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Resumo:

O grande aumento da aplicagdo da nanotecnologia nas ultimas décadas tem gerado grande
preocupacéo, devido ao destino das nanoparticulas (NPs) no ambiente. O efeito das NPs no meio
ambiente ainda ndo esta completamente elucidado. O monitoramento dos efeitos téxicos de
xenobidticos tem sido avaliado com éxito por biomarcadores enzimaticos de espécies aquéticas, pois
apresentam respostas a mudancas biolégicas. Dentro deste contexto o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a toxicidade de concentracbes de nanoparticulas de prata (AgNP) utilizando como
espécie sentinela Oreochromis niloticus (Til4pia do Nilo) como biomarcador, avaliando o efeito
causado nas enzimas acetilcolinesterase (AChE) cerebral e muscular e na catalase (CAT) hepatica
dessa espécie. Nas analises bioquimicas foi observado diferencas significativas nas atividades de
AChE e CAT dos tecidos, nas diferentes concentracdes de AgNP, mostrando que os biomarcadores
enzimaticos de estudo foram sensiveis a esse nanomaterial.
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Introducdo:

Como consequéncia do avanco da nanotecnologia, uma grande variedade de nanoparticulas
(NPs) est4 sendo processada e descartada no meio ambiente, sem um prévio conhecimento dos
seus possiveis efeitos toxicos. Dentre essas nanoparticulas, a nanoparticula de prata (AgNP) tem se
destacado, sendo o nanomaterial mais presente nos produtos de consumo diario devido suas
propriedades antimicrobianas (KALBASSI et al., 2011).

Os efeitos que o0s nanomateriais podem causar aos organismos aquaticos podem ser
observados através do uso de bioindicadores 0s quais sdo importantes no diagnéstico desses efeitos
nos sistemas biol6gicos. Como bioindicador, 0 uso de peixes se destaca, pois representam 0 mais
diversificado grupo de vertebrados e ocupam um importante papel na cadeia trofica (MELA, 2004;
LINS et al., 2010).

A exposicdo desses nanomateriais pode ocorrer durante a filtracdo que o0s organismos
aquéticos realizam ou por bioacumulagdo, e assim podendo interagir com biomoléculas como
proteinas devido a relacdo superficie-massa das NPs (SAPTARSHI et al., 2013). No monitoramento
ambiental, os biomarcadores enzimaticos tem se destacado por apresentarem respostas a alteracao
biologica que reflete os efeitos toxicos de compostos estranhos a um organismo ou a um sistema
biol6gico (xenobidticos).
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Acetilcolinesterase (AChE) tem sido usada como biomarcador, devido a sua relevancia nas
funcBes neurais colinérgicas ao hidrolisar a acetilcolina (ACh) finalizando continuas passagens de
impulsos, o que é vital para um funcionamento normal do sistema sensorial e neuromuscular. AChE é
covalentemente inibida por pesticidas como organofosforados e carbamatos (MARTINEZ & CASTRO,
2006; LIONETTO et al., 2013).

No meio celular, as nanoparticulas podem gerar um acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), provocando estresse oxidativo. Para evitar os danos causados pelas ROS, o organismo
desenvolveu véarios mecanismos de defesa chamados antioxidantes, dentre eles o enziméatico. Entre
as enzimas que formam esse sistema de defesa esta a catalase, que tem a funcdo de reduzir o
peréxido de hidrogénio a oxigénio e agua (RODWELL et al., 2016).

Assim, 0 objetivo do presente trabalho é avaliar a ecotoxicidade de nanoparticulas de prata
através da exposicao cronica de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1857) a esse
nanomaterial e observar seu efeito toxico nas alteragbes das respostas bioquimicas, usando a
acetilcolinesterase e catalase como biomarcadores alvos.

Metodologia:

Alevinos de O. niloticus foram obtidos da Estacdo de Piscicultura do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA/UFAL). Inicialmente foram aclimatados por um
periodo de 10 dias, durante esse periodo, 0s peixes foram alimentados e os parametros de qualidade
de agua foram monitorados. Ao finalizar esse periodo, os peixes foram transferidos para os aquarios
de 20 L, com volume de trabalho de 15 L.

O delineamento experimental contou com um total de 8 tratamentos, controle agua, controle
polivinilpirrolidona & 5mg L™ (PVP, estabilizante da AgNP) e diferentes concentracdes de AgNP em
poé (5, 10, 15, 20, 30 e 40 mg L™). Ao finalizar o periodo de 96 h em jejum exposto a AgNP, os peixes
foram anestesiados e sacrificados. Os tecidos cerebrais, musculares e hepaticos foram removidos,
congelados em nitrogénio liquido e depois armazenados em freezer -20°C para posterior andlise
enzimatica.

Posteriormente, os tecidos foram pesados e macerados em homogeneizador de vidro com
tampdao fosfato de potassio (20 mM, com 0,1% triton e 150 mM de NacCl) para o tecido hepético e
com NaCl 0,9% para o tecido cerebral e muscular, em seguida os extratos cerebrais e muscular
foram submetidos ao disruptor de células e por fim, os extratos hepatico e muscular foram
centrifugados a 10000 g por 10 min e 4 °C.

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) cerebral e muscular foi determinada utilizando o
método de Ellman et al., 1961 e a atividade de catalase hepatica foi determinada de acordo com
Miron et al., 2008. A concentracao protéica foi determinada usando o método de Bradford (1976). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o modo one-way ANOVA no GraphPad 6.

Resultados e Discusséao:

Ao analisar os tecidos cerebrais dos peixes expostos a AgNP foi observado que houve
variagao significativa na atividade especifica da enzima acetilcolinesterase nas concentragdes acima
de 10 mg L™, comparado ao controle. E nos tecidos musculares houve variacdo significativa
em todos os tratamentos, sendo mais acentuada os expostos a concentracéo de 40 mg L™ de AgNP.

Ao comparar as atividades de acetilcolinesterase de ambos os tecidos de O. niloticus,
observa-se um decaimento em funcdo da concentracdo de AgNP. Porém, nos tecidos cerebrais o
percentual de decaimento € mais robusto do que nos tecidos musculares, pois apresentou uma
reducdo maxima de 44% para o tratamento de 20 mg L™ quando comparado ao controle. Assim, as
acetilcolinesterases de ambos os tecidos de O. niloticus mostram-se sensiveis a exposicédo de AgNP,

podendo ser aplicadas com éxito em biomonitoramento aquéatico de AgNP.

Para a atividade especifica da CAT hepatica, observou-se também diferenca significativa em
todos os tratamentos com reducéo na atividade de até 48% para a concentracdo de 40 mg L™ de
AgNP, quando comparado ao controle, assim, mostrando que O. niloticus exposto a esse
nanomaterial sofre estresse oxidativo.
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Conclusoes:

A sensibilidade da AChE cerebral e muscular de O. niloticus quando em contato com as
diferentes concentracdes de AgNP e as alteracdes observadas na atividade da CAT hepatica
indicaram que os alevinos de O. niloticus (Tilapia do Nilo) sofreram estresse oxidativo quando
exposto por 96 h a nanoparticula de prata, sendo o efeito dependente da concentracdo dessas
particulas.
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