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Ferroni, Hellen Ingrid. Efeitos e acumulo de prata e nanoprata em Prochilodus
lineatus: biomarcadores bioquimicos e fisioldgicos. 2021. 88 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2020.

RESUMO

As nanoparticulas de prata (AgNP) apresentam alto potencial
microbicida, por isso, compdem mais de 400 produtos, onde muitos deles sdo de uso
diario como cosméticos, embalagens de alimento, tecidos, filtros para tratamento de
agua, entre muitos outros. Essa ampla utilizacdo facilita a sua chegada nos
ambientes aquaticos, podendo alterar a saude dos organismos ali presentes.
Diversos efeitos em peixes ja foram induzidos por NPAg sintéticas, porém pouco se
sabe do potencial toxico das NPAg de fonte biogénica. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar e comparar os efeitos da prata nas formas NPAg biogénica
(AgNPDb), produzida por meio do fungo Fusarium oxysporum, e idnica (AgNO3s), na
concentracdo 10 pg L™ de prata total, no teleésteo Neotropical Prochilodus lineatus
apos 24 e 96 horas. Foi avaliado a bioacumulacéo de prata em diferentes tecidos, a
inducdo de proteinas metalotioneinas, parametros hematologicos, concentracédo de
glicose, proteinas plasmaticas, e dos ions (Na*, K*, Cl, Mg?*, Ca?*), a atividade das
ATPases e anidrase carbdnica (AC), molécula e enzimas antioxidantes, danos aos
lipidios e atividade da acetilcolinesterase (AChE). A entrada dos ions prata e das
NPs na célula alteram sua permeabilidade, gerando desbalanco i6nico e aumento do
hematocrito. A grande interacdo da Ag com biomoléculas ocasionam a inibicdo da
enzima AC de forma competitiva ou ndo competitiva pelo sitio de ligacdo do Zn,
reducdo da GSH, e até o aumento da GST, pela grande producdo de metabdlitos
durante essa interacdo. A bioacumulacdo de Ag no musculo induziu o aumento da
atividade H* ATPase, decorrente da necessidade de homeostase do balanco iénico,
e reducao da atividade da AChE, que pode ocasionar alteracdes comportamentais
aos animais. A bioacumulacdo da Ag foi observada em diferentes tecidos (sangue,
branquias, cérebro e masculo) e tempos de exposicédo, e se mostrou mais evidente
nos grupos expostos a AgNOs do que nos expostos a AgNPDb, isso pode estar
relacionado a facil absorcdo dos ions prata pelo animal. A quantidade de Ag
dissolvida em ambos grupos se mostraram similares, mas foram encontradas
diferentes alteracdes fisioldgicas e bioquimicas entre 0s grupos, evidenciando o
potencial téxico da AgNPb em P. lineatus, mesmo a baixa concentracdo de Ag total
e curtos tempos de exposicdo, exigindo cuidados na manipulacdo das AgNPs e na
sua inser¢cao em produtos.

Palavras-chave: acetilcolinesterase; anidrase carbonica; bioacumulacdo; Fusarium
oxysporum; metalotioneinas.



Ferroni, Hellen Ingrid. Effects and accumulation of silver and nano-silver on
Prochilodus lineatus: biochemical and physiological biomarkers. 2020. 88 s.
Dissertation (Master's in Biological Sciences) - Londrina State University, Londrina,
2020.

ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNP) have a high microbicidal potential, which is why they
make up more than 400 products, where many of them are used daily such as
cosmetics, food packaging, fabrics, filters for water treatment, among many others.
This wide use facilitates their arrival in the aquatic environments, being able to alter
the health of the organisms present there. Several effects on fish have already been
induced by synthetic NPAg, but little is known about the toxic potential of NPAg from
a biogenic source. In this context, the objective of this work was to evaluate and
compare the effects of silver in biogenic NPAg (AgNPb) forms, produced by the
fungus Fusarium oxysporum, and ionic (AgNQs), in the concentration 10 pug L of
total silver, in the teleost Neotropical Prochilodus lineatus after 24 and 96 hours.
Silver bioaccumulation in different tissues, induction of metallothionein proteins,
hematological parameters, glucose concentration, plasma proteins, and ions (Na*,
K*, CI, Mg?*, Ca?"), ATPase activity and carbonic anhydrase (AC), molecule and
antioxidant enzymes, damage to lipids and acetylcholinesterase (AChE) activity were
evaluated. The entry of silver ions and NPs in the cell changes its permeability,
generating ionic imbalance and an increase in hematocrit. The great interaction of Ag
with biomolecules causes the inhibition of the enzyme AC in a competitive or non-
competitive way by the Zn binding site, reduction of GSH, and even the increase in
GST, due to the large production of metabolites during this interaction. The
bioaccumulation of Ag in the muscle induced an increase in H* ATPase activity, due
to the need for homeostasis of ionic balance, and a reduction in AChE activity, which
can cause behavioral changes in animals. Ag bioaccumulation was observed in
different tissues (blood, gills, brain and muscle) and exposure times, and was more
evident in groups exposed to AgNO3 than in those exposed to AgNPb, this may be
related to the easy absorption of silver ions animal fur. The amount of dissolved Ag in
both groups was similar, but different physiological and biochemical changes were
found between the groups, showing the toxic potential of ANPb in P. lineatus, even
the low concentration of total Ag and short exposure times, requiring care in the
manipulation of AQNPs and their insertion in products.

Keywords: Acetylcholinesterase; Carbonic anhydrase; Bioaccumulation; Fusarium
oxysporum; Metallothioneins.
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APRESENTACAO

*

4

Esta dissertacdo foi organizada de modo a atender as exigéncias do
Programa de Pd4s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas. Ela é composta por trés
capitulos, onde o primeiro (Capitulo ), é referente a introducao geral que contempla
a contextualizacado do trabalho desenvolvido, as hipéteses levantadas e objetivos
tracados. O Capitulo Il refere-se ao manuscrito intitulado “Acdmulo e efeitos da
nanoparticula de prata biogénica no peixe Neotropical Prochilodus lineatus”, a ser
submetido no periédico Science of the Total Environment, e abrange a
bioacumulacdo de prata e as respostas de biomarcadores bioquimicos e fisiol6gicos
analisados no peixe Prochilodus lineatus. E por fim o Capitulo Ill, que € composto
pelas consideragdes finais do trabalho desenvolvido, nas quais as hipoteses séo
verificadas e sao descritas possiveis lacunas para estudos futuros com

nanoparticulas de prata.
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CAPITULO |

L 2
L 4

1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Contaminacdo Aquatica por Metais

O crescimento populacional junto as atividades antropogénicas
como agricultura, industrializacdo, producdo, consumo e eliminacdo de residuos,
leva a presenca de inimeras substancias toxicas no meio aquético, que atingem
organismos, populacées e até mesmo ecossistemas inteiros (SHANKAR MURTHY
et al., 2013). Dentre estas substancias se encontra 0s metais, que apesar de
estarem naturalmente no ambiente, eles podem ter suas concentragcdes aumentadas
devido as atividades humanas, como a sua extracdo (MOISEENKO;
KUDRYAVTSEVA, 2001; PYLE; RAJOTTE; COUTURE, 2005), uso industrial, na
composicao de fertilizantes (DHARMA-WARDANA, 2018) e pesticidas (REBOREDO
et al., 2019), entre outros produtos, chegando facilmente aos corpos d’agua por meio
de lancamento de efluentes, escoamento, precipitacdo e carreamento atmosférico
(YAN et al., 2018).

Os metais ndo podem ser criados nem destruidos, portanto, uma vez
extraidos dos minérios, eles permanecem dispersos no ambiente. S&o divididos em
essenciais e nao essenciais. Os metais essenciais devido a sua participacdo em
reacdes metabolicas, como cofatores ou partes integrais de enzimas (WOOD;
FARRELL; BRAUNER, 2011) sédo fundamentais para a vida biolégica, porém em
altas concentragcdes se tornam toxicos (SIMONATO et al., 2016; DE OLIVEIRA et al.,
2018). Os metais ndo essenciais apresentam toxicidade mesmo em baixas
concentragcfes (RIBEIRO et al., 2014), jA que ndo tem funcao biologica, porém eles
podem competir com 0S metais essenciais e serem incorporados nos organismos
(NIYOGI; WOOD, 2004).

Quando no ambiente aquatico, 0s metais podem ser adsorvidos por
particulas finas, agregar-se e formar complexos com carbonatos, 6xidos de ferro e
manganés, carbono e sulfetos (TRAMONTE et al., 2016). A maior parte dos
contaminantes adsorvidos nos sedimentos ndo estdo prontamente disponiveis para

0S organismos aquaticos, embora a variacdo de algumas caracteristicas fisicas e
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quimicas da &agua, como pH, salinidade, potencial redox e teores de quelatos
organicos, possam provocar a remobilizacdo destes metais para a fase aquosa
(FREIRE et al., 2008) e assim tornar-se disponiveis.

1.2 Prata

A prata (Ag) € um metal ndo essencial, conhecido e explorado ha
milhares de anos (WOOD; FARRELL; BRAUNER, 2011), muito utilizada para
confeccao de jbias, baterias, catalisadores, espelhos, ferramentas e eletrénicos, por
ser 6timo condutor elétrico (NORDBERG et al., 2007), além de muito conhecida pelo
seu potencial antimicrobiano, compondo medicamentos como pomadas para
gueimaduras, colirios, entre outros (MAILLARD; HARTEMANN, 2013).

No ambiente aquatico a prata se apresenta principalmente nas
formas de sulfeto, cloreto e complexos organicos de prata, grande parte devido ao
fotoprocessamento e descarga de efluentes (BEHRA et al., 2013; FABREGA et al.,
2011). Sua toxicidade esta relacionada a sua forma livre (Ag*), ndo a sua
concentracgao total, sendo o nitrato de prata (AgNO3) o composto mais toxico, pela
sua dissociacdo na agua e liberagcdo dos ions prata (MAILLARD; HARTEMANN,
2013), forma de maior absor¢&o dos animais (DOLEZELOVA et al., 2008).

A avaliacao da toxicidade da prata em suas diferentes formas, como
a prata ibnica por meio do nirato de prata, tiossulfato de prata e cloreto de prata, em
Oncorhynchus mykiss ap6s 168 h, evidenciou a letalidade da prata idnica por meio
da concentracédo letal média (CLso) encontrada de de 9,13 ug L* de Ag, enquanto a
ClLso do tiossulfato foi de 137.000 ug L de Ag e ndo desencadeou mortalidade
guando exposta a cloreto de prata (HOGSTRAND et al., 1996). Assim, a especiacao
da prata é um fator essencial para avaliar o potencial toxico aos animais aquaticos, e
risco ambiental (MAILLARD; HARTEMANN, 2013).

A toxicidade das diferentes formas de prata encontradas no meio
aquatico, pode ser modificada pelos parametros fisicos e quimicos da agua, como a
temperatura, concentracdo de carbono organico, dureza da agua, pH, capacidade de
troca de cations, quantidades de iodo e argila (BEHRA et al., 2013; LEVARD et al.,
2012). Os elementos presentes na adgua como os ions podem competir com a Ag*
para se ligarem a membrana das branquias, dificultando o acesso do metal ao
tecido (WOOD; PLAYLE; HOGSTRAND, 1999), ou até mesmo se complexarem a Ag
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reduzindo sua disponibilidade aos organismos e consequentemente sua toxicidade
(BIELMYER; BRIX; GROSELL, 2008).

Na literatura, j& sdo bem documentados os efeitos da Ag em peixes ,
como seu acumulo nos tecidos e aumento da expressdao de metalotioneinas
(MARTIN et al., 2017), disturbios ionoregulatorios (CLARK; SHAW; HANDY, 2018;
MORGAN; WOOD, 2004), inibicbes enzimaticas (ATLI et al., 2006; GALVEZ;
WOOQOD, 2002) e até danos a lipidios (KHAN et al., 2017). Em um estudo de Atli e
Canli (2011), a Ag* afetou o funcionamento das ATPases (Na'/K*-ATPase, Ca?*-
ATPase e Mg?*-ATPase) inibindo sua atividade nas branquias em exposicdo de 96 h
a baixas concentracdes (0,1, 0,5, 1, 1,5 pug/ mL). Outra interferéncia da prata é a
alteracdo na atividade da anidrase carbdnica, uma vez que a inibicdo desta enzima
desencadeia alteracdes no pH, podendo comprometer as fungdes celulares (KAYA;
SOYUT; BEYDEMIR, 2015).

1.3 Resolugdo CONAMA 357/2005

Considerando a necessidade de controle e qualidade da agua para o
bem-estar humano, bem como o equilibrio ecologico, o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) dispde da Resolucdo 357/2005, onde classifica 0s corpos
d’agua de acordo com a possibilidade de uso e estabelece condi¢cdes e padrdes dos
efluentes, indicando concentragGes limites de cada substancia, relacionada a classe
do corpo d’agua.

A agua doce possui 5 classificacfe: Classe especial, onde para seu
uso é preciso apenas desinfeccdo; ambientes aquaticos com essa classificacédo
necessita de unidade de conservacdo para protecao integral. Classe |, necessario
tratamento simples para consumo humano, uso para recreacao e irrigacdo. Classe Il,
necessita de trantamento convencional para consumo humano, uso para irrigacao e
atividade de pesca. Classe Ill, uso para consumo humano apds tratamento
convencional ou avancado. Classe |V, apenas para havegacao e harmonia
paisagistica.

Entre as substancias reguladas se encontra a prata, que em

ambiente aquatico, nessa resolugdo, sua concentracdo pode chegar a 10 pg L'* em

aguas de Classe | e Il e 50 pg L* em corpos d’agua de classe Ill e IV. Estudos
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realizados evidenciam a presenca deste metal na agua, sedimento e muitas vezes
acumulados a organismos nativos. No trabalho de Sampaio (2003), a concentragéo
de Ag em diferentes pontos da bacia do alto do Paraguai variou entre 3 e 6 pg L*
Ag.

Em um estudo realizado na bacia do Prata, ndo houve deteccédo de
Ag em amostra de agua nos pontos de coleta, mas foi detectado Ag no sedimento
(0,28 mg Kg* dW) no ponto localizado no Rio médio Parana (MPR), e em tecidos de
Prochilodus lineatus coletados, como na branquia (0,030 mg Kg* WW) no ponto do
estuario do Rio da Prata (ERP) e no figado nos pontos MPR, RPE e Rio alto Parana
(HRP) (AVIGLIANO et al., 2019). Evidenciando a presenga deste contaminante no
ambiente aquatico, muitas vezes em concentracdes de dificil deteccdo na agua, mas
gue considerando os habitos, o tempo de vida e a cadeia tréfica dos animais ali

presentes esta contaminacéo pode desencadear alteraces e patologias.

1.4 Nanoparticulas Metélicas

A nanotecnologia € uma area em expansao, e o humero de produtos
contendo nanoparticulas (NPs) aumentou exponencialmente nas Ultimas décadas
(KLAINE et al., 2008). Segundo a Nanodatabase (www.nanodb.dk) ja sdo 3.060
produtos contendo nanoparticulas. Estes produtos contemplam diversos setores, tais
como alimenticio (ARAUJO et al., 2015), eletrdnico, farmacéutico (DE OLIVEIRA et
al., 2016), cosmético e agricola (LIU et al., 2020).

As NPs sdo definidas como materiais com um tamanho entre 1 e
100 nm em pelo menos uma dimensdao (MCSHAN; RAY; YU, 2014), com
propriedades fisico-quimicas Unicas que diferem do seu estado bruto devido a sua
maior area de superficie em relacdo ao volume (VALE et al., 2016). Estas particulas
ja sdo conhecidas ha muitos anos como coloides (KLAINE et al.,, 2008), porém
atualmente seu uso cresceu, jA que suas propriedades como alta superficie de
contato, pequeno volume, grande reatividade, permitem serem utilizadas em
diferentes setores. As NPs sdo enquadradas como contaminantes de preocupacéo
emergente, que sao substancias cuja ocorréncia ou preocupacdo no ambiente foi
constatada recentemente, e que ndo sdo contemplados pela legislacdo (TIJANI et
al., 2016).
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No ambiente aquatico as NPs sdo expostas a condi¢des dinamicas,
como alteracdes de pH, quantidade de &gua (periodos de seca e cheia),
revolvimento do sedimento, mudangas de temperatura, luminosidade, presenca de
matéria organica, e compostos inorganicos (FABREGA et al., 2011). Estas
condicbes podem modificar as propriedades fisico-quimicas das NPs como o
tamanho, forma (proporgdo) e carga superficial (SHAW; HANDY, 2011). Além de
gerar dissolucao, agregacéao e sedimentacéo das NPs, determinando suas formas no
espaco e no tempo (especiacdo dinamica) e sua biodisponibilidade (VALE et al.,
2016).

1.4.1 Nanoparticula de prata

Uma das nanoparticulas que se destaca no mercado, € a
nanoparticula de prata (AgNP) que ja compdem mais de 500 produtos segundo a
Nanodatabase (www.nanodb.dk). Dentre eles, dispositivos meédicos, tecidos,
embalagens de alimentos, cosmeéticos, filtros para tratamento de agua, sensores e
produtos farmacéuticos em geral (OBERHOLSTER et al., 2011). O uso na medicina
se destaca, pois, a prata na sua forma de nanoparticula tem seu potencial
antimicrobiano aumentado, ja que particulas menores possuem maior superficie de
contato, o que facilita sua fixagdo em membranas e entrada nas células (LIU; JIANG,
2015).

As nanoparticulas possuem duas rotas de sintese: sintética e
biogénica. Ambas as rotas sdo baseadas na reducédo de ions prata (Ag*) ao estado
de oxidac&o zero (Ag®), formando as AgNPs. A producéo sintética € a mais utilizada,
pois possibilita 0 maior controle do tamanho da NPs obtidas (DURAN et al., 2019) e
emprega muitas vezes reagentes toxicos para reducdo quimica, tais como citrato de
sodio, borohidreto de sodio, hidrozinas, formaldeidos, hidroxilaminas, alcoois e
acucares (ZAHRA et al., 2016), além de ser necessario o controle de temperatura e
pressdo (DURAN et al., 2019). Ap6s isso, essas nanoparticulas necessitam de
agentes de revestimento e dispersdo, a fim de evitar a oxidacdo das nanoparticulas
e sua aglomeracdo (DURAN et al., 2019).

A producdo biogénica vem se destacando atualmente por ser uma
opcdo economicamente e ecologicamente viavel, ja que é considerada simples, de
baixo custo, rapida, sustentavel (SEABRA; DURAN, 2015) e pode ser realizada sob
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temperatura e pressdo ambientes, sem uso de agentes estabilizantes externos
(ELEMIKE et al., 2017). A reducdo € feita por meio de microorganismos como
bactérias (QUINTEROS et al., 2019), fungos (GUILGER-CASAGRANDE et al., 2019)
e extratos de plantas (SALMEN; ALHARBI, 2020; VELSANKAR et al., 2020), além
de estudo recente relatar a redug¢do da Ag por meio do acido humico, presente em
ambientes naturais (DONG et al., 2020). Neste tipo de producéo, o agente redutor
também é responsavel pelo revestimento da nanoparticula, interagdo nanoparticula-
proteinas do agente redutor, que aumenta a estabilidade e evitar aglomeracao das
nanoparticulas (DURAN et al., 2019).

A chegada das AgNPs no ambiente aquéatico se da durante a sua
producéo, no processo de fabricacdo, reciclagem e descarte das NPs e de seus
produtos (GOTTSCHALK; NOWACK, 2011), sendo a maior parte liberada durante o
uso. Produtos como sprays desinfetantes, meias resistentes ao odor, plasticos
antimicrobianos e téxteis, estdo sujeitos a lavagem frequente, abrasdo mecanica e
seu envelhecimento, liberando as AgNPs para o ambiente natural. A quantidade
dessas AgNPs liberadas dependem da vida util do produto, a forma de uso, e como
as NPs estao incorporadas (LIU; JIANG, 2015).

No ambiente aquatico, as nanoparticulas estdo sujeitas a grandes
desafios analiticos, visto que faltam abordagens para uma deteccdo quantitativa e
gualitativa para a sua determinacdo (GOTTSCHALK; NOWACK, 2011). Por isso,
estudos realizam estimativas com base na producéo, uso e descarte das NPs, para
avaliar a quantidade aproximada que esta chegando deste material no ambiente.

Blaser e colaboradores (2008), baseados na chegada de plasticos e
tecidos nano-funcionalizados contendo Ag no rio Reno, estimaram concentracfes
por volta de 2-18 pg L de Ag em tratamento de aguas residuais, 30-40 ng L de Ag
em rios, 9-70 ng L' de Ag em &agua intersticial do sedimento e 2-14 mg Kg* de
sedimentos fluviais para o ano de 2010. Ja Sun e colaboradores (2016), estimaram a
concentracdo de AQNP em compartimentos ambientais, baseados em um modelo de
fluxo de material probabilistico dinAmico personalizado, considerando fluxos de
massa anteriores, atuais e futuros (1990-2020) supondo concentragcdes ambientais
de aproximadamente de 1,5 ng L' em éaguas superficiais e de 30,1 pg Kg? no
sedimento. Estimativas muito diferentes sdo encontradas devido as metodologias e
fatores considerados por cada autor, isso evidencia a dificuldade em saber as

verdadeiras concentragdes de AgNPs no ambiente aquatico.



Capitulo 1 * 25

Quando essas AgNPs chegam no ambiente aquatico, elas podem
sofrer alteragbes como a perda de seu revestimento, que causa instabilidade nas
NPs e pode acarretar em sua aglomeragdo ou sedimentacdo, ou até mesmo sofrer
oxidacdo de sua superficie pelo oxigénio molecular ou outros compostos redox
ativos, liberando Ag* (MCSHAN; RAY; YU, 2014). Essas alteracdes podem facilitar a
aderéncia das NPs e sua absorcao por meio dos organismos aquaticos.

Uma vez presente nos corpos d’agua, as AgNPs podem afetar toda
a biota. Entre os organismos mais sucetiveis estdo 0s peixes que podem incorporar
0s contaminantes por diferentes vias como: pela alimentagéo, pele e principalmente
pelas branquias, que sao um dos principais locais de contato direto dos peixes com
0S contaminantes presentes na agua.

As AgNPs podem se aderir ao epitélio das branquias e serem
interiorizados através da endocitose (CANTON; BATTAGLIA, 2012). O estudo de
Yue e colaboradores (2017), confirmou por microscopia eletronica de transmissao,
aglomerado ou unidade de AgNPs, localizados em endossomos e lisossomos em
células de peixe, comprovando a interiorizacdo das NPs por meio da endocitose.
Essas NPs também podem se aderir a membrana e ndo serem interiorizadas, mas
ficarem liberando ions prata localmente, sendo estes ions absorvidos, visto que a
prata na sua forma ibnica facilmente entra nas células por transportadores de cobre
ou canais de sédio (WOOD; FARRELL; BRAUNER, 2011).

Apés a entrada das NPs nas células, as proteinas do meio biolégico
podem se ligar as nanoparticulas devido a carga de sua superficie, ou a outras
proteinas presentes em seu revestimento, formando camadas. Estas camadas de
proteinas na superficie das NPs, sdo denominadas proteinas corona (NEL et al.,
2009), isto é, quando em contato com fluidos biologicos as NPs recebem
revestimento proteico de acordo com sua carga superficial (SAFI et al., 2011). Essa
interacdo das NPs com as proteinas, pode leva-las a perda de suas propriedades e
funcdes (YUE et al.,, 2017), alguns estudos relacionam a inibicdo de enzimas,
geradas em exposi¢cao a NPs, com este processo (ATLI; CANLI, 2011).

Diversos efeitos das AgNPs em organismos aquaticos ja foram
relatados na literatura, além da sua letalidade. Em estudo com o peixe Prochilodus
lineatus a CLso (96h) foi de 53,84 ug L™' NPAg sintética (ALE et al., 2018b), quando
exposto a concentracdes subletais (2,5 e 25 ug L* AgNP) durante 5 e 15 dias, foi

observado bioacumulacdo de Ag em branquias, figado, intestino e cérebro, além de
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estresse oxidativo branquial, aumento de glicogénio hepatico e muscular e
diminuicdo de proteinas musculares (ALE et al., 2018a, 2018b). Naguib e
colaboradores (2020), constataram além do acumulo de prata no figado,
hiperglicemia, aumento nos niveis de lipidios sericos totais e hipoproteinemia em
Clarias gariepinus expostos as concentracdes de 10 e 100 pg L de AgNP sintética
e AgNO3 por 15 dias.

Os embribes de peixe também podem ser afetados pelas AgNPs,
como visto no estudo de Lee e colaboradores (2019), que realizou exposi¢cdes de
embrides de Danio rerio por 4 ha 1 e 5 mg L' de AgNP e verificou diminuicdo nos
ions sodio, potassio e célcio. Nesse mesmo trabalho, ocorreu uma segunda
exposicdo de 96 h, onde além das alteracdes ibnicas, foi constatado uma taxa de
mortalidade de 50% dos embrides expostos a 5 mg L' de AgNP e morte total dos
expostos a 10 mg L evidenciando alta toxicidade nessas concentragées.

As concentracdes utilizadas em exposicoes de embribes mostram
uma sensibilidade mais baixa do embrido quando comparado a sua fase larval,
podendo ser devida a presenca do coérion, que pode funcionar como uma barreira a
substancias quimicas de alto peso molecular e de acentuado efeito toxico (ANSARI;
ANSARI, 2015).

Poucos estudos sdo encontrados sobre a toxicidade de
nanoparticulas de prata biogénica. Krishnaraj e colaboradores (2016), avaliaram a
exposicdo do peixe Danio rerio a AgQNP produzida por meio de extrato de folhas de
Malva crispa, e identificou uma CLsg de 142,2 ug L' em 96 h. Em uma segunda
exposicdo com a metade da Clso (71,1 pg L?) foi verificado estresse oxidativo e
efeito genotdxico em células sanguineas do peixe D. rerio. A mesma espécie foi
utilizada em outro estudo, que determinou a CLsp do sal AgNOs, AgNP sintética e
AgNP biogénica, por meio de extrato de Psidium guajava, sendo 100, 80 e 400 ug L
1 'em 96 h, respectivamente (SARKAR et al., 2014). Essas concentracdes mostram
uma menor toxicidade da AgNP biogénica ao organismo modelo, podendo vir a ser
uma alternativa menos prejudicial ao ambiente, de baixo custo e que atenda a

demanda, visto seu potencial antimicrobiano.

1.5 Biomarcadores em Peixes

A ecotoxicologia é a ciéncia que busca conhecer e entender os
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efeitos dos contaminantes em pequena e grande escala nos organismos, avaliando
efeitos citoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos, muito observados em exposicdes
agudas, até efeitos na populacdo, comunidade ou ecossistema (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006). A analise das alteracbes geradas por exposicdes a
substancias estranhas (xenobidticos) nos organismos, podem ser definidas como
biomarcadores, ferramentas importantes, pois muitos indicam efeitos subletais antes
da ocorréncia de danos irreversiveis (NIKINMAA, 2014). O uso em conjunto de
varios biomarcadores possibilita esclarecer o modo de acao e a toxicidade de muitos
contaminantes (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

A absorgcdo dos contaminantes pelos peixes viventes nos corpos
d’agua se da principalmente por duas vias: pela ingestao, junto ao sedimento ou no
alimento, ou por meio das branquias, 0rgdo que apresenta grande superficie para
proporcionar as trocas gasosas, e neste processo de troca pode absorver outras
substancias, como nanoparticulas metalicas e compostos organicos, que interagem
com as ceélulas das branquias e eventualmente passam para a corrente sanguinea e
sao distribuidas para os demais orgaos (cerebro, musculo, figado, rim). A absorcéo,
distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo de xenobidticos pelos peixes séo
importantes determinantes da toxicidade quimica de um contaminante (DI GIULIO,
RICHARD T. HINTON, 2008). Caso 0 organismo ndo consiga excretar esses
compostos eles podem bioacumular nos tecidos do animal.

As metalotioneinas (MT) séo proteinas com baixo peso molecular e
alto teor de sulfidril, que atua principalmente na homeostase dos metais essenciais,
porém em contaminacdes por metais ndo essenciais elas podem realizar a
neutralizacdo destes e atuar na defesa antioxidante (MAO; WANG; YANG, 2012;
VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Diversos estudos apresentam seu
aumento em peixes apos exposicdes a metais (DE OLIVEIRA et al., 2018; VINCENT
et al., 2019).

As branquias, sao responsaveis por diversas fun¢des no organismo,
como trocas gasosas, equilibrio idnico, manutencéo do pH e excrecao (ATLI; CANLI,
2011). Andlises que avaliem o funcionamento deste 6rgdo sdo necessarias em
exposicdes a metais, ja que eles alteram principalmente a ionoregulacdo dos peixes
(ALSOP; WOOD, 2011). Diversos estudos observaram desequilibrio ibnico gerado
por metais, como cadmio e o zinco que afetam a captacdo e homeostase do Ca?*

(HOGSTRAND et al., 1996) e ja& o ion cobre pode interferir na captacdo e
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homeostase do Na* (WOOD; FARRELL; BRAUNER, 2011). Além disso, 0s metais
podem promover inibicdo das ATPase em branquias e rim (ATLI; CANLI, 2011;
RIBEIRO et al., 2014), e da anidrase carbonica (SILVA; MARTINEZ, 2014).

A aderéncia dos metais nas branquias e sua interagdo com as
células podem atrapalhar a captacdo de oxigénio, uma das formas de verificar este
tipo de efeito é por meio dos parametros hematolégicos como concentracdo de
hemoglobina (Hb), nimero de eritrécitos (RBC) e hematdcrito (Ht). Khangarot e Ray
(1988) demonstraram que a toxicidade dos metais para peixes, podem causar danos
nas branquias e isso alterar a captacdo de oxigénio. Alteracdo hematolégicas com
diminuicéo do Ht, RBC e Hb foram observadas em um estudo com a espécie Clarias
gariepinus expostos a AgNP, nanoparticula de 6xido de cobre (CUONP) e a mistura
das NPs por 28 dias (OGUNSUY!I et al., 2019).

A interiorizacdo de contaminantes pode induzir a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e com isso alterar a concentracao e a atividade
de moléculas antioxidantes, como as enzimas: catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), e superoxido dismutase (SOD); o tripeptideo glutationa (GSH) e outras
moléculas antioxidantes. Essas alteracdes podem desencadear o chamado estresse
oxidativo, definido como um aumento transitério ou persistente do nivel de ERO,
perturbando as funcdes celulares e vias de sinalizacdo, que pode culminar na morte
celular por necrose ou apoptose (LUSHCHAK, 2016).

A GSH é um importante antioxidante ndo enzimatico e esta muitas
vezes envolvida no processo inicial de defesa do organismo, além de ser substrato
para outras enzimas, como a GPx, enzima antioxidante, e a Glutationa S-transferase
(GST) enzima envolvida no processo de biotransformacédo (LUSHCHAK, 2012). Essa
biotransformacdo, nada mais €, que a eliminacdo de contaminantes ou produtos
metabdlicos por eles gerados (NIKINMAA, 2014), esse processo leva a diminuicdo
da meia vida biolégica do contaminante e minimiza seu potencial toxico (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006) .

As ERO quando ndo neutralizadas pelas defesas antioxidantes,
podem se ligar a outras moléculas, como proteinas, acidos nucleicos e lipidios, e
causar danos. A lipoperoxidacdo € um dos possiveis danos gerados por elas, e pode
ser quantificada por diversos métodos, produtos primarios, secundarios ou até por
meio de produtos finais da peroxidagéo lipidica (LUSHCHAK, 2011). Em exposicao a

5 mg L de zinco (Zn), manganés (Mn) e ferro (Fe), individualmente, por 96h, foi
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visto que Mn e Fe promoveram lipoperoxidacdo no figado do peixe Prochilodus
lineatus (DE OLIVEIRA et al., 2018). No estudo de ALE e colaboradores (2018b),
com o mesmo animal modelo utilizado no trabalho citado anteriormente, mas
exposto a AgNP, também foi constatado lipoperoxidacdo, mas desta vez nas
branquias do P. lineatus, mostrando ser recorrente danos aos animais expostos aos
metais.

A contaminacdo aquatica pode desencadear, nos organismos
expostos, um estresse metabdlico. O contato a um xenobidtico (agente estressor)
leva a liberacdo de catecolaminas e cortisol na corrente sanguinea, que acelera os
batimentos cardiacos, aumenta a absorcdo de oxigénio e induz a mobilizacdo de
fontes energéticas por meio da gliconeogénese e glicogendlise, afim de aumentar a
concentracdo de glicose disponivel para se adaptar a condicdo de estresse
(NELSON E COX, 2014; LIMA et al., 2007). Tanto os contaminantes organicos
guanto os inorganicos causam este aumento de glicose, visto que este é um dos
primeiros mecanismos desencadeados pela contaminacgéo.

Diversos metais pode induzir efeitos neurotoxicos em organismos
aquaticos (BANAEE et al.,, 2019; BERNAL-REY et al.,, 2020), a avaliacdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), envolvida na transmissao sinaptica,
pode detectar neurotoxicidade. Durante a transmissdo de impulsos nervosos, a
acetilcolina é liberada na fenda sinaptica ou jun¢cées neuromusculares, se ligando
aos seus receptores nicotinicos, realizando a abertura de canais de sédio e potassio
desencadeando um potencial de acdo propagando o impulso nervoso (AIRES,
2008). Para cessar este impulso a enzima acetilcolinesterase (AChE) realiza a
hidrolise da acetilcolina em colina e acido acético, interrompendo a transmissao
continua do impulso nervoso (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A
presenca de contaminantes no ambiente pode inibir a funcdo da AChE, fazendo com
gue o impulso ndo cesse, superestimulando os receptores da célula pds-sinaptica
podendo alterar seu comportamento, locomocéo, equilibrio, natacdo, apetite e
reproducao (BRETAUD et al., 2000; KIRBY et al., 2000). Sendo assim, a avaliacédo
desta enzima pode indicar um comprometimento de funcées que podem afetar a
populacdo como um todo. Vérios trabalhos ja mostraram a interferéncia dos metais
na atividade da AChE (BANAEE et al., 2019; SILVA et al., 2013; SIMONATO et al.,
2016).
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1.6 Prochilodus Lineatus como Modelo Bioldgico

Peixes e outros organismos aquaticos sdo expostos a
contaminantes, por meio da agua, alimentos e sedimentos. Os peixes se destacam,
por apresentarem alteracbes em biomarcadores, mesmo em baixas concentragdes
de poluentes, sendo comumente empregados em ensaios ecotoxicolégicos (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

O telebsteo dulcicola Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836),
popularmente conhecido como Curimba ou Curimbaté (Figura 1), € um peixe nativo
da regido neotropical, da ordem Characiformes, familia Prochilodontidae, com
grande distribuicdo, habitando bacias do Paraguai, Parana, Uruguai, rio Paraiba do
Sul e Jacui (SIVASUNDAR; BERMINGHAM; ORTI, 2001).

Figura 1. Exemplar juvenil de Prochilodus lineatus. Foto: LEFA/UEL.

Esta espécie possui comportamento migratério e habito alimentar
detritivoro (BOWEN, 1983; COLOMBO et al., 2000), o que favorece sua exposicéo
aos contaminantes, sendo vulneravel aos compostos diluidos ou suspensos na agua
e os depositados no sedimento (COLOMBO et al., 2007). J& se mostrou sensivel a
diversas classes de contaminantes: como os agrotoxicos diflubenzuron (PEREIRA
MADUENHO; MARTINEZ, 2008), lambda cialotrina (VIEIRA; MARTINEZ, 2018),
imidaclopride (ALVIM; MARTINEZ, 2019; VIEIRA et al., 2018), glifosato (LANGIANO;
MARTINEZ, 2008), atrazina (SANTOS; MARTINEZ, 2012), e clomazone (PEREIRA;
FERNANDES; MARTINEZ, 2013). E aos metais como o aluminio (GALINDO et al.,
2010), cadmio (SILVA; MARTINEZ, 2014), cobre (SIMONATO et al., 2016), niquel
(PALERMO et al., 2015), chumbo (RIBEIRO et al., 2014), além de zinco, manganés

e ferro (DE OLIVEIRA et al., 2018). E recentemente, aos contaminantes de



Capitulo 1+ 31

preocupacdo emergente como a cafeina (SANTOS-SILVA; MONTAGNER;
MARTINEZ, 2018), o microplastico (RODA et al., 2020), atrazina nanoencapsulada
(ANDRADE et al., 2019), nanoparticula de diéxido de titanio (CARMO et al., 2019),
nanoparticula de cobre (TESSER et al., 2020) e de prata (ALE et al., 2018a, 2018b).

Devido a sua abundancia e ampla distribuicdo, esta espécie é
bastante utilizada na alimentacdo humana (PESOA; SCHULZ, 2010). Sua
importancia econdmica e ecoldgica unida a sua sensibilidade a diferentes

contaminantes a torna em 6timo bioindicador em andlises toxicoldgicas.
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2 HIPOTESES

e A nanoparticula de prata biogénica apresentard menor potencial toxico ao
peixe Prochilodus lineatus do que o nitrato de prata;

e Quanto maior o tempo de exposicdo, maiores serdo as alteracbes nos

biomarcadores analisados nos diferentes tecidos do animal experimental,
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Identificar os efeitos da prata nas formas de nanoparticula de prata
biogénica (AgNPDb) e nitrato de prata (AgNOs), na concentracdo de 10 pg L?
nos tempos de exposicao (24 e 96 horas) na espécie de peixe neotropical
Prochilodus lineatus.

3.2 Objetivos Especificos

o Determinar o acumulo de prata total e a concentracdo de proteinas
metalotioneinas em diferentes tecidos do peixe P. lineatus;

o Identificar se a AgNPb e o AgNOsz promovem alteracbes nos
parametros hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito e no numero de
eritrocitos) no organismo teste;

o Determinar se apdés as exposicbes ocorrera alteragcdes nas
concentracbes de glicose, e dos ions sodio, potassio, calcio, magnésio e
cloreto no plasma;

o Identificar se a AgNPb e o AgNOs podem causar alteragbes na
atividade das enzimas Na* /K* ATPase, H* ATPase, Ca?* ATPase e anidrase
carbdnica nas branquias de P. lineatus;

o Demonstrar se os periodos de exposicdo e as concentracdes de
bNPAg promovera alteracbes na atividade da enzima de biotransformacéao
GST e na concentracdo de GSH, assim como alteracbes nas defesas
enzimaticas antioxidantes (CAT, GPx e SOD) em P. lineatus.

o Verificar se a AgNPb causa danos em lipidios (LPO) em branquia e
figado do organismo teste nas diferentes exposicoes;

o Identificar se apds as exposi¢des ocorrera alteracfes na atividade da

enzima acetilcolinesterase no cérebro e musculo em P. lineatus;



Capitulo 1+ 34

REFERENCIAS

ARIES, M.M. Fisiologia. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

ALE, A. et al. Integrative assessment of silver nanoparticles toxicity in Prochilodus
lineatus fish. Ecological Indicators, v. 93, p. 1190-1198, 2018a.

ALE, A. et al. Nanosilver toxicity in gills of a neotropical fish: Metal accumulation,
oxidative stress, histopathology and other physiological effects. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 148, p. 976-984, 2018b.

ALSOP, D.; WOOD, C. M. Metal uptake and acute toxicity in zebrafish. Common
mechanisms across multiple metals. Aquatic Toxicology, v. 105, p. 385-393, 2011.

ALVIM, T. T.; MARTINEZ, C. B. DOS R. Genotoxic and oxidative damage in the
freshwater teleost Prochilodus lineatus exposed to the insecticides lambda-
cyhalothrin and imidacloprid alone and in combination. Mutation Research -
Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, v. 842, p. 85-93, 2019.

ANDRADE, L. L. DE et al. Can atrazine loaded nanocapsules reduce the toxic effects
of this herbicide on the fish Prochilodus lineatus? A multibiomarker approach.
Science of the Total Environment, v. 663, p. 548-559, 2019.

ANSARI, S.; ANSARI, B. A. Effects of Heavy Metals on the Embryo and Larvae of
Zebrafish, Danio rerio (Cyprinidae). Scholars Academic Journal of Biosciences, V.
3, p. 52-56, 2015.

ARAUJO, E. A. et al. Sanitizacdo de cenoura minimamente processada com
nanoparticulas de prata. Ciencia Rural, v. 45, p. 1681-1687, 2015.

ATLI, G. et al. Response of catalase activity to Ag*, Cd?*, Cré*, Cu?* and Zn?* in five
tissues of freshwater fish Oreochromis niloticus. Comparative Biochemistry and
Physiology - C Toxicology and Pharmacology, v. 143, n. 2, p. 218-224, 2006.

ATLI, G.; CANLI, M. Alterations in ion levels of freshwater fi sh Oreochromis niloticus
following acute and chronic exposures to fi ve heavy metals. Turkish Journal of
Zoology, v. 35, p. 725-736, 2011.

AVIGLIANO, E. et al. Distribution and bioaccumulation of 12 trace elements in water,
sediment and tissues of the main fishery from different environments of the La Plata
basin (South America): Risk assessment for human consumption. Chemosphere, v.
236, p. 124394, 2019.

BANAEE, M. et al. Evaluation of single and combined effects of cadmium and micro-
plastic particles on biochemical and immunological parameters of common carp
(Cyprinus carpio). Chemosphere, v. 236, p. 124335, 2019.

BEHRA, R. et al. Bioavailability of silver nanoparticles and ions: From a chemical and
biochemical perspective. Journal of the Royal Society Interface, v. 10, n. 87, 2013.



Capitulo 1+ 35

BERNAL-REY, D. L. et al. Seasonal variations in the dose-response relationship of
acetylcholinesterase activity in freshwater fish exposed to chlorpyrifos and
glyphosate. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 187, p. 109673, 2020.

BIELMYER, G. K.; BRIX, K. V.; GROSELL, M. Is CI" protection against silver toxicity
due to chemical speciation? Aquatic Toxicology, v. 87, n. 2, p. 81-87, 2008.

BLASER, S. A. et al. Estimation of cumulative aquatic exposure and risk due to
silver: Contribution of nano-functionalized plastics and textiles. Science of The Total
Environment, v. 390, n. 2-3, p. 396—409, 2008.

BOWEN, S. H. Detritivory in neotropical fish communities. Environmental Biology
of Fishes, v. 9, p. 137-144, 1983.

BRETAUD, S.; TOUTANT, J.P.; SAGLIO, P. Effects of carbofuran, diuron and
nicosulfuron on acetylcholinesterase activity in goldfish (Carassius auratus).
Ecotoxicology Environmental Safety, v. 47, p. 117-124, 2000.

CANTON, I.; BATTAGLIA, G. Endocytosis at the nanoscale. Chemical Society
Reviews, v. 41, n. 7, p. 2718-2739, 2012.

CARMO, T. L. L. et al. Overview of the toxic effects of titanium dioxide nanoparticles
in blood, liver, muscles, and brain of a Neotropical detritivorous fish. Environmental
Toxicology, v. 34, p. 457-468, 2019.

CLARK, N. J.; SHAW, B. J.; HANDY, R. D. Low hazard of silver nanoparticles and
silver nitrate to the haematopoietic system of rainbow trout. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 152, n. January, p. 121-131, 2018.

COLOMBO, J. C. et al. Detritivorous fish contamination in the Rio de la Plata estuary:
A critical accumulation pathway in the cycle of anthropogenic compounds. Canadian
Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, v. 57, p. 1139-1150, 2000.

COLOMBO, J. C. et al. Bioaccumulation of anthropogenic contaminants by
detritivorous fish in the Rio de la Plata estuary: 1-Aliphatic hydrocarbons.
Chemosphere, v. 68, p. 2128-2135, 2007.

CONAMA. Ministério do Meio Ambiente/Conselho Nacional do Meio Ambiente.
Resolucéo 357. 2005 Acesso: mar 2020.
<http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res05/res35705.pdf>.

DE OLIVEIRA, L. F. et al. Functionalized Silica Nanoparticles As an Alternative
Platform for Targeted Drug-Delivery of Water Insoluble Drugs. Langmuir, v. 32, p.
3217-3225, 2016.

DE OLIVEIRA, L. F. et al. Triple-mixture of Zn, Mn, and Fe increases
bioaccumulation and causes oxidative stress in freshwater neotropical fish.
Environmental Toxicology and Chemistry, v. 37, n. 6, p. 1749-1756, 2018.



Capitulo 1 + 36

DHARMA-WARDANA, M. W. C. Fertilizer usage and cadmium in soils, crops and
food. Environmental Geochemistry and Health, v. 40, n. 6, p. 2739-2759, 2018.

DI GIULIO, RICHARD T. HINTON, D. E. The Toxicology of Fishes. 1. ed. Boca
Raton: CRC Press, 2008.

DOLEZELOVA, P. et al. Comparison of the sensitivity of Danio rerio and Poecilia
reticulata to silver nitrate in short-term tests. Interdisciplinary Toxicology, v. 1, p.
200-202, 2008.

DONG, B. et al. Transformation of silver ions to silver nanoparticles mediated by
humic acid under dark conditions at ambient temperature. Journal of Hazardous
Materials, v. 383, p. 121190, 2020.

DURAN, N. et al. Nanotoxicologia de nanoparticulas de prata: toxicidade em animais
e humanos. Quimica Nova. v. 42, p. 206-213, 2019.

ELEMIKE, E. E. et al. Plant-mediated biosynthesis of silver nanoparticles by leaf
extracts of Lasienthra africanum and a study of the influence of kinetic parameters.
Bulletin of Materials Science, v. 40, p. 129-137, 2017.

FABREGA, J. et al. Silver nanoparticles: Behaviour and effects in the aquatic
environment. Environment International, v. 37, n. 2, p. 517-531, 2011.

FREIRE, M. M. et al. Biomarcadores Na Avaliacdo Da Saude Ambiental Dos
Ecossistemas Aquaticos. Oecologia Australis, v. 12, p. 347-354, 2008.

GALINDO, B. A. et al. Genotoxic effects of aluminum on the neotropical fish
Prochilodus lineatus. Water, Air, and Soil Pollution, v. 212, n. 1-4, p. 419-428,
2010.

GALVEZ, F.; WOOD, C. M. The mechanisms and costs of physiological and
toxicological acclimation to waterborne silver in juvenile rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). Journal of Comparative Physiology B: Biochemical, Systemic, and
Environmental Physiology, v. 172, p. 587-597, 2002.

GOTTSCHALK, F.; NOWACK, B. The release of engineered nanomaterials to the
environment. Journal of Environmental Monitoring, v. 13, p. 1145-1155, 2011.

GUILGER-CASAGRANDE, M. et al. Biosynthesis of silver nanoparticles employing
Trichoderma harzianum with enzymatic stimulation for the control of Sclerotinia
sclerotiorum. Scientific Reports, v. 9, p. 1-9, 2019.

HOGSTRAND, C. et al. Mechanisms of zinc uptake in gills of freshwater rainbow
trout: Interplay with calcium transport. American Journal of Physiology -
Regulatory Integrative and Comparative Physiology, v. 270, p. 1141-1147
1996.

KAYA, E. D.; SOYUT, H.; BEYDEMIR, S. The toxicological impacts of some heavy
metals on carbonic anhydrase from gilthead sea bream (Sparus aurata) gills.



Capitulo 1 « 37

Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 39, n. 2, p. 825-832, 1 Mar.
2015.

KHAN, M. S. et al. Eco-Friendly Synthesis of Silver Nanoparticles Through
Economical Methods and Assessment of Toxicity Through Oxidative Stress Analysis
in the Labeo Rohita. Biological Trace Element Research, v. 176, p. 416428,
2017.

KHANGAROT, B. S.; RAY, P. K. The acute toxicity of silver to some freshwater
fishes. Acta hydrochimica et hydrobiologica, v. 16, p. 541-545, 1988.

KLAINE, S. J. et al. Nanomaterials in the environment: Behavior, fate, bioavailability,
and effects. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 27, p. 1825-1851, 2008.

KIRBY, M.F. et al. The use of cholinesterase activity in flounder (Platichthys flesus)
muscle tissue as a biomarker of neurotoxic contamination in UK estuaries. Marine
Pollution Bulletin, v. 40, p. 780-791, 2000.

KRISHNARAJ, C.; HARPER, S. L.; YUN, S.-I. In Vivo toxicological assessment of
biologically synthesized silver nanoparticles in adult Zebrafish (Danio rerio). Journal
of Hazardous Materials, v. 301, p. 480-491, 2016.

LANGIANO, V. DO C.; MARTINEZ, C. B. R. Toxicity and effects of a glyphosate-
based herbicide on the Neotropical fish Prochilodus lineatus. Comparative
Biochemistry and Physiology - C Toxicology and Pharmacology, v. 147, p. 222—
231, 2008.

LEE, C.-Y. et al. Silver nanoparticle exposure impairs ion regulation in zebrafish
embryos. Aquatic Toxicology, v. 214, p. 105263, 2019.

LEVARD, C. et al. Environmental transformations of silver nanoparticles: Impact on
stability and toxicity. Environmental Science and Technology, v. 46, n. 13, p.
6900-6914, 2012.

LIMA, L. C. et al. Stress in fishes. Revista Brasileira de Reproducao Animal, v. 30,
p. 113-117, 2007.

LIU, B. et al. TiO2/Cu2(OH)2CO3 nanocomposite as efficient antimicrobials for
inactivation of crop pathogens in agriculture. Materials Science and Engineering:
C, v. 107, p. 110344, 2020.

Liu, J.; Jiang, G. (Eds). Silver nanoparticles. Ed. Springer-Verlag, Berlin,
Heidelberg, p. 152, 2015.

LUSHCHAK, V. I. Environmentally induced oxidative stress in aquatic animals.
Aquatic Toxicology, v. 101, p. 13-30, 2011.

LUSHCHAK, V. I. Glutathione Homeostasis and Functions: Potential Targets for
Medical Interventions. Journal of Amino Acids, v. 2012, p. 1-26, 2012.



Capitulo 1 + 38

LUSHCHAK, V. I. Contaminant-induced oxidative stress in fish: a mechanistic
approach. Fish Physiology and Biochemistry, v. 42, p. 711-747, 2016.

MAILLARD, J. Y.; HARTEMANN, P. Silver as an antimicrobial: facts and gaps in
knowledge. Critical reviews in microbiology, v. 39, n. 4, p. 373-383, 2013.

MAO, H.; WANG, D. H.; YANG, W. X. The involvement of metallothionein in the
development of aquatic invertebrate. Aquatic Toxicology, v. 110-111, p. 208-213,
2012.

MARTIN, J. D. et al. Biomarkers of exposure to nanosilver and silver accumulation in
yellow perch (Perca flavescens). Environmental Toxicology and Chemistry, v. 36,
p. 1211-1220, 2017.

MCSHAN, D.; RAY, P. C.; YU, H. Molecular toxicity mechanism of nanosilver.
Journal of Food and Drug Analysis, v. 22, p. 116-127, 2014.

MOISEENKO, T. I.; KUDRYAVTSEVA, L. P. Trace metal accumulation and fish
pathologies in areas affected by mining and metallurgical enterprises in the Kola
Region, Russia. Environmental Pollution, v. 114, p. 285-297, 2001.

MORGAN, T. P.; WOOD, C. M. A relationship between gill silver accumulation and
acute silver toxicity in the freshwater rainbow trout: Support for the acute silver biotic
ligand model. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 23, p. 1261-1267,
2004.

NAGUIB, M. et al. Hepatotoxic effects of silver nanoparticles on Clarias gariepinus;
Biochemical, histopathological, and histochemical studies. Toxicology Reports, v. 7,
p. 133-141, 2020.

NEL, A. E. et al. Understanding biophysicochemical interactions at the nano-bio
interface. Nature Materials, v. 8, p. 543-557, 2009.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de bioquimica de Lehninger. 6. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2014.

NIKINMAA, MIKKO. An introduction to aquatic toxicology. United States of
America: Academic Press, 2014.

NIYOGI, S.; WOOD, C. M. Kinetic analyses of waterborne Ca and Cd transport and
their interactions in the gills of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and yellow perch
(Perca flavescens), two species differing greatly in acute waterborne Cd sensitivity.
Journal of Comparative Physiology B: Biochemical, Systemic, and
Environmental Physiology, v. 174, p. 243-253, 2004.

Nordberg, G. F. et al. Handbook on the Toxicology of Metals. 3. ed. Academic
Press: California, 2007.

OBERHOLSTER, P. J. et al. Assessment of the effect of nanomaterials on sediment-
dwelling invertebrate  Chironomus tentans larvae. Ecotoxicology and



Capitulo 1+ 39

Environmental Safety, v. 74, p. 416-423, 2011.

OGUNSUYI, O. I. et al. Genetic and systemic toxicity induced by silver and copper
oxide nanoparticles, and their mixture in Clarias gariepinus (Burchell, 1822).
Environmental Science and Pollution Research, v. 26, p. 27470-27481, 2019.

PALERMO, F. F. et al. Bioaccumulation of nickel and its biochemical and genotoxic
effects on juveniles of the neotropical fish Prochilodus lineatus. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 116, p. 19-28, 2015.

PEREIRA, L.; FERNANDES, M. N.; MARTINEZ, C. B. R. Hematological and
biochemical alterations in the fish Prochilodus lineatus caused by the herbicide
clomazone. Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 36, p. 1-8, 2013.

PEREIRA MADUENHO, L.; MARTINEZ, C. B. R. Acute effects of diflubenzuron on
the freshwater fish Prochilodus lineatus. Comparative Biochemistry and
Physiology - C Toxicology and Pharmacology, v. 148, p. 265-272, 2008.

PESOA, N. A.; SCHULZ, U. H. Diel and seasonal movements of grumata
Prochilodus lineatus (Valenciennes 1836) (Characiformes: Prochilodontidae) in the
Sinos River, Southern Brazil. Brazilian Journal of Biology, v. 70, n. 4 SUPPL., p.
1169-1177, 2010.

PYLE, G. G.; RAJOTTE, J. W.; COUTURE, P. Effects of industrial metals on wild fish
populations along a metal contamination gradient. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 61, p. 287-312, 2005.

QUINTEROS, M. A. et al. Biogenic nanoparticles: Synthesis, stability and
biocompatibility mediated by proteins of Pseudomonas aeruginosa. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, v. 184, p. 110517, 2019.

REBOREDO, F. et al. Metal content in edible crops and agricultural soils due to
intensive use of fertilizers and pesticides in Terras da Costa de Caparica (Portugal).
Environmental Science and Pollution Research, v. 26, p. 2512-2522, 2019.

RIBEIRO, A. M. et al. Lead accumulation and its effects on the branchial physiology
of Prochilodus lineatus. Fish Physiology and Biochemistry, v. 40, p. 645-657,
2014.

RODA, J. F. B. et al. Microplastics and copper effects on the neotropical teleost
Prochilodus lineatus: Is there any interaction? Comparative Biochemistry and
Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology, v. 242, p. 110659, 2020.

SAFI, M. et al. The effects of aggregation and protein corona on the cellular
internalization of iron oxide nanoparticles. Biomaterials, v. 32, p. 9353-9363, 2011.

SALMEN, S. H.; ALHARBI, S. A. Silver nanopatrticles synthesized biogenically from
Aloe fleurentiniorum extract: characterization and antibacterial activity. Green
Chemistry Letters and Reviews, v. 13, p. 1-5, 2020.



Capitulo 1 « 40

SAMPAIO, A. C. S. Metais Pesados Na Agua E Sedimentos. 2003. Dissertagéo de
Mestrado, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Campo Grande, 2003.

SANTOS-SILVA, T. G.; MONTAGNER, C. C.; MARTINEZ, C. B. R. Evaluation of
caffeine effects on biochemical and genotoxic biomarkers in the neotropical
freshwater teleost Prochilodus lineatus. Environmental Toxicology and
Pharmacology, v. 58, p. 237-242, 2018.

SANTOS, T. G.; MARTINEZ, C. B. R. Atrazine promotes biochemical changes and
DNA damage in a Neotropical fish species. Chemosphere, v. 89, p. 1118-1125,
2012.

SARKAR, B. et al. Toxicity Evaluation of Chemically and Plant Derived Silver
Nanoparticles on Zebrafish (Danio rerio). Proceedings of the National Academy of
Sciences India Section B - Biological Sciences, v. 84, p. 885-892, 2014.

SEABRA, A. B.; DURAN, N. Nanotoxicology of metal oxide nanoparticles. Metals, v.
5, p. 934-975, 2015.

SHANKAR MURTHY, K. et al. A review on toxicity of pesticides in Fish. International
Journal of Open Scientific Research, v. 1, p. 15-36, 2013.

SHAW, B. J.; HANDY, R. D. Physiological effects of nanoparticles on fish: A
comparison of nanometals versus metal ions. Environment International, v. 37, p.
1083-1097, 1 Aug. 2011.

SILVA, A. O. F. DA; MARTINEZ, C. B. R. Acute effects of cadmium on
osmoregulation of the freshwater teleost Prochilodus lineatus: Enzymes activity and
plasma ions. Aquatic Toxicology, v. 156, p. 161-168, 2014.

SILVA, K. C. C. et al. Kinetic and physicochemical properties of brain
acetylcholinesterase from the peacock bass (Cichla ocellaris) and in vitro effect of
pesticides and metal ions. Aquatic Toxicology, v. 126, p. 191-197, 2013.

SIMONATO, J. D. et al. Biomarkers of waterborne copper exposure in the
Neotropical fish Prochilodus lineatus. Aquatic Toxicology, v. 170, p. 31-41, 2016.

SIVASUNDAR, A.; BERMINGHAM, E.; ORTI, G. Population structure and
biogeography of migratory freshwater fishes (Prochilodus : Characiformes) in major
South American rivers. Molecular Ecology, p. 407-417, 2001.

SUN, T. Y. et al. Dynamic Probabilistic Modeling of Environmental Emissions of
Engineered Nanomaterials. Environmental Science and Technology, v. 50, p.
4701-4711, 2016.

TESSER, M. E. et al. Sublethal effects of waterborne copper and copper
nanoparticles on the freshwater Neotropical teleost Prochilodus lineatus: A
comparative approach. Science of The Total Environment, v. 704, p. 135332,
2020.



Capitulo 1« 41

TIJANI, J. O. et al. Pharmaceuticals, endocrine disruptors, personal care products,
nanomaterials and perfluorinated pollutants: a review. Environmental Chemistry
Letters, v. 14, p. 27-49, 2016.

TRAMONTE, K. M. et al. Evaluation of metals availability in sediments of the Bertioga
Channel (Santos Estuarine Complex - SP - Brazil): A tool for chemical pollution
monitoring. Journal of Integrated Coastal Zone Management, v. 16, p. 289-297,
2016.

VALE, G. et al. Manufactured nanoparticles in the aquatic environment-biochemical
responses on freshwater organisms: A critical overview. Aquatic Toxicology, v. 170,
p. 162-174, 2016.

VAN DER OOST, R.; BEYER, J.; VERMEULEN, N. P. E. Fish bioaccumulation and
biomarkers in environmental risk assessment: A review. Environmental Toxicology
and Pharmacology, v. 13, p. 57-149, 2003.

VELSANKAR, K. et al. Effect of cytotoxicity and aAntibacterial activity of biosynthesis
of ZnO hexagonal shaped nanoparticles by Echinochloa frumentacea grains extract
as a reducing agent. Materials Chemistry and Physics, v. 239, p. 121976, 2020.

VIEIRA, C. E. D. et al. DNA damage and oxidative stress induced by imidacloprid
exposure in different tissues of the Neotropical fish Prochilodus lineatus.
Chemosphere, v. 195, p. 125-134, 2018.

VIEIRA, C. E. D.; DOS REIS MARTINEZ, C. B. The pyrethroid A-cyhalothrin induces
biochemical, genotoxic, and physiological alterations in the teleost Prochilodus
lineatus. Chemosphere, v. 210, p. 958-967, 2018.

VINCENT, S. et al. Metallothionein Induced Time Dependent Histomorphometric
Analysis of Clarias gariepinus Exposed to Cadmium. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, v. 102, p. 32-38, 2019.

WOOD, C. M.; FARRELL, A. P.; BRAUNER, C. J. Homeostasis and toxicology of
essential metals. [s.l.] Elsevier Inc., v. 31, 2011.

WOOD, C. M.; PLAYLE, R. C.; HOGSTRAND, C. Physiology and modeling of
mechanisms of silver uptake and toxicity in fish. Environmental Toxicology and
Chemistry, v. 18, p. 71-83, 1999.

YAN, X. et al. How human activities affect heavy metal contamination of soil and
sediment in a long-term reclaimed area of the Liaohe River Delta, North China.
Sustainability (Switzerland), v. 10, p. 1-19, 2018.

YUE, Y. et al. Interaction of silver nanoparticles with algae and fish cells: A side by
side comparison. Journal of Nanobiotechnology, v. 15, p. 1-11, 2017.

ZAGATTO, P.A. Ecotoxicologia. In: ZAGATTO, P.A.; BERTOLETTI, E.
Ecotoxicologia aquéatica: principios e aplicacdes. Sdo Carlos: Rima, 2006.



Capitulo 1 « 42

ZAHRA, Q. et al. A Mini Review on the Synthesis of Ag-Nanoparticles by Chemical
Reduction Method and their Biomedical Applications. NUST Journal of Engineering
Sciences, v. 9, p. 1-7, 2016.



Capitulo 2 « 43

w CAPITULO Il

L 4

Acumulo e efeitos da nanoparticula de prata biogénica no peixe Neotropical

Prochilodus lineatus

Hellen Ingrid Ferroni?, Vanessa Bezerra? Wagner Ezequiel Risso?, Luciano

Aparecido Panagio®, Claudia B R Martinez?, Juliana Delatim Simonato?.

aDepartamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Estadual de Londrina, Rod.
Celso Garcia Cid (PR-445), Km 380, Londrina, Parand, Brasil.

®Departamento de Microbiologia, Universidade Estadual de Londrina, Rod. Celso
Garcia Cid (PR-445), Km 380, Londrina, Paran4, Brasil.

Artigo a ser submetido ao periddico Science of the Total Environment —
https://www.elsevier.com/journals/science-of-the-total-environment/0048-9697/quide-

for-authors

L 4


https://www.elsevier.com/journals/science-of-the-total-environment/0048-9697/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/science-of-the-total-environment/0048-9697/guide-for-authors

Capitulo 2 « 44

RESUMO

As nanoparticulas de prata (AgNPs) compdem centenas de produtos atualmente,
devido ao seu potencial microbicida, que gerou crescente uso e producao desses
materiais nos ultimos anos. A chegada das AgNPs ao ambiente aquético, pode se
dar durante todo seu processo de fabricacdo, uso e descarte das NPs e de seus
produtos, podendo afetar os organismos aquaticos. Diversos efeitos em peixes ja
foram induzidos por AgNPs sintéticas, porém pouco se sabe do potencial toxico das
AgNPs de fonte biogénica. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar e
comparar os efeitos da prata nas formas de AgNP biogénica (AgNPb) e ibnica
(AgNO3), no teledsteo neotropical Prochilodus lineatus. Exemplares deste peixe
foram expostos durante 24 e 96 horas, a concentracdo de 10 ug L de prata total.
ApoGs exposicdo foram avaliados o acumulo de Ag nos tecidos, a inducdo de
metalotioneinas, parametros hematoldgicos, concentracdo de glicose, proteinas
plasmaéticas, e dos ions (Na*, K*, CI, Mg?, Ca?'), a atividade das ATPases e
anidrase carbodnica (AC), molécula e enzimas antioxidantes, danos aos lipidios e
atividade da acetilcolinesterase (AChE). A prata bioacumulou em sangue, branquias,
cérebro e no maior tempo de exposi¢cdo no musculo. A sua presenca nos diferentes
orgaos desencadeou aumento de metalotioneinas em figado e mausculo,
hipercalemia e inibicdo da AC em ambos os tratamentos. Apenas no grupo exposto
a AgNPb foi observado aumento do hematdcrito e da atividade da glutationa S-
transferase hepatica. Ja na exposicdo ao AgNOs3 foi encontrado a diminuigdo da
concentracdo de glutationa branquial, e apés 96 h o aumento na atividade da H*
ATPase e a inibicdo da AChE muscular. Muitas dessas alteracfes, em P. lineatus,
podem estar relacionadas a liberacdo de ions prata, porém é possivel observar
efeitos especificos da presenca das AgNPDb, ja que a quantidade de prata dissolvida
em ambos grupos se mostraram similares, mas foram encontradas diferentes
alteracoes fisiologicas e bioquimicas entre os grupos.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase; Bioacumulacdo; Fusarium oxysporum;
Hipercalemia;

Highlights

e O acumulo de prata se deu em diferentes tecidos do peixe Prochilodus
lineatus, porém no muasculo este acumulo sé foi detectado apdés 96h nos
animais expostos a AgNO3;

e Os efeitos subletais da AgNPb foi investigado em diferentes tempos de
exposicdo, e grande parte das alteracdes foram observadas apds 24 h e
normalizadas apds 96 h;

e A Ag causa hipercalemia em P. lineatus, e foi observada principalmente nos
animais expostos a AgNPDb;

e A AgNPb gerou mais alteragcbes bioquimicas e fisiolégicas que o AgNOs;
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo destaque no mercado, visto
seu potencial microbicida (Valerio-Garcia et al., 2017), elas compde mais de 500
produtos, segundo a Nanodatabase (www.nanodb.dk), entre eles se destacam
dispositivos médicos, tecidos, embalagens de alimentos, cosméticos, filtros para
tratamento de &gua, sensores e produtos farmacéuticos em geral (McGillicuddy et
al., 2017; Oberholster et al., 2011).

A chegada das AgNPs no ambiente aquatico ocorre durante a sua
producéo, no processo de fabricagéo, uso, reciclagem e descarte das NPs e de seus
produtos (Gottschalk e Nowack, 2011), mas a liberagdo em maior escala deste
contaminante se da durante o uso. Visto que produtos como meias resistentes ao
odor, plasticos antimicrobianos e téxteis, estdo sujeitos a lavagem frequente,
abrasdo mecanica e seu envelhecimento, liberando as AgNPs para o ambiente
natural. A quantidade dessas AgNPs liberadas depende da vida util do produto, a
forma de uso, e como a NP esta incorporada (Liu e Jiang, 2015). Mesmo assim, a
concentracdo das NPs nos ambientes naturais ndo sao conhecidas, devido a falta de
meétodos confiaveis para sua quantificacdo em baixas concentracdes (Valerio-Garcia
et al., 2017). Desse modo estudos calcularam uma estimativa da concentracéo
existente, e em relacdo a AgNPs acreditam que esteja em uma faixa de 1,5 a 40 ng
L (Blaser et al., 2008; Sun et al., 2016).

As nanoparticulas podem ser produzidas de forma sintética ou
biogénica. A producéo sintética, € a mais utilizada atualmente e emprega muitas
vezes reagentes toxicos para reducdo do metal a uma escala nanométrica. Ja a
biogénica, a reducéo é feita por meio de microrganismos como bactérias (Quinteros
et al., 2019), fungos (Guilger-Casagrande et al., 2019) ou até por meio de extratos
de plantas (Velsankar et al., 2020). Em organismos aquaticos, ja foram relatados
diversos efeitos subletais em peixes por exposicdes a AgNP sintética, porém pouco
se sabe sobre as NPs produzidas de forma biogénica, que pode vir a ser uma
alternativa para a industria e uma forma menos toxica aos organismos aquaticos, ja
gue nao utiliza agentes quimicos para reducdo do metal.

Estudos mostram que a exposicao de peixes a AgNPs sintéticas leva
a bioacumulacdo da prata em sangue, branquias, figado, cérebro, rim, intestino

(Johari et al., 2015), masculo (Sayed et al., 2020) e até mesmo nos 0ssos (Al-Sid-
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Cheikh et al., 2019). Essas NPs induzem o aumento de proteinas metalotioneinas
(Martin et al., 2017), acarretam o aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO),
desencadeia estresse oxidativo (Ale et al., 2018a, 2018b), desequilibrio ibnico,
lipoperoxidacdo (Bacchetta et al.,, 2017; Martin et al., 2017) e neurotoxicidade
(Bacchetta et al.,, 2016). Além disso, estudos j& constataram inducdo a hipoxia,
anemia (Ogunsuyi et al., 2019) e hemdlise no sangue (Chen et al., 2015).

Embrides de peixes também estdo sujeitos a alteracbes quando
expostos a nanoparticulas de prata. Estudos com embrifes de Danio rerio expostos
a AgNP evidenciam a distribuicdo desta nanoparticula no cérebro, coracdo e sangue
dos embrides (Asharani et al., 2008), além de desencadear desequilibrio i6nico e
mortalidade (Lee et al., 2019).

O peixe Prochilodus lineatus se mostra sensivel a diferentes classes
de contaminantes (Roda et al., 2020; Andrade et al., 2019; Santos-Silva et al., 2018;
Simonato et al., 2016), inclusive as nanoparticulas (Tesser et al., 2020). Estudos
com este organismo quando exposto a AgNP sintética (2,5 e 25 ug L) por 5 e 15
dias mostrou acumulo de prata em diferentes tecidos (branquia, figado, intestino e
cérebro), aumento da atividade de enzimas antioxidantes e de biotransformacéo,
alteracbes no numero de eritrocitos e concentracdo de glicose, além de
lipoperoxidacdo no maior tempo de exposicao (Ale et al., 2018a, 2018b).

Na literatura, pouco se encontra sobre estudos que avaliem o
potencial toxico de nanoparticulas de prata de origem biogénica. Estudos como o de
Sarkar e colaboradores (2014), com o peixe Danio rerio mostram uma concentracéo
letal média (CLso) de 100 pg L do sal AgNOs, 80 ug Lt da AgNP sintética e 400 g
Lt da AgNP biogénica sintetizadas por meio de extrato de Psidium guajava, em 96
h. Essas concentracbes mostram uma menor toxicidade da AgNP biogénica,
podendo vir a ser uma alternativa menos prejudicial ao ambiente. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a resposta téxica da AgNP biogénica
(AgNPDb), produzida por meio do fungo Fusarium oxysporum, e do sal nitrato de prata
(AgNOs3), no peixe neotropical Prochilodus lineatus por meio de diferentes
biomarcadores e tempos experimentais. Perante as hipoteses de que a AgNPb
apresente um menor potencial toxico que o AQNOsz e que de acordo com o tempo de

exposicao as alteracdes nos biomarcadores sejam diferentes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Meio de Exposicao

Os animais foram expostos a meios contendo separadamente
AgNPb e AgNOs na concentracdo de 10 pg L* de prata total, esta concentracéo esta
prevista na resolucdo CONAMA 357 (2005) para aguas de Classe | e Il. A
nanoparticula de prata biogénica utilizada foi produzida pelo Laboratério de
Micologia Médica e Microbiologia Bucal da Universidade Estadual de Londrina, por
meio do fungo Fusarium oxysporum, sendo utilizado uma solugdo com concentracao
de 1,197g L* (0,0111 M). J& o nitrato de prata foi adquirido comercialmente (PM
169,87, Avi-cenna, Brasil) e utilizado para preparacdo de uma solucdo-mae de 640
mg de prata total, com agua ultrapura. Sendo utilizado volumes apropriados para

atingir a concentragéo determinada.

2.2 Desenho Experimental

Juvenis de P. lineatus (média + DP; comprimento total: 18,49 + 0,20
cm; peso: 65,63 £ 2,30 g; n = 80) foram adquiridos comercialmente de piscicultura
regional e transportados para o laboratério de bioensaios, onde foram aclimatados
por 7 dias em tanques de 500 L, contendo agua desclorada, aeracdo constante e
fotoperiodo de 12/12 h claro/escuro. Os animais foram alimentados a cada 48 h com
racdo comercial 36% de proteina, suspensa 24 h antes dos experimentos e 0S
parametros fisicos e quimicos da agua foram constantemente monitorados por um
medidor multiparametro (Horiba U-52, Japéo) (temperatura = 22,9 £ 0,9 °C; pH = 8,1
+ 0,8; Oxigénio Dissolvido = 5,8 + 0,2 mg O L; condutividade = 117 + 4 uS cm;
Turbidez = 0,4 + 0,6 NTU).

Apés aclimatacdo os animais foram submetidos a ensaios de
toxicidade com periodo de exposicdo de 24 h em teste estatico e a 96 h semi-
estético, isso €, com renovacao de 50% da agua apds 48 h de exposicdo. Os peixes
foram divididos em 3 tratamentos (n = 8): apenas agua desclorada (CTR);
nanoparticula de prata biogénica (B10); e nitrato de prata (N10). Cada tratamento foi
composto por 2 aquarios de 50 litros, com 4 animais por aquario, onde foram

monitorados os parametros da agua (temperatura = 24,4 + 1,0 °C; pH = 8,3 £ 0,2;



Capitulo 2 « 49

Oxigénio Dissolvido = 6,3 + 0,4 mg O> L*; condutividade = 120 + 10 uS cm¥;
Turbidez = 3,9 £ 2,9 NTU), além da concentracédo de ions (Na* 0,131 + 0,003 mM, K*
0,0197 + 0,0019 mM, Ca?* 0,0973 + 0,003 mM). A dureza nos grupos experimentais
(29,64 + 1,24 mg CaCOs L) foi determinada pelo método titrimétrico do EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético). Todos o0s experimentos realizados foram
aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal da Universidade Estadual
de Londrina (Processo CEUA/UEL 24009.2016.93).

Apo6s o periodo de exposi¢do os animais foram anestesiados com
benzocaina (0,1 g L), medidos e pesados para controle biométrico e uma amostra
de sangue foi retirada da veia caudal para andlise de parametros hematolégicos e
plasmaticos. Em seguida os animais foram mortos por sec¢gdo medular para retirada
dos orgaos: branquia, figado, cérebro, musculo e rim, que foram armazenados em

ultrafreezer a -70°C até o momento das analises.

2.3 Determinacgéo da Prata na Agua e nos Tecidos

As concentracdes de prata total e dissolvida na agua foram medidas
no inicio e final da exposicédo e entre as renova¢cfes da agua dos aquarios. Para
verificacdo da prata total, a agua foi coletada e fixada com acido nitrico (1% HNO3),
para determinacéo da prata dissolvida a agua coletada foi filtrada (filtro de 0,45 um)
e igualmente fixada. Todas as amostras foram analisadas em espectrofotbmetro de
absorcao atbmica (AA 700, Perkin Elmet, Estados Unidos) em forno de grafite.

Foram coletadas amostras de sangue, figado, branquia, cérebro,
musculo e rim para determinacdo da concentracao de prata, os tecidos com excecao
do sangue foram lavados com solu¢éo salina (PBS Sigma), posteriormente todas as
amostras foram armazenadas em tubos criogénicos, previamente lavados com
solucéo de acido nitrico 10% durante 24h para descontaminacdo de metais. Todos
os tecidos foram secos em estufa e posteriormente submetidos a digestao acida com
acido nitrico ultrapuro 5 N, em estufa a 60° C por 48h. Apés a digestao, a leitura foi
feita em espectrofotometro de absorcdo atbmica com ionizacdo eletrotérmica (AA

700, Perkin Elmet, Estados Unidos) acoplado a forno de grafite.

2.4 Parametros Hematolégicos
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A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi realizada através do
método colorimétrico de cianometahemoglobina, utilizando kit comercial (Labtest
Diagnostica, Brasil), mensurada em espectrofotdmetro (Libra S32, Biochrom, Reino
Unido) a 540 nm e expressa em g dL. A determinacdo da porcentagem de células
vermelhas, hematocrito (Ht), foi feita através de tubo capilar heparinizado com
amostra sanguinea, centrifugado a 1200 g, durante 7 min, em centrifuga de
microhematdcrito (Luguimac S.R.L., Modelo LC 5, Argentina), e posteriormente lido
em cartdo proprio. Para a contagem de eritrocitos (RBC) 5 pL de sangue foi
adicionado a 1 mL de tampdo formol-citrato (130 mM citrato de sodio em formol
0,4%), a contagem ocorreu por meio de camara de Neubauer em microscopio éptico

e o resultado foi expresso em nimero de células mm3.

2.5 Determinagdo da Concentracéo de fons no Plasma e na Agua

Os ions sodio (Na'*) e potassio (K*) foram quantificados no plasma e
na agua em fotbmetro de chama (DM-62, Digmed, Brasil), o plasma foi diluido
(1:100) em agua deionizada para leitura. A determinagcédo da concentracédo de calcio
(Ca?*) e magnésio (Mg?*) foi realizada em espectrofotometro de absorcdo atdmica
(AA 700, Perkin Elmer, Estados Unidos) na chama, o plasma foi diluido (1:50) em
agua deionizada. O cloreto (CI) foi quantificado por meio de kit comercial (Quibasa,
Brasil), através do método do tiocianato de mercurio com leitura em
espectrofotometro de placas (Victor tv3, Perkin Elmer, Estados Unidos) em 490 nm.

As concentracfes dos ions foram expressas em mM.

2.6 Concentracao de Glicose e Proteinas Plasmaticas

A concentracdo de glicose foi determinada utilizando um kit
comercial colorimétrico (Laborclin, Brasil), com base no método da glicose oxidase,
lida em espectrofotometro (Victor tw3, Perkin Elmer, Estados Unidos) a 505 nm e
expressa em mg dL. A determinacéo das proteinas totais plasmaticas foi realizado
pelo método de Bradford (1976), para isso o plasma foi diluido (1:75) lido em leitora
de microplaca (ELX 800, Bio-Tek Instruments, Estados Unidos) a 590 nm, e sua

proteina expressa em mg mL™.
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2.7 Atividade das ATPases e da Anidrase Carbonica Branquial

Para determinacdo da atividade das ATPases foram utilizados
guatro arcos branquiais que foram armazenados em tampéao SEI (150 mM Sacarose,
10 mM EDTA, 50 mM Imidazol, pH 7,5). Posteriormente foram homogeneizados
(1:5) em tampéao SEID (150 mM Sacarose, 10 mM EDTA, 50 mM Imidazol, 2,4 mM
Deoxicolato de sbdio), e centrifugados (Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) por
20 min, a 10.000 g, 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo da
atividade da Na*/K* ATPase (NKA), H* ATPase (HA), Ca?* ATPase (CaA) e anidrase
carbonica (AC).

A atividade da NKA e HA foi determinada pelo método descrito por
Gibbs e Somero (1989), onde a atividade é realizada de forma indireta, pelo declinio
da absorbancia em virtude da quebra do ATP. As amostras foram mensuradas de
forma a conter 1 mg. L de proteina e posteriormente incubadas em meio de reacdo
(1 mM ATP, 0,2 mM NADH, 3 U mL?! piruvato quinase, 2 U mL* lactato
desidrogenase, 0,1 mM frutose-1,6-difosfato, 2 mM fosfenolpiruvato, pH 9,0). Para
determinar a atividade individual de cada ATPase, parte deste meio de reacdo nao
continha inibidores, parte foi adicionado ouabaina (2 mM), inibidor da NKA, e parte
N-ethil-maleimide (NEM, 2 mM), inibidor da HA. A leitura foi realizada durante 15
min, em espectrofotdmetro de microplaca (Victor tm3, Perkin Elmer, Estados Unidos),
a 340 nm. A atividade foi calculada pela diferenca da atividade entre os meios
contendo ou néo inibidor e expressa em umol ADP h-t mg proteina.

A atividade da CaA foi determinada de acordo com o método de
Vijayavel e colaboradores (2007), de forma indireta, pela producdo do fosfato
inorganico (Pi) proveniente da quebra de ATP durante o intervalo de 20 minutos. As
amostras foram incubadas em solucédo reativa (189 mM NaCl, 5 mM MgClz, 20 mM
Tris, 5 mM CacCl,, 2 mM ouabaina, pH 7,6), parte desta solucdo sem ATP, para
determinacao do Pi basal, e parte com ATP (3 mM), sendo a atividade determinada
pela diferenca de absorbancia entre as amostras com ATP e sem ATP, pela
guantificacdo do Pi liberado usando uma solucdo de coloracdo (Ames, 1966) em
leitora de microplacas (ELX 800, Bio-Tek Instruments, Estados Unidos) a 620 nm e
expressa em pmol Pi min't mg proteina.

A determinacdo da atividade da AC foi realizada de acordo com

Vitale et al. (1999), que consiste em analisar a catalise da solu¢do saturada de CO-
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com correspondente liberacdo de H* e consequente decaimento do pH. As amostras
foram adicionadas a um tampao de reagcao (225 mM manitol, 75 mM sacarose, 10
mM tris, 10 mM NaH2POa, pH 7,4) e agua saturada com CO.. A atividade catalitica
foi mensurada pelo decaimento do pH a cada 4 segundos durante 20 segundos nas
amostras, que forneceu a taxa de catalisacao (TC), e na auséncia de amostra que
forneceu a taxa néo catalisada (TNC). A atividade da AC foi expressa [(TC/TNC)]

min-t mg proteina™’.

2.8 Defesas Antioxidantes, Lipoperoxidacdo e Enzima de Biotransformacgao

Glutationa-S-Transferase

Amostras de branquia e figado foram pesadas, homogeneizadas em
tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0, (1:5 — m/v para as branquias e 1:10 — m/v
para o figado) e posteriormente centrifugadas (Hettich®, Universal 320R, Reino
Unido) a 16000 g, por 20 min a 4°C, sendo o sobrenadante separado e utilizado para
as analises bioquimicas e quantificacdo de proteinas totais.

A concentracdo do tripeptideo glutationa (GSH) foi estimada de
acordo com o meétodo de Beutler e colaboradores (1963), através da reacdo dos
grupamentos -SH com o substrato 5,5-ditiobis-2acido nitrobenzéico (DTNB),
formando o tiolato (TNB), quantificado em espectrofotémetro (Victor w3, Perkin
Elmer, Estados Unidos) a 412 nm e expresso em pug GSH mg de proteina.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada através da
velocidade de decomposicdo do peréxido de hidrogénio (H202), onde foi avaliado o
decréscimo de absorbancia em espectrofotometro (SpectraMax, Plus 384, Estados
Unidos) a 240 nm (Beutler, 1975) e essa atividade foi expressa em pumol de H20>
mint mg de proteina®. A atividade de glutationa peroxidase (GPx) foi estimada
através da oxidacdo do NADPH na presenca de GSH, H>O; e Glutationa redutase
(GR), formando o substrato glutationa oxidada (GSSG), de acordo com o método de
Hopkins e Tudhope (1973). A atividade da GPx foi lida em espectrofotdmetro
(SpectraMax, Plus 384, Estados Unidos) a 340 nm e expressa em umol de NADPH
oxidado min'' mg de proteina™.

A atividade da Superéxido dismutase (SOD) foi estimada pela taxa
de redugdo do citocromo c inibida pelo anion superéxido (O2), de acordo com
McCord e Fridovich (1969). A atividade da SOD foi quantificada em
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espectrofotometro (SpectraMax, Plus 384, Estados Unidos) a 550nm, sendo
expressa em U de SOD mg proteinal, onde U representa a quantidade de SOD que
promove a inibicdo de 50% da taxa de redugéo do citocromo c.

A peroxidacédo lipidica (LPO) foi determinada por meio do ensaio
TBARS, que quantifica o malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da
peroxidacdo lipidica, através da sua reagdo com o acido tiobarbitlrico (TBA)
(Camejo et al., 1998), em espectrofluorimetro de microplacas (Victor w3, Perkin
Elmer, Estados Unidos) excitacdo 535 nm e emissdo 590 nm. A peroxidacao lipidica
foi expressa em pmol de MDA mg de proteina™.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST), enzima envolvida no
processo de biotransformacao, foi determinada pela complexagcdo do tripeptideo
glutationa (GSH) com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) de acordo com
Keen e colaboradores (1976), lida em espectrofotdmetro (Victor tv3, Perkin Elmer,
Estados Unidos) a 340 nm, por 15 minutos e expressa em nmol CDNB conjugado

min~" mg proteina™".

2.9 Concentracao de metalotioneinas

A concentracdo de metalotioneinas (MT) em cérebro, musculo e
figado foi determinada pelo método espectrofotométrico descrito por Viarengo e
colaboradores (1997). Os 6rgédos foram homogeneizados, individualmente, em
tampéo (0,5 M sacarose, 26 mM Tris, 0,5 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 1,3 mM B-
mercaptoetanol) e centrifugado por 45 min (18.000 g, 4 °C). O sobrenadante foi
suspenso em etanol/cloroformio para obtencdo de uma fracdo de metaloproteinas
parcialmente purificadas. Nesta fracdo os grupos sulfidril (-=SH) foram quantificados
em espectrofotbmetro a 412 nm. A GSH foi usada como padrdo e o conteludo de

metalotioneina foi expresso em pmol GSH mg de proteina™.

2.10 Atividade da Acetilcolinesterase

Amostras de cérebro e musculo foram pesadas, homogeneizadas
em tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, (1:10) e posteriormente centrifugadas
(Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) a 16000 g, por 20 min a 4°C. O
sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade da acetilcolinesterase

(AChE) através do método descrito por Ellman et al. (1961) e adaptado por Alves-
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Costa et al. (2007) para leitura em espectrofotometro de microplacas (Victor w3,
Perkin Elmer, Estados Unidos) a 415 nm. A quantificacdo da atividade da AChE foi
por meio do produto gerado da degradacao do iodeto de acetilcolina que reage com
o DTNB formando nitrobenzoato, que foi mensurado em 0, 3 e 6 minutos. A atividade

foi expressa em nmol DTNB min mg proteina™.

2.11 Concentracdo de Proteinas Totais

A concentracdo de proteina totais em branquia, figado, cérebro e
musculo foi realizada para expressao do resultados por meio do método de Bradford
(Bradford, 1976) que se baseia na reacdo das proteinas com o corante Coomassie
(Brilliant Blue) G250, utilizando como padrao proteico albumina sérica bovina (BSA)
sendo a leitura feita em leitora de microplaca (ELX 800, Bio-Tek Instruments,

Estados Unidos) a 590 nm e expressa em mg mL™,

2.12 Analise Estatistica

Os resultados de cada um dos parametros analisados foram
comparados entre os diferentes grupos (CTR X B10 X N10) para cada tempo
experimental (24 e 96 h). Os dados foram testados quanto a normalidade e
homocedasticidade e em seguida, foram submetidos a uma andlise de variancia
paramétrica (One-Way ANOVA) ou ndo paramétrica (Kruskal-Wallis), seguida de um
teste de comparacdo multipla (teste de Newman-Keuls ou Dunns), quando indicado.

Foram consideradas significativas diferencas cujo p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Concentracéo de Metais na Agua

As concentracdes de prata total e dissolvida determinada nas
amostras de agua coletadas durante as exposi¢cdes (Tabela 1) se mostraram abaixo
da concentracdo nominal estabelecida (10 pg L7%). As variacdes entre a
concentragcdo nominal e a determinada no tempo inicial (t 0), quando avaliada a
concentragcdo de Ag total, foi de aproximadamente 40% menor nos grupos
experimentais de 24 h e 30% nos grupos de 96 h. Ja em relagdo a Ag dissolvida,
essa variacao foi de 70% menor na exposi¢cdo de 24 h e 60% menor na de 96 h.
Também se observou que a concentracdo de Ag total e dissolvida sofreu alteractes
em relacdo ao tempo inicial (t 0) e final (t 24 e t 96). No periodo de 24 h a Ag total
diminuiu aproximadamente 11% no grupo B10 e 13% no N10. Ja a Ag dissolvida
aumentou 3% no grupo B10 e 8% no N10. Em 96 h a queda da concentracao de Ag
total foi de 40% nos dois grupos (B10 e N10), mesmo com a renovacéo de 50% do
meio de exposicado apdés 48 h. Em relacdo a concentracdo de Ag dissolvida, essa
apresentou reducéo de 12% no grupo B10 e 26% no grupo N10 quando comparado
ao t 0. Nao foram observadas alteracdes na coloracdo da agua dos aquario e nao

ocorreu sedimentacao visivel da prata.

Tabela 1 — Concentracéo de prata (ug L) nas amostras de agua coletadas no inicio

e no final das exposicdes.

Inicial Final
Ag total Ag dissolvida Ag total Ag dissolvida

CTR 0,12+0,07 0,001 £ 0,002 0,07+0,1 <LD
5 bNPAg 10 5,94+ 0,04 3,65+ 0,04 53+1,18 3,76 £ 0,58
A AgNO3z 10 5,98 +0,36 3,32+£0,08 52+1,44 3,59+0,18

CTR 0,02 + 0,03 0,12 + 0,02 0,1+0,06 0,12 £ 0,02
S bNPAg 10 7,26 +1,28 4,55 + 0,08 4,34 + 0,53 3,98 £ 0,62
? AgNO3 10 7,12 +1,07 4,21 £ 0,52 4,17 £ 0,96 3,09+0,71

Valores de média + desvio padrdo (DP). LD: Limite de deteccdo — Ag: 0,005 ug L.
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3.2 Bioacumulacéo de Ag e Concentragdo de Metalotioneinas

Em ambos periodos de exposicdo (24 e 96h) houve acumulo de
prata em diferentes tecidos (Fig. 1). Apés 24 h de exposicao (Fig. 1 A) foi constatado
bioacumulacdo de Ag no sangue, em ambos os tratamentos (H = 13,80; P < 0,001),
nas branquias no grupo N10 (H = 11,34; P < 0,003) e no cérebro em todos 0s grupos
experimentais (H = 14,05; P < 0,001) em relacéo a seus respectivos controles. O rim
e o figado ndo apresentaram diferencas significativas da concentracdo de prata
entre 0s grupos experimentais e o controle. J& o musculo, também foi analisado,
porém néo foi detectado Ag em nenhum dos grupos (limite de deteccéo da Ag: 0,005
hug L?). As concentragbes do metal nos diferentes tecidos seguiram a ordem:
branquias > cérebro > sangue.

Apos 96 h (Fig. 1 B), foi detectado bioacumulacdo de prata no
sangue (H = 16,19; P < 0,001) no grupo N10, nas branquias (H = 16,03; P < 0,001)
em ambos tratamentos (B10 e N10), no cérebro (F = 54,60; P < 0,001) e no musculo
(H = 14,64; P < 0,001) no grupo N10. O figado e o rim também foram analisados,
porém nao apresentaram bioacumulacdo de prata significativa nos grupos
experimentais em relacdo ao controle. Assim, as concentracdes do metal nos

diferentes tecidos seguiram: sangue > cérebro > branquias > musculo.
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Fig.1l: Bioacumulacdo de Prata (Ag) (média + DP, n= 5-8) em sangue, branquias, figado, cérebro,
musculo e rim de Prochilodus lineatus expostos a 10 ug L de Ag (B10 e N10) ou agua (CTR) por 24
h (A) e 96 h (B). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05) de um

mesmo tecido e tempo experimental.
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A concentragcdo de proteinas metalotioneinas (Fig. 2), apos
exposicdo de 24 h, se mostrou aumentada no figado (F = 7,90; P = 0,005) no grupo
B10 e no musculo (F = 7,92; P = 0,006) em ambos tratamentos (B10 e N10), sendo
este aumento aproximadamente o dobro no grupo N10 em relacao ao controle. Ja o
cérebro ndo apresentou diferencas significativas em 24 h. Apos exposicao de 96 h a
concentracdo de metalotioneinas se mostrou estatisticamente inalterada em figado,

cérebro e musculo.
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24 h 96 h

] CTR B B10 Bl N10

Fig. 2: Concentracdo de metalotioneinas (média + DP, n= 5-8) hepdtica, cerebral e muscular de
Prochilodus lineatus expostos a concentragéo de 10 pug L' de Ag (B10 e N10) ou agua (CTR) por 24
h e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo
tecido e tempo experimental.

3.3 Parametros Hematoldgicos

Dentre os parametros hematologicos analisados, hemoglobina (Fig.
3 A) e RBC (Fig. 3 B) ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
experimentais e seus respectivos controles em ambos os tempos de exposicdo (24 e
96 h). Porém, em relacdo ao hematocrito (Fig. 3 C) notou-se que apos 24 h de

exposicdo, o grupo B10 apresentou um aumento pontual na percentagem de volume
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das células (F = 4,16; P = 0,034), j& no periodo de 96 h os eritrécitos ndo sofreram

alteracoes.
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Fig. 3: Concentragcédo de hemoglobia (A), hematdcrito (B) e nimero de eritrécitos (C) (média + DP, n=
7-8) de Prochilodus lineatus expostos a concentracdo de 10 pg L™ de Ag (B10 e N10) ou 4gua (CTR)
por 24 h e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de um
mesmo tempo experimental.
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3.4 Concentracao de Glicose e Proteinas Plasmaticas

As concentracdes plasmaticas de glicose (Fig. 4 A) e proteinas totais
(Fig. 4 B) nado apresentaram alteragcOes significativas entre 0s grupos experimentais
em relacdo ao seus respectivos controles, assim como nos periodos de exposicao
(24 e 96 h).
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Fig. 4: Concentracdo de glicose (A) e proteinas totais (B) mensuradas no plasma (média = DP, n= 7-
8) de Prochilodus lineatus expostos a concentracdo de 10 ug L™ de Ag (B10 e N10) ou agua (CTR)
por 24 h e 96 h. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05) de um
mesmo tempo experimental.

3.5 Concentracdo Plasmatica de ions

A concentracdo plasmatica de Na* aumentou (F = 8,18; P = 0,002)
no grupo B10 em relacdo ao controle no tempo de exposicdo de 24 h (Fig. 5 A),
porém em 96 h ndo houve alteracdes significativas entre os grupos. O K* (Fig. 5 B)
apresentou aumento (F = 7,87; P = 0,003) de 37% no grupo B10 e de 93% no N10
em 24h. J4 em 96 h, 0 aumento se manteve apenas no grupo B10 sendo de 71% (F
= 9,563; P = 0,001). O cloreto (Fig. 5 C), o magnésio (Fig. 5 D) e o célcio (Fig. 5 E)
mensurados ndo apresentaram diferencas significativas em ambos os tempos

experimentais (24 h e 96 h) nem entre os tratamentos e seus respectivos controles.
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Fig. 5: ConcentragGes plasmaticas dos fons (média + DP, n= 7-8) Na* (A), K* (B), CI (C), Mg?* (D) e
Ca?" (E) de Prochilodus lineatus expostos a concentragcdo de 10 ug L™ de Ag (B10 e N10) ou agua
(CTR) por 24 h e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de
um mesmo tempo experimental.

3.6 Atividade das ATPases e da Anidrase Carbdnica

A atividade da NKA (Fig. 6 A) e da CaA (Fig. 6 C) ndo apresentaram
alteracoes apOds ambos periodos de exposicao (24 e 96 h), porém a atividade da HA
(Fig. 6 B) se mostrou aumentada entorno de 24% (F = 10,57; P = 0,002) no grupo
N10 apods o tempo de 96 h de exposicdo. Ja em relacdo a anidrase carbonica (Fig 6
D), sua atividade se apresentou reduzida (F = 6,71; P = 0,009) nos grupos B10 e
N10 em relacdo ao controle apds 24 h de exposicdo, porém em 96 h ndo foram
observadas alteracdes.
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Fig. 6: Atividade enzimética branquial (média + DP, n= 5-8) da Na*/K* ATPase (A), H" ATPase (B),
Ca?* ATPase (C) e anidrase carbonica (D) de Prochilodus lineatus expostos a concentracdo de 10 ug
L' de Ag (B10 e N10) ou a4gua (CTR) por 24 h e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo tempo experimental.

3.7 Defesas Antioxidantes, Lipoperoxidacdo e Enzima de Biotransformacéao

Glutationa S-Transferase

Nas branquias a concentracdo de GSH (Fig. 7 A) diminuiu
significativamente apenas no grupo N10 (F =4,61; P = 0,031) apds 24 h, sendo esta
reducdo de aproximadamente 40%, jA em 96 h sua concentracdo se mostrou
inalterada. A atividade das enzimas CAT (Fig 7 B) e GST (Fig. 7 C) nao sofreram
alteracdes em nenhum grupo ou tempo experimental, assim como a ocorréncia de

lipoperoxidacéo (Fig. 7 D).
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Fig. 7: Concentracdo branquial (média + DP, n= 6-8) de GSH (A), atividade da enzima antioxidante
CAT (B), enzima de biotransformacdo GST (C) e lipoperoxidacdo (D) em Prochilodus lineatus
expostos a concentragdo de 10 pg L* de Ag (B10 e N10) ou &gua (CTR) por 24 h e 96 h. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p £ 0,05) de um mesmo tempo
experimental.

No figado, a concentracdo de GSH (Fig. 8 A) e a atividade das
enzimas CAT (Fig. 8 B), GPx (Fig. 8 C) e SOD (Fig. 8 D) ndo apresentaram
alteracdes em relacéo ao controle nos diferentes grupos e tempos de exposicao. Ja
a enzima GST (Fig. 8 E) apresentou aumento (F = 5,68; P < 0,014) de 15% no grupo
B10 apds 24 h de exposicdo, e em 96 h ndo houve alteracbes. Além disso, em
ambos os periodos de exposicao (24 e 96 h) ndo foi constatado lipoperoxidagéo no
figado (Fig. 8 F).
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Fig. 8: Concentracdo hepatica (média + DP, n= 6-8) de GSH (A), atividade das enzimas antioxidantes
CAT (B), GPx (C), SOD (D), enzima de biotransformacdo GST (E) e lipoperoxidacdo (F) em
Prochilodus lineatus expostos a concentragéo de 10 pug L' de Ag (B10 e N10) ou agua (CTR) por 24 h
e 96 h. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo
tempo experimental.

3.8 Atividade da Acetilcolinesterase

A atividade da enzima AChE foi analisada no cérebro (Fig. 9 A) e no
musculo (Fig. 9 B). No cérebro, a variagdo de sua atividade ndo se mostrou
significativamente alterada entre os tratamentos e tempos testados. No musculo,

apos 24 h de exposicdo também ndo houve alteracdes, porém apés 96 h a atividade
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da AChE se mostrou inibida (F = 9,86; P = 0,002) no grupo N10 quando comparado

ao controle.
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Fig. 9: Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (média + DP, n= 7-8) cerebral (A) e muscular (B)
de Prochilodus lineatus expostos a concentracdo de 10 pug L' de Ag (B10 e N10) ou agua (CTR) por
24 h e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo
tempo experimental.

Tabela 2 - Alteracfes significativas em biomarcadores de P. lineatus expostos a
concentracdo de 10 pug L de Ag, em sua forma de nanoparticula biogénica e nitrato
de prata, por 24 e 96 h.

24 h 96 h

Sangue
Branquia

[Ag]

Cérebro

Musculo

Figado

Musculo

Ht

Na*

K+

HA

AC
GSH branquial
GST hepatica

AChE muscular
As setas indicam aumento ou diminuigdo significativa nos biomarcadores.

MT
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4 DISCUSSAO

Ambas as formas de Ag, nanoparticulada (AgNPb) e a ibnica, por
meio do AgNO3 desencadearam alteragcdes no peixe Prochilodus lineatus. Dentre
essas alteracdes o acumulo de Ag nos tecidos, o aumento de metalotioneinas, as
alteragcbes ibnicas e a inibicdo da enzima AC se mostraram marcantes e
evidenciaram o potencial toxico da AgNP de origem biogénica. Grande parte dessas
alteracbes foram encontradas apenas ap0s o periodo de 24 h de exposicdo, porém
depois de 96 h foi observado o acumulo de Ag no musculo, aumento na
concentracdo de metalotioninas e a inibicdo da enzima AChE no grupo N10 neste
orgdo. O tempo experimental se mostra relevante, visto que o organismo logo nas
primeiras horas de exposicdo ja desencadeia alteracbes em niveis celulares e
moleculares, muitas dessas normalizadas apés 96 h.

Durante os tempos experimentais, as concentracdes de prata nos
meios de exposicao, foram de 30-40% menores do que o valor nominal em relacéo a
prata total e de 60-70% menor em relacdo a prata dissolvida. A reducdo na
concentracdo nominal esperada ja foi relatada em outros trabalhos com exposi¢des
a Ag e AgNP (Griffitt et al., 2013; Hawkins et al., 2015). Ela pode estar relacionada a
baixa estabilidade da Ag e alta especiacado quando livre (Ag¥), isso €, facilmente ela
se complexa a outras moléculas (Hogstrand e Wood, 1998), o que facilita sua
agregacao e sedimentacao.

Em relacdo a concentracdo de Ag observada quando comparado o
inicio e final das exposicdes, o aumento da prata dissolvida apés 24 h pode decorrer
da dissolugdo do AgNO3z no meio aquoso assim como das AgNPs (Furtado et al.,
2016). Ja a diminuicdo da Ag total nos periodos experimentais pode indicar tanto a
aglomeracdo e sedimentacdo da Ag ao longo do tempo, quanto a absorcdo dos
animais ali expostos, visto que a forma ibnica possui alta reatividade, e é a forma de
facil absorcéo pelos animais (Dolezelova et al., 2008).

Em exposicbes de Ag via agua, a bioacumulacdo em peixe se
mostra frequente em branquias, figado e rim (Al-Sid-Cheikh et al., 2019; Lacave et
al., 2018). Neste estudo, a prata foi encontrada em branquias, sangue, cérebro, e no
periodo mais longo de exposicdo no musculo. Assim, o acimulo de Ag nos tecidos
ajudam a tracar o caminho do metal no organismo teste e diagnosticar os 6rgédos

mais afetados.
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A concentracao de Ag nas branquias se mostrou similar em relagao
as formas (AgNPb e AgNO3) ap6s 96 h, porém em 24 h este acumulo sé ocorreu no
grupo N10. Sabe-se que as branquias séo interfaces importantes, devido a sua
grande superficie, que proporciona interacdo direta com 0s compostos presentes na
agua (Yue et al., 2017). Quando em contato com a Ag*, esta é facilmente absorvida
por meio de canais de sddio ou transportadores de cobre (Wood et al., 2011a). J4 as
AgNPs se mostram grandes para usarem transportadores de ions ou vias de difusdo
paracelular, porém podem se aderir as branquias e entrar por meio das vias
endociticas (Shaw e Handy, 2011; Yue et al., 2017), essa internalizacdo se mostra
mais demorada.

O acumulo de Ag nas branquias ja foi observado em diferentes
espécies, concentracfes e tempos experimentais. No estudo de Farmen et al.
(2012), o peixe Salmo salar bioacumulou Ag nas branquias quando exposto ao
AgNOs3 na concentracéo de 20 ug L't e a AgNP sintética nas concentracdes de 20 e
100 pg L't em exposicbes de 48 h. J& o peixe Danio rerio, apresentou acimulo neste
6rgdo quando exposto a AgNP por 24 h nas concentracdes de 50 e 100 pg L*
(Bacchetta et al., 2016), e também em exposi¢cbes a 5, 15, 25 e 50 pug L por 7, 14,
21 e 28 dias (Griffitt et al., 2013). P. lineatus quando exposto a AgNP sintética nas
concentracdes de 2,5 e 25 pug L*? apresentou acumulo de Ag nas branquias em
ambas as concentracfes ap0s 5 dias de exposicdo e na maior concentracdo apos
15 dias (Ale et al., 2018a). Estes resultados demonstram a sensibilidade das
branquias frente a exposi¢cdes a Ag, sendo uma importante via de entrada de metais
e outros compostos.

O tecido branquial de um peixe constitui um 6rgao multifuncional que
atua na respiracdo, regulacdo de ions, regulacdo do equilibrio acido-base e
excrecdo de residuos nitrogenados (Atli e Canli, 2011). A entrada e acumulo da
metais neste Orgdo, pode acarretar em inibicdo das ATPases comprometendo a
captacédo de ions, além de alterar o equilibrio &cido-base (Silva e Martinez, 2014).

Um efeito muito bem documentado da Ag é a inibicdo da atividade
da NKA, onde a Ag*" ocupa olocal de ligacdo do Mg?*, imposibilitando o
funcionamento da enzima (Wood et al., 1999). Essa inibicdo da NKA é também
relatada em exposicdes a AgNP (Griffitt et al., 2009; Farmen et al., 2012; Xiang et
al., 2020). Em um estudo imunohistoquimico foi observado a diminuicdo da

imunorreatividade da NKA ap0s exposicdo de 96 h a dois tipos de AgNP sintética
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(Hawkins et al., 2015). Porém, a inibicdo desta bomba nédo se mostrou alterada neste
trabalho, foi encontrado apenas um aumento da atividade da HA ap0s exposicao 96
h a AgNOs.

A HA ou bomba de préton, é uma proteina de membrana que efetua
o transporte ativo de H* através da membrana celular ou mitocondrial contra seu
gradiente de concentracdo. Ela estd envolvida no balanco idnico intracelular, na
forca motriz para importacdo de ions, além de sua atividade auxiliar no equilibrio
acido-base (Nelson e Cox, 2014). O aumento de sua atividade pode decorrer da
manutencao do balanco ibnico apds a entrada de Ag* nas células branquiais, ou até
mesmo ser um mecanismo envolvido na homeostase de K*, visto que no grupo e
periodo experimental em que houve aumento da atividade da H* ATPase o potassio
nao se mostrou elevado no plasma. Estudo com Cyprinus carpio exposto a Cu e Cd,
apresentou comprometimento da homeostase de Na* e consequentemente do K-,
sendo um caminho de manutencdo ibnica o aumento da expressédo da H* ATPase
(Castaldo et al., 2020).

Outra enzima fundamental para a manutencdo do equilibrio acido-
base é a AC, ela catalisa reversivelmente a formacdo de acido carbbnico que
rapidamente se dissocia nos ions hidrogénio e bicarbonato que atuam como contra-
ions na captura de elementos fundamentais da célula. Estudos com metais mostram
0 seu potencial inibitério em relacdo a AC de forma competitiva, pela ligacdo de
metais ao sitio ativo da enzima, ou de forma ndo competitiva, pela ligacdo de metais
a outros sitios de ligacdo da enzima (Lionetto et al., 2016).

Neste estudo, apds 24h de exposicdo, a Ag* desecadeou a inibicao
da AC em ambos os tratamentos. Ja foi relatado na literatura sua inibicdo por meio
de exposicdes a Ag* relacionando-a como um possivel metal deslocador do cofator
Zn?* (Wood et al., 1999), gerando um efeito inibitério competitivo, mas outra
possibilidade seria a ligacdo da Ag* a outros sitios de ligacdo da enzima AC (efeito
inibitério ndo competitivo). No estudo de Kaya et al. (2015), a AC foi purificada de
branquias de Sparus aurata e os metais avaliados foram Cd?*, Cu?*, Ni** e Ag*,
dentre eles o0 que exerceu maior efeito inibitério ndo competitivo na enzima foi Ag*
(Ag*> Ni?* > Cd?*> Cu?).

Os ions metalicos apresentam grande interacdo com moléculas que
possuem grupamentos sulfidrila (-SH), podendo causar sua deplecao (Atli e Canli,

7

2011). Uma molécula de grande interacdo com estes ions é a GSH, um tiol ndo
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proteico, que atua na defesa antioxidante celular de forma direta ou como co-fator
enzimético, além de auxiliar na desintoxicacdo de xenobibticos e seus metabdlitos
(Balendiran et al., 2004; Lu, 2013). A exposicdo ao AgNOsz levou a reducédo da
concentracdo branquial de GSH em P. lineatus, apds 24 h, sendo esta redugéo
possivelmente ocasionada pela interacdo da Ag* com essas moléculas ou pela
producédo de ERO, ambas desecadeando a oxidacdo da GSH (Balendiran et al.,
2004).

Em um trabalho com sangue humano, foi avaliado o efeito do AgNOs
para o tripeptideo GSH e observou que a Ag desencadeia a oxidacdo dessa
molécula de forma direta de acordo com a concentracdo e tempo de exposicdo
(Khan et al., 2011). J& em um estudo com cultura de células expostas a AgNP a
diminuicdo da GSH foi relacionada ao aumento de ERO, visto que foi encontrado
alteracdes no funcionamento de enzimas antioxidantes e lipoperoxidacao (Arora et
al., 2008). Neste estudo, esta reducdo se mostrou pontual, ndo sendo observada
em outro tempo experimental nem na exposi¢cao a AgNPb. Sabe-se que em 24h néo
foi detectado acumulo de Ag nas branquias no grupo exposto a AgNPb, e a
renovacdo da GSH citosélica ocorre entre horas, podendo se apresentar
normalizada apos 96 h de exposicao.

Apés a interiorizacdo das diferentes formas de Ag pelo tecido
branquial, este metal facilmente atinge a corrente sanguinea, devido sua grande
perfusdo (Di Giulio e Hinton, 2008). Alteracdes nos parametros hematologicos e
concentracfes de ions plasmaticos sdo desencadeados pela presenca de diversos
metais (Chalasani et al., 2020; Shabrangharehdasht et al., 2020; Tesser et al.,
2020). Neste estudo, foi observado aumento de hematécrito nos animais expostos a
AgNPb, além de aumento do Na* e K* plasmaético.

Trabalhos que avaliaram a exposicdo de Oncorhynchus mykiss a
AgNP relacionaram o aumento do hematdcrito, junto a alteracdo de outros
parametros hematolégicos, a uma maior demanda de oxigénio causada por trocas
gasosas prejudicada, oriundas do acumulo e lesBes branquiais
(Shabrangharehdasht et al., 2020) e devido a alteracdes idnicas plasmaticas (Clark
et al., 2018). Neste estudo, ndo héa indicios que a AgNPb tenha causado hipoxia em
P. lineatus, visto que outros parametros, como RBC e concentra¢do de Hb, ndo se
mostraram alterados e normalmente sofrem aumento em casos de hip6xia. Porém,

foram observadas alteracdes ibnicas, que podem desencadear alteracbes na
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osmolaridade extracelular e gerar inchaco osmoético nos eritrocitos causando o
aumento do Ht (Clark et al., 2018).

O aumento de Na* plasmatico em 24 h no grupo exposto a AgNPb
contraria estudos realizados com exposicdo a Ag* e AgNP, pois muitos trabalhos
relatam a diminuicdo do Na* ocasionada pela Ag (Clark et al., 2018; Lee et al., 2019;
Schultz et al., 2012), visto que uma via de entrada desse metal se d4 por meio de
canais Na* (Wood et al., 2011b) e este metal muitas vezes inibe a atividade da NKA
(Xiang et al., 2020). Assim, esse aumento na concentragdo pode ter ocorrido de
forma pontual e transitoria em decorréncia da presenca da Ag.

O K* auxilia na transmissdo de impulsos nervosos para contracao
muscular, na manutencao do volume celular, e esta presente em maior concentracdo
no interior das células. O aumento de K* plasmatico sugere hemolise, porém néo foi
observado diminuicdo no numero de eritrécitos e hematdécrito, assim esta alteracéo
pode ter ocorrido devido a uma interferéncia na permeabilidade da membrana, visto
gue a Ag®" pode apresenta esta caracteristica (Chen et al.,, 2015). Estudo com
eritrocitos humanos também relatou esta hipercalemia apds exposicdo a AgNPs,
decorrente de sua entrada ou interagdo com os eritrocitos, desencadeando possiveis
alteracoes na permeabilidade da membrana (Adragnaa et al., 2019). Porém, os
mecanismos usados pelas NPs para esta interferéncia na permeabilidade dos
eritrécitos ainda néo foram elucidados.

Outra possibilidade € o efeito do pH, tanto intra quanto extracelular,
sobre os canais de K*. Um estudo de Pefia-Minzenmayer et al. (2014), avaliou que
o aumento CO> modifica o pH e induz altera¢cdes em alguns tipos de canais de K*.
No presente estudo, foi observada a inibicho da AC, esta enzima catalisa a
conversao de dioxido de carbono (CO.) e agua em &acido carbénico (H2CO3), que
facilmente se dissocia em ions H* e bicarbonato (HCO3), moléculas importantes
para manutencdo do equilibrio acido-base, assim sua inibicdo pode ocasionar
variacdes no pH e acarretar em aumento do potassio plasmatico.

A Ag* e as AgNPs quando no sangue sao distribuidas a diferentes
tecidos do organismo, principalmente ao figado que possui alta atividade metabdlica
e grande concentracdo de enzimas e outras moléculas relacionadas a eliminacao de
contaminantes (Cogun et al., 2006). No presente estudo, a bioacumulacédo da Ag no
figado ndo foi observada, porém o trabalho de Ale e colaboradores (2018b),

utilizando o mesmo organismo teste nas concentracdes de 5 e 25 pg L1, mas em
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maiores tempos de exposicdo detectou baixo acimulo mesmo apos 5 dias e alta
bioacumulacdo somente apds 15 dias em exposicdo a 25 pg L de NPAg sintética.
Outro trabalho também observou acumulo no figado de Cyprinus carpio apos
exposicdo a AgNP sintética e ao nitrato de prata apos 21 dias (Khosravi-Katuli et al.,
2018). Assim, os tempos de 24 h e 96 h de exposicdo a AgNPb se mostraram
pequenos para detectar o acumulo neste érgao.

As metalotioneinas sdo proteinas com baixo peso molecular e alto
teor de sulfidril, que atua principalmente na homeostase dos metais essenciais,
porém em contaminacdes por metais ndo essenciais elas podem realizar a
neutralizagdo destes e atuar na defesa antioxidante (Mao et al., 2012; Van der Oost
et al., 2003). Foi observado no figado o aumento de sua concentracdo apés
exposicdo AgNPb por 24 h, mesmo nao ocorrendo bioacumulacdo de Ag significativa
neste orgdo. Em estudo na bacia hidrografica do Rio Reedy (Estados Unidos), foi
observado o aumento da concentragéo desta enzima em Micropterus salmoides em
um ponto onde n&o ocorreu concentragdo elevada de nenhum metal, considerando o
local de referéncia utilizado (Otter et al., 2012). Assim, essa alteracdo pode ser
atribuida a outros fatores ja levantados em outros estudos, como o aumento de
horménios glicocorticoides e peptideos (Moltdé et al., 2005; Van der Oost et al.,
2003).

A excrecdo de metais ndo ocorre por meio da via de
biotransformacdo de xenobibticos, mas a entrada da Ag e sua reatividade pode
gerar metabolitos a serem excretados por essa via. Uma enzima que participa desse
processo é a GST, que catalisa a conjugacdo da GSH a uma ampla variedade de
compostos eletrofilicos enddgenos e exodgenos, incluindo a estabilizacdo de
moléculas oxidantes, além de poder se ligar a metabdlitos e funcionar como
proteinas de transporte (Chae et al., 2009). O aumento de sua atividade pode
decorrer da interacdo das AgNPs com biomoléculas gerando composto a serem
biotransformados para sua excrecdo. Trabalhos com AgNP sintética mostram este
aumento na atividade da GST ap6s 15 dias de exposicdo a 25 ug L' em P. lineatus
(Ale et al., 2018b) e apds 96 h a 50,100 e 200 pg L em Cyprinus carpio (Lee et al.,
2012). Outras nanoparticulas também aumentam a atividade desta enzima, como na
exposicdo de Pangasianodon hypophthalmus a ZnNP biogénica em exposicdo a 20,
24 e 30 mg L por 96 h (Kumar et al., 2020) e P. lineatus quando exposto a TiO2NP
por 14 dias (Carmo et al., 2019).
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Os metais, na forma ibnica, podem ser responsaveis pelo impacto
biolégico direto, mas sabe-se que as NPs realizam o transporte do metal para as
células e 6rgdos e com isso, pode aumentar localmente as concentracdes de ions
metélicos (Lead et al., 2018), ja que elas atuam como “veiculo de entrega” para
estes ions, isso é, elas transportam o metal até diversos 6rgaos e ali ha a liberacéo
dos ions metalicos (Shaw and Handy, 2011).

O cérebro apresenta uma barreira hematoencefélica (BBB), isso €,
uma membrana seletiva, a fim de controlar o transporte de compostos quimicos e
outros agentes para o tecido cerebral. Estudos afirmam que as AgNPs atravessam
facilmente essa barreira, e se acumulam no cérebro causando neurotoxicidade (Ale
et al., 2018b; Bacchetta et al., 2016; Rahman et al., 2009). Segundo Zhao e
colaboradores (2019) a exposicdo a AgNP sintética promoveu danos em circuitos
neurais, incluindo neurotransmissores dopaminérgicos, transmissdo sinaptica e
atividades motoras, pois induzem propriedades elétricas anormais da membrana,
levando a respostas disfuncionais ao toque e respostas locomotoras de escape em
embrides de Danio rerio.

O acumulo de Ag no cérebro foi encontrado em ambos os grupos de
exposicao, neste estudo, podendo indicar a passagem da Ag pela BBB. Assim como
em exposicoes a AgNP sintética, que também observaram acumulo neste 6rgdo em
P. lineatus apds exposicdo a 25 pg L AgNP por 15 dias (Ale et al., 2018b) e em
Piaractus mesopotamicus quando exposto a 10 e 25 ug LY AgNP por 24 h
(Bacchetta et al., 2017). Porém, para Yokel (2020), é necessario o0 uso de
metodologias mais especificas para afirmar a passagem de NPs pela BBB, visto que
0 cérebro possui uma extensa vasculatura que o permeia, e € possivel que as NPs
estejam no sangue ou associado a componentes da barreira BBB, ao invés de no
parénquima cerebral.

Estudos com culturas de células neurais, mostra a vulnerabilidade
do cérebro em relacéo a NPs, caso ocorra a chegada das AgNPs as células neurais,
induzindo estresse oxidativo e modificacbes na morfologia dos astrocitos, podendo
causar alteracdo nos processos funcionais em redes neuronais (Haase et al., 2012),
assim como a diminuicao do efluxo de dopamina e maior citotoxidade em neurénios
em desenvolvimento (Zhang et al., 2020).

O musculo é o tecido com menor poder de acumulo de metais

devido seu grande volume (Alves e Wood, 2006; Klavins et al., 2009) porém, nesse
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estudo, foi observado acumulo de Ag neste tecido no grupo N10 apds 96 h.
Trabalhos realizados com Perca flavescens expostas a AgNP por 2 anos (Martin et
al., 2018) e a AgNP e AgNOs por 96h e 10 dias (Martin et al., 2017) também
observaram o acumulo de Ag no musculo, e constataram que este acumulo se da de
forma muita mais rapida quando expostos a Ag* do que as AgNP. A bioacumulagdo
de prata neste tecido causa alerta, principalmente em peixes, ja que muitas espécie
tem grande importancia comercial e alimenticia para a populacéo.

Em decorréncia do acimulo de Ag muscular, os animais expostos ao
AgNO3 por 96 h, apresentaram também reducdo da atividade da acetilcolinesterase
(AChE), uma importante enzima envolvida no processo de transmissédo do impulso
nervoso, que realiza a quebra do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinéptica
em colina e acido acético, interrompendo a transmissao continua do impulso nervoso
(Van der Oost et al., 2003). Alteracdes no seu funcionamento, como a reducao de
sua atividade, pode desencadear hiperexitacdo do animal, pela estimulacdo pos
sinaptica continua, essa hiperexcitacdo pode promover disturbios nas atividades do
animal, como na locomocédo e equilibrio, alimentacdo, fuga de predadores e
comportamento reprodutivo (Pessoa et al., 2011).

Em estudo in vitro, a inibicdo desta enzima se mostrou induzida por
NPs de SiO2 , TiO2 , Al203, Al, Cu, Cu revestido de carbono, mostrando uma alta
relacéo entre a adsorcéo das NPs e a inibicdo desta enzima (Wang et al., 2009). No
estudo de Khatoon e colaboradores (2018), a AgNP, produzida por meio de um
extrato da planta Mentha piperita, também desencadeou este efeito inibitdrio da
AChE, mostrando ser dependente da concentracdo de exposicdo. Em andlise
cinética, foi visto que a inibicdo dessa enzima pode ocorrer tanto pela ligacao direta
da NP a enzima livre (AChE) quanto ao complexo enzima-substrato (AChE-
acetilcolina) (Khatoon et al., 2018).

Apesar do acumulo de Ag no musculo se mostrar significativo
apenas apos 96 h no grupo N10, foi constatado o0 aumento de metalotioneinas em
ambos o0s grupos logo apés 24 h. O aumento da expressdo desta proteina, ja foi
relatado em outros estudos, apds exposicdes a curto prazo a Ag* e AgNP (Chae et
al., 2009; Martin et al., 2017), estando relacionada ao tempo de exposicdo a Ag,
visto que sua expressdo se mostra abrupta, e ndo prolongada, sendo normalizada
em exposi¢coes maiores que 4 dias (Chae et al., 2009). A presenca da Ag no tecido

muscular, mesmo que a baixas concentragdes, pode desencadear o aumento de sua
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concentracdo ja que as metalotioneinas apresentam grande afinidade aos metais
atuando em sua desintoxicacdo, além de estar envolvida na defesa antioxidante,
podendo seu aumento ser decorrente do aumento de ERO no tecido (Chae et al.,
2009; Viarengo et al., 1999). Porém, analises referentes a estresse oxidativo ndo
foram realizadas neste tecido.

Apos 24 h de exposicdo a AgNPb e AgNOs, a biacumulagédo do metal
se mostrou em maior concentracdo em branquias > cérebro > sangue, j4 ap6s 96h
esta distribuicdo muda para sangue > cérebro > branquia > musculo. O acumulo de
Ag nas branquias, evidencia este 6rgdo como a principal via de entrada do metal,
gue se da pela grande perfuséo e superficie exposta deste tecido, assim facilmente
0s contaminantes do meio aquatico atingem a corrente sanguinea ocorrendo sua
distribuicdo sistémica por meio do sangue (Al-Sid-Cheikh et al., 2019). O cérebro
necessita de grande aporte sanguineo e se apresenta bastante suceptivel ao
acumulo de Ag, além desse metal ter potencial indutério de neurotoxicidade
(Khatoon et al., 2018). Nos musculos, a inducdo de metalotioneinas em 24 h, o
acumulo de Ag e a inibicdo da AChE em 96h, indicam que, apesar deste tecido nao
se mostrar alvo dos metais em peixes (Sayed et al., 2020), ele pode sofrer
alteracoes, 0 que causa alerta, visto que é um produto de consumo humano.

A bioacumulacdo de Ag nos diferentes tecidos e tempos de
exposicdo, se mostrou mais evidente nos grupos expostos a AgNOsz do que nos
expostos a AgNPb. Outros estudos constataram esta diferenca na bioacumulacao
em exposi¢coes a AgNOz e AgNPs (Lacave et al., 2018; Martin et al., 2017). Isso esta
relacionado a mais facil absorcdo dos ions prata do que das AgNPb, porém, é
possivel observar efeitos especificos da presenca das AgNPDb, jA que a quantidade
de Ag dissolvida em ambos grupos se mostraram similares, mas foram encontradas

diferentes alteracgdes fisioldgicas e bioquimicas entre os grupos.
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5 CONCLUSAO

O peixe Prochilodus lineatus € uma espécie nativa Neotropical de
grande importancia econdmica e alimenticia, sua exposicdo a AgNPb induziu
alteragbes idnicas, principalmente relacionadas ao K* celular, inibicdo da anidrase
carbbnica, aumento de metalotioneinas, hematocrito e atividade da GST além de
biocumulacdo de Ag em diferentes tecidos, evidenciando seu potencial toxico
mesmo a baixa concentracéo de Ag total e curtos tempos de exposicdo. E notorio,
gue muitas dessas alteracbes podem estar relacionadas a liberacdo de ions Ag
pelas NPs, porém foi observado diferencas entre os efeitos Ag* (AgNOs) e da
AgNPb, visto que apenas nos animais expostos a AgNO3 econtrou-se alteracdes na
atividade da HA e da AChE. Em relacdo ao tempo experimental, este se mostrou
relevante, ja que em 24 h foram desencadeadas diversas alteracdes nos
biomarcadores bioquimicos e fisiologicos que em 96 h se mostram normalisados.
Vale ressaltar que com a diversidade de AgNPs produzidas de forma sintética e
biogénica, é dificil definir padroes de toxicidade ou concentracfes seguras para 0S
orgasnismos aquaticos, por isso, é valido o estudo do maior nimero de NPs e o

conhecimento dos seus efeitos em espécies nativas.
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\ CAPITULO Il

L 4

L 4

CONSIDERACOES FINAIS

> Neste estudo, a nanoparticula de prata biogénica (bNPAg), produzida
pelo fungo Fusarium oxysporum, apesar de ser uma alternativa com producéo
menos téxica a industria, desencadeou toxidade ao peixe Prochilodus lineatus
mesmo a baixa concentracao e curto tempo experimental, exigindo cuidados em sua
manipulagao e sua insergdo em produtos.

> A legislagdo autoriza a concentracédo de 10 ug L de Ag total nas aguas
de classe | e Il, sendo essas aguas destinas a consumo, recreacao, irrigacao e
pesca. Este trabalho evidencia que esta concentralcdo ndo se mostra segura, visto
as alteracdes e bioacumulacdo causadas no peixe P. lineatus, mesmo em
concentragdes a baixo da nominal determinada neste estudo.

> O tempo experimental se mostra relevante, visto que o organismo teste
logo apos 24 h ja apresentou alteracdes em niveis celulares e moleculares, e muitas
dessas alteracbes se mostraram normalizadas apdés 96 h. Porém, sabe se que
guanto maior o tempo de exposicdo maiores as chances dos contaminantes
ocasionarem danos irreversiveis, podendo no ambiente aquatico prejudicar todo o
ecossistema local.

> O acumulo de prata no cérebro e os possiveis efeitos neurotoxicos
gerados pelas NPAg encontrados na literatura, indicam a necessidade de estudar
mais a fundo os efeitos das NPs neste 6rgao.

> As formas da Ag estudadas, se mostraram efetoras de alteracoes
ibnicas, analises envolvidas nesse processo sdo bons biomarcadores em exposi¢cdes
a NPAg.

> O acumulo de Ag no musculo se mostra um risco em potencial, visto
gue este animal tem grande importancia alimenticia e comercial devido sua
abundancia, e atua como uma espécie condutora de energia e biomassa de niveis
inferiores para niveis superiores na cadeia trofica. Este acumulo, no ambiente

natural, pode desencadear biomagnificacdo em organismos topo de cadeia;
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