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Resumo

DISSERTACAQO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Natalia Souza Santos

A nanotecnologia representa uma tendéncia chave na ciéncia e tecnologia do
século XXI. As nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO) estédo entre as mais
utilizadas devido a sua capacidade de refletir, absrover e dispersar a radiacao
ultravioleta. A partir da sua larga utilizacdo em fotoprotetores, estas nanoparticulas
podem ser liberadas em efluentes e aguas residuais e 0s ecossistemas aquaticos se
tornam alvos diretos da contaminacgao por estes xenobioticos. A avaliacdo do impacto
biologico das NPs de ZnO se torna de grande importancia na area de Ecotoxicologia.
Neste trabalho, foram analisados os efeitos das NPs de ZnO na sobrevivéncia,
reproducao, sistema imune e nas alteragdes bioquimicas por estresse oxidativo em
Biomphalaria glabrata. As nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao tamanho,
indice de polidisperséao e potencial zeta. O tamanho médio nas NPs de ZnO utilizadas
neste estudo foi de 34,2 nm. Foram realizados testes agudos, 48h de exposicéo para
determinar as concentragoes letais e subletais (CL1o, CL3o, CLso, CLgo). Para avaliar

os efeitos das NPs de ZnO na atividade reprodutiva, caramujos B. glabrata, foram
IX



expostos a concentracdes subletais em diferentes periodos (7 e 21 dias). Apés a
exposicao, a fecundidade e fertilidade de B. glabrata foi afetada de forma significativa
em relagdo ao grupo controle. Os resultados demonstraram um efeito tempo-
dependente e concentracdo-dependente. A partir destes resultados, fez-se
importante a realizacdo de um teste cronico, 4 semanas de exposicéo, para avaliar
0 potencial de reversibilidade da atividade reprodutiva de caramujos expostos as
concentracdes de 1 e 2 mg Lt. Os caramujos s6 apresentaram recuperacdo da
atividade reprodutiva apés a exposicdo a menor concentracdo, 1 mg L. Testes
agudos também foram realizados a fim de avaliar a viabilidade celular e quantificar
espécies reativas de oxigénio (Perdxido de Hidrogénio) envolvidas no estresse
oxidativo em diferentes tecidos (massa cefalopediosa e visceral, hemolinfa e
glandula digestiva) de B. glabrata. A exposi¢cao aguda as NPs de ZnO alterou o perfil
de hemdcitos dos caramujos, com uma tendéncia ao aumento na populacédo de
granulécitos. Concentragées subletais (1, 2 e 6 mg L) foram capazes de induzir um
aumento no nivel de peroxido de hidrogénio em amostras de massa cefalopediosa e
visceral (partes moles), glandula digestiva e hemolinfa. Este trabalho também avaliou
o efeito das NPs de ZnO em diferentes estagios de vida de B. glabrata. Neonatos e
massas ovigeras foram expostos a concentracdes subletais e foram realizados testes
agudos e cronicos. Os resultados indicaram que o0s estagios iniciais de vida
apresentam uma sensibilidade maior do que os caramujos adultos. A alta taxa de
mortalidade dos embrides e neonatos pode siginifcar uma alteracdo na populacéo
desta espécie e consequentemente, implicacbes ecoldgicas. Os dados obtidos
evidenciam a necessidade da utilizacdo de endpoints mais sensiveis que a
mortalidade de organismos adultos. A alteracdo de processos fisioldgicos primordiais
como a atividade reprodutiva, ndo representam efeitos apenas para a populacéo de
moluscos B. glabrata, mas podem representar um efeito em todo o ecossistema. 1sso
porque os moluscos estédo associados a diferentes niveis tréficos e representam um
elo na cadeia trofica. Alem disso, sdo responsaveis pela ciclagem de nutrientes,
sendo considerados detritivoros-herbivoros. O protocolo basico deste trabalho
podera vir a ser empregado como ferramenta importante, jA que as avaliacdes
ecotoxicolégicas dispdem de metodologias eficientes para andlise da saude

ambiental e dos ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: nanoparticulas, ecotoxicologia aquatica, Biomphlaria glabrata
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Abstract

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Natalia Souza Santos

Nanotechnology represents a key trend in 21st century science and technology.
Zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) are among the most used due to their ability to
reflect, absorb and disperse ultraviolet radiation. From their wide use in
photoprotectors, these nanoparticles can be released into effluents and wastewater
and aquatic ecosystems become direct targets for contamination by these
xenobiotics. The assessment of the biological impact of ZnO NPs is of great
importance in the area of Ecotoxicology. In this work, the effects of ZnO NPs on
survival, reproduction, immune system and biochemical alterations by oxidative
stress in Biomphalaria glabrata were analyzed. The nanoparticles were characterized
in terms of size, polydispersity index and zeta potential. The average size in the ZnO
NPs used in this study was 34.2 nm. Acute tests were performed, 48h of exposure to
determine lethal and sublethal concentrations (CL1o, CL3o, CLso, CLgo). TO evaluate
the effects of ZnO NPs on reproductive activity, B. glabrata snails were exposed to
sublethal concentrations in different periods (7 and 21 days). After exposure, the
fertility and fertility of B. glabrata was significantly affected in relation to the control
group. The results demonstrated a time-dependent and concentration-dependent

effect. From these results, it was important to carry out a chronic test, 4 weeks of
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exposure, to assess the potential for reversibility of the reproductive activity of snails
exposed to concentrations of 1 and 2 mg L-1. The snails only showed recovery of
reproductive activity after exposure to the lowest concentration, 1 mg L-1. Acute tests
were also carried out in order to assess cell viability and quantify reactive oxygen
species (Hydrogen Peroxide) involved in oxidative stress in different tissues
(cephalopedious and visceral mass, hemolymph and digestive gland) of B. glabrata.
Acute exposure to ZnO NPs changed the hemocyte profile of snails, with a tendency
to increase in the granulocyte population. Sublethal concentrations (1, 2 and 6 mg L-
1) were able to induce an increase in the level of hydrogen peroxide in samples of
cephalopedious and visceral mass (soft tissue), digestive gland and hemolymph. This
work also evaluated the effect of ZnO NPs in different stages of life of B. glabrata.
Neonates and ovigerous masses were exposed to sublethal concentrations and acute
and chronic tests were performed. The results indicated that the early stages of life
are more sensitive than adult snails. The high mortality rate of embryos and neonates
may mean a change in the population of this species and, consequently, ecological
implications. The data obtained show the need to use endpoints that are more
sensitive than the mortality of adult organisms. The alteration of primordial
physiological processes such as reproductive activity, does not represent effects only
for the population of molluscs B. glabrata, but can represent an effect on the entire
ecosystem. This is because mollusks are associated with different trophic levels and
represent a link in the trophic chain. In addition, they are responsible for nutrient
cycling, being considered detritivorous-herbivores. The basic protocol of this work
may come to be used as an important tool, since ecotoxicological assessments have

efficient methodologies for analyzing environmental health and aquatic ecosystems.

Keyword: nanoparticles, aquatic ecotoxicology, Biomphlaria glabrata
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 DESENVOLVIMENTO ECONOMICO, CONTAMINACAO AQUATICA E
XENOBIOTICOS

O sistema econdémico do pés-guerra da década de 40 e da no¢do de progresso
e crescimento ilimitado comeca a ser questionado a partir das décadas de 60 e 70.
Com o fracasso deste sistema na esfera social, onde n&o ocorreu a reducédo da
pobreza e também na esfera ambiental, onde o desenvolvimento e uso dos recursos
naturais levaram a degradacdo e escassez dos mesmos, o modelo de
desenvolvimento norte-americano deixa de ser visto como o modelo ideal (SCOTTO,
CARVALHO & GUIMARAES, 2007).

O desenvolvimento passa a estar relacionado a riscos de degradacao ambiental
e torna-se necessaria a criagdo de oOrgaos ambientais nacionais. Conciliar o
crescimento econdmico, superacdo da pobreza e preservacdo do meio ambiente
resultou em intensos debates, até os dias de hoje, e na utilizacdo da expresséo
“desenvolvimento sustentavel” para designar este modelo (SCOTTO, CARVALHO &
GUIMARAES, 2007).

Em 1992, a agua foi o principal tema discutido na Conferéncia de Dublin. Os
ecossistemas aquaticos tornam-se cada vez mais pressionados por fatores como,
alteracdes climaticas, crescimento populacional, demanda por agua e a prépria
poluicdo (MEYBECK, 2003; FOSTER & CHILTON, 2003).

No Brasil, muitos estudos evidenciam a presenca de contaminantes no
sedimento ou na coluna d’agua de inumeras regides brasileiras. Os ecossistemas
costeiros sofrem influéncia da intensa atividade humana como observado pela
elevada carga de poluentes derivados da industria do petrdleo em Angra dos Reis
(RJ) (AZEVEDO, GONCALVES & SILVA, 2007), ou da queima de combustiveis na
Baia de Guanabara (DA SILVA, AZEVEDO & NETO, 2007). Os grandes centros
urbanos e poélos industriais localizados principalmente nas regides sudeste e sul do
pais promovem intensa degradacado a partir da contaminacdo das grandes reservas
de agua doce do Brasil (MOORE et al., 2004).

O ambiente aquético é altamente complexo e diverso. Compreendendo varios

tipos de ecossistemas: rios, lagos, estuarios, mares e oceanos. A complexidade das
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relagcbes e interagbes entre animais, plantas e microrganismos presente nos
ecossistemas aquaticos, demonstram o papel fundamental do mesmo na
manutencdo de varios ecossistemas e em atividades econ6micas brasileiras. As
propriedades fisicas e quimicas dos ecossistemas aquaticos podem afetar
significativamente a atividade biolégica e o impacto dos agentes quimicos e outros
xenobidticos. Assim elucidar os mecanismos iniciais de resposta rapida a niveis
moleculares e celulares na presenca de xenobibticos pode auxiliar a compreender a
situacdo do meio ambiente a fim de evitar danos a niveis macroecol6gicos (MOORE
et al., 2004; WHO, 2001).

A ecotoxicologia € um dominio da ciéncia que tem como objetivo entender e
prever efeitos de xenobiontes em comunidades naturais sob presséo antrOpica
(CHAPMAN, 2002). Os efeitos dos xenobiontes podem ser percebidos a partir de sua
interacdo com proteinas receptoras celulares, inibicbes enzimaticas, disturbios na
homeostase celular, entre outros. Os organismos a fim de evitar ou diminuir os efeitos
toxicos destes contaminantes podem responder a nivel molecular e celular. Quando
estas respostas ndo sao suficientes pode ocorrer diminuicdo no crescimento,
reducdo da fertilidade e reproducdo, disturbios funcionais, cancer, disturbios

comportamentais ou até morte (FENT, 2004).

EFEITOS BIOLOGICOS E RELEVENCIA ECOTOXICOLOGICA ‘
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Figura 1 - Representagdo esquemética da seqiiéncia de ordem de respostas a polui¢ao dentro de
um sistema bioldgico (Fonte: MOORE et al., 2004).
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1.2 NANOTECNOLOGIA E NANOPARTICULAS

A nanotecnologia tem sido considerada um dos campos mais inovadores do
século XXI e tem se tornado um campo de interesse cientifico em todo o mundo.
(BYSTRZEJEW SKA-PIOTROWSKA et al., 2009; KRYSANOQV et al., 2010; MINETTO
et al., 2014; MINETTO et al., 2016). O prefixo “nano” deriva do grego “anao” e esta
associado a uma escala de medida em que um nandmetro representa um bilionésimo
do metro ou um milionésimo do milimetro. Nesta escala, estruturas apresentam
propriedades funcionais Unicas que ndo sao apresentadas em escala macro (CHAU
et al., 2007; DURAN; AZEVEDO, 2002).

Devido a estas propriedades associadas a novas interacdes da fisica da
matéria com a biolégica e quimica, um amplo potencial de aplicacdo da
nanotecnologia tem despertado um interesse crescente em diversas areas
(ROSSETO, 2012). Sendo apresentada como grande inovacédo da engenharia e a
primeira revolucdo tecnoldgica do século 21, tanto no apoio ao crescimento
econdmico, como na esperanca de proporcionar solu¢des para muitos desafios que
enfrentaremos como sociedade (GWINN & VALLYATHAN, 2006). Segundo a
Resolucdo EU — EUROEAN UNION (2011), a definicdo do termo nanomaterial deve
basear-se no tamanho do material, sendo a Unica propriedade definidora que
necessita de uma definicdo clara. O termo nanoescala € definido como uma faixa de
tamanho de aproximadamente 1nma 100 nm.

A utilizacdo de nanomateriais pela industria ocorre em larga escala com
aplicacbes no mercado eletrbnico, Optica, texteis, dispositivos médicos,
farmacéuticos, telecomunicacdes, cosméticos, embalagens de alimentos, células de
combustivel, processo de remediacdo ambiental e de aplicacdes cataliticas (MOORE
2006; NOWACK & BUCHELI, 2007; HANDY et al., 2008). De acordo com uma
estimativa do Programa das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente, a producado de
nanoparticulas manipuladas (PEV) devera atingir 58.000 toneladas por ano até 2020
(BUTT, 2018).
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Figura 2 — Representacdo esquematica com as areas de aplicacdo dos nanomateriais

(Fonte:https://betaeq.com.br/index.php/2015/10/31/nanotecnologia-aplicada-a engenharia-quimica/)

Entretanto, o ritmo acelerado de producdo e o grande numero de
nanoprodutos (produtos contendo nanoparticulas) no mercado, tem sido
extensivamente debatido, devido os possiveis riscos de contaminacdo do meio
ambiente e potenciais impactos a saude humana e a dos ecossistemas (ROSSETO,
2012; NOWACK & BUCHELI, 2007; BHATT & TRPATHI 2011; LAPRESTA-
FERNANDEZ et al., 2012; VAN AERLE et al., 2013). Por exemplo, as nanoparticulas
de oxido de zinco (ZnO) e dioxido de titanio (TiO2) sdo amplamente utilizadas em
produtos para a pele, na década de 2007 ate 2017, mais de 33.000 toneladas de
filtros solares produzidos contendo até 25% de nanoparticulas de ZnO (JOO e ZHAO,
2017; DANOVARO et al., 2008), apontam que pelo menos 25% do filtro solar usado
(~4000-6000 toneladas / ano) foi liberado em areas de recifes de coral.

O volume de descarga de ZnO nanoparticulas foi estimado como o segundo
maior, perdendo apenas para o TiO2 nanoparticulas (GOTTSCHALK et al., 2009). A
aplicacdo das nanoparticulas em fotoprotetores esté relacionada principalmente com
a aparéncia do produto, facilidade de processo e funcdo na formulagéo. A aparéncia
esbranquicada dos fotoprotetores tradicionais foi substituida por um produto
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transparente, menos viscoso e com maior aceitabilidade.do mesmo por parte dos
consumidores (BALOGH et al., 2011; COSMETICS & TOILETRIES BRASIL, 2008;
MORGANTI, 2010; MU L & SPRANDO, 2010)

As nanoparticulas estdo dentre os materiais em nano escala que apresentam
propriedades fisico-quimicas incomuns devido ao seu tamanho reduzido, alterando
as propriedades elétricas especificas na escala atbmica, grau de pureza,
cristalinidade, solubilidade, forma de agregacéo, entre outras (NEL et al., 2006).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da escala nanométrica em relacdo a elementos conhecidos.
(Fonte: GEBARA, 2017)

Algumas caracteristicas sdo fatores determinantes na toxicidade, sendo estas,
influenciadas pelo estado de agregacéo, via de exposi¢cado/administracéo; labilidade
em meios biolégicos ou no ambiente; composicdo; revestimento de superficie;
reatividade e carga de superficie, pureza da amostra; concentracdo, forma,
porosidade, area de superficie e interacdo com outros fatores ambientais. No
entanto, é crescente 0 niumero de pesquisas que evidenciam que as propriedades
fisico-quimicas Unicas de NPs que tornam os nanomateriais mais eficientes em
aplicagfes industriais, tornam também estes materiais mais prejudiciais para 0s
organismos vivos (BONDARENKO et al., 2013).
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Um conjunto complexo de interagdes entre os fatores, podem produzir efeitos
deletérios desde o nivel celular (interagbes bioquimicas intracelular, danos fisicos as
estruturas celulares ou no DNA) até o nivel ecossistémico (bioacumulacédo na cadeia
trofica) (PAL et al., 2007; PAKRASHI et al., 2014; BRAR et al 2009). Essa imensa
matriz de possiveis combinacdes da matéria e os sistemas bioldgicos, dificultam
responder aos questionamentos relacionados aos potenciais efeitos deletérios sobre
0 sistema biolégico.

Foi em 2006 que o primeiro artigo sobre a toxicidade de nanoparticulas para
organismos aquaticos, foi publicado. A partir de 2010, a frequéncia de publicacfes
aumentou (Figura 3) e 0s potenciais riscos ecotoxicolégicos dos hanomateriais para
organismos aquaticos foram objetos de varias revisdes (CORSI et al., 2014; GRILLO
etal., 2015; FABREGA et al., 2011; LAPRESTA-FERNANDEZ et al., 2012; MA e LIN,
2013; MATRANGA e CORSI, 2012; MAURER-JONES et al., 2013; MINETTO et al.,
2014; MISRA et al., 2012). No entanto o avanco da tecnologia tem acontecido mais
rapidamente que o desenvolvimento dos estudos referentes aos seus impactos no
meio ambiente, plantas, animais e seres humanos (OBERDORSTER et al., 2005;
OBERDORSTER et al., 2005; KOLESNICHENKO et al., 2008; DYBOWSKA et al.,
2011).

Atualmente grande parte dos estudos tem como objetivo analisar os efeitos de
nanoparticulas “fabricadas” em testes agudos usando organismos pelagicos. E o
numero de artigos sobre nanoparticulas ambientalmente modificadas, com base em
efeitos crénicos a longo prazo, bioacumulacdo e exposicdo de organismos
bentbnicos é significativamente menor (BUTT, 2018).

Sendo assim, para o0 presente estudo foram selecionados moluscos
gastrépodes, bentbnicos, detritivoros-herbivoros e de agua doce, pois hdo existem
muitos dados de toxicidade disponiveis sobre esses organismos. Uma espécie
(Biomphalaria glabrata) prevalecente em cerca de dezesseis estados do Brasil foi
escolhida para estudar os efeitos de diferentes concentracbes de nanoparticulas.
Neste estudo experimental de exposicdo, foram utilizadas concentracfes sub-letais
e a confirmacao da exposicédo foi feita através da resposta biolégica no organismo
exposto (SELCK et al., 2016).

Este é o primeiro estudo que se tem conhecimento a avaliar a toxicidade de

NP de ZnO sobre Biomphalaria glabrata. Espera-se contribuir para a ampliagao dos
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conhecimentos relacionados a area da nanociéncia e nanotoxicologia, para que a
producéo e o descarte dessas NPs bem como a toxicidade ao meio ambiente, sejam
melhor compreendidos, a fim de gerar subsidios para formulacdo de politicas
publicas que possibilitem a reducdo do impacto desses poluentes emergentes nos

ecossistemas aquaticos.
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Figura 4 - Numero de artigos identificados por www.sciencedirect.com que contém as plavras-
chave: artigos de pesquisa sobre A) nanoparticulas, B) nanoparticulas engenheiradas, C)
nanoparticulas e invertebrados marinhos, D) nanoparticulas engenheiradas e invertebrados marinhos,
E) nanoparticulas e bivalves, F) nanoparticulas engenheiradas e bivalves, G) toxicidade de
nanoparticulas para bivalves, G) toxicidade de nanoparticulas engenheiradas para bivalves. (Fonte:
BUTT, 2018)
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1.3 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO

As nanoparticulas de Oxido de zinco (NPs de ZnO), sdao uma das
nanoparticulas mais utilizadas, com producédo de 30.000 toneladas estimadas por
ano (VALE et al., 2016). Isso se deve a sua capacidade catalitica e caracteristica
Optica-eletrénica. As NPs de ZnO, apresentam grande versatilidade, sendo assim
aplicadas em diversos produtos manufaturados, tais como biosenssores, materiais
eletronicos (BRAYNER et al.,, 2010), ceramica, material de borracha, como um
fungicida (NADAFFI et al., 2011), larvicida (UMRANI & PAKNIKAR, 2014), em
tratamentos de &guas residuais (WONG et al., 2010), revestimentos, tintas
(BLINOVA et al., 2010) e industria téxtil (HEILAAN et al., 2008).

Estudos recentes indicam que as NPs de ZnO estdo em terceiro lugar entre
as nanoparticulas mais produzidas (550 toneladas anuais), ficando atras apenas da
SiO; (dioxido de silicio) e TiO» (dioxido de titanio) (BONDARENKO et al., 2013).

Uma das propriedades unicas das NPs de ZnO esté relacionada a atuacéo de
agentes atenuadores de UV que refletem, dispersam e absorvem a radiacéo,
demonstrando uma forma eficaz de proteger a pele e tornando-os uma das NPs mais
utilizadas em produtos de cuidados pessoais (filtros solares, pasta de dente,
cosméticos) (BLINOVA et al.,, 2010; XIONG et al., 2011). A producdo e uso
generalizados das NPs de ZnO aumentam o potencial de liberacdo no meio ambiente
(FRANKLIN et al., 2007; WONG et al., 2010, KHOSHNOOD et al., 2016; MINETTO
et al., 2017; WANG et al., 2018; BANERJEE & ROYCHOUDHURY, 2019). Algumas
pesquisas apontam que pelo menos 25% da quantidade de protetor solar aplicado
na pele é lavado durante o banho (WONG et al., 2010), trazendo alta possibilidade
de ser liberado para o meio ambiente (FRANKLIN et al., 2007; WONG et al., 2010).
GOTTSCHALK et al., 2009), afirmam que o volume de descarga de nanoparticulas
de ZnO foi o segundo maior, perdendo apenas para o de nanoparticulas de TiOa.

Apesar de ser um microelemento essencial, o zinco ibnico é toxico em
concentracfes mais elevadas para os organismos aquaticos (BRUN et al., 2014;
MORTIMER et al., 2010). A toxicidade da NP de ZnO esta relacionada a dissociacdo
ibnica na agua, geracdo de ROS e consequente desestabilizacdo das membranas
lipidicas, danos as proteinas e ao DNA (BUTT, 2018). O acumulo de NP-ZnO no

corpo humano, por exemplo, pode causar toxicidade as células bronquio-epiteliais
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(HENG et al., 2010) e do figado (VYOM et al., 2011). Além disso, em outros estudos
relacionados ao meio ambiente, diversos autores relatam a toxicidade das NP-ZnO
a organismos sensiveis como microcrustaceos, peixes e mamiferos (LOPES et al.,
2013; WEI BAl et al., 2010; VYOM et al., 2012). Os efeitos prejudiciais da toxicidade
de NPs de ZnO (50-70 nm) foram relatados por Heinlaan et al. (2008), a partir da
CLso/48h, com valores de 3,2 mg Lt e 0,18 mg L! para D. magna e T. platyurus. Em
outro estudo, Blinova et al. (2010) encontraram ECso/48h de 2,6 mg L* para D.
magna e CLso/24h de 0,14 mg L*para T. platyurus. No entanto, as informacdes sobre
os efeitos ecotoxicoldgicos das NPs de ZnO sdo muito limitadas em todos os taxons
e sdo necessarios mais estudos para explicar os mecanismos de toxicidade a nivel

celular, do organismo ou da populacao (MA e LIN, 2013; VALE et al., 2016).

1.4 BIOMONITORAMENTO E BIOMARCADORES

O biomonitoramento consiste na realizacdo de um diagndstico atravées de
mudancas nas respostas fisiologicas de espécies utilizadas como indicadores de
gualidade ambiental (DOS SANTOS, 2013).

Espécies capazes de indicar os primeiros sinais de estresse ambiental em
diferentes niveis de organizacdo biolégica sdo denominadas bioindicadores. E séo
amplamente utilizadas na avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos em areas
impactadas (ADAMS, 2002; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2005). As medidas das
respostas a exposicdo aos contaminantes, os biomarcadores, sdo cada vez mais
usados em estudos de monitoramento ambiental para identificar os efeitos deletérios
na biota. Os biomarcadores podem indicar se ha contaminacdo ambiental em grau
suficiente para causar efeitos fisioldégicos, através das respostas em niveis
moleculares, antes mesmo de surgirem em niveis mais altos causando danos
histolégicos.

Caso ocorra falha nos mecanismos de defesa dos organismos, sua reproducao
ou sobrevivéncia pode ser afetada podendo, eventualmente, acarretar em mudancas
a nivel populacional/comunidade. Sendo assim, biomarcadores devem ser
considerados como indicadores precoces de contaminagdo ambiental (SCHLENK,
1999).
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1.4.1 Espécies reativas de oxigénio, danos a biomoléculas, defesas antioxidantes e

estresse oxidativo

O oxigénio é uma parte fundamental da vida aerdbia, uma molécula de
grande importancia ja que participa do processo de producdo de energia através da
cadeia transportadora de elétrons na mitocéndria dos eucariotos e em iniUmeras vias
metabdlicas fundamentais. Contudo, o consumo desta molécula possibilita a
formacdo de radicais livres e substancias que podem ser toxicas a nivel intracelular
e extracelular, as espécies reativas de oxigénio (ROS) (BARBOSA et al., 2010
CONDESSA, 2014. Entre estas substancias estdo os radicais superéxido (O2), o
peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH). (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). As ROS apresentam func¢des bioldgicas importantes quando
em concentracfes homeostaticas, estdo envolvidas no processo de producédo de
energia, fagocitose e sinalizacao intercelular. O peroxido de hidrogénio (H20>)
desempenha um papel importante na sinalizacao ja que apresenta maior estabilidade
e maior tempo meia vida. Assim, a flutuacdo do nivel de H>O. pode refletir as
mudancas ambientais. Por exemplo, infeccao por patdogenos, ferimentos, variacoes
extremas de temperatura, incidéncia de radiacao ultravioleta (NEILL et al., 2003).

No entanto, o excesso destas substancias pode promover a peroxidacao dos
lipidios da membrana plasmatica e agressao as proteinas, enzimas, carboidratos e
DNAs (BARREIROS e DAVID, 2006; (RAMOS et al., 2000). A célula conta com
defesas importantes para lidar com estes diferentes efeitos biolégicos provocados,
as defesas antioxidantes, que podem ser produzidas pela propria célula ou
adquiridas a partir da dieta alimentar. O sistema de defesa antioxidante, enzimatico
ou ndo enzimatico, inibe o estresse oxidativo e limita o excesso da sintese de ROS
(DROGE, 2002) (Figura 5). Entre as principais defesas antioxidantes ndo enzimaticas
estdo, as vitaminas C e E, carotenoides, flavonoides, pigmentos biliares, urato e o
tripeptideo glutationa (GSH). As defesas antioxidantes enzimaticas também sao
fundamentais, dentre elas estdo as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(Cat) e glutationa peroxidase (GPx) (REISCHL et al.,, 2007; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). Elas sdo responsaveis por evitar a formacdo de ROS,
neutralizar as espécies reativas assim como realizar uma possivel reparagdo de

danos causados. Quando os niveis de ROS extrapolam a defesa antioxidante de um
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organismo, e ocorre um desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a
atuacdo dos sistemas de defesa antioxidantes as células entram em estresse
oxidativo, podendo resultar em proliferacéao celular, adaptagéo (aumento das defesas
celulares, deixando a célula superprotegida), dano celular (a um ou mais tipos de
biomoléculas como lipidios, proteinas, DNA, carboidratos, etc.), senescéncia
(sistema de diviséo celular comprometido) e morte celular (danos oxidativos ao DNA,
mitocondria podem causar morte celular por apoptose ou necrose) (CARBALLAL et
al., 2003; DE ALMEIDA et al., 2007; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; VALKO et
al., 2005) (Figura 6).

Enzimaticas

Defesas antioxidantes

Vitaminas

Nio enzimaticas Carolendides

Compostos fendlicos

Figura 5 - Principais defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enziméticas. (Fonte: CAROCHO
e FERREIRA 2013).
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Figura 6 - Representacdo das possiveis rotas para a geracdo de ROS na presenca de NP. (1)
Internalizacdo poderia gerar ROS devido a dissolugdo das NPs nas células e/ou a atividade
fotocatalitica das NP. (2) Dissolucéo das NPs levaria ao aumento na concentragdo de ions metdlicos
(M) no meio, podendo alguns desses metais serem capturados pelos organismos. (3) NPs podem
adsorver/complexar outros metais presentes no meio, podendo ser tomados pelas células. (4)
Atividade fotocatalitica das NPs na presenca de radiacdo ultravioleta e/ou luz natural. (Fonte:
GIRARDELLO, 2016)
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1.5 VIAS DE ENTRADA E MECANISMOS DE ACAO DE NANOPARTICULAS EM
SISTEMAS VIVOS

Os sistemas aquéticos, a atmosfera e o contato com o solo sdo considerados
as principais rotas de exposicao de um nanomaterial no ambiente (PASCHOALINO
et al., 2009). No ambiente terrestre, a absorcdo por inalacdo ou ingestdo de
nanoparticulas sdo as principais vias de entrada nos organismos (MOORE, 2002;
HOWARD, 2004; WARHEIT, 2004). Na biota aquatica a absor¢cdo de nanoparticulas
pode ocorrer a partir da ingestdo direta e/ou a entrada através dos epitélios
branquiais ou de superficies externas (MOORE, 2006; OBERDORSTER et al., 2004).

Algumas caracteristicas como, aglomeracdo, agregacdo, adsorcdo e
sedimentacao influenciam diretamente o destino das nanoparticulas no meio
ambiente (LOWRY et al., 2012). Além disso, para prever o comportamento das NPs
em ambientes aquaticos deve-se levar em consideracao fatores fisicos e quimicos
(ph, eletrolito, matéria organica etc.) (BAALOUSHA et al., 2013; ROMANELLO e DE
CORTALEZZI, 2013).

As formas e propriedades das NPs também podem ser alteradas a partir da
interacdo com particulas coloidais inorganicas e organicas que estao presentes no
ambiente aquatico (especiacdo dinamica). Assim, € importante considerar a
especiacdo dinamica e a reacdo das NPs no compartimento ambiental para fazer
previsoes relevantes do destino e dos riscos das NPs (VALE et al., 2016).

Uma vez no ambiente aquatico, as nanoparticulas podem ser absorvidas pelos
organismos a partir de mecanismos fisicos atribuidos ao tamanho das particulas e
as propriedades da superficie que podem provocar o rompimento da membrana
(BHATT e TRIPATHI, 2011; NEL et al., 2009; HUSSAIN et al., 2005; LEROUEIL et
al., 2008) e processos de transporte (OVREVIK et al., 2004). A funcédo da membrana
pode ser afetada, ja que as NPs podem aderir a uma célula e bloquear os poros da
membrana celular. A internalizacdo das nanoparticulas também pode ocorrer via
endocitose, através do processo de difusdo ou transporte de ions. A absorcéo das
NPs também pode ser atribuida a mecanismos quimicos que incluem a producao de
(ROS), dissolucédo e liberagcdo de ions toxicos, dano oxidativo por catalise e
peroxidacéo lipidica (ELSAESSER e HOWARD, 2012) (Figura 7).

31



Figura 7 - Principais efeitos toxicos desencadeados por nanomateriais em células eucaridticas. Fonte:
RADAIC et al., 2016)

1.5.1 Nanoparticulas metalicas e biomarcadores do estresse oxidativo

As NPs metélicas podem induzir a liberacdo de ions metalicos toxicos das
nanoparticulas na fase aquosa e a producao de radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio (BRUNNER et al., 2006; REGOLI et al., 2002a; REGOLI et al., 2002b;
VIARENGO et al., 2007, RADAIC et al., 2016). As NPs podem agir de forma direta,
causando danos oxidativos na molécula de DNA ou de forma indireta, causando
danos por interacdo com moléculas intermediarias ou proteinas envolvidas no
processo de divisdo celular (CHEUNG et al., 2001; LAM et al., 2004; SYCHEVA et
al., 2011).

Vérias NPs inorganicas como ZnO, CuO e Ag induziram estresse oxidativo em
microorganismos aquaticos (VON MOOS & SLAVEYKOVA, 2013 ). Estudos relatam
a que apos a exposicao a radiacdo UV, as NPs de TiO2 promovem a geragado de
ROS em peixes, invertebrados e algas (KUS et al., 2006; MENARD et al., 2011;
ZHAO et al., 2007). Varios relatorios estédo disponiveis sobre a toxicidade das NPs
de ZnO em crustaceos de agua doce, como Daphnia magna (BLINOVA et al., 2010;
HEINLAAN et al., 2008; WIENCH et al., 2009; ZHU et al., 2009) e Thamnocephalus

platyurus (BLINOVA et al., 2010; HEINLAAN et al., 2008).
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As células apresentam importantes defesas celulares contra os efeitos toxicos
causados por metais. Entre elas estd a inducdo da producdo de metalotioneinas
(MTs), que sao proteinas de baixo peso molecular, ricas em cisteina e responsaveis
por transportar, estocar e armazenar ions metalicos e controlar a concentracdo de
elementos tracos livres como zinco (Zn) e cobre (Cu). As MTs também apresentam
papel protetor no sequestro de metais e na protecao contra condicdes de estresse
(BENALI et al., 2015; VIARENGO et al., 1997; VIARENGO et al., 1999). Estudos
demonstram que as MTs sao super-expressas em organismos que experimentam
altas concentracfes de metais em seu ambiente e o nivel de metalotioneinas tem
sido usado como um biomarcador para contaminagdo por metais no ambiente
aquatico (LAP et al., 2005; THIRUMOORTHY et al., 2007; ROY et al., 2011)

1.5.2 Sistema imunologico dos invertebrados

A fim de lidar com os danos provenientes do estresse oxidativo, 0 sistema
imunologico dos invertebrados apresenta mecanismos basicos como, barreiras
fisico-quimicas, defesas celulares e mecanismos humorais (ADAMO, 2012).

Dentre os mecanismos mais comuns estdo, fagocitose, producédo de ROS e
radicais de nitrogénio, sintese e secrecdo de proteinas antibacterianas e
antifangicas, proteinas semelhantes a citocinas, enzimas hidroliticas, ativacdo de
cascatas enzimaticas que regulam a melanizacao e coagulacédo da hemolinfa. Essas
funcbdes sdo geralmente realizadas por células de circulacdo livre (hemaocitos,
coelomocitos) no sangue (hemolinfa, cavidade celémica) (CANESI e
PROCHAZOVA, 2013).

As barreiras protetoras anatbmicas e quimicas constituem a imunidade natural
dos moluscos e evitam danos aos tecidos, perdas de fluidos corporais e infec¢cdes de
microrganismos e parasitas patogénicos. A concha e o muco que cobre o corpo mole
constituem a principal barreira fisica. O tipo celular mais abundante no sangue dos
moluscos, sdo os hemdcitos granulares, células maduras capazes de realizar
fagocitose, producdo de ROS e NO, liberacdo de enzimas hidroliticas e peptideos
antimicrobianos (GLINSKI & JAROSZ, 1997; CANESI et al., 2012).
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1.6 PARAMETROS PARA AVALIACAO DE EFEITOS EM ECOTOXICOLOGIA
AQUATICA

A ecotoxicologia visa compreender como 0s poluentes quimicos, de forma
isolada ou em combinagcdo com outros estressores, podem afetar os ecossistemas
de forma integral (TRUHAUT, 1977). Com o avang¢o da nanotecnologia surge uma
sub-disciplina da ecotoxicologia, a nanoecotoxicologia que visa especificamente
entender e identificar os efeitos dos nanomateriais no ecossistema (SCHIRMER et
al, 2013).

E crescente 0o nimero de estudos que relatam a toxicidade de varios
nanomateriais, especificamente nanoparticulas, para organismos que vivem no
ambiente aquatico, incluindo plantas, fungos, algas, invertebrados e peixes (BAUN
et al., 2008; FARRE et al., 2009; HANDY et al., 2008; NAVARRO et al., 2008).
Inicialmente, grande parte dos estudos tiveram como principal objetivo documentar
os efeitos toxicos e as concentracdes de nanoparticulas que apresentavam algum
efeito toxico para organismos individuais. Recentemente, deu-se uma maior
importancia para a adequada caracterizacdo da NP. No entanto, poucos sao 0s
estudos que buscam compreender a biodisponibilidade ambiental das NPs ou a
sensibilidade das comunidades bidticas e processos ecossistémicos a exposicao a
NP. Sendo assim, € importante que haja uma visdo ecoldgica em nanotoxicologia
(BERNHARDT et al., 2010; KLAINE et al., 2008).

1.6.1 Toxicidade Aguda

Os testes de toxicidade aguda avaliam uma reposta severa e rapida dos
organismos a um estimulo que pode se manifestar num periodo de 0 a 96 horas
(RAND & PETROCELLI, 1985). Os efeitos avaliados, em geral, sdo letalidade e
imobilizacdo dos organismos. Os objetivos destes testes sdo determinar a
Concentracéo Letal Média (CLso) ou a Concentracdo Efetiva Média (CEsp), isto €, a
concentragdo do xenobidtico que causa mortalidade ou imobilidade,
respectivamente, a 50% dos organismos-teste depois de um determinado tempo de
exposicdo (MAGALHAES & FERRAO-FILHO, 2008). A avaliacdo ecotoxicoldgica

aguda dos ecossistemas aquaticos a partir dos modelos bioldgicos, constitui-se como
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uma abordagem exploratoria a fim de evidenciar a realidade dos ecossistemas
aquaticos que recebem despejos domésticos e industriais (BERTOLETTI &
ZAGATTO, 2006). No Brasil, estes testes s&o utilizados no monitoramento de
efluentes industriais com o objetivo de minimizar o impacto ambiental, avaliar a
eficiéncia das estacdes de tratamento bem como um requisito para obtencdo e
manutenc¢do da licenga junto aos 6rgaos ambientais alguns Estados.

Determinar a letalidade possibilita estimar a concentracéo e o risco potencial
de uma substéncia quimica causar alteracfes fisiolégicas em uma determinada
espécie em estudo (HEATH, 1995). As concentra¢cdes subletais estao abaixo da CLso,
e sao importantes pois podem revelar as provaveis alteracdes biolégicas induzidas
por um dado xenobidtico.

Os testes para determinar efeitos agudos, quando utilizados de forma isolada,
séo considerados insuficientes para antecipar danos aos ecossistemas causados por
substancias ou misturas de substancias, entretanto, esses testes continuam sendo
ferramentas de grande importancia na identificacdo da periculosidade dessas
substancias (OLIVEIRA-FILHO, 2003).

1.6.2 Toxicidade Crobnica

A fim de evidenciar os efeitos adversos resultantes de exposicdes prolongadas
dos organismos a concentracdes nao letais das substancias quimicas, os testes de
toxicidade cronica foram elaborados. Estes testes avaliam o0s seguintes parametros
(OLIVEIRA-FILHO, 2003):

- Teste de Toxicidade Crénica com Ciclo de Vida Completo;

- Teste de Toxicidade Crbnica com Ciclo de Vida Parcial €;

- Teste de Toxicidade para Estagios Iniciais de Vida (ELS — “Early Life Stages”)

O teste de toxicidade crbénica € realizado a partir da exposicdo de um
organismo durante seu ciclo reprodutivo completo, ou seja, de ovo a ovo, a pelo

menos cinco concentracdes da substancia-teste (RAND et al., 1995).

Durante a realizacdo dos testes crénicos com ciclo de vida parcial, individuos

jovens sdo expostos durante sua maturacao até a reproducdo, e s6 termina apos a
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eclosdo da proxima geracao. Os testes envolvendo estagios iniciais de vida tem inicio
com a exposicdao do ovo fertilizado, continuam durante o desenvolvimento
embrionério, larval e juvenil, sendo observados principalmente os efeitos sobre a

sobrevivéncia e o crescimento (MCKIM, 1995).

1.6.3 Testes rapidos de efeitos sobre reproducao e desenvolvimento

As limitag6es préprias ao sistema de exposi¢do e ao alto custo do ensaio, em
muitos casos, limitam a utilizagcdo dos testes cronicos, principalmente, quando o
objetivo é o monitoramento da toxicidade de efluentes. Portanto, neste caso, testes
cronicos prolongados, envolvendo a exposicdo por todo o ciclo de vida de um
organismo, nao sao praticos para avaliacdes toxicolbdgicas de rotina.

Visando a necessidade de respostas rapidas para acdes regulatorias, a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), formou comissdes
gue desenvolveram 4 testes de curta duracao, utilizando estagios iniciais de vida,
para estimar os efeitos crénicos de efluentes sobre organismos aquaticos. Esses
testes foram bem aceitos pela comunidade cientifica internacional, e atualmente, sao
referéncias em termos de avaliacdo de toxicidade aquatica (OLIVEIRA-FILHO,
2003).

Estes testes sao:

- Teste Semi-Estético de 7 dias, para avaliar a sobrevivéncia e o crescimento
de larvas do peixe Pimephales promelas;

- Teste Semi-Estatico de 7 dias, para avaliar a sobrevivéncia e a
teratogenicidade na fase embrio-larval do peixe Pimephales promelas;

- Teste Semi-Estatico de 7 dias, para avaliar a sobrevivéncia e a reproducéo
do crustaceo Ceriodaphnia dubia;

- Teste Estatico de 4 dias, para avaliar a inibicdo do crescimento da microalga
verde Selenastrum capricornutum.

Devido a percepg¢do do aumento da infertilidade nos paises desenvolvidos,
(Europa,16% em 1976 para 20% em 2004) (dados da OMS. Veja: http: //www.euro
.who.int / __ data / assets / arquivo_pdf / 0010/73954 / EN63.p df) houve um

36



crescente aumento no numero de trabalhos publicados sobre o papel dos
nanomateriais em funcdes reprodutivas e no desenvolvimento embrionario
(CAMPAGNOLDO et al, 2012). Sendo assim, estes fatores estimularam o surgimento
de uma nova area na ciéncia que tém como objetivo analisar as interacdes nano-bio
com foco em sistemas reprodutivos e desenvolvimento embriondrio, a
“nanoreprotoxicologia”. (TAYLOR et al., 2012; POMA et al., 2014).

1.7 CARACTERIZACAO DO ORGANISMO-TESTE B. glabrata

O organismo-teste adotado no presente estudo é o molusco da classe
gastropoda, da espécie Biomphalaria glabrata (SAY, 1818) (Figura 8).
Frequentemente, os gastropodos do género Biomphalaria sdo utilizados como
biomarcadores para estudos sobre poluicdo em ecossistemas aquaticos (WAGNER,
2000), pois, sdo excelentes modelos para estudos ecotoxicologicos de efeitos
deletérios em ambientes aquaticos (OLIVEIRA-FILHO, 2014; RIVERO-WENDT,
2014).

Figura 8 — Biomphalaria glabrata: conchas de exemplares adultos. (Fonte: CARVALHO et al, 2007).

Algumas caracteristicas sdo fundamentais para identificacdo do género
Biomphalaria como, concha discoidal, hemolinfa vermelha, mandibula em T, olhos
na base interna dos tentaculos, dente central da radula bicuspide e sem denticulo
acessorio, glandulas salivares por fora do anel nervoso periesofagiano, complexo
peniano sem 6rgdo acessorio, pénis simples coincidindo sua ponta com a abertura
do canal do esperma (PARAENSE, 1972).
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A espécie B. glabrata habita ambientes limnicos que apresentam condicdes
ecologicas necessarias para sua sobrevivéncia e reproducdo e sdo capazes de se
reproduzir através da auto-fecundagcdo (hermafroditas), porém, apresentam
preferéncia pela fecundacdo cruzada. Sendo assim, em condi¢cdes adequadas de
luz, temperatura, pH, salinidade podem reproduzir durante todo o ano, proliferando
rapidamente pelo ambiente (COSTA, 2011). Geralmente, a oviposi¢cdo ocorre
durante a noite e a massa de ovos ou desova é colocada sobre o lado inferior de
folhas flutuantes, plantas, rochas, conchas de outros moluscos, madeira, etc. Os
ovos ao serem depositados sdo envolvidos por uma capsula (Figura 9), constituida
por uma sustancia gelatinosa, produzida pela glandula nidamental (MORAES et al.,
2008). O enrijecimento da massa ovigera ocorre de forma lenta a partir do contato
com a agua, e em torno de meia hora passa a apresentar a forma de um disco
transparente, firme e flexivel. (PARAENSE, 1972). O ovo comeca a se dividir cerca
de duas horas apés a postura (KAWANO et al., 1992), e entre sete e dez dias pode
ocorrer a eclosédo (OLIVEIRA-FILHO et al., 1999a). O desenvolvimento do embrido
pode ser considerado como um “elo fraco” no ciclo de vida de um organismo. Ao
longo deste periodo, processos celulares e moleculares séo realizados visando gerar
um organismo multicelular complexo. Na maior parte dos casos, esses processos

séo sensiveis e facilmente perturbados por substancias quimicas (BANTLE, 1995).

Capsula Ovifera

Ovo do caramujo

Embrido do caramujo

Figura 9 — Massa ovigera de B. glabrata com 15 ovos. (Fonte: SOUZA, 2006)

A andlise da oviposigdo € baseada em dois fatores, fecundidade e fertilidade.
Na fecundidade é avaliado o nUmero de massas ovigeras, de ovos por caramujo e

de ovos/massa ovigera.
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A fertilidade avalia a taxa de eclosdo dos caramujos e a propor¢ao de ovos
férteis e ndo férteis (KAWAZOE, 1977; COSTA et al., 2004).

Nos caramujos do género Biomphalaria, o nUmero de ovos por massa ovigera
pode variar de 1 a 100. Alguns fatores podem interferir na reprodu¢&o dos caramujos,
tendo até a capacidade de impedir a oviposicao (MORAES et al., 2008). Dentre estes
fatores estdo, infecgcdo do caramujo pelo parasita Schistosoma Mansoni, exposi¢cao
a metais e o tipo de alimentacao (ANSALDO, et al., 2009).

Segundo Paraense (1970), o género Biomphalaria pode ser encontrado em
uma variedade de cole¢Bes de agua doce, parada ou pouco corrente, tais como
lagoas, lagos, pocas, cisternas, pantanos, banhados, remansos de rios, riachos,
canais de irrigacdo e de drenagem, etc. Preferencialmente, em aguas rasas, tendo
como substrato o leito lodoso ou rochoso e a vegetacao enraizada ou flutuante mais
proxima das margens. Sendo assim, na maioria dos habitats favoraveis a sua
colonizagao, é possivel observar algumas caracteristicas comuns, como riqueza de
microflora e matéria organica, boa insolacédo, pouca turbidez, pH entre cerca de 6 e
8 e temperatura média entre 20 e 25 °C.

A espécie Biomphalaria glabrata Say, 1818, é o maior molusco da familia
Planorbidae e sua distribuicdo geografica se da por cerca de dezesseis estados do
Brasil, além do Distrito Federal. (CARVALHO et al; 2008.)

Tal como, os moluscos pulmonados aquaticos tipicos, os caramujos do género
estudado, predominantemente apresentam respiracdo atmosférica, resultante do
processo adaptativo dos moluscos branquiados aquaticos ao ambiente terrestre
(PARAENSE, 1955). Sua hemolinfa circula em um sistema circulatério semi-aberto,
e difere de outros planorbideos por conter hemoglobina dissolvida como pigmento
respiratério (COSTA, 2011). Os hemocitos, células presentes na hemolinfa séo
responsaveis por mediar seu sistema de defesa celular e podem ser estimulados por
alteracdes externas no meio. Em razao do alto investimento em pesquisa decorrente
da sua importancia como hospedeiro intermediario do S. mansoni muitos aspectos
de sua biologia e ainda suas respostas a ensaios ecotoxicolégicos ja foram
estudados (BAPTISTA et al., 1992; MENDES et al., 1992; BAPTISTA & JURBERG
1993; BAPTISTA et al., 1994; VASCONCELLOS & BAPTISTA 1996; MENDES et al.,
1997; BAPTISTA et al., 1997; SCHALL et al., 1998; COELHO DA SILVA et al., 2013).

39



Entretanto ainda existem poucos estudos de avaliacdo dos efeitos de
nanoparticulas sobre espécies do grupo (BERNOT & BRANDENBURG, 2013;
FAHMY, et al., 2014). Moluscos aquaticos, em particular, os caracéis, acumulam
metais persistentes, portanto, esses organismos podem servir como excelentes
espécies bioindicadoras para o monitoramento bioldgico de toxinas de poluentes
metalicos para melhorar os padrbes de qualidade da &gua para diversos usos
(SAWASDEE & KOHLER, 2009; SCHAMPHELAERE et al., 2007, LALAH et al., 2007,
WAGNER, 2000; OLIVEIRA-FILHO, 2014; RIVERO- WENDT, 2014).

Além disso, outros trabalhos foram realizados a fim de avaliar efeitos induzidos
por xenobibticos sobre o desenvolvimento embrionério do caramujo Biomphalaria
glabrata (GERALDINO, 2004; OLIVEIRA-FILHO et al., 2019). No entanto, poucos
trabalhos avaliam os efeitos ecotoxicologicos das nanoparticulas sobre reproducéo,

desenvolvimento embrionario e eclosao.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos das nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs de ZnO) sobre
0 gastrépode Biomphalaria glabrata, durante exposicbes aguda e crbnica, de
maneira a identificar os possiveis impactos no ciclo de vida (reproducédo, resposta

imunoldgica, estresse oxidativo) desses moluscos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos agudos sobre a espécie Biomphalaria glabrata
com a determinacao das concentracgdes letais e sub-letais (CL1o, CL30, CLso € CLoo)

de nanoparticulas de o6xido de zinco.

Analisar os efeitos celulares por Citometria de Fluxo, na fase adulta dos moluscos

submetidos aos testes ecotoxicologicos;

Avaliar a viabilidade dos embrides de Biomphalaria glabrata expostos as

concentracdes sub-letais de nanoparticulas de Oxido de Zinco.

Realizar testes ecotoxicolégicos agudo e crénico (concentracdes subletais) com a
finalidade de avaliar os efeitos da exposicédo continua no desempenho reprodutivo
de individuos de Biomphalaria glabrata expostos as concentracdes sub-letais de

NPs de ZnO e sua possivel recuperacao.

Quantificar a espécie reativa de oxigénio H»O> (Peroxido de Hidrogénio) por
espectrofotometria de absorcdo molecular no ultravioleta-visivel (UV-Vis) em
diferentes matrizes dos moluscos expostos as Nanoparticulas de Oxido de Zinco

(massa cefalopediosa visceral, glandula digestiva e hemolinfa).
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3 METODOLOGIA

3.1 CARACTERIZACAO DA NANOPARTICULA DE OXIDO DE ZINCO (ZNO)

Neste trabalho avaliou-se o efeito das NPs de ZnO, com didmetro <100 nm
com média de 35 nm, 50% do peso em H20O, pH 7+0.1 (para meio aquoso),
Densidade: 1.7 g/mL+ 0.1 g/mL a 25 °C, Produto No 721077 (Sigma-Aldritch). E um
produto de natureza analitica, com as suas propriedades fisico-quimicas definidas:
Pureza de 99,9 %, Potencial Zeta -30> e <30 Mv.

Anterior a realizacdo dos experimentos de toxicidade e reproducdo as
nanoparticulas foram caracterizadas para fornecer uma base para a compreensao
dos efeitos toxicos observados. As propriedades fisico-quimicas que foram
determinadas incluiram tamanho da particula, polidispersdo, potencial zeta, pH e
dureza. As medidas foram realizadas a 25 °C, ap0s diluicdo apropriada das amostras
em agua tipo Il. As diluicbes analisadas correspondem as concentragdes letais e
subletais encontradas durante a realizacéo do trabalho 2 mg L™ (Clio), 6 mg L™ (CLso),
10 mg LY(CLso) € 17 mg L (CLeo). O Tamanho das particulas, o indice de
Polidispersdo e o Potencial Zeta das nanoparticulas de Oxido de zinco foram
determinados usando o SZ-100 Nanopartica (HORIBA Scientific). Cada analise de
tamanho durou 150s e para determinar o potencial zeta, as amostras foram

colocadas em célula eletroforética, onde um potencial de = 150 mV foi estabelecido.

3.2 ORGANISMO-TESTE

O molusco de agua doce (Mollusca, Gastropoda), Biomphalaria glabrata, foi
utizado como organismo-teste. Frequentemente, os gastrépodos do género
Biomphalaria sdo utilizados como biomarcadores para estudos sobre poluicdo em
ecossistemas aquaticos (WAGNER, 2000), pois, sdo excelentes modelos para
estudos ecotoxicoldgicos de efeitos deletérios em ambientes aquaticos (OLIVEIRA-
FILHO, 2014; RIVERO-WENDT, 2014).
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Todos os espécimes de B. glabrata utilizadas neste estudo sé@o oriundos de
Sumidouro/RJ de criadouros semi-naturais mantidos no Laboratorio de Avaliacdo e
Promoc¢édo da Saude Ambiental do Instituto Oswaldo Cruz, sob condicdes livres de

contaminacao ambiental.

3.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.3.1 Avaliacdo dos efeitos toxicos em adultos e neonatos de B. glabrata e
determinacao das concentracdes letais e subletais das NPs de ZnO

Os primeiros testes de ecotoxicidade foram realizados objetivando a
determinacdo das concentracdes letais e subletais das NPs de ZnO. Testes de
ecotoxicidade aguda foram realizados com base na exposicao de 3 réplicas contendo
10 caramujos adultos cada para cada uma das concentracdes testes (2, 5, 10, 15, 25
e 50 mg L1). O mesmo procedimento foi replicado em intervalos de concentracdes
menores até serem definidas a série das concentracdes letais e subletais (CL1o, CLzo,
CLso e Clgo). As definicdes das séries subletais foram realizadas pelas analises do
teste Probita (FINNEY, 1971). As etapas descritas acima foram representadas no

diagrama a seguir (Figura 10).

Manoparticulas Caracterizacdo
(NP de Zn()

Sigma-Aldrich

Ne de individuos N de réplicas
0 [controle) 10 3

1 mg/L 10
5 mg/L 10
10 mg/L 10
15 mg/L 10
10
mg/L 10

Exposicéo

Determinagio
das Cls

Teste Teste Probit
ecotoxicologico [Finney 1971)
(48h)

W oW W W o W

Figura 10 - Diagrama mostrando as etapas para a exposicdo aguda de Biomphalaria glabrata as NPs
de ZnO
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A partir da determinacgéo das CLs, outros testes foram realizados com o objetivo
de analisar o desempenho reprodutivo de caramujos adultos, a sobrevivéncia de
embribes expostos, os efeitos celulares das NPs e a alteracdo na producdo de
espécies reativas de oxigénio.

A patrtir de testes preliminares, foi identificado que a CL1o dos adultos causava
a morte de 100% da populacdo de neonatos. Assim, para 0s experimentos realizados
com neonatos, utilizou-se concentracdes mais baixas de NPs de ZnO. Para os testes
de curta duragéo (48h) utilizou-se tais concentragées, 0,1; 0,2; 0,4; 1,0;20mg L*, e
para o teste de 21 dias, foi escolhida a menor concentracdo, 0.1 mg L't. Em todos os
testes, foram seguidas as seguintes moetodologias: 3 réplicas para cada
concentracdo e 10 neonatos em cada réplica, sendo um total de 30 neonatos por
concentracdo analisada. Para estes experimentos foram utilizadas placas de
poliestireno de 100 ml, ja que 0s neonatos apresentam tamanho bem reduzido em
relacdo aos individus adultos. Os neonatos utilizados nesta etapa foram obtidos
anteriormente de um grupo controle, ndo exposto, escolhidos aleatoriamente apos a
eclosdo. O objetivo destes experimentos foi analisar a taxa de mortalidade dos
neonatos na presenca das nanoparticulas e a relagdo entre o tempo de exposicdo e

a sobrevivéncia de B. glabrata.

3.3.2 Contagem diferencial de hemacitos e viabilidade

Coleta de hemolinfa

A coleta da hemolinfa foi realizada através da puncdo da regido cardiaca
segundo Zelck & Becker, (1990) e Bezerra et al., (1997). A fim de manter a integridade
dos hemdcitos e evitar a aglutinacdo celular, a hemolinfa foi coletada diretamente em
CBSS contendo Citrato /EDTA [50 mM Citrato de Sodio, 10 mM EDTA, e 25 mM de
sacarose] pH 7,2, a temperatura ambiente, na propor¢cédo de 1 de solucao para 1 de
hemolinfa, colocada em tubos de eppendorf e mantida em gelo. Para avaliar as
alteracdes da populacdo de hemdcitos circulantes, foi retirada a hemolinfa de 10

caramujos de cada grupo analisado (controle, CL10, CL3o, Clso € Clgp).
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Camara de Neubauer

A viabilidade dos hemdcitos presentes nas amostras da hemolinfa dos grupos
expostos as concentragdes pré-determinadas e do grupo controle foi estimada através
da incubacgéo das células em meio CBSS com 10ul de Azul de Tripan (diluigdo 1:1).
Os hemacitos foram caracterizados entre vivos e mortos com o auxilio de uma Camara
de Neubauer espelhada. Em cada lado da camara foi depositado 10 ul da hemolinfa
ja diluida e analisada em microscopio 6ptico com objetiva de 40X. Foram utilizados 10
moluscos para cada grupo presente neste estudo. A contagem na camara de
Neubauer foi realizada imediatamente ap0s a adicdo do corante. Desta forma, as
células coradas de azul foram consideradas mortas (MARTINS-SOUZA, 1999).

Citometria de fluxo

Para o estudo morfoldgico, fenotipico e funcional das células utiliza-se a
técnica de citometria de fluxo. Isto se deve a sua capacidade de analisar varios
parametros simultaneamente numa unica célula. Esta técnica baseia-se na deteccao
da dispersdo da fluorescéncia emitida por substancias/moléculas fluorescentes —
chamadas fluorocromos que conjugadas com anticorpos monoclonais ou nao, se
ligam a moléculas na superficie ou no interior das células, e sdo excitadas por uma
fonte luminosa (LASER) (BERTHO e FERRAZ, 2013). As analises foram realizadas
na Plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de Purificacdo Celular, do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro/RJ. Para a andlise na Citometria de Fluxo
as amostras contendo hemolinfa obtida dos moluscos foram diluidas na proporcéo de
1:1 com Solucdo Salina Balanceada de Chernin — CBSS, depositada em tubos de
Eppendorf e mantida em gelo durante todo processo. Para a caracterizacdo da
morfologia, viabilidade e subpopulacdes dos hemdcitos obtidos da hemolinfa de
Biomphalaria glabrata foram realizados ensaios no citdbmetro de fluxo CytoFlex
(Beckman Coulter, FL, E.U.A.) instalado no Nucleo de Purificacdo Celular (sorting), da
Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, RJ, Brasil.
Posteriormente, utilizou-se o software especifico Kaluza 1.5 (BECKMAN COULTER)

para realizar a analise dos dados obtidos na aquisi¢do no citbmetro. As analises de
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viabilidade e morfologia foram feitas baseadas nas descritas anteriormente por

Martins-Souza et al. (2009), com algumas modificacoes.

Cinco tubos contendo 200 pL da hemolinfa total do molusco foram incubados com
100 pL do marcador de necrose iodeto de propideo (Pl), 20 pL do marcador de
apoptose 7AAD e 5 pL da lectina PNA, respectivamente. Esta suspensédo de
hemdcitos foi incubada por 20 minutos no gelo e ressuspendidas com 200uL de
CBSS. Em seguida, as amostras foram imediatamente submetidas a analise pela
citometria de fluxo e um protocolo foi elaborado, onde o sinal relativo ao tamanho
(forwardscatter - FSC) e a granulosidade (sidescatter — SSC), assim como o de
intensidade de fluorescéncia do PI, 7AAD e PNA capturado pelo citometro de fluxo
foram expressos em histogramas e dot-plots. Em cada amostra de hemolinfa foram
analisados o total de 20.000 eventos. Para as analises no citobmetro utilizou-se um
pool da hemolinfa de 10 caramujos de cada grupo, pois, a quantidade de hemolinfa
retirada de cada caramujo € muito pequena o que impossibilitou a analise nesta
tecnologia de modo individual como foi feita na leitura da Camara de Neubauer e na

diferenciacao dos hemdacitos.

3.5 ENSAIOS REPRODUTIVOS

Nesta etapa os caramujos adultos foram expostos a 1 e 2 mg L-* de NPs de
ZnO. Estes testes tém como base, a exposi¢cdo de 10 moluscos adultos (3 meses
ap6s a eclosdo e com lcm de diametro) por réplica, para cada uma das
concentracfes testes. Os caramujos foram mantidos em beckers de vidro de 1L,
tendo como suporte para as posturas, placas de espuma de poliestireno de 3cm x 3
cm. Foram realizados testes de curta duracdo, com 48h de exposicao e testes mais
longos, de 7 e 21 dias. Durante arealizac&o de todos 0s 0s experimentos, as desovas
foram coletadas semanalmente. Os parametros observados foram, fecundidade (n°
de massas ovigeras, n° de ovos férteis e inférteis) e fertilidade (n° de embrides
eclodidos) (COSTA, 2011). Os caramujos foram alimentados com alface fresca ad
libitum.

No teste agudo, apds as 48h de exposi¢cdo os caramujos foram transferidos

para beckers de 1L, contendo &gua tipo I, sem a presenca de nanoparticulas e foram
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observados ao longo das 5 semanas seguintes.
O diagrama abaixo (Figura 11) demonstra as etapas dos testes com curta
duracéao (48h).

Nan culas
) - e =2

_— Teste ecotoxicologico Desempenho
‘ Sigma-Aldrich Examinado (48h) reprodutivo
pelo DLS |5 semanas)

e de réplicas
3

0 (controle) 10
2mg/L (CL10) 10 3

Figura 11 - Diagrama mostrando as etapas para a exposi¢cdo de curta duracdo e avaliacdo de
desempenho reprodutivo de Biomphalaria glabrata expostas as NPs de ZnO

Para a avaliacédo dos efeitos a longo prazo, foram seguidas duas metodologias
distintas. A primeira consiste na exposi¢ao de caramujos adultos durante 7 dias, onde
nao ocorre renovacdo nem alteracdo da concentracdo e por isso, chamou-se de
estatico. A segunda, uma exposi¢cdo denominada de semi-estética, pois a cada 7 dias
a solucdo com a nanoparticula era substituida por outra com as mesmas
caracteristicas (KNIE & LOPES, 2004) (Figura 12). Para as duas metodologias
descritas seguiu-se 0 mesmo protocolo em relacdo a observacdo dos parametros
reprodutivos, fecundidade e fertilidade, descritos no inicio deste topico.

Todos estes testes tém como objetivo esclarecer os efeitos das NPs de ZnO
no desempenho reprodutivo de B. glabatra. Concentracdes subletais a longo prazo
podem afetar a fecundidade e a fertilidade destes caramujos? Além disso, esta

interferéncia seria reversivel apés a retirada destes moluscos do ambiente exposto?
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MNanoparticulas Exposigdo
MNP de Zn0

Examinado
Sigma-Aldrich ‘ pelo DLS

Teste ecotoxicoldgico Desempenho
(T e 21 dias) reprodutivo
(5 semanas)

N2 de individuos N2 de réplicas
10 3

10 3

Figura 12 - Diagrama mostrando as etapas para os teste de longa duracdo e avaliacdo de desempenho
reprodutivo de Biomphalaria glabrata expostas as NPs de ZnO

e Desempenho reprodutivo e potencial de recuperacao a exposicao sub-letal as NPs
de ZnO

Para avaliar a possivel recuperacao da atividade reprodutiva, foram realizados 2
ensaios com as seguintes concentracdes, 1 e 2 mg L-%. Os bioensaios foram
realizados em tréplicas de dez individuos adultos para controle e grupo exposto. A
guantificacdo dos parametros reprodutivos (0 numero de desovas e 0 numero de
ovos) foi feita semanalmente durante 8 semanas (4 semanas de exposi¢cdo — 4

semanas de recuperacao).

3.6 AVALIACAO DOS EFEITOS EMBRIOTOXICOS DE NPS DE ZNO

Esta etapa consiste em avaliar o efeito das NPs de ZnO no desenvolvimento

e eclosdo dos embrides. Sendo assim, utilizou-se massas ovigeras de B. glabrata

obtidas pela exposicdo de placas de petri, dispostos na superficie de aquarios

mantidos em condi¢cdes controladas de (luz e temperatura) do Laboratorio de
Avaliacdo e Promogéo da Saude Ambiental (LAPSA), IOC/FIOCRUZ.

Para esta etapa foram utilizadas concentra¢des ainda mais baixas, levando

em consideracdo a sensibilidade das massas ovigeras. As concentragcdes usadas

foram, 0,1 e 0,2 mg L' e o tempo de exposicdo foi de 96h. Para cada concentracéo
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testada foi utilizado um nimero minimo de 100 ovos, com até 15 horas (apés a
postura) estando, portanto, no periodo de desenvolvimento maximo correspondente
ao estagio blastula (CAMEY & VERDONK, 1970). As desovas foram distribuidas em
placas de Petri contendo as diversas concentracdes testadas. A partir de 96 horas
de exposicéo as desovas foram transferidas para agua tipo Il sem nanoparticulas, e
observadas até o 10° dia apés a postura. Ao final dos 10 dias (periodo considerado
adequado para ecloséao dos ovos ndo expostos) foram avaliadas a embrioletalidade
e a proporcéao de ovos que eclodiram (retardo de desenvolvimento).

Para o registro dos dados nesse estudo serdo utilizadas as seguintes
defini¢des:
* Organismos mortos
» Organismos vivos
» Organismos eclodidos

» Organismos néo eclodidos

3.7 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA POSTERIORES ANALISES

Apoés o término dos ensaios ecotoxicologicos, foi realizada a dissec¢do dos
moluscos do grupo controle e grupos expostos. As amostras teciduais (hemolinfa,
glandula digestiva), individuos inteiros e as massas ovigeras coletadas durante os
ensaios reprodutivos foram armazenadas e congeladas a -20 °C em tubos de

polipropileno estéreis para determinagéo da atividade e caracterizacdo de enzimas.

3.8 CARACTERIZACAO DOS NiVEIS DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
(H202) EM AMOSTRAS TECIDUAIS DE B. glabrata

Ao final de cada experimento descrito ao longo deste trabalho, os caramujos
do grupo controle e do grupo exposto foram armazenados para que fossem
realizadas analises posteriores. Sendo assim, para caracterizar e quantificar os
niveis de H202, as amostras escolhidas para a analise foram, massa cefalopediosa e

visceral (partes moles) sem a conhcha (partes duras) de B. glabrata do grupo controle
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e do grupo exposto a 2,0 mg L (CL10), hemolinfa de caramujos expostos a 1,0 e 2,0
mg L%, glandula digestiva de caramujos expostos a 1,0 mg L e do grupo controle.
Depois que as amostras foram escolhidas seguiu-se o0 seguinte desenho
experimental. Em microtubos para amostra de 2 mL foram adicionadas 0,1% de TCA
(m/v). as amostras (individuos inteiros, hemolinfa, glandula digestiva e massas
ovigeras) foram homogeneizadas, e centrifugadas a 10.000 x g, durante 15 minuto,
a 4°C. Uma aliquota de 50 ul do sobrenadante foi extraida e adicionada a 50 ul de
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 1000 ul de iodeto de potassio 1 mol
L. Os tubos com a solucéo foram colocados no gelo sob auséncia de luz por uma
hora.

As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu,
Tokyo, Japan) a 390 nm e a quantidade de H2O: foi expressa em pymol g* de massa
seca, baseado em curva padréo de H>O> pré-estabelecida (ALEXIEVA et al., 2001).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

O célculo da série das CLs e respectivos intervalos de confianca de 95% no
teste de toxicidade aguda das NP Zinco, foi realizado pelo método Probit, utilizando o
pacote estatistico SPSS 8.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, the USA). Esse método propde
a utilizacao de concentracfes em escala crescente para que se obtenha um resultado
efetivo, pois € um método de analise de sensibilidade.

Para comparar as diferentes concentracdes testadas com o controle, tanto na
avaliacdo do desempenho reprodutivo como na avaliacdo do desenvolvimento
embrionario, foram utilizados os testes ANOVA, Man-Whitney e Teste T de Student.
O programa utilizado foi o GraphPad Prism (Versdo 8.0). Em todos os casos aa
normalidade dos dados foi verificada e a hipétese de nulidade foi rejeitada quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZAC}AO DA NANOPARTICULA DE OXIDO DE ZINCO (ZNO)

As medidas dos parametros analisados estédo representadas na tabela 1. As
nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao tamanho, polidispersdo e potencial

zeta. O pH e dureza da solugcdo-mae preparada para diluicdo nas concentracdes
letais e subletais também € apresentado na tabela 1.

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas das NPs de ZnO utilizadas

Analise Propriedade/Unidade  NPs ZnQO
Tamanho da particula nm 34 02
Fotencial zeta (mVy)=2 -5972
Polidispersao (IP)= 0,485

pH - 7.5
Dureza mg/L CaCO3 15

4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOS EM ADULTOS E NEONATOS DE

Biomphalaria glabrata

Como descrito na metodologia, 0os primeiros testes tiveram como objetivo a
determinacao das concentracdes letais e subletais das NPs de ZnO.

Os caramujos foram expostos as seguintes concentracdes 2, 5, 10, 15, 25 e 50
mg L durante o periodo de 48h. Os dados de sobrevivéncia obtidos nestes testes
foram analisados através dos célculos realizados pelo método Probit, e assim foi
possivel determinar as CLso e CLgo, sendo 10 e 17 mg L%, respectivamente (Tabela
1). Tais resultados embasaram a definicdo de outras concentracfes sub-letais da
nanoparticula de 6xido de zinco para B. glabrata, de maneira que pudessem ser
utilizadas nos testes de avaliacdo nos efeitos sobre atividade reprodutiva e na
viabilidade dos embrides. Assim sendo, foram estabelecidas as CL1o (2 mg L) e ClLso

(6 mg L) para o organismo teste.
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Tabela 2 - Valores das concentracdes letais e subletais (ug/ml) obtidos pelo método Probit

CL10 CL30 CL50 CL9

NPs de ZnO 2 6 10 17

A exposicéao realizada com os neonatos, com as concentracdes controle, 0,1;
0,2; 0,4; 1,0; 2,0 mg L, resultou em uma grande diferenca na taxa de mortalidade,
entre 0 grupo controle e os grupos expostos, sendo significativa (p<0.0001 Teste
ANOVA) (Figura 13).

1 5_ 1 LR |

104

n® de neonatos mortos

1 1 1
0 0lo0204 1 2

Figura 13 - Sobrevivéncia (média + erro padréo) de neonatos apds 48h de exposi¢do as concentracées
0,0.1,0.2,0.4, 1, 2 mg/L de NPs de ZnO. **** p<0.0001

Como podemos observar na figura 14, ao longo dos 21 dias de exposicdo o
grupo exposto apresentou um namero maior de neonatos mortos, no entanto nao

houve diferenca significativa quando comparado ao grupo controle.
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Figura 14 — Sobrevivéncia (média + erro padrdo) de neonatos apOs 21 dias de exposicdo a
concentragdo 0,1 mg L't de NPs de ZnO e grupo controle.

4.3 CITOMETRIA

4.3.1 Teste Agudo

Através da citometria de fluxo foram observadas 2 subpopulacdes distintas
em relacdo ao tamanho (foward scatter) e granularidade (side scatter), que a partir da
analise por tamanho e granulosidade puderam ser denominadas granuldcitos e
hialinocitos.

O perfil apresentado no grafico abaixo € representativo da espécie de B.
glabrata dos grupos expostos e grupo controle. Conforme observado na figura 15, os
hemocitos recuperados na hemolinfa de B. glabrata, podem ser separados,

inicialmente, através da lectina PNA, de debris e células mortas.

PNA (Peanut agglutinin)

160 - Total 160 T Granulécitos 160 1 Hialinécitos
w o
100 - _ ~ = 100 1 T Z 100 -
@ 3
60 - # 60 = 60 -
0 _ , 0. : : 0 : .
0 CL10 CL30 CLS0CLS0 0 CL10 CL30 CLS50CLS0 0 CLA0 CL30 CLS0CLS0

Figura 15 — Gréficos representando a porcentagem de hemdacitos circulantes de moluscos Biomphalaria
glabrata expostos as NPs de ZnO e do grupo controle, marcados com a Lectina PNA para as
populagfes pequenas e grandes.
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Comparando 0s grupos expostos com o grupo controle é possivel identificar uma

tendéncia ao aumento nos percentuais de células marcadas com Pl e 7AAD,

indicando maiores niveis de apoptose e necrose nos grupos expostos (Figura 16 e

17).

Pl (lodeto de Propideo)
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S I |
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Figura 16 - Graficos representando a porcentagem de hemdacitos circulantes de moluscos Biomphalaria
glabrata expostos as NPs de ZnO e do grupo controle, marcados com a Lectina Pl para as populacdes

pequenas e grandes.

7AAD (7-Aminoactinomycin D)

Total

2\'}_
10 -
ﬂ-

0 CL10 CL30 CL50 CL 80

T

&5 celulas

Granuldcitos

1

0 CLA0 CL30 CLS0O CLS0

o5 celulas

40 3
30 4

8 P A

0 CL10 CL30 CL50 CL B0

Hialinécitos

Figura 17 - Gréficos representando a porcentagem de hemacitos circulantes de moluscos Biomphalaria
glabrata expostos as NPs de ZnO e do grupo controle, marcados com a Lectina 7AAD para as

populagbes pequenas e grandes.
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4.3.2 Teste Cronico x Teste agudo

Ao comparar o grupo que foi exposto as NPs de ZnO durante 48h e o grupo
que foi exposto durante o periodo de 3 semanas, € possivel observar uma tendéncia
no aumento dos hemdacitos do grupo exposto cronicamente em todas as populacdes,

guando utilizado o 7AAD e uma diminui¢do quando utilizado o PI (Figura 18).

160 1 PNA 20 ; TAAD 261 PI
m 16 1 w 20
100 ; —_— = | r_:.uu 16 4
2 $ 1
0 | 2 N 2 104
6 4
0 0 0

CIM0AGUDD CLA0CRONICO CI10AGUDO CL 10 CRONICO -Cllﬂ.ﬁGUDD ELlﬂE;F'J:FNH:D

Figura 18 - Gréficos representando a porcentagem de hemacitos circulantes de moluscos Biomphalaria
glabrata expostos as NPs de ZnO e do grupo controle, marcados com 7AAD, Pl e a Lectina PNA para
as populacbes pequenas e grandes.

4.4 VIABILIDADE DOS HEMOCITOS

A partir da utilizacdo da Azul de Trypan, pode-se analisar os hemacitos vivos e
mortos, onde os mortos ficaram roxos quando vistos pela microscopia Optica em camara
de Neubauer, auxiliando assim a diferenciacéao deste tipo celular. Ao comparar 0s grupos
controle e exposto, pode-se verificar que o numero de hemdcitos recuperados da
hemolinfa nos grupos expostos foi estatisticamente superior ao recuperado de caramujos
nao expostos. Em relacdo a mortalidade, é possivel constatar um aumento significativo na

guantidade de células mortas nos grupos que foram expostos as NPs de ZnO (Figura 19).
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HEMOCITOS VIVOS HEMOCITOS MORTOS
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Figura 19 — Concentracdo dos hemdcitos vivos e mortos circulantes na hemolinfa de Biomphalaria
glabrata exposta as NPs de ZnO e do grupo controle. Os resultados foram considerados significativos
para P<0.05

4.5 ENSAIOS REPRODUTIVOS - EFEITOS NA FECUNDIDADE E FERTILIDADE
DE Biomphalaria glabrata EXPOSTAS AS CONCENTRACOES SUB-LETAIS DE
NPS DE ZnO

No teste agudo, é possivel observar que o numero médio de massas ovigeras,
de ovos férteis, e ovos inférteis tiveram um aumento no grupo exposto em relacao ao
grupo controle. No entanto o grupo exposto apresentou uma taxa de eclosdo

significativamente menor do que a encontrada no grupo controle (Figura 20).
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Fig 20 - Fecundidade e fertilidade (média + erro padréo) de Biomphalaria glabrata apos 48h de
exposi¢do as NPs de ZnO (Teste agudo). *p=0.0337; **p=0.0050; *p=0.0440
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No primeiro teste de longa duracdo denomidado, estético, anteriormente na
metodologia. Os caramujos foram expostos por 7 dias as NPs de ZnO, e tiveram seu
desempenho reprodutivo acompanhado ao longo de 21 dias. O grupo exposto
apresentou uma diminuicdo significativa na producdo de massas ovigeras e no

namero de embrides eclodidos (Figura 21).
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Figura 21 - Fecundidade e fertilidade (média + erro padrdo) de Biomphalaria glabrata apos 7 dias de
exposicdo as NPs de ZnO (Teste estatico). Os dados séo representados como média * erro padrdo. *
p= 0,042; ** p= 0,0092.

No teste de longa duracdo, denominado como semi-estatico, constatou-se que
entre 0s grupos controle e exposto houve diferenca significativa para todos os

parametros analisados (Figura 22).
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Figura 22 - Fecundidade e fertilidade (média + erro padrédo) de Biomphalaria glabrata apds 21 dias de
exposi¢do as NPs de ZnO (Teste Semi-estético). **** p < 0,0001

Apés a realizacdo dos testes de curta e longa duracéo, foi feita uma compracgéao
entre os parametros analisados com os diferentes tempos de exposi¢ao. A exposicao
as NPs de ZnO promovem aumento na producdo de massas ovigeras e ovos férteis.

No entanto, no teste com exposicdo longa e continua, semi estatico, a atividade
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reprodutiva dos caramujos é interrompida como podemos visualizar na figura 23.
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Figura 23 - Fecundidade e fertilidade (média * erro padrao) de Biomphalaria glabrata apds 48h, 7 e 21
dias de exposicdo as NPs de ZnO. ***p=0.0005; ****p<0.0001

4.5.1 Desempenho reprodutivo e potencial de recuperacéo a exposi¢ao sub-letal
as NPs de ZnO

Os caramujos expostos a maior concentragdo, 2 mg L, apresentaram uma
diminuicao significativa na producdo de massas ovigeras e ovos, como também uma
reducédo na taxa de eclosdo. Apés o periodo de exposi¢cdo o desempenho reprodutivo
destes caramujos se manteve alterado (padrdo grupo Controle). Na figura 24 é
possivel acompanhar o nimero de massas ovigeras, ovos férteis e embrides
eclodidos do grupo controle e do grupo exposto ao longo das 8 semanas do

experimento.
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Figura 24 - Fecundidade e fertilidade (média + erro padrdo) de Biomphalaria glabrata exposta 2,0 mg
L' de NPs de ZnO e 0 corresponde ao grupo controle (Teste Semi-estatico). a) Numero de massas
ovigeras b) Numero de ovos férteis ¢) Numero de embrifes eclodidos. Os parametros foram analisados
durante: 4 semanas de exposicao, 4 semanas de recuperacao (Total: 8 semanas) **** p < 0,0001

59



No experimento onde foi utilizado uma concentragdo menor, 1mg L?, os
individuos expostos apresentaram padrdes reprodutivos um pouco mais proximos do
que foi observado no grupo controle. Parametros relativos a fecundidade (producéo
de massas ovigeras e ovos) ndo sofreram alteragcfes significativas. Entretanto, os
OVOS em sua maioria nao eram viaveis o que afetou diretamente a taxa de ecloséo
deste grupo, provocando uma diminuicdo significativa se comparado com o grupo

controle (Figura 25).
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Figura 25 - Fecundidade e fertilidade (média + erro padrdo) de Biomphalaria glabrata exposta a 1,0 mg
L'* de NPs de ZnO e 0 mg L ! corresponde ao grupo controle (Teste Semi-estatico). a) Numero de
massas ovigeras b) Numero de ovos férteis ¢c) Numero de embrides eclodidos. Os parametros foram
analisados durante: 4 semanas de exposi¢ado, 4 semanas de recuperacao (Total: 8 semanas) (**** p <
0,0001 apenas para numero de embrides eclodidos).
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4.6 AVALIAQAO DOS EFEITOS EMBRIOTOXICOS DE NANOPARTICULAS DE
Zn0O

Apo6s os 10 dias de exposicao, a taxa de mortalidade do grupo exposto foi
significativamente maior quando comparada ao grupo controle. Apresentando uma

resposta dependente da concentragéo (Figura 26).
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Fig 26 - Sobrevivéncia de embries (média * erro padréo) apos 96 horas de exposi¢éo a 0,2 e 0,1 mg
Llde NPs de ZnO. **p=0.0037; ***p=0.0007

4.7 QUANTIFICACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H202)

As concentragfes de H>O2 em amostras de massa cefalopediosa e visceral
(partes moles) sem a conhcha (partes duras) de B. glabrata expostos a CLiode NPs
de ZnO foram significativamente maiores do que nos individuos do grupo controle
(Figura 27). Nao foram encontradas diferencas significativas entre o grupo controle e

0 grupo exposto a ClLao,
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Figura 27 - Concentracdes de H202 em amostras de massa cefalopediosa e visceral (partes moles),
sem a concha (parte dura) de Biomphalaria glabrata, grupo controle (0) e grupo exposto a 2,0 (CL1o) e
6,0 mg L-! (CLso) de NP de ZnO extraidas com TCEP e B-mercaptoetanol.

A figura 28 mostra que as concentracdes de H>O» foram significativamente mais
elevadas na hemolinfa de caramujos expostos a 1,0 mg L' de NPs de ZnO.
Comparando o grupo controle e o grupo exposto a 2 mg L, ndo houve diferenca

significativa.
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Figura 28 — Concentracdes de H202 em amostras de hemolinfa de Biomphalaria glabrata, grupo
controle (0) e grupo exposto a 1,0 e 2,0 mg L-* de NP de ZnO extraidas com TCEP e B-mercaptoetanol.

Comparando as concentragdes de H.Oz encontradas em amostras de glandula
digestiva de caramujos expostos a 1,0 mg L e do grupo controle, observamos uma

diminuicdo desta ROS no grupo exposto (Figura 29).
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Figura 29 — Concentragfes de H.02em amostras de glandula digestiva de Biomphalaria glabrata, grupo
controle (0) e grupo exposto a 1,0 mg L* de NP de ZnO extraidas com TCEP e B-mercaptoetanol.

A diferenga entre a concentragéo de H2O: presente na hemolinfa e glandula
digestiva de individuos expostos a 1,0 mg L esta representada na figura 30, onde o

simbolo ** representa uma diferenca signicativa (p < 0.05).
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Figura 30 - Concentracdes de H202 em amostras de hemolinfa e glandula digestiva de individuos
Biomphalaria glabrata expostos a 1,0 mg L de NPs de ZnO extraidas com TCEP e B-mercaptoetanol.

Ja no grupo controle, ndo foram encontradas diferencas significativas entre

os tecidos analisados.
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Figura 31 - Concentragdes de H.02 em amostras de hemolinfa e glandula digestiva de individuos
Biomphalaria glabrata do grupo controle extraidas com TCEP e B-mercaptoetanol.
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5 DISCUSSAO

Como néo existem dados publicados sobre toxicidade das NPs de ZnO em B.
glabrata, esta discussdo objetiva apresentar o efeito de outras nanoparticulas
metalicas, testadas com o mesmo organismo-teste, B. glabrata.

Os resultados para dispersdo das NPs de ZnO, demonstraram que as NPs
apresentaram tamanho hidrodinamico inferior a 100 nm e indice de polidisperséao
(<0,5). Indicando que os organismos foram expostos ao ZnO na forma
nanoparticulada.

As NPs de ZnO, apresentaram efeitos toxicos agudo e cronico, em gastropodes
Biomphalaria glabrata, com CLso 10 mg L. Diversos estudos, indicam a toxicidade
desta NP para outros bioindicadores (WIENCH et al., 2009; XIAO et al., 2015; LOPES
et al., 2014; FAHMY et al., 2014).

Utilizando o cladécero Daphnia magna, como modelo bioldgico, alguns autores
definiram os seguintes valores para CLso: 1 mg L * (WIENCH et al., 2009), 1,10 mg
L' (LOPES et al., 2014) e 0,99 mg L* (XIAO et al., 2015). Para gastrépodes, 0s
valores da CLso apresentam certa diferenca. Fahmy. et al., (2014), determinaram que
a CLso para Biomphalaria alexandrina, seria de 145 pg/ml. OLIVEIRA FILHO et al.,
(2019) determinaram que para B. glabrata, a CLso 18,57 mg L.

Em nosso estudo, o valor da CLso (10 mg L) para Biomphalaria glabrata, foi
menor que os valores descritos na literatura, o que pode indicar uma diferenca na
sensibilidade dos organismos.

Hai-zhou et al., (2012), indicam que a dispersdo de ions metalicos no meio
experimental, pode ser uma das causas da toxicidade das nanoparticulas de éxidos
metéalicos. Alguns estudos, corroboram com esta ideia (BLINOVA et al., 2010;
BACCHETTA et al., 2016). No entanto, a partir da avaliacdo da toxicidade em
bactérias (E. coli, B. subtilis e S. aureus), BAEK et al., (2011) observaram que os ions
liberados pelas NPs de ZnO nédo causaram efeitos téxicos significativos, sendo a
toxicidade atribuida a propria NP de ZnO. XIAO et al., (2015), também atribuem a
toxicidade das NPs de ZnO as particulas em si e ndo aos ions metélicos.

Muitos fatores se relacionam com essa diferenga dos resultados encontrados
na literatura: presenca de revestimentos em NP-ZnO (MERDZAN et al., 2014),

tamanho das particulas avaliadas (MEULENKAMP, 1998) e valores das variaveis
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monitoradas na solugéo-teste, como por exemplo, o pH (LI et al., 2013). O mecanismo
de toxicidade de nanoparticulas de Oxidos metélicos, € um assunto de grande
complexidade, necessitando de estudos mais aprofundados para sua completa
compreensao.

O tamanho, a forma, as caracteristicas de superficie e taxa de dissolucao
influenciam a interacdo das NPs com sistemas biolégicos (CASTRANOVA, 2011).
Sendo assim, ainda que o tamanho das NPs (<100 nm) utilizadas neste estudo e no
trabalho realizado por FAHMY et al., (2014), sejam iguais, a toxicidade pode estar
relacionada a outros fatores como, a dissolugéo, que é dependente dos detalhes da
nanoestrutura, do tamanho, estrutura dos aglomerados e também da metodologia
utilizada (LOPES, 2013).

Segundo Prentera et al., (2004), a determinacgéo do valor da CLso é de extrema
importancia, pois, concede dados substanciais e os valores obtidos sédo Uteis na
avaliacdo de niveis seguros ou niveis de tolerancia a poluentes. Pode-se afirmar que
os resultados obtidos, apresentam uma relacdo entre o grau de resposta dos
organismos-teste e a quantidade de exposicdo ao produto quimico, assumindo uma
forma de concentracdo-resposta (DI GIULIO e HINTON, 2008). A determinacao das
CLs, também foi de extrema importancia para a realizacdo dos testes de toxicidade
cronica, onde as concentracdes subletais sdo calculadas a partir da CLso (SILVA,
2002).

Apbs 48h de exposicéo, 0s heonatos apresentaram maior sensibilidade as NPs
de ZnO, com letalidade de 90% quando expostos a CLio (concentracdo que nos
adultos provocou a mortalidade de apenas 10%). Das et al., (2013), observaram que
o efeito agudo das nanoparticulas de Ag e TiO2 na sobrevivéncia de neonatos de D.
magna, aumentou de maneira concentracao-dependente.

Os embrides de B glabrata, expostos a 0,1 mg L (menor concentracdo
utilizada na exposicdo dos neonatos), apresentaram alta mortalidade (>40%). Em
estudo semelhante, as massas ovigeras expostas a 100 mg L* de NPs de y-Fe20s3,
nao sofreram alteracdes significativas no desenvolvimento embrionario (OLIVEIRA-
FILHO et al.,, 2016). Por outro lado, Zhu et al.,, (2012) observou consideravel
mortalidade e reducéo significativa na taxa de incubacéo de embrides de Danio rerio,
apos exposicdo a 50 e 100 mg L* de NPs de y-Fe20s.

A letalidade embrionaria dos caramujos se deve a facil penetracdo de
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compostos quimicos dentro dos ovos. Quando um produto quimico toxico penetra
facilmente e, é extremamente téxico (por exemplo, moluscicidas classicos), mata os
embrides (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010).

A andlise por citometria de fluxo, mostrou-se como uma ferramenta importante
para investigar a transformacdo dos hemdcitos, através de sua capacidade de
detectar perturbacdes celulares fisicas e bioquimicas, em um periodo de tempo
relativamente curto. Estas células, apresentam propriedades morfol6gicas funcionais
gue vém sendo investigadas como biomarcadores no monitoramento ambiental e
representam os principais mediadores da imunidade em invertebrados (PEREZ &
FONTANETTI, 2011).

JOHNSTON & YOSHINO (2001), caracterizaram quatitativa e funcionalmente
as células envolvidas no sistema de defesa dos moluscos. A partir da citometria de
fluxo, foram caracterizadas trés populacdes de hemocitos (granuldcitos, hialinécitos e
células intermediarias). Os granulocitos, representam 70 a 80% de células circulantes
presentes na hemolinfa, enquanto que os hialindcitos representam 20 a 30% do total
(BARRACO et al., 1993; GOEDKEN & DE GUISE, 2004; MARTINS-SOUZA et al.,
2003).

A presenca de patdégenos e xenobioéticos, a disponibilidade de nutrientes entre
outros fatores de estresse, podem promover um aumento no total de hemdcitos
circulantes resultante da proliferacdo ou movimento de células dos tecidos para a
hemolinfa, ou uma diminuicdo como consequéncia da lise celular ou recrutamento da
hemolinfa para os tecidos (PIPE & COLES, 1995; RENWRANTZ & SPIELVOGEL,
2011; COMESANA et al, 2012; ALLAM et al, 2000; PARRINO et al, 2018).

Durante a infeccdo pelo Schistossoma mansoni, caramujos B. tenagophila,
apresentam aumento da populacdo de hiaindcitos (SOUZA, 2006). Monte (2018),
observou que B. glabrata infectados por Echinostoma paraensei, apresentaram uma
diminuicdo no nimero absoluto de hemdcitos circulantes. Outros estudos, analisaram
o efeito de herbicidas em B. glabrata e Lymnaea e observaram um aumento no total
de hemécitos (RUSSO & LAGADIC, 2000; RUSSO e LAGADIC, 2004; MOHAMED,
2011). MOHAMED (2011), avaliou o efeito do Roundup® no namero de hemdcitos
circulantes de B. alexandrina, infectada ou ndo pelo S. mansoni, e observou uma
subpopulacdo dominante, os granulécitos, em todos 0s grupos.

Em nosso estudo, 0s grupos expostos apresentaram um aumento significativo
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no percentual de hemdcitos circulantes, com énfase no aumento do percentual de
granuldcitos. Estes dados, podem indicar que o sistema de resposta imunoldgica dos
caramujos reaja de forma diferente a exposicdo as nanoparticulas. Até o momento,
este é o primeiro estudo que investiga os efeitos das NPs de ZnO em B. glabrata,
revelando a necessidade de mais estudos, que colaborem para uma compreensao
aprimorada da imunologia de moluscos.

Em relagdo ao nuimero de ovos e neonatos, houve um efeito tempo-
dependente. A exposicdo aguda as NPs de ZnO, na concentracdo de 2 mg L7,
provocou um aumento significativo no numero de massas ovigeras e ovos e reducédo
na eclosédo dos embrides. Segundo Silva et al., (2007), o aumento do nimero de ovos
reflete uma tentativa de compensar perdas reprodutivas e € comumente observado
em caramujos fisiologicamente estressados. Nos testes com maior tempo de
exposicdo, os efeitos deletérios foram percebidos tanto na fecundidade quanto na
fertilidade. Estes efeitos, podem estar associados ao stresse oxidativo decorrente da
exposicao (FAHMY et al., 2014).

Apesar do aumento na taxa de fecundidade, é possivel perceber que a
viabilidade dos embrides diminui ao longo das semanas. Chapman (2001), define
“‘Hormesis” como um efeito estimulatério, que ocorre quando uma substancia produz
efeitos negativos em altas dose/concentracdes (ex. Inibicdo do crescimento ou da
fecundidade) e efeitos positivos em baixas doses (ex. estimulo no crescimento ou da
fecundidade). A “hormesis”, tem sido interpretada como uma super compensacao a
uma alteracao na homeostasia do organismo (STEBBING, 1998).

Segundo Oliveira-Filho (2003), as definicbes de efeitos positivos ou negativos
nesse contexto, as implicacdes desse fenbmeno para as avaliacdes ecotoxicoldgicas
e risco ecoldgico, ainda necessitam ser melhor compreendidas.

Apbs a exposicao crénica, caramujos B. glabrata, apresentaram diminuicéo na
producdo de massas ovigeras, ovos e ha taxa de eclosdo. No teste semi-estatico, a
taxa de ecloséo chega a 0%. Lopes et al., (2014), descrevem resultados semelhantes,
com reducéo de 62% no numero de neonatas produzidas apds exposicdo a NPs de
ZnO. Adam et al., (2014), analisaram os efeitos de nanoparticulas de ZnO em D.
magna em exposic¢des crénicas, e indicam que concentracdes subletais (0,058 mg L
1) sdo capazes de provocar alteracdes na atividade reprodutiva, com diminuicdo no

namero de neonatos.
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Em estudo semelhante ao nosso, Oliveira-Filho et al., (2016), testaram o efeito
toxico de NPs de y-Fe203 na reproducédo de B. glabrata. Os autores indicaram que a
partir da exposicdo a 1, 10 e 100 mg L* durante 4 semanas, ndo houve diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle.

Como as nanoparticulas apresentam uma menor degradacdo quando atingem
0 meio ambiente, exposi¢des cronicas em baixas concentragdes dariam mais realismo
aos resultados (MA et al.,, 2013; LOPES, 2012). Para esclarecer se os efeitos
observados na reproducdo de B. glabrata séo atribuiveis aos revestimentos
especificos da substancia, ao tamanho especifico das nanoparticulas, ou um efeito
cronico geral da exposicdo a NPs de ZnO, sdo necessarios mais estudos.

Zhao & Wang (2010), relataram em seu estudo que as NPs de Ag foram
capazes de inibir significativamente a reproducdo e o crescimento de D. magna.
Wiench et al., (2009), também realizaram testes agudo e cronico com D. magna,
porém avaliando os efeitos das NPs de TiO2 e ZnO e indicaram a reprodu¢cdo como
endpoint mais sensivel, que a mortalidade adulta.

Quando expostos as NPs de ZnO, tendem a investir a energia disponivel para
sua propria manutencdo e sobrevivéncia ao invés de investir em crescimento e
reproducdo (SOUZA et al., 2018; LOVER et al., 2007; SMOLDERS et al., 2005).

Estes resultados e diversos estudos ecotoxicologicos, ressaltam a importancia
da realizacao de testes com maior tempo de exposicao e, sugerem que a fecundidade
seja considerada como um endpoint mais sensivel para avaliar possiveis efeitos das
nanoparticulas em moluscos (RAMSKOV et al., 2014).

O conhecimento das taxas de desenvolvimento das diferentes fases do ciclo de
vida e particularidades reprodutivas possibilita, aperfeicoar o quadro de informacdes
acerca da biologia deste animal, manejo adequado e preservacao de ecossistemas
aquaticos.

A partir destes trabalhos e dos resultados apresentados nesse estudo, sugere-
se gque as NPs de ZnO séo capazes de atravessar a massa que envolve 0s ovos,
atingindo o embrido, apresentando alta letalidade e interfirindo na eclosdo dos
individuos. De acordo com Wirth et al., (2001), um simples retardo na eclosdo dos
ovos pode gerar graves implicagdes ecologicas. Se, uma populacéo continua exibindo
retardo até o periodo propicio para o acasalamento, 0s seus integrantes deverao estar

mais jovens do que os de uma populacdo normal, e isso pode levar ao declinio desse
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grupo em um ambiente contaminado.

O retardo da ecloséo, é um indicador de efeito importante para a populacao
afetada. O teste com massas ovigeras e individuos recém eclodidos pode ser
considerado com uma alternativa ou suplemento para estudos ecotoxicoldgicos,
devido a maior sensibilidade em relacéo aos caramujos adultos.

Estas questdes, acentuam a importancia dos efeitos toxicos ndo letais
avaliados no presente estudo, incluindo o desempenho reprodutivo propriamente dito,
por se tratar de uma funcéo fisiolégica primordial para a sobrevivéncia das espécies.
Schiavo et al., (2017), ressaltam que a sensibilidade das espécies as NPs de ZnO
depende da complexidade do organismo e, destaca importancia de se identificar as
fases mais sensiveis para cada organismo ao longo da exposigao.

A exposicdo as concentracdes subletais de NPs de ZnO, estdo associadas ao
aumento da concentracdo de H202 As CLs e CLio, apresentam valores
significativamente maiores do que encontrados no grupo controle e grupo exposto a
CLso. Outros trabalhos (SCHRECK et al., 1991; HUNG et al.,2005), demonstram que
o H>O. atua como mensageiro secundario em células de mamiferos e plantas,
servindo como um sinal de estresse comum em diversos organismos.

Neill et al., (2002), mostraram que o H202 modula a expressédo de varios genes
importantes na codificacao de enzimas antioxidantes. No entanto, os dados
apresentados aqui, compoem apenas uma parte do quebra-cabeca, sendo dificil
visualizar toda a imagem de como 0s caramujos respondem a exposicdo as NPs.

Torres (2008), demonstrou em seu estudo, que células de microalgas
Minutocellus polymorphus apresentaram uma liberacdo maior de H>O. quando
expostas a xenobidticos (oxifluorfeno e benzo[a]pireno) e, ressaltam o potencial que
esta molécula tem de causar lesbes a célula quando se associam aos metais de
transicdo (CHOO et al.,2004;SHAO et al., 2007).

Avelar et al.,(2013), indicam que durante a infeccao pelo Schistossoma mansoni,
as células de hospedeiros Biomphalaria glabrata produzem o H>.O2 como resposta a
presenca vermes adultos e e dos ovos deste parasita. Portanto, a producao de ROS
pode ser um vantajoso mecanismo de defesa dos individuos B. glabrata contra
parasitas e xenobio6ticos (DIKKEBOOM et al., 1988; LOVERDE, 1998). Isso explicaria
o significativo aumento na concentracdo de H-O2 em individuos expostos a CL1o de
NPs de ZnO.
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Individuos expostos a CL3o, ndo apresentaram grande diferenca em relagcéo ao
grupo controle, estes resultados sdo semelhantes aos apresentados a partir da técnica
de citometria de fluxo. Na figura 16, observamos uma diminuicao na quantidade de
hemdcitos circulantes nos individuos expostos a ClLso e CLgo. Enquanto os grupos
expostos & CLio e CLsg, apresentam uma tendéncia ao aumento. Nos dados
apresentados na figuras 27, essa tendéncia se repete, a menor concentracdo, 2 mg
L, esteve associada a maior quantidade de H»O, em amostra de massa
cefalopodiosa e visceral (parte mole) sem a concha (parte dura). Sendo assim, o
aumento da concentracdo da NP, ndo significa necessariamente um aumento da
resposta imunolégica gerada.

Grupos expostos a 1 mg L-1, apresentaram maiores concentracdes de H-O2 na
hemolinfa do que na glandula digestiva. Ja no grupo controle, essa diferenca
significativa ndo foi encontrada. S&0 necessarios mais estudos e uma avaliagcdo de
outros biomarcadores de estresse oxidativo. Desta forma, sera possivel elucidar os
efeitos das nanoparticulas de 6xido de zinco em Biomphalaria glabrata.

Considerando nossos achados em relacéo aos efeitos das NPs de ZnO e os dos
demais autores, podemos afirmar que as NPs de ZnO podem afetar a sobrevivéncia,
atividade reprodutiva, resposta imunolégica e producao de espécies reativas de
oxigénio de mlouscos gastropodes. A espécie B. glabrata, € um elo na teia tréfica,
ocupando a posicéo de detritivoro-herbivoro e podem ser indicadores de integridade
ecolégica ou endemismo (LEWINSOHN et al., 2004). Além disso, os invertebrados
sdo importantes na manutencao dos servicos de reciclagem dos nutrientes, incluindo
retencdo e regulacao do fluxo (FONSECA & DIAS, 2004)
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6

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, permitem concluir que as NPs de ZnO
afetam a sobrevivéncia, reproducdo e desenvolvimento de B. glabrata,
confirmando sua utilizagdo como um organismo biomonitor apropriado na
exposicdo as NPs e no biomonitoramento de NP em cole¢Bes hidricas que

recebem efluentes.

Este trabalho permitiu obter as seguintes conclusdes especificas:

e AsNPsde ZnO apresentaram efeitos toxicos, agudo e crénico, com
efeito tempo-dependente e concentracao-dependente

e Embrides de B. glabrata apresentaram uma maior sensibilidade
aos efeitos das nanoparticulas.

e Apdbs exposicdo, observou-se aumento significativo no percentual
de hemodcitos circulantes, especialmente os granulécitos.

e A atividade reprodutiva foi afetada, apresentando um efeito tempo
dependente e concentracao dependente. Apds exposicdes de curto
periodo houve aumento da fecundidade enquanto apos exposicoes
cronicas houve reducao na fecundidade e fertilidade.

e As NPs de ZnO foram capazes de induzir aumento na
concentragao espécies reativas de oxigénio (H.02) na hemolinfa de

caramujos expostos.
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