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RESUMO 

 

O aumento da comercialização de nanopartícula de prata (AgNP), devido sua ampla atividade 

antimicrobiana, torna sua exposição no meio ambiente preocupante, pois seu risco potencial é 

em grande parte desconhecido. Essa nanopartícula possui várias vias de exposição ao 

organismo vivo, podendo interagir com macromoléculas. O uso de biomarcadores 

enzimáticos tem recebido destaque, pois refletem os efeitos tóxicos de xenobióticos em 

ambientes naturais. Dentre estes, as colinesterases (ChEs) têm tomado espaço em pesquisas 

ecotoxicológicas e farmacológicas, pois atua no sistema nervoso central e periférico.  Diante 

disto, o objetivo deste estudo foi purificar e caracterizar a acetilcolinesterase (AChE) de 

Zebrafish (Danio rerio) e avaliar seu efeito, juntamente com a catalase, como biomarcador de 

nanopartícula de prata, através de ensaios sub-letais utilizando como organismo alvo, o 

Zebrafish e a Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus). A caracterização da colinesterase 

cerebral e muscular de Zebrafish apresentou parâmetros físicos-quimicos (pH básico e 

temperatura ~ 30°C) e cinéticos (  
   

de 0.191 e 0.230 mM, respectivamente) próximos, 

exceto para a especificidade por inibidores, na qual identificou que apenas o tecido cerebral 

tem a AChE, enquanto o muscular possui as duas colinesterases: a AChE e BuChE 

(butirilcolinesterase). A purificação de AChE cerebral de Zebrafish apresentou fator de 

recuperação de 3.86 e uma subunidade representativa de 76 kDa. Os estudos ecotoxicológicos 

apresentaram alterações na atividade da ChE e Catalase (CAT) de Tilápia do Nilo e Zebrafish 

após exposição de 96h de diferentes concentrações de AgNP e alterações morfológicas na 

brânquias de Zebrafish também foram observados. A AChE muscular foi mais sensível a 

AgNP que a AChE cerebral, apresentando redução de 37.3% na atividade para Zebrafish e 

52% para Tilápia, após exposição a maior concentração de AgNP. E a CAT de brânquias 

também foi mais sensível a AgNP que a CAT hepática, com redução de 67.4% na atividade 

para Zebrafish e 50% para Tilápia. Estes resultados mostram que essas espécies podem ser 

usada como bioindicador eficiente para investigar a toxicidade de AgNP a nível molecular e 

histopatológico. Este trabalho pode esclarecer e orientar estudos de purificação e aplicação de 

AChE como biomarcador de nanopartícula. 

 

 

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Nanopartícula de prata. Ecotoxicidade. Danio rerio. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The increasing commercialization of silver nanoparticle (AgNP), due wide antimicrobial 

activity, makes its exposure in the environment of concern, as its potential risk is largely 

unknown. This nanoparticle has several pathways of exposure to a living organism and can 

interact with macromolecules. The use of enzymatic biomarkers has been highlighted because 

its reflects the toxic effects of xenobiotics in natural environments. Among these, 

cholinesterases (ChEs) have taken place in ecotoxicological and pharmacological research, as 

it acts on the central and peripheral nervous system. Therefore, the aim of this study is to 

purify and characterize acetylcholinesterase (AChE) of Zebrafish and to evaluate its effect, 

together with catalase, as an AgNP biomarker, through sublethal assays using as target 

organism, Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) and Zebrafish (Danio rerio). The 

characterization of brain and muscle ChEs Zebrafish showed similar physicochemical (basic 

pH and temperature ~ 30°C) and kinetic parameters (  
   

of 0.191 e 0.230 mM, respectively), 

except for inhibitor specificity, in which it identified that only brain tissue has AChE, while 

muscle has both cholinesterases, AChE and BuChE (butyrylcholinesterase). Purification of 

brain AChE of Zebrafish showed a recovery factor of 3.86 and a representative subunit of 76 

kDa. The ecotoxicological studies showed changes in ChEs and catalase (CAT) activity of 

Nile Tilapia and Zebrafish, after 96h exposure of different AgNP concentrations and 

morphological changes Zebrafish gills were also observed. Muscle AChE was more sensitive 

to AgNP than brain AChE, showing a 37.3% reduction in activity for Zebrafish e 52% for 

Tilapia, after exposure to higher AgNP concentration. And gill CAT was also more sensitive 

to AgNP than hepatic CAT, showing a 67.4% reduction in activity for Zebrafish and 50% for 

Tilapia. These results show that these species can be used as an efficient bioindicator to 

investigate the toxicity of AgNP in molecular and histopathology level. This work can clarify 

and guide studies of purification and application of AChE as nanoparticle biomarker. 

 

 

Keywords: Acetylcholinesterase. Silver Nanoparticle. Ecotoxicity. Danio rerio. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O termo "nanotecnologia" refere-se às tecnologias que têm uma dimensão da ordem de 

≤100 nm e estão presentes no nosso dia-a-dia. Essas tecnologias foram introduzidas a década 

buscando aumentar a eficiência de vários processos físicos e químicos. As nanopartículas de 

prata (AgNPs) têm recebido atenção considerável devido suas propriedades antimicrobianas, 

sendo amplamente utilizadas em tecidos e vestuários (PERELSHTEIN et al., 2008), 

catalisadores (DONG et al., 2015), sensores (HOYOS et al., 2017) e como carreadores de 

fármacos (IVANOVA et al., 2018). 

 Devido a gama aplicação de AgNP como agente antimicrobiano, há uma expansão de 

sua síntese seja na forma de pó, incorporada a outros materiais ou em suspensão. A forma e o 

tamanho dessas nanopartículas (NPs) podem influenciar na sua ação bactericida. A depender 

de seu tamanho podem penetrar em membrana celular de bactérias como Escherichia coli e 

devido a reação de oxidação causada por AgNP, prata livre pode ser gerada continuamente, 

podendo causar desnaturação, inibição de proteínas e geração de espécies reativas de oxigênio 

(ERO’S) (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).  

Quina (2004) destaca a crescente preocupação em relação às potencialidades negativas 

da nanotecnologia para o meio ambiente e/ou para a saúde humana. O impacto ambiental 

causado por NPs ainda é pouco conhecido e pesquisas sobre as possíveis consequências 

ambientais resultante de sua produção e descarte são importante para contribuir no 

estabelecimento de legislação pertinente (JONER et al., 2008). Como o ambiente aquático é o 

mais propenso a ser afetado por NPs, há uma necessidade crescente em identificar e avaliar o 

potencial tóxico desses xenobióticos através de organismos aquáticos (PASCHOALINO et 

al., 2010).  

 Diante deste cenário, vem se tornando importante caracterizar os efeitos de AgNPs 

visto que dependendo  de suas características físico-químicas, essas partículas induzem 

diferentes efeitos ecotoxicológicos  em espécies não-alvos. Em termos ecotoxicológicos, os 

biomarcadores são definidos como alteração a uma resposta biológica, desde mudanças 

moleculares a comportamentais que reflete os efeitos tóxicos dos xenobióticos em ambientes 

naturais. Dentre a classificação do biomarcadores como forma de monitoramento de 

ambientes aquáticos, os enzimáticos têm se destacado, pois visa à quantificação da atividade 

catalítica de enzimas que desempenham papel-chave em processos fisiológicos podendo estas 

terem suas atividades aumentadas, induzidas ou inibidas após a exposição a xenobióticos 

(OLIVEIRA, 2014).  
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As Colinesterases (ChEs) são serina hidrolases que envolvem dois tipos: 

acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8). AChE tem 

seletividade para acetilcolina (ACh), enquanto BuChE é menos seletiva, hidrolisando 

acetilcolina  e butirilcolina. A AChE é a enzima chave do sistema nervoso central (SNC) e 

catalisa a hidrólise do neurotransmissor acetilcolina (VENTURA et al., 2010; ČOLOVIŠ et 

al., 2013). Os inibidores da AChE podem causar bioacumulação do neurotransmissor, alterar 

a homeostase do sistema neural e interromper a transmissão nervosa (FULTON; KEY, 2001). 

As formas moleculares da AChE também possuem papéis catalíticos e não-catalíticos 

(SOREQ; SEIDMAN, 2001). Estudos mostraram que as diferentes isoformas da AChE 

podem ter diferentes propriedades catalíticas (KRAČMAROVÁ et al., 2015). 

As enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa 

Peroxidase (GPx) que também são utilizadas como biomarcadores, controlam o estresse 

oxidativo para manter a homeostase celular, com reações consecutivas de degradação de 

espécies reativas, causado principalmente por excesso de radicais peróxido ( 2O2) e 

superóxido (●O2) (VIEIRA et al., 2009; TEE et al., 2016; PRADHAN et al., 2016; 

IGHODARO; AKINLOYE, 2017).  

O uso do peixe como modelo experimental tem aumentado em muitos campos de 

pesquisa, como toxicologia ambiental, pesquisas genéticas, biomedicina, neurobiologia, 

endocrinologia e ecologia por serem sensíveis. NPs são tóxicos para os animais aquáticos, 

como peixes, Daphnia e para os organismos unicelulares (NOWACK; BUCHELI, 2007).  

Informações limitadas demonstram que AgNPs causam citotoxicidade, estresse oxidativo e 

respostas inflamatórias em organismos aquáticos (KALBASSI et al., 2011; ZHANG et al., 

2016). 

A Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) é utilizada como um modelo bem 

estabelecido para pesquisas toxicológicas, pois é uma espécie introduzida em 1971 no 

Nordeste brasileiro, e difundido no mercado consumidor em todo país (AYROZA, 2009; 

ALMEIDA et al., 2002; YEŞILBUDAK; ERDEM, 2014).  

O Zebrafish (Danio rerio) é outro modelo também utilizado em muitos campos de 

pesquisa, como biologia do desenvolvimento, neurobiologia, imunologia e toxicologia. Uma 

característica importante desta espécie é o fato de que seu genoma tem sido totalmente 

sequenciado e apresenta cerca de 70% de homologia com o genoma humano (HOWE et al., 

2013). Também foi demonstrado que os principais tecidos e órgãos do Zebrafish 

compartilham muitas características com os humanos em níveis anatômicos, fisiológicos e 
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moleculares, incluindo cérebro, coração, músculos, rins e fígado (DUBIŃSKA-MAGIERA et 

al., 2016).  

Assim, o presente estudo teve dois objetivos sendo um enzimológico e outro 

toxicológico. O primeiro foi caracterizar e purificar a AChE de Zebrafish, pois, os tecidos 

apresentam esterases inespecíficas que podem contribuir para a atividade da enzima e levar a 

erros de interpretação em estudos de ecotoxicologia e também para cooperar em estudos de 

aplicação de ChEs em processos terapêuticos e de biomarcadores. O segundo foi avaliar o 

efeito toxicológico de AgNP, utilizando como espécie sentinela Tilápia do Nilo e Zebrafish 

para avaliar parâmetros bioquímicos e histopatológicos, visto que o efeito das nanopartículas 

no ambiente aquático ainda não está completamente elucidado. 

Desta forma, este trabalho foi organizado em quatro seções assim distribuídas: 

Revisão bibliográfica e referências da revisão (Seção 2), objetivos gerais e específicos do 

trabalho (Seção 3), e as demais seções foram escritos na forma de artigos, apresentando cada 

um seu objetivo, metodologia, resultados e discussões e referência: Caracterização e estudo 

cinético da acetilcolinesterase cerebral e muscular de Danio rerio (Seção 4); Purificação da 

acetilcolinesterase cerebral de Danio rerio (Seção 5); Efeito da nanopartícula de prata 

coloidal em diferentes tecidos de Danio rerio (Seção 6) e Avaliação enzimática de tecidos de 

Tilápia do Nilo exposto à nanopartícula de prata em pó (Seção 7). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Nanomateriais 

 

As nanopartículas (NPs) são uma ampla classe de materiais com dimensão de 1 a 

100nm e área de superfície específica com volume superior à 60 m
2
.cm

-3
, evidenciando a 

importância da reatividade superficial dos nanomateriais (YAH et al., 2013). Segundo a 

Business Communications Company, o mercado da nanotecnologia foi de US $ 7,6 bilhões 

em 2003 e deverá ser de US $ 1 trilhão em 2020 (SABOURIN; AYANDE, 2015). 

A classificação das NPs é dada de acordo com sua origem, sendo naturais, acidentais 

ou não intencional, fabricada ou manipulada. De acordo com sua composição, são orgânicas 

ou inorgânicas, e de acordo com suas características físicas e químicas, pode ser à base de 

carbono, metálicas, de cerâmica, semicondutores, poliméricas e à base de lipídeos (KHAN et 

al., 2017; TEJAMAYA, 2014). 

As propriedades mecânica, térmicas, magnéticas, antimicrobiana são atribuídas as 

nanopartículas devido ao seu tamanho nano, composição, estrutura de superfície, solubilidade, 

forma e agregação que as distingue dos seus equivalentes em massa que proporciona 

aplicações nas ciências ambientais, saúde e segurança. Na área de saúde, os nanomateriais são 

utilizados devido às propriedades bactericidas e fungicidas, sendo as mais conhecidas as 

nanopartículas Ag e CuO (SURESH et al., 2013). 

As NPs também podem ser empregadas em diagnóstico e terapia do câncer (BAETKE 

et al., 2015), protetores solares (SMIJS; PAVEL, 2011), detecção química e biológica (Barrak 

et al.,2016), sensor de gás (WANG et al., 2016), têxteis e fibras (RIVERO et al., 2015), 

captação de CO2 (RAMACHARYULU et al., 2015), cosméticos (RAJ et al., 2012), 

remediação de ambientes contaminados (ANJUM et al., 2016) e outras aplicações (KHAN et 

al., 2017). 

Dentre os nanomateriais, as nanopartículas metálicas em geral se destacam por sua 

versatilidade de aplicações e ampla variação de tamanho que se consegue pelo controle da 

síntese utilizada. As AgNPs representam 56% da produção global de NPs  e têm se destacado 

por ser o nanomaterial mais presente nos produtos de consumo, como ilustra a Figura 1 

(GONG et al., 2007). O banco de dados de Woodrow Wilson 

(http://www.nanotechproject.org) listou 1015 produtos de consumo onde são incorporadas 
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nanopartículas, sendo que 259 apresentam nanopartículas de prata (CASANOVA, 2010; 

MATHIAS et al., 2014).  

 

Figura 1 - Número de produtos associados a materiais específicos.  

 

Fonte: Project on Emerging Nanotechnologies, 2013 

 

2.1.1 Nanopartícula de prata 

 

As nanopartículas de prata são um dos nanomateriais mais importantes e fascinantes 

entre várias nanopartículas metálicas, por serem facilmente incorporadas em diversos 

materiais, em curativos para promover cicatrização, no interior de refrigeradores de alimentos 

para retardar deterioração, em purificadores de ar, em roupas, têxteis, recipientes de comida, 

dispositivos biomédicos, sistema de purificação de água (SOUZA et al., 2013; LI et al., 2010; 

IRAVANI et al., 2014). A figura 2 ilustra as diferentes categorias de aplicação de 

nanopartículas de prata. 
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Figura 2 - Categorias de produtos que contêm nanopartículas de prata. 

 

Fonte: adaptado de Pulit-prociak; Banach , 2016 

 

Recentes estudos mostram que os íons e as nanopartículas de prata têm uma elevada 

atividade antimicrobiana. As nanopartículas de prata são eficazes contra bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas (PRASAD et al., 2017; SALOMONI et al., 2017), vírus (LARA et 

al., 2010; LIN et al., 2017; PANGESTIKA et al., 2017) e fungos (PULIT et al., 2013; 

VILLAMIZAR-GALLARDO et al., 2016; XIA et al., 2016). 

Segundo Rai et al. (2009), o mecanismo de ação da prata está vinculado à sua 

interação com compostos do grupo tiol encontrados nas enzimas respiratórias de células 

bacterianas na qual inibe o processo de respiração. Enquanto, as AgNP atacam de preferência 

a cadeia respiratória, a divisão celular, finalmente levando à morte celular. Além disso, as 

NPs liberam íons de prata nas células bacterianas, que aumentam a sua atividade bactericida.  

As várias interações observadas entre as AgNPs e as células bacterianas estão 

ilustradas na figura 3, destacando a possibilidade de alterar a morfologia da membrana, 

interagir com proteínas de membrana, entrar na célula liberando prata (Ag) e gerar espécies 

reativas de oxigênio (ZIBAII et al., 2014). 
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Figura 3 - Possíveis interações de nano e íons de prata na célula bacteriana. 

 

 Fonte: Zibaii et al., 2014. 

 

2.1.1.1 Síntese e caracterização da AgNP 

 

As nanopartículas metálicas podem ser preparadas por diversos métodos. A 

estabilidade, o tamanho e as propriedades dessas NPs dependem do método de síntese, dos 

agentes redutores e dos estabilizadores (ABOU EL-NOUR et al., 2010). Geralmente, as NPs 

são sintetizadas por métodos físicos, químicos ou biológicos. 

 Ao contrário dos métodos físicos, o método químico se destaca por ser mais simples, 

econômico e por possuir alto rendimento e maior controle na morfologia das NPs (SARKAR 

et al., 2009). 

De acordo com Zhang et al. (2016), os métodos químicos utilizam técnicas como: 

síntese crioquímica (MOROZOV et al., 2017), ablação à laser (KIM et al., 2017), litografia 

(HAYNES et al., 2001), redução eletroquímica  (TAKEUCHI et al., 2009), irradiação à laser 

(NAKAMURA et al., 2015), decomposição térmica (GOUDARZI et al., 2016) e redução 

química  (SHENAVA, 2013). No entanto, a técnica mais simples e versátil é a redução 

química. 

A síntese de AgNP a partir da redução do metal na presença de borohidreto de sódio 

(NaBH4) é interessante pois seu uso em excesso em relação ao sal de prata atua tanto como 

agente redutor como estabilizante das nanopartículas (SOLOMON et al. 2007).  

A reação ocorre pelo consumo do NaBH4 pela redução de prata iônica a prata 

metálica, por meio da reação: 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134414000918#!
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AgNO3 + NaBH4 → Ag + ½  2+ ½ B2H6 + NaNO3 

 

O NaBH4 em excesso adere a superfície do metal reduzido fornecendo uma camada 

elétrica carregada negativamente e, por conseguinte, gerando repulsões eletrostáticas entre as 

NPs formadas, como ilustrado na figura 4 (SOLOMON et al. 2007).  

Geralmente, o tamanho das nanopartículas é controlada pela remoção da energia de 

ativação do sistema e um resfriamento prévio do agente redutor limita o crescimento das 

nanopartículas (MELO et al., 2012). 

 

Figura 4 - Representação do mecanismo de repulsão eletrostáticas das nanopartículas. 

 

Fonte: Solomon et al., 2007. 

 

Para evitar a agregação das nanopartículas, a síntese tem sido efetuada com 

estabilizadores que se adsorvem sobre as superfícies, formando uma camada que impede a 

coalescência. Os estabilizadores mais eficazes são os polímeros, polivinilpirrolidona (PVP) 

(SLISTAN-GRIJALVA et al., 2008), polivinílico (PVA) (MONTASER et al, 2016) e ácido 

poliacrílico (PAA) (DETSRI et al., 2015) que possuem cadeias orgânicas que criam um 

impedimento estérico entre as NPs. 

As propriedades físico-químicas das nanopartículas são importantes para o seu 

comportamento, bio-distribuição, segurança e eficácia. Portanto, a caracterização de AgNPs é 

importante para avaliar os aspectos funcionais das partículas sintetizadas (ZHANG et al., 

2016).  

A tabela 1 resume as principais técnicas utilizadas para determinar o tamanho, a área 

superficial, composição e as características morfológicas das nanopartículas. 
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Tabela 1 - Principais técnicas usadas na caracterização de nanopartículas.  

Técnica Aplicação/Característica 

Difração de raios-X Estrutura cristalina, tamanho da partícula 

Espalhamento dinâmico de luz (DLS) Tamanho de partículas (suspensão), distribuição 

por tamanhos 

Sedimentação por centrifugação Distribuição dos tamanhos das 

partículas/complexo 

Cromatografia de exclusão por tamanho Boa resolução, pequeno volume de amostra/lenta 

Microscopia de força atômica Boa resolução/imagens 3D, só analisa a superfície 

Área superficial específica (BET) Tamanho das partículas, área superficial, simples, 

considera as partículas como esferas 

monodispersas 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) Morfologia da superfície, tamanho das 

partículas/boa resolução 

Microscopia eletrônica de transmissão (MET) Estrutura local e morfologia 

Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X 

(EDX) 

Composição da superfície e mapeamento 

elementar 

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X 

(XPS) 

Análise química da superfície 

Fonte: Paschoalino et al., 2010. 

 

2.1.2 Efeito tóxico das nanopartículas 

 

Devido às distintas aplicações das NPs, em 2004, a Academia Real de Engenharia 

descreveu que há necessidade de investigar os impactos ambientais do emprego de 

nanopartículas (RS; RAE, 2004). A crescente utilização dessas NPs levantou preocupações 

devido ao conhecimento limitado de sua biocompatibilidade, seu impacto causado à 

organismo vivos quando liberado ao meio ambiente, seus riscos de exposição e por seu 

mecanismo de ação não estar completamente elucidado em sistemas biológicos. 

A exposição de NPs pode ocorrer por várias vias que incluem a inalação, injeção 

(subcutânea, intraperitoneal e intravenosa), a ingestão oral e pela derme (VALAVANIDIS ET 

AL., 2014).  

A depender da via de exposição, as nanopartículas podem desencadear uma série de 

respostas como, geração de espécies reativas de oxigênio (ERO’S), inflamação no tecido, 

apoptose e necrose celular (FOLDBJERG et al., 2009; COLVIN, 2003; SAYES et al. 2004). 
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As ERO’S podem inibir a atividade de enzimas, oxidar proteínas e ser genotóxico (PULIT-

PROCIAK; BANACH, 2016; SUN et al., 2013).  

Segundo Saptarshi et al. (2013), em um meio biológico, as NPs podem interagir com 

biomoléculas devido sua relação superfície-massa. Essa interação resulta em um revestimento 

proteico nas NPs, forma complexos conhecido como proteína corona e causam impacto na 

estrutura de proteínas adsorvidas e implicação geral nas funções celulares. 

Em alguns casos, a interação de NPs com proteínas leva a consequências perigosas, 

como afinidade por proteínas não-alvo e mudanças de conformação da proteína causadas por 

modificações estruturais, como descrito na figura 5. 

 

Figura 5 - Possíveis interações de NPs com proteínas causando mudanças anormais. 

 

Fonte: adaptado de Shemetov et al., 2012. 

 

A literatura fornece um número crescente de estudos sobre toxicidade (KUMAR et al., 

2012), comportamentos ambientais, ecotoxicidade e efeitos biológicos (KAHRU; 

DUBOURGUIER, 2010; RAY et al., 2009; LANONE et al., 2009), particularmente nas NPs 

mais usadas, como nanotubo de carbono (GIRARDELLO et al., 2015), dióxido de titânio 

(ZHU et al., 2011) e NPs de Prata (VAZQUEZ-MUÑOZ et al., 2017). 

Diante deste cenário, a AgNP se torna muito atraente para estudos 

toxicológicos/ecotoxicológicos e a depender de suas caracteristicias físicos-químicas, fornece 

diferentes respostas quanto aos efeitos tóxicos. A figura 6 corresponde a um levantamento 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vazquez-Mu%C3%B1oz%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28483428
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bibliográfico sobre os recentes estudos desde o benefícios da AgNP até o efeito toxico em 

ambientes aquáticos, mostrando a importância da continuidade da investigação dos possíveis 

efeitos desse nanomaterial em organismos aquáticos. 

Figura 6 - Levantamento bibliográfico no banco de dados do Scienc Direct (2016-2018) com as 

palavras chaves ‘Silver nanoparticle’, ‘Toxicity silver nanoparticle’ e ‘Aquatic toxicity silver 

nanoparticle’. 

 

     Fonte: Autor, 2019. 

 

Segundo Hyseni (2016) o impacto tóxico dos nanomateriais podem ser avaliados em 

organismos aquáticos, pois a maioria dos contaminantes liberados no ambiente são 

consumidos por esses organismos. A figura 7 ilustra possíveis comportamentos de NPs em 

ambientes aquáticos, promovendo bioacumulação em organismos não-alvos. Muitos estudos 

relatam a toxicidade das NPs envolvendo diferentes organismos aquáticos, tais como fungos, 

algas, animais invertebrados e peixes (Baun et al., 2008; BECARO et al., 2015; THWALA et 

al., 2013; SUBASHKUMAR; SELVANAYAGAM, 2014). 
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Figura 7- Exposição e potencial tóxico de nanopartículas (em amarelo) no ambiente aquático. 

 

Fonte: Bundschuh et al., 2016. 

Diferentes efeitos tóxicos causados por NPs em ambiente aquático têm sido 

reportados. Segundo Lodeiro et al. (2017), a exposição de fitoplâncton à AgNP resultou em 

comprometimento fotossintético e perda de biomassa. Jayaseelan et al. (2014) verificaram o 

efeito tóxico de nanopartículas de níquel em Oreochromis mossambicus com a redução da 

atividade de enzimas antioxidantes, apresentando possivel estresse oxidativo e alterações 

histopatológicas em diferentes tecidos do peixe.  

Ulm et al. (2015) concluíram que a AgNP induziu toxicidade e respostas ao estresse 

oxidativo em neonatos de Daphnia magna ao observar alterações nas atividades de enzimas 

antioxidantes. Zhu et al. (2012) demonstraram que nanopartículas de óxido de ferro 

provocaram toxicidade no desenvolvimento de embriões de Danio rerio, causando 

mortalidade, atraso de incubação e má formação. Yue et al. (2017) mostrou que proteínas 

extracelulares da alga Euglena gracilis e as proteínas intracelulares ou ligada à membrana do 

peixe Oncorhynchus mykiss, tais como Na
 +

/ K
+
 -ATPase, são suscetíveis à ligação de AgNP. 

 

2.2 Uso de bioindicadores 

 

Existe atualmente uma necessidade crescente de monitorar continuamente nos 

recursos hídricos, o teor e o efeito tóxico de contaminantes químicos e efluentes industriais 

descarregados nestes, visto que a biota aquática está constantemente exposta (AKAISHI et al., 

2004). O estudo com bioindicadores aquáticos é dado por espécies sentinelas, tais como algas, 

peixes, moluscos, plantas aquáticas e crustáceos que são utilizadas para monitoramento 
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ambiental, pois vem acrescentar informações a respeito da resposta biológica  que aquele 

determinado ambiente sofreu na presença de xenobióticos  advindos das atividades 

antropogênicas. 

 Os peixes representam o mais diversificado grupo de animais vertebrados, pois 

ocupam um importante papel na cadeia trófica, são amplamente documentados como 

bioindicadores sensíveis à contaminação ambiental e usados como modelo experimental em 

ecotoxicologa (LINS et al., 2010; SIQUEIRA, 2016). 

Diferentes espécies de peixe têm sido usados como modelos dos diferentes níveis 

tróficos e diferentes estratégias de alimentação para avaliar a toxicidade de nanopartículas 

metálicas (GRIFFITT et al., 2008). 

 

2.2.1 A espécie Danio rerio 

 

Nos anos de 1970, um novo vertebrado foi introduzido no cenário cientifico: o 

Zebrafish (Danio rerio) também conhecido como paulistinha (Figura 8). É um pequeno peixe 

tropical nativo dos rios da Índia e do sul da Ásia (COVERDALE et al., 2004).  

Segundo Westneat e Campbell (2013), a taxonomia dessa espécie é: 

Reino: Animalia  

    Filo: Chordata  

       Classe: Actinopterygii  

          Ordem: Cypriniformes  

                 Familia: Cyprinidae                                 

                Genero: Danio 

            Espécie: Danio rerio (Hamilton, 1822) 

 

Figura 8 - Exemplar de Danio rerio (Hamilton, 1822). 

 

Fonte: Avdesh et al. 2012. 

 

http://eol.org/users/34360
http://eol.org/pages/1/hierarchy_entries/51521761/overview
http://eol.org/pages/694/hierarchy_entries/52569917/overview
http://eol.org/pages/1905/hierarchy_entries/52592600/overview
http://eol.org/pages/3194/hierarchy_entries/52619576/overview
http://eol.org/pages/3198/hierarchy_entries/52620231/overview
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A aceitação global do Zebrafish como modelo experimental está aumentando 

gradualmente nos campos da toxicologia, ecologia, fisiologia, pesquisas biológicas e 

genéticas tanto em adultos quanto em estágios embrionários (CHAKRABORTY et al., 2016; 

COVERDALE, et al. 2004), como ilustrado na figura 9. 

Figura 9 - Crescentes publicações com Danio rerio (2010-2018). A palavra-chave ("Danio rerio") 

foi pesquisada pelo banco de dados PUBMED, NCBI. 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Segundo Chakraborty et al. (2016), o Zebrafish possui características excepcionais, 

tais como, pequeno tamanho, alta fecundidade, rápido desenvolvimento, transparência do 

embrião, sistema cardiovascular, nervoso e digestivo semelhantes aos mamíferos 

(RUBINSTEIN, 2006) e genoma totalmente sequenciado com homologia de 70% com o 

genoma humano (HOWE et al., 2013). Também foi demonstrado que os principais tecidos e 

órgãos do Zebrafish compartilham muitas características com os humanos em níveis 

anatômicos, fisiológicos e moleculares, incluindo cérebro, coração, músculos, rins e fígado 

(KALUEFF et al., 2014; SANTORIELLO; ZON, 2012). 

 O potencial do Zebrafish para modelar doenças humanas está se tornando cada vez 

mais evidente e a disponibilidade desses modelos permite uma maior compreensão do papel 

da exposição química em doenças humanas. Ao longo dos últimos anos, os pesquisadores 

demonstraram que o Zebrafish adulto é adequado para medir os efeitos da exposição a uma 

variedade de produtos químicos, incluindo medicamentos terapêuticos e tóxicos ambientais, 

observando mudanças na morfologia, fisiologia, comportamento e expressão gênica do peixe 

(DUBIŃSKA-MAGIERA et al., 2016). 
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Muitos autores têm realizado estudos de ecotoxicologia com Danio rerio. Wang et al. 

(2017) realizaram um estudo de biomonitorizaçao, onde os índices de estresse enzimático e 

resposta bioquímica foram utilizados para avaliar os efeitos do pesticida e do metal pesado no 

Zebrafish. Huang et al. (2014) observou alterações comportamentais do Zebrafish exposto ao 

pesticida deltametrina. Chen et al. (2011a) avaliaram a toxicidade crônica de TiO2 NP em 

Danio rerio e observou mortalidade, lesões de órgãos e alterações histopatológicas nas 

brânquias. 

2.2.2 A Espécie Oreochromis niloticus 

 

A Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie originária da bacia do rio 

Nilo, no leste da África, encontrada em Israel, Ásia, América do Sul e Central. Introduzida em 

1971 no Nordeste brasileiro, posteriormente difundida pelo resto do país e bem aceita no 

mercado consumidor (AYROZA, 2009). Essa espécie (figura 10) apresenta um grande 

potencial devido à sua fácil reprodução, carne branca e de alta qualidade, baixos custos de 

produção podendo inclusive ser cultivada em locais com alta salinidade e baixas temperaturas 

(VICENTE et al., 2014). 

Segundo Luna e Kesner-Reyes (2017), a taxonomia da espécie é: 

Reino: Animalia  

    Filo: Chordata  

       Classe: Actinopterygii 

          Ordem: Perciformes 

                 Familia: Cichlidae                               

                Genero: Oreochromis 

            Espécie: Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) 

 

Figura 10 - Alevino de O. niloticus. 

 

Fonte: Autor, 2017. 

 

http://eol.org/users/34360
http://eol.org/pages/1/hierarchy_entries/51521761/overview
http://eol.org/pages/694/hierarchy_entries/52569917/overview
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A figura 11 ilustra as crescentes publicações com O. niloticus. Esse peixe é utilizado 

como um modelo bem estabelecido para pesquisas toxicológicas (YOUNIS et al., 2012; 

ALMEIDA et al., 2002; YEŞILBUDAK ; ERDEM, 2014; GARCIA-SANTOS et al., 2006). 

Omar et al. (2015) utilizaram Oreochromis niloticus como bioindicador no Rio Nilo e 

identificou bioacumulação de metais no tecido muscular. Segundo Kaya et al. (2015), as 

nanopartículas de ZnO causou estresse oxidativo  em Oreochromis niloticus e bioacumulação 

nos diferentes tecidos, fígado, brânquia, intestino, rim, cérebro e músculo.  

 

Figura 11- Crescentes publicações com Oreochromis niloticus (2010-2018). A palavra-chave 

("Oreochromis niloticus") foi pesquisada pelo banco de dados PUBMED, NCBI. 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

2.3 Biomarcadores enzimáticos 

 

Em termos ecotoxicológicos, os biomarcadores são definidos como alteração a uma 

resposta biológica, desde mudanças moleculares a comportamentais que reflete os efeitos 

tóxicos dos xenobióticos em ambientes naturais. Dentre a classificação do biomarcadores 

como forma de monitoramento de ambientes aquáticos, os enzimáticos têm se destacado, pois 

visa a quantificação de enzimas que desempenham papel-chave em processos fisiológicos e 

podem ser induzida ou inibida após a exposição a xenobióticos (OLIVEIRA, 2014). Estudos 

demonstram grande interesse por biomarcadores enzimáticos (FAROMBI, et al., 2007; 

OSMAN et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013; ZANETTE et al., 2008; SABULLAH et al., 

2015; TILTON, et al., 2011). 
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As enzimas antioxidantes, Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), e 

Glutationa Peroxidase (GPx) controlam o estresse oxidativo para manter a homeostase 

celular, com reações consecutivas de degradação de ERO’s, como mostrado na figura 12 

(PRADHAN et al., 2016; VIEIRA et al., 2009). E também são usadas como biomarcadores 

para avaliar este estresse, que é causado principalmente por excesso de radicais peróxido 

(H2O2) e superóxido (
●
O2) (IGHODARO; AKINLOYE, 2017; TEE et al., 2016). A CAT é a 

única entre as enzimas degradantes de peroxido que não consome equivalentes redutores 

celulares (MALLICK; MOHN, 2000). 

 

Figura 12 - Mecanismo de ação das enzimas antioxidantes. 

 

Fonte: Leslie et al., 2013. 

 

 

As colinesterases (ChEs) também têm assumido destaque visto que assumem 

relevância nas funções neurais e tem sido inibida efetivamente por pesticidas como, 

organoforforados e carbamatos (FUKUTO, 1990; LIONETTO et al., 2013; MARTINEZ; 

CASTRO, 2006). Cajaraville et al. (2000) afirmam que a quantificação da atividade de 

acetilcolinesterase é considerada de grande interesse na avaliação dos efeitos de exposição 

para compostos neurotóxicos em animais aquáticos. 

Alguns estudos apresentam o efeito tóxico de NPs sobre a atividade de ChEs em 

espécies aquáticas. Xia et al. (2013) observou alterações na atividade de acetilcolinesterase 

cerebral em Carassius auratus expostos à NP metálica. Myrzakhanova et al. (2013) observou 

inibição da atividade da acetilcolinesterase de larva de Zebrafish exposto à NP de prata e 

sugeriu que esta inibição poderia prejudicar o sistema imune da larva. 
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2.3.1 Colinesterases 

 

As colinesterases são serina hidrolases que envolvem dois tipos: acetilcolinesterase 

(AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8). AChE tem seletividade para 

acetilcolina (ACh) enquanto BuChE é menos seletiva, hidrolisando acetilcolina  e 

butirilcolina. O grau de homologia de AChE e BuChE apresentam aproximadamente 50% dos 

aminoácidos e das estruturas terciárias globais semelhantes. BuChE tem o dobro do volume 

de AChE no sítio ativo periférico (PEZZEMENTI, et al. 2011; BENNION et al., 2013).  

A AChE é a enzima chave do sistema nervoso central (SNC) e catalisa a hidrólise do 

neurotransmissor acetilcolina. ACh  é sintetizada  no corpo da célula neural ou no axônio a 

partir de três fontes de colina: a glicerofosforilcolina, a fosforilcolina e a fosfatidilcolina. 

Como ilustrado na figura 13, uma vez sintetizada a partir da colina e acetil-Coenzima A 

(acetil-CoA) em um processo catalisado pela colina acetiltransferase (ChAT) no terminais 

axonais e devido a um fluxo de prótons, esta é transportada e armazenada em vesículas 

sinápticas. A elevação da [Ca
2+

] citoplasmático desencadeia a mobilização das vesículas e a 

direciona ao terminal sináptico, seguido de fusão das vesículas e exocitose de ACh na fenda 

sináptica que difunde-se para célula pós-sináptica se ligando aos seus receptores específicos. 

A finalização da sinapse colinérgica ocorre pela ação de AChE, essencial no sistema nervoso, 

que termina rapidamente a ação de ACh liberada na fenda através da hidrólise, gerando como 

produtos colina e ácido acético (VENTURA et al., 2010; BERG et al., 2014). 

Figura 13 - Síntese e reciclagem da ACh na Sinapse: (1) a ACh é sintetizada a partir de colina e 

acetil-CoA; (2) na  fenda sináptica, a ACh é rapidamente hidrolisada pela enzima AChE; (3) a 

colina é transportada de volta para o terminal axiônico e utilizada para a síntese de mais ACh. 

 

 Fonte: Henrique, 2013. 
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A estrutura de AChE em mamíferos é muito semelhante ao da arraia elétrica Torpedo 

california (TcAChE), e esta se localiza a uma cavidade de 20 Å de profundidade. O sitio ativo 

da AChE consiste de subsítios, tais como: bolso oxiânion, bolso hidrofóbico (sitio de ligação 

acil), sitio cátion-π (sitio de ligação da colina) e sítio aniônico catalítico (tríade catalítico) 

como mostrado na figura 14 (ZHOU et al., 2010; LEGLER et al., 2015). 

 

Figura 14 - Sítio ativo de AChE em humano (HuAChE) (PDBID1B41). 

 

Fonte: Adaptado de Bennion et al., 2013. 

 

A tríade catalítica, serina (Ser203), histidina (His447) e glutamato (Glu334) é responsável 

pela catálise do substrato ACh em etapas de acilação e desacilação (Figura 15) que só é 

possível pela estabilidade fornecida pelo bolso oxiânion e o sítio de ligação acil (ZHOU et al., 

2010). 

Figura 15 - Mecanismo de reação da hidrólise de ACh em etapas de acilação e desacilação. 

 

Fonte: Zhou et al., 2010. 
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As propriedades catalíticas dessas enzimas variam de espécie para espécie 

(MASSOULIÉ et al., 1993). AChE é predominante nos músculos e no sistema nervoso central 

na forma tetramérica e nos eritrócitos na forma dimérica, onde geralmente é acompanhado por 

um nível mais baixo de BuChE, e esta ultima tem atividade mais expressiva no fígado e no 

plasma. Essas enzimas estão distribuídas em diferentes tecidos e em diferentes formas 

moleculares solúveis ou anfifílicas. 

A molécula de AChE é composta por dois domínios: um grande domínio catalítico de 

aproximadamente 500 resíduos e um pequeno peptideo C-terminal com menos de 50 resíduos. 

A AChE é um produto de um único gene que é expresso em diferentes tecidos e em diferentes 

formas de splicing, como mostra a figura 16. O splicing alternativo no terminal 3' da AChE no 

pré-mRNA produz três variantes: a AChES ou AChET (‘synaptic’ ou ‘tailed’, principal enzima 

multimérica no cérebro e músculo),  a  AChER (‘readthrough’, forma solúvel, monomérica e é 

induzida sob estresse) e a variante AChEE nos eritrócitos (dímero ligado a 

glicofosfatidilinositol (GPI). Essas isoformas compartilham um domínio catalítico similar mas 

diferem em seu domínio C-terminal, que influencia na sua forma e localização molecular e 

confere características especificas (LIONETTO et al, 2013). 

 Moléculas de estrutura quaternária são descritas como, formas de cauda ligadas 

a colágeno e moléculas globulares sem cauda, designados como forma G e A, 

respectivamente, no qual o subscrito indica o número de subunidades catalíticas (ex. A4, A8, 

A12).   

Figura 16 - Formas de AChE e sua ancoragem na membrana. (a) formas solúveis (mono-, di- e 

tretramerica) de AChE (G1 e G2 anfifílicos  e G4 não anfifílico, respectivamente) e a forma 

monomérica (AChER). (b) formas ligadas à membrana de AChE são representadas pela forma 

G4 globular não anfifílico ancorada na membrana por meio da proteína rica em prolina 

(PRiMA) ou pela subunidade do colágeno Q.(2). Nos eritrócitos e no cérebro de Torpedo, uma 

forma dimérica hidrófobica (G2) de AChE ligado à membrana celular por meio de uma âncora 

de GPI (3).  

 

Fonte: Hicks et al., 2011. 
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A sequência traduzida de AChE de Zebrafish é 60-80% idêntica a acetilcolinesterases 

de outros vertebrados e é muito específica para os teleósteos (Bertrand et al., 2001; Howe et 

al., 2013). A literatura relata estudos cinéticos e inibidores de AChE utilizando extratos 

celulares do organismo inteiro e larvas de Zebrafish, no entanto, como na raia elétrica, a 

expressão de formas moleculares da AChE em Zebrafish é específica do tecido (BERTRAND 

et al., 2001; TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2008). As formas moleculares da AChE também 

possuem papéis catalíticos e não-catalíticos (SOREQ; SEIDMAN, 2001). Estudos mostraram 

que as diferentes isoformas da AChE podem ter diferentes propriedades catalíticas 

(KRAČMAROVÁ et al., 2015). 

Bertrand et al. (2001) sequenciaram o gene da acetilcolinesterase de Zebrafish e 

encontraram apenas um gene (ache) sem splicing alternativo nas extremidades 5 'ou 3', onde 

um exon T está disponível. Em outras AChEs de vertebrados, o terminal C é codificado por 

exons processados alternativamente, exons T, H ou S. O Exon H codifica um peptídeo 

hidrofóbico, enquanto o exon T codifica um peptídeo altamente conservado entre as espécies. 

Os monômeros solúveis (G1), dímeros (G2) e tetrâmeros (G4) são compostos de subunidades 

T. Estes resultados indicam que Zebrafish tem um único gene de ache que codifica apenas 

subunidades T e não possui um gene BuChE. 

No cérebro dos mamíferos, a maior parte da AChE está presente na forma G4 ligada à 

membrana. BuChE é expresso em células da glia e em áreas selecionadas dos sistemas 

nervoso central e periférico (WEINSTOCK; GRONER, 2008). Estas duas enzimas são 

distinguidas com base a especificidade do substrato e a sensibilidade por inibidores 

específicos (CHEN et al., 2011b).  

Os inibidores de AChE podem resultar na acumulação de neurotransmissores e mudar 

a homeostase do sistema neural. Os inibidores irreversíveis modulam os efeitos tóxicos, 

enquanto que os inibidores reversíveis desempenham um papel importante na manipulação 

farmacológica e contêm compostos com grupos funcionais distintos (carbamato, grupo 

amônio quaternário ou terciário) e também são utilizados no tratamento de várias doenças 

como a miastenia gravis, a doença de Alzheimer (DA), glaucoma, entre outros (ČOLOVIČ et 

al., 2013). 

Os carbarmatos e organofosforados são os inibidores mais utilizados para AChE, 

ambos provocam efeitos tóxicos agudos semelhantes, com diferença na estabilidade do 

complexo formado e ambos contribuem para caracterização de ChE’s em estudos de 

purificação (FORGET et al., 2002; HSIAO et al., 2004; GRIFFITHS; PRITCHARD, 1994). 
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 Os organofosforados são capazes de fosforilar o resíduo de serina em AChE de forma 

irreversível, enquanto a serina carbamilada tem menor estabilidade, pois o radical carmabil 

formado pode ser separado de AChE por hidrólise espontânea. Da classe dos carbamatos, a 

fisostigmina (ou eserina), uma amina terciária, é um inibidor não específico das colinesterases 

AChE e BuChE. Inibidores reversíveis como a fisostigmina e a rivastigmina modulam os 

efeitos tóxicos e estão sendo usados na terapia de várias doenças, como miastenia gravis, 

doença de Alzheimer (DA) e glaucoma (ČOLOVIČ et al., 2013). 

Da classe do organofosforados, o Iso-OMPA (Tetraisopropilpirofosforamida) tem alta 

especificidade para BuChE e da classe dos ambenônios, o BW284c51 (1,5-Bis(4-

alildimetilamôniofenil)3-pentanona dibrometo) é o inibidor específico de AChE 

(MOHAMED et al., 2016). As colinesterases podem ser distinguidas pela afinidade ou 

reatividade com uso desses inibidores seletivos. 

2.3.2 Catalase 

 

A catalase (oxidorredutase, E.C. 1.11.1.6) é uma enzima intracelular tetramérica com 

4 subunidades idênticas de 60 kDa cada, e em seu sítio ativo cada subunidade tem um grupo 

heme (cadeias polipeptidicas) e NADPH, como mostrado na figura 17 (ŚCIBIOR; 

CZECZOT, 2006).  

 
Figura 17 - Estrutura molecular da catalase de fígado de vaca, representado pelas subunidades 

A-D e pelo hemo central em destaque. 

 

Fonte: Purwar et al., 2011. 

 

As oxidorredutase desempenham um papel importante na proteção do organismo 

contra os efeitos nocivos das ERO’S, que são altamente reativas como o H2O2 quando 
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acumulado, e acredita-se que contribuem para ocorrência de doenças como o câncer, 

aterosclerose e no processo de envelhecimento. A CAT é uma enzima antioxidante que 

catalisa a quebra de H2O2 e está presente quase em todos organismos aeróbicos, que tem 

como função proteger a célula contra a oxidação, esta é encontrada no sangue, na medula 

óssea, nas mucosas, nos rins, no fígado e presente em todos peroxissomos (RODWELL et al., 

2016). A enzima usa ferro ou manganês como cofator e catalisa a degradação ou redução do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) à água e ao oxigênio molecular, completando 

consequentemente o processo de desintoxicação pela SOD. Uma enzima catalase pode 

quebrar 5.6 milhões de moléculas de H2O2 por minuto. Quando o H2O2 entra no centro ativo 

da catalase, interage com dois aminoácidos da cadeia polipeptídica da enzima: uma histidina e 

uma asparagina (IGHODARO; AKINLOYE, 2017). 

As evidências sugerem que a CAT utiliza um mecanismo de dois estágios tanto nas 

reações peroxidativas como nas catalíticas. No primeiro passo, o ferro heme da catalase 

interage com H2O2 para formar um peróxido de ferro rico em oxigênio. 

 

CAT-Fe-OH + H2O2 → CAT-Fe-OOH + H2O 

 

Este peróxido de ferro intermediário (CAT-Fe-OOH) é referido como composto I. 

Com baixas concentrações de H2O2 (<10
-6

 M), o composto I pode ser reduzido por dadores de 

hidrogênio (por exemplo, etanol ou ácido ascórbico): 

CAT-Fe-OOH + C2H5O  → CAT-Fe-OH + H2O + CH3CHO 

 

E em altas concentrações de H2O2, o composto I reage com um segundo H2O2 para 

produzem água e O2 molecular. 

CAT-Fe-OOH + H2O2 → CAT-Fe-OH + H2O + O2 

 

A catalase está presente quase em todos os organismos aeróbicos, mas o tipo de 

catalase encontrado difere de organismo para organismo. A CAT humana possui semelhanças 

estruturais à catalase de cães, ratos, Zebrafish e apontam para mecanismos fortemente 

conservados (PATNAIK et al., 2013). 

Em vertebrados, a catalase é mais concentrado no fígado, contida dentro dos 

peroxissomos, pois é o local onde a maioria dos processos metabólicos e anabólicos ocorrem 

e devido a maior quantidade de peróxidos serem gerados nesse tecido, por isso a catalase está 

mais presente no fígado para anular os peróxidos produzidos (CHATTOPADHYAY et al., 
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2007). Como a disponibilidade de oxigênio difere entre os ambientes aquáticos e terrestres, os 

peixes têm se destacado por apresentarem maior variação da atividade de catalase quando 

comparado a outros vertebrados, pois vive na condição de maior estresse de oxigênio 

(PATNAIK et al., 2013). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Purificar e caracterizar a acetilcolinesterase de Zebrafish (Danio rerio) e avaliar o 

efeito dessa enzima como biomarcador de nanopartícula de prata, através de ensaios sub-letais 

utilizando como organismo alvo, o Zebrafish e a Tilápia do Nilo.  

 

3.2 Específicos 

 

 Caracterizar a enzima AChE cerebral e muscular do Zebrafish; 

 Determinar os parâmetros cinéticos da AChE cerebral e muscular; 

 Purificar a AChE cerebral de Zebrafish; 

 Sintetizar e caracterizar a AgNP; 

 Verificar o efeito sub-letal na exposição de Zebrafish e Tilápia à diferentes 

concentrações de AgNP; 

 Analisar as enzimas AChE e BuChE (cerebral e muscular), CAT (hepática e de  

brânquias) da exposição sub-letal; 

 Realizar estudo histológico da brânquia de Zebrafish após exposição à AgNP; 
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4. CARACTERIZAÇÃO E ESTUDO CINÉTICO DE ACETILCOLINESTERASE 

CEREBRAL E MUSCULAR DE DANIO RERIO 

 

Esta seção consiste do artigo, de autoria própria, publicado na Comparative Biochemistry and 

Physiology, Part C. doi: 10.1016/j.cbpc.2019.04.005 

 

Esta seção objetiva caracterizar os efeitos físico-químico, cinéticos e inibitórios das 

atividades cerebrais e musculares da ChE de Zebrafish, pois, diferentes isoformas de AChE 

podem ter diferentes propriedades catalíticas e se os tecidos apresentarem esterases 

inespecíficas podem contribuir para a atividade dessa enzima e levar a erros de interpretação 

em estudos de ecotoxicologia. 

 

4.1 Materiais e métodos 

 

4.1.1 Reagentes 

 

Ditiotreitol (DTT, ≥ 98%), ácido 5.5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, 98%), iodeto de 

acetiltiocolina (ACTh, 97%), iodeto de butiriltiocolina (BCTh, 99%), albumina de soro 

bovino (BSA), dodecil sulfato de sódio (SDS, 99%), dibrometo de 1,5-bis- (4-

alildimetilamonofenil) pentan-3-ona (BW284c51), tetraisopropilpirofosforamida (Iso-

OMPA), fisostigmina (eserina, 99%) e AChE de enguia elétrica (Eletric eel, Tipo VI-S 500U, 

C3388) foram compradas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e usadas como recebidas. 

Marcador de peso molecular de proteínas (Amersham/RPN756E, GE Healthcare). 

 

4.1.2 Aclimatação dos peixes e preparação do extrato livre de células 

 

Todos os procedimentos utilizados na manutenção e sacrifício dos peixes foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) [Protocolo nº 42/2017, segue 

em anexo no Apêndice A] da Universidade Federal de Alagoas. 

Os zebrafish (2.5 ± 0.6 cm; 0.9 ± 0.3 g) foram obtidos de uma piscicultura comercial e 

aclimatados às condições laboratoriais por 7 dias em tanques de 50 L contendo água 

desclorada, à temperatura ambiente (26.0 ± 1.0°C) sob um fotoperíodo de 12 h (SILVA et. al., 
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2015). A água do tanque foi continuamente aerada de acordo com as especificações da 

Associação Brasileira de Normas Técnicas (NBR 15088/2016) e normativas da OCDE 

(203/1992), e os peixes foram alimentados com ração comerciail contendo 48% de proteína 

bruta, 3 vezes por dia. Depois disso, os peixes foram sacrificados; Cérebros e músculos foram 

removidos, imersos em nitrogênio líquido e armazenado a -20°C até serem necessários para 

os ensaios enzimáticos. 

Os extratos livre de células, de cérebro e músculo, foram preparados de acordo com 

Golombieski et al. (2008) com pequenas modificações. O tecido foi suspenso em 150 mM de 

cloreto de sódio a uma proporção de 80 mg de tecido:1mL solução e foram e homogeneizadas 

em Potter-Elvehjem. Em seguida, os homogenatos foram submetidos à sonicação (5 ciclos de 

15 segundos cada) utilizando um disruptor ultrassônico de células (ThermoFisher Scientific, 

modelo D100, Waltham). No caso do extrato muscular, o mesmo procedimento acima foi 

realizado com duas etapas adicionais: a. antes de homogeneizar em Potter, o tecido foi 

macerado em um almofariz, b. Após a etapa de sonicação, o extrato livre de células foi 

centrifugado (Sigma model 3K30, Osterode, Alemanha) a 10000 g durante 10 min a 4°C. 

 

4.1.3 Atividade enzimática e concentração proteíca 

 

A atividade de ChE foi determinada de acordo com o método de Ellman et al. (1961). 

Os substratos ACTh e BCTh foram empregados nos ensaios de AChE e BuChE, 

rspectivamente. A mistura reacional (1.5 mL) continha tampão de fosfato de potássio (0.1 M, 

p  8), 0.34 mM de DTNB, 50μL de extrato livre de células diluído e 0.5 mM de substrato. A 

atividade enzimática foi determinada pela verificação da formação do tiolato de DTNB a 412 

nm por 3 min, utilizando um espectrofotômetro UV/VIS (Perkin Elmer, modelo Lambda 2). 

A concentração proteíca foi determinada de acordo com Bradford (1976), utilizando 

albumina de soro bovino como padrão. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.1.4 Determinação do pH e da temperatura ótimos  

 

O pH ótimo para a atividade de ChE foi determinado numa faixa de pH de 4.0-9.0 

utilizando tampões de fosfato de potássio (4.0-8.5) e Tris-HCl (9.0 e 9.5). A hidrólise não 

enzimática do substrato (em pH básico) foi corrigida pela subtração de seus valores das 

atividades. A temperatura ideal foi determinada numa faixa de 20-45 °C incubando durante 10 
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min. A estabilidade térmica foi determinada incubando o extrato celular na mesma 

temperatura por 20 min seguido por 10 min de equilíbrio à temperatura ambiente. 

4.1.5 Ensaio de inibidores seletivos 

 

OS inibidores de colinesterases incluindo fisostigmina, BW284C51 e Iso-OMPA, 

foram testados. O extrato livre de células foi incubado com inibidores (0.05-1 µM) durante 15 

min em tampão fosfato (0.1 M, pH 8.0) à temperatura ambiente. A concentração de 

fisostigmina causando 50% de inibição da hidrólise da acetiltiocolina (IC50) foi determinada 

a partir da curva dose-resposta (log [inibidor] vs. [percentagem de inibição]) com o GraphPad 

Prism 6. 

4.1.6 Parâmetros cinéticos 

 

A taxa de hidrólise da ACTh no cérebro e músculo foi medida em uma faixa de 

concentrações de 0.01-3.5 mM. As constantes cinética aparente (Km
app

, Vmax
app

, Ki
app

) foram 

calculadas usando a equação Michaelis-Menten modificada de GraphPad Prism 6 (San Diego, 

EUA), quando a inibição foi observada: 

 

     
    

    [ ]

  
   

 [ ]     
[ ]

  
    

 

 

onde,  

    = velocidade aparente (µmol/min.mg de proteina);  

  
   

 = constante aparente de Michaelis (mM); 

[S] = concentração do substrato (mM);  

  
   

 = constante de dissociação do substrato aparente (mM). 

 

4.1.7 Efeitos inibitórios da fisostigmina  

Para determinar o tipo de inibição causada pela fisostigmina na AChE cerebral e 

muscular, a atividade enzimática da AChE foi quantificada usando concentrações de ACTh na 

faixa de 0.1-1.5 mM (onde não foi observada a inibição pelo substrato) e fisostigmina na 

concentração final de 0.2 µM. O inibidor foi incubado por 15 min com o extrato livre de 
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células no meio tamponante, para posterior quantificação. Os dados foram lotados em um 

gráfico duplo recíproco de Lineweaver-Burke (1/[velocidade] vs. 1/[substrato]), e as 

constantes cinéticas ki e ki' (constantes de equilíbrio para ligar a enzima e o complexo enzima-

substrato na presença do inibidor, respectivamente) foram determinadas. 

4.1.8 Eletroforese em gel de Poliacrilamida (PAGE) 

 

Os extratos livres de células, de cérebro e músculo, foram submetidos em PAGE para 

verificar a presença de bandas correspondentes às proteínas de interesse (ChEs). Foi 

preparado o extrato livre de células utilizando fosfato de potássio 0.1 M (pH 8) contendo 

Triton X-100 a 0.5% (v/v) e centrifugou-se a 10000 g durante 10 min a 4 °C. O PAGE sob 

condições desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizado utilizando gel de acrilamida 10% com 

tampão de amostra contendo 5 mM de DTT, como descrito por Silva et al. (2015). Os géis 

foram corados com a solução Coomassie Brilliant Blue (CBB, G-250). O PAGE sob 

condições não-desnaturantes (nativa) foi realizado utilizando gel de acrilamida 8%, como 

descrito por Sagane et al. (2005) com modificações adicionando 0.5% de triton X-100 aos 

géis e ao sistema tampão tris-glicina de acordo com Kim et al. (2012), e corrida em banho de 

gelo a 90 V. A nativa foi dividida em duas partes: uma delas foi corada com CBB-G250, 

enquanto a outra foi corada para atividade de AChE por incubação com 6 mM ACTh e 3 mM 

DTNB no tampão de fosfato de potássio 0.1 M (pH 8.0) à temperatura ambiente com agitação 

suave até se desenvolverem bandas de proteína coloridas como descrito por Sagane et al. 

(2005). Os pesos moleculares de proteínas foram estimados por comparação com bandas 

produzidas pelo marcador (RPN756E, Amersham). A AChE de enguia elétrica (Eletric eel) 

também foi usada para o padrão de acetilcolinesterase para o SDS-PAGE e nativa. 

4.1.9 Análises estatísticas  

 

Todos os resultados foram expressos com média±desvio e os valores médios foram 

comparados por meio de análise de variância (ANOVA) e pelo teste de Tukey para 

comparações múltiplas, com nível de significância de 0.05 (p ≤ 0.05). 

4.2 Resultados 

 

A análise da atividade de ChE em função dos substratos acetiltiocolina e 

butiriltiocolina mostrou que a ChE cerebral só exibiu atividade na presença de acetiltiocolina 
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(0.379 ± 0.023 µmol.min
-1

mg de proteína
-1

) e a ChE muscular na presença de ambos os 

substratos com valores de atividade de 0.124 ± 0.003 e 0.011 ± 0.001 (µmol.min
-1

mg de 

proteína
-1

), respectivamente. 

 

4.2.1 pH e temperatura ótimos 

 

A influência do pH, temperatura e termoestabilidade da atividade de ChE no cérebro e 

músculo de Zebrafish são mostrados na figura 18. Os maiores valores de atividade para a ChE 

cerebral e muscular foram obtidos em pH alcalino 9.0 e 8.5, respectivamente (figura 18A). A 

temperatura ótima para a atividade da ChE cerebral foi a 30 °C, enquanto a ChE muscular 

apresentou maiores valores de atividade no intervalo de 20-35°C (Figura 18B). O estudo de 

termoestabilidade (Figura 18C) mostra que a atividade da ChE cerebral permanece ativa até 

40°C e acima dessa temperatura houve uma queda acentuada nos valores de atividade 

(85.3%). A atividade da ChE muscular permanece ativa até 35°C e após esta temperatura, os 

valores diminuiram acentuadamente. 

 

Figura 18 - Efeito do pH (A), temperatura (B) e termoestabilidade (C) na atividade de ChE 

cerebral (- ● -) e muscular (- Δ -) de Zebrafish. 
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4.2.2 Ensaios inibidores seletivos 

 

A figura 19 mostra os efeitos de diferentes concentrações de inibidores seletivos 

(fisostigmina, BW284c51 e Iso-OMPA) na atividade da ChE cerebral e muscular de 

Zebrafish. A figura 19A mostra que a fisostigmina tem um efeito inibitório significativo na 
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atividade de ChE cerebral de 0.1 a 1 µM, enquanto a atividade de ChE muscular apresentou 

efeito inibitório significativo em todas as concentrações testadas. A figura 19B mostra que o 

BW284C51 tem um efeito inibitório significativo na atividade de ChE cerebral e muscular em 

todas as concentrações testadas. A 1 µM de BW284c51, a atividade de ChE no cérebro e 

músculo foi inibida em 94% e 85%, respectivamente. A atividade de ChE cerebral não foi 

afetada significativamente pelo Iso-OMPA (Figura 19C), enquanto a atividade da ChE 

muscular apresentou uma diminuição significativa nas concentrações de Iso-OMPA de 0.1 a 1 

µM. 

Figura 19 - Atividade da ChE cerebral e muscular de Zebrafish na presença das concentrações 

crescentes (0-1 µM) de inibidores seletivos: fisostigmina (A), BW284c51 (B) e Iso-OMPA (C). * 

Indica diferenças significativas, quando comparado ao controle (p <0.05). 
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A tabela 2 compara os valores de IC50 de fisostigmina obtidos para a  ChE cerebral e 

muscular de Zebrafish com AChE de outras espécies. 
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Tabela 2 - Concentração de fisostigmina que inibe 50% da atividade da colinesterase em 

diferentes tecidos. 

Espécie Tecidos IC50 (µM) Referência 

Danio rerio 

 

Cérebro 

 

0.61±0.09 Estudo atual 

Danio rerio Músculo 0.37±0.14 Estudo atual 

Oreochromis 

niloticus 

Cérebro 9.76 x 10
-4

 Rodríguez-Fuentes; Gold-

Bouchot (2004) 

 

Oreochromis 

niloticus 

 

Músculo 1.221 Rodríguez-Fuentes; Gold-

Bouchot, (2004) 

 

Colossoma 

macropomum 

Cérebro 

 

 

0.158 Silva et al. (2015) 

Cichla ocellaris 

 

Cérebro 

 

1.400 Silva et al. (2013) 

Homo sapiens Sangue 0.117 Bitzinger et al. (2016) 

Rat Sangue 0.075 Bitzinger et al. (2016) 

 

 

 

4.2.3 Parâmetros cinéticos 

 

Os parâmetros cinéticos de ChE foram medidos utilizando acetiltiocolina como 

substrato, nas concentrações de 0.01 a 3.5 mM. A figura 20 exibe um padrão não hiperbólico 

de atividade enzimática.  

Figura 20 - Cinética enzimática da ChE cerebral (- ● -) e muscular (- Δ -) de Zebrafish em 

função da concentração do substrato acetiltiocolina. Os dados reportados representam média ± 

desvio de três repetições. 

 

http://invalid.uri/
http://invalid.uri/
http://invalid.uri/
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As constantes cinéticas aparentes para os extratos cerebrais e musculares são 

mostradas na tabela 3 comparado com outros vertebrados. Os valores para as constantes de 

Michaelis-Menten,   
   

 para ChE cerebral (0.191 ± 0.024 mM) e muscular (0.230 ± 0.030 

mM) foram similares, enquanto     
   

 para a ChE muscular (0.677 ± 0.039 U / mg.proteína) 

foi maior que a ChE cerebral (0.566 ± 0.028 U / mg de proteína). A constante de dissociação 

  
   

 para a ChE muscular (3.082 ± 0.448 mM) foi menor que a ChE cerebral (5.341 ± 0.922 

mM), indicando que a ChE muscular é inibida em concentrações de substrato inferiores a ChE 

cerebral. 

 

Tabela 3 - Comparação das constantes de Michaelis-Menten (Km) e velocidade máxima de 

hidrólise (Vmax) reportadas para AChE de Zebrafish e outros vertebrados. 

Espécie Extrato Km (mM) Vmax 

(U/mg protein) 

Referência 

Oreochromis 

niloticus 

Cérebro  0.390±0.200 0.218±0.010 Assis et al. (2012) 

Oreochromis 

niloticus    

Músculo 0.499±0.100 0.411 ± 0.020 Rodríguez-Fuentes ; 

Gold-Bouchot (2004) 

Pleuronichthys 

verticalis  

Músculo 0.303 ± 0.070 0.524 ± 0.030 Rodríguez-Fuentes et 

al. (2008) 

Wistar-derived 

rats 

Cerebelo  0.077  0.026 Rocha et al. (1993) 

Carassius auratus Cérebro 0.112 ± 0.020 0.262±0.020 Shaonan et al. (2004) 

Danio rerio Cérebro 0.191±0.024 0.556±0.028 Estudo atual 

Danio rerio Músculo 0.230 ± 0.030 0.677 ± 0.039 Estudo atual 

 

4.2.4 Efeitos inibitórios da fisostigmina 

 

A figura 21 mostra o mecanismo de inibição da fisostigmina da ChE cerebral e 

muscular com um padrão típico de inibição mista. Os valores das constantes de equilíbrio na 

presença de fisostigmina para a ChE cerebral (ki 0.406 ± 0.089 µM e ki' 0.494 ± 0.046 µM) e 

ChE muscular (ki = 0.409 ± 0.029 µM e ki' 0.351 ± 0.009 µM) foram obtidos pelo gráfico de 

Lineweaver-Burke. 
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Figura 21 - Gráficos Lineweaver-Burke da ChE cerebral (A) e muscular (B) de Zebrafish na 

ausência (- □ -) e presença (- ● -) de fisostigmina. 

 

 

 

4.2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 

 

A revelação do SDS-PAGE obtidas a partir de extratos cerebrais e musculares de 

Zebrafish (figura 22A) foram típicas de extratos cerebrais e musculares que apresentam uma 

banda em torno de 50-75 kDa correspondente a ChEs de peixes. O gel nativo corados com 

CBB (figura 22B) exibiram bandas nas mesmas áreas que as bandas reveladas pela atividade 

de ChE (figura 22C). 
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Figura 22- Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) do extrato cerebral e muscular de 

Zebrafish: A) SDS-PAGE corado com CBB. Linha M: marcador, linha Ee: 25 µg de AChE da 

enguia elétrica. Linha 1 e 2: 60 µg de proteína do extrato cerebral e muscular, respectivamente; 

B) Gel nativa corados com CBB e C) Zimograma corados para atividade de AChE; na linha Ee: 

5 µg AChE de enguia elétrica; linha 1 e 2: 60 µg de proteína do extrato cerebral e muscular, 

respectivamente. 

 

4.3 Discussão  

 

Quando se utiliza uma enzima como biomarcador é necessário caracterizá-la através 

da determinação dos parâmetros cinéticos e físico-químicos de sua atividade. A ChE dos dois 

tecidos aqui estudados mostra uma preferência por acetiltiocolina como substrato e a ChE 

cerebral não apresenta atividade na presença de butiriltiocolina. 

A ChE cerebral e muscular de Zebrafish apresentaram valores aproximados para pH 

ótimo. A ChE cerebral foi 9.0 enquanto para ChE muscular foi 8.5. Esses valores são 

similares com o valor da AChE cerebral recombinante de humano encontrado por Ceylan e 

Erdoğan (2017) (pH ótimo em torno de 9.0). Em uma faixa de pH de 4.0 a 9.5, a atividade na 

presença de acetiltiocolina mostra dependência de pH para as ChEs de ambos os tecidos de 

Zebrafish. O mesmo é observado para a AChE de Eletric eel que mostra a dependência do pH 

para a atividade em uma faixa de 4.8 a 9.5 (KOMERSOVÁ et al., 2018). Nos extremos da 

faixa de pH, a atividade da ChE cai, indicando que o complexo enzima-substrato é 

influenciado pelo pH e alterações de protonação na AChE e/ou ACTh podem ser responsáveis 

por esse efeito (SABULLAH et al., 2014; KOMERSOVÁ et.al., 2018).  
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Em pH baixo, altas concentrações de prótons estão envolvidas na protonação do grupo 

imidazol da histidina (resíduo chave na tríade catalítica) presente no sítio ativo da ChE que 

pode dificultar a interação do substrato com a ChE. Em pH elevado podem ocorrer 

modificações na carga do substrato que influenciam a ligação da enzima e do substrato. 

Consequentemente, o pH baixo ou alto pode levar à inativação da ChE cerebral e muscular de 

Zebrafish. 

Relacionando a temperatura ótima para a atividade, a ChE cerebral e muscular 

apresentaram padrões diferentes. ChE cerebral exibe atividade máxima em torno de 30 °C e 

após essa temperatura diminui acentuadamente (inibição de 40% a 40 °C). AChE cerebral 

recombinante de humano mostra atividade máxima no intervalo de 20-30 °C (CEYLAN; 

ERDOĞAN, 2017) e AChE cerebral de Oreochromis niloticus em 35 °C (ASSIS et al., 2012). 

Por outro lado, a atividade muscular do ChE atinge atividade máxima dentro de um intervalo 

maior (20-40 °C). No que diz respeito à estabilidade da temperatura, a ChE cerebral e 

muscular de D. rerio apresentam um padrão semelhante e não mostra alterações na atividade 

no intervalo de 20 a 40°C. Ambas as enzimas retiveram cerca de 16 e 27% de sua atividade, 

respectivamente, após incubação a 45°C por 20 min. Assis et al. (2012) relataram que a AChE 

cerebral de Arapaima gigas e Oreochromis niloticus reteve cerca de 81 e 66% de sua 

atividade após incubação a 50°C por 30 min, respectivamente. 

Os inibidores seletivos são muito úteis para caracterizar as colinesterases, onde a 

fisostigmina é inibidor específico das colinesterases. O BW284c51 é inibidor específico da 

AChE e o Iso-OMPA é inibidor da BuChE. Extratos cerebrais e musculares de Zebrafish 

expostos à fisostigmina mostram uma relação proporcional entre concentração e inibição, 

confirmando que a atividade é devido a presença de colinesterases e não a outros tipos de 

esterases. O efeito inibitório do BW284c51 confirma que a principal atividade da 

colinesterase no cérebro e no músculo é devido a AChE. Os resultados obtidos na presença de 

Iso-OMPA não mostram nenhum efeito sobre a ChE cerebral, enquanto para a ChE muscular 

foi observado uma diminuição moderada na atividade (13 a 29%), indicando a presença de 

BuChE no tecido muscular de Zebrafish. A ChE de Dicentrarchus labrax também apresenta 

um efeito inibitório significativo de Iso-OMPA na ChE muscular, mas não na ChE cerebral 

(VARÓ et al., 2003). 

A fisostigmina é um inibidor reversível da ChE amplamente utilizado na terapia da 

doença de Alzheimer, resultando no acúmulo de ACh e aumento da transmissão colinérgica 

(COELHO FILHO; BIRKS, 2001). Este estudo mostra as diferenças na sensibilidade das 

ChEs de Zebrafish à fisostigmina no tecido cerebral e muscular. A ChE muscular apresenta 



63 

 

maior sensibilidade à fisostigmina do que a ChE cerebral, conforme indicado pelo menor 

valor de IC50. Como observado na tabela 2, a AChE muscular tem 5 e 3 vezes menos 

sensibilidade à fisostigmina do que a AChE do sangue do rato e AChE do sangue humano, 

respectivamente. Schmidt et al. (2015) também relataram que AChE de Zebrafish tem menor 

sensibilidade à inibição de organofosforados quando comparada à AChE humana e 

hipotetizou que ambas as enzimas apresentam diferenças significativas nos resíduos próximos 

na entrada da gorge. 

O gráfico de Lineweaver-Burke da cinética enzimática da ChE cerebral e muscular de 

Zebrafish na presença de fisostigmina mostra diferentes valores para a constante de equilíbrio, 

para a ligação do inibidor à enzima e ao complexo ES (enzima-substrato), indicando tipo de 

inibição mista. A ação da fisostigmina na AChE de Eletric eel mostra o mesmo tipo de 

inibição (PEROLA et al., 1997). 

 A ChE cerebral e muscular de Zebrafish adulto apresentaram valores similares para 

  
   

(0.191 ± 0.024 e 0.230 ± 0.030 mM, respectivamente) e diferentes valores de 

    
    (0.556 ± 0.028 e 0.677 ± 0.039 µmol.min

-1
mg de proteína

-1
, respectivamente).  

Valbonesi et al. (2011) observaram um padrão semelhante para os parâmetros 

cinéticos da ChE cerebral e muscular de Anguilla Anguilla. Como mostra a Tabela 3, a ChE 

cerebral de Zebrafish apresentou Km  próximo ao valor de AChE cerebral de Carassius 

auratus, que também é da família Cyprinidae. A constante cinética Km para AChE humana é 

de 0.16 mM (COCHRAN et.al, 2011), que é próximo ao valor de Km  obtido para ChE 

cerebral de Zebrafish. 

Bertrand et al. (2001) relataram um valor de Km para AChE a partir de extratos de todo 

corpo do Zebrafish (Km de 0.23 mM) que está próximo do valor de Km encontrado neste 

trabalho. Eles também descrevem a predominância de formas assimétricas juntamente com 

formas G4 nos tecidos musculares de Zebrafish e em tecidos cerebrais predomina a forma G2 

e tetrâmeros anfifílicos. Os vertebrados possuem diferentes isoformas de AChE, denominadas 

AChER, AChEH e AChET, presentes em diferentes tecidos. Em todas essas formas, o domínio 

catalítico é conservado, mas está associado aos peptídeos de C-terminais distintos 

(MASSOULIÉ et al., 2005). 

A inibição pelo substrato acetiltiocolina é uma característica comum das AChEs. Em 

concentrações mais altas, a inibição pelo substrato é observada (JOHNSON et al., 2003). 

Neste estudo, a ChE cerebral e muscular seguiram o mesmo padrão inibitório. Estudos 

estruturais com AChE de Torpedo californica mostram dois mecanismos inibitórios distintos 

para concentrações moderadas e altas de substrato (COLLETIER et al., 2006). Sob graus 
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moderados de inibição do substrato, a acetiltiocolina liga-se ao topo do gorge impedindo a 

saída rápida da colina. Sob altas concentrações de substrato, a presença de substrato impede a 

liberação de moléculas de acetato do sítio ativo. 

As revelações de SDS-PAGE obtidas de extrato cerebral de Zebrafish apresentaram 

um perfil semelhante ao relatado por Begam Shamshad et al. (2016) que também fez SDS-

PAGE com extrato cerebral de Zebrafish, incluindo bandas em torno de 60 kDa, que é tipico 

para AChEs de peixes. Bandas em torno de 50-75 kDa foram observadas no extrato muscular 

de Zebrafish. As mesmas bandas também foram observadas na ChE do cerebelo humano 

(Yang et al., 2013), AChE de Schizaphis graminum (Gao ; Zhu, 2001) e na AChE cerebral de 

Bactrocera dorsalis (Hsiao et al., 2004). O tecido cerebral e muscular mostraram perfis 

distintos das bandas ativas da colinesterase quando o gel nativa foi corado com DTNB na 

presença do substrato ACTh. O tecido cerebral apresentou uma única faixa ativa de 

colinesterase, enquanto o tecido muscular apresentou duas bandas ativas de colinesterase. 

Como o extrato livre de células musculares de Zebrafish apresentou atividades de AChE e 

BuChE, as bandas ativas podem estar associadas às duas colinesterases. 

 

4.4 Conclusão  

 

Os resultados de inibidores seletivos indicam que a AChE é a principal colinesterase 

presente no cérebro de Zebrafish adulto, enquanto que em seu tecido muscular a AChE e a 

BuChE parecem estar presentes. A colinesterase muscular apresenta maior sensibilidade à 

fisostigmina do que a AChE cerebral, confirmando a possibilidade de diferença molecular 

entre as colinesterases presentes nos tecidos cerebrais e musculares. Neste estudo, a atividade 

da AChE proveniente do cérebro de Zebrafish apresenta valores de pH, temperatura ótimo e 

constantes catalíticas para a hidrólise da acetiltiocolina próximos aos valores da AChE 

humana. Devido à importância de Zebrafish como organismo modelo para estudos em 

diversas áreas, como biologia e genética de vertebrados, desenvolvimento embrionário, 

doenças e triagem de fármacos, mais estudos são necessários visando a purificação e 

caracterização de suas ChEs cerebrais e musculares. 
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5. PURIFICAÇÃO DA ACETILCOLINESTERASE CEREBRAL DE DANIO 

RERIO 

 

Esta seção objetiva desenvolver um protocolo para purificação de acetilcolinesterase 

cerebral de Zebrafish e caracterizar por eletroforese ao comparar com AChE de Eletric eel. 

 

5.1 Materiais e métodos 

 

5.1.1 Reagentes 

 

Ditiotreitol (DTT, ≥ 98%), ácido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB, 98%), iodeto de 

acetiltiocolina (ACTh, 97%), albumina de soro bovino (BSA), dodecil sulfato de sódio (SDS, 

99%), sulfato de amônio ((NH4)2SO4), AChE de enguia elétrica (Eletric eel, Tipo VI-S 500U, 

C3388) e marcador de peso molecular de proteínas (Amersham/RPN756E, GE Healthcare) 

foram compradas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e usadas como recebidas. 

5.1.2 Aclimatação dos peixes e preparação do extrato livre de células 

 

Todos os procedimentos utilizados na manutenção e sacrifício dos peixes foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) [Protocolo nº 42/2017, segue 

em anexo no Apêndice] da Universidade Federal de Alagoas. 

Os Zebrafish (2.5 ± 0.6 cm; 0.9 ± 0.3 g) foram obtidos de uma piscicultura comercial e 

aclimatados às condições laboratoriais por 7 dias em tanques de 50 L contendo água da 

torneira desclorada livre de pesticidas, à temperatura ambiente (26.0 ± 1.0°C) sob um 

fotoperíodo de 12 h (SILVA et. al., 2015). A água do tanque foi continuamente aerada de 

acordo com as especificações da Associação Brasileira de Normas Técnicas (NBR 

15088/2016) e normativas da OCDE (203/1992), e os peixes foram alimentados com ração 

comercial contendo 48% de proteína bruta, 3 vezes por dia. Depois disso, os peixes foram 

sacrificados, o tecido cerebral foi removido, imersos em nitrogênio líquido e armazenado a -

20°C até serem utilizados para quantificação e purificação. 

O extrato livre de células, de 40 cérebros, foi preparado de acordo com Golombieski et 

al. (2008) com pequenas modificações. O extrato foi preparado com o tampão de suspensão 
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(20mM Tris-HCl, pH 7.5 com 0.1% de Triton) a uma proporção de 80 mg de tecido:1mL 

solução e foi homogeneizado em Potter-Elvehjem. Em seguida, o homogenato foi submetido 

à sonicação (3 ciclos de 15 segundos cada) utilizando um disruptor ultrassônico de células e 

centrifugação a 10000 x g durante 10 min a 4°C. 

 

5.1.3 Atividade enzimática e concentração proteíca 

 

A atividade de ChE foi determinada de acordo com o método de Ellman et al. (1961). 

A mistura reacional (1.5 mL) continha tampão fosfato de potássio (0.1 M, pH 8), 0.34 mM de 

DTNB, 50μL de extrato livre de células diluído e 0.5 mM de substrato (ACTh). A atividade 

enzimática foi determinada pela verificação da formação do tiolato de DTNB a 412 nm por 3 

min utilizando um espectrofotômetro UV/VIS. 

A concentração proteíca foi determinado de acordo com Bradford (1976) utilizando 

albumina de soro bovino como padrão. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

5.1.4 Precipitação salina  

 

Após o preparo do extrato livre de células mediu-se o volume da amostra para adição 

de sulfato de amônio de acordo com a tabela 4:  

Tabela 4 - Quantidade de sulfato de amônio para precipitação da proteína. 

  

Fonte: Wenk ; Fernandis, 2007 
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Foi adicionado sulfato de amônio em quantidade proporcional ao fracionamento de 0-

20%. O sal foi adicionado lentamente na amostra em banho de gelo até a solubilização, 

seguido de agitação em banho de gelo por 2 horas. Durante 10 minutos, a amostra foi 

centrifugada a 10000 x g e 4ºC. O sobrenadante (20-100%) foi submetido novamente ao 

mesmo procedimento para um fracionamento subsequente de 20-60%. O precipitado foi 

ressuspenso no tampão de suspensão para quantificação proteíca e enzimática.  

 

5.1.5 Cromatografia de gel filtração (Sephacryl S-100)  

 

A coluna cromatográfica foi empacotada com a resina Sephacryl S-100 e lavada com 3 

volumes de coluna de água deionizada (18 MΩ cm). Equilibrou-se com 3 volumes de coluna 

com Tris-HCl (20 mM, pH 7.5, com 0.02% de triton X-100) a uma taxa de fluxo de 0.1 

mL/min. A coluna foi carregada com 200µL de amostra (volume da resina = 47 mL) 

previamente submetido a um pico de centrifugação (HT, MCD 2000) de 14000 rpm por 1min 

à 25ºC. A taxa de fluxo foi 0.1 mL/min programado no equipamento AKTA Pure M1 (GE), as 

proteínas foram identificadas por absorção a 280 nm. Cada tubo coletou 2 mL, totalizando 30 

tubos mantidos em banho de gelo. Por fim, as amostras coletadas foi quantificadas para 

construção do perfil de eluição. As frações que continham maior atividade de AChE foram 

concentradas ao liofilizar (TERRONI, LS3000) por 24h para posterior identificação das 

bandas proteícas na eletroforese. O fluxograma abaixo (figura 23) mostra de uma forma 

resumida, o protocolo usado para purificação de AChE cerebral de Zebrafish. 
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Figura 23 - Fluxograma do protocolo de purificação de AChE cerebral de Zebrafish. 

 

 

  Fonte: Autor, 2019.  

5.1.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)  

 

As amostras proteícas concentradas foram submetidas à SDS-PAGE para verificar a 

presença de bandas correspondentes a proteína de interesse (AChE). O PAGE sob condições 

desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizado utilizando gel de acrilamida 10% com tampão da 

amostra com 5 mM de DTT, como descrito por Silva et al. (2015) e aplicado uma voltagem de 

90 V. Os géis foram corados com a solução Coomassie Brilliant Blue (CBB, G-250). Os 

pesos moleculares de proteínas foram estimados por comparação com bandas produzidas pelo 

marcador (RPN756E, Amersham) e AChE de Eletric eel (enguia elétrica) também foi usada 

para o padrão de acetilcolinesterase para o SDS-PAGE e nativa. 

 

5.2 Resultados e discussão 

 

Devido ao seu significado biológico, na neurofisiologia e como biomarcador de 

xenobióticos no meio ambiente, a AChE atrai muita atenção. A sequência traduzida de AChE 
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de Zebrafish foi 60-80% idêntica a acetilcolinesterases de outros vertebrados (BERTRAND et 

al. 2001). Como o Zebrafish é um modelo experimental muito promissor, pois além de ter 

70% de homologia do genoma humano ainda modela doenças humanas (HOWE et al., 2013; 

SIMONETTI et al., 2015), este estudo purificou a AChE cerebral de Zebrafish adulto, visto 

que a  AChE é a colinesterase principal presente no cérebro (MARINHO et al., 2019). 

O extrato cerebral de zebrafsh foi submetido a precipitação salina com sulfato de 

amônio, pois é um método de solubilidade simples e de baixo custo para a purificação e 

posteriormente feito cromatografia líquida na coluna Sephacryl S-100. A tabela 5 apresenta o 

perfil de precipitação salina do fracionamento de 20-60%. 

 

Tabela 5 - Precipitação salina com (NH4)2SO4 do extrato cerebral de Zebrafish. 

Solução 

proteica 

Ativ. 

total (U) 

Proteina 

(mg) 

Ativ. 

Especifica 

(U/mg)* 

Fator de 

recuperação 

Recuperação 

(%) 

Ext Bruto 3.43 11.48 0.29 1 100 

Fração 

20-60% 
0.99 3.28 0.30 1.01 64.58 

*U =μmol /min 

A fração 20-60% apresentou atividade específica de 0.3 U/mg, fator de purificação de 

1.01 e 64.5% de recuperação. Esta fração foi aplicada na coluna de gel filtração (Sephacryl S-

100) e apresentou perfil de eluição com a formação de apenas um pico, como mostra a Figura 

24. 

Figura 24 - Perfil de eluição para a cromatografia de AChE cerebral de Danio rerio em 

Sephacryl S-100 (1x60 cm) equilibrado com Tris-HCl (20mM, pH 7.5 com 0.02% de triton) com 

uma taxa de fluxo de 0.1 mL/min e 2 mL por fração. Absorbância a 280nm (-●-) e atividade 

AChE (-■-).  
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Foi possível separar com a coluna Sephacryl S-100 um único pico entre as frações 12 

a 15 e com boa resolução por ser um pico estreito. A fração com maior atividade e proteina 

foi do tubo 13 que permaneceu com atividade específica de 0.92 U/mg, fator de purificação de 

3.09 e recuperação de apenas 5.15 %, como apresentado na tabela 6. 

 

Tabela 6 - Dados da purificação de AChE cerebral de Zebrafish. 

Solução 

proteica 

Ativ. 

total (U) 

Proteina 

(mg) 

Ativ. 

Especifica 

(U/mg)* 

Fator de 

recuperação 

Recuperação 

(%) 

Ext Bruto 3.43 11.48 0.29 1 100 

Fração 

20-60% 
0.99 3.28 0.30 1.01 64.58 

Fracão 13  0.17 0.19 0.92 3.09 5.15 

*U =μmol /min 

A fração 13 referente ao pico do cromatrograma foi aplicada em gel de eletroforese 

(SDS-PAGE) e apresentou duas bandas, uma de aproximadante 76 kDa e outra banda difusa 

na região dos 31 kDa, como ilustrado na  figura 25. O gel corados com CBB (figura 25A) 

exibiram bandas nas mesmas áreas que as bandas reveladas com prata (figura 25B).  

Segundo Rosenberry et al. (1974), a AChE de enguia elétrica (Eletric eel)  é um 

tetrâmero composto de subunidades com pesos moleculares de 70 kDa. As subunidades 

contêm um sitio ativo e são idênticas, exceto pela variabilidade dos locais de clivagem. Os 

padrões de bandas polipeptídicas resultante da SDS-PAGE após a redução com DTT resultam 

em 4 polipeptídeos que surgem da fragmentação de uma cadeia polipeptídica única e 

diminuem em peso molecular de 75 a 23 kDa. Como mostrados na figura 24A (Ee), a  

variação aparente no peso molecular da AChE (peso molecular de 52 a 17 kDa) foi devido a 

autólise ou proteólise que pode dar origem a diferentes tamanhos de subunidades e os 

polipeptídeos menores derivam da clivagem de uma única subunidade de 70 kDa (CHEN et 

al., 1974).  

  As bandas observadas da AChE cerebral de Zebrafish (F13), de 76 e 31 kDa, foram 

próximas as bandas apresentadas por Rosenberry et al. (1974), na qual apresenta na SDS-

PAGE com uso de DTT, 4 bandas da AChE de enguia elétrica (23, 27, 50 e 75 kDa). 
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Figura 25 - Eletroforese SDS-PAGE a 10%. Gel corado com: Comassie (A) e com prata (B). As 

canaletas abaixo: (M) Marcador, (Ee) 25 μg da enzima de enguia elétrica e (F13) 15 μg da fração 

correspondente do extrato cerebral purificado de Zebrafish.  

 

A tabela 7 mostra dados da literatura com a faixa de massa molecular de 60 a 85 kDa 

para colinesterases purificadas de diferentes tecidos e espécies, acredita-se que a banda (76 

kDa) observada na SDS-PAGE (figura 24A) seja a subunidade representativa da AChE 

cerebral de Zebrafish, pois essa massa é consistente com os valores apresentados na tabela 7. 

Tabela 7- Massa molecular de subunidades de AChE de diferentes fontes. 

Espécie Fonte Massa molecular da 

subunidade (kDa) 

Referências 

Aphis gossypii  Corpo todo 63.5 Li ; Han, 2002 

Bactrocera dorsalis Cérebro 61 Hsiao et al. 2004 

Homo sapiens Cerebelo 67 Zhang et al., 1999 

Homo sapiens Eritrócito 70 Kaya et al., 2013 

Scomberomorus 

niphonus 

Cérebro 85 Zhu et al., 2006 

Prochilodus brevis Cérebro  67 Leoncini et al., 2016 

Heterorhabditis 

bacteriophora 

Corpo todo 68 Mohamed et al. 2016 

Clarias batrachus Cérebro 74 Perumal, 2006 

Japanese quail Cérebro  62.5 Son et al. 2002 
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5.3 Conclusão 

 

Os resultados apresentam que a purificação de AChE cerebral de Zebrafish obteve 

fator de recuperação de 3.09 e uma subunidade representativa de 76 kDa, próximo a banda 

específica para colinesterases de outros vertebrados. Devido à importância de Zebrafish como 

modelo experimental em diferentes áreas, mais estudos são necessários visando a 

caracterização da AChE cerebral purificada. 
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6. EFEITO DA NANOPARTÍCULA DE PRATA EM DIFERENTES TECIDOS 

DE DANIO RERIO 

 

Este capítulo objetivou avaliar a ecotoxicidade da suspensão de nanopartícula de prata 

através de efeitos sub-letais utilizando como organismo alvo Zebrafish (Danio rerio) 

avaliando alterações em biomarcadores enzimáticos e histológicas. 

 

6.1 Materiais e métodos 

 

6.1.1 Reagentes 

 

Iodeto de acetiltiocolina (ACTh; 97%), ácido 5.5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB; 

98%), albumina de soro bovino (BSA; 98%), peróxido de hidrogênio (H2O2, 35%), 

borohidreto de sódio (NaBH4), nitrato de prata (AgNO3) e polivinilpirrolidona (PVP, 

WT 10000) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis MO, USA) e usado como recebido. 

 

6.1.2 Síntese e caracterização da AgNP 

 

Para evitar que qualquer sujeira possa servir como local de nucleação e promover a 

agregação de NPs, todas as vidrarias utilizadas foram lavadas com potassa alcoólica. A síntese 

da AgNP, por método frio, consistiu em: 75 mL de borohidreto de sódio (2mM), resfriado por 

15min em banho de gelo e no escuro, em seguida 25 mL de nitrato de prata (1mM) foi 

adicionado gota a gota no borohidreto, finalizando com a adição de 7mL de PVP (0.3% m/v) 

e deixado agitar por mais 30min ainda no banho de gelo. 

A caracterização qualitativa dos AgNPs foi realizada no espectrofotômetro (UV-Vis, 

Perkin Elmer, modelo Lambda 2) numa varredura entre 200-800nm. Depois disso, a solução 

da AgNP sintetizada foi centrifugada e o AgNP precipitada foi ressuspensa com água 

deionizada em banho ultrassônico e o procedimento foi repetido por mais duas vezes para 

lavagem completa das NPs e remoção de qualquer produto solúvel. Assim, qualquer produto 

restante de prata solúvel na suspensão é considerado desprezível. 
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A concentração da suspensão de AgNP foi determinada usando um Espectrômetro 

Ótico de Emissão Atômica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES, Radial da marca 

Spectro, modelo Arcos).  

O espalhamento dinâmico de luz (DLS) utilizado para caracterização do diâmetro 

hidrodinâmico médio e o potencial zeta (ζ) da AgNP sintetizada foi realizado usando o 

Zetasizer (Malvern Instruments). A forma e o tamanho das partículas foram determinados 

pela Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), que analisou utilizando o Tecnai G2 

Spirit TWIN. As medições de partículas foram realizadas no programa ImageJ com uma 

média de pelo menos 200 contagens 

6.1.3 Obtenção da espécie e aclimatação 

 

Todos os procedimentos utilizados na manutenção e sacrifício dos peixes foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) [Protocolo nº 42/2017, segue 

em anexo no Apêndice] da Universidade Federal de Alagoas. A aclimatação e o ensaio 

toxicológico foram realizados de acordo com as especificações da Associação Brasileira de 

Normas Técnicas (NBR 15088/2016) e normativas da OCDE (203/1992). 

Os zebrafish (2.5 ± 0.6 cm; 0.9 ± 0.3 g) foram obtidos de uma piscicultura comercial e 

aclimatados às condições laboratoriais por 15 dias em tanques de 100 L contendo água da 

torneira desclorada livre de pesticidas, continuamente aerada, à temperatura ambiente (26.0 ± 

1.0°C) e sob um fotoperíodo de 12 h (SILVA et. al., 2015). Os peixes foram alimentados com 

ração comercial contendo 48% de proteína bruta, 3 vezes por dia.  

 

6.1.4 Ensaio de toxicidade sub-letal 

 

Após a aclimatação, os peixes foram transferidos para os aquários de 20L (volume útil 

de 8 L) e distribuídos em quatro grupos de dez animais cada, de acordo com a concentração 

de AgNP (0, 1, 3, 5 μg L
-1

), em triplicata. Não houve renovação da água do aquário, afim de 

se avaliar o efeito natural causado apenas com a exposição inicial da AgNP. Após 96 h de 

exposição, os peixes foram sacrificados; cérebro, músculo, fígado e brânquia foram 

removidos, imersos em nitrogênio líquido e armazenados no freezer a -20 ° C até serem 

necessários para ensaios enzimáticos. 
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6.1.5 Atividade de acetilcolinesterase 

 

Os extratos livre de células, de cérebro e músculo foram preparados de acordo com 

Golombieski et al. (2008) com pequenas modificações. O tecido foi suspenso em 150 mM de 

cloreto de sódio a uma proporção de 80 mg de tecido:1mL solução e foram homogeneizados 

em Potter-Elvehjem. Em seguida, os homogenatos foram submetidos à sonicação (5 ciclos de 

15 segundos cada) utilizando um disruptor ultrassônico de células (ThermoFisher Scientific, 

modelo D100, Waltham). No caso do extrato muscular, o mesmo procedimento acima foi 

realizado com duas etapas adicionais: a. antes de homogeneizar em Potter, o tecido foi 

macerado em um almofariz. b. Após a etapa de sonicação, o extrato livre de células foi 

centrifugado (Sigma model 3K30, Osterode, Alemanha) a 10000 g durante 10 min a 4°C. 

A atividade de AChE foi determinada de acordo com o método de Ellman et al. 

(1961). A mistura reacional (1.5 mL) continha tampão de potássio (0.1 M, pH 8.0), 0.34 mM 

de DTNB, 50 μL  do extrato diluído e 0.5 mM de substrato ACTh. A atividade enzimática foi 

determinada pela verificação da formação do tiolato de DTNB a 412 nm por 3 min, utilizando 

um espectrofotômetro UV/VIS (Perkin Elmer, modelo Lambda 2). 

 

6.1.6 Atividade de catalase 

 

Os tecidos hepáticos e de brânquias foram homogeneizadas em Potter-Elvejhem com 

tampão de fosfato de potássio (20 mM. pH 7.4 com 0.1% de Triton X-100 e 150 mM NaCl) 

em uma proporção de 1 g de tecido por 20 mL de tampão. O homogenato foi então 

centrifugado (Sigma modelo 3K30) a 10000 x g durante 10 min a 4 ° C. A atividade da CAT 

foi determinada no espectrofotômetro a 240 nm de acordo com Miron et al. (2008). A mistura 

reacional (3 mL) continha tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7.0), 7.2 mM de H2O2 e 72 

μL  do extrato diluído. A atividade da CAT foi calculada em termos de μmol  2O2 consumido 

/ min / mg de proteína. 
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6.1.7 Concentração proteíca 

 

A concentração proteíca foi determinada de acordo com Bradford (1976) utilizando 

albumina de soro bovino como padrão. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

6.1.8 Estudo histopatológico 

 

Após o sacrificio dos peixes, tecidos de brânquias (n=5), do grupo controle (0 μg L
-1

) e 

do grupo com AgNP (5 μg L
-1

) foram coletados e colocados em 10% formalina, 

imediatamente. As amostras foram desidratadas e embebidas em parafina. Foram feitos cortes 

de 5µm no micrótomo e em seguida foram corados em hematoxilina-eosina (HE). As 

alterações induzidas pela AgNP foram analisadas e fotografadas em microscópio óptico 

(Labomed Lx400). 

 

6.1.9 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas por meio de análise de variância one-way 

(ANOVA) no GraphPad 6. As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett e expressas 

como média ± desvio padrão. Um valor de p <0.05 foi considerado significativo. 

 

6.2 Resultados e discussão 

 

A caracterização das NPs é importante pois seu comportamento e efeito no ambiente 

são regidos por suas propriedades intrínsecas. O espectro da AgNP sintetizada exibiu 

absorbância máxima (λmax) à 400 nm, indicando a formação das AgNPs na suspensão. A 

concentração total de prata da suspensão de AgNP determinada pelo ICP OES foi de 6.5 mg 

L
-1

. 

O diâmetro médio do AgNP (DLS) da suspensão foi de 98 nm e, de acordo com o 

MET, a maior frequência observada para o tamanho nominal da AgNP foi de 

aproximadamente 30 nm (figura 26A), menor que o obtido na medição do DLS. Esses 

resultados podem estar relacionados ao fato de que o DLS fornece o tamanho hidrodinâmico 
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de qualquer substância em fase de solução, enquanto o MET oferece o tamanho em condições 

secas (SHARMA; ILANCHELIAN, 2014). A imagem MET (figura 26A) indica a forma 

esférica da AgNP. 

O potencial zeta foi de -26,8 mV, esse potencial indica que a AgNP foi estabilizada 

através da repulsão estérica causada pela camada do polímero (PVP) na superfície da NP. 

Valor semelhante também foi relatado por Tejamaya (2014) e sugeriu que esse valor se deve a 

um revestimento de PVP espesso. A AgNP revestida por esse polímero é mais estável em 

solução do que as NPs revestidas com outra substância, como o citrato (FARKAS et al., 

2011). O efeito toxicológico da AgNP sintetizada no Zebrafish adulto após 96 horas de 

exposição não causou mortalidade dos peixes e nem mudanças no comportamento, na natação 

e flutuabilidade. 

 

Figura 26 - Caracterização da suspensão de AgNP. (A) Diagrama da frenquência e distribuição 

normal da contagem das particulas. (B) Imagem da microscopia eletrônica de transmissão 

apresentando a morfologia da AgNP. 

 

 

 

Como a AChE regula os níveis do neurotransmissor acetilcolina nos vertebrados 

(LIONETTO et al. 2013), as alterações da atividade enzimática da AChE podem alterar 

muitas funções fisiológicas em organismos aquáticos, como locomoção e orientação (ZHANG 

et al. 2017). Este estudo quantificou e comparou pela primeira vez a atividade da AChE no 

tecido cerebral e muscular do Zebrafish adulto após exposição a diferentes concentrações de 

AgNP (figura 27). Comparado ao controle, foi observada uma diminuição significativa (20.4 e 

26.4%) na atividade cerebral de AChE para as concentrações de 3 e 5 μg L
-1

 de AgNP, 

respectivamente, como mostra a figura 27A. Para a atividade da AChE muscular, houve 

diminuição significativa (28.3, 29.5 e 37.3%) para todas as concentrações testadas (1, 3, 5 μg 
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L
-1

), respectivamente, como mostra a Figura 27B. Estes resultados mostram que a AChE 

muscular foi mais inibida pela AgNP que a AChE cerebral. Isso pode estar relacionado ao 

fato do músculo ser um tecido exposto diretamente ao meio do que o cérebro que é protegido 

pela barreira hematoencefálica. 

 

Figura 27 - Atividade especifica de AChE cerebral (A) e muscular (B) de Zebrafish após 

exposição à diferentes concentrações de AgNP por 96 h. As letras indicam diferença significativa 

(p<0.05) quando comparado ao controle, avaliado por one-way (ANOVA) e teste de Dunnett. 

 

 
 

 

Alguns estudos indicam que o potencial tóxico da AgNP pode ser atribuído pelo efeito 

da composição química (liberação de íons Ag
+
) ou pelo efeito desencadeado da morfologia 

das NPs. No entanto, alguns autores sugerem diferenças no mecanismo inibitório da AChE na 

presença de Ag
+
 livre e AgNP. No caso da prata livre (Ag

 +
), o mecanismo pode ser descrito 

como inibição irreversível do tipo misto (VINKOVIŠ VRČEK; ŠINKO, 2013), enquanto as 

AgNPs podem causar inibição reversível (ŠINKO et al., 2014). Gagné et al. (2012) revelaram 

que a toxicidade da AgNP e Ag
+
 também possui diferentes tipos de ação. A Ag

 +
 envolve a 

mobilização de metais e causa estresse oxidativo, enquanto a AgNP pode envolver outras vias 

metabólicas, incluindo inflamação e desnaturação de proteínas. 

Os efeitos inibitórios de outras nanopartículas metálicas foram descritos na atividade 

da AChE em peixes. Ng et al. (2019) observaram diminuição da atividade da AChE no 

cérebro de Oryzias latipes quando expostas a nanopartículas de dióxido de chumbo (PbO2 

NP) por 7 dias e especularam que diferentes tamanhos de NPs estão envolvidos em complexa 

biointeração com a enzima. Eles também concluíram que o PbO2 NP pode afetar o mecanismo 

cinético e dinâmico nos corpos dos peixes, causando efeitos de neurotoxicidade. Ghais et al. 
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(2019) também relataram diminuição da atividade da AChE em diferentes tecidos de 

Oreochromis mossambicus expostos a nanopartículas de cobre (15 mg L
-1

) por 6 dias e 

concluíram que as NPs causavam alterações na homeostase e efeitos deletérios. Liu et al 

(2017) relataram que Carassius Carassius exposto por mais de 6 dias a nanopartículas 

metálicas, diminuiu a atividade da AChE no cérebro e sugeriu que as NPs podem estar 

reduzindo a síntese da AChE nos neurônios, consequentemente obtendo acumulação do 

neurotransmissor na fenda sináptica e causando efeitos neurotóxicos. 

Embora, o mecanismo de inibição das esterases pelo AgNP não seja totalmente 

elucidado. Estudos in vitro indicaram possíveis mecanismos inibitórios para a AChE. Wang et 

al. (2009) mostraram que diferentes nanopartículas metálicas causaram variações na atividade 

da AChE e sugeriram que a inibição enzimática se deve à adsorção ou interação da enzima 

com a nanopartícula. A AgNP proveniente de síntese verde pode causar neurotoxicidade 

devido a um efeito inibitório na atividade da AChE (IC50 de 150 nM), mostrando um tipo 

misto de inibição. O estudo cinético mostrou que as AgNPs foram capazes de se ligar à 

enzima livre (AChE), bem como ao complexo enzima-substrato (KHATOON et al. 2018). Por 

outro lado, como já mencionado, outro estudo observou inibição reversível da AChE por 

AgNPs sintetizados quimicamente (ŠINKO et al. 2014). Estudos de dicroísmo circular em 

moléculas de BuChE e sua interação com a AgNP observaram distúrbios estruturais e 

alterações conformacionais, levando a uma possível desnaturação parcial da enzima (ŠINKO 

et al., 2014). 

A catalase é a enzima chave no sistema de defesa antioxidante em tecidos como o 

fígado. No presente estudo, foram observadas as atividades de CAT no fígado e nas brânquias 

de Zebrafish após exposição a diferentes concentrações de AgNP por 96 h (figura 28). 

Comparado ao controle, uma redução significativa na atividade hepática (51.2%) foi 

observada apenas na concentração mais alta usada no ensaio de exposição (5 μg L
-1

 AgNP), 

como mostra a figura 28A. Enquanto, a atividade de CAT na brânquia apresentou uma 

diminuição significativa nas concentrações de exposição de 3 e 5 μg L
-1 

de AgNP (66.8% e 

67.4%, respectivamente), como mostra a figura 28B. Esses resultados mostram que a CAT 

branquial foi mais inibida pela AgNP que a CAT hepática, devido ao fato das brânquias terem 

contato direto com o ambiente aquático. 
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Figura 28 - Atividade especifica de CAT hepática (A) e CAT de brânquias (B) de Zebrafish após 

exposição à diferentes concentrações de AgNP por 96 h. A letra indica diferença significativa 

(p<0.05) quando comparado ao controle, avaliado por one-way (ANOVA) e teste de Dunnett. 

 

 
 

 

Alguns estudos também destacam efeitos inibitórios de outras nanopartículas 

metálicas na atividade de CAT de peixes. Karthigarani e Navaraj (2012) reportaram que 

Oreochromis Mossambicus exposto à 100 mg L
-1

 de TiO2 NPs causou uma redução 

significativa na atividade da CAT em diferentes tecidos e sugeriu que houve estresse 

oxidativo, devido a possível acumulo de ERO’S e inibição da enzima. Valerio-García et al. 

(2017) revelaram que as AgNPs produziram estresse oxidativo em Chapalichthys pardalis 

após 21 dias de exposição, evidenciado por uma diminuição na atividade das enzimas 

antioxidantes e que as NPs também diminuíram os níveis de macromoléculas.  

Estudos in vitro revelam que AgNPs causam estresse oxidativo em células de peixes 

pelo aumento dos níveis de ERO’S e redução das atividades de enzimas antioxidantes 

(ROSARIN et al., 2012). Estudo de dicroísmo circular avaliou o efeito de AgNP na catalase e 

observou uma diminuição na quantidade de α-hélice e aumento na estrutura da β-folha, 

levando à perda da estrutura do esqueleto e à exposição dos aminoácidos de anel aromático 

hidrofóbico interno a solução (ZHANG et al. 2015). 

 Em geral, o tamanho da nanopartícula influencia a absorção de proteínas, levando a 

uma maior perturbação estrutural que causa alterações na função da proteína (VERTEGEL; 

SIEGEL; DORDICK, 2004). 

As brânquias participam de muitas atividades fisiológicas, incluindo excreção de 

metabólitos, equilíbrio da permeabilidade aos fluidos corporais e regulação do equilíbrio 

ácido-base. No presente estudo, a figura 29 mostra a morfologia das brânquias de Zebrafish 
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na ausência e presença de AgNP. O grupo controle mostrou uma morfologia branquial 

normal, onde foram observados os filamentos branquiais suportados internamente por 

elementos esqueléticos e a lamela branquial revestida com um epitélio pavimentado simples e 

uma rica rede capilar (Figura 4 a, c). Por outro lado, peixes expostos a 5 μg L
-1

 de AgNP 

mostraram alterações na morfologia branquial, como fusão na lamela secundária (Lf), 

curvatura (Cu), canal marginal dilatado (MC) e elevação epitelial (EL) pelo acúmulo de 

líquido intersticial (Figura 4 b, d). As alterações morfológicas observadas nas lamelas 

branquiais do Zebrafish podem afetar as trocas gasosas e iônicas, e o aumento das células 

mucosas no epitélio pode comprometer a autodefesa dos peixes. Essas alterações também 

podem ser devidas a uma resposta de adaptação dos peixes para impedir a entrada de 

poluentes na superfície branquial e a permeabilidade capilar pode ser responsável por 

alterações patológicas (OLURIN et al., 2006). Subashkumar e Selvanayagam (2014) 

demonstraram que a fusão da lamela secundária pode causar uma diminuição na captação de 

oxigênio para atividades metabólicas. 

 

Figura 29. Fotomicrografias representativas da brânquias de Zebrafish do grupo controle (a) e 

(c), indicando histologia normal e do grupo exposto a 5μg L
-1

 de AgNP (b) e (d), na objetiva de 

40x e 100x, respectivamente. Peixes expostos a AgNP apresentou alterações na morfologia 

branquial, como fusão na lamela secundária (Lf), curvatura (Cu), canal marginal dilatado (MC) 

e elevação epitelial (EL). 

 



87 

 

Alguns autores também relatam os efeitos de diferentes NPs metálicos nas brânquias 

de peixes. Rahmani et al. (2016) mostraram que Zebrafish exposto a diferentes concentrações 

de dióxido de titânio NP apresentou patologias nas brânquias, como hiperplasia, edema, 

curvatura, fusão de lamelas, aumento da secreção mucosa. Oreochromis mossambicus exposto 

à Niquel NP mostrou hiperplasia no epitélio branquial, fusão lamelar de lamelas secundárias, 

canal marginal dilatado, elevação epitelial e ruptura epitelial na morfologia branquial 

(JAYASEELAN et al. 2014). Aghamirkarimi et al. (2017) relataram que os tecidos branquiais 

de Rutilus caspicus exibiram uma redução no comprimento das lamelas secundárias e 

degeneração dos tecidos epiteliais, após exposição à NP de cobre. Zebrafish exposto à 

suspensão de nanocobre (0.25 mg L
-1

) apresentou danos nas lamelas branquiais por 

proliferação de células epiteliais, bem como edema de filamentos branquiais primários e 

secundários após 48 horas de exposição (GRIFFITT et al. 2007). 

Estudo com concentrações mais altas de AgNP (10 e 25 μg L
-1

)  que o presente estudo, 

apresentou acúmulo de prata no tecido branquial de Piaractus mesopotamicus seguindo um 

padrão de resposta dependente da dose (BACCHETTA et al. 2017). O acúmulo de NPs na 

brânquia está relacionado à adsorção nas superfícies epiteliais da brânquia, dependendo do 

tempo de exposição, concentração e tamanho da NP (KAYA et al., 2015). 

 

6.3 Conclusão 

 

Este estudo mostra o efeito toxicológico de baixas concentrações (inferiores a 10 μg L
-

1
) de AgNP em Zebrafish, induzindo danos subletais a nível molecular, como inibição da 

acetilcolinesterase e catalase em diferentes tecidos, juntamente com alterações morfológicas 

na brânquia. Embora a acetilcolinesterase e a catalase tenham sido inibidas pela AgNP, o 

efeito inibitório foi maior na catalase branquial, indicando o potencial dessa enzima como 

biomarcador de AgNP. Esses achados também destacam a toxicidade das nanopartículas para 

organismos aquáticos e possivelmente para a saúde humana, devido ao fato que a espécie 

estudada apresenta cerca de 70% de homologia com o genoma humano. 
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7. AVALIAÇÃO ENZIMÁTICA DE TECIDOS DE TILÁPIA DO NILO 

EXPOSTO À NANOPARTÍCULA DE PRATA EM PÓ 

 

Este capítulo objetivou avaliar o efeito toxicológico de AgNP (forma de nanopó) 

através de efeitos sub-letais utilizando como organismo alvo Tilápia do Nilo (Oreochromis 

niloticus) avaliando alterações em biomarcadores enzimáticos, tais como AChE e BuChE 

(butirilcolinesterase) cerebral e muscular, bem como a atividade de CAT no fígado e 

brânquias. 

 

7.1 Materiais e métodos 

 

7.1.1 Reagentes 

 

Todos os produtos químicos incluindo: nanopartícula de prata em pó (AgNP), 5.5 – 

ácido ditio-bis-nitrobenzóico (DTNB), peróxido de hidrogênio (H2O2), iodeto de 

acetiltiocolina (ACTh). iodeto de butiriltiocolina (BCTh), foram comprados na Sigma-Aldrich 

e utilizados como recebidos.  

7.1.2 Caracterização da AgNP 

 

A AgNP em pó (cat.n
o
 576832, Sigma Aldrich), com base nas especificações do 

fabricante tem tamanho de partícula <100 nm, área de superfície 5.0 m
2
/g, densidade 

10.49g/cm e pureza de 99.5%. As NPs foram dispersas diretamente em água deionizada em 

banho ultrassônico de acordo com Afifi et al. (2016), para realizar a caracterização das NPs e 

o ensaio toxicológico.  

O espalhamento dinâmico de luz (DLS) utilizado para caracterização do diâmetro 

hidrodinâmico médio e o potencial zeta (ζ) da AgNP em forma de pó foi realizado usando o 

Zetasizer (Malvern Instruments).  
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7.1.3 Obtenção da espécie e aclimatação 

 

Todos os procedimentos utilizados na manutenção e sacrifício dos peixes foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) [Protocolo nº 59/2016, segue 

em anexo no Apêndice B] da Universidade Federal de Alagoas. A aclimatação e o ensaio 

toxicológico foram realizados de acordo com as especificações da Associação Brasileira de 

Normas Técnicas (NBR 15088/2016) e normativas da OCDE (203/1992). 

Alevinos de Tilápia do Nilo (2.75 ± 0.92 g; 5.25± 0.49 cm) foram obtidos da Estação 

de Piscicultura do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal de Alagoas 

(CECA/UFAL) e aclimatados às condições laboratoriais por 10 dias em tanques de 250 L, 

contendo água da torneira desclorada, continuamente aerada, à temperatura ambiente (26.0 ± 

1.0°C) e sob um fotoperíodo de 12 h (SILVA et. al., 2015). Os peixes foram alimentados com 

ração comercial contendo 48% de proteína bruta, 3 vezes por dia.  

7.1.4 Ensaio de toxicidade sub-letal 

 

Após a aclimatação. os peixes foram transferidos para os aquários de 20L (volume útil 

de 15 L) e distribuídos em quatro grupos de dez animais cada, de acordo com a concentração 

de AgNP (0, 5, 10, 20 e 40 mg L
-1

), em triplicata.  

Como não houve renovação da água do aquário, após 96h, foi coletado uma amostra 

de agua do aquário que continha concentração inicial de 40 mg L
-1

 de AgNP, e foi 

determinado a concentração final usando o Espectrômetro Ótico de Emissão Atômica com 

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES, Radial da marca Spectro, modelo Arcos)  e 

também foi determinado a composição química por espectroscopia de raios X por dispersão 

de elétrons (EDX), usando o EDX-7000, Shimadzu. 

Após 96 h de exposição, os peixes foram sacrificados e cérebro, músculo, fígado e 

brânquia foram removidos, imersos em nitrogênio líquido e armazenados no freezer a -20°C, 

até serem necessários para ensaios enzimáticos. 

7.1.5 Atividade da colinesterase 

 

Os extratos livre de células, de cérebro e músculo, foram preparados de acordo com 

Golombieski et al. (2008) com pequenas modificações. O tecido foi suspenso em 150 mM de 

cloreto de sódio a uma proporção de 80 mg de tecido:1mL solução e foram e homogeneizadas 
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em Potter-Elvehjem. Em seguida, os homogenatos foram submetidos à sonicação (5 ciclos de 

15 segundos cada) utilizando um disruptor ultrassônico de células (ThermoFisher Scientific, 

modelo D100, Waltham). No caso do extrato muscular, o mesmo procedimento acima foi 

realizado com duas etapas adicionais: a. antes de homogeneizar em Potter, o tecido foi 

macerado em um almofariz. b. Após a etapa de sonicação, o extrato livre de células foi 

centrifugado (Sigma model 3K30, Osterode, Alemanha) a 10000 x g durante 10 min a 4°C. 

A atividade de ChE foi determinada de acordo com o método de Ellman et al. (1961). 

A mistura reacional (1.5 mL) continha tampão de potássio (0.1 M, pH 8.0), 0.34 mM de 

DTNB, 50 μL do extrato diluído e 0.5 mM de substrato (ACTh para dosar AChE e BCTh para 

dosar BuChE). A atividade enzimática foi determinada pela verificação da formação do 

tiolato de DTNB a 412 nm por 3 min utilizando o espectrofotômetro UV/VIS.  

Rodríguez-Fuentes e Gold-Bouchot (2004) caracterizou as colinesterases de 

Oreochromis niloticus e observou que a AChE é a única colinesterase presente no cérebro, 

enquanto no músculo identificou a presença das duas colinesterases (AChE e BuChE). 

7.1.6 Atividade de catalase 

 

Tecidos hepáticos foram homogeneizadas em um homogeneizador Potter-Elvejhem 

com tampão de fosfato de potássio (20 mM, pH 7.4 com 0.1% de Triton X-100 e 150 mM 

NaCl) em uma proporção de 1 g de tecido por 20 mL de tampão. O homogenato foi então 

centrifugado (Sigma modelo 3K30) a 10000 x g durante 10 min a 4 °C. A atividade da CAT 

foi determinada conforme descrito por Miron et al. (2008). A mistura reacional (3 mL) 

continha tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7.0), 7.2 mM de H2O2 e 72 μL  do extrato 

diluído. As mudanças na absorbância de H2O2 a 240 nm em 60 s foram medidas e a atividade 

da CAT foi calculada em termos de μmol  2O2 consumido / min / mg de proteína. 

7.1.7 Concentração proteíca 

A concentração proteíca foi determinada de acordo com Bradford (1976) utilizando 

albumina de soro bovino como padrão. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

7.1.8 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas por meio de análise de variância one-way 

(ANOVA) no GraphPad 6. As médias foram comparadas pelo teste de Dunnett e expressas 

como média ± desvio padrão. Um valor de p <0.05 foi considerado significativo. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-Fuentes%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15178074
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gold-Bouchot%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15178074
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7.2 Resultados e discussão 

 

A nanopartícula causa efeitos tóxicos diferentes a depender do tamanho nano, 

revestimento, morfologia e de sua grande área superficial (NGUYEN et al., 2013), podendo 

penetrar profundamente em órgãos, alterando as funções metabólicas e corporais de 

organismos não-alvos. Diante disto, este estudo avaliou o efeito tóxico da AgNP (nanopó) 

comercial em biomarcadores enzimáticos de Tilápia do nilo.  

As nanopartículas de prata foram caracterizadas usando DLS que é apresentado como 

distribuição de tamanho por intensidade resultando um tamanho médio de 191.6nm na 

intensidade máxima, como ilustrado na figura 30. É provável que as AgNPs revestidas com 

PVP, caracterizado pelo valor potencial médio de -1.64 mV foram estabilizados através da 

repulsão estérica causada pela camada de polímero na superfície. Este valor foi próximo das 

AgNP sintetizadas por Tejamaya (2014), que sugere que tal valor é devido a uma camada 

mais espessa de revestimento do polímero PVP. 

Figura 30 - Distribuição de tamanhos por intensidade de AgNPs por DLS. 

 

As concentrações de AgNP usadas no ensaio toxicológico foram baseadas no trabalho 

de Afifi (2016) que encontrou uma CL50(96h) de 19.5 mg L
-1 

de AgNP para O. niloticus. 

Porém neste estudo, não houve morte até a maior concentração usada de 40 mg L
-1

 para 

alevinos de O. niloticus, durante às 96h de exposição, possivelmente devido a não renovação 

da água do aquário e depósito de AgNP no fundo do aquário (fato observado), apesar da 

aeração contínua.  
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O resultado obtido pelo ICP indicou que a concentração do aquário (com concentração 

inicial de 40 mg L
-1

) após 96h permaneceu com concentração final abaixo do limite de 

detecção do aparelho (<0.1 mg L
-1

), porém nas análises do espectrômetro EDX, linhas de 

identificação das principais energias de emissão para prata (Ag) foram exibidas e 

correspondem a picos no espectro, confirmando a presença de um sinal de prata elementar da 

AgNP com cerca de 85% em peso de prata, como indicado pela figura 31. 

 

Figura 31 - Espectro de EDX exibindo a composição química da agua do aquário após 96h de 

exposição de 40mg L
-1

 de AgNP. O eixo vertical exibe o número de raios-x e o eixo horizontal 

exibe energia em KeV. 

 

 

 

A acetilcolinesterase vem sendo empregada como biomarcador de diferentes 

nanopartículas (XIA et al, 2013; ZHANG et al., 2018; JIA et al., 2017; NG et al., 2019; TU et 

al., 2009). No presente estudo, o efeito da nanopó de prata sobre a atividade da ChE cerebral e 

muscular de tilapia do Nilo foram observadas. A figura 32 mostra o comportamento da 

atividade de AChE cerebral (figura 32A), AChE muscular (figura 32B) e BuChE muscular 

(figura 32C) de O. niloticus exposto à diferentes concentrações de AgNP. 
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Figura 32 - Efeito das AgNP na atividade específica da AChE cerebral (A), AChE muscular (B) 

e BuChE muscular (C). As letras indicam diferenças significativas (p<0.05) quando comparado 

ao controle, avaliado por one-way (ANOVA) e teste de Dunnett. 

 

Ao comparar as atividades da colinesterase de ambos os tecidos de O. niloticus. 

observa-se alterações significativas em todas as concentrações de AgNP. A AChE cerebral 

apresentou decaimento na atividade a partir da concentração 10 mg L
-1

, com redução de 

aproximadamente de 28% para a concentração de 40mg L
-1

 de AgNP. A atividade de AChE 

muscular apresentou dose-dependente com a concentração de AgNP, com redução de 45% 

para a concentração de 40mg L
-1

 de AgNP. A BuChE muscular apresentou redução na 

atividade de 52% para a maior concentração de AgNP. Estes resultados mostram que a AChE 

muscular foi mais inibida pela AgNP do que a AChE cerebral. Isso pode estar relacionado ao 

fato do músculo ser um tecido exposto diretamente ao meio do que o cérebro, que é protegido 

pela barreira hematoencefálica. Estes resultados também mostram que ambas as de O. 

niloticus mostram-se sensíveis à exposição de AgNP.   
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Katuli et al. (2014) também observaram diminuição na atividade de AChE eritrocitária 

de Zebrafish após exposições agudas e crônicas de AgNP e sugeriu respostas semelhantes no 

cérebro e músculo. 

Estudos in vitro tem reportado o efeito de AgNP nas ChEs. Wang et al. (2009) 

observaram diferentes sensibilidades da AChE da enguia elétrica exposto à diferentes classes 

de nanopartículas (metálicas, óxidas e nanotubo de carbono) e observou inibição enzimática e 

adsorção desse nanomaterial, possivelmente por mudança conformacional. 

Šinko et al. (2014) reportaram que AgNP causou inibição enzimática na AChE 

recombinante de humano e BuChE de cavalo. Mirzajani et al. (2017) avaliaram a interação de 

AChE recombinante de Drosophila melanogaster com AgNP e observou alterações na 

atividade de AChE e diminuição da estrutura secundária, indicando deformação estrutural. 

A catalase é a enzima chave no sistema de defesa antioxidante e pode converter 

milhões de moléculas de peróxido de hidrogênio em água e oxigênio por segundo (EL-

GENDY et al.. 2009). A figura 33 apresenta a atividade específica da CAT hepática e de 

brânquias de O. niloticus, após 96h de exposição à AgNP. A catalase de ambos os tecidos 

apresentou reduções significativas em todos as concentrações de AgNP, quando comparado 

ao controle. A atividade teve redução de 43% e 50%, para a CAT hepática e de brânquias, 

respectivamente. Esses resultados mostram que a CAT branquial foi mais inibida pela AgNP 

que a CAT hepático, devido ao fato das brânquias terem contato direto com o ambiente 

aquático. 

Figura 33 - Efeito das AgNP na atividade da CAT hepática (A) e CAT de brânquias (B) de O. 

niloticus. As letras indicam diferenças significativas (p<0.05) quando comparado ao controle, 

avaliado por one-way (ANOVA) e teste de Dunnett. 
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Da mesma forma, Lee et al. (2012) também observou alteração na atividade de CAT 

hepática de Cyprinus carpio após exposição de AgNP por 96h. Jayaseelan et al. (2014) 

verificou hepatotoxicidade no fígado de O. mossambicus após exposição à altas concentrações 

de NPs de Niquel e deduziu que esse nanomaterial causou dano oxidativo no fígado alterando 

os níveis de CAT e tal interrupção dos sistemas antioxidantes aumentaria a geração de ERO’S 

e produziria danos oxidativos mais graves aos demais tecidos.  

Estudo in vitro de AgNP afetando a estrutura da CAT tem sido reportado. Zhang 

(2015) realizou um estudo espectrofotométrico UV-Vis de CAT e observou que a CAT tem 

três picos de absorção a 215nm correspondendo às ligações peptídicas, a 286 nm e outro a 292 

nm correspondendo aos aminoácidos de anel aromático; quando exposto à diferentes 

concentrações de AgNP houve desvio dos picos, diminuindo a absorção indicando que esse 

nanomaterial mudou a estrutura da CAT, fazendo sua atividade aumentar, provavelmente 

porque a nano entrou na cavidade do sítio ativo da enzima, levando a maior exposição do 

centro catalítico, assim afetando as atividades fisiológicas normais.  

 

7.3 Conclusão 

 

Este estudo demonstra que O. niloticus pode ser usado como bioindicador eficiente 

para investigar a toxicidade das AgNPs. Os resultados apresentados incitam a sensibilidade 

das colinesterases e catalase de diferentes tecidos, mostrando que AgNPs pode induzir 

estresse oxidativo. Portanto, a liberação desse nanomaterial ao ambiente pode representar 

riscos para a vida aquática e/ou humana, visto que a espécie estudada é bem difundida no 

Brasil e tem muita aceitação no mercado consumidor. 
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