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Resumo

Os biomarcadores bioquimicos de peixes podem ser ferramentas Uteis na investigacdo da presenca de nanoparticulas
(NPs) no sistema aquético. Entretanto, é de suma importancia conhecer as respostas desses biomarcadores frente a
exposicdo a esse xenobiotico para se tentar estabelecer um modelo para monitoramento biolégico. Assim, nosso
objetivo foi determinar a resposta das enzimas catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) de tilapias
(Oreochromis niloticus) apds 48 e 96h de exposicdo a nanoparticula de didxido de titdnio (NP-TiO,). Para tanto, 10
peixes foram expostos a: 0 (controle), 1, 5, 10 e 50 mg.L? da NP-TiO.. Em seguida, o figado foi utilizado para a
determinacdo dos biomarcadores. N6s ndo observamos variacdo significativa da CAT nas tilapias expostas durante
48h a NP. Entretanto, apds 96h a CAT foi maior nos animais expostos as maiores concentra¢@es testadas (10 e 50
mg.L?). Ainda nessas concentragOes, a atividade foi maior nos animais expostos durante 96h. Para a GST, nas
primeiras 48h a atividade foi menor nos animais expostos a 1, 5 e 50 mg.L* de TiO;, enquanto que, na exposigdo de
96 h a maior atividade da GST foi observada nos animais expostos a 50 mg.L™. Comparando-se o tempo de
exposicdo, em todas as concentragdes testadas, a atividade da GST hepética foi maior nos animais expostos durante
96h. Assim, além da concentracdo, o tempo de exposicdo a NP parece influenciar na resposta das enzimas,
aumentando sua atividade.

Palavras-chave: Nanoecotoxicologia; Enzimas antioxidantes; Catalase; Glutationa S-transferase.

Abstract

The biochemical biomarkers of fish can be useful tools in the investigation of the presence of nanoparticles (NPs) in
the aquatic system. However, it is extremely important to know the responses of these biomarkers to exposure to this
xenobiotic in order to try to establish a model for biological monitoring. Thus, our objective was to determine the
response of the enzymes catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST) of tilapia (Oreochromis niloticus) after
48 and 96 hours of exposure to a titanium dioxide nanoparticle (NP-TiO,). For this purpose, 10 fish were exposed to:
0 (control), 1, 5, 10 and 50 mg.L™? of NP-TiO,. Then, the liver was used to determine the biomarkers. We did not
observe a significant variation in CAT in tilapia exposed for 48h to PN. However, after 96 h the CAT was higher in
the exposed animals at the highest tested concentrations (10 and 50 mg.L1). Even at these concentrations, the activity
was higher in the animals exposed for 96 hours. For GST, in the first 48 h the activity was lower in animals exposed
to 1, 5 and 50 mg.L? of TiO,, whereas, in the exposure of 96 h, greater activity of GST was observed in animals
exposed to 50 mg.Lt. Comparing the exposure time, in all concentrations tested, the hepatic GST activity was higher
in the animals exposed for 96 h. Thus, in addition to the concentration, the time of exposure to NP seems to influence
the response of the enzymes, increasing their activity.
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Resumen

Los biomarcadores bioquimicos de los peces pueden ser herramientas Utiles en la investigacion de la presencia de
nanoparticulas (NP) en el sistema acuético. Sin embargo, es de suma importancia conocer las respuestas de estos
biomarcadores a la exposicion a este xenobidtico para intentar establecer un modelo de seguimiento bioldgico. Asi,
nuestro objetivo fue determinar la respuesta de las enzimas catalase (CAT) y glutatién S-transferase (GST) de tilapia
(Oreochromis niloticus) tras 48 y 96 horas de exposicion a una nanoparticula de dioxido de titanio (NP-TiO;). Para
ello, se expusieron 10 peces a: 0 (control), 1, 5, 10 y 50 mg.L? de NP-TiO.. Luego, se utilizd el higado para
determinar los biomarcadores. No observamos una variacion significativa en CAT en tilapia expuesta durante 48 h a
NP. Sin embargo, después de 96 h, el CAT fue mayor en los animales expuestos a las concentraciones mas altas
probadas (10 y 50 mg.L?). Incluso a estas concentraciones, la actividad fue mayor en los animales expuestos durante
96 h. Para GST, en las primeras 48 h la actividad fue menor en animales expuestos a 1, 5y 50 mg.L? de TiO,,
mientras que, en la exposicion de 96 h, se observd mayor actividad de GST en animales expuestos a 50 mg.L™.
Comparando el tiempo de exposicion, en todas las concentraciones probadas, la actividad de GST hepatica fue mayor
en los animales expuestos durante 96 h. Asi, ademas de la concentracion, el tiempo de exposicion a NP parece influir
en la respuesta de las enzimas, aumentando su actividad.

Palabras clave: Nanoecotoxicologia; Enzimas antioxidantes; Catalase; Glutation S-transferase.

1. Introdugéo

A nanotecnologia inclui a aplicacdo de material com nanoescala, que possuem dimensdes na faixa de 1 a 100 nm.
Dentre essas, destaca-se a nanaoparticula (NP) de diéxido de titanio (TiO.), com producdo anual acima de 10.000 toneladas e
com previsdo de atingir 2,5 milhdes de toneladas até 2025 (Mahaling & Dinabandhu, 2018). As NPs-TiO, sdo comumente
usadas em produtos industriais, incluindo tintas, materiais téxteis, papéis, plasticos, protetores solares, cosméticos, sensores
eletronicos e também utilizados na industria de alimentos (Martirosyan & Schneider, 2014).

Devido a grande utilizacdo das NPs, a estimativa é que entre 63 e 91% do total de toneladas de nanoparticulas
manufaturadas produzidas acabaram em aterros ou foram liberados no solo e na atmosfera. Desse montante, até 7% podem ter
alcancado os corpos de agua (Keller, McFerran, Lazareva & Suh, 2013). Os organismos aquaticos sao mais suscetiveis a
contaminacdo do ambiente e podem ser considerados bons bioindicadores (Pirsaheb et al., 2019). Em vérios trabalhos foi
possivel evidenciar o potencial toxico de NPs-TiO, em peixes (Karthigarani & Navaraj, 2012; Varela-Valencia et al., 2014;
Hajirezaeea et al., 2020) devido ao aumento na producgdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (Reeves, Davies, Dodd &
Jha, 2008; Hao, Wang & Xing, 2009; Carmo et al., 2018; Carmo et al., 2019).

Todos os organismos, incluindo os peixes, possuem um sistema de defesa antioxidante formado por enzimas
responsaveis em neutralizar as EROs produzidos em excesso (Paital, 2018). Assim, a analise da atividade dessas enzimas pode
indicar o status antioxidante dos organismos, funcionando como um potencial biomarcador bioquimico para o estresse
oxidativo (Valavanidis, Vlahogianni, Dassenakis & Scoullos, 2006) induzido pela presenca de NPs na &gua.

Em estudos nanotoxicoldgicos, os biomarcadores podem ser Gteis, pois sdo indicadores chave de alerta precoce dos
riscos para os seres humanos e para os ecossistemas (Pham & Gu, 2012). Segundo Clemente et al. (2013), a exposicao de
organismos aquaticos a NP-TiO pode induzir o aumento ou decréscimo na atividade de enzimas antioxidantes como a catalase
(CAT), superoxido dismutase, glutationa S-transferase (GST) e a peroxidase. A enzima CAT esta presente em organismos
aerobicos e anaerobicos e sua fungdo € diminuir a toxicidade do peréxido de hidrogénio. A GST, além da desintoxicacéo, atua
como nos processos de biotransformacéo, tornando o xenobidtico menos toxico para a célula (Benavides, Fernandez-Lodeiro,
Coelho, Lodeiro & Diniz, 2016). Ambas as enzimas estdo envolvidas no processo de defesa contra as EROs e suas respostas
tém sido empregadas para avaliar os efeitos da exposi¢do a nanomateriais no nivel celular.

Tendo em vista o atual cenario de expansdo do uso de NPs-TiO, e 0 seu potencial toxico para 0s organismos
aquaticos, o presente estudo tem como objetivo analisar o efeito da exposi¢do aguda (48 e 96 h) a diferentes concentragdes de
NP-TiO; em peixes (Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758), utilizando a atividade das enzimas CAT e GST como

biomarcadores biogquimicos.
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2. Metodologia
2.1 Bioindicadores e preparo das soluc@es de NP-TiO:

A realizacio do experimento foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia (Protocolo n® 23007. 001517/2016-27). Para tanto, exemplares jovens de tilapias, Oreochromis niloticus, fornecidos pela
piscicultura Aqua Vale (ltubera, BA) foram transferidos para o Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica (LABEA) da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB).

Os animais foram aclimatados por 60 dias em tanques de polietileno (250 L), aeragdo continua e fotoperiodo
controlado (12Claro/12Escuro). A agua do tanque foi renovada diariamente e os peixes alimentados ad libitum. As varidveis
fisico-quimicas da agua (temperatura: 24,4+0,3 °C, oxigénio dissolvido: 6,8+0,5 mg.L?, pH: 6,8+0,4, condutividade:
410,3+50,1 uS cm e salinidade: 0,2+0,1 °/0oo0) foram monitoradas diariamente e se mantiveram constantes durante o periodo
de aclimatacéo.

As concentragGes da nanoparticula de TiO2 (NP-TiOy), correspondentes a 1, 5, 10 e 50 mg.L? (concentragdo nominal), foram
preparadas a partir do nano p6 de TiO; anatase (Sigma-Aldrich®), com 99,7 % de pureza, 21 nm de tamanho da particula,
superficie especifica de 45-55 m2.g? e diluidas em agua ultrapura. Em seguida, as suspensdes foram homogeneizadas em
banho maria com ultrassom por 40 minutos a 37 KHz. As solucdes foram preparadas no mesmo dia dos testes, evitando

aglutinacdo das nanoparticulas.

2.2 Delineamento experimental

Para a realizacdo dos testes, 10 exemplares de O. niloticus foram distribuidos aleatoriamente em 10 aquérios de vidro
(30 L) e foram aclimatados por 24 h. Em seguida, foram adicionados aos aquarios as solucdes de 0 (grupo controle), 1, 5, 10 e
50 mg.L? da NP-TiO2. No grupo controle (CTR), os peixes foram expostos somente a dgua de abastecimento do laboratério,
sem a presenca da nanoparticula. Os animais ndo foram alimentados durante os experimentos e a oxigenacdo da agua,
garantida por sopradores de ar. O teste foi do tipo estatico com fotoperiodo (12Claro/12Escuro) controlado com timer digital.

Apobs 48 e 96 h de exposi¢do a NP-TiO,, os animais foram retirados individualmente dos aquarios e anestesiados por
hipotermia em caixas isotérmicas contendo gelo e dgua (1:1). Ainda anestesiados, os animais foram pesados e medidos (massa
corporea: 30,7+4,8 g, comprimento total: 12,2+0,7 cm e comprimento padrdo: 9,6+0,7 cm). Em seguida foram eutanasiados
via sec¢cdo medular e o figado foi e armazenado em freezer -80° C, para as andlises bioquimicas. Durante todo periodo de
exposicdo a NP-TiO,, os parametros da agua (oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade e salinidade) foram
mensurados com auxilio de sonda multiparametro (Hanna HI9828) a cada 24 horas (Tabela 1). Os valores mantiveram-se, de
modo geral, dentro dos parametros ideais estabelecidos pela ABNT NBR 15088, assim, nds consideramos que as variaveis ndo

influenciaram nos resultados.
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Tabela 1. Valores dos parametros abi6ticos da agua durante a realizacdo dos testes de exposigdo aguda (48 e 96 h) de tilapias,
Oreochromis niloticus, a diferentes concentragdes da nanoparticula de dioxido de titanio (NP-TiOy).

An* « A =
Concentragdo pH Temperatura Condutividade Salinidade Oxigenio
NP-TiO; (°C) (mS.cm™) (%/00) dissolvido
(mg.L) ' (mg.L?)

0 (CTR) 7,2+0,3 24,3+0,2 387,0+£29,9 0,2+0,.1 51+04

1 7004 24,3+0,3 375,4+£ 20,0 0,2+0,0 5,4+0,7

5 7,0+0,3 24,4+0,2 415,3+81,8 0,2+0,0 59+0,1

10 6,9+0,3 24,3+0,2 542,3+ 26,4 0,2+0,1 59+0,1

50 6,9+05 24,4+0,2 438,8 £ 25,1 0,2+0,0 5,3+0,7

*Concentragdo nominal. Valores expressos como média * desvio padrdo de cinco medidas: 0, 24, 48, 72 e 96 h ap6s o inicio da exposicdo
aguda. Fonte: Autores.

2.3 Determinagéo dos biomarcadores: catalase e glutationa S-transferase

Para a determinacdo dos biomarcadores bioguimicos, as amostras de figado foram pesadas e homogeneizadas na
proporgdo de 1:10 (m/v) em tampdo fosfato de potéssio (Tris-HCI, 50 mM, 0,15 M KCI, pH 6,8). O homogeneizado do foi
centrifugado durante 25 minutos (4° C) a 12.300 g. Apds esse procedimento, o sobrenadante foi separado e congelado a -80° C,
para posterior determinacéo da atividade das enzimas CAT e GST.

A atividade da CAT (umol H,O2 min™ mg.pt™") foi determinada com base na degradagédo do H,O, exdgeno pela CAT,
gerando como subproduto a H>O e O (Aebi, 1984). As leituras foram realizadas no espectrofotbmetro UV/Vis (software
Reaction Kinetics) em cubetas de quartzo e comprimento de 240 nm. A atividade da GST (nmol CDNB min™! mg pt™') foi
determinada com base na catalisagdo da reacdo de conjugacdo do substrato 1-26 cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a
glutationa reduzida, no comprimento de 340 nm em cubetas de acrilico (Keen, Habig & Jakoby, 1976). A concentragdo de

proteina total hepéatica foi mensurada utilizando-se kit comercial (Interkit®).

2.4 Anélise estatistica

A atividade da CAT e GST foi comparada estatisticamente pelo teste paramétrico ANOVA two way, onde foram
utilizadas duas variaveis: tempo de exposicdo e concentracdes de NP-TiO, com posterior teste de Tukey. As analises foram
realizadas com o auxilio do programa Past versdo 2.17 C. Na ocorréncia de variacbes entre as médias (p< 0,05) o teste de

TUKEY foi aplicado para identificar os grupos que se distinguem.

3. Resultados e Discussao

O mecanismo de toxicidade da NP-TiO, para os organismos pode ser descrito em trés aspectos: (1) Producdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) apds a indugdo de pares radicais livres na presenca de irradiagdo UV; (2) Fluxo de
citoplasma e ligacdo da NP-TiO; a organelas intracelulares e macromoléculas bioldgicas, ap6s danos as membranas celulares
e; (3) Danos na parede celular e peroxidacéo lipidica da membrana celular causada pela fixacdo de células da NP por forca
eletrostatica, devido a grande area superficial (Hou et al., 2019).

Esse dano oxidativo, devido a presenca das NPs, pode ser neutralizado pelo sistema de defesa antioxidante e por
mecanismos de reparo, que inclui enzimas que regulam os intermediérios reativos produzidos nas células (Paital, 2018). A
enzima superdxido dismutase catalisa a dismutacéo do radical superéxido (O2) em O, e H,O; enquanto que, a catalase (CAT)

catalisa a converséo de H,0,, que é toxico para as células em HO e O, (Benavides et al., 2016).
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Em nosso trabalho, ndo observamos variagdo significativa (F=1,04 e p=0,45) na atividade da CAT no figado das
tilapias expostas durante 48 h as diferentes concentraces da nanoparticula de TiO, A atividade da CAT também ndo variou
em relacéo ao grupo controle (CTR), onde os animais foram expostos somente a dgua de dilui¢do (Figura 1). Entretanto, ap6s
96 horas de exposicdo, a atividade da CAT foi significativamente maior (F=13,03 e p=0,00) nos animais expostos as
concentraces as maiores concentragdes (10 e 50 mg.L?) da NP-TiO;, quando comparada com o grupo CTR e as

concentraces de 1 e 5 mg.L 1 de TiO,,

Figura 1. Atividade da catalase (CAT) hepética de tilapia (O. Niloticus) expostas a 0 (controle), 1, 5, 10 e 50 mg.L? da
nanoparticula de TiO, ap6s 48 e 96 horas de exposicdo. Valores apresentados como média e desvio padrdo. Letras iguais
indicam valores sem diferenca significativa (p>0,05) e letras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
Letras maiusculas referentes a diferenca entre as concentrac@es, letras mindsculas diferencga referente ao tempo de exposicao

dentro do mesmo grupo. (*) indica diferenca significativa entre o grupo controle.
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Fonte: Autores.

Em nosso trabalho, comparando-se o tempo de exposigdo, nas concentragdes de 10 e 50 mg.L* de TiO; a atividade da
CAT foi significativamente maior (t=-6,35 e p=0,00; t=-3,10 e p=0,005) nos animais expostos durante 96 h a nanoparticula.
Entretanto, esses valores ndo diferiram significativamente entre si (Fig. 1).

Assim, podemos inferir que a exposicdo mais curta (48 h) ndo foi capaz de induzir a atividade da CAT nas O.
niloticus testadas, mesmo quando expostas as maiores concentragdes. Resultado semelhante foi descrito por Hao et al. (2009),
que s6 observaram o aumento na atividade da CAT hepatica de carpas (C. carpio) expostas a 10 e 50 mg.L* da NP-TiO, ap6s
96 h de exposigdo. A exposicdo aguda de 48 h as concentragdes de 1, 5, 10 e 50 mg.L™* NP-TiO, também néo provocaram
variacdo significativa na atividade da CAT hepética de peixes da espécie Prochilodus lineatus (Carmo et al., 2019). Dessa
forma, curtos periodos de exposicdo a NP-TiO,, mesmo em concentragcGes mais altas, parecem ndo interferir na atividade da
CAT hepética.

Além do tempo de exposi¢do, a concentracdo da NP é um fator importante e interferente na atividade das enzimas.
Xiong, Fang, Yu, Sima & Zhu (2011) ndo observaram variacdo na atividade da CAT hepatica de zebrafish (Danio rerio)
expostos a 5 mg.L ™ NP-TiO; e sugerem que a concentracdo testada, mesmo durante 96 h, foi baixa para gerar EROs suficientes
e ativar o sistema de defesa antioxidante. O mesmo pode ter ocorrido nas tilapias testadas em nosso trabalho, visto que, néo

observamos variagdo significativa na atividade da CAT hepatica dos animais expostos as concentracdes de 1 e 5 mg.L™ de NP,
5
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mesmo durante 96 h. Diferente de nossos resultados, Varela-Valencia et al. (2014) evidenciaram que mesmo em baixas
concentragdes (0,1 mg.L* de NP-TiO, via intraperitonial), ocorre aumento nos niveis de transcricio do RNAm de CAT
hepatica de O. niloticus. Porém, cabe salientar que a via de administracdo foi diferente da testada em nosso trabalho. Na agua
as NPs-TiO, podem sofrer agregacao, que consequentemente leva a sua precipitagao e reduz a disponibilidade das NPs. Carmo
et al., (2018) relataram uma reducdo de aproximadamente 62 % na concentracdo de NPs-TiO disponiveis na dgua apds 24 h.

A principal funcdo da CAT € diminuir a toxicidade do peroxido de hidrogénio (H.0,) através da quebra dessa
molécula em agua e oxigénio. Assim, exposi¢do a altas concentracdes de NP-TiO, podem estar relacionadas com a menor
atividade da CAT observada nas tilapias, mesmo em periodos de exposicdo mais curto. Karthigarani e Navaraj (2012)
observaram menor atividade da CAT em tilapias (O. Mossambicus) expostas a 50, 75 e 100 mg.L™ de TiO; durante 48 h.
Segundo os autores, 0 TiO, pode ter inibido a atividade da CAT hepatica, devido a sua alta capacidade de acumulagdo no
figado. Embora a maioria dos estudos indique que o rim é responsavel por metabolizar e/ou eliminar a NP-TiO,, Carmo et al.,
(2018) apontaram que o figado também tem um papel de destaque nesses processos.

As NP-TiO, tem uma caracteristica especifica de se ligar a enzima CAT por forcas eletrostaticas e de ligacGes de
hidrogénio, podendo, em altas concentracdes inibir a atividade dessa enzima (Zhang, Cao, Tang & Wang, 2014). A reducédo da
atividade da CAT ndo foi observada em nosso estudo, porém, cabe ressaltar que as concentracdes testadas em nosso trabalho
foram menores que as testadas por Karthigarani e Navaraj (2012). A reducédo na atividade da CAT também foi observada em
carpas (C. carpio) expostas a concentracfes de NP-TiO; de 2 a 4 vezes maiores que as testadas em nosso trabalho (Hao et al.,
2009).

A presenca de NPs-TiO, também pode ter um papel importante na absorcao de outros elementos, podendo influenciar
na toxicidade de outros poluentes coexistentes no ambiente aquético. Zhang et al. (2007), observaram um aumento de 146% da
absorcdo cadmio em carpas (C. carpio) expostas a NPs-TiO,. Segundo os autores, a grande area de superficie, estrutura
cristalina e reatividade de algumas nanoparticulas pode facilitar o transporte de substancias tdxicas poluentes no meio
ambiente. Assim, as NPs podem atuar como transportador desses metais que podem se acumular no animal. Zhang et al.
(2018) observaram que em sistemas aquaticos naturais a alta concentracdo de NP-TiO, pode aumentar a toxicidade de outras
nanoparticulas, como a NP de prata. Em duas espécies de peixes (C. auratus e C. carpio), 0os metais cromo, ferro e niquel
enriquecidos com TiO, também foram responsaveis por lesBes histopatoldgicas, alteragBes comportamentais e estresse
oxidativo, caracterizado por alteragdes significativas nas atividades da CAT (Pirsaheb et al., 2019).

Diferentemente da CAT, j& nas primeiras 48 h de exposi¢do a NP-TiO, nds observamos uma variacéo significativa na

atividade da GST hepatica dos peixes expostos a nanoparticula (Figura 2).
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Figura 2. Atividade da enzima hepatica glutationa S-transferase (GST) de tilapia (O. Niloticus) expostas a 0 (controle), 1, 5,
10 e 50 mg.L* da nanoparticula de TiO apds 48 e 96 horas de exposicdo. Valores apresentados como média e desvio padréo.
Letras iguais indicam valores sem diferenga significativa (p>0,05) e letras diferentes indicam valores estatisticamente
diferentes (p<0,05). Letras maiGsculas referente a diferenca entre as concentragdes, letras minusculas diferenca referente ao

tempo de exposicdo dentro do mesmo grupo. (*) indica diferenca significativa entre o grupo controle.
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Fonte: Autores.

A atividade da GST foi significativamente menor (F=10,29 e p=0,00) nos animais expostos a 1, 5 e 50 mg.L* de TiO,
quando comparado com o grupo CTR. Entretanto, a atividade nos animais expostos a 10 mg.L™ de TiO, ndo variou em relagéo
ao controle. A variacdo na atividade da GST observada nas tilapias logo nas primeiras 48h de exposi¢do, pode estar
relacionada a rapida ativacdo dessa enzima. Segundo Varela-Valencia et al. (2014), o pico da expressdo génica da GST
hepética em O. niloticus ocorre nas primeiras 6 h de exposi¢do, com subsequente reducdo na atividade até as 24 h. Como em
nosso trabalho a atividade da GST hepética foi determinada apds 48 h de exposicdo, provavelmente esse comportamento
inicial na ativacdo da GST ndo foi detectado.

A enzima GST também apresenta importancia no processo de defesa do estresse oxidativo, visto que, protegem
proteinas, lipidios e 0 DNA da oxidagdo (Benavides et al., 2016). A GST é uma importante enzima de biotransformacéo de
fase I, e constitui a segunda linha de defesa contra a toxicidade causada pelos oxidantes. Ela atua conjugando xenobidticos,
incluindo os aldeidicos produzidos durante a lipoperoxidacdo, com a glutationa na forma reduzida (GSH) tornando-o0s mais
polares e facilitando a remocéo intracelular (Canli, Dogan & Canli, 2018). Assim, a GST hepética é conhecida por seu
importante papel na defesa do organismo contra danos oxidativos nas células.

Na exposicdo de 96 h, a atividade da GST variou significativamente somente nos animais expostos a 50 mg.L* de TiO; (Figura
2), sendo esta, maior quando comparada com as demais concentragdes e seu grupo CTR (F=12,38 e p=0,00). Nas demais
concentragdes testadas, n6s ndo observamos diferencas significativas entre os tratamentos.

Segundo Bobori et al. (2020), a presenca da NP-TiO; pode ativar um mecanismo comum que envolve a estimulacéo
do sistema imunoldgico com a producdo de EROs, danos na membrana lisossomal, carbonilagdo de proteinas, peroxidagdo
lipidica, danos ao DNA e apoptose. O sistema antioxidante é capaz de neutralizar o H,O; e outras EROs formadas pelas NPs e,
consequentemente, proteger o organismo do estresse oxidativo.

Na comparagdo entre o0 tempo de exposi¢do, observamos que a atividade da GST hepatica foi significativamente
maior nos animais expostos durante 96 h a NP-TiO,, quando comparados com os valores obtidos nos animais expostos as

mesmas concentragdes durante o periodo de 48 h (Figura 2). Cabe salientar que, a atividade das enzimas antioxidantes, como a
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GST, pode aumentar ou ser inibida sob estresse quimico, indicando que ndo ha uma regra geral para a atividade dessas enzimas
(Cheng, Zheng, Li, Richardson & Lam, 2001; Hou et al., 2019).

A redugéo da atividade da GST também foi observada no tecido muscular de O. niloticus em expostas a 2 mg.L* de NP-ZnO
durante 7 dias, sendo essa reducdo mais acentuada apds 14 dias de exposicdo (Canli et al., 2018). Entretanto, as mesmas
concentragdes testadas em nosso trabalho ndo provocaram alteragdo na atividade da GST de curimbas (P. lineatus) expostos a
48 h a NP-TiO; (Carmo et al., 2019).

O tempo prolongado de exposicdo a altas concentraces parece ter um resultado diferente. A maior atividade da GST
observada nas tilapias expostas a 50 mg.L* de NP-TiO; pode estar relacionado a um mecanismo compensatdrio ao estresse
oxidativo, devido ao aumento em sua sintese, ao longo da exposicdo a NP (Abdelazim, Saadeldin, Swelum, Afifi & Alkaladi,
2018). Carmo et al. (2018) também observaram maior atividade da GST hepatica em P. lineatus expostos a 10 e 50 mg.L* de
NP-TiO; durante 14 dias. Sabe-se que a sintese de GST pode aumentar devido a um mecanismo adaptativo ao estresse
oxidativo, o que pode explicar nosso resultado (Zhang, Sun, Zhang, Niu, Chen & Crittenden, 2007). A maior atividade da GST
também foi observada em outras duas espécies de peixes, D. rerio e C. auratus, expostas a 10 e 100 mg.L™ de NP-TiO, durante
7 dias (Diniz et al., 2013). Entretanto, apds 21 dias de exposicao os autores observaram reducdo significativa na atividade da
enzima para ambas as espécies. Resultado semelhante foi observado em carpas (C. auratus) expostas a 100 mg.L* da NP-ZnO
(Benavides et al., 2016). A reducdo da atividade da GST pode estar relacionada com a diminuigdo da sintese de GST por
estresse severo, devido a concentracao dessas nanoparticulas em tecidos alvo, como o figado. O estresse oxidativo severo pode
suprimir suas atividades devido a uma perda de mecanismos de resposta ao estresse induzido (Zhang et al., 2007), resultado
geralmente observado em peixes expostos a altas concentracdes de TiO, ou durante longos periodos de exposi¢cdo. A reducdo
na atividade da GST n&o foi observado em nosso trabalho, provavelmente devido ao tempo de exposicdo (4 dias), indicando
que, durante esse periodo, o figado parace ser capaz de produzir a GST para combater as EROs.

A maior atividade da GST também foi observada em outros animais aquaticos expostos a NP-TiO,;, como em
moluscos bivalves Mytilus galloprovincialis (Canesi et al., 2010) e Mytilus coruscos (Huang et al., 2018), em microcrustaceos
Daphnia magna (Kim, Klaine, Cho, Kim & Kim, 2010) e em diferentes 6rgdos de mamiferos (Kang, Kim, Lee & Chung,
2008). Isso pode indicar que a ativacdo do mecanismo de resposta antioxidante funcione de maneira semelhante para
vertebrados e invertebrados. Além disso, segundo Bobouri et al. (2020) a NPs-TiO,, parecem ativar um grupo de moléculas
gue sd0 comum para animais aquaticos e terrestres, implicando a existéncia de um mecanismo conservado. Ainda em nosso
trabalho, ndo observamos diferenca significativa entre os resultados do grupo CTR (48 e 96 h) e ndo houve mortalidade dos
animais durante os testes. Assim, podemos concluir que os peixes representam um modelo biolégico relevante na area da
nanoecotoxicologia, visto que, os resultados podem ser extrapolados para os mamiferos. Aparentemente, as nanoparticulas de
TiO, causam efeitos semelhantes em peixes e ratos, sendo o figado o tecido mais afetado (Zhang et al., 2018). Além disso, as
respostas da atividade das enzimas CAT e GST se mostraram bons biomarcadores, podendo ser utilizadas para avaliacdo dos

efeitos das NPs- TiO; sobre os peixes.

4. Concluséo

Em nosso trabalho, a exposicao de tilapias (O. niloticus) &s concentragfes de NP-TiO- testadas foram capazes de
provocar alteragcdes significativas na atividade dos biomarcadores avaliados. Além da concentracdo, o tempo de exposicdo a
nanoparticula parece influenciar na resposta das enzimas, aumentando sua atividade.

Esses resultados sdo importantes, pois, contribuem para o conhecimento do impacto final dos hanomateriais na sadde
e no meio ambiente, bem como, sua interferéncia nos processos metabdlicos dos animais. No entanto, sdo necessérias mais

informagdes sobre os efeitos das NP-TiO; por periodos mais longos de exposi¢do, se quisermos entender a vias bioquimicas
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pelas quais as nanoparticulas sdo metabolizadas. Dessa forma, estudos complementares com a avaliagdo da exposicao cronica

serdo realizados com objetivo de elucidar os efeitos da exposigéo de peixes as NPs.
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