UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CAMPUS DE SOROCABA
CENTROS DE CIENCIAS E TECNOLOGIA PARA A SUSTENTABILIDADE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E MONITORAMENTO
AMBIENTAL

SAMUEL ESPINOSA DAL MEDICO

ANALISE DE BIOMARCADORES MORFOLOGICOS EM GIRINOS DE RA-
TOURO, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), EXPOSTOS A NANOTUBOS
DE CARBONO DE PAREDE MULTIPLA E AO SEU SURFACTANTE ISOLADO

PLURONIC™ F-127

SOROCABA
2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CAMPUS DE SOROCABA
CENTROS DE CIENCIAS E TECNOLOGIA PARA A SUSTENTABILIDADE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E MONITORAMENTO
AMBIENTAL

SAMUEL ESPINOSA DAL MEDICO

ANALISE DE BIOMARCADORES MORFOLOGICOS EM GIRINOS DE RA-
TOURO, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), EXPOSTOS A NANOTUBOS
DE CARBONO DE PAREDE MULTIPLA E AO SEU SURFACTANTE ISOLADO

PLURONIC™ F-127

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Centro de Ciéncias e Tecnologia para a
Sustentabilidade da Universidade Federal de
Sédo Carlos do Campus de Sorocaba, como
parte dos requisitos para a obtencéo do titulo
de Mestre pelo Programa de P4s-Graduacgao
em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental
(PPGBMA)

Orientacgao: Profa. Dra. Monica Jones Costa

Coorientagdo: Profa. Dra. Raquel Fernanda
Salla

SOROCABA
2021



SAMUEL ESPINOSA DAL MEDICO

ANALISE DE BIOMARCADORES MORFOLOGICOS EM GIRINOS DE RA-
TOURO, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), EXPOSTOS A NANOTUBOS
DE CARBONO DE PAREDE MULTIPLA E AO SEU SURFACTANTE ISOLADO

PLURONIC™ F-127

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao
Centro de Ciéncias e Tecnologia para a
Sustentabilidade da Universidade Federal de
Sdo Carlos do Campus de Sorocaba, como
parte dos requisitos para a obteng&o do titulo
de Mestre pelo Programa de Pos-Graduagéo
em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental
(PPGBMA)

Orientacao: Profa. Dra. Monica Jones Costa

Coorientacdo: Profa. Dra. Raquel Fernanda
Salla

Presidente: Profa. Dra. Monica Jones Costa
Universidade Federal de Sao Carlos — Campus Sorocaba

Vice-Presidente: Profa. Dra. Raquel Fernanda Salla Jacob
Universidade Federal de Sao Carlos — Campus Sorocaba

Membro Titular: Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Universidade Federal de Sao Carlos — Campus Sorocaba

Membro Titular: Profa. Dra. Silvia Pierre Irazusta
Faculdade de Tecnologia de Sorocaba — FATEC SO

SOROCABA
2021



Espinosa Dal Medico, Samuel

Analise de biomarcadores morfologicos em girinos de ra-
touro, Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802), expostos a
nanotubos de carbono de parede multipla e ao seu
surfactante isolado Pluronic TM F-127 / Samuel Espinosa
Dal Medico -- 2021.

109f.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Sao
Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba

Orientador (a): Monica Jones Costa

Banca Examinadora: Cleoni dos Santos Carvalho, Silvia
Pierre Irazusta

Bibliografia

1. Ecotoxicologia. 2. Anfibios. 3. Nanomateriais. L.
Espinosa Dal Medico, Samuel. II. Titulo.

Ficha catalografica desenvolvida pela Secretaria Geral de Informatica
(SIn)

DADOS FORNECIDOS PELO AUTOR

Bibliotecario responsavel: Maria Aparecida de Lourdes Mariano -
CRB/8 6979




AGRADECIMENTOS

O caminho percorrido até a conclusdo deste trabalho foi repleto de percalgos,
muitos destes criados por mim mesmo, devido as conjunturas atuais, enquanto outros
estiveram fora do meu controle. Contudo, sempre estive assistido por pessoas que
acreditam no meu potencial, por mais que eu o0 questione inUmeras vezes. A todas
essas pessoas que, direta ou indiretamente, estiveram envolvidas na construcao
desta dissertacdo, tornando possivel a conclusdo deste estudo, deixo 0s meus
sinceros agradecimentos bem como a minha admiracao.

Primeiramente agradeco a minha orientadora Profa. Dra. Monica Jones, a
pessoa que mais acreditou no meu potencial académico desde a graduacéo e que,
além de minha orientadora, € o0 membro mais importante da familia que escolhi. Sua
histéria de vida, profissionalismo e altruismo servem de exemplo a todas as pessoas
gue cruzam seu caminho. Dra. Mo é mulher, é Professora, € pesquisadora, € mée, é
minha familia de coracdo. Somente um familiar para dedicar tanto do seu tempo a me
ajudar e socorrer, mesmo que para isso tenha deixado de estar com sua filha Leticia
Jones, minha irma de coracdo, a quem também agradeco por dividir o tempo com sua
tdo requisitada e admirada mae, bem como pelas horas divertidas que dividimos
juntas. Dra. Monica Jones é também uma das docentes da UFSCar Sorocaba que
mais se dedicou aos projetos de mitigacdo dos prejuizos causados pela Covid-19.
Compartilho com ela uma relag&o profissional bem como um amor incondicional. Muito
obrigado por ser minha orientadora e minha melhor amiga.

Agradeco a minha coorientadora Dra. Raquel Fernanda Salla, agora também
Professora Doutora Raquel, por todos os incentivos e auxilios, bem como por todo o
tempo dedicado a mim. Vocé sempre foi a “discipula” que superou o “mestre”, e hoje
ocupa um lugar de brilho académico, dispondo-se a fazer de mim um mestre
verdadeiro. Somos amigas sinceras e comadres, dividindo um amor que ultrapassa
0s muros da Universidade. Muito obrigado.

Agradeco a minha familia, minha méae Tania, meu pai Rafael e minhas irmés
Rafaela e Tarissa, que sempre me incentivaram e insistiram para que eu desse
continuidade a formacdo académica. Este trabalho existe gracas a vocés também,
que forneceram os alicerces emocionais e a infraestrutura domiciliar, e inclusive tempo

e trabalho quando eu menos poderia oferecer; o que possibilitou a concluséo desta



Dissertacdao. S&o minha familia, a quem posso sempre recorrer, sobretudo pelo amor
gue compartilhamos. Muito obrigado.

Agradeco a Profa. Dra. Marisa Narciso Fernandes da UFSCar de S&o Carlos,
a qual gentilmente cedeu o uso do micrétomo e do material necessario para a
continuidade da minha pesquisa, bem como pelas contribuicdes que seu espaco de
trabalho, o LZBC, trouxe para producéo deste trabalho. Muito obrigado.

Agradeco a Profa. Dra. Elaine Cristina Mathias e a Dra. Claudia Inés da Silva,
por cederem espaco, materiais e equipamentos no LEMA, contribuindo para a
aquisicao de dados e analise dos resultados. Agradeco especialmente a Dra. Elaine,
com a qual compartilho muito afeto, que, além do exemplo profissional, mostrou ser
um grande exemplo de superacdo frente aos percalgos que surgiram nos ultimos
meses. Muito obrigado.

Agradeco a Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho e Profa. Dra. Silvia Pierre
Irazustra, que novamente aceitaram compor a minha banca. Suas contribui¢cdes ao
trabalho s&o sempre muito importantes. Muito Obrigado.

Agradeco as minhas colegas e amigas do Laboratério de Fisiologia da
Conservacao (LaFisC) Elisabete, Mariana, Amanda e Rielly, pelo companheirismo nas
horas de trabalho e momentos de caminhadas pelo campus. Muito obrigado.

Agradeco a CAPES pelo fomento durante o mestrado, o que viabilizou a
conclusao desta dissertacéo. Muito obrigado.

Agradeco ao PPGBMA, por me aceitar como aluno e oferecer todo o suporte
académico para alcancar este momento do processo de formacédo enquanto mestre.
Muito obrigado.

Agradeco a Profa. Dra. Cristiane, por aceitar participar da minha banca e pelas
direcOes a serem tomadas neste projeto. Muito obrigado.

Agradeco as colegas e aos colegas do LEMA, que me receberem e me
assistiram enquanto compartilhavamos o ambiente de trabalho. Muito obrigado.

Agradeco também as colegas e aos colegas poés-graduandos do LZBC, da
UFSCar de Séo Carlos, com as quais e os quais ganhei aprendizados e recebi
companheirismo durante a minha permanéncia. Muito obrigado.

Por fim, agradeco a todas as pessoas que, direta ou indiretamente,

contribuiram para a conclusédo deste trabalho. Muito obrigado.



RESUMO

O presente trabalho avaliou os efeitos hepaticos dos nanotubos de carbono (NTCs)
[10 mg.L] (grupo NT; n=9) associados ao Pluronic™ F-127 (0,1%), bem como o efeito
deste isolado (grupo ST; n=9) por meio da analise de biomarcadores hepaticos apds
a exposicéo por 96h de girinos de ras-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802).
A area das células melanomacrofagicas (A.MMC), a area ocupada pelos sinusoéides
(A.SINUS), a area ocupada pelos hepatocitos (A.HP) e a contagem do numero de
hepatocitos (C.HP) foram quantificadas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e:
foi calculada a porcentagem de area tecidual ocupada por lipidios (A.SB) por
histoquimica (Sudan Black). Observamos reducdes da A.SINUS (P<0,001) dos grupos
ST e NT com relagédo ao controle (CT; n=9) e também na C.HP (P=<0,001). Neste
altimo também foram observadas diferencas (P<0,001) entre os grupos ST e NT. Para
A.SB, foram observadas diferengas (P<0,001) entre todos grupos (CT<ST, CT<NT,
ST<NT). Nossos resultados indicam que a reducdo da A.SINUS (reducdo da
vascularizacdo hepatica) deve desencadear a morte celular, levando a reducdo da
C.HP. O menor aporte de sangue leva ao acumulo de lipideos no citoplasma
(esteatose hepatica), o que aumenta a A.SB e leva a hipertrofia dos hepatécitos.
Contudo, ao calcular o IBR (indice integrado de resposta de biomarcadores), a
A.SINUS néo se mostrou muito responsiva; logo, a redugcédo na C.HP deve estar
associada a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS), que também leva a
lipidose hepatica e entdo ao aumento da A.SB, bem como a morte celular e redugéo
da C.HP. Embora sejam necessarios outros estudos com distintos biomarcadores, fica
aqui apontada a urgéncia em se regulamentar a producdo e o descarte de
nanomateriais e de seus surfactantes.

Palavras-chave: anuros, ecotoxicologia, nanomateriais de carbono, surfactantes, histopatologia.



ABSTRACT

This work assessed the hepatic effect of carbon nanotubes (CNT) [10 mg.L1] (NT
group; n=9) associated with Pluronic~ F-127 (0,1%), as well as its isolated effect (ST
group; n=9), by the analysis of hepatic biomarkers in bullfrog tadpoles, Lithobates
catesbeianus (SHAW, 1802), after 96h of exposure. The melanomacrophage cells
area (A.MMC), sinusoidal area (A.SINUS), parenchymal area (A.HP), and the number
of hepatocytes (C.HP) were assessed using hematoxylin-eosin (HE). The percentage
of area occupied by lipids (A.SB) were assessed using a histochemistry technique
(Sudan Black). We observed a reduction of the A.SINUS (P<0,001) for ST and NT
groups compared to the CT group (n=9), as well as for the C.HP (P<0,001). In the
latter, we also observed differences (P<0,001) between the ST and NT groups. For
A.SB, were observed differences among all the groups (CT<ST, CT<NT, ST<NT). Our
findings indicate that the reduction of A.SINUS (i.e., reduced hepatic vascularization)
may trigger the cell death, leading to the C.HP reduction. The lower blood flux leads to
lipidic cytoplasmic accumulation (hepatic steatosis), with increases in the A.SB and,
hence, lead to the hepatocytes’ hypertrophy. However, the calculation of the IBR index
(Integrated Biomarker Response) demonstrated that the A.SINUS was a very slight
responsive biomarker. Therefore, the C.HP reduction should be associated with the
synthesis of reactive oxygen species (ROS), which also leads to hepatic steatosis. This
increases the A.SB, leading to cell death and to the reduction of the C.HP. Although
future studies with distinct biomarkers are needed, the present study points to the
urgency of the Brazilian regulating agencies to define safe normatives regarding the
production and disposal of nanomaterials.

Keywords: anurans, ecotoxicology, carbon nanomaterials, surfactants, histopathology



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. a. Representacdo de um nanotubo de carbono de parede dupla (DWCNT), o exemplo mais
simples de Multi Wallled Carbon Nanotube (MWCNT). b. Eletromicrografia de transmissao de um
MWCNT. 16

Figura 2. Distribuicdo do numero de publicagfes utilizando anfibios como modelo de ecotoxicidade de
nanoparticulas em funcao da espécie ou conjunto de espécies e da classe do nanomaterial. 20

Figura 3. A: organizacao do lobo hepatico indicando o fluxo de sangue venoso (setas cheias pretas) e
do sangue arterial (setas cheias brancas); destaque para o fluxo de bile pelo ducto biliar (seta
descontinua preta) em sentido contrario ao fluxo sanguineo. B: corte histol6égico de figado de girino de
ré-touro (Lithobates catesbeianus, SHAW 1802) evidenciando a triade portal (T), um corddo de
hepatécitos (H), sinusdide (S) e um agregado de células melanomacrofagicas (seta); HE, aumento de
100x, barra 100 um. 37

Figura 4. Representacao de um sinusoéide hepético com seus principais tipos celulares. A. hepatdcito;
B. espaco de Disse; C. célula de Kupffer; D. célula endotelial sinusoidal; E. célula do Ito; F. eritrécito.
38

Figura 5. Escala de comprimento em metros (m) em relacdo a escala nanométrica (hm). Para efeito de
comparacéo, o planeta Terra é aproximadamente 100 milhdes de vezes maior que a bola de futebol,
que por sua vez é 100 milhdes de vezes maior que o fullereno. 41

Figura 6. Representacé@o de uma folha de grafeno que, quando enrolada sobre si mesma, constitui um
nanotubo de carbono. Notar os anéis hexagonais em formato de favos de mel que constituem as
ligacdes do tipo sp2-sp2. 46

Figura 7. Local de coleta dos animais experimentais. A: tanque de desova; B: tanque de animais pré-
metamoérficos; C: area seca para animais adultos. (Fonte: autoria prépria). 56

Figura 8. Sistema de exposi¢do para ensaios ecotoxicoldgicos, proposto por NUNES et al. (2008) e
adaptado por SOUZA et al. (2019). A: Vista geral do sistema de exposicdo; B: caixa com banho
termostatizado, contendo os recipientes individuais e aeracdo independente; C: animal experimental
acondicionado no recipiente individual; D: vista superior do sistema, evidenciando a aeracdo
independente para cada recipiente e o aquecedor termostatizado. 57

Figura 9. A: micrétomo utilizado para a seccdo dos cortes histologicos; B: disposicao da bancada para
a técnica de coloragcédo HE; C: Fotomicroscépio utilizado para o fotodocumentar as laminas; D: interface
do programa utilizado para a aquisi¢cdo de dados (Leica Application Suite). 60

Figura 10. Separagéo dos canais de cor azul (B), verde (C) e vermelha (D), para a quantificacdo da
area de CMMs (E), area de sinusoides (F), e contagem de hepatdcitos (G), respectivamente. A: corte
histolégico de figado (aumento de 400x, HE) de um animal controle (ndo utilizado para a andlise de
resultados). 62

Figura 11. Separagdo dos canais de cor vermelha (B), para a quantificacdo da area ocupada pelas
goticulas lipidicas (C), e sele¢do da area de tecido hepatico (excluindo os sinusoides). A: corte
histolégico de figado (aumento de 1000x, SB) de um animal controle (ndo utilizado para a andlise de
resultados). 64

Figura 12. Area de células melanomacrofagicas (A.MMC) expressa em um2. Grupo controle (CT), grupo
exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao
surfactante (NT). Resultados apresentados como média * desvio padrao. 69

Figura 13. Cortes histolégicos dos trés grupos experimentais: (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto
ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante
(NT) evidenciando a presencga de células melanomacrofagicas (CMMs) (pontas das setas brancas) e
de eosinofilos (e). Notar a presenca de hepatdcitos vacuolizados (pontas das setas amarelas) em todos
os grupos. HE, aumento de 400x, barra: 50 pm. 70

Figura 14. Area dos sinusoides (A.SINUS) expressa em pm2. Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O
(*) indica diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) dos grupos expostos em relagdo ao controle
Resultados apresentados como média + desvio padréo.72


file:///D:/Correções/DISSERTAÇÃO_DAL%20MEDICO_correções%20Cleoni.docx%23_Toc76495460
file:///D:/Correções/DISSERTAÇÃO_DAL%20MEDICO_correções%20Cleoni.docx%23_Toc76495460
file:///D:/Correções/DISSERTAÇÃO_DAL%20MEDICO_correções%20Cleoni.docx%23_Toc76495460

Figura 15. Cortes histolégicos dos trés grupos experimentais: (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto
ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante
(NT) evidenciando os sinusdides (S) contendo eritrécitos, além de células melanomacrofagicas (CMMs)
(pontas das setas brancas). Notar a presenca de hepatécitos vacuolizados (pontas das setas amarelas)
em todos os grupos. HE, aumento de 400x, barra: 50um. 73

Figura 16. Area dos hepatocitos (A.HP) expressa em pm2. Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT).
Resultados apresentados como média + desvio padréo.77

Figura 17. Quantificacdo do nimero de hepatdcitos (C.HP). Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O
(#) indica diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) entre os grupos expostos, e o (*) indica
diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) destes grupos em relacdo ao controle. Resultados
apresentados como média + desvio padréo. 77

Figura 18. Cortes histolégicos dos trés grupos experimentais: (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto
ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante
(NT) evidenciando os hepatdcitos (pontas das setas amarelas). Também s&o visiveis as células
melanomacrofagicas (CMMSs) (pontas das setas brancas). HE, aumento de 400x, barra: 50 um. 78

Figura 19. Andlise qualitativa do tecido hepético, evidenciando alteracdes morfoldgicos possivelmente

relacionadas a hipertrofia. (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e (C)

grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). Notar o citoplasma dos

hepatdcitos em B e C (pontas das setas amarelas) com progressivo aumento da eosinofilia em relacao

a A, além de um aparente aumento de volume do citoplasma. HE, aumento de 400x, barra: 50 pum.
80

Figura 20. Area ocupada por lipidios (A.SB) expressa em %. Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O
(*) indica diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) dos grupos expostos em relacdo ao controle
Resultados apresentados como média + desvio padrdo.83

Figura 21. Analise qualitativa do tecido hepético corado com Sudan Black, evidenciando a marcagéo
positiva para lipidios. (A) Grupo controle (CT), (B) grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo
exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). Notar a presenga mais proeminente
de vacuolos contendo lipidios em B e C (pontas das setas amarelas) em relagdo a A. Pontas das setas
brancas indicam os pigmentos das células melanomacrofagicas (CMMs). Aumento de 1000x, barra: 20
pm. 84

Figura 22. Gréfico em radar representando o IBR. Valores mais distantes de zero indicam maior
responsividade do biomarcador. Notar que A.HP e A.SB foram os mais responsivos para ambos 0s
grupos expostos, ao passo que C.HP foi responsivo apenas para o grupo NT. Grupo CT representa 0s
valores ZERO. 88



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Informacdes sobre o delineamento experimental de ensaios ecotoxicoldégicos com anfibios e
nanoparticulas carbonaces (NTC). 21

Tabela 2. Caracterizacdo dos nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT) para uso como
xenobidtico. (*) dados fornecidos pelo fabricante. (#) dados fornecidos por IRAZUSTA et al. (2018).
55

Tabela 3. Valores de média e desvio padrdo dos biomarcadores morfologicos para A.MMC, A.SINUS e
A.HP expressos em area (um2), com os respectivos N amostrais. Grupo controle (CT), grupo exposto
ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT).
Biomarcadores: area de células melanomacrofagicas (A.MMC), area de sinuséides (A.SINUS), area de
hepatécitos (A.HP). O (*) indica diferenca significativa (P<0,05) dos grupos expostos em relacdo ao
controle, enquanto que NS denota auséncia de diferenca significativa (P>0,05) entre quaisquer grupos
experimentais. 68

Tabela 4. Valores de média e desvio padréo da contagem de hepatdcitos, com respectivos n amostrais.
Grupo controle (CT), grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de
carbono associados ao surfactante (NT). O (*) indica diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos
expostos em relacdo ao controle, o (#) denota diferenca significativa (P<0,05) entre o grupo NT e o ST.
NS denota auséncia de diferencga significativa (P>0,05) entre quaisquer grupos experimentais. 76

Tabela 5. Resumo das respostas apresentadas pelos biomarcadores entre os grupos expostos, bem
como destes em relagdo ao grupo controle. As setas (|) representam diferengas estatisticas
significativas (P<0,05) de diminuicdo do parametro; enquanto as setas («) indicam que n&o houve
diferenca significativa (P<0,05). Grupo controle (CT), grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo
exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). Biomarcadores: area de
melanomacréfagos (A. MMC), area de sinuséides (A. SINUS), area de hepatdcitos (A. HP), contagem
de hepatécitos (C. HP), porcentagem de area ocupada por lipidios (A.SB). 85

Tabela 6. indices de correlagéo (r) de Pearson e Spearman, obtidos a partir dos dados quantitativos
dos biomarcadores hepaticos: area de células melanomacréfagicas (A.MMC), area de sinusoéides
(A.SINUS), contagem de hepatécitos (C.HP), area de hepatocitos (A.HP). Grupo controle (CT), grupo
exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nhanotubos de carbono associados ao
surfactante (NT). Valor de r em negrito indica uma correlagédo forte. (*) Dados submetidos ao teste de
correlacdo de Pearson. (NS) Valores de r ndo significativos (P > 0,05). 86



AFM
ATP
AVMA
ASTM
Bd

CE
CES
CEUA
CVD
CMM
DDT
DWCNT
EROS
FDA
GSH
HE

IBR
LEIA
LZBC
MWCNT
NM

NO

NP
NTC
oMS
PI

PZ
STM
SWCNT
TH

TG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Atomic Force Microscope

Adenosina Trifosfato

American Veterinary Medical Association
American Society for Testing and Materials
Batrachochytrium dendrobatidis (quitridiomicose)
Contaminante Emergente

Células Endoteliais Sinusoidais

Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
Chemical Vapor Deposition

Células Melanomacrofagicas
diclorodifeniltricloroetano

Double Wallled Carbon Nanotube

Espécies restivas de oxigénio

Food and Drug Administration

Glutationa reduzida

Hematoxilina Eosina

indice Integrado de Respostas de Biomarcadores
Laboratorio de Ecotoxicologia e Integridade Ambiental
Laboratorio de Zoolofisiologia e Bioquimica Comparativa
Multi Wallled Carbon Nanotube

Nanomateriais

Oxido Nitrico

Nanoparticula

Nanotubos de carbono

Organizacdo Mundial da Saude

indice de Polidispersé&o

Potencial Zeta

Scanning Tunneling Microscope

Single Wallled Carbon Nanotube

Hormaonios Tireoideanos

Triglicerideos



SUMARIO

N =10 ] 1607V J S 15
2 JUSTIFICATIVA ittt ettt s e e b e e Rt e s Re e e an e e ene e e nnne e s neeennneenn 19
3 OBJIETIVOS E HIPOTESES......oi ottt ettt ettt 24
3.1 ODbjJetivos geraisS € NIPOtESES. .. ..coiiuiiiiiei ittt ettt ettt et e ettt e et e s be e sbee e snbeeesnneeans 24
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ... .eiiiiiie ittt ettt ettt ettt e bt e e et e e s be e e abe e e s beeesnneean 24

4 FUNDAMENTAGAO TEORICA .....cooiieeeeeeee ettt 25
O o 1 101 o 1= SRR 25
I V7 To I 1= - | PP PP O TP PPPPPN 25
o N 07 11 -T= T [0 o (=T [ 1o TP 27

4.2 ECOIOXICOIOQIA ...cciii i 30
42.1 BIOBNSAIOS .....eeieeiie ettt ettt e et e e e e s e b b e e e e e e e e s e e b e e e e e e e e e aaane 32
42.2 o] g pFoT o= To (o] £=1 TP PUPTPPPRPTP 33

4.3 ViS80 geral do fIgAO0 .......ueiiiiiiiii e 35
4.4 NanoCIieNCia € NANOLECNOIOTIA . .. .. .vueiieitiiie ittt e e sabneee s 40
7 To I =T - | PP 40
442 Propriedades € apliCAGOES .........uuiiiiiiiiie ittt 43
4.4.3 Nanotubos de CarBONO .........cooiiiiiiii e e 44
4.4.4 NANOLOXICOIOGIA ... ettt e e e et e e e e e e s e bbb e e e e e e e e e annnes a7
445 Efeitos bioldgicos dos nanomateriais manufaturados ..............ccccvvveeeeeeeiiccccieeeee e, 50
4.4.6 USO dO PIUFONIC™ F=L127 ..ottt ettt e e e e e e e e e e e nnnes 52

5  MATERIAIS E METODOS .....coiiitiiieteteesieie ettt ettt 54
5.1 Caracterizac@o das nanoparticulas e preparo das SOIUGOES..........ccevvviieeeiiiieeeiiiieeeeiiieee s 54
5.2  Coleta e aclimataGao dOS ANIMEIS .........ueeiiiiiieeiiiiiee ettt e et ee e e sereeeeaaes 55
5.3 Delineamento Experimental dos Ensaios ECOtOXICOIOQICOS ...........eeeviiiieiiiiiiieiiiiiiee e 56
5.4  Eutanasia € Coleta dOS OrgA0S .......cccoiiiiiiiiiiiee ittt sttt e et ee e 58
5.5  Microtomia e coloragao das [AmINAsS ...........cceiiiiiiiiiiiiiie e 58
5.6 Forma de Analise doS RESUIAAOS ..........coiiiiiiiiiiiiiie e 61
5.6.1  Aquisicao dos dados MOIrfOMELNICOS. ......ciiuiiieiiiiiie ittt 61
5.6.2 Andlise qualitativa das IAmMINAS ............ccciiiiiiii e 63
5.6.3  ANAlIISE NISTOQUITMICA ... .cieiiiriieiiiiiie ittt e s e e e et e e e s e e e e st e e e enaeeeeennees 63
5.6.4  INDICE INTEGRADO DE RESPOSTAS DE BIOMARCADORES..........cccccoevvevevireenann. 65
5.6.5  ANANISE ESIAISHCA ..oiuvvviieiiiiiie it 65

6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....oouiiiiriiiiiieieieieinesteseisieis ettt ssssssssss s snsssesssesssssassesssesens 67
6.1 Area ocupada pelas células melanomacrogéaficas (CMMS - HM2).........cccccveveevevereeeverereennnnns 67
6.2  Area ocupada pelos sinusoides (A.SINUS - HM2) ......ccocviviuereveeeeeeeeeiereeeseieses e eeee e sesenns 72
6.3 6.3 Area de hepatocitos (A.HP) e Contagem de hepatdcitos (C.HP)..........cccceveveveeevevereennnne. 76
6.4  Porcentagem da area hepética ocupada por lipideos (A.SB) .....ccccevviiieiiiiiieiiiiiiee e 82



6.5 Correlacdes entre 0S bioMaArCAUOIES.........cccuviiieiie e e e e s e e e e e e s e s snereeees
6.6 Indice integrado de resposta de DIOMArCaAdores .............cccceveeeieeeeceeeie e
7 Dificuldades ENCONTIATAS ....cccvveiieieiiieiiee et e s nree e sne e e nnneena
8  CONSIDERACOES FINAIS.....cooiiieteeeeeeeeieeeeee ettt e ee ettt e et te s s st aes s s teae s st asese s ssesesens
O CONCLUSOES. ..ottt ettt ettt ettt ettt n e et e s e te e st e s et e s ateenete s aneenann e
10 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooviteeeeieeeeee ettt n et neae s



1 INTRODUCAO

Descendentes dos primeiros vertebrados terrestres, os anfibios surgiram na
Terra ha mais de 360 milhdes de anos (CARROLL, 2009; VITT; CALDWELL, 2013).
Constituem uma classe de vertebrados diversa em estratégias de vida e em nimero
de espécies, das quais mais de 8.000 ja foram descritas (AMPHIBIAWEB.ORG;
CARROLL, 2009; VITT; CALDWELL, 2013). Apesar dessa longa histéria de
sobrevivéncia, nos ultimos anos, diversos fatores tém contribuido para a reducéo de
mais de 70% das espécies de anfibios do mundo (BARINAGA, 1990; HAYES et al.,
2010). As causas desse declinio incluem: doencas infecciosas, introducdo de
espécies exoticas, mortes em rodovias, mudancas climaticas, uso comercial,
destruicdo e degradacdo de habitats e poluicdo (FAHRIG et al., 1994; ALFORD;
RICHARDS, 1999; COLLINS, 2010; HAYES et al., 2010; BLAUSTEIN et al., 2011;
COELHO et al., 2012; ALROY, 2015; SALLA et al., 2015).

Destacando-se a poluicdo, os anfibios sdo animais especialmente sensiveis a
poluentes, em virtude das particularidades de sua biologia e ecologia (LINDER,
BISHOP, 2000; QUARANTA et al., 2009; SPARLING). Seus ovos ndo possuem casca,
o desenvolvimento embrionério € externo e a maioria das espécies possui ciclo de
vida aquatico/terrestre (SPARLING; LINDER, BISHOP, 2000; QUARANTA et al.,
2009; AMARAL et al., 2019; SLABY etal., 2019). Além disso, devido ao seu importante
papel para a respiracdo, a pele dos anfibios € delgada, umida e ricamente
vascularizada, sendo permeavel a gases, ions, fluidos e, portanto, também permeavel
a compostos quimicos exégenos, 0s xenobidticos (SPARLING; LINDER, BISHOP,
2000; WAKE; VREDENBURG, 2000; QUARANTA et al., 2009).

Tanto efluentes domésticos e industriais, bem como compostos lixiviados das
lavouras, geram poluentes téxicos de preocupacdo ambiental, pois contaminam o
solo, 0 ar e a agua (GAGNE et al., 2006; ARIAS-ESTEVEZ, et al., 2008; MO et al.,
2018). Essas atividades antropicas sdo fonte de diversos xenobidticos, como metais,
surfactantes, hidrocarbonetos aromaticos e, notadamente, contaminantes emergentes
(GAGNE et al., 2006; ANASTOPOULOS; KYZAS, 2014; MO et al., 2018). Os ultimos
estdo presentes em uma grande gama de produtos quimicos sintetizados pelo ser
humano, como cosmeéticos, produtos de uso doméstico, pesticidas, medicamentos,
dentre outros (GAGNE et al., 2006; STASINAKIS et al., 2012; GAVRILESCU, et al,

2015). Como muitos desses produtos contém nanomateriais (NMs) em sua
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composicao, esses novos materiais, fruto da nanotecnologia, passam a se enquadrar
entre os contaminantes emergentes (WEIR et al., 2012; BOURDIOL et al., 2013).

A nanotecnologia é a engenharia em escala atdmica ou molecular e envolve
uma grande variedade de tecnologias que medem, manipulam ou incorporam
materiais com ao menos uma de suas dimensdes entre 1 e 100 nm, chamados de
nanomateriais (SATYANARAYANA; RATHIKA, 2011; ASTM, 2012; RAUSCHER;
ROEBBEN, 2014). As principais classes de NMs incluem os compostos por materiais
contendo metais e Oxidos metdlicos, nanocristais semicondutores (chamados de
guantum dots), ceramicos, poliméricos, lipidicos e os baseados em carbono (KLEINE
et al., 2008; KHAN et al., 2017). De especial relevancia para este trabalho, os NMs
carbonéceos, representados pelos fulerenos, grafeno e nanotubos de carbono (NTCs)
(figura 1), constituem al6tropos dos atomos de carbono (FREIXA et al., 2018; KHAN
et al., 2017). Os ultimos sdo moléculas cilindricas, com diametro de um a poucos
nandmetros e comprimento de até poucos micrémetros compostos por folhas de
grafite de espessura atdbmica, enroladas sobre si mesmas (ASHBY, 2009; PRASEK,
2011; TOMA, 2016).

Figura 1. a. Representacdo de um nanotubo de carbono de parede dupla (DWCNT), o exemplo -mais
simples de Multi Wallled Carbon Nanotube (MWCNT). b. Eletromicrografia de transmissdo de um
MWCNT.

Fonte: adaptado de PRASEK et al. (2011)

Pelo fato de se aproximarem da dimenséao atdmico-molecular, os nanomateriais

exibem propriedades fisicas e quimicas aprimoradas, com promissoras aplicacdes na
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area comercial, médica e ambiental (DRAGIEVA; STOYNOV; KLABUNDE, 2001,
CAOQO, 2004; KLEINE et al., 2008; TOMA, 2016). Se por um lado as propriedades
Unicas dos NMs sdo um atrativo para o0 setor comercial, por outro, levantam
preocupacdes quanto aos seus riscos para a saude humana e do meio ambiente
(DEPLEDGE, 2005; OBERDORSTER, 2009; HESS, 20100WEN).

Estudos tém demonstrado diversas respostas adversas de anfibios expostos a
NMs, a maior parte deles com Xenopus laevis e Lithobates catesbeianus (AMARAL et
al., 2019). Nanoparticulas (NPs) metalicas inibem o crescimento desses animais, além
de agirem como desreguladores enddcrinos, prejudicando a metamorfose (NATIONS
et al.,, 2011; CAREW et al., 2015). Relatou-se também que a exposicdo as NPs
organicas (alginato-quitosano e lipidicas sdlidas) aumenta o nimero de eosinofilos e
de agregados de células melanomacrofagicas no figado (OLIVEIRA et al., 2016,
2019). No que tange os NMs carbonaceos, a exposicdo a concentracbes
relativamente altas (até 500 mg.Ll) de NTCs resultaram em obstrucdo de érgéos
como branquias e intestino, ocorrendo também em outros 6rgédos, além destas vias
de entrada (MOUCHET et al., 2008; BACCHETTA et al., 2012; LAGIER et al., 2017).

Na Unido Européia, os nanomateriais possuem uma regulamentacdo propria
gue contempla até mesmo a avaliacdo de sua seguranca, sendo que nos Estados
Unidos, estdo sob o controle da FDA (Food and Drug Administration)
(RAUSCHER; RASMUSSEN; SOKULL-KLUTTGEN, 2017; SMITH, 2018). No Brasil,
embora projetos de lei para regulamentar o uso da nanotecnologia estejam tramitando
no Senado desde 2005, ainda ndo existe uma legislacéo para este tipo de tecnologia,
sendo que parte desta morosidade advém de interesses econdmicos escusos
(FERREIRA; SANT'ANNA, 2015; LAZZARETTI; HUPFFER, 2019).

Isso, mais uma vez, impacta a saide humana e do meio ambiente, ja que, com
um gama cada vez maior de produtos contendo NMs, a auséncia de uma
regulamentacdo resulta na falta de controle de qualidade destes materiais
nanoestruturados e no descarte indevido dos mesmos (LAZZARETTI; HUPFFER,
2019). Assim, o presente trabalho buscou avaliar e agregar mais conhecimento sobre
os efeitos que um potencial contaminante de preocupacéo emergente, 0s nanotubos
de parede multipla (MWCNT) associados ao seu surfactante (Pluronic™ F-127), bem
como ao surfactante isolado, podem exercer na morfologia e fisiologia hepéatica de

anfibios pré-metamorficos. 1Isso se mostra relevante na atual realidade brasileira, visto
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gue o obscurantismo cientifico que se instaurou neste pais nos ultimos trés anos tem

levado a danos possivelmente irreparaveis em nossa historia natural.
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2 JUSTIFICATIVA

Os avancos da nanotecnologia vém resultando em um nimero cada vez maior
de aplicacdes dos NMs em atividades industriais e produtos de uso cotidiano. Sao,
portanto, potenciais contaminantes de ecossistemas aquaticos e terrestres, uma vez
gue, consequentemente, serdo descartados no meio ambiente, podendo contaminar
0 solo, -aguas superficiais e lencdis freaticos, resultando em efeitos potencialmente
deletérios na biota aquética (KLAINE et al., 2008; HANDY et al., 2011). Assim, os NMs
se enquadram dentre os contaminantes de preocupacao emergente, visto que seus
efeitos ambientais devem ser percebidos nos proximos anos (BOURDIOL et al., 2013;
SAUVE; DESROSIERS, 2014; GAVRILESCU, et al., 2015).

Como ja elencado, vém sendo observados efeitos deletérios dos NMs em
anfibios expostos aos mesmos. Isso merece a atencdo da comunidade cientifica, visto
gue esses animais vém sofrendo um drastico declinio de suas populacdes nos ultimos
30 anos. Recentemente, o artigo de revisdo de AMARAL et al. (2019) reuniu 36
trabalhos cientificos relacionados a toxicidade, modos de acéo e interacdo de NMs
em anfibios. Recorrendo a plataforma de pesquisa do Web of Science, os autores
buscaram trabalhos até dezembro de 2018, utilizando como palavras-chave:
“amphibians” e “nanoparticles”, “amphibians” e “nanomaterials”, “tadpoles”’ e
“‘nanoparticles”, “tadpoles” e “nanomaterials”. Fazendo uso dessa mesma
metodologia, entre o periodo de janeiro de 2019 e junho de 2020 foram publicados
mais seis outros artigos; totalizando 42 trabalhos cientificos.

A figura 2 apresenta o numero desses estudos em funcdo das espécies
estudadas - ou conjunto de espécies estudadas —, de acordo com a classe de NMs.
Para tanto, o numero total de publicacbes nessa figura ndo corresponde ao
supracitado, visto que no trabalho de Thompson et al. (2017) foi avaliado o efeito de
um mesmo NM em duas espécies distintas. Embora a maior parte das pesquisas
tenha avaliado a toxicidade de NMs inorganicos em anfibios, o primeiro estudo deste
tipo foi com nanotubos carbono (AMARAL et al., 2019), no qual se avaliou a toxicidade
aguda e a genotoxicidade em larvas de axolote (Ambystoma mexicanum) expostos a
altas concentracbes de DWCNT (Nanotubos de carbono de parede dupla, o tipo mais
simples de MWCNT) (MOUCHET et al., 2007). Hoje os nanomateriais baseados em
carbono contemplam 33% —dos estudos avaliando a ecotoxicidade de NMs em
anfibios; contudo, nenhum destes trabalhos avaliou alteragdes histopatologicas em
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orgaos e tecidos sensiveis a exposi¢cado a xenobioticos, como pode ser conferido na
Tabela 1. Logo, este é o primeiro trabalho a se propor avaliar alteracbes
histopatologicas e histoquimicas no figado de girinos de ras-touro, Lithobates
catesbeianus (SHAW, 1802) expostos aos MWCNT.

Figura 2. Distribuicdo do nimero de publicag8es utilizando anfibios como modelo de ecotoxicidade de
nanoparticulas em funcao da espécie ou conjunto de espécies e da classe do nanomaterial.
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Tabela 1. Informacdes sobre o delineamento experimental de ensaios ecotoxicolégicos com anfibios e
nanoparticulas carbonaces (NTC). DWCNT: Double Walled Carbon Nanotubes; A. mexicanum:
Ambystoma mexicanum; X. laevis: Xenopus laevis; MET: Microscopia Eletrdnica de Transmisséo;
MWCNT: Multi Walled Carbon Nanotubes; MLG: Grafeno de camadas multiplas; OG: 6xido de grafeno;

ND: nanodiamante.

Nanomaterial

Espécie/fase de
desenvolvimento

Tempo de
exposicao

End points

Referéncia

DWCNT

DWCNT

DWCNT

MWCNT

DWCNT

MWCNT

A. mexicanum
(larva)

X. laevis (larva)

12 dias

12 dias

12 dias

12 dias

12 dias

Mortalidade

Genotoxicidade

Mortalidade
Genotoxicidade

Analise do
intestino:
macroscopica,
microscopia de
luz, MET e
Raman

Mortalidade

Genotoxicidade

Analise macro e

micro do figado

e intestino (MET
e Raman)

Mortalidade
Genotoxicidade
Analise do
intestino
(Histologia e
Raman)
Mortalidade

Genotoxicidade

Analise macro e
micro de figado,
branquias e
intestino

MOUCHET et al.,
2007

MOUCHET et al.,
2008

MOUCHET et al.,
2010

MOUCHET et al.,
2011

BOURDIOL et al.,
2013
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MWCNT

MLG

DWCNT
MWCNT

oG

OG

OG

2 até 24 h

12 dias

12 dias

12 dias

4 e 21 dias

Mortalidade

Inibicédo do
crescimento

Comportamento

anormal

Estresse
oxidativo

Mutagenicidade

Analise
macroscopica
de branquias e

figado

Mortalidade

Inibicdo do
crescimento

Genotoxicidade

Disseccéo e
analise
macroscopica
do intestino

Inibicdo do
crescimento

Andlise
macroscopica
de branquias e

intestino

Genotoxicidade

Citometria de
fluxo

Expresséo
génica: estresse
oxidativo,
desintoxicagéo e
reparo do DNA

Comportamento
motor e nivel de
atividade

Patologia do
intestino

Presenca de GO

SARIA et al., 2014

MUZI et al., 2016

LAGIER et al.,
2017

EVARISTE et al.,
2019

Ll et al., 2020
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ND

(TEM, Raman)

Analise de
neurotransmisso
res

X. laevis Microinje- Mortalidade e MARCON et al.,
(embri&o) malformactes 2010
¢cbes de ND
em embribes

Fonte: autoria propria
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3 OBJETIVOS E HIPOTESES
3.1 OBJETIVOS GERAIS E HIPOTESES

Este trabalho buscou avaliar alteracdes histopatologicas no figado de girinos
de ra-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW 1802), no estagio 25 de Gosner, apds a
exposicdo aguda (96h) a concentracdes de 10 mg.L* de nanotubos de carbono de
parede multipla (MWCNT) associados ao surfactante Pluronic™ F-127 (0,1%), bem

como a este composto isolado.

Assim, o presente estudo tem como hipoteses:

(1) o didmetro nanométrico dos MWCNT, somado ao carater anfipatico
do surfactante Pluronic™ F-127, possibilitara alcancarem a circulagdo hepatica,
resultando em efeitos no figado; (2) serdo observados indicios de estresse oxidativo
no figado (3) os animais expostos ao surfactante isolado bem como os animais
expostos ao Pluronic™ F-127+MWCNT apresentardo um maior niamero de células
melanomacrofagicas em relacdo aos animais do grupo controle; (4) o Pluronic™ F-
127 aumentara permeabilidade dos MWCNT e, consequentemente, seus efeitos
deletérios; (5) sera evidenciada a ocorréncia de esteatose hepatica tanto nos animais
expostos ao Pluronic™ F-127 isolado quanto nos animais expostos ao Pluronic™ F-

127 associado aos nanotubos de carbono.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) contabilizar a &rea das células melanomacrofagicas do tecido hepatico;

b) analisar alteracdo no diametro dos sinusoides ou mesmo a congestao destes;

c) observar possiveis alteragdes na organizacdo tecidual do parénquima
hepatico;

d) calcular a area do parénquima hepatico.

e) contabilizar o nimero de hepatdcitos;

f) avaliar se os animais expostos aos xenobidticos apresentaram esteatose

hepatica.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 ANFIBIOS
4.1.1 Visao Geral

Os anfibios comp&em uma antiga classe de vertebrados, oriunda dos primeiros
vertebrados terrestres, que surgiram entre 380 e 365 milhdes de anos atras
(CARROLL, 2009; VITT; CALDWELL, 2013; WAKE; KOO, 2018). Os primeiros anuros
viveram na era mesozoica, ha 250 milhdes de anos; ja as familias modernas existem
h& mais de 110 milhdes de anos tendo, inclusive, sobrevivido a grande extincdo do
final do periodo Cretaceo (WAKE; KOO, 2018). Sdo animais adaptados a viverem em
muitos biomas, desde os tropicos até acima do Circulo Artico, ocorrendo em quase
todos os continentes, exceto na Antértica e na maioria das ilhas oceanicas (FROST et
al., 2006; LINDER et al., 2010). Ocupam guase todos os habitats terrestres e de agua
doce, a diversas temperaturas e altitudes (VENTURINO et al., 2003; FROST et al.,
2006).

Diversa em espécies, habitats e modos de vida, essa classe apresenta grande
importancia ecoldgica em muitos ecossistemas sendo, inclusive, os vertebrados mais
abundantes em algumas comunidades, funcionando como espécies-chave
(MURPHY; PHILLIPS; BEASLEY, 2000; SPARLING et al., 2003; WAKE; KOO, 2018).
Essa classe é dividida em trés grupos: 1) Caudata ou Urodela, representado pelas
salamandras e tritdes; 2) Gymnophiona ou Apoda, representado pelas cobras-cegas
ou cecilias; e, 3) Anura, representado pelos sapos, ras e pererecas (HADDAD;
PRADO, 2005; FROST et al., 2006; HADDAD, 2008). Das mais de 8.000 espécies
descritas, a grande maioria é de anfibios anuros, algo em torno de 80%, compondo o
maior nimero de representantes tanto no Brasil quanto no mundo (HADDAD, 2008;
WAKE; KOO, 2018).

Importante destacar também que a grande maioria dos anfibios sofre
metamorfose ao longo de seu desenvolvimento, uma caracteristica Unica dentre as
demais classes de vertebrados (LINDER et al, 2010). A fase larval da grande maioria
das espécies ocorre no ambiente aquatico; onde passam por transformacdes
fisiologicas, bioquimicas, estruturais e, inclusive, comportamentais, até se
transformarem um individuo adulto de habito terrestre, aguatico ou semi-aquatico

(LINDER et al, 2010; HADDAD et al, 2013; WAKE; KOO, 2018; KYKUYAMA et al.,
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2019). Contudo, nem todos os anfibios sofrem metamorfose; quase todas as cecilias
possuem desenvolvimento direto, assim como certas espécies de anuros e de
urodelos (HADDAD et al, 2013; LINDER et al, 2010; WAKE; KOO, 2018). Além disso,
algumas salamandras sao neoténicas, como o axolote (Ambystoma mexicanum),
mantendo-se no estado larval ao longo de toda a vida (MURPHY; PHILLIPIS;
BEASLEY, 2000; WAKE; KOO, 2018).

Embora as fases de ovo, larva e adulto constituam o mesmo individuo, cada
um destes estagios € uma entidade Unica em relagdo a sua interagdo com o ambiente
(SPARLING et al., 2000). Diversos fatores afetam os estagios de desenvolvimento e
crescimento dos anfibios, como disponibilidade de recursos, competicéo, predacao,
radiacdo UV, temperatura e oxigénio dissolvido, além de compostos quimicos que
acabam por atingir os corpos d'dgua (MURPHY, PHILLIPIS; BEASLEY, 2000;
MORRISON; HERO, 2003; SKELLY, 2004; HADDAD; PRADO, 2005; TURRIAGO;
PARRA; BERNAL, 2015). No estagio larval, muitos desses estressores podem
influenciar a celeridade do processo metamoérfico pois, a exemplo dos ovos, que sdo
um estagio vulneravel do ciclo de vida dos anfibios, quanto mais rapido eclodirem,
mais vantajoso para a espécie (MURPHY, PHILLIPIS; BEASLEY, 2000; MORRISON;
HERO, 2003).

A fase larval, chamada de girino nos anuros, € geralmente aquatica de agua-
doce, dotada de ecologia propria e de uma variedade de formas, tamanhos e cores
(HADDAD, 2008; HADDAD et al., 2013; WAKE; KOO, 2018). Sua morfologia externa
pouco se assemelha a do adulto: a cabeca e corpo sdo compostos, possuem uma
cauda muscular desprovida de vértebras, além de nadadeiras ventrais e dorsais sem
suporte 0sseo (MCDIARMID & ALTIG, 1999). A metamorfose é marcada por
profundas mudancas pés-embrionarias, com intensa expressao génica mediada,
principalmente, pelos hormonios tiredideos (HT), processo que envolve tanto o ganho
de massa quanto mudancas estruturais em tecidos e 6rgdos (MURPHY, PHILLIPIS;
BEASLEY, 2000; WELLS, 2007; HADDAD et al, 2013; VIDAL et al., 2021).

Durante a metamorfose, as mudancas externas S0 as mais marcantes e
envolvem tanto o desenvolvimento de membros quanto a regressdo da cauda
(BROWN; CAl, 2007; HADDAD et al., 2013). Muitos 6rgéos funcionais presentes nos
girinos sao remodelados, como o figado, a pele, o tecido hemocitopoético, 0 musculo
esquelético e o sistema nervoso; ja as branquias regridem (FURLOW,; NEFF, 2006;

BROWN; CAl, 2007; HADDAD et al, 2013). O intestino, antes longo e estruturalmente
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simples, sobre um encurtamento de 75%, diferenciando-se em um 6rgao complexo
que condiz com as mudancas no padréo alimentar (ISHIZUYA-OKA; SHI, 2005;
FURLOW,; NEFF, 2006). Enquanto os adultos sdo predadores por exceléncia, 0s
girinos possuem dieta que varia de acordo com a espécie, podendo ser consumidores
de algas, detritivoros, filtradores, carnivoros e até onivoros (MURPHY, PHILLIPIS;
BEASLEY, 2000; HADDAD, 2008).

4.1.2 Causas do declinio

N&o bastassem os desafios impostos pelo ambiente natural, os anfibios ainda
enfrentam uma acentuada reducdo de suas popula¢cées no Brasil e no mundo em
virtude de fatores antropogénicos (BLAUSTEIN; WAKE, 1990; ALFORD; RICHARDS,
1999; STUART et al., 2004). Suas areas de ocorréncia estdo sendo suprimidas e
fragmentadas, isolando pequenas e grandes populacbes desses animais, que
precisam se dispersar, migrar, alcangar corpos d’agua para se reproduzir e até mesmo
desviar de locais alterados por humanos, mas que, inevitavelmente, acaba resultando
em um aumento na incidéncia de mortes em rodovias (FAHRIG et al., 1994; CARR;
FAHRIG, 2002; CUSHMAN, 2006; BECKER, et al., 2007; COELHO et al., 2012).

Esses habitats também sdo negativamente impactados pelo despejo de
diversos contaminantes, cujas fontes vém de escoamentos e efluentes de lavouras,
areas de mineracéo, areas urbanas e industrias (ANASTOPOULOS; KYZAS, 2014;
MO et al.,, 2018). Os poluentes incluem metais-tracos, pesticidas, fertilizantes,
farmacos, surfactantes, contaminantes emergentes, dentre outros (DAL-MEDICO et
al., 2014; JONES-COSTA et al., 2018; SLABY et al., 2019; WAKE & VREDENBURG,
2008). Estes podem afetar os anfibios tanto de forma letal quanto subletal, com
prejuizos para reproducdo, crescimento e desenvolvimento, maior frequéncia de
anormalidades, alteragcbes comportamentais e reduzida resisténcia as doencas
(ALFORD; RICHARDS, 1999; EGEA-SERRANO et al., 2012; LEARY et al., 2018;
SLABY et al., 2019). Deve-se considerar que as caracteristicas da biologia e ecologia
dos anfibios os tornam mais susceptiveis aos contaminantes ambientais. Sao animais
cuja pele delgada e ricamente vascularizada constitui a principal superficie de trocas
gasosas em larvas e adultos, mas ndo uma barreira eficiente contra compostos

exdgenos, ja que é permedavel e desprovida de escamas (SPARLING et al., 2000;
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WAKE & VREDENBURG, 2008; KARDONG, 2019). Suas taxas de depuracao e
eliminacdo de xenobidticos sdo mais lentas, em virtude do baixo metabolismo
relacionado a ectotermia (GARDNER; OBERDOSTER, 2005). Além disso, como a
maior parte das espécies possui um ciclo de vida dividido entre o ambiente aquatico
e o terrestre ou semi-terrestre, estdo sujeitos aos poluentes em todas as suas fases
de desenvolvimento, sobretudo durante o periodo embrionario e larval (SPARLING;
LINDER, BISHOP, 2000).

Alteragdes globais, como a deple¢céo da camada de 0zo6nio e 0 aquecimento,
associadas ao acumulo atmosférico de gases de efeito estufa também afetam a
sobrevivéncia desses animais (ALFORD; RICHARDS, 1999). O aumento da
incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV), principalmente durante os periodos
embrionérios e larvais dos anfibios, causam malformacdes, induzem a ecloséo
precoce e deprimem o sistema imune (PAHKALA; LAURILA; MERILA, 2001;
MITCHELL et al., 2012; CECCATO et al., 2016; FRANCO-BELUSSI; FANALI, DE
OLIVEIRA, 2018). Em virtude da ectotermia, os anfibios sdo especialmente sensiveis
e pouco tolerantes as mudancas de temperatura do ambiente, pois a mesma afeta
sua fisiologia e capacidade de sobrevivéncia, aumentando a incidéncia de doencas,
modificando a temperatura que seria 6tima para sua sobrevivéncia, que resulta em
maior perda d’agua, estando também associada ao aumento de infecgées (ALFORD;
RICHARDS, 1999; POUND; FOGDEN; CAMPBELL, 1999; SPARLING et al., 2000;
KIESECKER; BLAUSTEIN; BELDEN, 2001; DEUTSCH et al., 2008, WAKE;
VREDENBURG, 2008; COLLINS, 2010; NOWAKOWSKI et al., 2016).

O uso comercial de anfibios, principalmente destinado para alimentacdo e
como animais de estimacédo e animais-modelo em laboratorio, resulta em um volume
de animais retirados da natureza suficientemente grande para extirpar populacdes e
espécies (SCHLAEPFER et al., 2005). Na Asia, por exemplo, as populacdes de
espécies de Ranidae sdo afetadas pela sua superexploragdo para consumo humano
(STUART et al., 2004). Fato é que existe, mundialmente, uma exploracédo comercial
desses animais sustentada tanto pelo comércio ilegal quanto pelos criadouros; ambos
responsaveis pela introducdo de espécies invasoras e disseminagdo de doencas
(DASZAK, 1999; GRATWICKE et al.,, 2009; COLLINS, 2010). Vale ressaltar o
importante papel que o0s comércios ilegais de vida selvagem possuem na
disseminacéo de doencas, como o proprio novo coronavirus (SARS-CoV-2), causador

da covid-19, doenca declarada como uma pandemia pela Organizacdo Mundial da
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Saude (OMS) desde marco de 2020 (TRAVIS; WATSON, 2011; ROTHAN;
BYRAREDDY, 2020). Os primeiros pacientes relatados com essa doenca haviam
visitado um comércio de peixes e animais silvestres da cidade de Wuhan, na China
(LU; STRATTON; TANG, 2020; ROTHAN; BYRAREDDY, 2020).

Para os anfibios, as espécies introduzidas n&o apenas causam um
desequilibrio ecolégico, como também contribuem para a disseminacao de doencas
associadas a reducdo de suas populacfes, como os ranavirus e a quitridiomicose
(DASZAK, 1999; COLLINS, 2010; SMITH; SAX; LAFFERTY, 2006). A primeira inclui
um grupo de virus causadores de infeccbes sistémicas, enquanto a segunda é
causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (DASZAK, 1999; BRIGGS;
KNAPP; VREDENBURG et al., 2010; TEACHER; CUNNINGHAM; GARNER, 2010).
A quitridiomicose chama a atencao pois, além de ser uma das principais causas do
declinio e extincao de espécies de anfibios, tem afetado de forma deletéria até mesmo
populacbes em regibes relativamente pouco impactadas pela acdo humana
(MORELL, 1999; SALLA, et al., 2018). Mesmo que a sensibilidade ou a resisténcia ao
Bd varie entre as espécies, populacfes e areas de ocorréncia, as acdes antropicas
nao apenas tém disseminado esta doenca, como também alterado as condicdes
ambientais que implicam na resisténcia a mesma (COLLINS, 2010; JAMES et al.,
2015).

Evidentemente que os efeitos desses fatores variam de acordo com o local de
ocorréncia das espécies e a sensibilidade destas as alteracdes promovidas por
humanos, bem como ao nivel de modificacdo de seus habitats (PECHMANN et al.,
1991; KIESECKER; BLAUSTEIN; BELDEN, 2001). Contudo, as acfes antropicas
associadas aos declinios de anfibios ndo ocorrem isoladas, mas associadas a
estressores naturais, como predacdo, competicdo e disponibilidade de recursos,
afetando estes animais no nivel molecular, fisioldgico, morfolégico e populacional
(BLAUSTEIN et al., 2011).

O declinio das populacdes de anfibios foi primeiramente abordado no Primeiro
Congresso Mundial de Herpetologia, que ocorreu em Canterbury, Inglaterra, em 1989
(BARINAGA, 1990). A época, uma conversa casual entre os pesquisadores trouxe a
tona uma percepgdo em comum: que seus animais de estudo estavam
desaparecendo (BARINAGA, 1990; COLLINS; STORFER, 2003). Assim, havia a
evidéncia empirica, mas néo era possivel apontar a causa (COLLINS; STORFER,

2003). Até a metade da década de 1990, o debate cientifico buscou levantar
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informacdes para avaliar se o declinio observado era uma ocorréncia local ou, de fato,
uma realidade global (ALFORD; RICHARDS, 1999; WAKE & VREDENBURG, 2008).
Contudo, as evidéncias ao longo dos ultimos anos eliminaram qualquer duvida: as
populacbes de anfibios estdo em declinio por todo o mundo nas ultimas décadas
(BARINAGA, 1990; WAKE, 1991; HOULAHAN et al, 2000; LINDER et al., 2003;
VENTURINO et al., 2003).

Hoje, 41% das espécies descritas de anfibios estdo ameacadas de extingéo,
gerando 0 questionamento quanto as consequéncias desta perda de diversidade
(MONASTERSKY, 2014; IUCN.org, 2019). Os anfibios modernos vivem neste planeta
ha mais de 100 milhdes de anos e seu declinio € um enigma, que pode indicar limites
do meio ambiente e de sua capacidade de resiliéncia (WAKE, 1991; WAKE; KOO,
2018). Em relacdo a outros organismos, os anfibios podem apresentar grandes
valores de biomassa, formando parte integral da cadeia trofica de varios ecossistemas
aguaticos e terrestres, tanto quanto consumidores de presas menores, quanto como
alimento para predadores maiores (SPARLING et al., 2003; VENTURINO et al., 2003).
Para os seres humanos, esses animais fazem parte da cultura e da subsisténcia,
servindo de alimento e controlando pragas agricolas (ASA, 2019). A perda na
diversidade de anfibios reflete também na saide humana. Além de serem predadores
de espécies transmissoras de doencas, sao fonte de compostos biologicamente ativos
com aplicacfes nas pesquisas farmacéuticas; logo, seu declinio limita a descoberta
de novos biomedicamentos e tratamentos contra cancer, patégenos e outras doencas
(CLARKE, 1997; HADDAD, 2008; NALBANTSOQY et al., 2016; ASA, 2019).

4.2 ECOTOXICOLOGIA

As aglomeragdes humanas em centros urbanos, as atividades agricolas e
industriais, bem como a mineragdo, sdo responsaveis pelo despejo de grandes
quantidades de contaminantes no meio ambiente (GAGNE et al., 2006; ARIAS-
ESTEVEZ, et al., 2008; JORDANOVA, et al., 2013; ANASTOPOULOS; KYZAS, 2014;
MO et al., 2018). Embora pensar em polui¢éo tradicionalmente remeta a industria, os
escoamentos de lavouras, areas urbanas e o esgoto municipal sdo fontes de quimicos
utilizados no dia a dia, como aditivos, pesticidas, produtos de higiene pessoal e

medicamentos (THOMAS et al., 2017). A medida que esses compostos quimicos
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sintéticos, ou mesmo de ocorréncia natural, sao identificados ou suspeitos de estarem
no meio ambiente, causando possiveis efeitos adversos, estes sao classificados como
contaminantes emergentes (CEs) (SAUVE; DESROSIERS, 2014; THOMAS et al.,
2017; PHILIP et al., 2018).

Contudo, ainda séo esparsas as informacdes sobre o comportamento e o efeito
dos CEs no ambiente, além de os métodos para identificar e tratar estes compostos
serem complexos e custoso, um desafio ainda maior tendo para a realidade de paises
subdesenvolvidos (REHMAN et al.,, 2015; MO et al., 2018; PHILIP et al., 2018).
Ademais, qualificar um composto como emergente € relativo, pois tanto pode ser um
quimico que passou a ser descartado no ambiente recentemente, quanto um
contaminante que ja estava presente no meio ambiente h4 algum tempo, cuja
preocupagao quanto aos seus efeitos surgiu posteriormente, i.e., um contaminante de
interesse emergente (SAUVE; DESROSIERS, 2014). Um exemplo é o uso do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) que, ap0s ser largamente utilizado por anos para
eliminar mosquitos e outras pragas, sobretudo durante a Segunda Guerra Mundial, foi
banido em muitos paises na década de 1970, sendo totalmente proibido no Brasil
somente em 2009 (JARMAN; BALLSCHMITER, 2012; SAUVE; DESROSIERS, 2014).

Falar sobre o DDT remete ao influente livro “Primavera Silenciosa” (Silent
Spring), publicado por Rachel Carson em 1962, que trouxe a tona o pensar sobre os
contaminantes emergentes (JARMAN; BALLSCHMITER, 2012; SAUVE;
DESROSIERS, 2014). Na obra, a autora faz uma exaustiva leitura das pesquisas com
pesticidas quimicos, principalmente o DDT, alertando sobre seu uso indiscriminado.
Estes ndo apenas matam as espécies-alvo, mas afetam também o solo e a 4gua, as
plantas cultivaveis e as arvores, levando ao desaparecimento de muitas aves, dai o
titulo do livro (JARMAN; BALLSCHMITER, 2012; PARKS, 2017; SAUVE;
DESROSIERS, 2014). Com sua publicacdo, Carson ndo apenas ajudou a iniciar o
movimento ambiental contemporaneo, como também impulsionou o surgimento da
ecotoxicologia (JARMAN; BALLSCHMITER, 2012; SPARLING, 2017).

A ecotoxicologia € uma disciplina que integra a ecologia e a toxicologia
(CHAPMAN, 1995). Enquanto a primeira estuda as interacdes dos organismos com o
meio ambiente em todos 0s seus niveis, a segunda estuda os efeitos adversos
causados por agentes fisicos, quimicos e bioldégicos em organismos (CHAPMAN,
2002; WEXLER; HAYES, 2019). O termo surgiu em 1969 durante uma palestra de

René Truhaut no encontro do Comité de Conselho Internacional de Unides Cientificas
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(Committee of the International Council of Scientific Unions), em Estocolmo
(TRUHAUT, 1977). Truhaut propds a ecotoxicologia como um novo ramo da
toxicologia, interessado em estudar os efeitos tdxicos causados por poluentes
(naturais e sintéticos) sobre os constituintes do ecossistema (TRUHAUT, 1977,
SPARLING, 2018).

Assim, a ecotoxicologia tem por objetivo compreender e prever os efeitos de
compostos quimicos toxicos em nivel de populacdes, comunidades naturais e
ecossistemas (CHAPMAN, 1995, 2002; WEXLER; HAYES, 2019). Essa disciplina
também incorpora a quimica e a fisiologia que, respectivamente, permitem
caracterizar um contaminante e compreender seus efeitos em distintos niveis de
organizacéo biolégica (SPARLING, 2018). Os dois principais pilares da ecotoxicologia
sé@o os biomarcadores e os bioensaios, ferramentas essenciais para determinar e
mensurar diversos efeitos de substancias estranhas (xenobioticos) a um organismo
(BLAISE; GAGNE, 2009; WEXLER; HAYES, 2019).

4.2.1 Bioensaios

Os bioensaios, ou ensaios biologicos, utilizam organismos vivos ou células
vivas para determinar os potenciais efeitos toxicos de compostos quimicos, bem como
para rastrear a presenca destes em ambientes contaminados (CHAYEN; BITENSKY,
2005; KOZLOVA; ZWINDERMAN; CHRISTOF, 2005). Muito utilizados pela
ecotoxicologia, 0s ensaios bioldgicos comecaram modestos, analisando efeitos
tobxicos em um dnico organismo em maiores niveis de organizacdo bioldgica
(PRESTON, 2002; BLAISE; GAGNE, 2009). T4o logo, foi percebida a necessidade de
considerar os distintos componentes da biota para se avaliar adequadamente um
poluente, a ponto de alcangarem a complexidade de testes utilizando microcosmos e
mesocosmos, 0S quais abrangem microrganismos, plantas, vertebrados e
invertebrados em seus bioensaios (KOZLOVA; ZWINDERMAN; CHRISTOF, 2005;
BLAISE; GAGNE, 2009).

Embora seja possivel detectar compostos toxicos no ambiente por meio de
analises quimicas, estas, além de utilizarem equipamentos sofisticados e caros,
representam a parcela de uma dindmica que € ainda mais complexa, como

biotransformacdo por constituintes da biota ou mesmo interagdo com outros
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contaminantes (WHITFIELD, 2001; KOZLOVA; ZWINDERMAN; CHRISTOF, 2005;
KLAINE et al.,, 2008). Essas analises fisicas e quimicas de potenciais poluentes
acabam enfrentando a influéncia de certas variaveis: 1) muitos compostos quimicos e
poluentes causam efeitos deletérios a concentragdes inferiores a capacidade analitica
dos laboratérios; 2) raramente os toxicantes em potencial sdo encontrados isolados,
mas sim como uma mistura dificil de ser estimada por anéalises quimicas, podendo
interagir de varias maneiras nos organismos, inclusive sinergisticamente, tornando-se
mais toxicas; e, 3) as caracteristicas fisicas e quimicas da 4gua, como dureza, pH e
oxigénio dissolvido, influenciam na toxicidade do contaminante, a exemplo do zinco,
cuja concentracao letal para os peixes é mais elevada em aguas com maior dureza
(CAIRNS; VAN DER SCHALIE, 1980; GRUBER, 1989). Os organismos refletem uma
visdo integrada da carga de poluentes, pois preservam um continuo registro do
ambiente ao longo de suas vidas (WHITFIELD, 2001; VENTURINO et al., 2003).
Nesse sentido, os bioensaios para testes de ecotoxicidade representam uma
excelente ferramenta para elucidar os possiveis riscos inerentes a substancias

quimicas que, porventura, venham a ser liberadas no ambiente (CRANE et al., 2008).

4.2.2 Biomarcadores

Os marcadores biolégicos, ou biomarcadores, configuram uma resposta
biolégica a determinado composto quimico, fornecendo uma medida da exposicéo e,
as vezes, até mesmo uma medida do seu efeito toxico (PEAKALL, 1994). Em um
sentido amplo, representam qualquer medida que reflete a interacdo entre um sistema
bioldgico e um agente ambiental, seja este bioldgico, fisico ou quimico (WHO, 1993).
Podem ser definidos como uma alteracdo em componentes celulares ou bioquimicos,
ou ainda em processos, estruturas e fungdes, induzida por xenobidticos e passiveis
de serem medidos em um sistema biol6gico ou em uma amostra (NAS, 1975). Os
biomarcadores tém o potencial de incrementar os métodos de avaliacdo da exposi¢ao
a fatores ambientais, além de permitirem estimar a dose ou concentracao
biologicamente eficaz, oriunda de diferentes meios de exposicdo (WHO, 1995).
Uma -vez iniciada a exposi¢cdo de um organismo a um contaminante, a quantidade
deste composto disponivel no meio representa a dose externa, enquanto a quantidade

internalizada via ingestéo, inalacéo ou absorcédo dérmica, representa a dose interna;
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ja a recém citada dose biologicamente eficaz, € aquela necessaria para gerar uma
resposta biolégica ou um prejuizo a saude do organismo (NRC, 1987; KENDALL et
al., 1996).

Os marcadores biolégicos sdo usualmente classificados em trés tipos: de
exposicdo, de efeito e de susceptibilidade (NRC, 1987). Os biomarcadores de
susceptibilidade indicam que o organismo é especialmente sensivel a um xenobiético,
tendo a capacidade inata ou adquirida de responder a exposicao (NRC, 1987; WHO,
1993). Os de exposicao refletem trés respostas possiveis: 1) identificam a presenca
de uma substancia exégena no sistema biolégico; 2) refletem a interacdo de um
xenobidtico com algum componente enddgeno; ou ainda, 3) indicam outro evento
biolégico relacionado a exposi¢cdo. Os marcadores biolégicos sdo geralmente
utilizados para prever a dose/concentracdo de exposicdo que induzem mudancas
passiveis de identificacdo e potencialmente mensuraveis (NRC, 1987; WHO, 1993;
KENDALL et al.,, 1996). Assim, os biomarcadores de efeito sdo alteracdes
bioguimicas, fisiolégicas, comportamentais, entre outras, capazes de serem
mensuradas e que podem predizer trés situacdes: 1) indicar um componente
endogeno do sistema; 2) mensurar a capacidade funcional do sistema; ou, 3) apontar
um estado alterado do sistema que prenuncia um comprometimento ou doenca (NRC,
1987; WHO, 1993).

Assim, os biomarcadores fazem a conexdo entre poluentes presentes no
ambiente e sua acdo em um organismo podendo, portanto, auxiliar na avaliagcdo do
status das popula¢des de anfibios e na predicdo se determinado composto quimico
liberado no ambiente resulta em um potencial risco a organismos nao-alvos
(VENTURINO et al., 2003). Nesse contexto, os biomarcadores histopatoldgicos se
mostram uma ferramenta sensivel para analisar os efeitos de poluentes em
organismos aquaticos, desempenhando um importante papel na avaliacdo de
possiveis danos teciduais causados por agentes quimicos em estudos de campo e de
laboratdrio (AYAS et al., 2007; ABDEL-MONEIM, 2012; JONES-COSTA et al., 2018;
DI GIULIO; NEWMAN, 2019). Além disso, possuem vantagens praticas, como a
facilidade de coletar e armazenar a amostra e a possibilidade de avaliar varios tipos

celulares de diferentes 6rgdos de um mesmo animal (HANDY et al., 2002).
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4.3 VISAO GERAL DO FIGADO

O figado é um 6rgdo imprescindivel para diversos processos corporeos
fundamentais a manutencdo da vida, como biotransformacdo, desintoxicacdo e
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, incluindo a sintese de ureia
(CRAWSHAW; WEINKLE, 2000; AKYOSHI; INOUE, 2012). Possui importante papel
no metabolismo energético, processando e estocando nutrientes absorvidos pelo trato
digestério para atender a demanda de outras partes do corpo (AKYOSHI; INOUE,
2012). E também o 6rgéo que produz e secreta a bile, liberada no duodeno para
emulsificar gorduras (MEIER; STIEGER, 2002; KARDONG, 2019).

Esse orgao funciona como um biofiltro ativo de compostos téxicos oriundos do
ambiente, i.e., xenobibticos, bem como de compostos produzidos pelo organismo, e.g.
bilirrubina; os biotransformando em compostos solUveis para serem excretados pela
urina (NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). E um 6rgdo que recebe grande
parte do deébito cardiaco, servindo também de reservatorio de sangue (LAUTT,;
GREENWAY, 1987; ABDEL-MISIH; BLOOMSTON, 2010). O sangue chega ao figado
via vasos aferentes (veia porta e artéria hepética), que é entdo distribuido pelos
capilares sinuséides, perfundindo as células do parénquima hepatico e entéo sai deste
orgdao via vaso eferente (veia hepatica), sendo drenado pela veia cava inferior (LAUTT;
GREENWAY, 1987; ABDEL-MISIH; BLOOMSTON, 2010).

Nos anfibios, além das funcfes supracitadas, comuns a outros taxons, o figado
€ um Orgao importante para a producédo de vitelo em fémeas, apesar de responder a
agentes toxicos e doencas de maneira similar a outros vertebrados (CRAWSHAW,;
WEINKLE, 2000). Nos anfibios anuros, o figado € um 6rgao funcional desde o girino
até o adulto, sofrendo remodelagcdo durante a metamorfose, deixando de produzir
amonia, para compor o ciclo da ureia (PAIK; COHEN, 1960; VIERTAL; RICHTER,
1999). E também um importante centro hematopoiético nos embribes e girinos,
sobretudo para sintese de eritrocitos; nos adultos, esta atividade se mantém vestigial,
dando lugar a medula 6ssea (MANIATIS; INGRAM, 1971; CRAWSHAW; WEINKLE,
2000; HELMER; WHITESIDE, 2005; OKUI et al., 2013).

Na fase larval, o figado esta localizado entre as convolu¢des do intestino
anterior e do intestino médio, repousando ventral e posteroventralmente ao eséfago
(VIERTAL; RICHTER, 1999). Na fase p6s-metamorfica, encontra-se logo abaixo do
coragao, na porcao cranio-ventral da cavidade celdmica, estendendo-se até o ultimo
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par de costelas (CRAWSHAW; WEINKLE, 2000; HELMER; WHITESIDE, 2005). E um
orgao formado pelos lobos direito e esquerdo, totalmente separados por tecido
conjuntivo, mas que podem ainda se subdividir parcialmente em lobos menores
(CRAWSHAW; WEINKLE, 2000). A vesicula biliar se encontra na linha média entre
os lobos direito e esquerdo e seu canal se conecta ao duodeno logo apds o estbmago
(CRAWSHAW; WEINKLE, 2000; HELMER; WHITESIDE, 2005).

A maior parte do sangue que chega ao figado vem da veia porta, oriundo do
trato digestorio e do baco (LAUTT; GREENWAY, 1987; NAGY; THORGEIRSSON;
GRISHAM, 2020). Pobre em oxigénio, mas rico em compostos absorvidos pelo trato
alimentar, o sangue portal contém nutrientes, compostos téxicos, além de horménios
e fatores de crescimento (NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Ja a artéria
hepética supre o figado com sangue arterializado (ABDEL-MISIH; BLOOMSTON,
2010; NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Ambos 0s vasos primeiro se
dividem para irrigar os lobos esquerdo e direito e seguem se ramificando em vénulas
e arteriolas que alcancam os l6bulos hepaticos (vasos perilobulares) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Esses vasos
aferentes, juntamente com os ductos biliares, constituem a triade portal (ou trato
portal), que € circundada por tecido conjuntivo (CRAWSHAW; WEINKLE, 2000;
AKYOSHI; INOUE, 2012).

Os l6bulos hepéaticos sédo unidades estruturais de forma poliédrica, delimitados
por tecido conjuntivo (RANI et al., 2006; AKYOSHI; INOUE, 2012). Possuem um vaso
eferente no centro (veia centrolobular), de onde partem as placas hepéaticas: cordées
de hepatdcitos, com espessura de uma célula, dispostos radialmente do centro do
l6bulo até a periferia (figura 3) (CRAWSHAW; WEINKLE, 2000; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004; ABDEL-MISIH; BLOOMSTON, 2010). Essas placas sao separadas
por uma rede de capilares sinusoides (figura 3), que conectam os vasos perilobulares
a veia centrolobular (AKYOSHI; INOUE, 2012). A triade portal esta disposta nas
arestas de sua forma poliédrica (cantos dos I6bulos), juntamente com nervos, vasos
linfaticos, macrofagos e células tronco hemocitopoiéticas, no chamado espaco porta
(RANI et al., 2006; ABDEL-MISIH; BLOOMSTON, 2010; AKYOSHI; INOUE, 2012).
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Figura 3. A: organizacao do lobo hepatico indicando o fluxo de sangue venoso (setas cheias pretas) e
do sangue arterial (setas cheias brancas); destaque para o fluxo de bile pelo ducto biliar (seta
descontinua preta) em sentido contrario ao fluxo sanguineo. B: corte histolégico de figado de girino de
ré-touro (Lithobates catesbeianus, SHAW 1802) evidenciando a triade portal (T), um corddo de
hepatdcitos (H), sinusoide (S) e um agregado de células melanomacrofagicas (seta); HE, aumento de
100x, barra 100 pm.

A Hepatdcitos
Forr—~<4 Canaliculos biliares

Ducto biliar

Sinuséides

o 2 "l
veia - t e ~ Ramo da veia porta

Ramo da artéria
hepatica

Fonte: adaptado de KARDONG, 2019 (A); autoria préopria (B).

O sangue que se distribui nos l6bulos da periferia até o centro € uma mistura
de sangue portal e arterial: os ramos terminais das vénulas penetram o parénquima
junto com os ramos terminais das arteriolas, dividindo-se em capilares sinusoéides
(figura 3A) (ABDEL-MISIH; BLOOMSTON, 2010; NAGY; THORGEIRSSON;
GRISHAM, 2020). Os sinuséides hepaticos possuem um endotélio descontinuo,
formando fenestras, desprovido de lamina basal, o que facilita a saida de solutos e
componentes fluidos do sangue (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SORENSEN,;
SMEDSR@D, 2020). Na superficie luminal dos sinuséides encontram-se as células
melanomacrofagicas ou células de Kupffer (figura 4), uma linhagem de macréfagos
abundantes na regido portal que produzem e armazenam melanina, importante para
a absorcéao e neutralizacao de radicais livres gerados pelo estresse oxidativo (AGIUS;
ROBERTS, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Além disso, as células de Kupffer
sdo importantes na resisténcia a patégenos, fagocitam fragmentos celulares e
eritrocitos velhos, acumulando o ferro na forma de hemossiderina, além de destruirem,
desintoxicarem e reciclarem componentes materiais e endoégenos (AGIUS;
ROBERTS, 2003; FRANCO-BELUSSI; CASTRUCCI; OLIVEIRA, 2013; GUTIERRE et
al., 2018)

37



Figura 4. Representacdo de um sinuséide hepatico com seus principais tipos celulares. A.
hepatdcito; B. espacgo de Disse; C. célula de Kupffer; D. célula endotelial sinusoidal; E. célula
do Ito; F. eritrocito.

Fonte: adaptado de SOGRENSEN; SMEDSR@D, 2020.

Enguanto os melanomacrofagos séo células ativas na fagocitose de particulas
maiores de 200 nm, as CES, células endoteliais sinusoidais (figura 4) retiram do
sangue macromoléculas e nanoparticulas menores que 200 nm (SORENSEN;
SMEDSR@D, 2020). Juntas, essas células comp&em a barreira sinusoidal, eliminando
componentes presentes no sangue, incluindo coléides, restos celulares, residuos de
hemoglobina, colageno, colesterol, entre outros (GUIDA et al, 1998; SETERNES,;
SORENSEN; SMEDSR@D, 2002; AGIUS; ROBERTS, 2003; FENOGLIO et al., 2005;
SPORENSEN; SMEDSR@D, 2020). Isso representa o modelo basal de dupla células
para a eliminacédo de residuos (the dual cell principle of waste clearance), presente
em todas as classes de vertebrados (SYRENSEN et al., 2012; SORENSEN;
SMEDSR@D, 2020).

Entre o sinusdide e a placa de hepdética, existe um espaco extracelular
perisinusoidal ou espaco de Disse (figura 4), onde se encontram as células do Ito
(figura 4), ou células estreladas hepaticas (WAKE, 1980; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004). Eram chamadas de lipocitos, por conta de sua funcdo de armazenar vitamina
A na forma de goticulas lipidicas, mas também secretam fatores de crescimento e
citocinas que regulam o didmetro do limen sinusoidal (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Em quadros histopatologicos de
fibrose hepatica induzida por injaria ou inflamagédo, as células estreladas se
diferenciam em miofibroblastos produtores de matriz extracelular contendo colageno
(WAKE, 1980; FRIEDMAN et al.,, 1985; BLOMHOFF; WAKE, 1991; NAGY;
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THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Ainda sobre o espaco de Disse, as membranas
dos hepatdcitos voltadas para essa regido (dominio basolateral) projetam inimeras
microvilosidades para o espacgo perisinusoidal (WEIBEL et al., 1969; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). Possuem também diversos receptores e proteinas de membrana
préprias; desta maneira, as membranas basolaterais dos hepatécitos contam com
especializacfes importantes, ndo apenas para retirar diversas moléculas do sangue,
mas também para secretar outras moléculas produzidas ou modificadas pelos
hepatécitos (MARIN, 2008; NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020).

Os hepatécitos representam o0s principais componentes do paréngquima
hepatico, protagonizando a maior parte das funcdes metabdlicas e sintéticas do figado
(NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Por conta dessa versatilidade, séo
palco de uma série de processos importantes para a homeostase. A comecar pelas
suas vias de destoxificacdo, geralmente associadas as enzimas do reticulo
sarcoplasmatico, que biotransformam metabdlitos e toxicantes apolares em
compostos hidrossolaveis menos toxicos, capazes de serem excretados pelos rins,
sendo que nem sempre esses compostos se tornam menos toxicos (FENOGLIO et
al.,, 2005; ROTH; JAESCHKE; LUYENDYK, 2019). Participam do metabolismo
energético, tanto produzindo glicose (gliconeogénese), quanto a armazenando na
forma de glicogénio (glicogénese); também sintetizam lipidios, seja para a producéo
de ATP, seja para exportacdo de lipoproteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
ROTH; JAESCHKE; LUYENDYK, 2019). Em termos de sintese de compostos, 0s
hepatdcitos produzem importantes proteinas plasmaticas como albumina e fatores de
coagulacdo, bem como sais biliares (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; ROTH,;
JAESCHKE; LUYENDYK, 2019).

Estruturalmente, sdo grandes células poligonais com pequenos ndcleos
arredondados, cujas membranas laterais estdo em contato com outros hepatdcitos,
constituindo as placas hepaticas (AKYOSHI; INOUE, 2012; NAGY; THORGEIRSSON;
GRISHAM, 2020). Os hepatoécitos vizinhos se mantém unidos por meio de
desmossomos e zbnulas de oclusdo, possuindo também juncdes do tipo gap,
permitindo o cambio intercelular de pequenas moléculas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Na regido onde se encontram as
juncdes estreitas, as membranas de dois hepatdcitos adjacentes formam
invaginacdes, delimitando um espago extracelular tubular, o canaliculo biliar

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020).
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Esses canaliculos biliares desembocam em canais mais largos, os ductos
biliares ou canais de Hering, que sao revestidos parte por células epiteliais biliares
(colangibcitos), parte por hepatocitos (SAXENA; THEISE, 2004; NAGY;
THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Os ductos biliares da triade portal séo
totalmente revestidos por colangiocitos e penetram no parénquima hepatico pelos
canais de Hering; assim, a bile flui desde os canaliculos biliares até o espaco porta,
em contracorrente em relacéo ao fluxo sanguineo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
NAGY; THORGEIRSSON; GRISHAM, 2020). Como o figado € o principal centro de
biotransformacao de toxicantes e metabdlitos, a bile € um importante rota de excrecéo
de xenobidticos pelas fezes (SLITT, 2020). E composta principalmente por agua, além
de conter eletrdlitos inorganicos (sodio, potassio, calcio e bicarbonato), pigmentos
como bilirrubina conjugada (ndo-téxica e soluvel em agua), fosfolipidios e sais biliares
(HUDSON; SMITH, 1975; MARIN, 2008; RESHETNYAK, 2013). Os ultimos
correspondem aos principais solutos organicos da bile e sdo sintetizados nos
hepatécitos a partir do colesterol na forma de acidos biliares que, conjugados com
glicina e taurina, formam os sais biliares, menos toxicos e mais hidrossoliveis
(RESHETNYAK, 2013; MEIER; STIEGER, 2002). Estes séo secretados no duodeno
pelo trato biliar e pela vesicula biliar, onde atuam como um surfactante, emulsificando
as gorduras e vitaminas lipossoluveis ingeridas (RESHETNYAK, 2013; MEIER;
STIEGER, 2002).

4.4 NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA
4.4.1 Visao Geral

A expressdo nano deriva da palavra grega nannos, que significa anao
(SATYANARAYANA; RAI, 2011). E utilizada como prefixo para se referir a uma
dimensao fisica que representa um bilionésimo do metro (10 m), cuja escala esta
representada na Figura 5 (ASHBY et al., 2009). Esse conceito de nanémetro foi
primeiramente proposto por Richard Zsigmondy, vencedor do Prémio Nobel de
quimica em 1925, termo que cunhou para caracterizar o tamanho das particulas
(HULLA et al., 2015). Ao passo que Norio Taniguchi foi o primeiro a utilizar a
expressao nanotecnologia, em 1974, para descrever 0s processos semicondutores
que ocorrem na ordem de nandémetros (ASHBY et al., 2009; HULLA et al., 2015).
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Assim, a nanotecnologia envolve a producéo, processamento e aplicacdo de materiais
com escala de tamanho de 1 a 100 nm em ao menos uma de suas dimensdes (ROCO,
2003; AITKEN et al., 2006; BUZEA et al., 2007; HANDY et al., 2011).

Figura 5. Escala de comprimento em metros (m) em relacdo a escala nanométrica (nm). Para efeito de
comparacao, o planeta Terra é aproximadamente 100 milhdes de vezes maior que a bola de futebol,
gue por sua vez € 100 milhdes de vezes maior que o fullereno.
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Fonte: The Royal Society & The Royal Academy of Engineering, Plymouth, UK, 2004.

Embora seja uma area de ciéncia e tecnologia relativamente nova (CRANE et
al., 2008), a possibilidade de explorar a dimensédo nanométrica surgiu através do fisico
e laureado Richard Feynman, com a sua palestra There’s a plenty of room at the
bottom, apresentada a Sociedade Americana de Fisica, no Instituto de Tecnologia da
California em 1959 (SATYANARAYANA; RAI, 2011; TOMA, 2016; KHAN et al., 2017).
Na ocasido, Feynman apresentou aos ouvintes o campo da miniaturizacdo e da
capacidade do ser humano em criar dispositivos cada vez menores e mais poderosos,
introduzindo o conceito de manipular a matéria em nivel atdmico (SATYANARAYANA;
RAI, 2011; HULLA et al., 2015).

Essa realidade apenas se tornaria factivel com o desenvolvimento de
sofisticadas ferramentas para investigar e manipular a matéria em escala nanométrica
(THE ROYAL SOCIETY & THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004). Nesse
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sentido, Gerd Binning e Heinrich Rohrer dariam um grande passo ao criarem, em
1982, o microscoépio de tunelamento (STM - Scanning Tunneling Microscope), 0 que
lhes garantiu o Prémio Nobel quatro anos depois, no mesmo ano em que Binning
anunciaria o microscopio de forca atébmica (AFM - Atomic Force Microscope),
equipamentos estes capazes de produzir imagens de uma superficie com resolucao
atdbmica, além de poderem captar, deslizar ou arrastar atomos ou moléculas sobre
superficies (THE ROYAL SOCIETY & THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING,
2004; TOMA, 2016).

Esses materiais sempre existiram no meio ambiente na forma de particulas
ultrafinas e nanoparticulas (NPs), que seriam fracBes da matéria com tamanho entre
1 e 100 nm, sendo que as NPs possuem pelo menos duas ou trés de suas dimensodes
na escala nanométrica (KLEINE et al., 2008; ASTM, 2012). Estas ocorrem
naturalmente como virus, coldides, cinzas vulcanicas, em aspersdes oceanicas,
incéndios florestais e tempestades de poeira, bem como em argilas, matéria organica,
oxidos de ferro e outros minerais, todos com importante papel nos processos
biogeoquimicos (BLEEKER et al., 2013; BUZEA et al., 2007; HANDY et al., 2011,
KLEINE et al., 2008; SADIK, 2013). Nesse sentido, a exposi¢cdo do ser humano as
particulas ultrafinas e NPs tem ocorrido ao longo de sua existéncia, embora isso tenha
aumentado drasticamente a partir da Revolucdo Industrial (HULLA et al., 2015). Isso
advém do fato de que essas fragcdes nanométricas da matéria tém origem em
atividades antrdpicas, capazes de gerar poluentes em escala nanométrica a partir de
materiais comuns, produzidas incidentalmente (HANDY et al., 2011; BLEEKER et al.,
2013; SADIK, 2013). As mesmas podem ser formadas pela degradacao de objetos de
plastico, pelo desgaste de pneus sob friccdo, pela emissao de particulas ultrafinas e
aerossois por escapamentos de veiculos, bem como por vapores de soldagem
(KITTELSON et al., 2004; IMHOF et al.,, 2005; DAHL et al., 2006; SADIK, 2013;
GIGAULT et al., 2018).

Contudo, o escopo deste trabalho sdo os nanomateriais manufaturados (NMs).
Estes sdo intencionalmente produzidos nessa escala de tamanho para aplicacdes
especificas (BUZEA et al., 2007; CALLAGHAN; MACCORMACK, 2017; MENDONZA;
BROWN, 2018). As principais classes de NMs incluem os compostos por materiais
contendo metais, inclusive Oxidos, nanocristais semicondutores (quantum dots),
ceramicas, polimeéricas, lipidicas e, notadamente, as baseadas em carbono (KLAINE

et al., 2008; KHAN et al., 2017).
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4.4.2 Propriedades e aplicacdes

Quando reduzidos a escala nanométrica, os materiais se aproximam da
dimensédo-atomico molecular, conferindo grandes mudangas em suas propriedades
(MURTY, et al.,, 2013; TOMA, 2016). Estas dizem respeito ao ponto de fuséo, a
condutividade elétrica, a permeabilidade magnética, a fluorescéncia e a reatividade
quimica (BAI & LIU, 2013). Parte disso se deve ao aumento da area superficial relativa,
que é inversamente proporcional ao tamanho da particula; assim, um material na
escala hanométrica possui a maior parte dos seus atomos na superficie, bem como
uma maior a quantidade deste material esta em contato com o0 seu entorno, o que
influencia em sua reatividade (THE ROYAL SOCIETY & THE ROYAL ACADEMY OF
ENGINEERING, 2004; BAI & LIU, 2013; MURTY et al., 2013; TOMA, 2016).

Outro fator ligado as mudancas das propriedades sao os efeitos quanticos, que
passam a desempenhar um papel dominante na escala nanométrica, afetando o
comportamento oOptico, elétrico e magnético dos nanomateriais (THE ROYAL
SOCIETY & THE ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004). Esse efeito é
observado em NPs de metais nobres, que exibem uma distinta faixa de luz UV visivel,
chamada de ressonancia plasménica (KHAN, 2017). Esse efeito ocorre quando a
dimensdo do material € menor que o comprimento de onda incidente, fazendo com
gue os elétrons se acoplem harmonicamente ao campo magnético oscilante; razao
pela qual as NPs de ouro apresentam cor avermelhada quando em solucdo (TOMA,
2016).

Assim, com suas propriedades mecanicas, cataliticas, Opticas e de
condutividade elétrica Unicas, os NMs possuem aplicacdes para uma vasta gama de
campos, com uma crescente demanda para ciéncias dos materiais, dispositivos
eletrdnicos, industria de alimentos, pesquisa biomédica, entre outras (KLEINE et al.,
2008; JAIN et al., 2018). Na area de energia, a nanotecnologia traz aprimoramentos
para as metas de reducdo de carbono cada vez mais restritivas, melhorando a
condutividade térmica de fluidos para coleta de energia, otimizando a eficiéncia de
células de combustivel e desenvolvendo materiais mais duraveis e com menor peso
para instrumentos de geracdo de energia eolica (AHMADI et al., 2018). Possuem
também aplicacdes para a melhoria da qualidade dos materiais utilizados na industria
da construcdo, acrescentando também novas funcionalidades aos mesmos, a
exemplo de tintas antimicrobianas e autolimpantes, coberturas anticorrosivas e
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aplicacao de nanotecnologia de células solares em tintas e vidros para a captura de
energia solar (HANUS & HARRIS, 2013).

Na industria de producdo e processamento de alimentos, a nanotecnologia
oferece potencial para a melhoria da qualidade e seguranca, sendo aplicada para a
suplementacao de conteudo vitaminico e mineral, uso de hano-emulsdes carreadoras
de componentes bioativos, agentes de sabor, antioxidantes, conservantes e farmacos
(HUANG et al., 2010; THIRUVENGADAM et al., 2018). Também existem aplicacdo de
nanocompostos em embalagens de alimentos com propriedades antimicrobianas,
além do uso de nanosensores para deteccdo de patdgenos e quimicos durante o
transito e estocagem de alimentos (HUANG et al., 2010; THIRUVENGADAM et al.,
2018). No tratamento e diagnostico de céancer, a nanociéncia possibilita o
desenvolvimento de nanossensores como biomarcadores tumorais, capazes de se
serem identificados na corrente sanguinea, bem como incrementando as formas de
dispensacao de farmacos para o tratamento de cancer, melhorando a farmacocinética
e reduzindo a toxicidade sistémica causada pela quimioterapia (NIH, 2015).

Nos bens de consumo, produtos de cuidado pessoal e roupas é onde 0os NMs
estdo mais presentes, seguidos de artigos esportivos e produtos de limpeza e de
higiene pessoal (HANSEN et al., 2013). As inovacdes oferecidas pela nanotecnologia
tém potencial de mudar varios aspectos da vida humana, desde o tratamento de
doencas e seus diagnosticos, até a composicdo de produtos, além de aplicacfes para
energia limpa e recuperacdo ambiental (RIDGE, 2018). Muitos estudos da area ja
deixaram a bancada de laborato6rio e hoje se encontram nas prateleiras e comércios
virtuais, fazendo da nanotecnologia uma realidade presente no dia a dia (VANCE et
al., 2015).

4.4.3 Nanotubos de Carbono

O carbono é um elemento Unico que apresenta diversas formas alotrépicas a
temperatura ambiente, a saber: diamante, grafite, carbono livre e aglomerado e
nanotubos de carbono (MURTY, et al., 2013). As diferencas nas propriedades desses
materiais decorrem da forma como o0s seus atomos estao ligados entre si, podendo
formar ligacbes carbono-carbono tipo sp? dando origem ao grafite e aos

nanomateriais carbonaceos, ou do tipo sp® dando origem ao diamante
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(SATYANARAYANA & RAI, 2011; MURTY, et al., 2013). Assim, 0os nanotubos de
carbono correspondem a uma dessas formas alotropicas do carbono, juntamente com
os fullerenos e o grafeno (FREIXA et al., 2018).

Em 1985, Kroto e Smalley - laureados em 1996 - descobriram a primeira
nanoespécie de carbono, o fullereno (bucky ball), uma molécula com formato de
esfera oca (icosaédrica) composta por 60 atomos de carbono organizados em
pentdgonos e hexagonos (KLAINE et al., 2008; MURTY, et al., 2013; TOMA, 2016).
Seis anos depois, ao analisar a fuligem formada pela descarga elétrica entre dois
eletrodos de carbono pelo microscépio eletrénico, Sumio lijima acidentalmente
descobriu os nanotubos de carbono (ASHBY, 2009). O grafeno s6 seria sintetizado
por Geim e colaboradores em 2004, os primeiros a isolarem uma camada Unica de
grafite, Ihes rendendo o Prémio Nobel em 2010 (ALLEN et al., 2010; BRODY, 2012).

Os nanotubos de carbono (NTCs) sdo moléculas cilindricas cujo diametro varia
entre um a poucos nanémetros e o comprimento até poucos micrometros (ASHBY,
2009). Sua estrutura basica € composta por uma folha de grafite da espessura de um
atomo, enrolada sobre si mesma (Figura 6); essa folha € o grafeno, formada por anéis
hexagonais de carbono com ligacdes tipo carbono-carbono sp?, cujo aspecto remete
a favos de mel (PRASEK, 2011; TOMA, 2016). Dependendo das condicdes de
processamento, formam-se dois tipos de NTs, os de parede simples, chamados de
Single Walled Nanotubes (SWCNTS), que possuem apenas uma camada de atomos,
e os de parede mdltipla, chamados de Multi-Walled Nanotubes (MWCNT), contendo
varias camadas de atomos sobrepostas (ASHBY, 2009; TOMA, 2016; KHAN et al.,
2017). Sdo materiais que exibem propriedades Unicas, como alta forca de tenséo,
condutividade térmica, estabilidade e resiliéncia (HERRERA-HERRERA et al., 2012).
Possuem aplicacdes diversas na area médica, engenharia eletrénica, éptica, industria
automotiva, dispositivos fotovoltaicos, tratamento de dgua e em cosméticos (BAKRY
et al., 2007; BENN et al., 2011; DE VOLDER et al., 2013; FREIXA et al., 2018).
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Figura 6. Representacdo de uma folha de grafeno que, quando enrolada sobre si mesma, constitui um
nanotubo de carbono. Notar os anéis hexagonais em formato de favos de mel que constituem as
ligacdes do tipo sp2-sp2.
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Fonte: PRASEK et al., 2011.

Pesquisadores ao redor do mundo tém inventado diversas metodologias para
sintetizar NTCs, sendo os métodos arco voltaico, ablacdo por laser e deposicéo
quimica a vapor (CVD - Chemical Vapor Deposition) os mais comuns (ASHBY, 2009).
Essas técnicas envolvem processos drasticos, como a aplicacéo de feixes de lasers
ou de descargas elétricas em substratos contendo carbono e elementos metélicos (Ni,
Co, Fe e Y) que atuam como catalisadores. Contudo, os materiais carbonaceos
acabam sendo contaminados por esses compostos metalicos presentes nos
catalisadores, sendo um dos fatores de toxicidade desses NMs (TOMA, 2016).

O método arco-voltaico, utilizado por lijima para produzir os primeiros
MWCNTSs, consiste na evaporacao de atomos de carbono pelo plasma de gas hélio
inflamado por uma alta corrente com baixa voltagem, a temperaturas proximas do
ponto de fusdo do grafite (3000-4000_°C) (MURTY et al., 2013, TOMA, 2016). A
técnica de ablacdo a laser utiliza este tipo de luz para vaporizar um alvo de grafite
dentro de um forno tubular feito de quartzo a temperatura de 1200°C e sob fluxo de
gas inerte (MURTY etal., 2013). No método CVD (Chemical Vapor Deposition), a fonte
de carbono vem de gases hidrocarbonetos (etileno ou acetileno) aquecidos a
temperaturas de 500 a 1000_°C em um forno de quartzo contendo catalisadores
compostos por ligas metalicas de Al, Fe e Co (MURTY; et al., 2013; TOMA, 2016).
Todos esses processos permitem sintetizar tanto nanotubos de parede simples quanto
de parede multipla, sendo a CVD uma técnica relativamente barata e que possibilita a
producdo de espécies de carbono em larga escala, apesar da menor qualidade
estrutural (MEHN et al., 2004; MURTY, et al., 2013; TOMA, 2016).
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4.4.4 Nanotoxicologia

Desde a década de 1990 tem crescido o investimento publico e privado em
nanotecnologia, resultando no desenvolvimento de centenas de produtos contendo
materiais nanoestruturados (HESS, 2010). Em 2015, o gabinete de Ciéncia e
Tecnologia dos Estados Unidos emitiu um pedido de informacdo com sugestdes
oferecidas pela nanotecnologia na solucdo de problemas nacionais e globais
(WHITMAN; KALIL, 2015). Sob a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia estadunidense
(NNI - National Nanotechnology Initiative), cientistas, engenheiros e educadores estao
construindo um futuro no qual a revolugédo na industria e tecnologia sera conduzida
pela habilidade de controlar e entender a matéria em escala nano (WHITMAN; KALIL,
2015).

Assim, as projecdes para as proximas décadas podem estar corretas, pois 0s
avancos no campo da nanociéncia e nanotecnologia vém resultando numa infinidade
de aplicacbes em bens de consumo, remediacdo de areas contaminadas, energia
renovavel, alimentos, biomedicina, construgéo civil, dentre outras (HANUS, HARRIS,
2013; VANCE et al., 2015; THOME et al., 2016; AHMADI et al., 2018; QU et al., 2018;
THIRUVENGADAM et al., 2018). Tais avancos tém trazido a tona questionamentos
relacionados a seguranca dos NMs para a salude humana e para 0 meio ambiente,
uma vez que experiéncias anteriores relacionadas a poluicdo aérea por amianto estao
associadas a morte e carcinogénese pulmonar por particulas ultrafinas no ar
(DOCKERY et al., 1993; KANE & HURT, 2008; OBERDORSTER, 2009; ELSAESSER
& HOWARD, 2012).

Além disso, a presenca de NMs no meio ambiente acaba por ser inevitavel, seja
pelo seu processo de manufatura, seja pelos bens de consumo (HANDY et al., 2011).
O mesmo ocorre com NTCs despejados no ambiente natural tanto de forma direta,
em virtude de seu uso em produtos que os contenham em sua composi¢ao, quanto
indireta, pelos despejos oriundos de esta¢cfes de tratamento de esgoto, incineradores
e aterros (PETERSEN et al.,, 2011; JACKSON et al.,, 2013). Uma vez no meio
ambiente, podem contaminar o solo, migrar para aguas superficiais e len¢ois freaticos
e interagir com a biota aquatica (KLAINE et al., 2008).

Se por um lado os entusiastas da nanotecnologia a veem como a préxima
Revolugdo Industrial, por outro, organizagdes ambientais ainda s&o controversas
guanto as politicas de regulamentacéo e incentivo a esta tecnologia, pois veem uma
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nova historia de exposicdo a toxicantes (HESS, 2010). De fato, apesar do rapido
desenvolvimento da nanotecnologia, as informacdes sobre os efeitos dos NMs para
0s humanos e o meio ambiente ainda demandam respostas, 0 que os coloca dentro
da categoria dos contaminantes emergentes (ELSAESSER; HOWARD, 2012;
SAUVE; DESROSIERS, 2012; KALANTARI, 2013). Assim, a hanotoxicologia tem sido
proposta como um novo ramo da Toxicologia, uma disciplina que busca preencher as
lacunas no conhecimento sobre os possiveis problemas causadas pelos NMs
manufaturados, contribuindo para o desenvolvimento de uma nanotecnologia segura
e sustentavel (DONALDSON, 2004; ARORA et al., 2011). Assim, a mesma pode ser
definida como a ciéncia que estuda os efeitos adversos dos nanomateriais em
organismos e no meio ambiente (WALTERS; POOL; SOMERSET, 2016).

Na avaliacdo da possivel toxicidade dos NMs, a sua detalhada caracterizagéo
fisica e quimica € um fator critico para correlacionar os efeitos de sua superficie
altamente reativa com quaisquer respostas bioldgicas ou toxicas (SAYES; WARHEIT,
2009). Nanomateriais possuem uma superficie altamente reativa assim, compreender
sua interagcdo com componentes bioquimicos ou com as células é essencial para o
entendimento de seus efeitos (SAYES; WARHEIT, 2009; ELSAESSER; HOWARD,
2012). Nesse sentido, as ferramentas de caracterizacdo sdo essenciais nos estudos
de materiais emergentes, pois permitem compreender suas propriedades fisicas e
quimicas e avaliar o potencial de suas aplicacdes (MURTY, et al., 2013). Para auxiliar
nesse trabalho, diversas técnicas sdo usualmente aplicadas para caracterizar NMs,
como a microscopia eletrénica de transmissao e varredura, bem como a microscopia
de forca atbmica, difracédo de raio-X e espectroscopia Raman (ASHBY, 2009, MURTY,
et al., 2013).

Na avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos dos NMs, a detalhada caracterizagédo
fisico-quimicas destes € um fator critico para correlacionar os efeitos de sua superficie
com quaisquer respostas bioldgicas ou tbéxicas (SAYES & WARHEIT, 2009).
Nanomateriais possuem uma superficie altamente reativa, e compreender sua
interagcdo com componentes bioquimicos ou com as células sdo essenciais para o
entendimento de seus efeitos (SAYES & WARHEIT, 2009; ELSAESSER & HOWARD,
2012).

Contudo, perguntas pairam no ar, pois quando em contato com sistemas
biolégicos, o comportamento dos NMs € intrincado e dificil de categorizar

(ELSAESSER; HOWARD, 2012). NMs podem tanto ser facilmente eliminados quando
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absorvidos por um organismo, ou pequenos demais para serem filtradas pelo mesmo,
como também podem exercer efeitos téxicos decorrentes de sua composi¢do, Como
metais ou da propria nanoparticula (ELSAESSER & HOWARD, 2012; SAUVE;
DESROSIERS, 2012). Quando comparada com a toxicologia classica, a
nanotoxicologia possui algumas particularidades: enquanto a primeira possui uma
metodologia bem definida, quase sempre relacionando a massa a dose-resposta, o
mesmo conceito ndo se aplica aos NMs, uma vez que diversos fatores influenciam no
seu comportamento e toxicidade (VON DER KAMMER, 2011; ELSAESSER &
HOWARD, 2012; FARINDE, 2019). Entre esses fatores podemos citar: a composi¢ao
quimica do NM, o tamanho deste, sua area de superficie e, notadamente, a
funcionalizacdo de sua superficie e solubilidade (VON DER KAMMER, 2011).

Quanto a funcionalizagdo, o polimero Pluronic™ F-127, que serd melhor
descrito no item 4.4.6, otimiza a estabilidade da solucdo coloidal, até mesmo
contribuindo para as propriedades da superficie do NM, como solubilidade, reatividade
e reducédo da toxicidade, em alguns casos (MUDALIGE et al., 2019). A estabilidade
da dispersdo do nanomaterial é altamente influenciada pela carga de sua superficie,
medida pelo Potencial Zeta (PZ), que corresponde a funcao entre a carga da superficie
de uma particula e qualquer solvente adsorvido a mesma (ZUIN; MARCOMINNI,
2007; SPEED et al., 2015; WALTERS; POOL; SOMERSET, 2016). Se a dispersao
exibe um PZ suficientemente negativo (< -25 mV) ou suficientemente positivo (> +25
mV), as particulas se repelem o suficiente para garantir uma dispersao estavel (ZUIN;
MARCOMINNI, 2007; MUDALIGE et al, 2019).

Outro parametro a ser considerado diz respeito ao grau de ndao uniformidade
no tamanho de distribuicdo das particulas, chamado de indice de Polidispersédo (PI)
(ZUIN; MARCOMINNI, 2007; DANAEI, 2018). O Pl mede a heterogeneidade de uma
coloide com base no tamanho, e pode ser determinado a partir de eletromicrografias
(ZUIN; MARCOMINNI, 2007). A Organizagdo de Padrdes Internacionais (ISO)
estabelece que valores de PI inferiores a 0,05 (Pl < 0,05) sdo mais comuns em
coloides com particulas de quase mesmo tamanho (monodispersas), enquanto
valores de PI superiores a 0,7 (Pl > 0,7) sdo comuns em amostras com particulas de
tamanho variado (ZUIN; MARCOMINNI, 2007; ISO 22,412:2017). Os parametros do
NM utilizado neste trabalho, i.e., MWCNT funcionalizados com Pluronic™ F-127, sao
apresentados no item 5.1.
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4.4.5 Efeitos biolégicos dos nanomateriais manufaturados

Na literatura, os NMs séo conhecidos por interagirem com sistemas biologicos,
causando estresse oxidativo e inflamagdo, com consequente lipoperoxidacdo de
membrana, deplecéo de glutationa (GSH), além de danos as mitocondrias e ao DNA
(MANKE et al., 2013; HE et al., 2014; JAIN et al., 2018). Quanto aos NTCs, parametros
fisicos e guimicos como tamanho, presenca de metais e superficie reativa, séo
responsaveis pelos seus efeitos pro-oxidativos, sendo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) uma das observagdes mais reportadas (MANKE et al.,
2013).

Em experimentos com ratos expostos aos MWCNT, Reddy e colaboradores
(2010) observaram danos e lesdes progressivas ao figado e aos rins, utilizando
biomarcadores de injaria celular e inflamacgé&o. Quando inalados, sdo persistentes nos
pulmdes e na pleura, cuja estrutura facilita sua entrada e deposi¢éo, resultando em
incompleta remocéo e fagocitose (STELLA, 2011; MANKE et al., 2013). Além disso,
aglomerados de MWCNT e particulas ultrafinas de asbesto compartilham
similaridades morfologicas (MURR & SOTO, 2004). Tanto para as fibras de asbesto
quanto para os NTCs, ja foi observada a “fagocitose frustrada”, na qual macréfagos
alveolares sdo lancinados ao fagocitarem particulas maiores que 0S mesmos,
liberando EROs nos pulm®es, com consequente resposta inflamatéria (DONALDSON
et al., 2013; KUEMPEL et al., 2017). Também foram descritos efeitos genotobxicos,
seja diretamente, pela interagcdo dos nanotubos com o DNA, seja indiretamente, pela
inducao do estresse oxidativo (MANKE et al., 2013).

Como ja citado, as NPs metalicas compdem a maior parte dos trabalhos
avaliando a toxicidade dos NMs em anfibios. Dentre os efeitos observado, as NPs de
prata (AgNP) agiram como disruptores endocrinos, causando perturbacdo na
sinalizacdo dos hormdnios tireoideanos (TH) durante a metamorfose de Xenopus
laevis (CAREW et al., 2015). Em girinos de ras-touro (Lithobates- catesbeianus), foi
relatado aumento no numero de agregados de células melanomacrofagicas no figado
nos animais expostos ao alginato-quitosano, uma nanoparticula organica,
possivelmente por reconhecerem a NP como uma toxina (OLIVEIRA et al., 2016).
Adicionalmente, foi relatado um aumento de eosindéfilos para o mesmo animal
experimental, quando exposto as nanoparticulas lipidicas sélidas, possivelmente pelo

fato destas desencadearem resposta inflamatoria (OLIVEIRA et al., 2019).
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No que diz respeito aos NTCs, evidenciou-se toxicidade aguda pela exposicao
aos MWCNTs em larvas de X. leavis, mesmo a baixas concentracdo (10 mg.L™?),
possivelmente em virtude do bloqueio fisico das branquias e do trato digestério
(MOUCHET et al., 2008). Em experimento similar, observou-se reduzido crescimento
dos animais expostos, associado ao prejuizo na absorcdo de nutrientes pelo intestino
em virtude de obstrucdo causado por esses nanomateriais de carbono, além de
distarbios respiratorios que, neste caso, sdo decorrentes da obstrucdo de branquias
(LAGIER et al., 2017). Em outro experimento, também com X. leavis, 0s animais
expostos ao nano p6 de carbono bioacumularam esse NM, principalmente no
estbmago e no intestino, mas também foram encontradas em outros 6rgaos e tecidos,
inclusive no sangue, revelando uma possivel translocacdo dessas particulas para
outros 6rgdos (BACCHETTA et al., 2012).

Vale ressaltar que os anfibios dependem da pele para regular seu balanco
hidroeletrolitico e a respiracdo. Uma vez no organismo, os NMs, além de se
distribuirem pela corrente sanguinea, podem se acumular tanto na pele quanto nas
branquias que, juntamente com o trato digestorio, sédo importantes vias de entrada de
xenobidticos (MOUCHET et al., 2007; MCCOY & PERALTA, 2018; AMARAL et al.,
2019). Além disso, podem alcancar o figado e os rins, 6rgdos cujas alteracdes
induzidas por uma resposta adversa a um toxicante se ddo precocemente, em virtude
do papel central que exercem na metabolizacdo e eliminagcdo de xenobibticos,
respectivamente (MOORE; SIMPSON, 1992).

Contudo, ndo se pode descartar o fato de que a espécie modelo estudada néao
necessariamente sofre danos hepaticos quando exposta aos NTCs. Fato é que
Mouchet e colaboradores, expondo larvas de X. leavis a mesma concentracao de
MWCNTs que utilizamos (10 mg.L?), durante 12 dias (diferentemente das 96h do
nosso experimento), ndo observaram alteragcdes no crescimento dos animais, nem
efeitos genotdxicos (MOUCHET et al., 2010). Ademais, até o momento, nenhum dos
estudos que avaliaram a toxicidade dos NTCs em anfibios analisou a capacidade
destes em depurar esses NMs. No trabalho de Thompson e colaboradores utilizando
duas espécies de girinos anuros, a ra-da-floresta (Lithobates sylvaticus) e a propria
ra-touro (Lithobates catesbeianus), observaram que 0s animais expostos a
nanoparticulas de ouro durante 21 dias, reduziram em mais de 83% a quantidade
destas particulas internalizadas apd6s permanecerem 5 dias em agua livre das

mesmas. Ao passo que, apos 15 dias em agua livre dessas NPs de ouro, estas foram
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depuradas a ponto de ndo mais serem detectadas (THOMPSON et al. 2018). Isso
denota que a nossa espécie modelo, ao menos para as nanoparticulas de ouro, possui
a capacidade de excretar particulas de tamanho nanométrico e ndo as bioacumular.
Isso pode vir a ser conclusivo na escolha de biomarcadores sensiveis a pequenas

alteracdes hepéticas, como sera observado nos capitulos seguintes.

4.4.6 Uso do Pluronic™ F-127

Importante ressaltar que em algumas aplicacBes relativas a utilizacdo dos
MWCNT, torna-se necessdria a preparacdo de suspensdes em solu¢des contendo
surfactantes, como o Pluronic™ F-127, composto amplamente utilizado em drug-
delivery (KABANOQV et al., 2002; MENON et al., 2012; IRAZUSTA et al., 2018).

Também conhecidos como poloxameros, os pluronics sdo formulagbes
comerciais de copolimeros formados por duas cadeias hidrofilicas compostas de 6xido
de polietileno (PEO), separadas por uma cadeia hidrofébica de 6xido de polipropileno
(PPO), constituindo um arranjo tri-bloco do tipo PEO-PPO-PEO (AGAFONOV et al.
2019; KHALIQ et al., 2019). Em solucbes aquosas, formam as tipicas miscelas, cujas
cadeias hidrofilicas permanecem voltadas para o meio de solucdo, e as porcdes
hidrofébicas formando um ndcleo, fazendo do “poloxamer” um potencial carreador de
farmacos néo soluveis em agua (LIU et al., 2016; AGAFONOV et al. 2019).

Por conta de sua alta reatividade de superficie, os NTCs possuem um carater
altamente hidrofébico, formando agregados em solu¢des aquosas, 0S quais sao
mediados por fortes forcas intermoleculares, dificeis de serem quebradas (VAISMAN;
WAGNER; MAROMA, 2006; ASTM, 2020). Para tanto, os surfactantes representam
0S compostos quimicos ideais para desfazer esses aglomerados, uma vez que sao
adsorvidos pela superficie dos NTCs, mantendo estes em um arranjo individualizado
(KHARE, et al.,, 2011; KRISHNAMOORTI, 2011). Estudos demonstraram que 0
Pluronic-™ F-127 a 0,1% possui uma boa capacidade de dispersdo dos MWCNT,
mesmo em concentragées acima de 10 mg.L1, com a vantagem dessa capacidade de
solubilizag&o pouco sofrer efeito do pH (CLARK; SUBRAMANIAN; KRISHNAMOORTI,
2011; KHARE et al, 2011).

Embora entre suas caracteristicas, como baixa toxicidade, biocompatibilidade

e propriedade de gelificagdo, as aplicagdes dos Pluronics séo limitadas em virtude de
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sua natureza instavel, sendo facilmente desintegrados dentro de sistemas fisiol6gicos
(KHALIQ et a., 2019). Assim, estudos corroboram a baixa toxicidade do Pluronic™ F-
127, o qual, inclusive, ja foi testado como um veiculo para otimizar a absor¢cdo dérmica
do anestésico sevoflurano em rés-touro adultas, reduzindo assim a toxicidade deste
anestesiante (ARDENTE et al., 2008). Contudo, em um estudo com embrides de
Danio rerio, ja foi demostrado que o Pluronic™ F-127, quando associado as NPs de
oxido de grafeno, aumentam a biodisponibilidade desse NM e, consequentemente,
seus efeitos toxicos, resultando em uma menor taxa de sobrevivéncia dos embrides
(SHAMSI et al., 2020). Em um estudo com ratos, doses de Pluronic F-68 iguais ou
superiores a 100 mg/kg, administradas diariamente por via endovenosa durante um
més, resultaram na inducdo de células espumosas pulmonares e em leves alteracfes
degenerativas nos tubulos proximais dos rins, indicando que esse surfactante é capaz
de induzir a fosfolipidose (MAGNUSSON; OLSSON; NYBERG, 1986).

Além disso, ja foram observados efeitos deletérios de surfactantes em girinos
de ra-touro expostos ao alquilbenzeno linear sulfonado (LAS), o surfactante mais
amplamente utilizado em lavanderia (JONES-COSTA et al. 2018; FRANCO-BELUSSI
et al., 2021). Assim como a exposicdo ao polioxietileno amina (POEA), surfactante
presente nas formulacdes comerciais de glifosato para facilitar a entrada do principio
ativo na cuticula das plantas, que, assim como o LAS, desencadeia efeitos subletais
em girinos de Lithobates catesbeianus (COSTA et al., 2008; RISSOLI et al., 2016).
Assim, optou-se no presente estudo avaliar, além do efeito dos MWCNT ja encontrado
associado a este surfactante, os efeitos do Pluronic™ F-127 —isolado, bem como

associado aos NTCs.
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5 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos em consonancia com
as normas estabelecidas pela American Society for Testing and Materials (ASTM,
2000) e com as normas de eutanasia da American Veterinary Medical Association
(AVMA, 2020). Os protocolos de coleta, aclimatacdo, exposicdo e eutanasia dos
animais utilizados no presente estudo foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica em Experimentacg&o Animal (CEUA) da UFSCar (4301051018 — ID 001048 e
000610).

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS E PREPARO DAS SOLUCOES

Para a aquisicao e caracterizacao dos xenobiéticos e preparo das solu¢des de
exposicao, este projeto contou com a parceria das Professoras Doutoras Elaine
Conceicéao de Oliveira e Silvia Pierre Irazusta, ambas da Faculdade de Tecnologia de
Sorocaba (Fatec-So), e com a parceria da Profa. Dra. Leonilda Maria Barbosa dos
Santos, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), as quais gentilmente
forneceram o surfactante Pluronic™ F-127 (Sigma-Aldrich) e os nanotubos de carbono
de parede multipla (MWCNT) utilizados no presente estudo. Os nanotubos ja haviam
sido previamente caracterizados pelo fabricante Helix Material Solutions, Inc.
(Richardson, Texas, EUA) e por IRAZUSTA et al. (2018). Estas informacfes constam
na Tabela 2. O uso do surfactante Pluronic™ F-127 se faz necessario para a
manutenc¢ao da solugdo coloidal, logo, o efeito isolado deste também foi analisado.

O surfactante foi preparado na concentracdo de 10% e o MWCNT na
concentracdo de 200 mg.Lt, denominados de solugGes-maes. A partir destas
solugcbes maes, foram preparadas 0,1% de solucdo para o Pluronic™ F-127 e de 10
mg.L? para o MWCNT. O meio de exposicdo dos animais a estes compostos foi em 1
L de agua. A concentracdo de MWCNT utilizada neste trabalho (10 mg.L) é uma
dentre as quatro utilizadas por MOUCHET et al. (2010), autores estes ja citados nos
itens 2 e 4.4.5. e que, além de 10 mg.L?, também testaram as concentragées de 0,1;
1,e 50 mg.Lt de MWCNT.

Como ja discorrido no item 4.4.6, para otimizar a estabilidade da solucdo
coloidal, os NTCs foram funcionalizados com o polimero Pluronic™ F-127, o que até

mesmo contribui para as propriedades da superficie do NM, como solubilidade,
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reatividade e até mesmo toxicidade (MUDALIGE et al., 2019). Assim, faz-se uso de
técnicas de caracterizacdo dos NMs para melhor compreender a quimica de suas
superficies, algo especialmente importante a luz da nanotoxicologia, visto que esta
possui algumas particularidades em relacdo a toxicologia classica (ELSAESSER,;
HOWARD, 2012; MUDALIGE et al., 2019). Enquanto a tradicional toxicologia possui
uma metodologia bem definida, com a dose quase sempre relacionada a massa, esse
conceito ndo se aplica aos nanomateriais (ELSAESSER; HOWARD, 2012). Além
disso, o comportamento das nanoparticulas, quando em contato com sistemas
bioldgicos, é intricado e dificil de categorizar, uma vez que sofrem influéncia até
mesmo do meio sofrendo influéncia (ELSAESSER; HOWARD, 2012). , uma vez que
podem ser distintos mesmo entre particulas de mesma composi¢cdo (ELSAESSER;
HOWARD, 2012).

Tabela 2. Caracterizacdo dos nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT) para uso como
xenobiético. (*) dados fornecidos pelo fabricante. (#) dados fornecidos por IRAZUSTA et al. (2018).

*Pureza 95%
*Didmetro (nm) 10a 30
*Comprimento (um) 0,5a40
#indice de polidispersdo 0,638+0,029
#Potencial Zeta -30,1+x0,9 mV

Fonte: tabela de autoria propria elaborada a partir dos dados fornecidos por Helix Material Solutions,
Inc., IRAZUSTA et al. (2018) e SOUZA (2019).

5.2 COLETA E ACLIMATACAO DOS ANIMAIS

Os exemplares de girinos de ra-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802),
foram adquiridos em um ranario comercial localizado na cidade de Santa Barbara
D’Oeste (22°46'52.525"S/47°24'26.456"W), interior de Sdo Paulo, ja no estagio de
desenvolvimento 25 de Gosner (GOSNER, 1960) (Figura 7). E nesse estagio pré-
metamoérfico que se inicia a alimentacdo independente. Os animais entdo foram
imediatamente transportados ao Laboratorio de Fisiologia da Conservacéao (LaFisC),
do Departamento de Biologia da UFSCar (DBio) e mantidos por um periodo de cinco

dias em aquarios contendo 50 L de &gua declorinada, constantemente aerada, a
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temperatura controlada (25 £ 1 °C) e fotoperiodo natural (12h:12h — claro/escuro), com
alimentacédo ad libitum de folhas espinafre organica maceradas e cozidas. A agua

desses aquérios foi substituida a cada 48h, sempre apds a alimentagéo.

Figura 7. Local de coleta dos animais experimentais. A: tanque de desova; B: tanque de animais pré-
metamorficos; C: &rea seca para animais adultos. (Fonte: autoria propria).

A

Fonte: autoria propria

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

Os animais (n = 45) foram divididos em trés grupos experimentais, utilizando-
se a seguinte notacgéo: grupo controle (CT=15), -grupo exposto ao surfactante isolado
(ST=15; 0,1% Pluronic™ F-127), e grupo exposto ao surfactante associado aos
nanotubos de carbono (NT=15; 10 mg.L* MWCNT +.0,1% Pluronic™ F-127).

Cada animal foi mantido individualmente em recipientes de polietileno de 1,5 L
(garrafas de agua estéreis), contendo 1 L de agua declorinada, sob constante
aeracdo, como proposto pela metodologia de NUNES et al. (2008) para peixes e
adaptada por VIDAL et al. (2019) para girinos de ras-touro (Figura 8). Todos os
recipientes foram mantidos no interior de caixas plasticas, preenchidas por agua no
mesmo nivel dos recipientes, a temperatura constante de 25 + 1 °C. Essas caixas
foram alocadas na Sala de Bioensaios do Departamento de Biologia da UFSCar e
climatizadas a mesma temperatura da agua da aclimatacéo (25 + 1 °C) e também com
fotoperiodo controlado (12h:12h — claro/escuro).

Nas 48h anteriores a exposi¢cdo, os animais foram submetidos a aclimatacao
nos recipientes individuais anteriormente descritos, onde permaneceram até o término
do ensaio, privados de alimento e sem trocas de agua (sistema de exposicao estético).
Em cada um dos meios de exposicao individuais, foi adicionado um volume de
solucdo-méae que, em 1 L de agua, correspondem a diluicdo esperada para cada
xenobidtico em cada tratamento. Assim, para o grupo ST, foram adicionados 10 mL
de solucdo 10% Pluronic™ F-127 em 1 L de &gua, que corresponde a concentracao
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de 0,1% para o surfactante; para o grupo NT, foram adicionados 10 mL de solucdo
10% Pluronic™ F-127 + 50mL de solucdo de NTCs 200 mg.L* em 1 L de agua, que
corresponde as concentracédo de 0,1% e 10 mg.L! para o surfactante e o NTC,
respectivamente. O grupo controle (CT) foi desprovido de qualquer adicdo de
toxicantes, apenas foram adicionados 60 mL de agua declorinada. A exposicéo teve
duracdo de 96h e, transcorrido este periodo, os animais foram eutanasiados e
destinados a diferentes andlises. Para este estudo em particular, nove animais de
cada grupo experimental foram utilizados, enquanto 0s seis animais remanescentes

de cada grupo experimental foram destinados a outro trabalho do nosso Laboratorio.

Figura 8. Sistema de exposicao para ensaios ecotoxicologicos, proposto por NUNES et al. (2008) e
adaptado por SOUZA et al. (2019). A: Vista geral do sistema de exposicdo; B: caixa com banho
termostatizado, contendo os recipientes individuais e aerac¢éo independente; C: animal experimental
acondicionado no recipiente individual; D: vista superior do sistema, evidenciando a aeracéo
independente para cada recipiente e o aguecedor termostatizado.

BN

—

Fonte: SOUZA, 2019.
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5.4 EUTANASIA E COLETA DOS ORGAOS

Apés a exposicado e divisdo do n amostral (vide item 5.3), os espécimes
destinados a este trabalho foram eutanasiados por concusséo cefélica (AVMA, 2020)
e a cavidade celdmica exposta por meio de uma incisdo na regido ventral, no sentido
cranio-caudal. Foram coletadas seccbes do lobo hepatico dos animais e estes
imediatamente transferidos para tubos de micro teste contendo fixador
(paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1M; pH 7,4), durante 24h. Transcorrido
esse tempo, os orgdos foram lavados trés vezes com tampéo fosfato-salino (0,2 M,
pH 7,2). Em seguida, as seccdes dos 6rgdos foram desidratadas em concentracfes
crescentes de solucdes alcoolicas: 15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95%, 100%,
mantidas durante 1lh em cada uma dessas concentracdes. As amostras
permaneceram em alcool 100% overnight, para entdo serem embebidas (24h) e

emblocadas em historesina (Leica; lote R8, Alemanha).

5.5 MICROTOMIA E COLORACAO DAS LAMINAS

A microtomia do material emblocado foi realizada no Laboratorio de
Zoolofisiologia e Bioquimica Comparativa (LZBC), do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da UFSCar de Séo Carlos, em parceria com a Profa. Dra. Marisa Narciso
Fernandes. J& o procedimento de coloracdo e registro fotografico das laminas foi
realizado no Laboratério de Ecotoxicologia e Integridade Ambiental (LEIA), do
Departamento de Biologia da UFSCar de Sorocaba, em parceria com a Profa. Dra.
Elaine Cristina Mathias Zacarin e com a Dra. Claudia Inés da Silva.

Os blocos de historesina (JB-4, Leica Polysciences, Germany) contendo 0s
lobos hepaticos, foram seccionados em microtomo Microme HM360 (Figura 9A), a
espessura de 3 um, em diferentes profundidades do 6rgao. Os cortes foram colocados
para flutuar em agua destilada, sendo recolhidos com laminas de vidro devidamente
identificadas, onde permaneceram aderidos apds a secagem em estufa a 37 °C por
4h. Ao todo, foram cortados 6 blocos por grupo (n = 6). Os blocos remanescentes (n
= 3) foram preservados para a eventual necessidade de analises futuras.

Ao todo, confeccionou-se de seis a sete laminas por animal, contendo de 10 a

12 cortes cada. Estas foram destinadas para distintas técnicas de coloracdo, sendo

58



duas para Hematoxilina-Eosina (HE) (Figura 9B) e uma para histoquimica (Sudan
Black). As demais laminas foram devidamente armazenadas para analises futuras.

Para a coloracao dos cortes com HE, fez-se uso da metodologia de OLIVEIRA
et al. (2016) para figado de girinos de ras-touro. Para a histoquimica, fez-se uso do
corante Sudan Black (SB) para a deteccdo de lipidios totais (PEARSE 1960). As
laminas entdo foram montadas com DPX Mountant (Sigma-Aldrichs) e, apos a
secagem, foram analisadas no fotomicroscopio (Leica® DM E) (Figura 9C). Com o
auxilio do software Leica Application Suite (versdo 4.5.0; Leica Microsystems, Inc.,
Buffalo Grove, IL, EUA) (Figura 9D). A aquisi¢do das imagens foi feita de acordo com
a seguinte protocolo: 1) HE - de 50 a 70 imagens por animal nos aumentos de 100x e
400x; 2) SB - 60 imagens por animal no aumento de 1000x.

Para a aquisicdo dos dados, foram fotodocumentadas distintas regibes de
diferentes cortes e laminas, escolhidos aleatoriamente. Para a analise das
fotomicrografias, fez-se uso de um software Image-Pro Plus® (Media-Cybernetics Inc.,

versdo 6,0), como sera descrito a seguir.
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Figura 9. A: micrétomo utilizado para a seccao dos cortes histolégicos; B: disposi¢cao da bancada para
a técnica de coloaracdo HE; C: Fotomicroscopio utilizado para o fotodocumentar as laminas; D:
interface do programa utilizado para a aquisi¢cdo de dados (Leica Application Suite).

Fonte: autoria prépria.
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5.6 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

5.6.1 Aquisi¢céo dos dados morfométricos

Para a analise dos biomarcadores morfométricos, seguiu-se o protocolo
proposto por DE SOUZA SANTOS et al. (2014). Das laminas coradas com HE, foram
selecionadas, aleatoriamente, 10 imagens por animal, processadas via software
Image-Pro Plus® (Media-Cybernetics Inc., versdo 6,0). Neste software, cada
fotomicrografia € devidamente calibrada a partir de uma medida de tamanho
conhecido, no caso, a barra de escala. As imagens entdo tém seus canais de cores
vermelho, verde e azul separados (Figura 10 B, C e D), evidenciando diferentes
componentes teciduais. Assim, destacam-se as regides a serem quantificadas pelo
software, identificadas por cores distintas (Figura 10 E, F e G). Julgamos que essa
metodologia resulta em uma analise quantitativa mais precisa, evidenciando variacdes
sutis nos valores de area entre as imagens analisadas.

Ao todo, atribuiu-se quatro biomarcadores morfométricos: area de células
melanomacrofagicas (A.MMC), area ocupada pelos capilares sinusoides (A.SINUS),
area dos hepatocitos (A.HP) e contagem de hepatdcitos (C.HP), para imagens com
aumento de 400x. Todos os biomarcadores foram quantificados por area de pixels e
convertidos pelo programa em micrometros quadrados (um?), salvo o nimero de
hepatdécitos, que apenas foram quantificados (Figura 9G). Feita a aquisi¢do, exportou-
se os dados para o programa Office Excelc (Microsoft Inc.) com a finalidade de
organiza-los em correspondéncia a cada tratamento (CT, ST e NT), uma vez que as
laminas tiveram suas identificacdes cobertas (leitura as cegas) durante a aquisicédo
das imagens e a analise dos dados quantitativos.
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Figura 10. Separacéo dos canais de cor azul (B), verde (C) e vermelha (D), para a quantificacdo da
area de CMMs (E), area de sinuséides (F), e contagem de hepatécitos (G), respectivamente. A: corte
histolégico de figado (aumento de 400x, HE) de um animal controle (ndo utilizado para a analise de

resultados).
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Fonte: autoria propria.
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5.6.2 Anélise qualitativa das 1aminas

Ao longo da aquisicdo das imagens das laminas coradas com HE-, os cortes
foram avaliados a fim de evidenciar alteracdes visiveis na organizacdo do tecido
hepatico. Isso incluiu infiltrados de células de defesa, congestdo de vasos e
sinusoides, além da morfologia dos nucleos de hepatécitos. A analise qualitativa ndo
implicou tratamento estatistico; assim, as alteracdes observadas serdo comentadas

logo no inicio dos resultados e discussao.

5.6.3 Andlise histoquimica

Utilizando um protocolo similar ao descrito anteriormente, foram selecionadas,
de forma aleatdria, 60 imagens por animal dos cortes coradas com SB (Sudan Black)
e igualmente processadas via software Image-Pro Plus® (Media-Cybernetics Inc.,
versao 6,0). Assim como para os cortes corados com HE, cada fotomicrografia dos
cortes corados com SB (Figura 11 A) foi devidamente calibrada a partir de uma medida
de tamanho conhecido (barra de escala), separando-se o canal de cor vermelha
destas imagens (Figura 11 B), de maneira que as marcacdes positivas para lipidios
fossem destacadas em relacdo ao layout da imagem (Figura 11 C). Para o célculo da
area de tecido hepético (excluindo-se os sinuséides), fez-se uso do mesmo canal
vermelho, mas com um distinto alcance da ferramenta de selecédo de tons de cores
(Figura 11 D). Assim como para a analise dos cortes corados com HE, a metodologia
empregada para andlise dos cortes corados com SB resultou em valores quantitativos
mais precisos.

Para as imagens de cortes corados com SB, foi contabilizada a area ocupada
pelas goticulas lipidicas (a.SB) e a area ocupada pelo tecido hepatico (AH.SB),
excluindo-se os sinusoides. Esses dois biomarcadores foram quantificados por area
de pixels e convertidos pelo programa em micrometros quadrados (um?). Feita a
aquisicdo, exportou-se os dados para o programa Office Excel® (Microsoft Inc.) e estes
foram organizados de acordo com cada tratamento, uma vez que, novamente, as
laminas tiveram suas identificacdes cobertas durante a aquisicdo das imagens e dos
dados quantitativos. Uma vez com os dados devidamente organizados, fez-se o

calculo da porcentagem da area hepatica ocupada por lipideos (A.SB) por meio da
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divisdo entre a.SB por AH.SB, multiplicando-se o resultado por 100, de acordo com a
seguinte equacao:
A.SB = (a.SB/AH.SB) x 100

Figura 11. Separagdo dos canais de cor vermelha (B), para a quantificacdo da area ocupada pelas
goticulas lipidicas (C), e sele¢do da area de tecido hepatico (excluindo os sinusoides). A: corte
histoldgico de figado (aumento de 1000x,- SB) de um animal controle (ndo utilizado para a andlise de
resultados).

B

Fonte: autoria propria.
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5.6.4 INDICE INTEGRADO DE RESPOSTAS DE BIOMARCADORES

Como ja discorrido no item 4.2.2., os biomarcadores permitem fazer uma ponte
entre um xenobidtico e seus possiveis efeitos deletérios a um organismo exposto ao
mesmo. Para tanto, faz-se necesséario eleger distintos biomarcadores quando a
finalidade é avaliar o efeito de um toxicante em um sistema bioldgico, sobretudo se
levarmos em conta as respostas sistémicas que o composto pode desencadear.
Embora o tratamento estatistico estabeleca correlacbes entre os distintos
biomarcadores de um mesmo grupo experimental, metodologias que fornecam uma
visdo mais integrada destes, representam importantes ferramentas.

Portanto, no presente estudo, também fizemos o indice integrado de
biomarcadores (IBR), como proposto por BELIAEFF e BURGEOT (2002) e modificado
por GUERLET et al. (2010), uma vez que o mesmo transforma em um Unico valor as
distintas respostas dos diferentes biomarcadores, permitindo analisar
comparativamente a sensibilidade dos mesmos a cada tratamento. Os resultados sao
apresentados em um grafico de radar, o qual indica o desvio de cada um dos
biomarcadores em relagdo ao grupo controle (0). Valores obtidos acima da linha do
zero denotam a estimulacao do respectivo biomarcador, enquanto os valores abaixo
de zero indicam a inibicdo daquele biomarcador.

O IBR é calculado pela seguinte forma: os resultados de cada biomarcador para
observado para cada grupo exposto € inicialmente dividido pelo valor do grupo
controle e, a seguir, tais resultados sao logaritmizados (Yi) e entdo séo calculadas a
média (1) e o desvio padréo (s) de todos os resultados logaritmos. A seguir, faz-se a
padronizacdo dos valores de Yi a partir da seguinte formula: Zi = (Yi - y) / s, por fim, a
diferenca entre Zi e Z0 (controle) € calculada para determinar os valores de A, que
sdo os valores atribuidos para cada biomarcador.

5.6.5 Analise Estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados quantitativos relativos a A.MMC,
A.SINUS, A.HP, C.HP e AL.SB, fez-se uso do programa SigmaStat: (Systat Software
Inc., versao 4.0). O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado para os diferentes
grupos experimentais de um mesmo biomarcador e entdo analisada a variancia em
uma via (ANOVA One-Way), aplicando-se o teste Brown-Forsythe para os dados
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paramétricos e Kruskal-Wallis para os dados ndo paramétricos, adotando como nivel
de significancia P<0,05. Para os testes de correlacéo, realizados entre os diferentes
biomarcadores de um mesmo grupo experimental, aplicou-se a correlagdo Pearson
para os dados com distribuicdo normal e o teste de Spearman para os dados nao
paramétricos. Os resultados das analises estatisticas foram organizados em graficos

e tabelas, apresentados na sessao seguinte.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer da exposicédo, apenas um animal do grupo ST morreu, hao tendo
sido observada mortalidade em nenhum dos outros grupos experimentais. A necropsia
do tecido hepatico dos girinos do grupo controle, evidenciou um tecido com coloracéo,
tamanho e consisténcia normais, na maioria dos animais, sem evidéncias de
hepatomegalia. Além disso, foi observada a presenca de células melanomacrofagicas
(CMMs) e de hepatocitos com nucleos circulares tipicos, sem infiltracdes
inflamatérias. O mesmo padrdo geral foi observado para o figado dos animais
exXpostos.

Em todos os grupos foi observada a presenca de eosinofilos proximos a
vacuolizacdo dos hepatdcitos, sem uma clara prevaléncia desses eosinofilos nos
grupos expostos com relagdo ao controle; o que inicialmente associamos a dieta do
randrio, uma vez que no trabalho de SEIXAS FILHO et al. (2017), que comparou a
histopatologia hepatica das rés-touro criadas em cativeiro as de vida livre (espécie
invasora), também evidenciando vacuolizacdo dos hepatdcitos (Figura 13), o que
associaram ao acesso que as ras livres tém a proteinas de maior valor biolégico.
Contudo, no decorrer da discussdo, vamos propor uma analise mais acurada desse
biomarcador, tendo em vista nossos achados.

A seguir, trataremos da analise de cada biomarcador em separado, para depois
estabelecermos uma discussdo mais aprofundada acerca da histopatologia do 6rgéo

como um todo.

6.1 AREA OCUPADA PELAS CELULAS MELANOMACROGAFICAS (CMMS - pM?)

Os resultados relativos a determinacdo da area ocupada pelas células
melanomacrofagicas (CMMs - um?) podem ser observados na Tabela 3 (A.MMC), e
encontram-se representados graficamente na Figura 12. Uma prancha mostrando
uma imagem deste biomarcador nos diferentes grupos experimentais pode ser
observada na figura 13. A analise estatistica dos resultados obtidos nao indicou

diferenca significativa (P>0,05) entre quaisquer dos grupos experimentais.
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Tabela 3. Biomarcadores morfologicos para area de células melanomacroéfagicas (A.MMC), area de
sinusoides (A.SINUS) e area de hepatdcitos (A.HP) expressos em area (um?), com os respectivos N
amostrais. Grupo controle (CT), grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos
nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O (*) indica diferenca significativa (P<0,05) dos
grupos expostos em relacdo ao controle, o (#) indica diferenca significativa (P<0,05) do grupo ST em
relacdo ao NT, enquanto NS denota auséncia de diferenca significativa (P>0,05) entre quaisquer grupos
experimentais. Resultados apresentados como média * desvio padréo.

Biomarcador Grupo Média Desvio Padrdo N amostral Estatistica
A.MMC CT 987,10 558,05 55 NS

ST 985,82 560,56 59 NS

NT 991,40 455,97 49 NS
A.SINUS CT 17661,04 4470,40 58 *

ST 14217,61 4743,79 55 *H#

NT 12734,14 3500,39 58 *H#
A.HP CT 53728,11 5584,02 55 NS

ST 55839,08 5470,74 55 NS

NT 55912,44 5324,42 55 NS

Fonte: autoria propria
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Figura 12. Area de células melanomacrofagicas (A.MMC) expressa em pm2. Grupo controle (CT), grupo
exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao
surfactante (NT). Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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Fonte: autoria prépria
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Figura 13. Cortes histolégicos dos trés grupos experimentais: (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto
ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante
(NT) evidenciando a presenca de células melanomacrofagicas (CMMs) (pontas das setas brancas) e
de eosinofilos (e). Notar a presenca de hepatdcitos vacuolizados (pontas das setas amarelas) em todos
0s grupos. HE, aumento de 400x, barra: 50 pm.

s

Fonte: autoria prépria
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Conforme descrito na Fundamentacédo Tedrica (Cap. 4, item 4.3), as CMMs sao
importantes para a desintoxicacdo corpérea em resposta a diferentes agentes,
inclusive a xenobidticos (FENOGLIO et al., 2005). As CMMs foram escolhidas como
biomarcador, uma vez que j4 foi demonstrado que as mesmas apresentaram
responsividade a outras nanoparticulas na espécie estudada, como evidenciado por
OLIVEIRA et al. (2016; 2019); ademais, ha estudos mostrando que a contagem de
CMMs é um étimo indicador histologico da fungédo imune de peixes, anfibios e répteis
(STEINEL; BOLNICK, 2017). Contudo, em relacdo aos xenobibticos e as
concentracfes utilizadas, nossos resultados diferiram daqueles descritos pelos
autores anteriormente citados, uma vez que nao observamos quaisquer alteracdes na
area ocupada pelas MMCs, enquanto tais autores observaram um aumento no
namero de centros melanomacrofagicos. Nossos resultados também diferem de um
estudo utilizando NPs de prata no peixe Clarias gariepinus, no qual também houve
reducdo de CMMs (SAYED; YOUNES, 2017). Tais diferencas podem ser atribuidas
as distintas metodologias empregadas, apesar de indicarem que o0s toxicantes aqui
utilizados ndo induziram uma resposta imune hepatica.

Outros estudos também ja evidenciaram um aumento do namero de centros
melanomacrofagicos em girinos de ra-touro expostos a outros xenobidticos, como litio
e o selénio (PINTO VIDAL, et al., 2020) e o surfactante LAS (FRANCO-BELUSSI | et
al., 2021), bem como em girinos de outras espécies expostos ao cadmio (JU et al.,
2020) e ao Triclosan (CHAI et al., 2017). Entretanto, um outro estudo desenvolvido
com girinos de diferentes espécies de anfibios expostos a diferentes concentracdes
do fungicida clorotalonil indicou que concentracdes ambientalmente relevantes deste
xenobidtico reduziram o numero de melanomacréfagos, enquanto a exposicdo a
concentragbes ainda maiores do mesmo aumentou O numero de células
melanomacrofégicas. Dessa forma, uma depressédo ou ativacdo da resposta imune
hepética parece ser concentracado-dependente (MCMAHON et al., 2011). Para tanto,
outras concentracfes dos NTCs devem ser avaliadas a fim de testar se a assertiva
anterior também é valida para o xenobio6tico e o animal modelo aqui estudados.

A auséncia de resposta imune hepatica, observada no nosso estudo por meio
da auséncia de variacao significativa entre a area ocupada pelas MMCs, ndo deixa de
ser vantajosa no sentido de corroborar nossos achados que indicaram para a

manutencao da integridade do tecido hepatico, uma vez que ja foi demonstrado que o
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aumento do numero de células imunes, por si s6, contribui para uma injuria hepatica
(DE ROSE et al., 1999). Nesse sentido, considerando-se este biomarcador especifico,
pode-se aventar a hipétese de que os NTs possivelmente ndo chegaram ao tecido
hepético, talvez por uma reducdo na perfusdo do mesmo (vide 6.2) ou, talvez, por
algum mecanismo homeostatico desencadeado pelas vias de entrada (e.g., pele e/ou
branquias) que impediram ou minimizaram sua entrada na corrente sanguinea do

animal.

6.2 AREA OCUPADA PELOS SINUSOIDES (A.SINUS - um?)

A tabela 3 (A.SINUS) apresenta os resultados relativos a determinacdo da area
ocupada pelos sinusoéides (A.SINUS-um?), os mesmos encontram-se representados
graficamente na Figura 14. As imagens para este biomarcador, nos distintos grupos
experimentais, encontram-se na Figura 15. Pode-se observar uma reducéo
significativa entre o grupo controle (CT) e aquele exposto ao surfactante isolado (ST;
P=0,001), como também entre o CT e aquele exposto aos nanotubos de carbono
associados ao surfactante (NT; P<0,001) sem que, contudo, houvesse diferenca entre
0s grupos ST e NT (P>0,05).

Figura 14. Area dos sinusoides (A.SINUS) expressa em pm2. Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O
(*) indica diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) dos grupos expostos em relagdo ao controle
Resultados apresentados como média + desvio padréo.
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Figura 15. Cortes histolégicos dos trés grupos experimentais: (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto
ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante
(NT) evidenciando os sinusdides (S) contendo eritrocitos, além de células melanomacrofagicas (CMMs)
(pontas das setas brancas). Notar a presenca de hepatdcitos vacuolizados (pontas das setas amarelas)
em todos os grupos. HE, aumento de 400x, barra: 50um.

Fonte: autoria propria
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Tendo em vista que o figado é o principal 6rgao de destoxificacdo em anfibios
(MCDIARMID; ALTIG, 1999), hipotetizamos que a exposicdo as nanoparticulas
causaria um aumento da perfusdo hepatica, como evidenciado por FRANCO-
BELUSSI et al. (2020) para o surfactante LAS; contanto que as nanoparticulas
atingissem a circulagdo sanguinea. Embora para outros animais ja tenha sido
demonstrado que a arquitetura vascular endotelial serve como o circuito primario de
distribuicdo de NTCs in vivo, tais células ndo bioacumulam este xenobidtico a
concentragcbes ambientalmente relevantes, somente sob condi¢des nao-fisioldgicas e
por um periodo prolongado (ALIDORI et al., 2016).

Dessa forma, e corroborado pela auséncia de resposta imune hepéatica, a
reducdo da perfusédo do figado mais uma vez aponta para a hipotese de que outras
respostas homeostaticas podem ter sido desencadeadas nas principais vias de
entrada dos NTCs (pele e branquias). Nossos resultados mais uma vez diferiram
daqueles observados por FRANCO-BELUSSI et al. (2020) para girinos de rés-touro
expostos ao LAS, uma vez que estes autores, além de terem observado um aumento
na area ocupada por MMCs, também observaram um aumento da vascularizacao dos
hepatocitos. Outro estudo avaliando o efeito da exposicao de girinos de outra espécie
(Physalaemus cuvieri) a microplasticos também revelou um aumento da perfuséo
hepética (ARAUJO; GOMES; MALAFAIA, 2020). Por outro lado, a exposicéo de trutas
arco-iris, Oncorhynchus mykiss, as NPs de cobre ocasionou um decréscimo na area
ocupada pelos sinuséides, semelhantemente aos nossos resultados, e que indica um
redirecionamento do sangue para outros 6rgaos (AL-BAIRUTY et al., 2013).

Nesse sentido, uma das possibilidades existentes para uma reducdo da
perfusdo hepética pode ser justamente um grande aumento da demanda energética
da pele (principal via de entrada de toxicantes em anfibios) e/ou das branquias a fim
de impedir a entrada dos NTCs. Assim, haveria um desvio do fluxo sanguineos de
outros 6rgaos (como o figado) para os tecidos supracitados para garantir um maior
aporte de sangue aos mesmos. Ademais, ja foi demonstrado que modelos mamiferos
com esteatose hepatica apresentaram um estreitamento dos sinusoides hepaticos e
reducdo da velocidade do fluxo sanguineo neste 6rgao (FAN et al., 2019), sugerindo
gue o proprio estado histopatolégico do érgdo pode também diminuir sua perfuséao.

Tal analise histoquimica sera discutida mais adiante.
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Por outro lado, podemos também sugerir um possivel efeito do 6xido nitrico
(NO) sobre a vascularizacao do parénquima hepatico. O NO é um gas que, no figado,
€ produzido principalmente pelas células endoteliais dos sinuséides (CES) e que
exerce um papel importante na homeostase hepatica, como a reducéo da resisténcia
vascular, além de inibir condicbes patoldgicas, como a fibrose (IWAKIRI; KIM, 2015;
GREUTER; SHAH, 2016). Ja foi demonstrado que outros poluentes, como 0s metais
chumbo, mercurio e cadmio, o pesticida organofosforado diazinon e o acaricida
organoclorado AFD 25 inibem a producao de NO por um mecanismo mediado pelas
citocinas (TIAN; LAWRANCE, 1996; AMAROLI et al., 2010). A possibilidade que as
NTs tenham causado o mesmo efeito no tecido hepatico dos nossos animais nao pode
ser excluida, uma vez que sao escassas as informacfes acerca do efeito de
nanoparticulas sobre a producdo de oxido nitrico em diferentes érgaos e animais.
Contudo, sabe-se que algumas nanoparticulas, como as hipermagméticas de oxido
de ferro, também inibem a producéo de NO pelo endotélio (ASTANINA et al., 2014).
Em testes do potencial farmacolégico das nanoparticulas de ouro (Au) e de diéxido de
titanio (TiO.), foi demonstrado que estas aumentam a permeabilidade entre os
espacos intracelulares de CES in vitro, mais um indicio do possivel efeito de
nanoparticulas sobre a permeabilidade dos sinusoides (SETYAWATI, et al., 2013; KAI
TEE, et al., 2018). Os Unicos estudos encontrados na literatura avaliando o efeito de
MWCNTSs sobre a producéo de 6xido nitrico foram desenvolvidos com plantas. Nesse
contexto, ha estudos indicando que esse NM pode provocar tanto um aumento da
producdo de NO por sementes de tomate, Solanum lycopersicum L. (e.g., CAO et al.,
2020), quanto, inversamente, reduzir a producao desse gas em sementes de soja,
Glycine max (e.g., ZAYTSEVA et al., 2019). Segundo CAO et al. (2020), os efeitos
desencadeados pelas MWCNTs em um mesmo biomarcador podem variar de acordo
com a espécie estudada. Assim, ndo obstante o mecanismo de transduc¢éo de sinal
que leva a producdo de NO ser bem conservado evolutivamente, sua producao
endogena pode variar de acordo com o ser vivo e o tecido analisado (CRISTINO et
al., 2008).
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6.3 AREA DE HEPATOCITOS (A.HP) E CONTAGEM DE HEPATOCITOS (C.HP)

Devido ao fato de que a area ocupada pelos hepatdcitos e a contagem de
hepatocitos serem biomarcadores relacionados ao mesmo tipo celular, analisaremos
e discutiremos conjuntamente neste tdépico ambos os biomarcadores. Da mesma
forma que para os CMMs, a area ocupada pelos hepatocitos (A.HP - um2) néo foi
diferente (P > 0,05) entre os trés grupos experimentais, como pode ser observado na
Tabela 3 e na Figura 16. Por outro lado, diferentemente da A.HP, o numero de
hepatécitos (C.HP — nimero) reduziu-se tanto no grupo ST (P_= 0,008) quanto no
grupo NT (P < 0,001). Contudo, diferentemente dos biomarcadores anteriormente
descritos, os valores para o grupo NT foram inferiores (P < 0,001) aqueles
encontrados para o grupo ST (Tabela 4; Figura 17). Na Figura 18 estdo as imagens

deste biomarcador nos diferentes grupos experimentais.

Tabela 4. Valores de média e desvio padrdo da contagem de hepatécitos, com
respectivos n amostrais. Grupo controle (CT), grupo exposto ao surfactante isolado (ST)
e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O (*) indica
diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos expostos em relagcdo ao controle, o (#)
denota diferenca significativa (P<0,05) do grupo NT em relagcdo ao gruo ST. NS denota
auséncia de diferenca significativa (P>0,05) entre quaisquer grupos experimentais.
Resultados apresentados como média + desvio padrao.

Grupo Média Desvio N amostral Estatisticas
Padréo

CT 302,26 54,94 55 NS

ST 264,93 57,71 58 *

NT 214,45 50,41 57 *H#

Fonte: autoria prépria
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Figura 16. Area dos hepatécitos (A.HP) expressa em pm2. Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT).
Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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Figura 17. Quantificacdo do nimero de hepatécitos (C.HP). Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O
(#) indica diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) entre os grupos expostos, e o (*) indica
diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) destes grupos em relacdo ao controle. Resultados
apresentados como média + desvio padréo.
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Figura 18. Cortes histoldgicos dos trés grupos experimentais: (A) grupo controle
(CT), (B) grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo exposto aos
nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT) evidenciando os hepatécitos
(pontas das setas amarelas). Também s&o visiveis as células melanomacrofagicas
(CMMs) (pontas das setas brancas). HE, aumento de 400x, barra: 50 um.
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Fonte: autoria prépria

Uma vez que houve uma reducdo no numero de hepatécitos (hipoplasia
hepatica), sem uma correspondente reducdo na area ocupada pelos hepatoécitos
remanescentes, pode-se pressupor que 0s mesmos sofreram uma hipertrofia.
Enquanto a hipertrofia se caracteriza por um aumento do tamanho médio dos
hepatécitos (HALL et al., 2012), a hiperplasia corresponde a um aumento no numero
de células (MARONGIU et al., 2017). JA esta bem descrito na literatura que
hepatdcitos hipertroficos apresentam um citoplasma mais palido e/ou aspecto granular
e intensivamente eosinofilico (ARAUJO; GOMES; MALAFAIA, 2020). Ao menos para
mamiferos, foi demonstrado que a hipertrofia € um dos mecanismos de regeneragao
hepatica apds lesbes que tenham resultado numa displasia hepatica, como foi 0 nosso
caso (MIYAOKA et al., 2012). Como apenas foi aventada esta hipotese apods a revisao
bibliografica para a redacdo da presente Discussdo, retornamos as nossas
fotomicrografias e observamos, qualitativamente, um padrédo de aumento progressivo
da opacidade dos citoplasmas entre os grupos, como assim segue: CT < ST < NT,
conforme pode ser observado na Figura 19. Ja foi também descrita uma hipertrofia
dos hepatécitos de camundongos expostos a hanoparticulas de 6xido de chumbo sem
que, contudo, tenha sido observada alteracdo na microcirculacdo hepatica
(DUMKOVA et al., 2017). Ratos expostos a nanoparticulas de 6xido de ferro também
apresentaram um aumento no tamanho dos hepatécitos (PARIVAR et al., 2016). Vale
ressaltar que, funcionalmente, a hipertrofia indica um aumento da atividade hepética,
sendo assim, uma adaptacdo do organismo para manter a homeostase quando
exposto a um xenobidtico (HALL et al., 2012; YOSHIDA et al., 2015).
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Figura 19. Andlise qualitativa do tecido hepético, evidenciando alteragdes morfoldgicos possivelmente
relacionadas a hipertrofia. (A) grupo controle (CT), (B) grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e (C)
grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). Notar o citoplasma dos
hepatocitos em B e C (pontas das setas amarelas) com progressivo aumento da eosinofilia em relacédo
a A, além de um aparente aumento de volume do citoplasma. HE, aumento de 400x, barra: 50_um.

Fonte: autoria propria
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Aqui cabe correlacionar mais uma vez uma reducdo na area ocupada pelos
sinusdides com a reducdo do numero de hepatécitos nos grupos expostos. Isso
porque a reducdo da perfusdo hepatica resulta em uma hipoxia tecidual que pode
levar & apoptose dispersa e a necrose local do tecido hepatico (ARAB et al., 2013).
Como ndo observamos necrose no nosso estudo, a causa para a reducao do numero
de hepatdcitos é provavelmente a apoptose. Dentre as causas de apoptose via hipdxia
podem ser elencadas dano mitocondrial, sobrecarga de célcio, aumento EROs, dentre
outras (GUO et al., 2019). Ademais, se de fato houve uma alteracédo na expresséo e
secrecdo de NO pelas CES, a reducdo do teor deste justificaria os danos
mitocondriais, ja que esse gas exerce efeito nas enzimas do Complexo IV terminal da
cadeia respiratoria (CHWEIZER; RICHTER, 1994; GIUFFRES et al., 1996). Um
estudo realizado com o peixe Oryzias latipes, mostrou que ha uma grande variacao
nas respostas dos biomarcadores (apoptose, no caso) a exposicdo as MWCNTSs de
acordo com o tecido analisado. As branquias apresentaram maior resposta, enquanto

o intestino e o figado se mostraram irresponsivos (LEE et al., 2015).
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6.4 PORCENTAGEM DA AREA HEPATICA OCUPADA POR LIPIDEOS (A.SB)

A esteatose hepatica, ou figado gorduroso, caracteriza uma condicdo anormal
na qual os hepatocitos acumulam quantidades excessivas de lipidios, principalmente
triglicerideos (TG) (CHALASANI et al.,, 2017; WALLACE; MEYER, 2010). Os TGs
captados pelo figado, oriundos tanto da dieta quanto da lipélise do tecido adiposo (na
forma de acidos graxos), podem seguir, em condicdes homeostaticas, trés vias: 1)
serem secretados na forma de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL); 2)
comporem a via de B-oxidacdo mitocondrial para a producdo de ATP; ou, 3) serem
metabolizados em outros derivados (ROTMAN; KAPURIA, 2020). Assim, a esteatose
esta relacionada ao desequilibrio entre a captacdo extra-hepatica de TGs e sua a
metabolizacdo pelo figado, resultando no acumulo destes nos hepatdcitos
(WALLACE; MEYER, 2010; CHALASANI et al., 2017; ROTMAN; KAPURIA, 2020).

Diversos fatores influenciam no desenvolvimento e na progressao da esteatose
hepatica (MASARONE et al. 2018); contudo, 0 estresse oxidativo € o mais
amplamente citado. Estudos associam possiveis anormalidades mitocondriais e
disfuncdo na cadeia respiratéria ao acumulo de &acidos graxos citoplasméticos,
alteracdes no reticulo endoplasmatico e alteragdes na microbiota intestinal
(MASARONE,2018).

A tabela 5 (A.SB) apresenta os resultados relativos a area de tecido hepatico
ocupada por lipideos, os mesmos encontram-se representados graficamente na
Figura 20. As imagens para este biomarcador, nos distintos grupos experimentais,
encontram-se na Figura 21. Pode-se observar um aumento significativo deste
biomarcador nos grupos ST (P<0,001) e NT(P<0,001) em relacdo ao controle (CT),
sem que os dois ultimos tenham diferido entre si (P>0,05).

A esteatose hepatica € amplamente descrita na literatura em resposta a
exposicdo a xenobidticos tanto em mamiferos quanto em peixes e anfibios
(WALLACE; MEYER, 2010; OLIVEIRA et al, 2016; KLAUNIG; LI; WANG, 2018;
OLIVEIRA et al, 2019). Isso inclusive ja foi observado para peixes, bem como para
anfibios, em resposta a diferentes materiais nanoestruturados e surfactantes
(OLIVEIRA et al., 2016; FRANCO-BELUSSI et al., 2020; SHAMSI et al., 2020). Esse
aumento dos niveis de lipideos no tecido hepatico parece ndo estar associado a um

aumento da lipidogénese, uma vez que néo foi relatado um aumento da expresséo de
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genes responsaveis por esse processo (VESTERDAL et al., 2014). Assim, todos os
estudos sdo unanimes em apontar a morte celular associada ao estresse oxidativo
ocasionado por toxicantes, como nos materiais nanoestruturados aqui utilizados
(MWCNT), bem como a outros surfactantes isolados (VESTERDAL et al.,, 2014;
FRANCO-BELUSSI et al., 2020). Isso corrobora nossa sugestao do item 6.3, na qual
atribuimos a reducdo do numero de hepatdcitos (C.HP), sem correspondente
diminuicdo da &area ocupada pelos hepatécitos (A.HP), & producdo de EROS e a
consequente apoptose.

N&o obstante, a diminuicdo da perfusdo hepética, observada pela reducao da
area ocupada pelos sinusoides (item 6.2), pode prejudicar a liberacdo de substratos
lipidicos para a circulagdo sistémica, resultando no seu acumulo no interior dos
hepatécitos. Dessa forma, além de ocasionar esteatose hepatica, pode prejudicar o
fornecimento de substratos energéticos metabolicamente ativos. Também néo se
pode descartar o observado por MAGNUSSON et al. (1986), cuja administracao
endovenosa do Pluronic F-68 em ratos parece desencadear uma fosfolipidose, o que
também poderia explicar nossos achados, dada a natureza similar desse composto
com o Pluronic™ F-127, embora esse s autores tenham testado doses mais altas e

por periodos mais prolongados (30 dias).

Figura 20. Area ocupada por lipidios (A.SB) expressa em %. Grupo controle (CT), grupo exposto ao
surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos hanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). O
(*) indica diferenca estatisticamente relevante (P<0,05) dos grupos expostos em relagdo ao controle
Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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Fonte: autoria prépria
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Figura 21. Andlise qualitativa do tecido hepético corado com Sudan Black, evidenciando a marcacéo
positiva para lipidios. (A) Grupo controle (CT), (B) grupo exposto ao surfactante isolado (ST) e (C) grupo
exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT). Notar a presenga mais proeminente
de vacuolos contendo lipidios em B e C (pontas das setas amarelas) em relacédo a A. Pontas das setas
brancas indicam os pigmentos das células melanomacrofagicas (CMMs). Aumento de 1000x, barra: 20
pm.

Fonte: autoria propria
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6.5 CORRELACOES ENTRE OS BIOMARCADORES

Na tabela 5 estd apresentada resumidamente a resposta de cada um dos
biomarcadores comparando os diferentes grupos experimentais. Assim, os efeitos
mais marcantes que tivemos foram a reducdo de A.SINUS, a reducdo de C.HP e o
aumento de A.HP nos grupos expostos em relacdo ao CT. Previamente discutimos as

possiveis causas e consequéncias de tais alteracoes.

Tabela 5. Resumo das respostas apresentadas pelos biomarcadores: area de melanomacréfagos (A.
MMC), area de sinusdides (A.-SINUS), area de hepatécitos (A.-HP), contagem de hepatdcitos (C.-HP),
porcentagem de area ocupada por lipidios (A.SB) entre os grupos expostos, bem como destes em
relagdo ao grupo controle. As setas () e (1) representam diferencas estatisticas significativas (P<0,05)
de diminuicdo e aumento do pardmetro, respectivamente; enquanto as setas («) indicam que nao
houve diferenca significativa (P<0,05). Grupo controle (CT), grupo exposto ao surfactante isolado (ST)
€ grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao surfactante (NT).

BIOMARCADOR | GRUPOS

CTxST CTXNT STxNT

A.MMC o o o
A.SINUS | ! <
AHP o o o
C.HP | | l
'A.SB 1 1 o

Fonte: autoria propria

Passaremos a analisar agora a possivel existéncia de uma correlagéo entre os
biomarcadores analisados, pois nos permite avaliar se dois biomarcadores se
relacionam e, em caso afirmativo, se esta relacdo é direta ou inversa. O valor obtido
de r permite inferir a intensidade da correlacdo: resultados entre |0,1 e 0,3| possuem
uma correlacéo fraca, enquanto resultados entre |0,4 e 0,6| indicam uma correlagéao
moderada e, por fim, resultados entre |0,7 e 1,0| indicam que os biomarcadores sao
fortemente dependentes entre si (DANCEY; REIDY, 2005). Aqui somente vamos
considerar havendo correlagcdo quando esta tiver se mostrado moderada ou alta

(tabela 6).
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Tabela 6. indices de correlagéo (r) de Pearson e Spearman, obtidos a partir dos dados quantitativos
dos biomarcadores hepaticos: area de células melanomacréfagicas (A.MMC), area de sinusdides
(A.SINUS), contagem de hepatécitos (C.HP), area de hepatdcitos (A.HP). Grupo controle (CT), grupo
exposto ao surfactante isolado (ST) e grupo exposto aos nanotubos de carbono associados ao
surfactante (NT). (*) Dados submetidos ao teste de correlagdo de Pearson. (—) Valores de r néo
significativos (P > 0,05).

CORRELACOES

CT ST NT

A.MMC vs A.SINUS - — —
A.MMC vs C.HP - — —
A. MMC vs A.HP - — —

A.SINUS vs C.HP —  +0,4(*) -0,3
ASINUSVSAHP  -04() — -0,6
C.HP vs A.HP — - -

A.SB vs AMMC — — —
A.SB vs A.SINUS - — —
A.SB vs C.HP - — —
A.SB vs A.HP - — —

Fonte: autoria préopria

A correlacéo entre a area de sinusoides e a area ocupada pelos hepatdécitos se
mostrou negativa (r = - 0,4) para os animais do grupo CT, ou seja, quanto maior a area
ocupada por sinusoides menor a area do tecido parenquimal hepatico, enquanto para
0s animais do grupo NT também foi negativa (r = - 0,6) mas, neste caso, indicando
gue quanto menor a perfusdo hepatica, maior a area ocupada pelos hepatdcitos. Por
outro lado, a correlacdo entre a area dos sinusoides e a contagem de hepatdcitos foi
positiva para o grupo ST (r = + 0,4), indicando que quanto menor a perfusdo hepatica,
menor a contagem de hepatdécitos, o que corrobora a nossa hipétese de ocorréncia

de apoptose (Tabela 6).
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O fato de néo ter ocorrido correlacdo entre A.HP e A.SB, isto ja era esperado,
visto que ambos os biomarcadores sao, na realidade, consequéncia do estresse
oxidativo; ou seja, A.HP e o A.SB nao interagem diretamente entre si mas, por outra,
sao devidos a um mesmo fator (producdo de EROS). Portanto, sugere-se que estudos
posteriores analisem biomarcadores de estresse oxidativo no figado destes animais,
nas mesmas condicbes aqui utilizadas, pois, presumivelmente, 0s mesmos
apresentardo correlacdo fortemente positivas ou negativas em relacdo aos
biomarcadores supracitados, umas vez que estes sdo desencadeados pela mesma

fisiopatologia.

6.6 INDICE INTEGRADO DE RESPOSTA DE BIOMARCADORES

Uma integragdo entre a responsividade de todos os biomarcadores aqui
utilizados foi calculada pelo indice integrado de respostas dos biomarcadores (IBR),
cuja representacdo grafica encontra-se na figura 22. De uma forma geral, os
biomarcadores que apresentaram maiores valores de IBR para o grupo NT foram:
C.HP (A=1,98) > A.SB (A=1,79) > A.HP (A=1,76); enquanto para o grupo ST foram
A.HP (A=1,70)>A.SB (A=1,67). Digno de nota foi o fato de que 0s girinos expostos ao
surfactante isolado tiveram um IBR menor para a A.HP (A=1,70) que aqueles expostos
aos nanotubos associados ao mesmo (A=1,76) para este biomarcador. Isso parece
indicar um possivel sinergismo entre ST e NT, quando associados. Isso ja seria
esperado, uma vez que os surfactantes, como os Pluronics, ndo somente s&o
utilizados para a manutencdo da solucdo coloidal, como também aumentam a
biodisponibilidade do composto ativo (NTCs), maximizando a sua entrada nos
hepatécitos, assim, potencializando seu efeito deletério intracelular (KHALIQ et al.,
2019). Vale ressaltar que os seguintes biomarcadores foram, comparativamente,
pouco ou nada responsivos para ambos 0s grupos experimentais: A.MMC, A.SINUS.
Tendo em vista que todos os IBRs mais elevados foram observados para
biomarcadores que sédo consequéncia de um estresse oxidativo, podemos sugerir
como estudos futuros e complementares ao aqui desenvolvido, que sejam analisados
biomarcadores de estresse oxidativo. Além disso, os resultados obtidos apontam para
gue sejam priorizados 0s biomarcadores com maiores IBRs nesses estudos

subsequentes.
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Figura 22. Gréafico em radar representando o IBR. Valores mais distantes de zero indicam maior
responsividade do biomarcador. Notar que A.HP e A.SB foram 0s mais responsivos para ambos 0s
grupos expostos, ao passo que C.HP foi responsivo apenas para o grupo NT. Grupo CT representa 0s

valores ZERO.
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Fonte: autoria propria
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7 DIFICULDADES ENCONTRADAS

Apesar dos resultados obtidos serem elucidativos acerca do efeito dos
xenobidticos estudados sobre o figado de girinos de ras-touro, o ideal seria
correlacionar os mesmos a analise das principais vias de entrada (pele e branquias)
e da via de eliminacao (rins) dos mesmos, como proposto no projeto que deu origem
a esta dissertacdo de mestrado. Contudo, devido as medidas de contingenciamento
impostas pela atual pandemia da Covid-19 e a consequente restricdo de acesso aos
laboratérios para a microtomia e para as andlises dos diferentes 6rgdos, isso
infelizmente nédo foi possivel. Nao obstante, as laminas de pele ja estdo devidamente
coradas, e as branquias e os rins devidamente emblocados, o que permitira que

estudos futuros e complementares sejam desenvolvidos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados anteriormente apresentados e discutidos indicam que tanto os
NTCs quanto o surfactante utilizado no presente estudo resultaram em uma leve
hepatoxicidade, apesar de inferior aquela ja descritas para outras espécies. Contudo,
apesar de anteriormente aventado, que os xenobioticos resultaram numa reducao da
perfusdo hepética, possivelmente ocasionando uma hipdxia tecidual e, assim, uma
reducdo do numero de hepatdcitos, os resultados obtidos mediante a analise
histoquimica posterior (Sudan Black), nos atentaram para uma outra hipGtese
alternativa ou complementar: a exposi¢cdo a ambos os xenobiéticos resultou em uma
esteatose hepatica. Esse achado, correlacionado a reducédo do numero de hepatoécitos
podem, em grande parte, ser atribuido a um estresse oxidativo. Essa assertiva pode
ser corroborada a partir do IBR, que se mostrou ser uma ferramenta muito util, capaz
de fornecer um parametro integrado dos resultados aqui obtidos. Assim, propde-se
para analises complementares, utilizando quaisquer um dos Xxenobidticos aqui
estudados, que seja dada énfase aos biomarcadores mais sensiveis, e que também
sejam acrescentados biomarcadores de estresse oxidativo. Embora sejam
inquestionaveis 0s avanc¢os da nanotecnologia nas mais diferentes areas, urge que as
agéncias ambientais estabelecam normativas claras quanto a destinacdo dos
residuos oriundos de nanomateriais, bem como das concentracdes ambientalmente

seguras dos mesmos para a biota.
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9 CONCLUSOES

Apoés avaliarmos as alteracdes histopatoldgicas no figado- de girinos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus, SHAW 1802) no estagio 25 de Gosner, apls a
exposicdo aguda (96h) a 10 mg.L* de nanotubos de carbono de parede multipla
(MWCNT) associados ao surfactante Pluronic™ F-127 (0,1%), bem como a este
composto isolado, pudemos chegar as seguintes conclusoes:

a) 0s animais apresentaram alteracfes histopatotologicas em resposta a ambos
0s xenobioticos;

b) a reducédo na perfusédo hepéatica pode levar a uma hipoxia do tecido hepatico
que, em parte, pode ter provocado a apoptose dos hepatocitos;

c) a reducdo da vascularizacdo pode, também, ter prejudicado a liberacdo de
lipidios do parénquima hepatico para a circulacdo sistémica, resultando numa
esteatose hepdtica;

d) os hepatdcitos remanescentes parecem ter sofrido hipertrofia, provavelmente
devido ao aumento da vacuolizacdo do seu citoplasma relacionado a esteatose
hepética;

e) tanto a morte dos hepatdécitos quanto a esteatose hepatica devem ter tido como

principal fator desencadeante o estresse oxidativo.
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