos utilizando o valor real da concentragdo de NP-
TiO, presente nos aquarios experimentais. O tamanho das NP-TiO; foi confirmado utilizando
microscopio eletrénico de transmissdo (MET) (Philips CM-120, FEI Co.) no Departamento de
Engenharia de Materiais da UFSCar. As NP-TiO, foram caracterizadas em suspensdo agquosa
para determinacdo do tamanho de distribuicdo das nanoparticulas em &gua e cargas de
superficie (potencial Zeta) utilizando espectrofotdmetro por espalhamento de luz e potencial
Zeta (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments) do laboratorio de Nanomedicina e
Nanotoxicologia da Universidade de Sdo Paulo (Campos de Sao Carlos).



28

2.2 Animais

Jovens de P. lineatus (massa corporea: 31,06 + 0,39 g, comprimento total: 14,38 +
0,06 cm) obtidos da Estacdo de Aquicultura da Usina Hidroelétrica de Furnas, Sdo José da
Barra, MG, Brasil, foram aclimatados durante dois meses em tanques de 1000 L com agua
corrente, sem cloro e aeracdo constante. Os animais foram alimentados “ad libitum” com
racdo comercial para peixes (FRI-ACQUA 40, Fri-Ribe Ragdes, 40 % de proteina). As
variaveis fisicas e quimicas da agua (temperatura: 22,49-26,34 °C, oxigénio dissolvido: 6,19-
7,82 mg L, pH: 6,31-7,73, condutividade: 40-58 pS cm™, alcalinidade: 35-43 mg L™ como
CaCO; e dureza total: 39-50 mg L™ como CaCOs) foram monitoradas e se mantiveram

constantes durante o periodo de aclimatacdo e dos ensaios de toxicidade.

2.3 Teste de toxicidade aguda para determinacdo da CL50; 48 h

Ensaios de toxicidade aguda para a determinacdo da concentracdo letal que causa 50%
de mortalidade apds 48 h (CL50; 48 h) de exposicdo foram efetuados observando a ocorréncia
de mortalidade de acordo com as normas da ABNT (2006) em animais expostos a 0, 50, 250,
500 e 1000 mg L™ de NP-TiO, (Concentracdo nominal). Como a concentracio real de NP-
TiO, na 4gua (Analise descrita no subitem “Caracterizagdo e dindmica das NP-TiO, em
suspensao” desta tese) foi 30% da concentracdo original, as concentragdes reais foram: 0, 15,
75, 150 e 300 mg L™ de NP-TiO,. Os ensaios foram conduzidos em triplicata, em sistema
semi-estatico, com substituicdo de 80% da agua dos aquarios a cada 24 h. Em cada
concentracdo foram usados 4 aquarios, com dois peixes por aquario e um total de 8 peixes por
concentracdo. Sinais de intoxicacdo (posicdo do peixe na coluna d’ &gua, niveis de
agressividade, sinais de dificuldade respiratoria) foram observados apés 3, 6, 24 e 48 horas

utilizando metodologia descrita por Murty (1988).

2.4. Exposicao aguda e subcronica a NP-TiO,

Posteriormente, P. lineatus foram expostos a 0 (grupo controle), 1, 5, 10 e 50 mg L™
NP-TiO, (Concentracdo nominal). Como a concentracdo real de NP-TiO, na agua (Analise
descrita no subitem “Caracterizagdo e dindmica das NP-TiO, em suspensdo” desta tese) foi
30% da concentracgdo original, as concentracdes reais foram: 0 (grupo controle), 0,5; 1,5; 3,0 e
15,0 mg L NP-TiO,. Essas foram as concentracdes a que algumas espécies mostraram
sensibilidade em outros trabalhos (FEDERICI et al., 2007; HALL et al., 2009; HAO et al.,
2009; XIONG et al., 2011), e foram escolhidas para esta tese uma vez que a CL50 das NP-

TiO, em P. lineatus foi maior que 100 mg L™. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente
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em cinco aquérios, em duplicata (n=10 peixes/tanque 200 L) em sistema semi-estatico com
renovacdo de 80% da agua com NP-TiO; a cada 24h. Durante a exposi¢do subcrbnica 0s
animais foram alimentados a cada trés dias imediatamente antes da renovacdo da agua dos
aquarios. Sinais de intoxicacdo foram observados apds 3, 6, 24 e 48 horas no ensaio agudo
(48 h) e apds 1, 3, 5, 7, 11 e 14 dias de exposi¢do as NP-TiO, no ensaio subcronico (14 d)
utilizando metodologia descrita por Murty (1988).

Ao final dos ensaios de exposi¢cdo aguda e subcronica, os animais foram anestesiados
com benzocaina (0,1 g L™) para colheita de amostras de sangue (~ 0,5 mL), via puncéo da
veia caudal com seringas heparinizadas, e em seguida, foram pesados, medidos e sacrificados
via sec¢do medular. Amostras de muasculo e cérebro foram congeladas e armazenadas a -80°C
para andlises bioquimicas. Um total de 12 animais por grupo de exposicdo foi utilizado para
as analises hematoldgicas, de genotoxicidade em eritrocitos e analises bioquimicas. Para as
analises da concentracdo de titanio em mdsculo e cérebro foram utilizados 8 animais por
grupo de exposicdo. A realizagdo dos experimentos foi aprovada pelo Comité de Etico
Animal (Protocolo n® 027/2011) e Comité de Etica Ambiental (Protocolo n® 002/2011) da
UFSCAR.

2.5 Concentracao de titdnio em musculo e cérebro

Amostras de tecido foram secas a 60°C até peso constante e entdo foram digeridas a
60°C durante 48h em &cido nitrico (HNO3) concentrado (Ultrapur- Merck, 69%) na proporcao
1:5 (mg de tecido: pL HNO3) com peroxido de hidrogénio (H20,) na proporcdo 1:8 (H,0::
HNO3). Apés a digestdo as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 g e o
sobrenadante foi usado para andlise. A concentracdo de titdnio nas amostras foi lida em
espectrofotdmetro de absorcdo atbmica com forno de grafite acoplado (AAnalyst 700, Perkin

Elmer, USA) no Laboratdrio de Ecofisiologia Animal da UEL.

2.6 Analises hematologicas

As amostras de sangue foram utilizadas para a determinagdo do hematocrito (Hct, %),
nGmero total de eritrécitos (Red Blood Cells- RBC, 10° pL™), concentragéo de hemoglobina
(Hb, g dL™?) e indices hematimétricos. O Hct foi determinado pela técnica do
microhematdcrito como descrito por Goldenfa et al. (1971), o RBC foi determinado em
camara de Neubauer utilizando microscopio de luz Olympus BX 51 (aumento de 400x), apds
diluicdo da amostra de sangue em solucdo formol-citrato. A concentragdo de Hb foi

determinada pelo método da cianometemoglobina (COLLIER, 1944) com diluicdo do sangue
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em solucdo de Drabkin. Os dados de Hct, concentracdo de Hb e RBC foram utilizados para o
calculo dos indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
Extensbes sanguineas foram confeccionadas e coradas com o corante May-Grunwald-
Giemsa-Wright seguindo a metodologia de TAVARES-DIAS e MORAES (2003), para a
contagem total e diferencial de leucdcitos e contagem de trombdcitos utilizando microscopio
de luz. A contagem foi feita de acordo com MCKNIGHT (1966), contando-se 3000 células no
total e diferenciando-se os eritrocitos, trombdcitos e leucocitos. Para a contagem diferencial

de leucdcitos foram contados 200 leucdcitos separadamente.

2.7 Ensaio cometa com eritrocitos

O ensaio cometa foi realizado no Laboratorio de Citogenética Animal da Universidade
Federal do Parana de acordo com Singh et al. (1988) e modificagdes de Ferraro et al. (2004).
10 pL de sangue foram coletados e diluidos em 1 mL de soro bovino fetal (PBS) para a
confeccdo das extensdes sanguineas em laminas previamente tratadas com agarose 1,5% (1,5
g em 100 mL de PBS) a 60 °C. 120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (0,1 g em 20
ml de PBS), mantida a 37 °C em banho-maria foi depositada sob a lamina e acondicionada
sob-refrigeracdo durante 10 a 20 minutos no escuro. As laminas foram entdo acondicionadas
na solucdo de lise (solugédo de lise estoque: NaCl, 2,5M; EDTA, 100 mM; Tris, 10 mM;
NaOH, 0,8%; N-lauryl-sarcocinate, 1%; solucdo de lise uso: 1 mL Triton X100; 10 mL
DMSO; e 89 mL de solucdo de lise estoque) a 4°C durante 24 horas. As laminas foram
cobertas com tampdo de eletroforese alcalino (300 mM NaOH/1 mM EDTA, pH>13) na cuba
de eletroforese para desnaturacdo do DNA a 4°C por 30 minutos. Em seguida as laminas
foram submetidas a corrente elétrica de 25 volts e 300 mA por 25 minutos. Apds a
eletroforese, as laminas foram retiradas e neutralizadas 3 vezes com 5 ml de tampédo de
neutralizacdo (0,4M Tris, pH 7,5) por 5 minutos cada. Ap6s a secagem, as laminas foram
fixadas com etanol absoluto por 5 minutos, coradas com 20 uL. de brometo de etidio (20 mg
L") e analisadas em microscépio de epifluorescéncia Zeiss utilizando aumento de 400x. Para
cada animal foram analisadas 100 células (nucleoides) e a avaliagdo ocorreu de acordo com a
intensidade da cauda formada classificada em cinco classes: 0 (sem danos visiveis); 1 (pouco
dano); 2 (dano médio); 3 (grande nimero de danos) e 4 (dano maximo). Os cometas em que
ndo foi possivel visualizar a regido da cabeca foram desconsiderados da contagem, pois
representavam DNAs totalmente fragmentados, caracteristicos de células invidveis. Os

escores foram calculados através da multiplicacdo do nimero de nucledides encontrados em
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cada classe pelo valor da classe, como mostrado na formula a seguir: Escore = [(0 X no dano
0) + (1 x no dano 1) + (2 x no dano 2) + (3 x no dano 3) + (4 x no dano 4)].

2.8 Teste do micronucleo pisceo

O teste do micronucleo (MN) com coloracdo fluorescente de laranja de acridina em
eritrécitos foi realizado no Laboratério de Citogenética Animal da Universidade Federal do
Parana de acordo com Ueda et al. (1992). O teste foi utilizado para a determinacdo da
frequéncia de microndcleos e de anormalidades nucleares eritrociticas (ANES). Amostras de
sangue diluidas em PBS (1:1) foram utilizadas para confeccdo de extensdes sanguineas
posteriormente fixadas com etanol absoluto por 15 minutos e coradas com 20 pL de laranja de
acridina a 0,003% em tamp&o Sorenson’s (pH 6,8) por 2 a 3 minutos para analise em
microscopio de epifluorescéncia Zeiss, em aumento de 1000x. A identificacdo de MN foi
realizada segundo Cavas e Ergene-Gozikara (2005). A laranja de acridina corou
seletivamente eritrocitos policromaticos. Em microscopia de fluorescéncia, microndcleos e o0s
principais nucleos apresentavam forte fluorescéncia verde-amarelo. 1000 células por peixe
foram analisadas em teste cego para a contagem de microndcleos e também de alteracdes
morfoldgicas nucleares, também classificadas como indicativos de genotoxicidade. As
alteracbes morfoldgicas nucleares foram classificadas conforme proposto por Carrasco et al.,
(1990): nlcleo segmentado, lobulado, vacuolar, reniforme e binucleado. Os resultados foram

apresentados como uma frequéncia do total dos eritrocitos contados.

2.9 Atividade da acetilcolinesterase em musculo e cérebro

A atividade da acetilcolinesterase (AchE) (nmol ACT! hidrolisada min™ mg Pt™) foi
determinada segundo Ellman et al. (1961). O método consiste em detectar o 2-nitrobenzoato-
5-mercaptotiocolina e o 5-tio-2-nitrobenzoato formados pela reagdo entre a tiocolina (produto
da hidrélise da acetiltiocolina pela AChE) e o DTNB a 405 nm. A atividade da enzima foi
expressa pela concentracdo de proteina no tecido, a qual foi quantificada utilizando o kit
comercial Micropote Pirogalol da Doles® (Doles Reagentes, Goiania, Brasil). Leitora de
microplaca (SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices, USA) foi utilizada para a
leitura da atividade da AChE e da concentracdo de proteina tecidual (mg mL™). As amostras
foram homogeneizadas em solugdo tampéo (fosfato de potassio, 0,1M, pH 7,5) para leitura da
concentracdo de proteinas e ensaio da acetilcolinesterase. A mistura reativa do ensaio
consistiu em 20 pL do sobrenadante, 130 uL de solugdo de DTNB (0,75 mM), e 50 uL de
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iodeto de acetiltiocolina (9 mM) e a leitura da absorbancia foi feita a 25°C durante 2 minutos

com intervalo de 12 segundos.

2.10 Anélises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Apds o
teste de normalidade, homogeneidade de variancia e linearidade, aplicou-se o teste
paramétrico Analise de Variancia (ANOVA) de uma via ou 0 teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis. No caso em que diferencas significativas foram detectadas no teste de
ANOVA, o teste de Dunnett foi aplicado para verificar onde ocorreram as diferencas. Todos
os testes foram efetuados com nivel de significancia de 0,05 usando o software STATISTICA
7.0 (StatSoft, Estados Unidos).

3 Resultados
3.1 Caracterizagao e dindmica das NP-TiO; em suspenséo

O tamanho das NP-TiO, analisado a partir de imagens do MET foi proximo ao
informados pelo fabricante (média = E.P.M., n=30 imagens, 23,69 + 0,37 nm) (Fig. 1). O
valor médio para o tamanho dos agregados de NP em suspensdo (didmetro hidrodinamico)
nas concentracdes experimentais (0,5 a 15 mg L™) foi de 219,8 nm (com limite de 122,4 a
458,7) e o potencial zeta de -13,87 mV (com limite de -11,7 a -20,0).

Fig. 1 - Eletromicrografia de NP-TiO, em suspensdo em agua Milli-Q. Barra de escala = 100
nm.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=StatSoft&action=edit&redlink=1
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3.2 Concentracdo de titdnio em masculo e cérebro

A concentracdo de titanio nas amostras é apresentada na Tabela 1. A concentracdo de
titanio aumentou significativamente (p < 0,05) em musculos e cérebros de animais expostos a
3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, por 14 dias.

Tabela 1 - Concentragéo de titanio no tecido de Prochilodus
lineatus exposto a NP-TiO; por 14 dias

Tecido
Tratamento Musculo Cérebro
Controle 0,37 £ 0,07 0,57 £ 0,08
0,5 mg L de NP-TiO, 0,61 +£0,04 0,73+0,05
1,5mg L de NP-TiO, 0,87 £ 0,05 0,94 +£0,04
3,0 mg L de NP-TiO, 157+0,04* 1,22+0,08*
15,0 mg L™ de NP-TiO, 3,65+0,29* 1,92+0,20*

Dados sd0 média + EPM expressados como pg Ti g™ de
tecido seco. Controle= 0,0 mg L™ de NP-TiO,, * representam
diferenca significativa entre cada tratamento e seu respectivo
grupo controle. Kruskall-Wallis, p<0,05.

3.3 Toxicidade das NP-TiO,

A CL50; 48 h determinada para as NP-TiO, em P. lineatus foi maior que 300 mg L™,
pois durante todos os experimentos ndo ocorreu mortalidade em nenhuma das concentragdes
utilizadas, os animais estavam um pouco agitados e nadando no meio da coluna d'agua,
porém ndo apresentavam dificuldade respiratdria e hiperventilacdo. Uma coloracdo mais clara
foi observada nos peixes em relacdo aos animais do grupo controle. Durante os experimentos
de exposicdo aguda (48h) e subcronica (14 d) as NP-TiO, ndo ocorreu mortalidade em
nenhum dos tratamentos. No entanto, apds 7 d de experimento os animais expostos a 3,0 e
15,0 mg L™ de NP-TiO, permaneciam por algum tempo no meio da coluna d’agua, nadavam

em circulos e apresentavam coloracdo mais clara em relacéo ao controle.

3.4 Respostas hematoldgicas, contagem de leucdécitos e trombdcitos

As variaveis hematoldgicas de P. lineatus apds exposicao aguda (48 h) e subcronica
(14 d) as NP-TiO, estdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3. No ensaio agudo, ndo se observou
diferengas significativas (p > 0,05) em nenhuma das variaveis hematologicas analisadas
comparando os tratamentos com o respectivo grupo controle. No ensaio subcrénico, ndo se
observou diferengas significativas (p > 0,05) no Hct, Hb e CHCM nos animais expostos as
NP-TiO, em relacdo ao grupo controle. Entretanto, ocorreu diminuicéo (p < 0,05) no RBC em
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todas as concentracdes de NP-TiO,, aumento (p < 0,05) no VCM nas concentrac6es de 0,5;
3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, e aumento (p < 0,05) no HCM nas concentracdes de 3,0 e 15,0
mg L de NP-TiO,.

As celulas sanguineas encontradas em extensfes do sangue de P. lineatus sao
mostradas na Fig. 2. A exposi¢do aguda a NP-TiO, causou uma diminuicdo significativa (p <
0,05) no nimero total de leucdcitos dos animais expostos a 1,5 e 3,0 mg L™ NP-TiO, e um
aumento significativo (p < 0,05) na porcentagem de mondcitos no sangue em animais
expostos a 15,0 mg L™ NP-TiO,em relagéo ao grupo controle (Tabela 2). No entanto, ndo se
observou alteracGes significativas (p > 0,05) na contagem de trombdcitos e porcentagem de
linfocitos imaturos, linfocitos, baséfilos, eosindfilos, neutréfilos e células granulociticas
especiais apds exposicdo aguda (Tabela 2). Por outro lado, ocorreu uma diminuicdo
significativa (p < 0,05) no total de leucécitos nos animais expostos a 15,0 mg L™ NP-TiO, e
na porcentagem de linfocitos naqueles expostos a 3,0 mg L™ NP-TiO, (exposicéo subcronica)
(Tabela 3). Com relagcdo a contagem diferencial, a porcentagem de linfécitos imaturos,
basofilos, eosinofilos, mondcitos, neutrofilos e células granulociticas especiais ndo alteraram
significativamente (p > 0,05) em relacdo ao controle, assim como a contagem de trombacitos

apos exposicdo subcronica (Tabela 3).
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Tabela 2 - Varidveis hematologicas de Prochilodus lineatus expostos a nanoparticulas de
TiO, durante 48 h (exposi¢éo aguda)

Parametro Controle 05mgL* 15mgL* 3,0mg L™ 150mg L*
Eritrécitos totais 1,89 +£0,15 1,96 £ 0,09 1,73£0,11 1,83 £0,09 2,28 £ 0,17
(10° uL™)

Hematocrito 35,54 £ 0,57 38,83+£132 33,83+£0,72 3492+102 37,46+0,93
(%)

Hemoglobina 8,81+ 0,35 9,82+ 0,35 9,61+ 0,27 9,34 £ 0,19 10,00 £ 0,34
(gdL™)

VCM 194,06 £ 16,12 206,71 £7,69 201,88 £1252 194,76 £9,07 172,31 +9,46
(fL)

HCM 46,74 = 3,97 50,87 £2,23 56,71 £ 3,22 52,28 £2,44 4583 + 2,63
(pg/cel)

CHCM 0,25+ 0,01 0,25+ 0,01 0,28 £ 0,00 0,27 £ 0,01 0,27 £ 0,01
(g/dL)

Leucdcitos totais 3,78 £ 0,56 2,70 £ 0,22 162+0,16 * 2,04+0,22* 3,31+0,35
(10° pL™)

Trombdcitos 3,02+ 0,35 3,07+ 0,26 2,76 £ 0,28 2,94 + 0,22 2,92 + 0,46
(10° pL™)

Linfocitos imaturos 1,46 £0,43 0,30+ 0,21 0,10+ 0,10 0,40 £ 0,16 0,50 £ 0,17
(%)

Linfdcitos 90,1+1,8 84,044 81,1+46 85,525 83,1+25
(%)

Basofilos 0,10+ 0,10 0 0 0 0

(%)

Eosindfilos 0,27 £ 0,15 0 0,10+ 0,10 0 0

(%)

Mondcitos 3,50+ 0,48 593+1,22 6,79 +1,51 7,90 £ 1,57 9,38+1,32*
(%)

Neutroéfilos 454 +134 9,74 + 3,99 11,79 £ 3,73 6,20 + 1,69 7,07+ 2,09
(%)

Células granulociticas 0 0 0,10 (£ 0,10) 0 0

especiais (%)

Abreviagoes: volume corpuscular Médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). Valores sio representados por média = EPM. Controle= 0,0 mg L™ de
NP-TiO,. * representam diferencas significativas entre os tratamentos e o seu respectivo grupo controle
(ANOVA, p <0.05); Kruskal-Wallis foi aplicado para VCM, CHCM, Leucdcitos totais, Linfdcitos imaturos,

Basofilos, Eosindfilos, Neutrdfilos e Células granulociticas especiais (p <0.05).
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Tabela 3 - Variaveis hematologicas de Prochilodus lineatus expostos nanoparticulas de TiO,

durante 14 d (exposi¢do subcronica)

Parametro Controle 05mg L™ 1,5mgL?  30mgL* 150mgL™
Eritrécitos totais 1,59 £ 0,07 1,35+£0,05* 137+005* 130x0,05* 1,32+0,04*
(10° uL™)

Hematocrito 27,13+0,68 27,71+1,17 26,13+0,57 2767+1,09 26,63+0,81
(%)

Hemoglobina 6,47 £ 0,28 6,50 £ 0,27 6,57 £0,18 6,78 £ 0,26 6,60 = 0,36
(gdL™)

VCM 173,83 £8,31 203,52 +7,02* 189,96 £6,55 211,19 +8,31 202,98 +6,13 *
(fL) *

HCM 39,77 £2,86 48,17 +2,57 4795+126 5163+15* 5134+225*
(pg/cel)

CHCM 0,24 £ 0,01 0,24 £ 0,01 0,25+ 0,01 0,25+ 0,01 0,25+ 0,01
(g/dL)

Leucdcitos totais 3,65+ 0,30 3,99 £ 0,26 3,13+x041 4,39+ 0,38 2,13+0,27 *
(10* pL™)

Trombdcitos 2,97 £ 0,36 2,98 £ 0,27 3,19+0,29 2,94 £0,47 2,50+0,32
(10" pL™)

Linfocitos imaturos 0,79 +£0,29 0,35+0,23 1,34 £0,45 0,49 +£0,16 0,86 + 0,36
(%0)

Linfécitos 88,9+0,9 89,0+1,2 875+1.2 819+11* 835%x25
(%)

Basofilos 0,09 +£0,09 0 0 0 0

(%)

Eosindfilos 0,27 £ 0,14 0,19+0,13 0,10+0,10 0,30+ 0,15 0,60 + 0,34
(%)

Mondcitos 4,82+0,71 3,78+ 0,51 4,68 = 0,92 8,58 £1,20 6,90 £ 1,68
(%)

Neutrdfilos 515+0,94 6,72 +£0,93 6,31+ 1,35 8,69+0,73 8,62 +1,98
(%)

Células granulociticas 0 0 0,10+0,10 0,20+0,13 0,10+0,10

especiais (%0)

Abreviagoes: Anova (A), Kruskal-Wallis (K), volume corpuscular Médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Valores séo representados por média
+ EPM. Controle= 0,0 mg L™ de NP-TiO, *representam diferencas significativas entre os tratamentos e 0 seu
respectivo grupo controle (ANOVA, p <0.05); Kruskal-Wallis foi aplicado para HCM, Linfécitos, Basdfilos,
Eosindfilos, Mondcitos e Células granulociticas especiais (p <0.05).
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Fig. 2 - Células sanguineas de Prochilodus lineatus coradas com May-Grunwald-Giemsa-
Wright. Eritrocito=ER; célula granulocitica especial= CGE; trombdcito= T; linfécito= L;
eosinofilo= EO; neutréfilo= NE; mondcito= M. Barra de escala = 10um.
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3.5 Ensaio cometa e teste do microndcleo pisceo

Eritrocitos de P. lineatus expostos a NP-TiO, apresentaram diminuicdo (p < 0,05) no
escore de dano do DNA ap6s exposicdo aguda a 15,0 mg L™* NP-TiO, em relagdo ao grupo
controle e apoOs exposicdo subcrénica ndo observeram-se diferencas significativas entre os
tratamentos (Tabela 4). Por outro lado, a frequéncia de MN e ANEs n&o variaram
significativamente (p > 0,05) em todos os peixes expostos a NP-TiO, ap0s exposicao aguda e
subcrénica (Tabela 4).

Tabela 4 - Escore de danos (ensaio cometa), frequéncia de microndcleo (MN) e outras
anormalidades nucleares eritrociticas em eritrocitos de Prochilodus lineatus expostos a
NP-TiO, durante 48 h (exposi¢do aguda) e 14 d (exposicdo subcrbnica)

NP-TiO, (mg L)

Alteracdo C 0,5 15 3,0 15,0
48 h
Escore 265,63 + 16,14 302,42 +17,90 267,00+2121 260,44 +21,95 132,73 +14,77*
MN (%o) 0 0,15+0,11 0,05 £ 0,05 0,10 £ 0,07 0,15+0,11
ANE (%0)  0,95+0,18 2,00£0,45 2,30£0,88 1,70+ 0,36 0,95+0,25
14 dias

Escore 326,77 +26,05 327,00 +14,97 301,06 +18,83 325,63 +16,28 297,50 + 28,34
MN (%o) 0,15+0,11 0,30+£0,13 0,20 £ 0,09 0,20 £ 0,09 0,20 £ 0,09
ANE (%0) 1,00+0,18 1,90+ 0,34 1,25+0,34 0,65+ 0,21 1,20+ 0,29

Valores sdo representados por média + EPM. C= Controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,). *representam
diferencas significativas entre os tratamentos e o seu respectivo grupo controle (p < 0,05). A: Anova
(Escore e MN) e K: Kruskal-Wallis (ANE)
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3.6 Neurotoxicidade

A exposicdo aguda a NP-TiO, diminuiu significativamente (p < 0,05) a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) no musculo branco de P. lineatus para todas as concentracfes
testadas, enquanto nenhuma alteracéo significativa (p > 0,05) foi observada no cérebro (Fig.
3). Apos exposicdo subcrénica a NP-TiO;, ndo ocorreram alteragdes significativas (p > 0,05)
na atividade da AChE no musculo branco e no cérebro dos animais testados neste estudo (Fig.
3).
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Fig. 3 - Atividade da acetilcolinesterase no musculo (A) e cérebro (B) de Prochilodus lineatus
ap6s exposicao aguda (48 horas) e subcrdnica (14 dias) a NP-TiO,. C= controle (0,0 mg L™
de NP-TiO,), pt= proteina. Dados sdo media + E.P.M. * Indicam diferencgas significantes do
respectivo grupo controle (agudo ou subcrdnico) (ANOVA, p <0.05).
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4 Discussao
4.1 Toxicidade das NP-TiO;

As NP-TiO, ndo foram consideradas letais para P. lineatus uma vez que ndo afetaram
a sobrevivéncia dos peixes expostos a concentracdes tao altas quanto 300 mg L™ de NP-TiO,,
que sdo maiores que o limite determinado pela legislacéo para indicar que uma substancia ndo
é toxica (ABNT, 2006). Em outras espécies como Danio rerio (CL50; 48 h > 100 mg L™ de
NP-TiO,; ZHU et al., 2008; XIONG et al., 2011), Pimephales promelas (CL50; 48 h > 500
mg L™ de NP-TiO,; HALL et al., 2009), Oncorhynchus mykiss (CL50; 96 h > 100 mg L™ de
NP-TiO,; WARHEIT et al., 2007) e Cyprinus carpio (0% de mortalidade ap6s exposicéo a
200 mg L™ de NP-TiO, durante 20 dias, HAO et al., 2009) as NP-TiO, também n#o
apresentaram toxicidade.

Alteracbes no comportamento tém sido descrito em animais expostos as NP-TiO,. Hao
et al. (2009) reportaram alteracdo do comportamento natatdrio tais como natacéo erratica e em
circulos préximo a coluna d’agua em Cyprinus carpio expostos a 50 mg L™ de NP-TiO,
durante 20 dias. Além disso, alteracdo na flutuabilidade e alta secrecdo de muco também
foram observadas em 14 dias de exposicdo a NP-TiO, em Oncorhynchus mykiss (1 mg L™ de
NP-TiO,; FEDERICI et al., 2007). Os resultados obtidos em P. lineatus expostos as NP-TiO,
corroboram os estudos prévios realizados em outras espécies de peixes e sugerem que a
exposi¢do subcrbnica as NP-TiO, alteraram o comportamento natatdrio dos peixes. Como néo
houve mortalidade até a concentragdo de 300 mg L™ pelo periodo de 48 h, as NP-TiO, podem
ser consideradas ndo letais para peixes embora as alteracdes do comportamento natatério
sugiram que as NP-TiO, podem afetar a funcdo de alguns 6rgdaos. Normas especificas ainda
devem ser estabelecidas e consolidadas para testar a toxicidade de NP.

4.2 Respostas hematoldgicas

As alteracOes observadas nas variaveis hematoldgicas de P. lineatus expostos a NP-
TiO, por 14 dias, principalmente a diminuigdo do RBC e aumento do VCM e HCM, podem
ser causados pela acdo da adrenalina, horménio do estresse, que favorece a troca de H* por
Na* e aumento de ions Na" e CI" no meio intracelular com consequente entrada de agua na
célula e aumento de volume eritrocitario (RAILO et al., 1985; TAVARES-DIAS e MORAES,
2004). A entrada de agua nas celulas pode ter provocado a hemolise de eritrdcitos levando a
diminuicdo do RBC. Hemolise em eritrocito ja foi relatada devido a exposi¢do a NP-TiO; in
vitro, diminuindo o0 RBC (GHOSH et al., 2012; SHI et al., 2013) e pelo presente trabalho

pode-se sugerir que 0 Mesmo Processo ocorre in vivo.
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Nos peixes, os leucdcitos sdo produzidos e armazenados no rim anterior, com excecao
dos linfocitos T, que séo produzidos no timo (CARLSON e ZELIKOFF, 2008). No entanto,
estudos comprovam que 0 rim é o 6rgdo onde mais ocorre o acumulo de NP-TIO,
(JOVANOVIC et al., 2011), e no presente trabalho esse acimulo de NP-TiO, no rim também
foi constatado (Capitulo 2). Assim, sugere-se que a populacdo de leucécitos que ali sdo
produzidos e armazenados fica intensamente exposta as NP, o que pode causar a reducdo na
producdo e funcdo dessas celulas de defesa, como ja foi comprovado no caso dos neutréfilos
(JOVANOVIC et al., 2011). Os metais afetam a resposta imune de vérias espécies de peixe, 0
que resulta em uma menor resisténcia contra patégenos (CARLSON e ZELIKOFF, 2008).
Essa resposta imune pode ser alterada devido a destruicdo, sensibilizacdo e alteragdo das
funcBes celulares, como a atividade fagocitica dos macréfagos e neutréfilos, através da
inducdo ou inibicdo da proliferacdo celular ou da formacdo de precursores celulares
(CARLSON e ZELIKOFF, 2008). Por outro lado, a exposi¢do a baixas concentragdes de
metais pode ativar o sistema imune dos peixes, estimulando a atividade de macréfagos
(O’HALLORAN et al., 1998) ou da produgéo de substancias inflamatorias (ORTEGA et al.,
2013). Isso provavelmente explica porque os resultados de experimentos imunotoxicoldgicos
com metais séo controversos (O’HALLORAN et al., 1998). Os efeitos de metais na resposta
imune de peixes dependem da dose, do tempo e do modo de exposicdo (CARLSON e
ZELIKOFF, 2008).

A diminuicdo do numero de leucdcitos totais neste trabalho, apOs exposicdo
subcrénica, corrobora a hipotese de que as NP afetam negativamente a producdo ou
manutencdo dessas células. O aumento do nimero de mondcitos circulantes apos exposi¢do
aguda possivelmente esta associado a duas consequéncias da exposicdo as NP: apoptose de
células, onde ocorre o0 acumulo da nanoparticulas, e a formacéo de agregados de plaquetas no
sangue. Entre as células em que pode ocorrer o acimulo de NP estdo as células ricas em
mitocondrias (CRM), presentes principalmente no epitélio branquial, renal e intestinal e cujas
ATPases de membrana tém alta afinidade por metais como o titanio (LI et al., 1996). Outro
tipo de célula em que a apoptose € induzida pelas NP sdo os neutrofilos, que fazem a
fagocitose de nanoparticulas menores que 3 pum (JOVANOVIC et al.,, 2011). Células
apoptoticas sdo removidas pelos macrdéfagos, cujo precursor no sangue sao 0S monocitos
(CARLSON e ZELIKOFF, 2008). Alem de células apoptdticas e fragmentos celulares, os
macrofagos também estdo envolvidos na fagocitose e remocao de agregados de plaquetas que
se formam no sangue induzidos pelas NP (JOVANOVIC et al., 2011). Em um estudo em que

0s peixes foram expostos a NP-TiO, por 48 h, foi demonstrado o aumento de um fator que
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promove a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos (JOVANOVIC et al., 2011). Neste
estudo, o aumento do ndmero de mondcitos circulantes, portanto, deve ter sido resultado do
aumento da producdo de monadcitos no rim, de forma a compensar a “perda” de mondcitos
que migraram para os tecidos e se diferenciaram em macréfagos.

ApoOs a exposicdo subcronica, a diminuicdo dos leucdcitos totais no sangue foi
observada apenas em animais expostos a 15,0 mg L™ de NP-TiO,, indicando recuperacéo dos
niveis de leucocitos totais em animais expostos a concentracfes de NP-TiO, mais baixas,
embora a percentagem de linfécitos nos animais expostos a 3,0 mg L™ de NP-TiO, tenha
diminuido. A baixa quantidade de leucécitos circulantes mostra que ndo houve recuperacao
do sistema imune, ao menos para a maior concentracdo de NP-TiO, deste trabalho. Em outros
estudos, no entanto, peixes expostos a metais por uma semana apresentaram, apds uma
reducdo inicial, uma recuperacao da resposta imune (CARLSON e ZELIKOFF, 2008). A
toxicidade inicial das NP-TiO, induz a producéo de enzimas protetoras como a metalotioneina
(CARLSON e ZELIKOFF, 2008), o que, se ocorreu neste estudo, ndo foi suficiente para
manter a populacdo de leucécitos no sangue dos peixes expostos a 15,0 mg L™ de NP-TiO,.
Portanto, a exposi¢do as NP-TiO, pode diminuir a imunidade de P. lineatus e possivelmente

reduzir a capacidade de resistir a patégenos tornando-os mais suscetiveis a doencas.

4.3 Ensaio cometa e teste do micronucleo pisceo

A capacidade das NP causarem danos no DNA ou formacdo de MN e ANES no
organismo de mamiferos, peixes e em linhagens de células humanas esta bem descrita pela
literatura (SHI et al., 2013; VIGNARDI et al., 2015). Karlsson et al. (2010) descreveram que
esses danos podem ser causados por diferentes mecanismos tais como pela capacidade das NP
estimularem células-alvo a produzirem oxidantes ou compostos genotoxicos, pela habilidade
das NP em causar inflamacdo com consequente formacdo de oxidantes, pelo aumento da
permeabilidade da membrana lisossomal, que poderia permitir que as enzimas de degradacéo
do DNA entrassem em contato com o ndcleo ou por interacdo direta com o DNA nuclear
durante a divisdo mitotica.

O efeito citotoxico das NP-TiO, é bastante controverso. Em camundongos tratados
com doses de até 1387 mg kg™ NP-TiO,, via injecdo intravenosa, durante 14 dias, ndo ocorreu
a formacdo de microndcleo (XU et al., 2013). Entretanto, Chen et al. (2014) encontraram
danos genotdxicos como a ruptura de filamentos duplos do DNA em células da medula éssea
de ratos expostos a doses de 50 mg kg™ de NP-TiO, por 30 dia, via oral, e diminuicio da

viabilidade celular em concentracdes acima de 5 mg kg™ ap6s 24 e 48 horas de exposicdo. O
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poder oxidativo e genotoxico das NP-TiO, parece ser potencializado pela luz ultravioleta e
luz visivel (REEVES et al., 2008; KARLSSON et al., 2010). No entanto, no presente estudo
as NP-TiO, ndo foram genotoxicas para P. lineatus mesmo com exposicdo a luz ultravioleta
por 12 h. O escore do grupo de animais controle foi alto, 0 que pode ter mascarado 0s
resultados de uma possivel genotoxicidade das NP-TiO, no presente estudo. Este escore alto
pode ter sido um resultado completamente casual, ou um resultado do estresse da exposicao,
com troca da &dgua dos aquarios a cada 24 horas, ou ainda devido a sensibilidade das células

de estudo da espécie.

4.4 Neurotoxicidade

O principal papel da AChE é a hidrolise do éster acetilcolina, que € um
neurotransmissor liberado das vesiculas sinapticas durante a transmissdo de um impulso
nervoso (BRADBURY et al., 2008; LIMA et al., 2013). Normalmente, a inibicdo de esterases
esta relacionada com pesticidas como compostos organofosforados e carbamatos, que atuam
como pseudosubstratos destas enzimas (BARATA et al., 2004). Entretanto, estudos em peixes
relataram o efeito neurotoxico também de metais como mercurio, chumbo e cadmio inibindo
esterases, e a forma como metais poderiam inibir a AChE ainda é discutida (RICHETTI et al.,
2011; LIMA et al., 2013).

A inibicdo da atividade da AChE em peixes pode causar um aumento do
neurotransmissor nas sinapses superestimulando os receptores muscarinicos e nicotinicos, o
que desencadeia uma série de alteraces no organismo como mudanca na temperatura
corporea, frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea, contracdes musculares involuntarias e pode
alterar o desenvolvimento neuromotor em peixes juvenis e afetar sua reproducao
(BRADBURY et al., 2008). No entanto, ndo se observou efeito apos exposicao subcronica
das NP-TiO; na atividade da AChE no musculo branco e no cérebro dos animais testados
neste estudo, o que pode ser resultado de ajustes fisiologicos, como a producdo de
metalotioneina, que pode ter evitado os efeitos neurotdxicos das NP.
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5 Conclusoes

Este estudo mostra que NP-TiO, ndo causam mortalidade em P. lineatus até o limite
estabelecido pela ABNT (100 mg L), o que indica baixa toxicidade. A exposicdo a
concentracdes de NP-TiO, relativamente baixas (0,5, 1,5, 3,0 e 15,0 mg L™) ndo causam
danos genéticos, mas resultam em neurotoxicidade transitéria que é restabelecida
provavelmente devido a ajustes fisiologicos. Entretanto, alteragdes hematoldgicas e no
sistema imune ocorre durante longo periodo de exposicdo as NP-TiO, reduzindo a capacidade

de P. lineatus em resistir a patdgenos e outras enfermidades.
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CAPITULO 2

Respostas antioxidantes e alteracdes histopatoldgicas em branquias e rins
do peixe neotropical Prochilodus lineatus apds exposicdo aguda e

subcrénica a nanoparticulas de dioxido de titanio
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Resumo

O presente estudo investigou a toxicidade de nanoparticulas de didxido de titanio (NP-TiOy)
em branquias e rins do peixe neotropical de agua doce, Prochilodus lineatus, com énfase as
respostas antioxidantes e danos oxidativos e morfoldgicos. P. lineatus foram expostos a 0;
0,5; 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ NP-TiO, durante 48 h (exposicdo aguda) e 14 d (exposicdo
subcrbnica). Nas branquias, a exposi¢do aguda a NP-TiIO, resultou em diminuigdo na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e aumento nos niveis de glutationa (GSH),
enguanto a exposicao subcrénica resultou em aumento das ERO na maior concentracdo de
exposicdo e dos niveis de GSH e diminuiu a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
nos animais expostos a 15,0 mg L™ ! NP-TiO,. Nos rins, a exposi¢cdo aguda & NP-TiO, ndo
resultou na formacdo de ERO ou alteracdo da atividade das enzimas antioxidantes, mas
ocorreu um aumento nos niveis de GSH e do nivel de lipoperoxidacdo (LPO) em animais
expostos a 15,0 mg L™ NP-TiO,. Apds exposicao subcronica ocorreu inibicdo da catalase em
todos 0s grupos expostos e aumento nos niveis de LPO nos animais expostos a 15,0 mg L ™!
NP-TiO,. Nas branquias, as principais alteracdes histopatologicas foram hipertrofia,
hiperplasia, deslocamento do epitélio lamelar além de dilatacdo e congestdo de vasos
sanguineos. No tecido renal, mudancgas degenerativas e necroses podem refletir o efeito da
lipoperoxidacdo no rim. Esses dados sugerem que a GSH possui um importante papel na
prevencdo do estresse oxidativo em branquias de P. lineatus, uma vez que ndo ocorreu
peroxidacdo lipidica. No entanto, o sistema de defesa antioxidante ndo foi capaz de prevenir o
dano oxidativo nos rins apds exposicdo aguda a 15,0 mg L™* NP-TiO,, ocorrendo a
lipoperoxidacdo. ApoOs exposicdo subcronica, o balango oxidativo foi reestabelecido no rim
embora tenha ocorrido inibicdo da catalase em todos os tratamentos. As alteracOes
histopatoldgicas branquiais apds exposi¢do subcrénica podem influenciar na troca de gases e
no equilibrio osmético e idnico e nos rins, sendo que os danos podem levar a perda da funcédo

do orgéo em longo prazo.

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio. Glutationa. Epitélio branquial. Tubulos renais.



51

1 Introdugéo

Véarios campos da nanotecnologia tém crescido muito nos ultimos anos com a
utilizacdo de técnicas para o desenvolvimento de estruturas nanoparticuladas, com 1 a 100
nm, através da regulacdo de propriedades termodindmicas como precipitacdo e cristalizacéo
(SUTARIYA et al., 2015). As caracteristicas especificas das nanoparticulas (NP), como
pequeno tamanho, forma, carga de superficie, estado de agregacdo e aglomeracdo, conferem
ao mesmo tempo grande potencial para aplicacdes industriais e elevado potencial toxicologico
devido a interacdo com sistemas bioldgicos (FADEEL et al., 2012). NP provenientes do
processo de manufatura uso e descarte de NP serdo liberados em ecossistemas aquéticos e
poderdo interagir com os organismos la presentes (BARBER et al., 2009). As NP-TiO,, por
exemplo, tendem a se agregar no ambiente aquatico e podem interagir com a matéria organica
em suspensdo e serem absorvidas por organismos aquaticos (CLEMENTE et al., 2012).
Devido ao seu pequeno tamanho, as NP-TiO, podem passar livremente através de células
epiteliais do tecido branquial de peixes durante o ciclo respiratorio e dai para o sangue, e
serem difundidas por todo o organismo (OBERDORSTER et al., 2005; BARBER et al.,
2009).

As branquias e os rins sdo considerados 6rgdos alvos para a contaminagdo por
xenobidticos em peixes. As branquias sdo vias de entrada de xenobidticos por apresentarem
um contato direto com o meio externo e uma grande superficie de contato constituida por
filamentos e lamelas vascularizados e revestidos por uma fina camada de tecido epitelial que
tem curta distancia de difusdo agua-sangue favorecendo as trocas gasosas (CERQUEIRA e
FERNANDES, 2002; EVANS et al., 2005). Além da funcdo respiratoria, as branquias
apresentam um importante papel na regulacdo idnica, no equilibrio &cido base e na excrecao
de produtos nitrogenados. Os xenobidticos podem causar alteracdes morfoldgicas no tecido
branquial e consequentemente nas funcdes das branquias (FERNANDES et al., 2007). Os rins
sd0 expostos aos xenobiodticos presentes no sangue que eles continuamente filtram e sdo
responsaveis pela excrecdo de metabolitos de varios xenobidticos a que o0s peixes s&o
frequentemente expostos (HINTON et al., 1992).

A interacdo com NP-TiO, pode gerar especies reativas de oxigénio (ERO) que causam
danos as membranas lipidicas de células e organelas celulares e consequentemente disfuncao
celular (HAO et al., 2009). A formacdo de ERO sdo consequéncias do metabolismo aerobico,
mas sua producdo pode ser aumentada na presenca de xenobidticos. Os animais possuem um
mecanismo de defesa antioxidante responsaveis por manter o balango redox celular. As

enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidade (GPx) e
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glutationa S transferase (GST) sdo as principais defesas enzimaticas do organismo contra as
ERO e o composto protéico glutationa (GSH) também é uma das mais importantes defesas
antioxidantes ndo enzimaticas. Com uma producdo aumentada de ERO, ocasionada por
xenobidticos na agua, o sistema de defesa antioxidante pode ser ineficiente em neutraliza-las,
0 que resulta em estresse oxidativo ou desequilibrio entre 0s compostos pro-oxidantes e
antioxidantes com consequentes danos oxidativos no organismo (DI GIULIO e MEYER,
2008). Nesse contesto, o presente estudo teve como objetivo investigar a toxicidade das NP-
TiO, em branquias e rins de Prochilodus lineatus via analises bioquimicas e morfoldgicas. As
seguintes hipoteses foram testadas: 1) NP-TiO, podem induzir o aumento da producdo de
ERO; 2) o organismo aumenta sua capacidade de resposta antioxidante que pode ou néo ser
suficiente para prevenir dano nos tecidos; 3) exposicdo a NP-TiO, causam alteracGes

histopatolégicas em branquias e rins.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Animais

Jovens de P. lineatus (massa corporea: 31,06 £ 0,39 g, comprimento total: 14,38 +
0,06 cm) obtidos da Estacdo de Aquicultura da Usina Hidroelétrica de Furnas, Sdo José da
Barra, MG, Brasil, foram aclimatados durante dois meses em tanques de 1000 L com agua
corrente, sem cloro e aeracdo constante. Os animais foram alimentados “ad libitum” com
racdo comercial para peixes (FRI-ACQUA 40, Fri-Ribe Racdes, 40 % de proteina). As
variaveis fisicas e quimicas da agua (temperatura: 22,49-26,34 °C, oxigénio dissolvido: 6,19-
7,82 mg L, pH: 6,31-7,73, condutividade: 40-58 pS cm™, alcalinidade: 35-43 mg L™ como
CaCO; e dureza total: 39-50 mg L™ como CaCOs) foram monitoradas e se mantiveram

constantes durante o periodo de aclimatacdo e dos ensaios de toxicidade.

2.2 Exposic¢ao aguda e subcronica a NP-TiO;

Posteriormente, P. lineatus foram expostos a 0 (grupo controle), 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0
mg L™ NP-TiO, (Concentracdo nominal: 0, 1, 5, 10 e 50 mg L™ de NP-TiO,) durante 48 h
(exposicdo aguda) e 14 dias (exposicdo subcronica). Essas foram as concentracdes a que
algumas espécies mostraram sensibilidade em outros trabalhos (FEDERICI et al., 2007
HALL et al., 2009; HAO et al., 2009; XIONG et al., 2011) uma vez que a CL50 das NP-TiO,
em P. lineatus foi maior que 100 mg L™ Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em
cinco aquarios, em duplicata (n=10 peixes/tanque 200 L) em sistema semi-estatico com
renovacdo de 80% da &gua com NP-TiO, a cada 24h. Durante a exposi¢do subcrénica os
animais foram alimentados a cada trés dias imediatamente antes da renovacdo da agua dos
aquarios.

Apo6s o periodo de exposicdo aguda e subcronica as NP-TiO,, os animais foram
anestesiados com benzocaina (0,1 g L™) e sacrificados via seccdo medular. Amostras de
branquias e rins foram armazenadas a -80°C para analises bioquimicas ou fixadas em
glutaraldeido 2,5%, em tampédo fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,3 para posterior analise
histopatoldgica. Um total de 12 animais por grupo de exposicao foi utilizado para as analises
bioguimicas. Para as anélises histopatologicas e quantificacdo da concentracdo de titdnio em
branquias e rins foram utilizados 8 animais por grupo de exposi¢do. A realizagdo dos
experimentos foi aprovada pelo Comité de Etico Animal (Protocolo n® 027/2011) e Comité de
Etica Ambiental (Protocolo n° 002/2011) da UFSCAR.
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2.3 Concentracéo do titanio em bréanquias e rins

Amostras de branquias e rins foram secas a 60 °C até peso constante e entdo foram
digeridas a 60°C durante 48h em &cido nitrico (HNO3) concentrado (Ultrapur- Merck, 69%)
na proporcao 1:5 (mg de tecido: pL HNO3) e perdxido de hidrogénio (H20,) na proporcao 1:8
(H202: HNO3). Apos a digestdo as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 g e
0 sobrenadante foi usado para analise. A concentracdo de titdnio nas amostras foi lida em
espectrofotdmetro de absorcéo atdbmica com forno de grafite acoplado (AAnalyst 700, Perkin

Elmer, USA) no Laboratdrio de Ecofisiologia Animal da Universidade Estadual de Londrina.

2.4 Analises bioquimicas em branquias e rins

As anélises bioquimicas foram feitas utilizando leitora de microplaca (SpectraMax®
M5 Multi-Mode, Molecular Devices, USA) e a determinagdo da concentracdo de proteina
tecidual (mg mL™) para a expressio da atividade das enzimas foi determinada utilizando kit
comercial Micropote Pirogalol da Doles® (Doles Reagentes, Goiania, Brasil).

As ERO (diclorofluoresceina mg proteina™) foram determinadas quantificando a
conversdo do reagente 2, 7- diacetato de diclorofluoresceina para 2,7-diclorofluoresceina
fluorescente, com excitacdo/emissao a 370/445 nm (VIARENGO et al., 1999) no mesmo dia
da coleta. A atividade da SOD (U SOD min™ mg proteina™) foi determinada a A= 550 nm pela
inibicdo da taxa de reducdo do citocromo C pelo radical superéxido (MCCORD e
FRIDOVICH, 1969), a da CAT (umol H,0, metabolizado min™ mg proteina™) foi mensurada
pelo decaimento da concentracdo de H,O,a A= 240 nm (BEUTLER, 1975), a da GPx (nmol
NADPH min? mg proteina™) foi determinada pela oxidacdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) em presenca de t-butyl e leitura a A= 340 nm (BEUTLER,
1984) e a da glutationa-S-transferase (GST; nmol CDNB min™ mg proteina™) foi mensurada
utilizando como substrato o reagente 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e leitura a A= 340
nm (HABIG et al., 1974). Os niveis de GSH (nmol GSH mg proteina™) foram medidos com
base na reacdo do 2,3 naftalenedicarboxialdeido (NDA) com a GSH formando um composto
fluorescente com excitacdo/emissdo a 472/528 nm (WHITE et al., 2003) e os niveis de
peroxidacdo lipidica (LPO; uM hidroperéxido de cumeno (CHP) mg proteina™) foram
determinados ap6s a oxidacao de Fe*? (Ferro reduzido) a Fe*® (Ferro oxidado), na presenca do
reagente alaranjado xilenol (Ferrous Oxidation- Xylenol Orange- FOX) formando Fe*-
xilenol com absorbancia em A= 560 nm (JIANG et al., 1991).
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2.5 Histopatologia em branquias e rins

Amostras de branquias e rins fixadas em glutaraldeido 2,5%, com tampé&o fosfato de
sodio 0,1 M e pH 7,3 foram desidratadas em séries crescentes de etanol, incluidas em
historesina (Historesin, LEICA, Alemanha) e sec¢des histolégicas (3 um espessura) foram
efetuadas em micrétomo (MICROM HM 360, MICROM International GmbH). As seccbes
histologicas de branquias foram coradas com azul de toluidina e as sec¢des de rins foram
coradas com azul de toluidina e fucsina bésica para analise em microscépio de luz (BX 51,
Olympus, Denmark). As alteragdes histopatologicas (em 8 filamentos branquiais aleatorios e
em 20 campos aleatdrios para o rim) foram quantificadas e os Indices de Alteracéo
Histologica (IAH) foram calculados. O IAH foi calculado utilizando a seguinte férmula:
IAH= 10° =I + 10% =11+ 10% Il onde, ZI, =II e Sl referem-se a0 somatorio total de
alteragOes para os estagios 1, Il e 11, respectivamente (Estagio I: lesbes ndo muito severas e
gue ndo afetam o funcionamento do Orgdo, reversiveis e pontuais; Estagio II: lesdes
moderadamente severas e que podem afetar o funcionamento do érgdo, podem ser ou néao
irreversiveis, mas, geralmente sdo pontuais; e Estagio I1l: lesbes muito severas e irreversiveis
cujo funcionamento do 6rgdo fica muito alterado) e os fatores potenciais (10°, 10" e 10%)
referem-se a severidade da lesdo (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

O indice obtido para cada peixe foi usado para calcular o indice médio para cada
tratamento (controle e grupos expostos ao NP-TiO;). O IAH foi classificado em quatro
categorias (1-10= funcionamento normal do 6rgdo; 11-20= danos leves a moderado; 21-50=
alteracdes moderadas a severas no 6rgao; 51-100= alteracBes severas no 6rgdo; e >100=
danos irreparaveis no 0rgao), e a severidade dos danos no tecido branquial foi comparada

entre 0s grupos.

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Apos o
teste de normalidade, homogeneidade de variancia e linearidade, aplicou-se o teste
paramétrico Analise de Variancia (ANOVA) de uma via ou 0 teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis. No caso em que diferencas significativas foram detectadas no teste de
ANOVA, o teste de Dunnett foi aplicado para verificar onde ocorreram as diferencas. Todos
os testes foram efetuados com nivel de significancia de 0,05 usando o software STATISTICA
7.0 (StatSoft, Estados Unidos).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=StatSoft&action=edit&redlink=1
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3 Resultados
3.1 Concentragéo de titanio em branquias e rins

A concentracdo de titanio nas amostras de branquias e rins é apresentada na Tabela 1.
A concentracdo de titanio aumentou significativamente (p < 0,05) em branquias de animais
expostos a 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, por 14 dias e aumentou significativamente (p <
0,05) em rins de animais expostos a 1,5 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, por 14 dias.

Tabela 1 - Concentracdo de titanio no tecido de Prochilodus
lineatus exposto a NP-TiO, por 14 dias

Tecido
Tratamento Brénquia Rim
Controle 0,32+0,04  0,64+0,12
0,5 mg L™ de NP-TiO; 0,65+0,10 0,85+0,13
1,5 mg L™ de NP-TiO, 1,63+0,30 1,81£027*
3,0 mg L de NP-TiO; 345+0,17* 1,46+0,28
15,0 mg L™ de NP-TiO; 6,69+084* 223+0.27*

Dados sd0 média + EPM expressados como pg Ti g™ de tecido
seco.* representam diferenca significativa entre cada tratamento e
seu respectivo grupo controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,). Branquia
(Kruskall-Wallis, p<0,05) e Rim (Anova, p<0,05).

3.2 Respostas bioquimicas

As respostas antioxidantes em branquias de P. lineatus avaliadas apds exposicdo aguda
(48 h) e exposicdo subcrbnica (14 d) a NP-TiO, sdo apresentadas na Fig. 1. ApGs exposicao
aguda a producdo de ERO diminuiu significativamente (p < 0,05) nos animais expostos a 1,5;
3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, quando comparados ao grupo controle. A atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST néo foram alteradas (p > 0,05); porém, a concentragao
de GSH aumentou significativamente nos animais expostos a 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO,
em relacdo ao grupo controle. Os niveis de lipoperoxidagdo nas branquias ndo foram alterados
apos exposicdo aguda a NP-TiO,. Apos exposicdo subcronica (14 d), a producdo de ERO
aumentou (56,52%; p<0,05) e a atividade da SOD diminuiu (26,16%; p<0,05) nas branquias
de P. lineatus expostos a 15,0 mg L™ de NP- TiO, quando comparadas ao grupo controle e a
concentracdo da GSH aumentou em animais expostos a 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™* mg L™ de NP-
TiO,. A concentracdo de LPO ndo aumentou nos animais expostos a NP-TiO, (p > 0,05)
indicando que a exposi¢do aguda e subcrénica a NP-TiO, nédo resultaram em dano oxidativo

nas branquias apesar do aumento de ERO em exposicdo subcronica a 15,0 mg L™ de NP-TiO».
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Nos rins, as respostas antioxidantes de P. lineatus ap0s exposicdo aguda (48 h) e
exposicdo subcrénica (14 d) a NP-TiO, sdo mostradas na Fig. 2. Nesse 6rgdo ndo foi
observada a formacdo de ERO (p > 0,05) e a atividade das enzimas SOD, CAT, GPx e GST
ndo alteraram apds exposicdo aguda a NP-TiO; (p > 0,05). No entanto, os niveis de GSH
aumentaram significativamente (p > 0,05) evidenciando dose-dependéncia e a concentrgcdo de
LPO aumentou nos animais expostos a 15,0 mg L™ de NP-TiO, em 48h. Apds exposicdo
subcrénica a NP-TiO, ndo ocorreu formacéo de ROS, exceto para o tratamento de 1,5 mg L™
de NP-TiO,, e a atividade das enzimas SOD, GPx, GST, GSH e os niveis de LPO néo
alteraram (p > 0,05) em rins de P. lineatus. No entanto, a CAT foi inibida significativamente
em todos os tratamentos de NP-TiOs.
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Fig. 1 - Espécies reativas de oxigénio, (ERO) (A); atividade da superoxido dismutase (SOD)
(B), catalase (CAT) (C), glutationa peroxidase (GPx) (D) e glutationa S-transferase (GST)
(E); contetdo de glutationa (GSH) (F) e niveis de peroxidacao lipidica e (LPO) (G) no tecido
branquial Prochilodus lineatus ap6s exposicdo aguda (48 horas) e subcrénica (14 dias) a NP-
TiO,. C= controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), U = unidade, pt= proteina. Dados s&o media +
E.P.M. * Indicam diferencas significantes do respectivo grupo controle (agudo ou subcrdnico)
(ANOVA, p <0.05); Kruskal-Wallis foi aplicado para GSH e LPO na exposicéo subcrdnica (p
<0.05).
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Fig. 2 - Espécies reativas de oxigénio, (ERO) (A); atividade da superoxido dismutase (SOD)
(B), catalase (CAT) (C), glutationa peroxidase (GPx) (D) e glutationa S-transferase (GST)
(E); contetdo de glutationa (GSH) (F) e niveis de peroxidacao lipidica e (LPO) (G) no tecido
renal de Prochilodus lineatus apds exposicdo aguda (48 horas) e subcronica (14 dias) a NP-
TiO,. C= controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), U = unidade, pt= proteina. Dados s&o media +
E.P.M. * Indicam diferencas significantes do respectivo grupo controle (agudo ou subcrdnico)
(ANOVA, p <0.05).
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3.3 Histopatologia em branquias

A Fig. 3 mostra a morfologia das branquias do grupo controle (Fig 3A) e as
histopatologias mais frequentes nas branquias de P. lineatus expostos a NP-TiO, (Fig. 3B a
31). Avaliacdo semiquantitativa das alteracdes histopatologicas é mostrada na Tabela 2. As
alteracOes histopatoldgicas apos exposi¢cdo aguda foi baixa e as alteragdes mais frequentes
foram hipertrofia do epitélio da lamela, hipertrofia das células ricas em mitocondrias (CRM) e
dilatacdo do canal marginal. Apds exposicao subcrénica, as alteragcdes histopatologicas foram
mais acentuadas sendo muito frequente a ocorréncia de hipertrofia e hiperplasia do epitélio da
lamela, hipertrofia e proliferacdo de CRM, dilatagdo do canal marginal, congestdo do sistema
de células pilares e deslocamento do epitélio lamelar. A maioria das alteragdes foi classificada
como estagio |. Raramente se encontrou alteracdes de estagio Il, entretanto aneurisma lamelar
total foi pouco frequente nos animais expostos a 3,0 mg L™ de NP-TiO, (exposicdo
subcronica).

O IAH calculado para as branquias de P. lineatus foi menor que 10 para o grupo
controle e ndo alterou significativamente nos grupos expostos as NP-TiO, ap0s exposi¢cdo
aguda (Fig. 4). No entanto, apés 14 dias de exposicdo a NP-TiO,, os valores do IAH
aumentaram significativamente nos animais expostos a 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ NP-TiO, em
relagdo ao grupo controle, indicando que a exposicdo as NP causaram danos leves a
moderados no érgéo.
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Fig. 3 - Branquias de Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentragcdes de NP-TiOx.
(A) Grupo controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), morfologia branquial, aspecto normal das
branquias; B-I. Alteracdes histopatoldgicas em branquias, (B) Congestdo no canal marginal
(seta); (C) Aneurismas apicais (seta); (D) Proliferacdo e hipertrofia de células ricas em
mitocondrias (seta); (E) Deslocamento epitelial (seta); (F) Hiperplasia e hipertrofia do epitélio
lamelar (seta), Hiperplasia do epitélio do filamento (ponta de seta); (G) Hipertrofia do epitélio
lamelar (seta); (H) Dilatacdo do sistema de células pilares (seta); (I) aneurisma (ponta de
seta). Abreviacdes: CM = canal marginal; CP = células pavimentosas; CPi = células pilares; E
=eritrocito; CRM = células ricas em mitocondrias; L= lamela e F= filamento. Colorag&o: azul
de toluidina. Barra de escala: 20 pm.



Tabela 2 - Alteracdes histopatologicas em branquias de Prochilodus

lineatus expostos NP-TiO,

NP-TiO, (mg L™?)

Alteracdo E C 05 15 3,0 150
Exposi¢do Aguda (48 horas)
Hipertrofia do epitélio da lamela I+ + ++  ++ ++
Hiperplasia do epitélio do filamento I 0+ 0+ + 0+
Hiperplasia do epitélio da lamela I 0 0+ O+
Hipertrofia das CRM I 0+ ++ o+t
Proliferacdo das CRM |
Dilatacdo do canal marginal | + ++
Congestao do sistema de células pilares I 0+ 0+ O+ O+ O+
Deslocamento do epitélio lamelar I 0+ 0+ O+ O+ O+
Deslocamento do epitélio do filamento I 0 O 0 0+ O+
Aneurisma lamelar apical I o+ 0+ 0+ 0+ O+
Ruptura e descamac&o do epitélio do filamento i 0 0 0 0 0+
Ruptura do epitélio da lamela I o0 o0 0 o+ 0
Exposi¢do Subcrénica (14 dias)

Hipertrofia do epitélio da lamela I+ ++
Hiperplasia do epitélio do filamento I 0+ 0+ 0+ O+
Hiperplasia do epitélio da lamela I 0+ 0+ +  ++ +
Hipertrofia das CRM I 0+ + +++ +++  ++4+
Proliferacdo das CRM I 0+ + 4+ +++  ++
Proliferagdo das células-mucosas | 0 0 0+
Dilatacdo do canal marginal | + ++ 4+
Congestao do sistema de células pilares | S o R N
Deslocamento do epitélio lamelar I 0+ + ++ 4+
Fusdo incompleta das lamelas I 0 O 0 0 0+
Aneurisma lamelar apical I o+ 0+ 0+ O 0+
Aneurisma lamelar total I 0 0+ O+ 0+
Ruptura do epitélio da lamela i 0 0 0 O+ 0

E= estagio, C=controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), CRM= células ricas em mitocondrias. 0 =
ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito
frequente. Classificacdo histopatoldgica de acordo com Poleksic e Mitrovic-Tutundzic

(1994).
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Fig. 4 - indice de alteracdo histopatolégica em branquias (A) (ANOVA) e rins (B) (Kruskal-
Wallis) de Prochilodus lineatus apds exposicdo aguda (48 horas) e subcrénica (14 dias) a NP-

TiO,. C= controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,). * Indicam diferenca significante entre cada
tratamento e seu controle, p<0,05.

3.4 Histopatologia em rins

A Fig. 5 mostra a morfologia dos rins do grupo controle (Fig 5A) e as histopatologias
renais mais frequentes encontradas em P. lineatus expostos a NP-TiO, (Fig. 5B a 5D).
Semiquantitativa avaliacdo das alteragGes histopatologicas € mostrada na Tabela 3.

A exposicdo aguda a NP-TiO, causou poucos tipos de alteragbes no tecido renal,
porém mais severas. Patologias classificadas como estagio I, como hipertrofia celular e
presenca de melanomacréfagos ocorreram em peixes expostos a 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ NP-
TiO,, e hipertrofia nuclear nos peixes expostos a 3,0 mg L™ NP-TiO,. Histopatologias
moderadas (estagio I1) como degeneracdo granular tubular ocorreram em todos os tratamentos
com NP-TiO, sendo acompanhada por desarranjo tubular para os peixes expostos a 0,5 mg L™
NP-TiO, e necrose (estagio I11) foi encontrada em alguns animais expostos a 15,0 mg L™ NP-

TiO,. Apos exposicdo subcronica a NP-TiO, a frequéncia de patologias foi baixa, mas
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classificada em todos os estagios. Patologias (estagio Il) como degeneragdes nucleares
ocorreram em peixes expostos a 15,0 mg L™ NP-TiO, e degeneracéo granular tubular em
animais expostos a 3,0 mg L™ NP-TiO,. Necrose (estagio 111) também foi encontrada nos
animais expostos a 15,0 mg L™ NP-TiO,.

O IAH calculado para os rins de P. lineatus analisados apOs exposicdo aguda e
subcronica a NP-TiO; estiveram entre 21 e 50 para todos os tratamentos (Fig. 4), o que indica
alteracbes moderadas a severas no Orgao. Estatisticamente, os animais do grupo controle
(IAH= 18 + 2,51) diferiram dos animais expostos a 0,5; 3,0 e 15,0 mg L™ NP-TiO, apds
exposicdo aguda. Porém, ndo se observou diferenca significativa do IAH dos animais
expostos a NP-TiO, quando comparados ao grupo controle (IAH= 16,37 % 3,77) ap0s

exposicao subcroénica.

Fig. 5 - Rins de Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentracdes de NP-TiO,. (A)
Grupo controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), aspecto normal da morfologia dos rins; (B-F)
AlteracGes histopatoldgicas em rins de P. lineatus expostos a diferentes concentraces de NP-
TiO,. Abreviacbes: Dg=degeneracdo granular; Dn= degeneracdo nuclear; Dt= degeneracao
tubular; G= glomérulo; Hc= hipertrofia celular; Hn= hipertrofia nuclear; M=
melanomacréfagos; N=necrose; Tr= tabulos renais. Barra de escala= 20 pm.



Tabela 3 - Alteragbes histopatologicas em rins de Prochilodus
lineatus expostos NP-TiO,

NP-TiO, (mg L)

Alteracdo E C 05 15 3,0 150

Exposi¢do Aguda (48 horas)

Hipertrofia celular 0+ 0+ + + +
Hipertrofia nuclear 0+ 0+ 0+ + O+
Vacuolizagdo citoplasmética 0 0 O+ O 0
Dilatacéo da luz tubular 0+ 0+ 0+ 0 O+

0+ 0+ 0+ 0+ 0O+
0+ 0+ 0+ O+ O+

Aumento do volume glomerular
Dilatacdo dos capilares do glomérulo

0+ 0+ 0+ O+ O+
++ ++ o+ ++

Dilatacdo dos capilares do glomérulo
Presenca de melanomacrofagos

Presenca de melanomacrofagos 0+ 0+ + + +
Oclusdo da luz tubular I+ ++ + + 0+
Degeneracgéo nuclear nm + + + + 0O+
Degeneracéo granular tubular I o+ + + + +
Degeneracgdo ou desarranjo tubular I o+ + 0+ 0+ O+
Degeneracéo hialina o+ 0 0 O 0
Novos néfrons I 0+ 0+ 0+ 0+ O+
Degeneracéo ou desarranjo glomerular I 0+ 0+ 0+ 0+ 0O+
Necrose m o o0 0 o0+ +
Exposicao Subcrdnica (14 dias)

Hipertrofia celular I+ + + + +
Hipertrofia nuclear I+ + + + +
Vacuolizagdo citoplasmatica I 0+ 0+ 0+ O 0
Aumento do volume glomerular I 0+ 0+ O 0 0

|

|

Oclusdo da luz tubular I 0+ 0+ O+ O+ O+
Degeneracgéo nuclear I 0+ 0+ 0+ O+ +
Degeneracdo granular tubular I 0+ 0+ O+ + O+
Degenerac¢do ou desarranjo tubular I 0+ 0+ 0+ O+ O+
Novos néfrons I 0+ 0+ O+ O+ O+
Necrose i 0 0+ 0+ O+ +

E= estagio, C=controle (0,0 mg L de NP-TiO;). 0 = ausente; 0+ = raramente
presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente. Classificacéo
histopatoldgica de acordo com Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994.
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4. Discusséao
4.1 Resposta antioxidante

NP-TiO, sdo conhecidas por gerar ERO, na presenca de luz ultravioleta (propriedade
fotocatalitica), reagindo com substratos como as proprias moléculas da agua ou compostos
como H,0, e compostos organicos clorinados (ZIOLLI e JARDIM, 1998; HIRANO et al.,
2005). Ao reagir com moléculas de agua, as NP podem formar ERO, como o radical hidroxila
('OH), que é considerado uma das ERO mais reativas (KNIGHT, 1995; HERMES-LIMA,
2004). XIONG et al. (2011), por exemplo, observaram a formacao de ‘OH em suspensdes de
50,0 mg L™ de NP-TiO, (1,77 mmol L") e que ‘OH em contato direto com o epitélio
branquial dos peixes causa graves danos celulares. Reeves et al. (2008) demonstraram a
presenca predominantemente de ‘OH em solucgdes aquosas geradas por NP-TiO; e, in vitro,
nas células de peixes, sendo potencialmente genotoxicas. Por outro lado, Clemente et al.
(2013) demonstraram, in vivo, no peixe de dgua doce, P. mesopotamicus que a exposicao a
NP-TiO, na presenca de luz ultravioleta (UV, fotoperiodo de 12/12 h luz/escuro) aumentou a
genotoxicidade nos eritrocitos desses animais. No entanto, 0s peixes possuem um sistema
antioxidante bem desenvolvido e eficiente, semelhante ao de mamiferos, que atua
sequestrando as ERO e contrabalanceia a acdo desses radicais controlando os danos celulares
(PANDEY et al., 2003). Este sistema de defesa antioxidante age individualmente ou de forma
conjunta para eliminar ERO e prevenir eventuais danos celulares, mantendo assim o equilibrio
redox.

Em branquias, a auséncia de respostas das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx
sugere que 02" pode ndo ter sido produzido em nivel suficiente para induzir o aumento da
atividade dessas enzimas ap6s exposi¢do aguda (KONO e FRIDOVICH, 1982; DORVAL e
HONTELA 2003). A inibicdo da SOD nas branquias ap6s a exposicdo a 15,0 mg L™ de NP-
TiO, ap0s exposicdo crénica, ndo resultou em alteracBes na atividade da CAT e GPx em P.
lineatus. Entretanto, em Cyprinus carpio, a inibicdo da SOD foi observada em peixes
expostos a concentracbes maiores que 100 mg L™ de NP-TiO, e foi acompanhado de uma
reducdo da atividade da CAT e aumento de LPO (HAO et al., 2009). Em P. Lineatus, neste
presente estudo, o aumento da concentracdo de GSH para animais expostos a 1,5; 3,0 e 15,0
mg L™ de NP-TiO, pode ter contribuido para prevenir a lipoperoxidagao.

A GSH, além de importante cofator para a GPx e GST, tem um papel de antioxidante
ndo enzimatico e pode reagir com varias espécies reativas e entre elas o radical -OH (DI
GIULIO e MEYER, 2008). A GSH ¢é uma molécula ndo proteica, hidrossolivel, considerada

como um tiol celular essencial para o organismo, participando nas reacdes de potencial redox
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e formacdo de tioéter. O principal amino&cido constituinte da GSH € a cisteina, cujo grupo tiol
é o local ativo de reagdes antioxidantes (SIES, 1999). Portanto, o aumento dos niveis de GSH
em branquias apos exposicdo aguda pode ter sido uma resposta do organismo para controlar
os niveis de ERO o que possivelmente explica a diminuicdo das ERO com o aumento da
concentracdo de NP-TiO, e sugere que a GSH foi provavelmente o principal mecanismo de
controle da concentragdo de ERO, uma vez que ndo ocorreu inducdo da atividade das enzimas
antioxidantes. O aumento nos niveis de GSH em animais apds exposi¢cdo a compostos toxicos
indicam o seu envolvimento na remocdo de produtos metabolizados ou de metais como forma
de protecdo do organismo contra a ocorréncia de estresse oxidativo (REGOLI e
PRINCIPATO, 1995; OTTO e MOON, 1995; ZHANG et al. 2004; FEDERICI et al. 2007). O
estresse oxidativo ocorre quando ha um disturbio entre o balanco de pré-oxidantes e
antioxidantes e as ERO podem reagir com componentes lipidicos das membranas celulares
provocando a formacdo de lipoperoxido (DI GIULIO e MEYER, 2008). A GSH também foi o
principal mecanismo para prevenir a ocorréncia de danos oxidativos apds exposi¢do
subcronica. Apesar do aumento de formacdo de ERO nos animais expostos a 15,0 mg L™ NP-
TiO,, 0 aumento da GSH provavelmente contribuiu para que ndo ocorressem danos oxidativos
quando comparados ao grupo controle.

Nos rins, ndo se observou a formacdo de ERO apds exposicdo aguda a NP-TiO, e 0s
niveis de GSH aumentaram significativamente com dose-dependéncia para todas as
concentragdes, indicando novamente o importante papel da GSH no controle das ERO de
forma independente (DI GIULIO e MEYER, 2008). Nesse caso, entretanto, o sistema de
defesa antioxidante néo foi capaz de evitar os danos oxidativos causados pela ERO e ocorreu
peroxidacéo lipidica para os animais tratados a 15,0 mg L™ de NP-TiO, em 48h. No entanto,
apos exposicao subcronica a NP-TiO, ndo ocorreu formacdo de ERO e alteracdo da SOD,
GPx, GST, GSH e LPO em rins de P. lineatus. Apenas uma inibic&o significativa da catalase
foi observada em todos os tratamentos de NP-TiO,. Provavelmente essa inibi¢do foi
compensada pela reorganizagcdo de outros componentes do aparato antioxidante (HERMES-
LIMA, 2004). Elevada produgdo de radicais superdxidos, carbonila¢do ou ligacdo de produtos
da lipoperoxidagdo em proteinas podem ser algumas das possiveis causas da inibi¢cdo da
atividade da catalase (KONO e FRIDOVICH, 1982; STARKE et al., 1987; STADTMAN e
OLIVER, 1991; STADTMAN e LEVINE, 2000).

O rim pode ter se mostrado mais suscetivel ao estresse oxidativo por ser um 6rgéao
hematopoiético em peixes, embora em menor propor¢do comparado ao rim anterior, onde a

divisdo celular é mais ativa e apresenta muitas células em divisdo mais vulneraveis a danos
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por ERO (VELMA e TCHOUNWOU, 2010). O 6rgdo esta exposto as substancias toxicas
carreadas no sangue que podem causar danos morfoldgicos no tecido e prejudicar suas
funcBes. Assim como neste presente estudo, bioacumulacdo de titanio nos rins (agregados de
nanoparticulas no tecido hematopoiético circundando os tubulos renais e no interior de
lisossomos) também foi observada em Oncorhynchus mykiss ap6s administragdo intravenosa
da nanoparticula, embora ndo tenha prejudicado a funcdo excretoria renal (SCOWN et al.,
2009). Liang et al (2009) também descrevem o aumento da lipoperoxidacdo em tecido renal
de ratos expostos a NP-TiO,. Neste presente trabalho, o estresse oxidativo pode ter ocorrido
pela acdo direta das NP-TiO, com o tecido renal. Metais de transicdo sdo conhecidos por
interagir com H,O, gerando radicais ‘OH ou outras espécies oxido-metalicas que podem
causar lipoperoxidacdo (HERMES-LIMA, 2004).

Dessa forma, as NP-TiO, demonstraram ndo causar estresse oxidativo em branquias,
apesar do aumento de ERO apds 14 dias de exposicdo e do acumulo de NP. Por outro lado,
evidenciou-se que essas NP podem causar estresse oxidativo em rins em um periodo curto de
exposicao (48 h), embora o balango redox parecesse se reestabelecer apos 14 dias, pois nao se

observou lipoperoxidacao.

4.2 Histopatologia

O tecido branquial apresenta uma relativa fragilidade por seu contato direto com o
meio externo e muitas vezes suas estruturas sao capazes de compensar agressdes fisicas a que
sdo invariavelmente expostos, sendo um tecido considerado um bom indicador de estresse
(HARPER e WOLF, 2009). As branquias dos peixes sdo 6rgaos multifuncionais apresentando
uma estrutura altamente complexa, cuja principal funcdo é a respiratoria e apresenta
importante papel na regulacdo idnica, no equilibrio acido-base e na excrecdo de produtos
nitrogenados (CERQUEIRA e FERNANDES, 2002; EVANS et al., 2005).

A hipertrofia do epitélio da lamela observada apos 48h de exposi¢do a NP-TiO,, que
persistiu apds exposicdo subcronica, e também a hiperplasia e deslocamento epitelial, sdo
alteracdes consideradas mecanismos de defesa para evitar que as NP-TiO, e as ERO formadas
pela reacdo das NP com moléculas de agua ou outros compostos presentes em meio aquoso
sejam absorvidos e distribuidos pela circulagdo sanguinea. Essas alteracdes histopatoldgicas
aumentam a distancia de difusdo agua-sangue e assim diminuem a entrada de xenobioticos
(CERQUEIRA e FERNANDES, 2002). Apesar de diminuirem a entrada de xenobioticos na
circulacdo sanguinea, essas respostas consequentemente dificultam as trocas gasosas e podem

induzir a vasodilatagdo dos vasos sanguineos, como foi observado em P. lineatus neste
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experimento em exposicdo aguda e subcrénica e para outras espécies expostas a NP-TiO,
(FEDERICI et al., 2007; XIONG et al., 2011). A vasodilatacdo do canal marginal pode
induzir mudanga na estrutura das células pilares e conduzir a congestdo vascular, muito
frequente apos exposicdo subcrénica dos animais neste estudo, resultando na formacédo de
aneurismas lamelares em casos mais severos (GARCIA-SANTOS et al., 2006). Esses
aneurismas apareceram ocasionalmente em animais expostos as concentrages de 3,0 mg L™
de NP-TiO, por 14 dias. Aneurismas também foram relatados para outras espécies de peixes
(FEDERICI et al., 2007; HAO et al., 2009) expostos a NP-TiO,. As NP-TiO, ndo afetam o
funcionamento das branquias em curto prazo (48h), contudo podem alterar o fluxo sanguineo
em algumas regides das branquias prejudicando as trocas gasosas e distribuicdo de nutrientes
nesse orgao apds exposicao subcronica.

As respostas epiteliais a0 meio contaminado por NP-TiO,, para diminuir a entrada
dessas nanoparticulas no organismo, também podem dificultar as trocas idnicas nos animais
expostos com consequente hipertrofia e proliferacdo de CRM para manter o equilibrio
osmotico do animal. As CRM das branquias possuem funcéo essencial na regulacédo i6nica em
peixes de agua doce e sdo consideradas local primario de absorcdo ativa dos ions sédio,
cloreto e célcio (EVANS et al., 2005). A hipertrofia das CRM nos peixes apds exposicao
subcrénica a NP-TiO, foi frequentemente acompanhada por proliferagdo das CRM mais
acentuada do que ap06s exposicdo aguda, 0 que sugere maior gasto metabdlico do organismo
para a manutencdo da osmorregulacao.

Apesar da exposi¢cdo aguda a NP-TiO, ndo ter afetado a estrutura normal do 6rgéo, as
NP-TiO, causaram alteracdes histopatoldgicas leves a moderadas apos a exposicao subcrénica
nos animais expostos a concentragdes acima de 1,5 mg L™ NP-TiO,. A auséncia de danos
mais severos apés exposicao subcronica as NP-TiO, pode ser devido ao aumento da GSH que
gerou um aumento das defesas antioxidantes evitando danos mais severos no tecido. Essa
hipdtese é corroborada pela auséncia de danos lipidicos nesse tecido. As histopatologias
encontradas sdo reversiveis e provavelmente seriam restauradas apos ter cessado a exposicao
ao xenobiotico; entretanto, se ndo houver uma melhoria da qualidade da 4gua, podera ocorrer
um aumento dessas alteraces e comprometimento do funcionamento do 6rgéo de acordo com
Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

O rim e composto por duas estruturas distintas, uma anterior, ou cefalica e uma
posterior, caudal ou tronco do rim. A regido anterior representa a principal estrutura
hematopoiética dos peixes teledsteos, sem funcdo no sistema urinario (ROMBOUT et al.,

2005). Apesar de apresentar capacidade hematopoiética, que € menor que no rim anterior, a
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principal funcdo do rim posterior € a filtragdo do sangue e formacdo de urina que ocorre no
glomérulo, formado por uma rede de capilares envolta pela cipsula de Bowman e tibulos
renais (tubulo contorcido proximal, intermediario, distal e ducto coletor) (EVANS, 1993;
KLEINOW et al., 2008).

O rim posterior, juntamente com as branquias e intestino, desempenham funcéo
essencial no balanco de &gua e ions, além de realizar a excrecdo de solutos enddgenos e
exogenos, como xenobidticos quimicos (KLEINOW et al., 2008). A exposicdo a xenobioticos
pode comprometer a funcionalidade do 6rgdo e é conhecido o acimulo de NP-TiO; no tecido
renal de camundongos (WANG et al., 2007; LIU et al., 2009) e peixes (SCOWN et al., 2009).
Wang et al. (2007) constataram que devido ao pequeno tamanho das NP-TiO, e dificil
depuracdo, as NP-TiO, ficam retidas no tecido renal de camundongos causando acumulo de
liquido proteico no interior dos tabulos e glomérulo, prejudicando a fungdo do 6rgao.

Os danos no tecido renal como hipertrofia celular e nuclear, presenca de
melanomacroéfagos, degeneracdo granular tubular, desarranjo tubular e necrose causados pela
exposicdo a NP-TiO, pode ter sido causado devido a maior dificuldade de filtracdo renal
gerada pela retencdo das NP no rim. As NP retidas no tecido renal podem gerar ERO que
interagindo com as membranas celulares causam a sua peroxidacdo podendo levar a uma
degeneracdo dos tubulos renais e necrose. O rim dos peixes deste estudo expostos a 15,0 mg
L™ de NP-TiO, apresentaram lipoperoxidacdo o que corrobora esta afirmacdo. Um estudo
realizado com o cromo hexavalente (Cr VI) no peixe-japonés Carassius auratus, também
evidencia o aumento da lipoperoxidacdo que é associado a desintegracdo dos tubulos renais e
necrose (VELMA e TCHOUNWOQU, 2010).

O aumento do nimero de melanomacréfagos no tecido renal de P. lineatus apos
exposicdo a NP-TiO, pode estar relacionado a remocdo das NP, uma vez que 0s
melanomacrofagos sdo responsaveis pela remocdo de particulas estranhas ou produtos da
degradacdo celular por fagocitose (WOLKE et al., 1985). O aumento do numero de
melanomacrofagos € comum frente a exposicdo a metais e ja foi relatado em truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss, apdés exposicdo a NP de cobre e cddmio (HANDY, 2003; AL-
BAIRUTY et al., 2013). As alteracGes histopatoldgicas no tecido renal apds exposi¢do aguda
indicam lesdes moderadas a severas no 6rgdo apés exposicdo a 0,5; 3,0 e 15,0 mg L™ NP-
TiO.,.

No presente estudo, mudangas regressivas como a degeneracdo de tubulos renais e
necrose permaneceram apds exposi¢do subcrénica, o que pode indicar que as NP-TiO, séo

toxicas para o tecido renal e podem prejudicar a funcdo do 6rgdo em longo prazo por nédo
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conseguir restaurar as lesdes sofridas. Além disso, também ndo ocorreu aumento significativo
no processo regenerativo de formacdo de novos néfrons (dados ndo mostrados) apds a
exposicdo as NP-TiO, para compensar a perda de tubulos e glomérulos pela necrose de

porcdes do orgao.
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5 Conclusoes

Os resultados sugerem que a GSH foi a principal molécula para o controle do balanco
redox nas branquias e rins durante a exposi¢do aguda e subcrénica a NP-TiO,. Nas branquias,
embora tenha ocorrido um aumento das ERO em altas concentracdes de NP-TiO, apds
exposicao subcroénica, a acdo da GSH preveniu a peroxidacao lipidica. Nos rins, as NP-TiO,
causou estresse oxidativo apds exposicdo aguda, mas o balangco oxidativo parece se
restabelecer apds 14 dias. A morfologia branquial reflete as respostas bioquimicas e as
histopatologias que resultaram em danos leves e moderados nesse tecido, apds exposicao
subcronica, podem levar a uma dificuldade respiratdria e desequilibrio osmético e idnico. A
lipoperoxidagdo no rim resulta em mudangas degenerativas nos tubulos renais. Esses danos
sdo reversiveis, mas podem implicar em alto custo metabdlico para o animal e, em longo
prazo, pode ocorrer comprometimento da satde do animal, reducdo na taxa de crescimento e

falha reprodutiva.
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CAPITULO 3

Balanco idnico em Prochilodus Lineatus apds exposicdo a nanoparticulas de

dioxido de titanio
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Resumo

O objetivo desse estudo foi investigar se as NP-TiO, causam distdrbios osmorregulatorios em
Prochilodus lineatus e quais as respostas bioquimicas e morfoldgicas para a manutencao do
equilibrio iénico. P. lineatus juvenis foram expostos a 0 (controle); 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™
NP-TiO, durante 48 h (exposicdo aguda) e 14 d (exposicdo subcrdnica) e posteriormente
foram determinados a osmolalidade e ions plasmaticos, a atividade da sédio potassio- ATPase
(Na'/K*-ATPase), hidrogénio-ATPase vesicular (H*-ATPase) e anidrase carbonica e a
morfologia das células ricas em mitocondria (CRM). No plasma, a osmolalidade diminuiu e a
concentracdo dos fons calcio (Ca®") aumentou ap6s exposicdo aguda a NP-TiO, e ndo ocorreu
nenhuma alteragdo na osmolalidade e nos niveis de ions plasmaticos apds exposicdo
subcrénica Nas branquias, as NP-TiO, inibiram a atividade das enzimas osmorregulatérias
apos exposicao aguda, mas ndo houve alteracdo apos exposi¢do subcrbnica, e nos rins nao se
observou alteracdo na atividade das enzimas osmorregulatérias (ensaio agudo e subcrénico).
A densidade de CRM, nas branquias, ndo foi alterada ap6s exposi¢do aguda, mas aumentou
nos filamentos ap6s exposicdo subcrdnica. Apds exposicao aguda, a densidade das CRM com
superficie apical semelhante a esponja (CRMe) aumentou na superficie branquial resultando
em aumento da area fracional das CRM (AFCRM); apenas nos animais expostos a 1,5 mg L™
de NP-TiO; ocorreu redugdo da area fracional das CRM com microvilosidades na superficie
apical (CRMm). Apos exposi¢do subcronica, a densidade das CRMm diminuiu e a densidade
das CRMe aumentou. Nos rins, a densidade de CRM diminuiu para a exposi¢do aguda a 1,5
mg L™ de NP-TiO, e aumentaram apds exposicao subcronica a 0,5; 1,5 e 3,0 mg L™ de NP-
TiO,. Esses resultados sugerem que as NP-TiO, causam desequilibrio osmorregulatério em P.
lineatus ap6s exposicdo aguda, mas ajustes fisioldgicos podem ter sido capazes de manter a

homeostase osmo-idnica apos exposi¢ado subcronica.

Palavras-chave: Plasma. Células ricas em mitocondrias. Branquias. Rins.
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1 Introdugéo

Atualmente, o uso de materiais manufaturados em nanoescala (1-100nm) é dominante
em varios ramos industriais, 0 que se deve as suas propriedades especificas como diametro,
area de superficie, carga e energia livre na superficie e estrutura cristalina. Entre os
nanomaterias manufaturados, as nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO,) sdo umas das
mais utilizadas em bens de consumo como produtos de higiene pessoal, alimenticios, téxteis,
cosméticos (protetores solares e hidratantes) e eletroeletrénicos (MULLER e NOWACK,
2008). As NP-TiO, ndo sédo totalmente removidas apds tratamentos de efluentes industriais e
domésticos e podem contaminar ambientes aquéaticos exibindo ecotoxicidade aquéatica
determinada pelo tamanho, area de superficie e estado de agregacdo das NP (REIJNDERS,
2012). As NP-TiO, presentes no ambiente aquatico entram em contato com o epitélio
branquial durante as trocas gasosas e idnicas e podem ser absorvidas pelos peixes.

Estudos toxicolégicos tém mostrado que as NP podem gerar respostas bioquimicas
fisiologicas e morfoldgicas em diversas espécies de peixes. A morfologia do tecido branquial
dos peixes pode ser alterada frente a um agente irritante, como as NP-TiO,, e ocorrer
espessamento epitelial, hiperplasia de células e secrecdo de muco de forma a reduzir ou
impedir a entrada desses agentes (FEDERICI et al., 2007; HAO et al., 2009; XIONG et al.,
2011) o que pode alterar as funcdes das branquias como a regulagdo osmotica e idnica. Além
disso, as NP-TiO, podem causar inibicdo da enzima sddio potassio ATPase (Na'/K*-ATPase)
(FEDERICI et al., 2007; HAO et al., 2009; ZHU et al., 2010; XIONG et al., 2011), pois ha
alta afinidade das ATPases de membrana por metais como o titanio (LI et al., 1996). Portanto,
as NP-TiO, podem afetar a homeostase osmo-idnica dos peixes de agua-doce, nos quais ha
absorcéo ativa de Na*, Ca®* e CI" e excrecdo de urina diluida para compensar a perda de fons
por difusdo e o ganho osmotico de agua pela superficie corporal (HIROSE et al., 2003; BONE
e MOORE, 2008).

Assim como as branquias, o rim também é considerado um 6rgao-alvo de xenobidticos
em peixes por estarem em contato com xenobidticos presentes nos sangue durante a filtracdo
deste. As NP-TiO, tendem a acumular no tecido renal (WANG et al., 2007; LIU et al., 2009;
SCOWN et al., 2009) e podem comprometer a funcdo homeostatica renal de manutencdo do
volume, ions e pH do sangue e fluidos corpdreos, via reabsorcdo seletiva (IQBAL et al.,
2004).

As células ricas em mitocdncrias (CRM) séo as principais células do tecido branquial
e tabulos renais encarregadas de manter o equilibrio idnico, sendo ricas em mitocondrias, nas

enzimas Na'/K'-ATPase, hidrogénio-ATPase vesicular (H'-ATPase), anidrase carbonica
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(AC) e calcio ATPase (Ca**-ATPase), além de canais de Na* e trocadores como CI/HCO?,
Na’/H" ou NH4" (PERRY, 1997; HIROSE et al., 2003). Xenobiéticos podem ocasionar a
proliferacdo ou depressio de CRM com consequentes distarbios osmorregulatorios
(CAMARGO et al., 2009). Dessa forma, as CRM, suas enzimas e canais ibnicos constituintes,
séo bons indicadores de contaminagdo ambiental.

O objetivo deste estudo foi investigar se as NP-TiO, causam distlrbios
osmorregulatérios em Prochilodus lineatus testando as seguintes hipoteses: 1) as NP-TiO,
alteram o equilibrio osmo-iénico; 2) induzem alteragdes nas CRM presentes nas branquias e
rins; 3) alteram a atividade das enzimas Na'/K*-ATPase, H'-ATPase e Anidrase Carbonica

presentes nas branquias e rins.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Animais

Jovens de P. lineatus (massa corporea: 31,06 £ 0,39 g, comprimento total: 14,38 +
0,06 cm) obtidos da Estacdo de Aquicultura da Usina Hidroelétrica de Furnas, Sdo José da
Barra, MG, Brasil, foram aclimatados durante dois meses em tanques de 1000 L com agua
corrente, sem cloro e aeracdo constante. Os animais foram alimentados “ad libitum” com
racdo comercial para peixes (FRI-ACQUA 40, Fri-Ribe Racdes, 40 % de proteina). As
variaveis fisicas e quimicas da agua (temperatura: 22,49-26,34 °C, oxigénio dissolvido: 6,19-
7,82 mg L, pH: 6,31-7,73, condutividade: 40-58 pS cm™, alcalinidade: 35-43 mg L™ como
CaCO; e dureza total: 39-50 mg L™ como CaCOs) foram monitoradas e se mantiveram

constantes durante o periodo de aclimatacdo e dos ensaios de toxicidade.

2.2 Exposic¢ao aguda e subcronica a NP-TiO;

Posteriormente, P. lineatus foram expostos a 0 (grupo controle), 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0
mg L™ NP-TiO, (Concentracdo nominal: 0, 1, 5, 10 e 50 mg L™ de NP-TiO,) durante 48 h
(exposicdo aguda) e 14 dias (exposicdo subcronica). Essas foram as concentracdes a que
algumas espécies mostraram sensibilidade em outros trabalhos (FEDERICI et al., 2007
HALL et al., 2009; HAO et al., 2009; XIONG et al., 2011) uma vez que a CL50 das NP-TiO,
em P. lineatus foi maior que 100 mg L™ Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em
cinco aquarios, em duplicata (n=10 peixes/tanque 200 L) em sistema semi-estatico com
renovacdo de 80% da &gua com NP-TiO, a cada 24h. Durante a exposi¢do subcrénica os
animais foram alimentados a cada trés dias imediatamente antes da renovacdo da agua dos
aquarios.

Ao final dos ensaios de exposi¢do aguda e subcrénica, os animais foram anestesiados
com benzocaina (0,1 g L™) para colheita de amostras de sangue (~ 0,5 mL), via puncéo da
veia caudal com seringas heparinizadas, e em seguida, foram pesados, medidos e sacrificados
via seccdo medular. Para andlises plasmaticas, o sangue foi centrifugado e o plasma
armazenado a -20°C. Amostras de branquias e rins foram fixadas para analises
morfofuncionais (glutaraldeido 2,5% com tampé&o fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,3 ou solugédo
de Bouin) ou congeladas e armazenadas a -80°C para analises bioquimicas. Um total de 12
animais por grupo de exposicao foi utilizado para as analises plasméticas e bioquimicas. Para
as analise morfoldgicas foram utilizados 8 animais por grupo de exposicdo. A realizacdo dos
experimentos foi aprovada pelo Comité de Etico Animal (Protocolo n° 027/2011) e Comité de
Etica Ambiental (Protocolo n® 002/2011) da UFSCAR.
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2.3 Osmolalidade e ions plasmaticos

A osmolalidade plasmética (mOsmol Kg™) foi determinada por congelamento em um
semi-microsmometro (WOSMETTE PRECISION SYSTEM). Os niveis de sodio (Na‘) e
potassio (K") foram medidos usando fotdmetro de chama (DIGMED DM-61). As
concentracdes de calcio (Ca?*) e cloreto (CI") foram determinadas utilizando kits comerciais
(LABTEST KIT 90 e 115, respectivamente) em leitora de microplaca (SpectraMax® M5
Multi-Mode, Molecular Devices, USA). Os eletrdlitos plasmaticos foram expressos em mEq
L™

2.4 Anélises bioquimicas em branquias e rins

A concentracdo de proteina tecidual (mg mL™), usada para a expressdo da atividade
das enzimas foi determinada utilizando kit comercial Doles Micropote Pirogalol® (Doles
Reagentes, Goiania, Brasil). A atividade da Na'/K*-ATPase (umol ADP mg proteina™ h) e
da H*-ATPase (umol ADP mg proteina® h™) em amostras de branquias e rins foram
determinadas simultaneamente seguindo método descrito por Gibbs e Somero (1989)
adaptado para leitora de microplaca (SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices,
USA). A atividade enzimatica das ATPases foi determinada na presenca de ouabaina (inibidor
da Na'/K*-ATPase), na presenca de N-etilmaleimida (inibidor da H*-ATPase) e na auséncia
de inibidores enzimaticos. A atividade da anidrase carbdnica foi determinada adicionando
agua saturada com CO, ao sobrenadante do homogeneizado de branquias e rins para
determinacdo do decaimento do pH da solucdo [(Taxa da reacdo catalisada /taxa de reacao

ndo catalisada -1) / mg proteina] de acordo com Vitale et al. (1999).

2.5 Identificacdo das CRM em branquias e rins

As amostras de branquias e rins fixadas em Bouin foram processadas para inclusdo em
parafina, seccionadas (6 pum espessura) com micrétomo (MICROM HM 360, MICROM
International GmbH), desparafinizadas, reidratadas e processadas de acordo com a técnica do
complexo avidin—biotin—peroxidase por meio da identificagdo da enzima Na'/K*-ATPase, de
acordo com o método descrito por Dang et al. (2000). Os cortes foram incubados com
anticorpo monoclonal anti-Na'/K*-ATPase (IgGo5, University of lowa, USA) e como
segundo anticorpo foi usado o 1gG goat anti-mouse peroxidase (Chemicon international,
USA). Subsequentemente, 3-3-diaminobenzidina (DAB) + sulfato de niquel amoniacal em
tampé&o Tris-salino, contendo H,0, (0,03%) foi aplicado para identificagcdo do anticorpo. Para
cada peixe foram quantificadas as CRM no filamento e lamelas em 25 campos aleatérios nas
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branquias e 40 tabulos aleatdrios em rins. Os resultados foram expressos como densidade de
CRM por mm? de epitélio nas branquias e densidade de CRM por area tubular nos rins.

2.6 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras de branquias, fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato de sodio
pH 7,4, foram desidratadas em 1,1,1,3,3,3-hexadometildisilazano (HMDS) e secas a
temperatura ambiente. Apos cobertura com camada de ouro (99%, Evonik Degussa) em um
Sputtering FCD 004 BAUSER a véacuo, imagens digitais foram obtidas em microscépio
eletronico de varredura (Philips- Inspect S50, FEI Company) no Departamento de Engenharia
de Materiais da UFSCAR. Em seguida, as amostras foram analisadas com o software Motic
Image plus 2.0 (BINDON et al., 1994; MORON et al., 2003). A densidade e a area fracional
de células ricas em mitocondrias (AFCRM), em 5 filamentos aleatorios de cada peixe, foram
calculadas utilizando as seguintes formulas: AFCRM = X &rea de todas as CRM/area da
fotografia e Densidade = AFCRM / Média das areas das CRM.

2.7 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Apds o
teste de normalidade, homogeneidade de variancia e linearidade, aplicou-se o teste
paramétrico Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via ou o teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis. No caso em que diferencas significativas foram detectadas no teste de
ANOVA, o teste de Dunnett foi aplicado para verificar onde ocorreram as diferencas. Todos
os testes foram efetuados com nivel de significancia de 0,05 usando o software STATISTICA
7.0 (StatSoft, Estados Unidos).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=StatSoft&action=edit&redlink=1
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3 Resultados
3.1 Osmolalidade e ions plasméticos

Os dados de osmolalidade e ions plasmaticos estdo apresentados da Tabela 1. A
osmolalidade plasmatica diminuiu (p < 0,05) apds exposicdo aguda para todos os tratamentos
com NP-TiO; e os niveis Ca’* diminuiram (p < 0,05) ap6s exposicdo a 3,0 e 15,0 mg L™ de
NP-TiO,, enquanto a concentracdo de K aumentou (p > 0,05) ap6s exposicdo aguda a 0,5 mg
L™ de NP-TiO,. No entanto, ndo se observou alteracdo nos fons plasmaticos Na* e CI". Apés
exposicao subcrdnica ndo ocorreu alteracdo (p > 0,05) na osmolalidade e na concentracédo dos

ions plasmaticos.



85

Tabela 1 - Concentracdo de fons (Na*, K*, Ca** e CI") e osmolalidade do plasma sanguineo
de Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentracbes de NP-TiO, durante 48 h

(exposicao aguda) e 14 dias (exposicao subcronica)

Parametro Controle 05mgL™? 1,5mgL? 30mgL™? 150 mg L™
Exposicdo Aguda
E\ln?;q L'l) 118,44 +2,04 116,09+285 117,08+1,25 118,42+2,74 121,67 £0,82
E(H:Eq LY 3,23+0,08 3,68 £ 0,09* 3,43 £ 0,07 3,19+ 0,07 3,55+ 0,14
(Cn‘:;q LY 576+025 576+013 510014  473+030% 4,80 +021*
?n:Eq L-1) 96,73+£2,86 95,22+1,84 97,92 £ 1,68 99,82 £2,12 93,14 £ 2,35
ascr)ns?:]a;llc:?g?) 23444 £2 46 222,25+1,62* 224,92+1,17* 222,18 +2,56* 220,92+ 1,61*
Exposi¢do Subcrénica

?'n?Eq LY 139104596 142,73+8,27 14060276 14617 +4,46 139,90 +4,96
E(n:Eq LY 414018 398+011  434%021  413%012  4,16%0,10
E:ni:q LY 490 +0,16 4,99 + 0,16 5,40 + 0,13 5,30+ 0,09 5,09+£0,13
E:n:Eq L-1) 11553+2,97 111,90 +2,58 112,42 + 4,06 111,17 + 3,47 104,22 + 3,02
Osmolalidade 238,00+543 24658 +4,78 24492+502 243704322 240,17 + 4,49

(LOsmol Kg™)

Os valores referem-se a média £ EPM. * Indicam diferenga significante entre cada tratamento e seu controle (0,0
mg L™ de NP-TiO,) (ANOVA, p <0.05); Kruskal-Wallis foi aplicado para Na* na exposicéo aguda (p <0.05).

3.2 Analises bioquimicas em branquias e rins
a atividade da Na'/K'-ATPase e
significativamente (p < 0,05) nos tratamentos de 1,5 e 15,0 mg L™ NP-TiO; e a atividade da

Em branquias, H*-ATPase diminuiram
anidrase carbdnica diminuiu significativamente (p < 0,05) nos tratamentos de 3,0 e 15,0 mg L
! em relacdo ao grupo controle apés exposicdo aguda (Fig. 1). Apds exposicdo subcronica a
NP-TiO, nédo foi observada alteracdo na atividade das enzimas com funcéo de osmorregulagéo
(p > 0,05) (Fig. 1). Nos rins, a atividade das enzimas com funcdo de osmorregulacdo néo
alterou significativamente (p > 0,05) ap0s exposi¢do aguda e subcronica a NP-TiO..
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Fig. 1 - Atividade da enzima Na'/K*-ATPase, V-H" -ATPase e anidrase carbOnica em
branquias (A, B e C) erins (D, E e F) de Prochilodus lineatus ap0s exposi¢Oes aguda (48 h) e
subcrénica (14 d) a diferentes concentracdes de NP-TiO,. Os valores referem-se a média +
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3.3 Identificagdo de CRM e MEV
A marcagao imuno-histoquimica da Na*/K*-ATPase identifica as CRM encontradas no

epitélio do filamento e das lamelas das branquiais, e nos tabulos renais dos peixes expostos a
NP-TiO, (Figs. 2 e 3). Em branquias, a densidade de CRM néo foi alterada ap0s exposi¢do
aguda (p > 0,05), mas aumentou significativamente (p < 0,05) no filamento apds exposicao
subcrénica a 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, (Fig. 4). Nos tibulos renais, as CRM diminuiram
significativamente ap6s exposicdo aguda a 1,5 mg L™* de NP-TiO, e aumentaram

significativamente ap6s exposicdo subcrdnica a 0,5; 1,5; 3,0 mg L™ de NP-TiO, (p < 0,05)

(Fig. 4).
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Fig. 2 - Imuno-histoquimica em branquias mostrando as células ricas em mitocéndrias (CRM)
marcadas contra Na'/K*-ATPase (pontos pretos) apos exposi¢do a NP-TiO, por 48 h (A, B e
C) e 14 dias (D, E e F) (barra de escala = 20 pm). Controle= 0,0 mg L™ de NP-TiO,.
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Fig. 3 - Imuno-histoquimica em rins mostrando as células ricas em mitocondrias (CRM) em
tibulos renais marcadas contra Na'/K*-ATPase (pontos pretos) apos exposi¢io a NP-TiO, por
14 dias (A= Controle ou 0,0; B= 0,5; C=1,5 e D=3,0 mg L™ de NP-TiO,) (barra de escala =
20 pm).
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Fig. 4 - Densidade de células ricas em mitocondrias (CRM) encontradas por técnica de
imuno-histoquimica em filamentos (barras em escala de cinza) e lamelas (barras hachureadas)
de branquias (A) e tdbulos renais (B) de Prochilodus lineatus expostos a diferentes
concentracdes de NP-TiO, durante 48 h (exposic¢do aguda) e 14 dias (exposicao subcronica).
Os valores referem-se & média + EPM. C= controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,). * Indicam
diferenca significante entre cada tratamento e seu controle (ANOVA, p<0,05).

As células pavimentosas do epitélio que reveste a superficie dos filamentos branquiais
de P. lineatus apresentam microdobras na regido apical (Figs. 5 e 6). Dois tipos de CRM
foram identificados na superficie epitelial (Figs. 5 e 6). As CRM que apresentam
microvilosidades na superficie apical (CRMm) e as CRM que tem superficie apical concava e
com aspecto de esponja (CRMe) (Figs. 5 e 6). Apos exposicdo aguda, a densidade das CRMm
néo foi alterada (p > 0,05), mas ocorreu um aumento significativo (p < 0,05) da densidade das
CRMe nos tratamentos de 0,5; 1,5 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, e da densidade das CRM totais
no tratamento de 15,0 mg L™ de NP-TiO, (Fig. 7). Uma reducdo significativa (p < 0,05) da
aréa fracional foi observada nas CRMm em todos os tratamentos com NP-TiO; e para as CRM
totais nos tratamentos de 0,5 e 3,0 mg L™ de NP-TiO,, enquanto a aréa fracional das CRMe

aumentou (p < 0,05) no tratamento de 1,5 mg L™ de NP-TiO, (Fig. 7), ap6s exposicéo aguda.
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Apos exposicdo subcronica, a densidade das CRMm diminuiu (p < 0,05) no tratamento de 3,0
mg L™ de NP-TiO, e a densidade das CRMe aumentou (p < 0,05) nos tratamentos de 3,0 e
15,0 mg L™ de NP-TiO,, enquanto a densidade das CRM totais néo foi alterada (p > 0,05). No
entanto, as NP-TiO, nao alteraram (p > 0,05) a area fracional total das CRM apds exposi¢édo
subcrénica, exceto para as CRMm para o tratamento de 3,0 mg L™ de NP-TiO,, que
diminuiram (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle (Fig. 7).
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Panoramica

Fig. 5 - Eletromicrografias de varredura mostrando superficie do epitélio do filamento
branquial de Prochilodus lineatus. (A) Filamentos branquiais mostrando as lamelas e a area
analisada (seta dupla; barra de escala = 500 um). (B) Grupo controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,)
e (C, D, E F) grupos expostos por 48 horas a 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO,,
respectivamente (barra de escala= 10 um). Setas indicam as células ricas em mitocondrias
com superficie apical com microvilosidades (CRMm) e pontas de seta indicam CRM com
superficie apical similar a esponja (CRMe). CP= células pavimentosas.
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Fig. 6 - Eletromicrografias de varredura mostrando superficie do epitélio do filamento
branquial de Prochilodus lineatus. (A) Filamentos branquiais mostrando as lamelas e a area
analisada (seta dupla; barra de escala = 500 pm). (B) Grupo controle (0,0 mg L™ de NP-TiO5,)
e (C, D, E F) grupos expostos por 14 dias a 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO,,
respectivamente (barra de escala= 10 um). Setas indicam as células ricas em mitocondrias
com superficie apical com microvilosidades (CRMm) e pontas de seta indicam CRM com
superficie apical similar a esponja (CRMe). CP= células pavimentosas.
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Fig. 7 - Densidade e area fracional de células ricas em mitocéndrias (CRM) semelhantes a
esponja (CRMe) (colunas em escala de cinza) e com microvilosidades (CRMm) (colunas
hachureadas) encontradas por microscopia eletronica de varredura em filamentos e lamelas da
branquia de Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentracdes de NP- TiO, durante 48
h (exposicdo aguda) e 14 dias (exposicdo subcronica). Os valores referem-se a média + EPM.
A diferenca entre as médias foi testada por ANOVA, p<0,05 (exceto para densidade de CRM
semelhantes & esponja, para a qual foi feito o teste de Kruskal-Wallis) C= Controe (0,0 mg L™
de NP-TiO,). * Indicam diferenca significante entre cada tratamento e seu controle; * na base
da coluna indicam quando o grupo foi diferente do controle considerando a soma dos dois
tipos de CRM.

4 Discusséo
4.1 Osmolalidade e ions plasmaticos

A diminuigdo da osmolalidade plasmatica apds exposicdo aguda a NP-TiO,, neste
estudo, evidencia que as NP, nas concentracdes utilizadas nos experimentos, alteraram o
equilibrio idnico nos peixes estudados. Como a concentracdo plasmatica dos ions Na*, K* e
CI" ndo alteraram, a diminuicdo da osmolalidade plasmética pode ter sido causada pela
diminuicdo na concentracdo dos fons calcio (Ca”*), que assim como os fons Na* e CI séo
ativamente absorvidos pelas CRM (JURSS e BASTROP, 1995). Metais de transi¢do, como o

Ti, podem inibir a atividade da Ca’*-ATPase, a forca motriz da tomada de calcio nas
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branquias e intestinos, o que leva & reducdo da concentragdo de Ca®" plasmatico
(WENDELAAR BONGA e LOCK, 2008; LIONETTO et al., 2000).

Ap0s exposicdo subcrénica a NP-TiO,, a osmolalidade plasmatica ndo foi alterada, o
que sugere que 0s peixes expostos as NP-TiO, foram capazes de ajustar e compensar 0
desequilibrio osmdtico inicial provocado pela acdo das NP-TiO,. O aumento da densidade das
de CRM em contato com a agua, pode ter sido a responsavel por manter a absorcao de ions.

4.2 Analises bioquimicas em branquias e rins

Os teledsteos possuem mecanismos eficientes para a manutencdo da homeostasia
osmo-ibnica apesar das variacdes na qualidade da agua, como temperatura, pH, composicao
ibnica, alcalinidade e polui¢do. As branquias sdo o primeiro 6rgdo de contato com o meio
externo, sendo de grande importancia na regulacdo iénica, equilibrio acido-base e nas trocas
gasosas (PERRY, 1997; HIROSE et al., 2003; EVANS et al., 2005, WENDELAAR BONGA
e LOCK, 2008).

Nas branquias e rins sdo encontradas as CRM, ricas em mitocondrias e consideradas
os locais primarios de absorcdo ativa dos fons sédio (Na*), cloreto (CI) e célcio (Ca**) em
peixes de agua doce (EVANS et al., 2005). As CRM s&o ricas em Na'/K*-ATPase, enzima
encontrada na membrana baso-lateral dessas células e no sistema tubular dessas células que é
continuo & membrana baso-lateral. A Na'/K*-ATPase remove Na* para 0 meio extracelular e
K" para o meio intracelular gerando um gradiente osmo-elétrico que favorece a entrada de
jons Na" do meio externo para o interior das CRM, através de canais de Na' e trocadores
como CI/HCO®*, Na*/H" ou NH," localizados na membrana apical (PERRY, 1997). O Na*
entra passivamente pelos canais de Na* devido a um gradiente eletroquimico favoravel criado
pela H'-ATPase que excreta H® via membrana apical ou via trocadores Na'/H*-NH,". A
anidrase carbonica hidrata o0 CO, gerando H* e HCOs™ (HWANG e LEE, 2007). A tomada de
CI" ocorre via membrana apical pelo trocador CI'/HCO3 (EVANS e CLAIBORNE, 2009).
Dessa forma, a Na'/K*-ATPase, a H'-ATPase e a anidrase carbbnica sdo essenciais para
manter a regulacdo iénica em teledsteos.

Neste estudo, as NP-TiO, podem dificultar as trocas idnicas nas branquias apés
exposicdo aguda por inibir enzimas com funcdo de osmorregulacdo. Essa inibicdo pode ter
ocorrido por interacdo direta com as NPs ou dissociacdo das NP em ions titanio (Ti) que
podem ter se ligado a essas enzimas, causando sua inibi¢do nos primeiros dias de exposicao.

Li te al. (1996) descreveram esta afinidade de metais por ATPases e Federici et al. (2007)
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relataram que em Oncorhynchus mykiss expostos a NP-TiO, em agua doce, a inibicdo da
atividade da Na*/K*-ATPase branquial foi causada pelas NP.

Com a inibicio da atividade H*-ATPase no presente estudo, a extrusio ativa de H* via
membrana apical diminui, o que impede a criacdo de um gradiente eletroquimico favoravel
para 0 influxo de Na' através de canais de Na’ seletivos (PERRY et al., 2003).
Adicionalmente, a inibi¢do da atividade da anidrase carb6nica que também ocorreu, diminui a
geracdo de HCO3 e H' conferindo menor capacidade para reter HCOs™ via transporte pela
membrana basolateral e secrecdo de prétons atraves da membrana apical das CRM (SATTIN
et al. 2010; PAULINO et al. 2012). Contudo, o organismo compensou esse efeito ao longo do
tempo e no ensaio subcrdnico ndo ocorreu desequilibrio osmoético, uma vez que ndo foram
observadas alteracbes nos ions plasmaticos e na atividade das enzimas com funcdo de

osmorregulacéo.

4.3 ldentificagdo de CRM e MEV

As trocas ibnicas ocorrem principalmente nas CRM encontradas no epitélio dos
filamentos, nas lamelas branquiais e nos tabulos renais (PERRY, 1997; HIROSE et al., 2003).
As CRM sdo caracterizadas como células grandes e arredondadas, ricas em mitocéndrias e
com um extenso sistema de membranas tubulares (WENDELAAR BONGA e LOCK, 2008;
CAMARGO et al., 2009). Nessas membranas é observada alta densidade de unidades de
ATPases que sdo responsaveis por trocas idnicas como a Na'/K*-ATPase e a Ca®*-ATPase,
bem como canais de ions e outros mecanismos de transporte idnico (WENDELAAR BONGA
e LOCK, 2008). Nos teledsteos de agua doce, que sofrem constante perda de ions, uma das
principais funcdes fisiolégicas das CRM é absorver Ca**, Na* e CI" e transportar para 0 meio
intersticial, garantindo o equilibrio iénico do peixe (JURSS e BASTROP, 1995).

Em casos de contaminagdo aquética por metais, as branquias e os rins sdo 0s 6rgdos
mais afetados. As CRM podem ser alvo do acimulo de metais, que se ligam as ATPases,
proteinas de membrana que s&o ricas em cisteina, e possuem grande afinidade por metais (LI
et al., 1996). O aumento da proliferacdo das CRM em branquias e rins pode compensar a acao
dos metais sobre elas (ORONSAYE e BRAFIELD, 1984; PRATAP e WENDELAAR
BONGA, 1993; PELGROM et al., 1995; MAZON et al., 2002) e 0 aumento da expresséo de
metalotioneina nas CRM recém-diferenciadas pode proteger essas células dos danos causados
pelos metais (WENDELAAR BONGA e LOCK, 2008). A proliferacégo de CRM
provavelmente ndo ocorreu nos rins apés exposicdo subcronica de 15,0 mg L™ NP- TiO,
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devido & maior perda de tecido constatada pela observacdo de focos de necrose que foram
observados neste 6rgao.

A diminuicdo da area fracional das CRM nos filamentos branquiais apds exposi¢cacao
aguda a 1,5 e 3,0 mg L™ NP-TiO, pode estar relacionada & diminuicido da AFCRM maduras e
reflete um ajuste funcional e morfolégico dessas células. (WENDELAAR BONGA e VAN
DER MELJ, 1989). A proliferacio de CRM nos filamentos branquiais também poderia
explicar porque a atividade da Na'/K*-ATPase e da H'-ATPase nos grupos tratados com NP-
TiO, ndo diferiu do controle apds exposicao subcronica. A hipdtese de aumento de producao
da metalotioneina nessas CRM recém-diferenciadas, como ja postulado por Wendelaar Bonga
e Lock (2008), provavelmente evitou os danos causados por NP-TiO,. Em um experimento de
exposicdo ao cobre, um metal de transicdo, a metalotioneina s6 comecou a ser sintetizada
apos 48 horas de exposicao, e é conhecido que a expressdo dessa proteina s ocorre na fase
inicial do desenvolvimento celular (DANG et al., 1999).

Um aspecto interessante da proliferacdo de CRM ¢é que ela ndo ocorreu nas lamelas
branquiais, como observado em outro estudo, que propds que ao se instalarem nas lamelas, as
CRM ficam mais proximas da corrente sanguinea, aumentando sua eficiéncia no transporte de
ions (DANG et al., 2000). Provavelmente a proliferacdo de CRM nos filamento branquiais foi
suficiente para evitar os danos provocados pelas NP-TiO, e para a manutencdo da homeostase

e do equilibrio osmético do organismo.
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5 Conclusoes

Este estudo sugere que as NP-TiO, causam desequilibrio osmorregulatério em P.
lineatus nos primeiros dias de exposicdo (exposicdo aguda), mas ajustes fisioldgicos podem
ter sido capazes de manter a homeostase ap0s exposicao subcronica. As NP-TiO; inibem a
atividade de enzimas com funcdo de osmorregulacdo em branquias, mas ndo em rins apos
curto periodo de exposicao, sendo que alteracbes severas na osmolalidade e na concentracao
de ions plasmaéticos sdo evitados ap6s exposi¢do subcrbnica devido a proliferacdo de novas
CRMe nos filamentos branquiais e CRM nos tdbulos renais, com um provavel aumento na

expressao da metalotioneina evitando a apoptose celular.
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CAPITULO 4

Respostas antioxidantes e alteracdes histopatologicas no figado do peixe
Neotropical Prochilodus lineatus apds exposicdo aguda e subcrénica a

nanoparticulas de dioxido de titanio
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RESUMO

A toxicidade de nanoparticulas de dioxido de titanio (NP-TiO,) foi investigada no figado de
Prochilodus lineatus expostos a NP-TiO, com énfase em possiveis danos hepaticos oxidativos
e morfoldgicos. Juvenis P. lineatus foram expostos a 0, 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™* NP-TiO,
durante 48 h (exposi¢do aguda) e 14 d (exposicdo subcronica). No figado, a exposicdo aguda
a NP-TiO; ndo alterou a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidade (GPx), glutationa-S-transferase (GST), e 0s niveis de metalotioneina e
lipoperoxidacdo (LPO), mas diminuiu a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
aumentou o contetldo de GSH. Ap6s exposicao subcrdnica a NP-TiO,, a producdo de ERO, a
atividade da enzima CAT e os niveis de metalotioneina e LPO nédo foram alterados, mas a
atividade da SOD diminuiu enquanto a atividade da GST e os niveis de GSH aumentaram.
Desarranjo dos corddes hepaticos e alteracfes morfologicas degenerativas como auséncia de
nacleo e nucléolo, degeneracdo celular e necrose em casos mais severos, foram encontrados
apos exposicdo a NP-TiO, A GSH demonstrou ter um papel essencial na manutencdo do
equilibrio redox no figado prevenindo a lipoperoxidacéo ap6s exposicdo aguda e subcrbnica a
NP-TiO,. No entanto, as NP-TiO, podem prejudicar as funcbes hepaticas nas concentragdes
estudadas uma vez que a porcdo do tecido funcional foi reduzida devido aos danos
degenerativos.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes. Glutationa. Metalotioneina. Hepatdcitos.
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Introducéo

As nanoparticulas de dioxido de titdnio (NP-TiO,) apresentam grande éarea de
superficie de contato, maior reatividade, condutividade e absor¢cdo (MASCIANGIOLI e
ZHANG, 2003). Essas propriedades permitem que elas sejam utilizadas na industria para
producdo de bens comuns como cosméticos, produtos de higiene pessoal, filtros, corante para
alimentos e tintas, liberacdo de medicamentos, sensores para fotocatélise e eletroeletrdnicos
(MULLER e NOWACK, 2008). Apesar das aplicacbes promissoras das NP-TiO, ainda é
dada pouca atencdo ao impacto dessas nanoparticulas no ambiente, que sdo descartadas sem
tratamento por falta de regulamentacdo especifica. As NP-TiO, tendem a se aglomerar e
agregar na agua e podem interagir com a matéria organica em suspensdo afetando
principalmente organismos filtradores e detritivoros como o curimba, Prochilodus lineatus
(OBERDORSTER et al., 2005; CLEMENTE et al., 2012).

Xenobio6ticos como as NP-TiO,, ap6s serem absorvidos por organismos aquaticos,
podem afetar seu metabolismo celular, levando a uma disfuncdo bioquimica e,
consequentemente a uma disfuncdo fisiologica. Essas disfungbes podem resultar em
adaptacdes bioquimicas que, dependendo do tempo de exposicdo a NP, podem levar a
alteracbes morfologicas (SCHLENK et al., 2008). Por serem compostas de titdnio, um metal
de transicdo, as NP-TiO, podem causar desequilibrio redox por meio de um aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), ou por inibi¢do da producdo ou inativacdo
de componentes do sistema de defesa antioxidante (HERMES-LIMA, 2004). Essas disfuncGes
podem resultar em reorganizacdo do aparato antioxidante para manter a homeostase do
organismo, e podem resultar também em respostas morfoldgicas para impedir a absorcdo de
mais NP-TiO, no organismo. Além disso, a exposicdo a NP-TiO, podem causar danos no
tecido hepatico como a presenca de células desordenadas, nlcleos apoptoticos e focos com
acumulo de lipideos (FEDERICI et al., 2007; HAO et al., 2009).

O figado é considerado um oOrgédo-alvo de xenobidticos principalmente por ser
responsavel pelo metabolismo dos xenobidticos que sdo transportados pelo sangue. No tecido
hepéatico, a NP pode causar desequilibrio redox, com consequentes alteragdes bioquimicas
como ativagdo/producdo das enzimas do aparato antioxidante. Em teledsteos de agua doce,
por exemplo, pode haver redugdo no conteddo de glutationa reduzida e inibicdo das enzimas
SOD e CAT ap06s exposicao subcronica a NP-TiO, (FEDERICI et al., 2007; HAO et al.,
2009).

Desta forma este estudo teve como objetivo investigar o efeito das NP-TiO, no figado

de Prochilodus lineatus testando as seguintes hipoteses: 1) As NP-TiO, podem causar o
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aumento da producdo de ERO, que por sua vez véao gerar respostas antioxidantes no figado
para manter o balango entre pro-oxidantes e antioxidantes; 2) Danos morfoldgicos no tecido

hepatico sdo causados pela exposicdo a NP-TiOs.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Animais

Jovens de P. lineatus (massa corporea: 31,06 £ 0,39 g, comprimento total: 14,38 +
0,06 cm) obtidos da Estacdo de Aquicultura da Usina Hidroelétrica de Furnas, Sdo José da
Barra, MG, Brasil, foram aclimatados durante dois meses em tanques de 1000 L com agua
corrente, sem cloro e aeracdo constante. Os animais foram alimentados “ad libitum” com
racdo comercial para peixes (FRI-ACQUA 40, Fri-Ribe Racdes, 40 % de proteina). As
variaveis fisicas e quimicas da agua (temperatura: 22,49-26,34 °C, oxigénio dissolvido: 6,19-
7,82 mg L, pH: 6,31-7,73, condutividade: 40-58 pS cm™, alcalinidade: 35-43 mg L™ como
CaCO; e dureza total: 39-50 mg L™ como CaCOs) foram monitoradas e se mantiveram

constantes durante o periodo de aclimatacdo e dos ensaios de toxicidade.

2.2 Exposic¢ao aguda e subcronica a NP-TiO;

Posteriormente, P. lineatus foram expostos a 0 (grupo controle), 0,5; 1,5; 3,0 e 15,0
mg L™ NP-TiO, (Concentracdo nominal: 0, 1, 5, 10 e 50 mg L™ de NP-TiO,) durante 48 h
(exposicdo aguda) e 14 dias (exposicdo subcronica). Essas foram as concentracdes a que
algumas espécies mostraram sensibilidade em outros trabalhos (FEDERICI et al., 2007
HALL et al., 2009; HAO et al., 2009; XIONG et al., 2011) uma vez que a CL50 das NP-TiO,
em P. lineatus foi maior que 100 mg L™ Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em
cinco aquarios, em duplicata (n=10 peixes/tanque 200 L), em sistema semi-estatico com
renovacdo de 80% da &gua com NP-TiO, a cada 24h. Durante a exposi¢do subcrénica os
animais foram alimentados a cada trés dias imediatamente antes da renovacdo da agua dos
aquarios.

Apo6s o periodo de exposicdo aguda e subcrbnica as NP-TiO,, os animais foram
anestesiados com benzocaina (0,1 g L™), e em seguida, foram pesados, medidos e sacrificados
via seccdo medular. Amostras de figado foram coletadas e armazenadas a -80°C para analises
bioquimicas e/ou fixadas em glutaraldeido 2,5% com tampéo fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,3
para analises morfofuncionais. Um total de 12 animais por grupo de exposicao foi utilizado
para as analises bioquimicas e 8 animais para analises morfoldgicas e da concentracdo de
titanio tecidual. A realizacio dos experimentos foi aprovada pelo Comité de Etico Animal
(Protocolo n° 027/2011) e Comité de Etica Ambiental (Protocolo n° 002/2011) da UFSCAR.
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2.3 Concentracéo de titénio

Amostras de tecido foram secas a 60 °C até peso constante e entdo foram digeridas a
60°C durante 48h em acido nitrico (HNOs) concentrado (Ultrapur- Merck, 69%) na proporcao
1:5 (mg de tecido: puL HNO3) e peroxido de hidrogénio (H2O;) na propor¢do 1:8 (H.0-:
HNO3). Apos a digestdo as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 g e o
sobrenadante foi usado para andlise. A concentracdo de titdnio nas amostras foi lida em
espectrofotdmetro de absorcéo atdbmica com forno de grafite acoplado (AAnalyst 700, Perkin

Elmer, USA) no Laboratério de Ecofisiologia Animal da Universidade Estadual de Londrina.

2.4 Analises bioquimicas

As anélises bioquimicas foram feitas utilizando leitora de microplaca (SpectraMax®
M5 Multi-Mode, Molecular Devices, USA) e a determinagdo da concentracdo de proteina
tecidual (mg mL™) para a expressio da atividade das enzimas foi determinada utilizando kit
comercial Micropote Pirogalol da Doles® (Doles Reagentes, Goiania, Brasil).

As ERO (diclorofluoresceina mg proteina™) foram determinadas quantificando a
conversdo do reagente 2,7-diacetato de diclorofluoresceina para 2,7-diclorofluoresceina
fluorescente, com excitacdo/emissao a 370/445 nm (VIARENGO et al., 1999) no mesmo dia
da coleta. A atividade da SOD (U SOD min™ mg proteina™) foi determinada a A= 550 nm pela
inibicdo da taxa de reducdo do citocromo C pelo radical superéxido (MCCORD e
FRIDOVICH, 1969), a da CAT (umol H,0, metabolizado min™ mg proteina™) foi mensurada
pelo decaimento da concentracdo de H,O,a A= 240 nm (BEUTLER, 1975), a da GPx (nmol
NADPH min? mg proteina™) foi determinada pela oxidacdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) em presenca de t-butyl e leitura a A= 340 nm (BEUTLER,
1984); a da glutationa-S-transferase (GST; nmol CDNB min™ mg proteina™) foi mensurada
utilizando como substrato o reagente 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e leitura a A= 340
nm (HABIG et al., 1974). Os niveis de GSH (nmol GSH mg proteina™) foram medidos com
base na reacdo do 2,3 naftalenedicarboxialdeido (NDA) com a GSH formando um composto
fluorescente com excitacdo/emissdo a 472/528 nm (WHITE et al., 2003) e os niveis de
peroxidacdo lipidica (LPO; uM hidroperéxido de cumeno (CHP) mg proteina™) foram
determinados ap6s a oxidacao de Fe*? (Ferro reduzido) a Fe*® (Ferro oxidado), na presenca do
reagente alaranjado xilenol (Ferrous Oxidation- Xylenol Orange- FOX) formando Fe*-
xilenol com absorbancia em A= 560 nm (JIANG et al., 1991). A concentracdo de

metalotioneina (ng MT mg Pt™) foi determinada pela concentracéo de grupamentos sulfidrilas
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(VIARENGO et al.,, 1997), utilizando o reagente de Ellman (&cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzdico, DTNB) com leitura em 412 nm.

2.5 Histopatologia hepética

Amostras de figado fixadas em glutaraldeido 2,5%, com tampéo fosfato de sédio 0,1
M e pH 7,3 foram desidratadas em séries crescentes de etanol, incluidas em historesina
(Historesin, LEICA, Alemanha) e sec¢des histolégicas (3 um espessura) foram efetuadas em
microtomo (MICROM HM 360, MICROM International GmbH). As seccdes histologicas do
figado foram coradas com azul de toluidina e fucsina basica para analise em microscopio de
luz (BX 51, Olympus, Denmark). As alteracdes histopatoldgicas (em 20 campos aleatorios)
foram quantificadas e os indices de Alteragdo Histologica (IAH) foram calculados. O IAH foi
calculado utilizando a seguinte formula: IAH= 10°. =1 + 10*. =11+ 102 SI1I, onde =1, =11, T
referem-se ao somatdrio total de alteracbes para os estagios I, 1l e Ill, respectivamente
(Estégio I: lesdes ndo muito severas e que nao afetam o funcionamento do 6rgédo, reversiveis e
pontuais; Estagio I1: lesBes moderadamente severas e que podem afetar o funcionamento do
6rgdo, podem ser ou ndo irreversiveis, mas, geralmente sdo pontuais; e Estagio Ill: lesGes
muito severas e irreversiveis cujo funcionamento do 6rgdo fica muito alterado) e os fatores
potenciais (10°, 10* e 10%) referem-se & severidade da lesdo (POLEKSIC e MITROVIC-
TUTUNDZIC, 1994).

O indice obtido para cada peixe foi usado para calcular o indice médio para cada
tratamento (controle e grupos expostos ao NP-TiO;). O IAH foi classificado em quatro
categorias (1-10= funcionamento normal do érgdo; 11-20= danos leves a moderado; 21-50=
alteracbes moderadas a severas no 6rgdo; 51-100= alteracBes severas no 6rgdo; e >100=
danos irreparaveis no 0rgao), e a severidade dos danos no tecido branquial foi comparada

entre 0S grupos.

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Apos o
teste de normalidade, homogeneidade de variancia e linearidade, aplicou-se o teste
paramétrico Analise de Variancia (ANOVA) de uma via ou o teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis. No caso em que diferencas significativas foram detectadas no teste de
ANOVA, o teste de Dunnett foi aplicado para verificar onde ocorreram as diferencas. Todos
os testes foram efetuados com nivel de significancia de 0,05 usando o software STATISTICA
7.0 (StatSoft, Estados Unidos).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=StatSoft&action=edit&redlink=1
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3. Resultados
3.1 Concentracéo de titanio tecidual

A concentracdo de titanio nas amostras € apresentada na Tabela 1. A concentracao de
titanio aumentou significativamente (p < 0,05) em figados de animais expostos a 15,0 mg L™

de NP-TiO; apds 14 dias de exposicao.

Tabela 1 - Concentracdo de titdnio no figado de
Prochilodus lineatus exposto a NP-TiO; por 14 dias

Tratamento ug Ti g™
Controle 0,14 £ 0,02
0,5 mg L™ de NP-TiO, 0,34 + 0,06
1,5 mg L™ de NP-TiO, 0,53 + 0,09
3,0 mg L™ de NP-TiO, 0,58 + 0,10
15,0 mg L™ de NP-TiO, 1,49+0,35 *

Dados sdo média + EPM. Controle= (0,0 mg L™ de NP-
TiOy).* representam diferenga significativa entre cada
tratamento e seu respectivo grupo controle. Kruskall-
Wallis, p<0,05.

3.2 Respostas antioxidantes

N&o ocorreu mortalidade de peixes durante os experimentos realizados. A exposi¢do
aguda (48 h) a 1,5; 3,0 e 15,0 mg L™ de NP-TiO, causou uma diminuico significativa (p <
0,05) na producdo de ERO e um aumento significativo (p < 0,05) no contelldo de GSH em
relacdo ao grupo controle (Fig. 1). Entretanto, as NP-TiO, ndo alteraram significativamente (p
> 0,05) a atividade da enzima de biotransformacéo (GST), enzimas antioxidantes (SOD, CAT,
GPX) e os niveis de GSH, metalotioneina e LPO no figado ap6s exposi¢do aguda (Fig. 1).

A exposicdo subcronica (14 dias) a NP-TiO, nédo alterou significativamente (p > 0,05)
a producédo de ERO, assim como a atividade da CAT e os niveis de metalotioneina e LPO no
figado em todos os tratamentos testados (Fig. 1). No entanto, apds exposicao subcronica a 3,0
mg L™ de NP-TiO, a atividade da GST aumentou significativamente (p < 0,05) enquanto a
atividade da SOD e da GPx diminuiram significativamente (p < 0,05) em relagdo ao grupo
controle (Fig. 1). Para o tratamento com maior concentracdo de NP-TiO, (15,0 mg L™) a
atividade da SOD diminuiu significativamente (p < 0,05) enquanto a atividade da GST e o

contetdo de GSH aumentaram significativamente (p < 0,05).
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Fig. 1 - Espécies reativas de oxigenio, (ERO) (A); atividade da superoxido dismutase (SOD)
(B), catalase (CAT) (C), glutationa peroxidase (GPx) (D) e glutationa S-transferase (GST)
(E); conteudo de glutationa (GSH) (F), conteudo de metalotioneina (G) e niveis de
peroxidacdo lipidica e (LPO) (G) no figado de Prochilodus lineatus ap6s exposi¢do aguda (48
horas) e subcronica (14 dias) a NP-TiO,. C= Controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), U = unidade,
pt= proteina. Dados sdo media £ E.P.M. * Indicam diferencas significantes do respectivo
grupo controle (agudo ou subcrénico) (ANOVA, p <0.05); Kruskal-Wallis foi aplicado para
SOD na exposicao subcroénica (p <0.05).
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3.3 Histopatologia hepatica

A Fig. 2 mostra a morfologia do figado do grupo controle (Fig 2A) e as
histopatologias hepéaticas mais frequentes encontradas em P. lineatus expostos a NP-TiO,
(Fig. 2B a 2F).

A frequéncia das alteracdes histopatoldgicas é mostrada na Tabela 2. A exposicao
aguda a NP-TiO, causou uma baixa frequéncia de patologias no tecido hepéatico em todos 0s
estdgios de severidade. Patologias (estagio |) como desarranjo dos corddes hepaticos
ocorreram em todas as concentracGes de NP-TiO; a que os animais foram submetidos, sendo
encontradas também células com ndcleo periférico nos animais expostos a > 1,5 mg L™ de
NP-TiO, e deformagéo no contorno celular nos peixes exposta a 3,0 e 15,0 mg L™ NP-TiOs.
Histopatologias classificadas no estagio 1l como auséncia de ndcleo ocorreram em todos 0s
tratamentos com NP-TiO, sendo acompanhado por degeneracdo citoplasmatica nos peixes
expostos a 1,5 e 15,0 mg L™ NP-TiO, Necrose, histopatologia classificada no estagio I,
ocorreu em alguns animais expostos a 3,0 mg L™ NP-TiO,. Apés exposicao subcronica, as
NP-TiO, também causaram desarranjo nos corddes hepaticos em concentracées > 1,5 mg L™
de NP-TiO,. Patologias de estagio Il como degeneracdo nuclear ocorreram em peixes
expostos a 3,0 mg L™ de NP-TiO,, auséncia de nicleo ocorreram em animais expostos a 0,5 e
3,0 mg L™ NP-TiO; e auséncia de nucléolo em animais expostos a 1,5 e 3,0 mg L™ NP-TiO,.
Necrose também foi obervada apés exposicao subcronica a 3,0 e 15,0 mg L™ NP-TiO».

O IAH calculado para os figados de P. lineatus analisados ap6s exposicao aguda a NP-
TiO, foi significativamente maior (p < 0,05) que o controle (IAH= 17,88 £ 2,64) para 1,5; 3,0
e 150 mg L™ NP-TiO, e estiveram entre 21 e 50 para todos os tratamentos, o que indica
alteracbes moderadas a severas no 6rgdo (Fig. 3). Apo6s 14 dias de exposicdo ndo foi
observada diferenca significativa (p > 0,05) do IAH dos animais expostos a NP-TiO, quando

comparados ao grupo controle (IAH= 21,38 £ 4,42) (Fig. 3).
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Fig. 2 - Figado de Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentracdes de NP-TiO,. (A)
Grupo controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,), aspecto normal da morfologia do figado, hepatdcitos
em arranjo cordonal (seta); (B-F) Alteragcdes histopatologicas em figados de P. lineatus
expostos a diferentes concentraces de NP-TiO,: (B) Deformacéo no contorno celular (seta);
(C) Deformacdo no contorno nuclear (seta), Nucleo na periferia da célula (ponta de seta) e
desarranjo dos corddes hepaticos; (D) Auséncia de ndcleo (seta preta), Degeneracdo nuclear
(ponta de seta), Degeneracédo citoplasmatica (asterisco); E) Auséncia de nucléolo (seta); (F)
Necrose focal (asterisco). Barra de escala: 20 pm.
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Tabela 2 - Alteracbes histopatoldgicas em figado de Prochilodus lineatus expostos NP-

TiO,

NP-TiO, (mg L™)
Alteracéo E C 0,5 1,5 3,0 15,0
Exposicdo Aguda (48 horas)
Hipertrofia nuclear | 0 0+ 0 0 0
Atrofia nuclear | 0 0 0 0 0
Hipertrofia celular | 0 0+ 0 0+ 0+
Deformag&o no contorno nuclear | 0 0 0+ 0+ 0+
Deformag&o no contorno celular I 0+ 0+ 0+
Nucleo na periferia da célula | 0+ 0+
Desarranjo dos cordbes hepaticos | 0+ +
Agregados de melanomacrofagos | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Vacuolizagdes citoplasmaéticas | 0+ 0+ 0 0+ 0+
Aumento no calibre dos vasos | 0+ 0 0+ 0+ 0+
Aumento na frequéncia dos vasos | 0 0 0+ 0+ 0+
Granulos eosindfilos | + + +
Degeneracdo citoplasmaética 1| 0+ 0+ 0+
Degeneracgdo nuclear I + +
Auséncia de nucleo I 0+ +
Auséncia de nucléolo I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Ruptura dos vasos I 0 0 0 0+ 0
Congestdo I 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Nucleos picnoticos I 0 0+ 0 0 0
Necrose Il 0 0 0+ + 0+
Exposi¢do Subcroénica (14 dias)
Hipertrofia nuclear | 0 0+ 0 0 0
Atrofia nuclear | 0 0 0 0 0+
Hipertrofia celular | 0 0 0+ 0 0+
Deformag&o no contorno nuclear | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Deformag&o no contorno celular | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Nucleo na periferia da célula | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Desarranjo dos cordGes hepaticos | 0+ 0+ + + +
Agregados de melanomacréfagos | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Vacuolizagdes citoplasmaticas | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Aumento no calibre dos vasos | 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Aumento na frequéncia dos vasos | 0+ 0 0 0 0
Granulos eosindfilos | + + + +
Degeneracdo citoplasmatica 1 +
Degeneracéo nuclear 1 + ++
Auséncia de nicleo I 0+ + 0+ 0+
Auséncia de nucléolo I 0+ 0+ 0+
Ruptura dos vasos 1 0 0 0 0+ 0
Congestéo 1 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
Nucleos picnoticos I 0 0 0 0 0
Necrose Il 0 0 0+ + +

E= estagio, C= Controle (0,0 mg L™ de NP-TiO,). 0 = ausente; O+ = raramente presente; + = pouco
frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente. Método de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).
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Fig. 3 - Indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) em figados de Prochilodus lineatus apos
exposicdo aguda (48 horas) e subcronica (14 dias) a NP-TiO,. C= Controle (0,0 mg L™ de
NP-TiO,). * Indicam diferenca significante entre cada tratamento e seu controle, Kruskal-
Wallis (p < 0,05).

4 Discusséo
4.1 Estresse oxidativo

Por ser um metal de transicdo, o titanio pode, através das reaces de Fenton e Haber-
Weiss, acelerar a producdo do radical hidroxila (-OH), que embora tenha meia-vida curta, na
escala de nanosegundos, é umas das ERO mais reativas e deletérias ao organismo (ERCAL et
al., 2001; HERMES-LIMA, 2004; HENKEL, 2011). No entanto, 0s peixes possuem um
sistema antioxidante bem desenvolvido e eficiente, semelhante ao de mamiferos, que atua
sequestrando as ERO e que, assim, contrabalanceia a acdo desses radicais evitando danos
celulares (PANDEY et al., 2003). Esse sistema de defesa antioxidante age individualmente ou
de forma conjunta para eliminar as ERO e prevenir eventuais danos celulares, mantendo assim
0 equilibrio redox.

Como a producdo de ERO neste estudo diminuiu enquanto era esperado um aumento
apos a exposicdo as NP-TiO,, pode-se concluir que o sistema de defesa foi ativado através do
aumento da producdo de GSH prevenindo a lipoperoxidacdo. Desta forma, a GSH
provavelmente foi o principal meio de controle antioxidante do organismo uma vez que nao
ocorreu inducdo da atividade das enzimas e compostos antioxidantes estudados. A GSH, além
de importante cofator para a GPx e GST, tem um papel de antioxidante ndo enzimatico e pode
reagir com varias espécies reativas, entre elas o radical -OH (DI GIULIO e MEYER, 2008). A
GSH € um tripeptideo hidrossoluvel considerado como um tiol celular essencial para o

organismo, participando nas reacfes de potencial redox e formacdo de tioéter. O principal
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aminoacido constituinte da GSH é a cisteina, cujo grupo tiol é a porcdo ativa de reacdes
antioxidantes (SIES, 1999). Os metais possuem afinidade pelos grupos sulfidrilas de proteinas
e moléculas, como a GSH, ligando-se a esses grupos por meio de ligacdes covalentes (QUIG,
1998). Muitos estudos evidenciaram 0 aumento nos niveis de GSH em animais ap0s
exposicdo a compostos toxicos, o que indica o seu envolvimento na remogdo de produtos
metabolizados ou de metais como forma de protecdo do organismo contra a ocorréncia de
estresse oxidativo (OTTO e MOON, 1995; REGOLI e PRINCIPATO, 1995; ZHANG et al.,
2004). Assim como nas branquias (capitulo 2), o aumento dos niveis de GSH no figado parece
ter atuado como principal meio de manutencdo do equilibrio redox, prevenido a
lipoperoxidag&o nos animais expostos a NP-TiO, por 48 h neste estudo.

A inibicdo enzimatica por metais em peixes ja é conhecida (GARCEAU et al., 2010) e
o titAnio das nanoparticulas pode se dissociar em cations que provavelmente competem com
cofatores enzimaticos (ions) pelo sitio alostérico da SOD causando sua inibicdo
(DONALDSON, 1991; ERCAL et al.,, 2001). Em Danio rerio e Cyprinus carpio a SOD
também foi inibida apds exposicdo a NP-TiO; no figado em exposicdo subcronica a NP-TiO,
(HAO et al., 2009; XIONG et al., 2011). Da mesma forma, o ion titdnio também poderia
competir com os ions de selénio pelo sitio alostérico da GPx, como € descrito para outros
metais como o chumbo (ERCAL et al., 2001).

O aumento da atividade da GST pode ter sido devido ao processo de biotransformacéo
das nanoparticulas conjugando-as com a GSH e formando composto menos téxicos ao
organismo, ou ainda realizando a metabolizacdo de lipoperéxido formados pela reacdo de
Fenton, o que controla os niveis de lipoperoxidacdo. Em peixes, a GST é conhecida por
metabolizar xenobidticos, como os metais, e produtos da lipoperoxidacdo em compostos
menos toxicos, evidenciando seu importante papel na defesa do organismo contra danos
oxidativos (MODESTO e MARTINEZ, 2010; MONTEIRO et al., 2010; MONTEIRO et al.,
2013). Como a molécula da GST é muito mais complexa que o tripeptideo GSH,
provavelmente a GST demora mais tempo para ser expressa e sua atividade aumentou apenas
apos a exposicdo subcrénica. Portanto, a exposicdo de P. lineatus a NP-TiO, ndo causou
disturbios oxidativos em seu organismo por meio do controle da producdo de ERO, evitando
interacdo das NP com os componentes celulares através do aumento dos niveis de GSH apdés
exposicdo aguda e do aumento da atividade da GST e do conteldo de GSH apds exposicao

subcrénica.
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4.2 Histopatologia hepatica

Além do papel de sintese, metabolizacdo e redistribuicdo de compostos enddgenos,
tais como proteinas e outras moléculas essenciais, no armazenamento de compostos essenciais
como vitaminas e glicogénio, na funcdo imunoldgica e na producdo e secrecdo da bile, o
figado é um 6rgdo com importante fungdo na biotransformacéo de xenobidticos transportados
pela corrente sanguinea através de sua inativagdo e excrecdo (EVANS, 1993; HINTON et al.,
2008). O o6rgdo é constituido principalmente por hepatocitos, células ricas em enzimas
antioxidantes e de biotransformacéo, além de canais e transportadores na membrana celular,
que estdo em contato direto com os sinusoides hepaticos fenestrados (HINTON et al., 2008).
Esse contato direto facilita a troca entre sangue e hepatocitos como a entrada de xenobidticos
no orgao, que serdo metabolizados no interior dos hepatdcitos e excretados.

Estudos de biodistribuicdo evidenciam que, em altas concentragdes (50 mg kg ), as
NP-TiO, sdo capazes de atingir a circulacdo sanguinea e ficarem retidas no figado em
mamiferos podendo induzir estresse oxidativo nos hepatécitos e comprometer a morfologia e
viabilidade dos hepatdcitos (MEENA e PAULRAJ, 2012; SHI et al., 2013). Em peixes, as
NP-TiO, também causam distarbios no sistema de defesa antioxidante do tecido hepatico, mas
ndo se sabe se as NP-TiO, ficam retidas no 6érgdo na forma de aglomerados ou sdo
metabolizadas totalmente (HAO et al., 2009; XIONG et al, 2011).

No presente estudo, alteragdes histopatoldgicas no tecido hepatico incluem desarranjo
dos corddes hepaticos, deslocamento do nicleo para a periferia da célula, deformacdo no
contorno celular, auséncia de nucleo, degeneracdo citoplasmatica e necrose. Um aumento na
intensidade metabdlica ocorre para degradar as NP-TiO; hipertrofiando a célula e ocasinando
o deslocamento do nucleo para a periferia da célula e posteriormente alteracdes morfoldgicas
degenerativas. A acumulagdo de NP-TiO, no figado observada neste estudo apds exposicdo
subcrénica evidencia que as NP sdo transportadas para o figado pela corrente sanguinea e a
desestruturacdo do arranjo cordonal dos hepatdcitos permanece em exposi¢cdo subcronica,
assim como as alteracbes morfologicas degenerativas como a completa degeneracdo dos
componentes celulares e necrose focal. Esses resultados demostram que as NP-TiO, podem
prejudicar as funcbes hepaticas nas concentragfes estudadas uma vez que a porcao do tecido
funcional foi reduzida.

Embora as NP-TiO, ndo tenham causado lipoperoxidacdo neste estudo, as NP se
acumulam no tecido hepatico e posteriormente podem causar danos nas membranas celulares
dos hepatdcitos resultando em alteragdes degenerativas, com consequente desarranjo dos

cordbes hepaticos e necrose, em casos mais severos. Células necrdticas com nucleo
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condensado e aparéncia de corpos apoptoticos no tecido hepatico sdéo comumente encontradas
em peixes expostos a NP-TiO, e semimetais como cobre e zinco e associadas ao estresse
oxidativo, sendo que o grau de comprometimento da funcdo hepatica é dependente da
concentracdo de exposicdo (FEDERICI et al 2007; HAO et al. 2009; AL-BAIRUTY et al.,
2013; BOYLE et al 2013; RAMSDEN et al., 2013).
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5 Conclusoes

Em conclusdo, a GSH provavelmente foi o principal meio para manutencdo do
equilibrio redox prevenindo a lipoperoxidacdo apds exposic¢ao aguda e subcronica a NP-TiOs.
Além disso, a GST parece estar envolvida no processo de desintoxicacdo das nanoparticulas
ou metabolizacdo de lipoperoxido apds exposicdo subcrbnica. No entanto, as NP-TiO, podem
prejudicar as funcbes hepaticas nas concentragfes estudadas uma vez que a porcao do tecido

funcional foi reduzida devido aos danos degenerativos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso das NP-TiO; e sua consequente deposi¢cdo no meio ambiente continuam exibindo
um crescimento acelerado atualmente. Assim como para todos 0s compostos utilizados em
larga escala, um estudo detalhado da toxicologia dos nanomateriais é necessario para tornar
Seu uso mais seguro para 0 meio ambiente. Uma das maiores dificuldades para os estudo das
NP ¢ a sua caracterizacdo e sua interacdo com sistemas biolégicos uma vez que elas se
comportam de forma distinta de acordo com as varia¢fes do meio.

Embora as agéncias de regulamentacdo brasileiras ainda ndo tenham normas especificas
para a utilizacdo das NP, j& é bastante comum encontra-las em grande quantidade na
composicao de produtos industrializados. No entanto, o inicio dos estudos das interacdes das
NP-TiO, com sistemas bioldgicos no Brasil é recente e seus resultados sdo pouco
elucidativos. Neste estudo, a utilizagdo de P.lineatus, espécie nativa da regido Neotropical, foi
importante para caracterizar o possivel impacto das NP-TiO, em corpos d’agua do Brasil
considerando o seu aspecto ecoldgico e comercial.

As NP-TiO, ndo foram consideradas letais para P. lineatus uma vez que a CL50; 48h foi
maior que 100 mg L™, limite de concentracéo estabelecido pela ABNT. No entanto, este
estudo sugere que a exposicao por periodos prolongados a altas concentracGes das NP-TiO;
podem representar perigo, pois se acumulam em diferentes tecidos do organismo e causam
alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e morfoldgicas em o6rgdos vitais desse peixe. Muitos
estudos evidenciam o papel genotdxico das NP-TiO,, o que ndo se observou em P. lineatus.
No entanto, as NP-TiO, mostraram neurotoxicidade apds exposicdo aguda além de disturbios
hematoldgicos em exposi¢do cronica. Portanto, os animais podem sofrer alteracdo no
desenvolvimento neuromotor com consequente vulnerabilidade a predadores e prejuizo de sua
capacidade reprodutiva, além de dificuldade respiratéria devido a deficiéncia no transporte de
oxigénio. As NP-TiO; também parecem diminuir a imunidade de P. Lineatus afetando
negativamente a produgdo ou manutengdo das células de defesa. Esse efeito na imunidade
reduz a capacidade do organismo de resistir a patdgenos e outras enfermidades.

A analise da formacdo de ERO em tecidos de peixes ap0s exposi¢cdo a NP-TiO, foi
inovadora nesta tese e ajudou a demonstrar o provavel papel oxidante das NP-TiO, no
organismo de P. lineatus. Nas concentracdes estudadas, a GSH parece ser o principal meio de
reestabelimento do equilibrio redox prevenindo a lipoperoxidacdo em brénquias e figado. A
GST também teve papel importante no figado para prevenir a lipoperoxidagdo apds exposicao

subcrbnica através do processo de conjugacdo das nanoparticulas ou metabolizacdo de
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lipoperdxido. Nos rins, a GSH também teve um papel importante prevenindo a liperoxidacéo,
a qual ocorreu apenas na maior concentracdo em um curto periodo de exposicdo, mas 0
balanco oxidativo parece se restabelecer quando a exposicao é mais longa.

Um aspecto notavel desta tese foi a avaliacdo detalhada do efeito das NP-TiO, em
biomarcadores com funcdo de osmorregulacdo, tanto fisiolégicos como morfoldgicos. As
disfunces fisioldgicas causadas pelas NP-TiO, e suas consequentes adaptacdes bioquimicas
podem ter levado a adaptacfes morfogicas que impedem a absorcdo de mais NP-TiO; pelo
organismo. No entanto, essas adaptacGes morfoldgicas, como alteracGes epiteliais no tecido
branquial, podem levar a uma dificuldade respiratéria e desequilibrio osmoético e iénico. De
fato, distarbios osmorregulatérios ocorreram apds exposicdo aguda, mas foram evitados apos
exposicdo subcrbnica possivelmente devido a essas mudancgas no tecido branquial. Além
disso, a proliferacdo de novas CRMe ativas nos filamentos branquiais e CRM nos tubulos
renais podem ter contribuido para a manutencéo do equilibrio osmotico e i6nico. No figado e
nos rins, as disfun¢des bioguimicas resultaram em mudancgas morfoldgicas degenerativas que
acabaram prejudicando a fungédo do érgdo pela reducéo do tecido funcional.

Apesar das NP-TiO; ndo terem se mostrado altamente letais, elas podem prejudicar o
organismo dos peixes uma vez que podem se acumular e danificar 6rgdos essenciais como
branquias, figado, rins, muasculo e cérebro. Adaptacdes bioquimicas e morfoldgicas
permitiram a manutencdo da homeostase do organismo neste estudo, mas podem implicar em
alto custo metabdlico para o individuo comprometendo a sua sobrevivéncia, saude,
crescimento e reproducdo. Estudos adicionais devem ser realizados para determinar os efeitos
toxicos das NP-TiO, em longo prazo e utilizando diferentes condi¢fes ambientais de modo a

se determinar a regulamentacao de seu descarte em ambientes aquaticos.
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