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“Olhe profundamente a natureza, e entdo

vocé vai entender tudo melhor.”

Albert Einstein.

“O verdadeiro tesouro da Nacgdo estd nos

recursos da terra: solo, agua, florestas, minerais

)

e vida silvestre.’

Rachel Carson.

“«“

a natureza ndo hd recompensas ou

’

punigoes, ha consequéncias.’

Robert Green Ingersoll.






Resumo

A busca pelo aprimoramento de materiais trouxe consigo o desenvolvimento de nanoparticulas,
cujas consequéncias ambientais e a saude ainda sdo pouco compreendidas. Agregado a esse
contexto, o dréstico declinio das populacbes de anfibios representa uma problemaética, cuja
parcial causa é dada a elevada susceptibilidade a poluentes desse grupo. Dessa maneira, 0
presente estudo se prop0s a investigar o potencial toxico das particulas de nanotubos de carbono
de parede maltipla (MWCNT) as concentragdes de 0,1 e 10 mg.L™ associados ao surfactante
Pluronic™ F-127 (0,1%) e ao surfactante isolado em girinos de ras-touro (Lithobates
catesbeianus, SHAW, 1802) através de biomarcadores sobre diferentes niveis de organizagédo
bioldgica. Os animais (n = 12 por grupo) foram expostos individualmente (96 horas), tendo o0s
resultados comparados ao grupo controle. Os animais foram submetidos a fotografia, medic6es
corporeas, contagem da frequéncia cardiaca e pungdo sanguinea (contagem total de eritrécitos,
diferencial de leucdcitos, anormalidades nucleares e ensaio cometa). Houve reducdo da massa
corpdrea, sem alteragdo do tamanho corporeo, nivel de atividade e estagio de desenvolvimento;
indicando desvio energético a processos de desintoxicacdo dos xenobidticos. Também houve
taquicardia nos grupos 0,1% Pluronic™ F-127 e 10 mg.L* MWCNT + Pluronic™, sem
alteracdo da menor concentracdo da nanoparticula, indicando o aumento do desempenho
cardiaco relacionado a resposta homeostatica para aumentar a perfuséo e oxigenacao de tecidos
responsaveis pela desintoxicacdo, corroborado pelo aumento de eritrocitos no grupo 0,1%
Pluronic™ F-127. A resposta imunoldgica associada aos xenobiéticos indicaram
hipersensibilidade (resposta alérgena) aos MWCNTS e neutropenia, possivelmente, provocada
pelo surfactante Pluronic™ F-127 em todos 0S grupos, representando aumento de
susceptibilidade a fungos. Ocorreu a promocdo de danos genéticos a todos os xenobidticos,
entretanto a fixacdo dos danos promovidos foi visualizada apenas na maior concentracdo dos
MWCNTSs. Ainda a pigmentacdo corpérea dos animais expostos aos MWCNTS reduziu-se,
provavelmente, devido ao aumento da secrecao de melatonina e decréscimo da estimulacdo das
melanopsinas. Ademais, a associag¢do entre o Pluronic™ F-127 e as MWCNT muitas vezes
resultaram em respostas diferentes daquelas quando o surfactante era utilizado isoladamente,
provavelmente devidas a competicdo da interacdo surfactante / nanoparticulas / sistema
bioldgico; indicando a relevancia do estudo dos compostos dispersores dos materiais de
interesse, assim como o de biomarcadores em diferentes niveis de organizacdo bioldgica. De
forma geral, os resultados apontam para a urgéncia da proposta de estratégias e politicas
publicas vistas a preservacdao ambiental, notadamente, a anfibios anuros.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia, ra-touro; resposta fisioldgica; surfactante; Nanotoxicologia.






Abstract

The search for materials improvement brought the development of nanoparticles, which
environmental and health consequences from its use are slightly understood. Added to that
context the drastic populational decline of amphibians represents a concern due to their
increased susceptibility to pollutants. Thus, the present study aimed to investigate toxical
potential of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) at concentrations of 0.1 and 10 mg.L™!
associated with surfactant Pluronic™ F-127 (0,1%) and the isolated surfactant in North
American bullfrog tadpole (Lithobates catesbeianus, SHAW, 1802) via biomarkers on different
levels of biological organization. The animals (n = 12 per group) were individually exposed (96
hours), the results were compared to the control group. The animals were photographed,
measured, heart rate and venipunctured for blood sample (total erythrocytes, differential
leukocytes, nuclear abnormalities and comet assay). A decrease in body mass, with no change
in body size, activity level and stage of development were observed, which indicates energy
deviation to detoxification processes of the xenobiotics. There was also tachycardia in the 0.1%
Pluronic ™ F-127 and 10 mg.L™* MWCNT + Pluronic ™ groups, with no change in the lowest
concentration of the nanoparticle, indicating increased cardiac performance related to
homeostatic response to increase perfusion and oxygenation of tissues responsible for
detoxification, corroborated by increased erythrocytes in the 0.1% Pluronic ™ F-127 group.
The immunological response to the xenobiotics indicated hypersensitivity (allergenic response)
to MWCNTSs and neutropenia, possibly caused by Pluronic ™ F-127 surfactant in all groups,
representing increased susceptibility to fungi. Genetic damage occurred to all xenobiotics,
however the damages were conserved only in the highest concentration of MWCNTSs. Moreover
the body pigmentation of the animals exposed to MWCNTSs was reduced, probably due to the
increase of melatonin secretion and decreased stimulation of melanopsin. In addition, the
association between Pluronic ™ F-127 and MWCNTSs often resulted in responses different from
those when surfactant was used alone, probably due to competition from the surfactant /
nanoparticles / biological system interaction, indicating the relevance of the study of the
dispersing compounds of the materials of interest, as well as the biomarkers in different levels
of biological organization. In general, the results point to the urgency of new strategies and
public policies aimed at the environmental preservation, especially to the anuran amphibians.

Key-Words: Ecotoxicology; bullfrog; physiological response; surfactant; Nanotoxicology.
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1. Introducdo

Em todo o globo, h4 o consenso de que diversas espécies, inclusive os anfibios, estdo
em um estado de declinio de suas populacbes (PIMM; RAVEN, 2000; CLAVEL et al., 2011)
ou ja se encontram em extin¢do (SOLOW, 2003; JACKSON, 2014; ROBERTS, 2003). Muitos
dos motivos apontados para a alta taxa de extin¢ao referem-se as atividades antropicas, sendo
inclusive apontada na academia uma nova Grande Extincdo — a Sexta Grande Extingédo
(WAKE; VREDENBURG, 2008) — e até mesmo o inicio da Epoca Geoldgica “Antropoceno”
(EKSTROM; SVENSEN, 2014). Mas somente a partir do final dos anos 80 e inicio dos anos
90 (WAKE, 1991; PECHMANN; WILBUR, 1994), ap6s o primeiro Congresso Mundial de
Herpetologia (1989), que a conscientizacdo acerca do declinio de anfibios comecou a ganhar
destague na comunidade cientifica (STUART et al., 2004; BEEBEE; GRIFFITHS, 2005),
tornando-se inclusive tema de livro (WHITTAKER et al., 2013). Dentre as causas do declinio
das populagdes de anfibios estdo as mudancas climéaticas (D’AMEN; BOMBI, 2009;
BICKFORD et al., 2018; ROWE; CRANDALL, 2018), alteracGes na incidéncia de radiacéo
solar (FRANCO-BELUSSI et al., 2018), patologias causadas por infeccdes (VOYLES et al.,
2011; BRUTYN et al., 2012; KIK et al., 2012; SALLA et al., 2015), ocupacao antropica
(HAMER; MCDONNELL, 2008; SMALLBONE et al., 2011; YOUNGQUIST; BOONE,
2014ZHANG et al., 2016a; COLLINS; FAHRIG, 2017; VILLASENOR et al., 2017),
competicdo interespecifica (KATZMANN et al.,, 2003) e exposicdo a xenobidticos
(MONTALVAO et al., 2017; PELTZER et al., 2013).

Frequentemente os xenobioticos estdo associados ao desequilibrio da homeostase de
diversos organismos ndo-alvos, como abelhas (DECOURTYE et al., 2005), caramujos
(KRUATRACHUE et al., 2011), anfibios (DAL-MEDICO et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2016; RISSOLI et al., 2016; SALLA et al., 2016) e mamiferos em geral (O’BRIEN et al.,
1993), inclusos os humanos (HILLEGASS et al., 2013; BHATTACHARJEE et al., 2016). Dos
efeitos causados por alguns desses compostos esta a carcinogénese ou oncogénese, processo de
geracdo de células tumorais (ISLAS-ESPINOZA; HERAS, 2015; GATTO et al., 2016;
BHARDWAJ et al., 2018; CHATTERJEE; GUPTA, 2018; HANNA; HAFEZ, 2018;
LENGAR, 2018). O cancer € uma patologia cujas mortes alcangaram o nimero de oito milhdes
de pessoas em 2012 e quatorze milhGes de novos casos relatados no mesmo ano (STEWART;
WILD, 2014). Dentre os fatores desencadeantes dessa patologia, esté a exposi¢do a poluentes

e/ou outras substancias presentes no meio de ocupagdo do organismo (FRANCO et al, 2009;
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STEWART; WILD, 2014), cujo mecanismo se deve ao acimulo de danos ao material genético
(FOULDS, 1954; HANAHAN; WEINBERG, 2000; DESAI et al., 2018) por diferentes vias,
entre elas o estresse oxidativo (BERTRAM; HASS, 2008; MENA et al., 2009).

Atualmente, hd uma enorme variedade de compostos reconhecidamente capazes de
desequilibrar a homeostasia dos Anura (MERREN, 1820), tais como metais (DAL-MEDICO
et al., 2014; FALFUSHYNSKA et al., 2015; CARVALHO et al., 2017; MONTEIRO et al.,
2018), pesticidas (COSTA, et al., 2008; ZAYA et al., 2011; COSTA, et al., 2015; OLIVEIRA
etal., 2016; BACH et al., 2018), horm6nios (TOMPSETT et al., 2012; SALLA etal., 2016) e
varias nanoparticulas (NATIONS et al., 2011; YSLAS et al., 2012; SALVATERRA et al.,
2013; SARIA et al., 2014; CAREW et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; SVARTZ et al.,
2017).

Diversas técnicas tém sido utilizadas na avaliacdo dos biomarcadores com impactos
ecotoxicoldgicos sobre organismos ndo-alvos (BAINY; MARQUES, 2003; DEPLEDGE et al.,
1995), como a observacgéo da atividade comportamental (SLOMAN, 2004; FRAKER; SMITH,
2008; DAL-MEDICO et al., 2014; HARTMANN et al., 2016; KOHLER et al., 2018; SCOTT;
WHITLOK et al., 2018), alteracdes morfocolorimétricas (FRANCO-BELUSSI et al., 2016),
afericdo de frequéncia cardiaca (RODRIGUES; PARDAL, 2014; SALLA et al., 2016; LARI
et al., 2017; HUREN et al., 2018; JONES-COSTA, et al., 2018), a avaliacdo de eritrocitos
(LANG et al., 2012; PRETORIUS et al., 2016; ZHELEYV et al., 2016; QADRI et al., 2017;
CHAN et al., 2018; FARAG; ALAGAWANY, 2018), leucécitos (KONDO et al., 1992; BOLS
etal., 2001; LIESCHKE; TREDE, 2009; HUANG et al., 2016; BOISSEAUX et al., 2017) e as
avaliacOes de danos genéticos (DEPLEDGE, 1996; BLUHM et al., 2018; FRANCO-BELUSSI,
etal., 2018; LIU et al., 2018). A utilizacdo dessas técnicas em estudos ambientais, de risco ou
de avaliacdo de impacto sdo importantes ferramentas para a obtencdo de informacdes para a
criacdo ou readequacdo de regulamentacOes legislativas e decisdes publicas destinadas a
conservacao da biota e de sitios de ocupacéo.

Assim como os estudos acerca dos impactos antrépicos ao meio ambiente, a
Nanotecnologia também é uma &rea da Ciéncia nova e seu advento possibilitou a sintetizacdo
de uma vasta gama de novos materiais, deixando de maneira global uma lacuna nas legislagoes
vigentes (FATKHUTDINOVA et al., 2016; BANDALA; BERLI, 2019). As nanoparticulas
(NPs) séo definidas como particulas as quais a0 menos uma das faces possui tamanho de 1 a
100 nm (MOTTIER et al., 2017; MISSAQUI et al., 2018). Os nanomateriais (NMs) possuem
caracteristicas fisicas e quimicas Unicas, capazes de conferir melhoramento de condutividade
elétrica (KHALIL etal., 2017; MORA et al., 2018) e/ou térmica (UEKI et al., 2018), resisténcia
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mecanica (SEOL et al., 2017), dentre outras, e podem ser utilizados em diferentes aplicacfes
(QU et al., 2018). Dentre as NPs projetadas/manufaturadas, se encontram as baseadas em
carbono, também chamadas de nanoparticulas carbonaceas, constituidas majoritariamente por
ligacbes Carbono-Carbono. Dentre essas, estdo 0s nanotubos de carbono (CNTs -Carbon
Nanotubes), NPs tubulares consideradas unidimensionais ou 1D (dimens&o) (MOTTIER et al.,
2017). Algumas das aplicacfes dos CNTs remetem a producdo de sensores (LYNAM et al.,
2009; DUARTE et al., 2014; SAETIA et al., 2014; ZHAO et al., 2018), células fotovoltaicas
(CUI, MARUYAMA, 2019), em aparelhos baseados em spin —engenharia eletronica (MEENA,
CHOUDHARY, 2017; MEENA, CHOUDHARY, 2018), reacdes de catalise (ESTEVES et al.,
2018), bioimageamento (GONG et al., 2013; HERNANDES-RIVERA et al., 2016), vacinas
(PARRA et al., 2013; SCHEINBERG et al., 2013), imunoterapias (FADEL, FAHMY, 2014),
terapias génicas (CHEUNG et al.,, 2010; BATES, KOSTARELOS, 2013), terapias de
hipertermia (SINGH, TORT]I, 2013) e purificacdo de 4gua (DENG et al., 2018). No entanto,
em algumas aplicagdes relativas a utilizagdo desses novos materiais torna-se necessaria a
preparacdo de suspensdes (MENON et al., 2012) em solucGes com surfactantes como o
Pluronic™ F-127 (IRAZUSTA et al., 2018), composto amplamente utilizado em drug-delivery
(KABANOV et al., 2002).

Aliados ao declinio multifatorial dos anfibios (CATENAZZI, 2015), estudos
desenvolvidos com espécies de anfibios anuros (e.g., Xenopus laevis) utilizando CNT vém
sendo realizados. Dentre os biomarcadores avaliados destacam-se os relativos ao estresse
oxidativo (SARIA et al., 2014), os danos genéticos avaliados por diferentes técnicas
(MOUCHET et al., 2008; SARIA et al., 2014), o atraso do crescimento, a alteracdo de
pigmentacdo corporea e visceral (LAGIER et al., 2017) e a obstrucdo de tecidos/6rgdos
(MOUCHET et al., 2008).

Levando-se em consideracdo a particular susceptibilidade de anuros aos xenobidticos
devido a apresentarem uma pele extremamente delgada (CZOPEK, 1965; RISSOLI et al.,
2016), baixas taxas de catabolismo e depuracdo quando comparadas as de vertebrados
endotérmicos (GARDNER; OBERDOSTER, 2005), assim como sua toxicidade diferencial
(LANONE et al., 2013) este estudo se prop6s a avaliar o efeito do nanotubo de carbono de
parede multipla (MWCNT — Multi-Walled Carbon Nanotube) e do surfactante Pluronic™ F-
127 sobre biomarcadores em diferentes niveis de organizacdo bioldgica utilizando girinos da
espécie-modelo Lithobates catesbeinus (SHAW, 1802) para avaliagdo de toxicidade ambiental
e ocupacional. Uma vez que ndo ha informacgdes acerca das concentracdes ambientalmente
relevantes de CNTs em corpos da agua (ARVIDSSON et al., 2013; LEAD et al., 2018;
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SHAREENA et al, 2018), partimos da hipdtese de que concentracdes desse xenobidtico na faixa
de0,1a10 mg.L"t de MWCNT (MOUCHET etal., 2010; BACCHETTA et al., 2012; LAGIER
et al.,, 2017) provocardo alteragbes subcelulares (genotoxicidade e mutagenicidade),
hematoldgicas, imunolégicas, morfofisiologicas e comportamentais nos animais, que irdo

repercutir no estabelecimento de suas populagdes.
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2. Objetivo

O objetivo geral foi avaliar a toxicidade apds 96 horas de exposi¢do as concentragdes
de 0,1 e 10 mg.L* de nanoparticulas (NPs) de nanotubos de carbono de parede multipla
(MWCNT) associadas ao surfactante Pluronic™ F-127 (0,1%) e ao surfactante isolado, sobre
girinos de rés-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), utilizando biomarcadores
comportamentais, morfofisioldgicos, hematoldgicos, imunoldgicos e de genotoxicidade e
mutagenicidade com o intuito de contribuir para estabelecimento de marcos regulatorios para

0 uso destes compostos.

2.1.  Objetivos especificos

o Determinar o nivel de atividade dos girinos de ré-touro expostos ao
MWCNT associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado;

o Analisar a massa corporea dos animais ao longo do periodo de exposi¢do
dos girinos de ré-touro expostos a0 MWCNT associado ao surfactante Pluronic™ F-
127 e ao surfactante isolado;

. Avaliar a massa ventricular dos girinos de ra-touro expostos ao MWCNT
associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado;

. Avaliar o comprimento dos girinos de ra-touro expostos a0 MWCNT
associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado.

. Determinar comparativamente a pigmentacao cutanea dos girinos de ra-
touro expostos ao MWCNT associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante
isolado:

. Analisar a frequéncia cardiaca in situ dos girinos de ra-touro expostos ao
MWCNT associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado:.

o Determinar a densidade populacional de eritrocitos presentes no sistema
circulatério dos girinos de ra-touro expostos ao MWCNT associado ao surfactante
Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado;

o Realizar a contagem diferencial de leucocitos (neutrofilo, basofilo,
eosinofilo, linfécito e monaocito) dos girinos de ré-touro expostos ao MWCNT associado

ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado;
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o Analisar o potencial mutagénico sobre os girinos de ré-touro expostos ao
MWCNT associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado;

o Avaliar o potencial genotoxico sobre os girinos de ra-touro expostos ao
MWCNT associado ao surfactante Pluronic™ F-127 e ao surfactante isolado.
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3. Fundamentacéo tedrica

Os anfibios despertam interesse em diversas areas da Ciéncia, como a Ecologia, a
Etologia, a Filogeografia, a Genética, a Biologia do Desenvolvimento e a Biologia Evolutiva
(VITT; CALDWELL, 2013), sendo utilizados em diferentes aplicacfes, como a clonagem, a
reprogramacdo celular (CIBELLI et al., 2014) e, inclusive, noo monitoramento ambiental
(CATENAZZI, 2015).

3.1. Anfibios

Historicamente, o grupo Amphibia surgiu no Periodo Carbonifero (Era Paleozdica), ha
aproximadamente 354 milhdes de anos, ap0s 0 surgimento dos Sarcopterygii (nadadeira
lobada), Actinistia (representantes atuais: Celacantos) e Dipnoi (peixes pulmonados), e dos
primeiros Tetrapoda (do grego, tetra: quatro e poda: pés), no final do Siluriano e do Devoniano,
ha cerca de 443 e 417 milhdes de anos, respectivamente (CAMPBELL; REECE, 2009). Eles
resistiram a pelo menos trés Grandes Exting6es, sendo elas a transi¢do entre as Eras Paleozdica
(supercontinente Pangea) e Mesozbica (supercontinentes Gondwana e Laurasia), que dizimou
aproximadamente 96% de todas as espécies marinhas ha cerca de 251 milhdes de anos, a
transicdo no Mesozoico entre os Periodos Triassico e o Jurassico (cerca de 200 milhdes de anos
atras) (CAMPBELL; REECE, 2009), periodo no qual os grupos atuais de anfibios se
diversificaram (ROELANTS et al., 2006), e a transicéo entre as Eras Mesozoica e Cenozoica
(configuracdo continental atual), conhecida por extinguir a maioria dos dinossauros ha cerca de
65,5 milhdes de anos (CAMPBELL; REECE, 2009). Os primeiros tetrapodes (e.g.
Acanthostega, Densignathus, Elginerpeton, Hynerpeton, Ichthyostega, Jakubsonia,
Metaxygnathus, Obruchevichthys, Sinostega, Tiktaalik, Tulerpeton, Ventastega, Ymeria)
surgiram cerca de 370 milhdes de anos atrés, com Gerobatrachus hottoni sendo considerado o
primeiro ancestral comum de Anura e Caudata (ALEXANDER et al., 2011), ha
aproximadamente 330 milhées de anos (MAURO et al.,, 2005; ZHANG et al., 2005
ANDERSON et al., 2008).
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3.1.1. Caracteristicas gerais

Anfibios sdo caracterizados como vertebrados com dois condilos occiptais na base do
cranio, nadadeiras sem suporte, ao menos dois tipos de glandulas na pele, respiracéo cutanea,
ectotermia, com periodo ativo majoritariamente, noturno (SPARLING et al., 2000) e,
predominantemente, carnivoros (BERKOVITZ; SHELLIS, 2017) em ao menos uma das fases
de vida. Todos os Amphibia sdo polifiodontes e sua denti¢do € variada mesmo entre as ordens,
com os Gymnophiona em posse de diversos dentes, dispostos nas premaxilas, maxilas, vomers,
palatinos e dentérios; os Batrachia (Caudata + Anura) possuem dentes reduzidos, nos Caudata
estdo dispostos nas mandibulas superior e inferior e nos Anura hd menor quantidade de dentes
no palato, com apenas uma espécie dotada de dentes dispostos no dentario (Gastrotheca
guentheri), sendo muitos edentados (e.g., género Bufonidae) (BERKOVITZ; SHELLIS, 2017).
Ainda, a maioria dos anfibios apresenta fertilizacdo externa, sendo observado em Anura 0
amplexo (ALEXANDER et al., 2011) e ovoposi¢cdo em ambientes aquaticos ou imidos, com
excecOes que chegam ao cuidado parental (CATENAZZI, 2015), armazenando 0S ovos ha
regido dorsal, boca ou estdmago (CAMPBELL; REECE, 2009). Em Amphibia “ndo ha padrdo
cromossomal para determinacdo sexual; em alguns o macho é heterogamético (Rana), enquanto
em outros é a fémea (Ambystoma tigrinum, Bufo bufo)” (SPARLING et al., 2000, traducao
livre). Majoritariamente, possuem vida livre aquatica durante o estagio larval, seguida por
metamorfose, gerando um adulto comumente semi-aquatico (PESSIER, 2018), caracterizando
ocupacao de distintos ambientes em diferentes estagios de vida (LINDER et al. 2003), o que da
nome ao grupo (do grego: amphi ou duas formas e bios ou vida), onde o

“processo de metamorfose é uma complexa remodelacdo dos sistemas
corporais iniciado pelos efeitos transcripcionais do horménio da
tiredide [...]. Entre as mudancas importantes durante a metamorfose

estdo o desenvolvimento do bago e a reabsorcdo por apoptose mediada
da musculatura caudal.” (PESSIER, 2018, tradugdo livre).

O processo de metamorfose inclui, atualmente, trés modelos para sua descrigdo: o 1° —
desdiferenciagdo induzida pelo hormonio da tiredide, o 2° — comutagdo génica ou gene
switching e 0 3° — permutacédo celular ou cell switching (MUKHI et al., 2010); com o eixo
hipotalamo-hipofise ou glandula pituitaria-tiredide para producéo dos horménios tiroxina (T4)
e trilodotironina (T3) parecido com o humano, mas com diferengas (LAUDET, 2011). Ainda,
o0 longo intestino da fase larval, caracteristico de herbivoria, sofre encurtamento na transigéo a

fase adulta, caracterizada por carnivoria (PESSIER, 2018). Ha denticdo queratinizada nas fases
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larvais (BERKOVITZ; SHELLIS, 2017). E “o sistema imune sofre dréstica reorganizacdo na
metamorfose de forma a evitar o reconhecimento indesejado de antigenos dos tecidos adulto
emergentes como estranhos” (PESSIER, 2018, traducdo livre). Entretanto, nem todos os
membros de Amphibia sofrem metamorfose, como os Plethodontidae e alguns Anura que
possuem desenvolvimento direto (SPARLING et al., 2000).

De maneira geral, a pele dos anfibios é altamente permeéavel (CZOPEK, 1965;
LILLYWHITE, 2006), com a epiderme constituida por apenas uma ou duas camadas de células
queratinizadas (PESSIER, 2018), stratum corneum « (LILLYWHITE, 2006), atuando na
absorcdo de agua nas espécies de agua doce (LILLYWHITE, 2006; PESSIER, 2018) mediada
por aquaporinas (SUZUKI; TANAKA, 2009); na osmoregulacdo mediada por queratindcitos,
captando sais (PESSIER, 2018) — divididas entre “células principais” e “células ricas em
mitocondrias” (KATZ et al., 2000; CAMPBELL et al., 2012); e na respiracdo, tanto aérea
(BENTLEY; SHIELD, 1973) quanto aquética (SHIELD; BENTLEY, 1973), mediada por uma
extensa vascularizacdo intraepidermal (PESSIER, 2018). Entretanto, ndo ha queratinizacdo
tegumentar em larvas de Anura e ha apenas nas extremidades dos membros de Caudata
neoténicas aquaticas (PESSIER, 2018). A respiracdo também pode ocorrer de forma
bucofaringea, branquial ou pulmonar, os quais variam desde sacos simples até estruturas
altamente compartimentalizadas compostas por multiplas camaras alveolares (CAMPBELL,;
REECE, 2009; PESSIER, 2018).

O sistema cardiovascular é variavel em anfibios e composto nos adultos por coracdo
com trés cAmaras (SPARLING et al., 2000) — dois atrios e um ventriculo — com o sangue saindo
pelo cone arterioso que se divide em trés arcos: o pulmocutéaneo (pele e pulméo), o sisttmico
(membros e visceras) e 0 car6tido (cabeca e pescoco) e retornando ao coragdo pelo seio venoso
pelas via veias jugulares (cabeca e pescoco), veias subclavas (membros anteriores e pele) e veia
pos-cava (membros posteriores e visceras) (VITT; CALDWELL, 2013) no éatrio direito,
enquanto a veia pulmonar retorna pelo atrio esquerdo, havendo pouca mistura entre sangue
arterial e venoso na camara ventricular (SPARLING et al., 2000). Nos adultos ha a perda dos
dois primeiros arcos adrticos (arcos viscerais no estagio larval), sendo retidos apenas trés arcos
nos Anura (VITT; CALDWELL, 2013). O sistema linfatico é aberto, com seios subcutaneos
largos em Anura e corages linfaticos (contrateis e providos de valvulas) encontrados préximos
as juncdes venosas — entre 10 e 20 em Anura e Caudata (VITT; CALDWELL, 2013). O sangue
é composto por eritrocitos (hematose), leucocitos (remogdo de detritos celulares e defesa a
patdgenos) e trombdcitos (coagulagdo), com o plasma sanguineo incolor (VITT; CALDWELL,
2013).
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As espécies remanescentes da classe Amphibia compreendem a subclasse Lissamphibia
(MAURO, 2010), ver Figura 1, somando 7.976 espécies, divididas entre trés ordens: a Anura
(e.g., sapos, rds e pererecas), com 7.045 espécies, 449 géneros e 54 familias, a Caudata (e.g.,
salamandras), com 719 espécies, 68 géneros e 10 familias, e a Gymnophiona (e.g., cecilias ou
cobras-cegas), com 212 espécies, 33 géneros e 10 familias (https://amphibiaweb.org em 19 de
fevereiro de 2019).

Figura 1. Clarograma simplificado da divergéncia dos anuros atuais. Ndmeros entre parénteses descrevem o
ntmero de espécies descritas.

‘ Ichthyos-
tegalia

.\ Anthraco-
sauria

’Temnospondyli

Linhagens Lissamphibia
extintas (7.976)

Mammalia /
¢ Reptilia /
iiAVeS!l

Fonte: Autoria propria, com relagdes filogenéticas baseadas em Hildebrand e Goslow (2006), nimero de espécies

em https://amphibiaweb.org (19 de fevereiro de 2019) e fotografias de autoria desconhecida.

3.1.2. Anura

Os Anura ocorrem em todos os continentes, com Unica excecao a Antartica (GALLO et

al., 2006) e sdo o maior grupo em numero de especies dentro de Amphibia. Nos anuros a cauda
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“desaparece durante a metamorfose entre a fase larval e a adulta” (ALEXANDER et al., 2011),
fato que da nome ao grupo (Anura: animais sem cauda, do neolatin “an”, prefixo de negagéo, e
do grego “oura”, que significa cauda). Os adultos sdo carnivoros (ALEXANDER et al., 2011),
sua denticdo, quando presente, tem a funcdo de prender a presa e evitar que ela escape
(BERKOVITZ; SHELLIS, 2017). Apresentam ampla diversidade de cores, tanto aposematicas
(coloracdo de adverténcia/defesa) como para camuflagem (ALEXANDER et al.,, 2011).
Possuem corpos sem cauda, com formato cabeca-corpo continuo (VITT; CALDWELL, 2013),
bocas amplas e olhos pronunciados para fora do cranio; possuem quatro membros, sendo 0s
traseiros mais desenvolvidos (maior tamanho e massa muscular), modificados em sua maioria
para saltar, mas também para escalar, escavar, nadar ou planar (ALEXANDER et al., 2011).
Em algumas espécies ha glandulas na pele que secretam muco de sabor desagradavel ou mesmo
venenoso (CAMPBELL,; REECE, 2009).

As larvas, também chamadas de girinos, predominantemente herbivoras, com carnivoria
oportunista (SPARLING et al, 2000), possuem corpo esférico, com intestino longo
(ALEXANDER et al., 2011), olhos dispostos na regido dorsal, dorso-lateral ou lateral. A regido
do dorso possui tons preto, marrom, cinza e verde em varios arranjos, e ventre de coloracédo
bronze, prata ou branca, devido a disposi¢do dos cromatoforos — células com pigmentos capazes
de promover ou mudar a coloragdo, podendo apresentar metacromasia com
escurecimento/clareamento relacionados aos ciclos de luz (MCDIARMID; ALTIG, 1999),
respiracdo branquial, cutanea e pulmonar nos estagios mais avancados da metamorfose
(BURGGREN, 1984) e sistema de linha lateral (ausente em adultos). Inicialmente sem pernas,
apresentam uma cauda longa e afilada (CAMPBELL; REECE, 2009), com regido muscular e
“nadadeiras sem suportes formada por tecido conectivo frouxo” (MCDIARMID; ALTIG, 1999,
traducdo livre). Durante a metamorfose ocorrem mudancas nas estratégias de trocas gasosas,
passando de uma forma cutanea-branquial para cutanea-pulmonar ao longo do desenvolvimento
larval (BURGGREEN, 1984; GDOVIN et al., 1998), incluindo mudancas da atividade do
circuito neural relacionado a ritmogénese pulmonar (REED et al., 2018).

O desenvolvimento larval de anuros foi dividido por Gosner (1960) em 46 estagios
(ANEXO A), sendo o estégio 1 a fertilizacdo, o 19 o inicio dos batimentos cardiacos, o0 23 a
formagéo inicial do padréo de pigmentacédo pelos cromatoforos
(iridoforos/leucoforos/guandforos — pigmentos opacos ou de aparéncia leitosa responsaveis por
coloragcOes iridescentes e metalicas, melanoforos — pigmentos relativamente insollveis
escuros— e lipéforos/xantéforos — pigmentos sollveis ou transluzentes de cor amarela, laranja

ou vermelha, com padréo de aparéncia de coloracéo dispersa) e desenvolvimento do disco oral
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e dos dentes labiais, 0 26 estagio marca o inicio do desenvolvimento dos membros; 0 45 0
término da reabsorcdo caudal e 0 46 o término da metamorfose (GOSNER, 1960). Ainda, ha
alteracdo da hemoglobina larval e adulta durante a metamorfose (BUCHHOLZ, 2015),
localizadas em células diferentes as quais se encontram presentes concomitantemente na
circulacdo sanguinea em densidades populacionais distintas (MUKHI et al., 2010). O coracgdo
na fase larval apresenta morfologia tubular com quatro cdmaras sequenciais, seio venoso, um
anico atrio e um unico ventriculo ndo trabeculado e um bulbo arterioso, a semelhanca dos
Elasmobranchii, diferenciando-se entdo apds a metamorfose mais uma camara atrial nos adultos
de respiragdo pulmonar e também caracterizado por um ventriculo trabeculado a fim de
minimizar a mistura dos sangues arterial e venoso, provenientes do atrio esquerdo e direito,
respectivamente (MCDIARMID; ALTIG, 1999). Vale também ressaltar a permanéncia do seio
venoso, onde esta localizado o marca-passo, e também do bulbo arterioso também na fase

adulta.
3.1.3. Espécie Modelo: “Lithobates catesbeianus” (SHAW, 1802)

Dentre os anuros, cabe aqui ressaltar a espécie L. catesbeianus (Figura 2), a ra-touro
Norte Americana, antigamente classificada como Rana catesbeiana, que ainda passa por
revisdes taxondmicas com a Ultima proposicao de alteracdo de nomenclatura proposta por Yuan
et al. (2016) para Rana (Aquarana) catesbeiana, justificando o aumento de parafilia entre os
géneros. Esses animais passam por uma fase pré-metamorfica aquatica, em que sdo
denominados girinos e que podem atingir até 17 cm de comprimento (VIEIRA, 1993) no estagio
25 de Gosner (1960).

Figura 2. Espécime de ra-touro (L. catesbeianus) pds-metamorfica. Imagem gentilmente cedida por Raul César

%

%y

Alves.

Fonte: acervo pessoal de Felipe Augusto Pinto Vidal.
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A denticéo de L. catesbeianus (Figura 3) se encontra exclusivamente na maxila superior
e vbmeres (BERKOVITZ; SHELLIS, 2017) e sua respiracdo branquial é progressivamente
substituida pela pulmonar ao longo da metamorfose, porém mantendo-se a respiracdo cutanea
em todas as fases da vida (BURGGREN; WEST, 1982). Também durante 0 processo
metamorfico, o coracdo adquire posicionamento mais anterior na fase adulta (MCDIARMID;
ALTIG, 1999).

Figura 3. Dentic&o de L. catesbeianus. A. vista lateral esquerda mostrando auséncia de dentigdo na maxila inferior.
B. vista inferior do cranio sem a maxila inferior mostrando a o desenvolvimento da reposi¢do dentéria (seta indica

dentes no vomer).

Fonte: Berkovitz e Shellis (2017), com alterages.

3.1.4. Declinio dos anfibios

Desde a ascensao do género Homo, em especial devido as recentes a¢des dos H. sapiens
sapiens durante as Ultimas grandes revolucGes tecnoldgicas (i.e., agricola e industrial), as
alteracbes de configuracdo do meio ambiente devidas as acBes antrépicas vém causando
declinio de diversas espécies em todo o globo (CAMPBELL; REECE, 2009), com uma taxa de
extincdo acentuada, chegando ao valor de 2.351 vezes mais elevada que a taxa de extingdo
histérica média; com os anfibios sendo acometidos de maneira expressiva (CATENAZZI,
2015). De forma geral, o declinio dos anfibios esta relacionado diretamente com alteracdes das
caracteristicas naturais do habitat, assim como a sua a perda e a presenca de patdgenos
(LINDER et al., 2003). Dentre as alteragdes das caracteristicas naturais do habitat tem se o
aumento da intensidade da incidéncia de radiacéo ultravioleta sobre a superficie terrestre, a qual
tem gerado preocupacdes relativas a saide humana (BRASH et al., 1991), assim como para 0s
anfibios (FRANCO-BELUSSI, 2018) devido a sua agdo genotdxica. Ainda que haja
consideravel plasticidade génica em Amphibia devido a ploidia e a amplitude de pares de bases
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(10° e 10%) no seu arcabougo genético (SPARLING et al., 2000), o requerimento conjunto de
ambientes aquaticos e terrestres para sobrevivéncia de muitas espécies de anfibios os torna
particularmente susceptiveis a alteracdes da qualidade do meio onde estéo inseridos (LINDER

et al., 2003), caracteristica que os torna bons modelos em ensaios ecotoxicoldgicos.

3.2. Ecotoxicologia

A espécie humana sempre teve interesse pela Toxicologia, desde 0 momento em que
passamos a distinguir alimentos comestiveis daqueles que nos causavam efeitos adversos,
incluso a morte, até o uso atual de substancias projetadas e sintetizadas antropicamente. Alguns
desses compostos, tdxicos ou ndo, sdo designados como xenobidticos quando considerados
“substancias estranhas ao organismo” (SPARLING, 2016, traducéo livre), ou seja, substancias
ndo-autdgenas.

A Toxicologia é uma area da Ciéncia cujos estudos fomentam pressdao politica,
relacionada diretamente as decisfes politicas e regimentares. Essa area da Ciéncia tem seus
primeiros grandes registros ha 2.700 a.C. com Sheng Nung, considerado o pai da medicina
chinesa (SPARLING, 2016) e o papiro de Ebers, o primeiro grande documento estruturado
manuscrito em cerca de 1.500 a.C. (KLAASSEN, 1995). Enquanto Hipdcrates, em 400 a.C. na
Grécia, introduzia principios de toxicologia clinica, mas somente 300 anos apds foi promulgada
em Roma a Lex Cornelia (primeira lei contra envenenamentos), (KLAASSEN, 1995).

Ainda relacionado aos compromissos e deveres publicos, a Ecotoxicologia possui
destague como a subarea que tem como intuito a conserva¢do/manutencdo do meio ambiente
(SPARLING, 2016). Ela deriva da unido entre a Ecologia e a Toxicologia (MANAHAN, 2010)
e seu objeto é avaliar os efeitos adversos de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos em diferentes
organismos nos mais variados niveis de organizacdo bioldgica (KLAASSEEN, 1995;
MANAHAN, 2010; WEXLER et al., 2014; SPARLING, 2016). Apesar de o termo
“Toxicologia Ambiental” ser utilizado muitas vezes como seu sinénimo (HODGSON, 2004),
este é definido como a area da Toxicologia que conecta a saude (humana) ao meio ambiente
(GUPTA, 2018).

E comumente aceito que o livro “A primavera silenciosa”, de Rachel Carson (1907-
1964), publicado em 1962 nos Estados Unidos, durante plena Guerra Fria, tenha marcado o
inicio do que chamamaos de Ecotoxicologia como Ciéncia estruturada. No entanto, o termo que

da nome a esse ramo cientifico foi cunhado por René Truhaut (1909-1994) em 1969
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(SPARLING, 2016), durante a Comissdo do Conselho Internacional das Unides Cientificas em
Estocolmo, Suécia (TRUHAUT, 1977). Ndo obstante, o otimismo trazido pelos diversos
avancos tecnoldgicos do periodo, como os primeiros humanos a caminharem sobre a lua (Neil
Armstrong, Edwin Aldrin e Michael Collins na missdo Apollo 11 em 1969), deixou a agenda
politica dispersa em outras teméticas. Com a tematica ambiental retornando a assolar as ctpulas
politicas somente apos o incidente do reator da usina nuclear na cidade de Chernobyl, em 26 de
abril de 1986, originando repercussdes em todas as esferas e culminando na Conferéncia das
Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento (CNUMAD) ou United Nations
Conference on Environment and Development (UNCED), na cidade do Rio de Janeiro, em 1992
(MARKERT et al., 2003), também chamada de ECO-92 por lus6fonos ou Rio de Janeiro Earth
Summit pelos anglofonos. Desde entdo, algumas reunides com a tematica “Desenvolvimento
Sustentavel” foram realizadas, como a Conferéncia Mundial em Desenvolvimento Sustentavel
na cidade de Jonesburgo, Africa do Sul, em 2002 (UN, 2002), apelidada de RIO+10 ou Earth
Summit 2002 e, mais recentemente, a Conferéncia das Nagdes Unidas sobre Desenvolvimento
Sustentavel, sediada no Rio de Janeiro, em 2012 (UN, 2012), apelidada de RIO+20 ou Earth
Summit 2012, ambas com planos de comprometimento (HAINES et al., 2012) entre os paises
membros da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), incluso o Brasil, a busca do
desenvolvimento sustentavel: “desenvolvimento que atenda as necessidades do presente sem
comprometer a capacidade das geracdes futuras de atender suas proprias necessidades”
(WCED, 1987, traducdo livre), definido na Comissdo Mundial do Meio Ambiente e
Desenvolvimento (World Comission on Environment and Development — WCED) de 1987.
Embora que de forma estruturada a Ecotoxicologia seja uma Ciéncia recente, 0s
primeiros relatos descritivos de danos a organismos ndo-alvos datam entre 23 e 79 d.C. na obra
Historiae Naturalis de Plinio, o0 Ancido, que descreve “o dano causado a plantas coniferas em
locais de transformacdo de sulfetos de ferro em oxidos de ferro pelo processo de calcinagao”
(MARKERT et al., 2003, traducéo livre). Essa nova, mas ndo tdo nova, Ciéncia herda de sua
progenitora, a Toxicologia, a avaliacdo por biomarcadores (SPARLING, 2016). Existem
diversas defini¢bes ao longo da histéria para biomarcadores ou marcadores bioldgicos, entre
elas “eventos capazes de sinalizar indicadores em sistemas ou amostras bioldgicas” (CBMNRC,
1987, traducao livre), “qualquer medida que reflita a interagao entre um sistema biolodgico e um
potencial perigo / agente ambiental” (WHO; IPCS, 1993, tradugdo livre) ou “qualquer resposta
bioldgica frente a quimico(s) capaz(es) de oferecer medidas de exposigdo e/ou efeito toxico”
(DEPLEDGE; FOSSI, 1994, traducéo livre). Nesse estudo, o conceito de biomarcador estara

restrito a quaisquer caracteristicas em sistemas bioticos capazes de expressar informacao,
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entenda caracteristica como propriedade variavel inerente a um nivel de organizacdo (e.g.,
organismo ou populagdo). Ha ainda os termos biomarcador de efeito, relacionado a
caracteristicas endogenas, biomarcador de susceptibilidade, relacionado as caracteristicas
enddgenas ao contato com compostos exdgenos, e biomarcador de exposi¢do, que esta
relacionado as caracteristicas endégenas ao contato com compostos exdgenos, seus metabdlitos
e/ou o produto da interacdo do xenobidtico com o organismo (CBMNRC, 1987; WHO; IPCS,
1993; OOST et al., 2003; KROON et al., 2017).

Outras terminologias importantes de comum uso sdo o termo bioindicador, que
denomina um “organismo que contenha a informagdo sobre a qualidade do ambiente”
(MARKERT et al., 2003, traducdo livre), e o termo biomonitor, que denomina um “organismo
gue contenha informacéo sobre aspectos quantitativos da qualidade do ambiente” (MARKERT
et al., 2003, traducdo livre); logo, biomonitores sdo um conjunto seleto de bioindicadores em
situacOes especificas. Por vezes alguns termos sdo corriqueiramente confundidos devido as
sutilezas de significados e linguagens, como exemplo a terminologia endpoint,
costumeiramente associada a terminologia biomarcador (MARKERT et al., 2003) sendo,
contudo, conceitos distintos no qual endpoint ou parametro terminal, em traducédo literal, se
refere as “medidas quantitativas de um efeito” (SPARLING, 2016, tradugdo livre). De forma
simplista e em analogia a um trabalho remunerado hipotético, na Ecotoxicologia 0s
bioindicadores seriam as pessoas de quem se contrata um servico e 0s biomarcadores as
ferramentas de medida, enquanto os endpoints ou pardmetros de normalidade, as escalas da
medida.

Dentre as variadas caracteristicas inerentes a Ecotoxicologia, muitas vezes, esta pode
estar diretamente relacionada a aspectos toxicologicos de outras areas, como a Nanotoxicologia,
que se destina a avaliar os efeitos toxicos oriundos da interacdo entre organismos nao-alvos e

nanomateriais.

3.3. Nanotecnologia

A Nanotecnologia € uma Ciéncia recente que pode ser definida pelo projeto, sintese,
aplicacdo e produtos concebidos por materiais engendrados cujas formas e tamanhos se
encontrem em escala nano, 10° (BUZEA et al., 2007). A sua conceituagdo foi atribuida na
sociedade ocidental durante o encontro da American Physical Society (Sociedade
Estadunidense de Fisica — traducéo livre), sediado pelo Instituto de Tecnologia da California
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(California Institute of Technology — Caltech), em 29 de dezembro de 1959, com a pergunta de
Richard Feynman: “O que aconteceria se pudéssemos arranjar os 4tomos um a um da forma
que quisermos?” (BUZEA et al., 2007, traducéo livre).

A despeito do senso comum, a natureza € repleta de compostos enquadrados na
definicdo de tamanho das NPs (loc. cit. p. 28) — incluindo as chamadas particulas ultrafinas (<
100 nm) pelas Ciéncias Ambiental e da Saude, como exemplo o virus da imunodeficiéncia
humana — 100 nm de diametro (BUZEA et al., 2007) ou diferentes formas da série de compostos
chamados asbestos ou amianto (KANE et al., 2018; ROGGLI, 2018). Ainda, nds nos
utilizdvamos de materiais em escala nanométrica mesmo antes de nossa compreensao sobre
eles, como acos e polimeros manufaturados (BUZEA et al., 2007), vidros, ceramicas
(THOMPSON, 2007), dentre outros.

Os NMs possuem diversas aplicacbes na area biomédica, algumas inerentes a
mobilidade intracelular, chegando ao nicleo (PANTE, KANN, 2002), capacidade a qual os
estudos de terapia génica com estes materiais se baseiam para projetar os nanocarreadores,
compostos em escala nanométrica capazes de transportar compostos entre membranas celulares
e/ou nucleares (KIM et al., 2016; YIN et al., 2017; ZHAO et al., 2017), terapia fototérmica
(CHEN et al., 2016b; KIM et al., 2016), utilizacdo em terandstica (QIAN et al., 2017) —
combinacdo de terapia e diagndstico em uma Unica técnica, bioimageamento (ZHAO et al.,
2017), contraste para tomografia computadorizada e ressonancia magnética (CUI et al., 2015)
e engenharia tecidual (DEPAN et al., 2011; CHEN et al., 2012; AKHAVAN et al., 2013; KU,
PARK, 2013; AKHAVAN et al., 2014; GOENKA et al., 2014; ZHAO et al., 2017).

A capacidade de penetracdo das NPs em sistemas bidticos esta relacionada ao seu
tamanho e propriedades de superficie, sendo capazes de entrar no organismo por diferentes vias
(HOET et al., 2004), se destacando as de trocas gasosas por difusdo (e.g., pulmdes), pela rapida
entrada na corrente sanguinea (NEMMAR et al., 2001) — avaliada via biodistribuicdo radioativa
por ®"Tc (Tecnécio sestamibi). Logo, o contato de organismos-alvos e ndo-alvos devem ser
estudados, pois “devido a vasta aplicacdo da Nanotecnologia, as NPs se encontram presentes
no ar urbano, na agua tratada, nas aguas residuais e esgotos, no solo e até mesmo como poeira
(mineral) em ambientes de trabalho” (CHEN et al., 2011, traducéo livre), dispersas de forma
natural (e.g., incéndio florestal, erupgédo vulcénica, tempestade de areia, erosao de solo), ndo-
intencional (e.g., emissao de gases por veiculos, queima de combustiveis fosseis, mineracao,
demolicdo, soldagem) e intencional, (e.g., NP engendrada, remediacdo de lencdis freaticos,
imageamento biomédico, medicamento — drug-delivery) (KABIR et al., 2018). Dentre 0s

residuos derivados de NMs podem ser encontrados po a e y de Al cristalino, a-Fe>Os, B-PbO
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ortorrdmbico, NPs de Fe, Ni, Pb, TiO2, Zn, CNTs, grafeno, nanocristais de celulose
(SAMADAR et al, 2018), dentre outros.

Entre alguns dos aspectos toxicos das NPs estdo a inducdo de neurotoxicidade, apoptose,
inducdo de caspases 1, 3 e 5, necrose, teratogenia, disfuncdo da capacidade mitocondrial,
producdo de processos inflamatérios — pro- e anti-inflamatorios, alteragdo das capacidades
fagociticas, da morfologia celular, aumento de secrecéo de muco, da taxa ventilatoria, expressao
P38 MAPK (mitogen-activated protein kinases ou proteina quinase de ativacdo mitdtica),
espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROS — reactive oxygen species), expressdo de genes
classe Thl (IL-2 — interleucina, IFN-y — interferon e TNF-o — tumor necrosis factor ou fator de
necrose tumoral), Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), de dopamina, norepinefrina, IL-1p, IL-11, IL-
17, HSP 27 (heat shock proteins — proteinas de choque térmico), Na*/K*-ATPases, ativacéo de
histoninas 2AX, PARP-1 (poli ADP-ribose polimerase), fator de transcricdo AP-1 (activator
protein ou proteina ativadora), NF-«kB, genes NLRP3 ou CIAS1 (producdo de criopirinas,
espécies reativas de acidos tiobarbituricos - thiobarbituric acid reactive substances: TBARS),
diminuicao de hemoglobina, hematdcrito, entre outros (PANDEY; PRAJAPATI, 2018).

A presenca dos NMs de origem natural é tdo antiga quanto a formacao do planeta, com
registros de nanodiamantes formados por impactos de meteoros ha 35 milhdes de anos
(OHFUJI et al., 2015), enquanto os registros dos CNTs oriundos de amostras de gelo datam de
ao menos 10 mil anos (MURR et al., 2004; PEREZ et al., 2009). Ja os NMs sintetizados
encontram-se presentes em nosso cotidiano desde o século XVII — ouro coloidal com 6£2 nm
(THOMPSON, 2007), com o primeiro estudo toxicoldgico de cunho declaradamente
nanotoxicoldgico ocorrendo apenas em 1982 (KANTE et al., 1982; PANDEY, PRAJAPATI,
2018). Desde Kante et al. (1982), outros estudos tém sido realizados nas ultimas trés décadas e
meia, demonstrando que talvez algumas NPs ndo sejam tdo brutum fulmen (“inofensivas”)
quanto alguns estudos possam inferir (LEAD et al., 2018). Devido a emergente diversidade das
NPs projetadas, sintetizadas/manufaturadas em escala laboratorial e/ou comercial nas Gltimas
cinco décadas (DREYER et al., 2010) — desde 1962 (grafenos), ha uma crescente preocupagéo
relacionada a seguranca destes compostos e as medidas legais de protecio (JOVANOVIC;
PALIC, 2012; WEXLER, 2014) humana (TOYOKUNI, 2013) e ambiental (ARTIGAS et al.,
2012).
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3.3.1. Historico dos nanomateriais carbonaceos

As nanoparticulas carbonaceas (CNPs —carbon nanoparticles) sdo nanomateriais
compostos basicamente de carbono, via ligacdo Carbono-Carbono (loc. cit. p. 29), semelhantes
ao grafite e ao diamante (ADLER et al., 2010). O carbono compreende uma das séries atbmicas
necessarias a vida como conhecemos (SCHIDLOWSKI, 1988; ZEISLER, GUINN, 1990) e
constitui um dos elementos mais abundantes da Terra, desempenhando papéis criticos nas
biossistemas e a biosfera terrestre (KUMAR et al., 2019). De maneira geral, o carbono faz
ligacGes covalentes em niveis spt, sp? e sp® com outros 4&tomos de carbono ou outros atomos
ndo-metalicos (KUMAR et al., 2019); sendo as hibridizagdes sp? carbono-carbono ou C-C
decorrentes das formas de fulerenos, grafenos e nanotubos (ZHANG et al., 2016b), conferindo
cor preta opaca e grande capacidade de conducdo elétrica, e as hibridizacbes sp® C-C
decorrentes das formas de diamante, conferindo cor transparente, grande capacidade isolante e
alta dureza (KUMAR et al., 2019).

Atualmente, sdo reconhecidas diversas formas de nanomateriais carbonaceos (CNMs —
carbon nanomaterials) (Figura 4), muitas vezes relacionadas a eventos iniciados ha poucas
décadas. Esse fato se da pois a sintese proposital controlada dos CNMs ou nanomateriais
engendrados (ENMs — engeneered nanomaterials) carbonéaceos ocorreu em 1840 por C.
Schafhaeutl (1840) (Figura 5), o qual descreveu o processo de exfoliacdo do grafite com a
producdo de 6xido de grafite por meio da utilizacdo de acido sulfurico (H2SQOa4), &cido nitrico
(HNO3) e dioxido de nitrogénio (NO2) (BOEHM, STUMPP, 2007). Muitos ainda consideram
que a primeira producéo real do grafeno — camadas planares com a espessura de um atomo
(MARX, 2014) — foi realizada por Benjamin Collins Brodie em 1859, utilizando cloreto de
potassio (KCIOz3) e &cido nitrico (HNO3) (GAO, 2015; SHAREENA et al., 2018), chamando o
oxido de grafite de “Graphon” (TIAN et al., 2018). A terminologia grafeno foi introduzida em
1986 (BOEHM et al., 1986), mas propriamente cunhada somente em 1987 (MOURAS et al.,
1987), com a terminologia incorporada pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry) apenas em 1997 (DREYER et
al., 2010). No entanto, a primeira separagédo do grafeno cristalino — constituido unicamente por
carbono — foi realizada anos mais tarde (NOVOSELOV et al., 2004) com a concessao do
Prémio Nobel de Fisica em 2010 a Konstantin S. Novoselov e Andre K. Geim.
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Figura 4. Modelos moleculares de diferentes tipos de nanoestruturas de carbono de classe sp2 exibindo diferentes
dimensdes. 0-D, 1-D, 2-D e 3-D: (a) C60: Buckminsterfullerene; (b) cebolas grafiticas ou fulerenos gigantes
aninhados; (c) nanotubo de carbono; (d) nanocones ou nanochifres —nanohorns—; (e) nanotoroides; (f) superficie
de grafeno; (g) cristal de grafite 3-D; (h) superficie Haeckelite; (i) nanoribbons de grafeno; (j) grupamento de
grafeno; (k) nanotubo de carbono helicoidal; (I) pequenas correntes de carbono; (m) cristais 3-D de Schwarzite;
(n) nanoespumas de carbono interconectadas por superficies de grafenos com canais; (0) rede 3-D de nanotubos e

(p) rede 2-D de nanoribbons.
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Fonte: TERRONES et al. (2010).

Os nanodiamantes eram conhecidos no século XX e sua primeira sintese ocorreu em
1963 por meio de explosdes nucleares (KUMAR et al., 2019) em ambientes com pouco
oxigénio. Desde entdo, diversos outros processos tém sido empregados, utilizando até mesmo
cavitacdo por ultrassom e irradiacdo idnica de grafite (NUNN et al., 2017).

Ja em 1985 foi publicada a descoberta dos fulerenos com 60 atomos de carbono (Ceo) —
icosaedro pentagonal de diametro de 7 A (107 m) (KROTO et al., 1985), a qual mereceu a
concessao do prémio Nobel a Robert F. Curl, Harold Kroto e Richard E. Smalley em 1996;
contudo, a estrutura ja havia sido idealizada teoricamente por David Jones em 1966, descrita

como gaiola esférica fechada feita a partir de folha grafeno dobrada (SMALLEY, 1997).
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Figura 5. Linha do tempo dos principais acontecimentos histéricos acerca dos nanomateriais carbonaceos
(CNMs).

N *Primeiros registros de NPs de diamante (OHFUII et al., 2015).

oon o c ePrimeiros registros de CNMs de origem natural (PEREZ et al., 2009).

o *Oxido de grafite de Schafhaeutl (SCHAFHAEUTL, 1840; BOEHM, STUMPP, 2007).

*Graphon, o 6xido de grafite de Brodie (GAO, 2015; TIAN et al., 2018).

1859

*Primeira visualizagdo de CNTs (BOEHM, 1997; DAVIS et al., 1953).

1953

*Cunho do termo "Nanotecnologia" (BUZEA et al., 2007).

1959

eSintetizagdo de nanoparticulas de diamante (KUMAR et al., 2019; NUNN et al., 2017).

1963

eTeorizagdo da estrutura de fulerénica (SMALLEY, 1997).

1966

eDescoberta dos fulerenos Cy, (KROTO et al., 1985; SMALLEY, 1997).

1985

*Cunho do termo "grafeno" (MOURAS et al., 1987).

1987

oo ePrimeira descricdo dos MWCNT (IlJIMA, 2002).

oo *Primeira descricdo dos SWCNT (IlJIMA, 2002).

s | ® Prémio Nobel pela descoberta do fulereno Cq,

o eDescoberta dos C-dots (XU et al., 2004).

*Prémio Nobel pelo processo de separacao de grafenos em larga escala.

2010

Fonte: Autoria propria.

A primeira descri¢cdo dos CNTs ocorreu em 1991 para os MWCNTSs e em 1993 para 0s
nanotubos de carbono de parede simples (single-walled carbon nanotubes — SWCNT) por

Sumio lijima (IIJIMA, 2002). No entanto, essa descoberta ja havia sido reportada por Davis et
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al. em 1953 (BOEHM, 1997; DAVIS et al., 1953), deixando a Academia com incertezas acerca
do merecedor do titulo da descoberta. J& a classe mais recente dos CNMs foi sintetizada em
2004 via purificacdo de CNTs por eletroforese, chamada de carbon nanodots (C-dots) ou
nanopontos de carbono, em traducao literal (XU et al., 2004), correspondendo a estruturas com
tamanho inferior a 10 nm (NGUYEN et al., 2015; ZHANG,; YU, 2016).

Muitas formas e arranjos de materiais podem ser obtidos utilizando a Nanotecnologia
(TERRONES et al., 2010) e cada um possui caracteristicas especificas que os diferenciam em
suas propriedades (KUMAR et al., 2019). Alguns desses materiais tém destaque na Academia
devido as suas propriedades fisicas e quimicas e capacidade de interagdo em meios bidticos,

como 0s nanotubos de carbono.

3.3.2. Caracteristicas gerais dos Nanotubos de Carbono e Nanotoxicologia

Os nanotubos de carbono (CNTs — carbono nanotubes) sdo materiais de cor preto opaca,
com consideravel condutividade elétrica e térmica e de grande resisténcia ténsil, de ligacdes em
camada sp?. Definidos como materiais unidimensionais (1D) de estruturas cilindricas de
diminuto didmetro; variando entre 0,4 a 3 nm para 0s SWCNT e entre 1,4 a no maximo 100 nm
de diametro para o0s MWCNT (IIJIMA; ICHIHASHI, 1993; DING et al., 2001; TANG et al.,
2001; BAUGHMAN et al., 2002). Suas aplicacOes estdo comumente associadas a componentes
eletronicos, drug-delivery e melhora na qualidade de materiais (loc. cit. p. 29), como o0 aumento
da resisténcia das fibras de Kevlar™ (O’CONNOR et al., 2008; O’CONNOR et al., 2009) e de
Zylon™ — poly(p-phenylene-2,6-benzobisoxazole) (PBO), também chamadas de bibenzoxalato
de polifenileno (KUMAR et al., 2002), utilizadas na area de Defesa.

Desde a década de 1990 diversas utilizac6es tém sido estudadas e aplicadas na sociedade
contemporanea, ao ponto de os CNTs serem encontrados no ar (MURR et al., 2004), em aguas
superficiais (HELLAND et al., 2007) e, inclusive, ja ter sido descrita sua bioacumulagdo em
secrecOes pulmonares de criangas (KOLOSNJAJ-TABI et al., 2015). Sua presenca nos meios
de ocupacdo humanos é um fato inegével, decorrente do uso cotidiano desses NMs e dos
processos que os produzem (e.g., combustdo de propano).

Devido as similaridades morfologicas e biopersisténcia dos CNTs em relacéo a outras
fibras minerais de ocorréncia natural, seus efeitos fisiolégicos sdéo comumente comparados aos
das fibras de amianto ou asbesto — fibras de silicato com didmetro inferior a 100 nm, com a
inducdo de inflamagdo persistente devido & fagocitose frustrada dos macrofagos (HARIK,
2017; KANE et al., 2018), induzindo a formacdo de tecidos tumorais (TOYOKUNI, 2013). O
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que levanta questionamentos sobre o efeito Janus, como a dualidade dos beneficios e reacBes
indesejadas causadas pelos CNTs (SHVEDOVA et al., 2009).

Ainda é necessario ressaltar que os efeitos, benéficos ou ndo, de qualquer agente
quimico e/ou biologico esta intrinsecamente relacionado com a forma de contato com o
organismo (HARPER et al., 2008). Duas das propriedades mecénicas de particulas associadas
a capacidade de promover efeitos em organismos, sdo: o tamanho (CORADEGHINI et al.,
2013; KARLSSON et al., 2009; PASSAGNE et al., 2012) e a dispersdo (GAO et al., 2009;
OPPENHEIM et al., 1995). A disperséo € uma caracteristica ligada também a propriedade do
meio no qual o material de interesse é encontrado e pode ser modulada de forma a evitar a
formagéo de agregados (KENNEDY et al., 2008), os quais sao capazes de interagir de maneira
diferente da propriedade intrinseca de tamanho, especialmente, as NMs (FRANKLIN et al.,
2007).

3.3.3. Dispersao de nanomateriais em suspensdes coloidais

A dispersdo de compostos € um fendBmeno amplamente utilizado no cotidiano, desde a
emulsdo de gordura para o preparo de sorvete (GOFF, 1997), em sprays (sélidos amorfos) para
secagem rapida (SINGH; MOOTER, 2016) e até mesmo para a utilizacdo de nanoparticulas
(JOHNSON et al., 2015). Suspens@es em fase continua (GOFF, 1997) de particulas (coldides)
em fase discontinua uniformemente dispersas (EVERETT, 1988), na escala entre 1 nma 1 um,
sdo denominadas de suspensdes colidais (JONASZ; FOURNIER, 2007); por vezes, denotando
solugdes de alto peso molecular (HEMMINGS; EGAN, 2013). As suspensdes coloidais sdo
empregadas nos mais diversos processos, sendo uma de suas caracteristicas mais almejadas a
estabilidade (ZHAN et al., 2017). Nas solucdes coloidais pouco estaveis as particulas tendem
a se precipitar, enquanto nas estaveis estas mantém-se suspensas. Dentre 0s agentes
estabilizadores de suspensdes coloidais de NPs se encontram os polimeros e copolimeros (DAI
et al., 2008; NASRABADI et al., 2014; PERUMAL et al., 2017).

Os polimeros, de forma geral, sdo moléculas formadas a partir de pelo menos um bloco
molecular altamente repetido (mondmero) gerando grandes estruturas moleculares por ligacdes
em cadeia. Polimeros podem formar redes/malhas tridimensionais (ROGOVINA et al., 2008),
com acao dispersiva (BODMEIER; WANG, 1993; BROWN, 1956; DUONG et al., 2018). A
dispersdo inicial ocorre por processos fisicos (JOHNSON et al., 2015), como a sonicagéo,
dispersando os materiais por cavitacdo (CUI et al., 2017), enquanto a manutencgéo da dispersao

ocorre por repulsdo eletrostatica ou estérica (HONG et al., 2012), criando uma barreira
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energética mais intensa que o movimento Browniano das NPs, impedindo o processo de
agregacdao das mesmas (EVERETT, 1988). Tais propriedades, tornam ampla a utilizacdo de
polimeros na terapéutica, devido a hidrofobicidade de algumas drogas (CHEN et al., 2019;
CRAIG, 2002; HUANG; DA, 2014; MANZO et al., 2017).

Devido a natureza altamente hidrofébica dos CNMs (e.g. MWCNT) e tendéncia a
formacdo de agregados (VAISMAN et al., 2006), e frequente o uso de solventes poliméricos
para adsorcdo nao-covalente em meios aquosos, preservando as propriedades elétricas de
empilhamento eletronico n—m, atracoes eletrénicas e forcas de van der Waals (CUI et al., 2017).
Dentre as classes de substancias utilizadas para a dispersdo dessas NPs encontram-se 0S
copolimeros (polimeros com dois ou mais monémeros distintos), como 0 Pluronic™ (Trade
Mark BASF) (IRAZUSTA et al., 2018; MORAES et al., 2013). Os Pluronic™, também
conhecidos como poloxameros, sdo copolimeros tribloco constituidos por uma porgédo
hidrofilica de éxido de polietileno ou poly(ethylene oxide) (PEO) e uma porcao hidrofdbica de
Oxido de polipropileno ou poly(propylene oxide) (PPO), ligados na conformacao
(PEO)a(PPO)b(PEQ)a (AGAFONOV et al., 2019), ver Figura 6. Adiante, no presente trabalho,
0 copolimero tribloco Pluronic™ F-127 sera mencionado como surfactante devido a
propriedade anfipatica supracitada. Os Pluronic™ F-68 e F-127 possuem grande capacidade de
dispersdo de MWCNTSs, chegando a valores médios entre 10 e 15 mg.L? para solugdes com a
concentragdo do surfactante de 0,025%, e estabilidade, mantendo a solubilizagdo dos CNTs
estavel pelo periodo de um més a concentracdo minima de 0,1% para ambos os surfactantes
(CLARK etal., 2011).

Figura 6. Representacao esquematica dos monémeros de Pluronic™ F-127.

Fonte: AGAFONOQV et al. (2019), com modificagdes.

Os copolimeros Pluronic™ s&o comumente utilizados para drug-delivery em
concentracdo de até 1% da massa corporal total do organismo (KABANOV et al., 2002) e
devido as propriedades surfactantes, estes interagem ‘“com superficies hidrofobicas e
membranas bioldgicas, [...] resultando em alteragdes estruturais da membrana e diminuicdo da
microviscosidade (fluidizagdo membranar)” (BATRAKOVA; KABANOV, 2008, traducéo

livre). J& foi descrito que além da alta capacidade de dispersdo de CNMs, 0 Pluronic™ também
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ocasiona grave depressdo nos niveis celulares de ATP, assim como estimulagdo do citocromo
C, aumentando a quantidade de EROs no citoplasma, promovendo a liberagdo de sinais pro-
apoptoticos (KHALIQ et al., 2019). Dessa maneira, cabe salientar que mais estudos tanto do
Pluronic™ quanto dos MWCNTs, devido aos efeitos janus de ambos, se fazem necessarios para
compreender seus potenciais toxicos, assim como suas eficacias, inclusive ambientais, e 0s

custos-beneficios de seus empregos.
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4. Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos ao longo do presente estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEUA 4301051018 —
ID 001048 e 000610) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), ver ANEXO B e
ANEXO C, que segue os preceitos estabelecidos no Brasil pela Lei Arouca, 11.794/2008
(BRASIL, 2008).

4.1. Coleta e manutencao dos animais

Os girinos de rd-touro (L. catesbeianus) no estagio de desenvolvimento 25 de Gosner
(GOSNER, 1960), estagio pré-metamorfico logo ap6s o inicio da alimentacdo independente
(aproximadamente dez dias ap6s eclosdo), foram adquiridos em um ranario comercial na cidade
de Santa Barbara D’Oeste (22°78'S, 47°40'W) (Figura 7). Os animais foram mantidos por um
periodo minimo de cinco dias em aquérios de 60 L com circulagdo continua de agua declorada,
constantemente aerada, em temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo natural (12h:12h —
claro/escuro), com alimentacdo ad libitum de folhas cozidas de espinafre organica macerada.

Na Tabela 1 estdo representados os parametros fisicos e quimicos da &gua mensurados.

Figura 7. Imagens do local de coleta do ranéario comercial onde foram adquiridos os girinos recém eclodidos de
ras-touro utilizados no presente estudo.

24

Fonte: Acervo pessoal de Samuel E. Dal-Médico.
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Tabela 1. Lista de parametros para analise de qualidade da agua.

Parametro Amostrador Aquisicdo de dados

Temperatura Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) / S
Termbmetro
pH Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Salinidade Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Turbidez Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Solidos totais Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Condutividade Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Potencial Oxidorredutivo Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Oxigénio dissolvido Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Saturacdo de oxigénio Sonda multiparamétrica (Horiba U 50) Direta
Dureza Teste Labcon (Dureza Total GH / Dureza em Direta
Carbonatos KH)

Amébnia Teste Labcon (Amdnia Total) Direta
Nitrito Teste Labcon (Nitrito) Direta
Nitrato Teste PRODAC (NOs) Direta
Cloro Teste Labcon (Cloro) Direta

Fonte: Autoria prépria.

4.2. Delineamento dos ensaios ecotoxicoldgicos

A metodologia utilizada para os ensaios ecotoxicoldgicos foi baseada no trabalho de
Nunes et al. (2008) e adaptada para anfibios em acordancia ao protocolo E 729 da ASTM
(2002). Os nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT) e o surfactante Pluronic™ F-
127 (Sigma-Aldrich) utilizados foram gentilmente cedidos pelas professoras Doutoras Elaine
Conceicdo de Oliveira (Faculdade de Tecnologia de Sorocaba — FATEC-SO), Leonilda Maria
Barbosa dos Santos (Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP) e Silvia Pierre Irazusta
(FATEC-SO). As nanoparticulas utilizadas no presente estudo, compreendem as especificacfes
de alta pureza (95%), com diametro entre 10 a 30 nm e comprimento entre 0,5 a 40 um,
produzidas e caracterizadas por Helix Material Solutions, Inc. (Richardson, Texas, EUA); tendo
o indice de polidisperséo (0,638+0,029) e potencial Zeta (-30,1+0,9 mV) sido caracterizado por
IRAZUSTA et al. (2018).

Foram utilizados 48 animais expostos individualmente, divididos em quatro grupos
compostos por 12 animais cada, um controle e trés expostos: 0,1% Pluronic™ F-127
(surfactante isolado), 0,1 mg.L* de MWCNT + 0,1% Pluronic™ F-127 (NP em menor
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concentracéo) e 10 mg.L™t de MWCNT + 0,1% Pluronic™ F-127 (NP em maior concentragio).
A utilizagdo do Pluronic™ F-127 se deve a dispersdo dos CNTs para manutencao da solucao
coloidal (CLARK et al., 2011; IRAZUSTA et al., 2018; MONTEIRO-RIVIERE et al., 2005).
Previamente a utilizacdo das solu¢ces com MWCNT, estas foram sonicadas por 15 minutos
para garantia da dispersédo das NPs, como usualmente realizado para solugdes coloidais (loc.
cit. p. 49).

Foram avaliados biomarcadores em resposta a exposic¢ao ao surfactante Pluronic™ F-
127 isolado e associado os MWCNT, em concentracfes similares aquelas utilizadas por
Mouchet et al. (2010) — 0,1 a 50 mg.L™, Bacchetta et al. (2012) — 1 a 500 mg.L™?, e Lagier et
al. (2017) — 0,05 a 50 mg.L?, na qual 10 mg.L? corresponde & EC50 ou concentragio que
resulta na metade do efeito maximo para Xenopus laevis (LAGIER et al., 2017), uma vez que
ndo existem informacdes na literatura acerca das concentragfes ambientalmente relevantes
desta nanoparticula em corpos d"agua.

A solugdo-mae de concentracdo de 200 mg.L* de MWCNT foi preparada 5 dias antes
da utilizacdo, havendo respaldo acerca da estabilidade da dispersdo coloidal pelo periodo
minimo de 30 dias (loc. cit. p. 50). A solu¢do-mae do grupo Pluronic™ F-127 foi preparada na
mesma data que a solu¢do de nanotubos de carbono a concentracao de 10%. Ambas as solucdes-
mde foram mantidas ao abrigo de luz. As dilui¢cdes foram calculadas segundo a Equagéo 1. A
exposicdo foi realizada retirando-se, primeiramente, o volume de referéncia a ser inserido da
solucdo-méae de agua declorada dos recipientes de polietileno com os animais e adicionado o
mesmo volume para o estabelecimento da concentracdo desejada, no dia primeiro de exposicéo.

Os volumes de referéncia para 0s grupos podem ser observados na Tabela 2.

Equacdo 1. Célculo da diluicdo de solucdo-mée para exposi¢do a concentracdo desejada de xenobidticos. Onde
m, representa massa; v, representa volume; 1, representa valores da solu¢do-mée e 2, representa valores da solugdo
de concentracdo desejada.

mq.v1 = My .0y

Fonte: BROWN et al. (2005).

Tabela 2. Valores de referéncia para diluicdo ao preparo das solu¢des de exposi¢éo.

. 0,1% Pluronic™ F- | 0,1 mg.L* MWCNT | 10 mg.L* MWCNT
Parametro/Grupos Controle
127 + Pluronic™ + Pluronic™
Volume de
o 0 10 0,5 50
referéncia (mL)

Fonte: Autoria propria.
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Os animais foram privados de alimentacéo, dentro das garrafas, durante 48 horas antes
do inicio da exposicdo aos xenobioticos, periodo de aclimatacdo, e durante todo o periodo de
exposicdo. A aclimatacdo decorreu em agua declorada. A exposicdo aos xenobidticos teve a
duracdo de 96 horas, se iniciando logo ap6s a aclimatacdo. O ensaio foi realizado sem trocas de
agua, caracterizado por sistema de exposicdo estatico. Os animais foram mantidos
individualmente em recipientes de 1,5 L de polietileno, contendo 1 L da solu¢do do devido
grupo aerado constantemente, em acordancia a ASTM (2002). Os recipientes de polietileno
com os animais foram mantidos em um contéiner com sistema de banho termostatizado (ver
Figura 8) em sala climatizada, mantendo a temperatura em 25 + 1 °C, com variagdo maxima de
0,5 °C para cada sistema individual. A eutanasia foi realizada apds a afericdo do parametro de
massa corpérea, fotografia corporal externa e pungédo sanguinea; por meio de concussao cefalica
(AVMA, 2001; AVMA, 2013), sem o uso de anestésico. Esse método foi empregado, pois nao
causa efeitos colaterais no desempenho cardiaco dos animais (BURGGREN et al., 1983),

diferentemente da sedacéo.

Figura 8. Sistema de exposi¢do desenvolvido para a realizacdo dos ensaios ecotoxicolégicos com girinos de ra-
touro, L. catesbeianus. A. Vista geral dos tanques experimentais de cada grupo contendo banho termostatizado e
recipientes de polietileno contendo um litro de &gua com ou sem a presenca de xenobidticos. B. Animal
experimental ja dentro do recipiente de exposi¢do. C. Contéiner contendo aeracdo com distribuicdo de fluxo
individual para cada recipiente (vista lateral). D. Vis&o interna do contéiner mostrando sistema de distribuicdo de
fluxo de ar e termostato para aclimatacgdo térmica (vista superior).

-

Fonte: Autoria propria.
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4.3. Nivel de atividade

Durante o periodo de aclimatacdo e de exposicdo, o nivel de atividade dos animais foi
monitorado duas vezes ao dia, sendo classificados como ativos ou inativos (BRIDGES, 1997),
quando apresentassem movimento ou ndo se locomovem (estado estacionario ou flutuaco

passiva), respectivamente.

4.4. Massa Corpérea

Antes da exposicdo e imediatamente apds a eutanasia os animais foram pesados
(AY220, Shimadzu), a fim de obter a variacdo da massa corpdrea dos diferentes grupos
experimentais (DAL-MEDICO et al., 2014).

4.4.1. Massa ventricular relativa

Apds a eutandsia o coracdo foi removido, o ventriculo seccionado e pesado (AY220,
Shimadzu). A massa ventricular relativa foi representada como um percentual da massa
corpérea (DAL-MEDICO et al., 2014).

4.5. Pigmentacao Externa

Apds a exposicdo e antes da eutanasia, os animais foram fotografados (caAmera Canon
PowerShot Sx400 — 16 Mpx) sob condi¢do de luz padronizada. As imagens foram convertidas
para o padrio CIE (“Commission Internationale de I'Eclairage” ou Comissdo Internacional de
lluminacdo) Lab de espaco de cor, o canal L normalizado (preto: L=0 e branco: L=255), adog¢&o
de area de referéncia (pele: 5 mm? na regido dorso-caudal do girino) e aquisicdo dos valores de
reflectancia foram obtidos pela ferramenta histograma do software Adobe Photoshop 6.0. Para
cada animal foram confeccionadas duas fotos e o valor de reflectancia correspondeu a média
para a soma das imagens de cada individuo. O escurecimento foi calculado como percentual
em relacdo a reflectancia (preto = 100%). Os procedimentos foram baseados na metodologia
desenvolvida para anfibios por Franco-Belussi et al. (2016), adotando uma area total de 5 mm?,
por meio da média dos valores obtidos de cinco areas de 1 mm? distribuidas na regido

membranosa da nadadeira caudal superior (ver Figura 9). As areas, no eixo logitudinal, foram
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identificadas como regido mais anterior membranosa, regido de maior altura, regido mais
posterior membranosa e duas regides intermediarias estabelecida a partir da regido de maior
altura e regides das extremidades mencionadas; e no eixo ventrodorsal para as posicdes médias

da regido membranosa da nadadeira caudal superior.

Figura 9. Foto lateral esquerda de girino de ra-touro (L. catesbeianus) no estagio 25 de Gosner, com regides de

amostragem de coloracdo identificadas pelos quadrados de cor branca (1 mm?). Barra indica 5 mm.

os Vg

Fonte: Autoria prépria.

4.6. Frequéncia cardiaca in situ

Para determinacdo da frequéncia cardiaca in situ, apos a eutanasia, foi realizada uma
incisdo na regido ventral dos organismos, expondo o pericardio e a contagem visual dos
batimentos cardiacos foi realizada de forma a possibilitar a determinacgéo da frequéncia cardiaca

(fv) em batimentos por minuto (bpm), baseado em Costa et al. (2008) e Salla et al. (2018).

4.7. Técnicas realizadas hematoldgicas

Todas as técnicas para analise do sangue foram realizadas por puncao sanguinea da veia
caudal, com material previamente heparinizado. A heparinizacdo seguiu diluicdo de 1:50 mL
de heparina 5000UI em solucédo salina de anfibios (60% de sal da solucdo salina humana),
baseada em Ranzani-Paiva et al. (2013).

4.7.1. Contagem eritrocitaria

O sangue foi diluido na proporcéo 2:98 uL (v:v) em solugédo formol-citrato (3,0 mL de
formaldeido 37%, 2,9 g de citrato de s6dio em —g.s.p. — 100 mL de agua destilada) (RANZANI-
PAIVA et al., 2013). A suspensdo foi introduzida em camara de Neubauer e o numero de

eritrocitos foi aferido, utilizando cinco quadrantes do quadrante central, com o resultado
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processado, segundo a Equacgdo 2, para obtencdo da densidade populacional eritrocitica por

animal.

Equacdo 2. Relacdo da densidade populacional de células em suspensao liquida para apuragcdo em camara de

Neubauer. Volume de referéncia para conversdo adotado em 1 mm?,

( numero de células contadas

volume contabilizado . diluicio do sangue) -volume de referéncia

Densidade populacional -3y =
pop (células mm™?) volume contabilizado

Fonte: Autoria prépria em coautoria com Camila Prata.
4.7.2. Contagem leucocitaria

Foi realizada extensdo (esfregaco) sanguinea, as ldminas foram fixadas em metanol a
4°C por 20 minutos, secas em temperatura ambiente, coradas com Giemsa 7,5 %. Foram
contabilizados 250 leucdcitos dos tipos celulares: basofilo, eosindfilo, linfocito, mondcito,
neutrofilo (Figura 10), baseada na metodologia de Carvalho et al. (2017), para a mesma espécie

aqui utilizada, Franco-Belussi et al. (2018), com alteracdes.

Figura 10. Morfologia de leucécitos da espécie L. catesbeianus. Linfocitos (Lymphocyte): nlcleos proporcionais
largos. Neutréfilos (Neutrophils) com nicleos lobados. Basofilos (Basophils):células pequenas, com grande
guantidade de granulos (amorfos) citoplasmaticos, podendo sobrepor o nlcleo. Monécitos (Monocytes): células
grandes, com nucleos (periféricos) grandes. Eosindfilos (Eosinophils): ndcleo excéntrico (posi¢do variavel) com
granulos esféricos (tipico) espalhados por todo o citoplasma. Coloracdo: Giemsa 7,5%. Barra representa 5 um.
T Lympl 'fr‘wi‘x‘g?j‘;',tiél "
=™ :
| ‘. R - 3

Fonte: Franco-Belussi et al. (2018).
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4.7.3. Ensaio cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

Foram utilizados 10 pL de sangue que foi homogeneizado em 10 pL de tampéo fosfato-
salino (PBS, livre de Ca?" e Mg?*) para suspensdo celular. A solucio de suspenséo celular e
agarose de baixo ponto de fuséo foi homogeneizada (20:80 pL), colocada em laminas (80 pL)
previamente tratadas com agarose e acondicionadas a temperatura de 4 °C durante 20 minutos,
seguidos pela imersdo em tampao de lise (Triton X-100, DMSO, NaCl, EDTA, base Trizma,
Lauril sarcosinato de sodio) pelo periodo de 1h a4 °C. Ap6s a lise, as laminas foram transferidas
para uma cuba com tampé&o de eletroforese durante 25 minutos; se iniciando a corrida apos esse
periodo. A corrida de eletroforese foi realizada durante 20 minutos em 36 V e 300 mA. Apds a
eletroforese, as laminas foram neutralizadas com tampao fosfato salino (PBS) livre de Ca?* e
Mg?*, secas, fixadas em etanol (absoluto) por 5 minutos e acondicionadas & 4 °C (tempo nio
superior a 7 dias) até o processamento da coloracdo por impregnacdo de prata. A leitura foi
realizada a partir de 4 imagens adquiridas por microscépio 6tico (Olympus BX41) com emissor
de ultra-violeta (Olympus U-RFL-T) e camera acoplada (Olympus DP-72 12,8 Mpx CCD 12-
bit), com categorizacdo de nucledides em cinco classes (0-4), nas quais a classe inicial
representa nenhum dano ao material genético e a classe final representa dano méximo em
termos da extensdo de dano ao DNA (Figura 11). O procedimento foi baseado em Garcia et al.
(2004), Mouchet et al. (2005) e Olive e Banath (2006), com modificacbes. Um grafico
sumarizando o percentual de dano médio por grupo foi gerado, adaptando o calculo do escore
de Collins (2004) e Lovell e Omori (2008), se utilizando da média ponderada dos valores
obtidos para cada amostra (Equacdo 3), considerando o percentual médio de dano para cada
classe do escore, com os valores retirados de Dalboni et al. (2012), sendo descritos na Tabela
3. A andlise desse biomarcador foi realizada sob a coordenacdo da professora Doutora Silvia
Pierre Irazusta, no laboratorio de Toxicologia Ambiental e Ocupacional da Faculdade de
Tecnologia de Sorocaba (FATEC-SO).

Equacdo 3. Média ponderada do percentual de dano das diferentes classes para estimar o dano causado por cada

tratamento.

n

i=n, valopres percentuais médios

% Dano genético médio =
n

Fonte: Autoria propria.
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Figura 11. Fotografias de nlcleo e nucledides apds SCGE em aumento de 100X. A. célula ndo lisada durante a
preparacdo para a eletroforese. B. nucledide sem danos de fragmentacéo detectados. C. nucledide com poucos
danos. D. nucletéide com danos moderados. E. nucledide com danos moderados-altos. F. nucledide com dano

genético estrutural alto.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 3. Comparagdo entre as classes de categorizagdo de danos genéticos e a sua média absoluta em percentual

de danos por célula/categoria.

Percentual de dano do o
Classes Média
DNA nuclear
0 0% 0%
1 1% a 25% 12,5%
2 26% a 45% 35,0%
3 46% a 70% 57,5%
4 71% a 100% 85,0%

Fonte: Autoria propria, baseado em Dalboni et al. (2012).
4.7.4. Anormalidades nucleares

Foi realizada extensdo sanguinea, para as observacdes de anormalidades nucleares. As
laminas foram fixadas em metanol a 4°C por 20 minutos, secas em temperatura ambiente e
coradas com Giemsa 7,5 %, durante 15 minutos. Foram avaliadas 1000 células eritrociticas e
quantificado o niumero de anormalidades por anormalidade e grau encontrado (e.g., 24 células
com 2 micronucleos). Dentre as anormalidades, foram avaliadas micronucleos e projec6es do
tipo broto nuclear (NBud ou Bud) (Figura 12) de acordo com as metodologias de Lajmanovich

et al. (2014), Pérez-Iglesias et al. (2016) e Franco-Belussi et al. (2018).
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Figura 12. Morfologia nuclear eritrocitica em aumento de 100X. Em A., eritrécitos com nicleo normal (seta) e

i R,
y gt

4.8. Forma de analise dos resultados

célula em fase mitdtica (*). Em B., microndcleo (seta). Em C., bud (seta).

Fonte: Lajmanovich et al. (2014).

Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software Graphpad Prism
5.01. Foi empregado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os conjuntos de dados paramétricos
passaram pelo teste ANOVA One-Way, com poés-teste Tukey-Krammer para dados
balanceados ou Bonferroni para dados nao-balanceados. Os conjuntos de dados ndo-
paramétricos foram analisados por meio do teste Kruskal-Wallis e pelo p6s-teste Dunns. Os

valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.
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Os parametros fisicos e quimicos da dgua encontram-se em concordancia com as normas

do protocolo ASTM (2002) e podem ser observados na Tabela 4. A temperatura durante o

bioensaio foi de 25 + 1 °C (termb&metros nos recipientes de polietileno).

Tabela 4. Parametros fisicos e quimicos da agua ao inicio do bioensaio e ap0s a exposicdo para cada um dos
grupos experimentais.

Grupos
R . . Término do bioensaio
Parametros Unidade | Iniciodo ol T o™
bicensaio Pluronic™ L g
(H0 declorada) | Controle F127 MWCNT + | MWCNT +
Pluronic™ | Pluronic™
Ambnia ppm 0 la?2 la?2 1 05a1
» Nitrito ppm 0 0 0 0 0,25
8 Nitrato mg.L* 0 5 5 5 5
% Cobre ppm 0 0 0 0 0
é Dureza Total GH (Cg%”(‘)g) 50 50 50 50 50
%
= | carbonatos kit | M| 38 3 3 3 35
O: Dissolvido ppm 6a8 6a8 11 6a8 11
. pH log H* 8,27 8,35 8,1 8,5 8,29
£ d‘g%ii(_goggﬂgg) mv 306 279 300 324 399
% Condutividade mS.cm? 0,323 0,338 0,332 0,338 1,49
8 Turbidez NTU 0 5,4 7.4 3,1 6,1
é O:2 Dissolvido mg.L? 7,07 7,04 7,03 6,9 6,72
S Saturacao O: % 88,1 89,4 90,5 89 87
U%) Sélidos Totais g.L? 0,21 0,219 0,216 0,22 0,951
Salinidade % 0,02 0,02 0,02 0,02 0,07
Fonte: Autoria propria.
5.1. Mortalidade

Foi observada uma mortalidade de 8,3% dos animais do grupo exposto ao Pluronic™

F-127 (P<0,05), valores estes dentro das normativas exigidas pelo protocolo da ASTM (2002).

Em contraste, para os demais grupos experimentais, incluso o controle, s6 foram observados

efeitos subletais, descritos a seguir.
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5.2. Determinacao do nivel de atividade (animais ativos)

Como pode ser observado na Figura 13, nenhum grupo experimental apresentou
variagfes no nivel de atividade ao final das 96 horas de exposi¢do. Varia¢cdes do nivel de
atividade de girinos expostos a agentes estressores pode aumentar cComo uma resposta aversiva
de fuga frente ao estimulo aversivo a ele imposto (DAL-MEDICO et al., 2014). Por outro lado,
uma letargia € em alguns casos observada como uma forma de preservacao e desvio de energia
para o processo de desintoxicagdo do xenobidticos ou ainda como efeito indireto da inibi¢do da
atividade das colinesterases centrais ou da placa nervosa terminal por determinadas classes de
poluentes, como no caso dos organofosforados (COSTA et al., 2015) ou de farmacos como o
propranolol (MATUS et al., 2018). Contudo, no presente estudo os xenobidticos utilizados
parecem nao resultar em tal resposta aversiva nos girinos de rd-touro, além de néo haver relatos
de quaisquer efeitos inibitorios sobre a atividade das colinesterases. Porém, um desvio de
energia da atividade natatoria para mecanismos de desintoxicagdo ndao pode ser descartado, 0
que impediria um aumento adaptativo do nivel de atividade. Isso sera discutido mais adiante,

quando analisarmos os efeitos sobre os demais biomarcadores.

Figura 13. Nivel de atividade dos girinos de ras-touro (L. catesbeianus) dos diferentes grupos experimentais (n=12
animais cada) ap6s 96 horas com relacéo ao inicio do bioensaio. Valores médios + 1EPM. Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos analisados (P>0,05).
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Fonte: Autoria propria.
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5.3. Estadiamento de Gosner

Todos os animais experimentais apos as 96 horas de exposicao dos diferentes grupos se
mantiveram no mesmo estagio de desenvolvimento de Gosner (1960) do inicio do ensaio (25
de Gosner). Tal observagdo provavelmente esta correlacionada ao curto periodo de exposicao,
uma vez que a metamorfose completa dos girinos da espécie a temperaturas semelhantes as aqui
utilizadas (21 a 27°C) dura de trés a quatro meses (VIZOTTO, 1981). Assim, se tendo em
consideracao que no inicio da exposi¢do 0s animais ja se encontravam no estagio 25 de Gosner,
seria demandado tempo maior para que 0s animais chegassem ao estagio 46 de Gosner, ou seja,
término do processo metamorfico.

Contudo, ja foi demonstrado para diferentes espécies de anfibios uma aceleracdo da
metamorfose com o intuito do animal fazer a transi¢do entre o meio exclusivamente aquatico
para o semiaquatico ou terrestre a fim de minimizar o estimulo aversivo (VIDAL, 2019). Porém,
esses animais acabam apresentando um tamanho final ap6s a metamorfose inferior ao daqueles
ndo expostos, o que pode influenciar negativamente na sua capacidade reprodutiva e
competicdo pela captura de presa, assim como aumentar a susceptibilidade a predadores. Por
outro lado, fatores que atrasem ou impecam 0 seu desenvolvimento metamoérfico completo,
como substancias que hajam no eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, como metais como o litio,
podem prejudicar o estabelecimento de suas populacdes. Ndo obstante, como supracitado,

nenhum destes processos foi observado no presente estudo.

5.4. Tamanho corpdreo

A Figura 14 ilustra os resultados médios obtidos para a variacdo do comprimento dos
girinos de ras-touro em relagéo ao inicio do bioensaio. Corroborando os resultados elencados
no item 5.3, aqui fica demonstrado morfometricamente que ndo houve alteracdo do estagio
metamarfico apds o bioensaio. E amplamente descrito na literatura que ao longo do processo
metamorfico, principalmente devido a reabsorcdo progressiva da cauda que o comprimento
final do animal é paulatinamente reduzido (GOSNER, 1960; ALEXANDER et al., 2011).
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Figura 14. Variacdo do comprimento corpéreo dos girinos de ras-touro (L. catesbeianus) dos diferentes grupos
experimentais (n=12 cada) ap6s 96 horas com relag&o ao inicio do bioensaio. VValores médios + 1EPM. N&o houve
diferenga estatistica entre os grupos analisados (P>0,05).

1101
s
[&]
% 1004 T T _I_
= 904
g & J_ - -
@]
O 701
X
60 1 1 1 1
4 A & N
\§o\ 1\‘1, ’\a \a
S «“‘Q &oo ‘oﬁ‘
@) ™ O
6\0 Q\ Q\
O x x
> $ $
°\° $0 $0
o v N
& &
RO

Fonte: Autoria prépria.

5.5. Massa corporea

Diferentemente do que foi observado para o comprimento corpéreo e para 0
estadiamento de Gosner (GOSNER, 1962), todos os animais expostos apresentaram uma
variacdo de massa inferior aquela observada para o controle (P<0,0011). Tal fator ndo pode ser
atribuido a uma anorexia resultante da privacdo de alimento durante o periodo de exposicéo,
uma vez que a massa corporea dos individuos controle apds 96 horas de exposicdo foi
semelhante (P>0,05) em relagdo aquela observada no inicio da exposicao (ver Figura 15).

Por outro lado, a reducéo da massa corporea poderia estar associada a perda de liquidos
corporeos, gordura ou mesmo atrofia de 6rgdos, e tampouco poderia ser atribuida a uma
alteracdo do estadiamento metamorfico, conforme pode ser observado no item 5.3. Contudo,
poderia se aventar a hipotese de que 0s animais expostos ndo conseguiram aumentar seu nivel
de atividade como uma resposta aversiva aos xenobidticos, uma vez que a energia que seria
utilizada para contragdo da musculatura esquelética estaria sendo desviada para o processo de

depuracgéo e desintoxicacao.
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Figura 15. Variacdo da massa corpérea dos girinos de rds-touro (L. catesbeianus) dos diferentes grupos
experimentais (n=12 animais cada) ap6s 96 horas com relagdo ao inicio do bioensaio. Valores médios + 1EPM.
Os asteriscos acima das barras horizontais denotam uma diferenca significativa em relacdo aos valores observados
para o controle (P=0,0011).
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Fonte: Autoria propria.

5.6. Pigmentacéo Externa

Existem células na derme dos animais ectotérmicos denominadas melan6foros
responsaveis por uma rapida mudanca de pigmentacdo corpérea (BAGNARA e
MATSUMOTO, 2006). Tal resposta € denominada alteracdo de cor fisiologica (OSHIMA,
2001). No interior dos melantéforos existem organelas denominadas melanossomos, onde se
encontra o pigmento melanina (FRANCO-BELUSSI, 2014).

Em anfibios, a dispersdo dos pigmentos no interior dos melanoforos, provocando
escurecimento cutaneo, pode ocorrer por controle hormonal (BAGNARA e MATSUMOTO,
2006; FRANCO-BELUSSI, 2014) via aumento de secre¢ao do a-Horménio Estimulante do
Melanécito (a-MSH) (HADLEY et al., 1985; BAGNARA e MATSUMOTO, 2006), produzido
pela adenohipofise (TANAKA; KUROSUMI, 1986). Em contraste, a agregacdo dos
melanossomos € induzida, também, hormonalmente pelo Horménio Concentrador de Melanina
(MCH), sintetizado pelo hipotalamo de vertebrados e secretado pela neurohipofise (FUJII,
2000; KAWAUCHI, 2006; FRANCO-BELUSSI, 2014). Por fim, o altimo mecanismo de
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controle hormonal pigmentéario é mediado pela melatonina produzida pela glandula pineal
quando hé reducdo da luminosidade, também agregando os melanossomos e resultando em
clareamento da pele dos anfibios (MESSENGER E WARNER, 1977; ASPENGREN et al.,
2003; FRANCO-BELUSSI, 2014). Além desse controle hormonal também ja é bem
caracterizado um controle nervoso noradrenérgico (OSHIMA, 2001) disparado por estimulos
estressores (MELIA; DUMAN, 1991; BREMMER, et al., 1996; VALENTINO, et al., 1997,
PARDON et al., 2002). Contudo, ainda foi identificado um mecanismo local de controle da
pigmentacgdo, por meio do qual o aumento da incidéncia luminosa sobre os melandforos ativa
opsinas (e.g., melanopsina), dispersando diretamente os melanossomos provocando
escurecimento do animal sem mediagdo neuro-hormonal, o inverso ocorrendo a medida que a
intensidade luminosa € reduzida (OSHIMA, 2001).

Figura 16. Valores de pigmentacdo corpérea (porcentagem de escurecimento com relacéo a cor preta) utilizando
como referéncia uma area de 5 mm? da regido membranosa superior da nadadeira caudal de girinos de ré-touro
nos diferentes grupos experimentais (n=12 animais cada). Valores médios + 1EPM. Os asteriscos acima das linhas
horizontais denotam uma diferenca significativa (P<0,0001) em relacéo ao controle.

o
£ 901
(O]
£
& 80{ — |i| +
39 pu *
n o ] |
Lg & 704
T
°8 1 =T
3 60-
C
(]
2
g 50 . '\ . .
< N N
\0\ "], ‘\a ’\a
N\ & QO &
< & S S
Y Q\ Q\
o X X
SO & &
L& E
o A A
&
N Q
Qv Y

Fonte: Autoria propria.

E sabido que a pigmentacdo corpérea de diversos animais, dentre eles vertebrados
aquaticos apresentam um aumento da pigmentacao corpOrea em resposta a estimulos como

captura, defesa de predadores, mudancas de iluminagdo ou transparéncia/coloracdo da agua
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(NUNES, 2011) e também em funcdo a outros estressores de origem antropogénica, como
aumento da incidéncia da radiacdo ultravioleta (FRANCO-BELUSSI, 2018) e também
exposicao a poluentes (MATUS et al., 2018).

Figura 17. Sistema de exposi¢do. A. Vista frontal do contéiner experimental do grupo controle, evidenciando
transparéncia da agua. B. Vista frontal do contéiner experimental do grupo controle do grupo exposto a 10 mg.L
! de MWCNT, evidenciando o nitido escurecimento da agua dos recipientes de polietileno onde estavam contidos
0S animais experimentais.

N

Fonte: Autoria propria.

Figura 18. Vista detalhada dos recipientes de exposi¢do, ja contendo os animais, aos diferentes tratamentos
experimentais, contrastando a opacidade crescente dos grupos 0,1 mg.L'* MWCNT + Pluronic™ e 10 mg.L?
MWCNT + Pluronic™, respectivamente, em relacdo a translucidez da &gua dos grupos controle e 0,1% de
Pluronic™ F-127. A. Controle. B. 0,1% Pluronic™ F-127. C. 0,1 mg.L* MWCNT + Pluronic™. D. 10 mg.L*
MWCNT + Pluronic™,

A. B. C.

Fonte: Autoria propria.
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Aparentemente, e de forma inesperada, 0s animais expostos a0 MWCNT,
independentemente da concentracdo, apresentaram uma reducdo da pigmentacéo corporea (ver
Figura 16) com relacdo tanto ao grupo controle quanto ao Pluronic™ F-127 (ndo diferiram entre
si; P>0,05). Contudo, como mostra a Figura 17 e a Figura 18, a incidéncia de luminosidade nos
recipientes de polietileno dos animais expostos ao MWCNT foi reduzida, corroborando a
hipotese de uma reducdo de pigmentacdo mediada tanto pelo aumento da secrecdo de
melatonina quanto pela reducdo de acdo direta da luminosidade sobre melanopsinas dos
melanoforos. Esse fator minimiza a resposta protetiva dos animais contra possiveis danos da
incidéncia de luz solar. Contudo, isso tem implicagdo direta na capacidade de sobrevivéncia
dos animais em ambientes impactados por concentracdes similares desses xenobidticos,

tornando os mais visiveis e assim mais susceptiveis a predacdo em seus ambientes naturais.

5.7. Biomarcadores de desempenho cardiaco: frequéncia cardiaca in situ

e massa ventricular relativa

O débito cardiaco corresponde ao produto entre a frequéncia cardiaca e o volume
sistélico, indicando qual o volume de sangue que o coracdo pode bombear em um determinado
periodo de tempo (GYTON; HALL, 2006). Indiretamente, se pode inferir que o volume
sistélico dependa diretamente da massa do ventriculo, cuja hipertrofia é capaz de aumentar o
volume sistélico. Ha evidéncias de que particulas carbonéceas afetam a hemostasia vascular
(PEKKANEM et al., 2002; RADOMSKI et al., 2005). A Figura 19 ilustra que tanto o
Pluronic™ F-127 quanto o MWCNT a concentragdo de 10 mg.L™? resultaram em uma
taquicardia (P<0,0001), enquanto a massa ventricular relativa (Figura 20) dos grupos néo variou
em relacdo ao controle (P>0,05). Dai se pode pressupor que no grupo Pluronic™ F-127 e 10
mg.Lt de MWCNT o débito cardiaco dos animais destes grupos foi aumentado via
exclusivamente um aumento da frequéncia cardiaca, sem alteracdes do volume sistolico. Nesse
sentido, vale ressaltar que em termos de dispéndio energético seria muito mais econdmico
aumentar a forca de contracdo a cada batimento (i.e., volume sistdlico) do que aumentar o
nimero de batimentos cardiacos em um mesmo periodo de tempo (i.e., nUmero de pontes
cruzadas e consequente aumento do gasto de ATP). Talvez esse também tenha sido um fator
impeditivo para o aumento do nivel de atividade, pelo menos destes dois grupos experimentais.
Né&o obstante, essa taquicardia observada nestes dois grupos indica claramente um aumento da

demanda cardiaca, mais uma vez apontando para maior necessidade energética para a
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desintoxicagdo desses xenobioticos. A auséncia de variacdo na massa ventricular relativa
(Figura 20), que poderia ser uma estratégia mais econémica energeticamente, ndo foi aqui
observada (P>0,05) provavelmente devido ao curto periodo de exposi¢cdo (96 horas), pois
envolveria um aumento do numero de miofibrilas e uma série de rearranjos estruturais dos
midcitos.

Vale ressaltar que um aumento da frequéncia cardiaca é mediado por um aumento da
estimulagdo dos receptores B-adrenérgicos cardiacos que ndo apenas aumentam a velocidade
do influxo e efluxo de calcio para e do midcito, como também aumentam a taxa de desligamento
do calcio da troponina-C (COSTA, 1998; COSTA, 2003). Poderia aparecer ildgico, portanto,
nédo ter havido um escurecimento cutaneo dos animais expostos a0 MWCNT apesar de ter
havido um cronotropismo positivo para 0 mesmo xenobidticos, uma vez que ambos podem ser
mediados por uma estimulacédo adrenérgica. Contudo, a reducao da intensidade luminosa sobre
0 tegumento dos animais parece ter sido o estimulo preponderante para a variagcdo de
pigmentacéo, enquanto a resposta neurohumonal foi mais intensa sobre o biomarcador cardiaco,

tendo-se em vista a necessidade de aumento da performance cardiaca para desintoxicacao.

Figura 19. Frequéncia cardiaca in situ (fu - bpm) dos girinos de rés-touro (L. catesbeianus) dos diferentes grupos
experimentais (n=6 animais cada) apos 96 horas de exposi¢do. Valores médios + 1EPM. Os asteriscos acima das
barras horizontais denotam uma diferenca significativa em relacdo aos valores observados para o controle
(P<0,05).
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Fonte: Autoria propria.
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Podemos aqui hipotetizar que quando o surfactante (Pluronic™ F-127) é utilizado
isoladamente sua toxicidade aos sistemas bioldgicos € maior do que quando ele esta associado
a nanoparticula, provavelmente devido a sua elevada solubilidade em membranas bioldgicas,
por sua grande lipoficidade. Segundo a revisao de Vaisman et al. (2006), por serem moléculas
anfipaticas, garantem a solubilizacdo das CNTs em &gua, ligando sua porcdo hidrofébica as
mesmas e sua porcao hidrofilica a &gua. Portanto, a ligacdo dos surfactantes as CNTs diminui
a interacdo dos mesmos com as membranas bioldgicas, pois minimiza sua capacidade de
interacdo com as membranas celulares.

Portanto, seu efeito isolado é minimizado quando associado a MWCNT e esta ultima
substancia s6 passa a apresentar toxicidade na concentracdo mais elevada. Portanto, se
analisando apenas este biomarcador se pode afirmar que a concentragdo de 0,1 mg.L? de
MWCNT néo exerce efeito sobre esse biomarcador. Contudo, futuros estudos seréo realizados
para testar a validade dessa hipotese.

Figura 20. Massa ventricular relativa (MVR - % massa corporea) dos girinos de rds-touro (L. catesbeianus) dos
diferentes grupos experimentais (n=6 animais cada) apds 96 horas de exposicdo. Valores médios + 1EPM. N&o
foram observadas diferencas significantes (P>0,05) entre 0s grupos experimentais.
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5.8. Densidade de eritrocitos em sangue periférico

Nos girinos os eritrocitos sdo nucleados e a hemoglobina encontra-se no interior dessas
células e é o principal sistema de aporte de oxigénio para os tecidos (DORN; BROYLES, 1982;
PINDER; BURGGREN, 1983; loc. cit. p. 38). Toda a série eritrocitica é produzida
majoritariamente pelo figado em adultos (Xenopus laevis laevis) (HADJI-AZIMI et al., 1987)
e também pela ilha ventral de sangue e placas dorsais laterais — tecido mesodérmico de mesma
origem do figado — nos estagios larvais (Xenopus sp.) (CIAU-UITZ et al., 2014); com as formas
celulares adultas (Hypsiboas cordobae e Microhyla ornata) mais alongadas e maiores (area de
citosol e nudcleo) em relacdo as formas embrionarias e juvenis (HOTA et al., 2013;
BARAQUET et al., 2014), variando a densidade populacional de eritrécitos e volume celular
também ao longo das estacbes do ano, aumentando durante as épocas reprodutivas (Rana
macrocnemis) (ARSERIM; MERMER, 2008) e apresentando estagios celulares imaturos com
nacleo mais arredondado e citosol de cor cinza-azulado quando corados com Giemsa
(GUILHERME et al., 2008; POLLO et al., 2016). Especialmente relevante no presente
contexto, é que ja foi demonstrado que a eritropoiese é estimulada em anuros adultos na
presenca de xenobidticos (BARNI et al., 2007), o que também foi observado no presente estudo
para girinos (ver Figura 21). Isso pode estar relacionado a diminuicéo da capacidade de ligag&o
da hemoglobina ao O., 0 que resulta num menor aporte de oxigénio aos tecidos
(KREMYANSKAYA etal., 2012), como descrito em humanos. Além disso, tensoativos, como
surfactantes (e.g., Pluronic™ F-127), diminuem a concentracdo de O disponivel em meios
aquosos (PENTEADO et al., 2006). Ainda, conjuntamente ou isoladamente, a possivel
solubilizacdo do muco pelo surfactante, em virtude de sua caracteristica tensoativa anfipatica
(lipoficidade), como ja descrito para outros surfactantes, e.g. Triton X-100 (OBERLE et al.,
1995), resulta em aumento de permeabilidade, tendo como consequéncia a perda do oxigénio
pela pele, em virtude da alta vascularizacdo tegumentar.

Os resultados aqui obtidos para a contagem de eritrdcitos no sangue periférico também
apontam para um aumento da demanda de oxigénio dos animais expostos ao Pluronic™ F-127
(P<0,0001) (Figura 21). Isso corrobora os resultados obtidos para a frequéncia cardiaca em que
foi observada uma taquicardia para este mesmo grupo. Associados, 0 aumento desses
biomarcadores resulta em uma maior perfusdo dos 6rgdos responsaveis pela desintoxicagéo e
pela eliminacdo do surfactante, acompanhada pelo maior aporte de oxigénio para esses tecidos
realizarem este processo. Contudo, a mesma analogia ndo pode ser dita para a maior

concentracdo do MWCNT, em que foi observada também uma taquicardia. Para
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especificamente a contagem de eritrocitos ndo houve alteracdo (P>0,05) para esse grupo. As
diferencas entre esses dois tratamentos ainda serdo discutidas nesses proximos tépicos quando
avaliarmos a viabilidade dessas células transportadoras de oxigénio por meio da genotoxicidade

e mutagenicidade.

Figura 21. Densidade populacional de eritrocitos de girinos de ras-touro (L. catesbeianus) nos diferentes grupos
experimentais (n=9 animais cada) apds 96 horas de exposicdo. Valores médios + 1EPM. Os asteriscos acima das
barras horizontais denotam uma diferenca significativa em relacdo aos valores observados para o controle
(P<0,0001).
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5.9. Densidade de leucécitos em sangue periférico

As células do sistema imune desempenham grande papel adaptativo frente a
adversidades. Dentre os eventos fisioldégicos aos quais os leucocitos estdo associados,
encontram-se a defesa do organismo a patdgenos, sendo 0 aumento do ndmero de células
leucocitérias (leucocitose) em sangue periférico indicativo da ocorréncia de processo infeccioso
e/ou inflamatério (CERNY; ROSMARIN, 2012; WIDICK; WINER, 2016). No entanto, a
depressédo do sistema imune (leucopenia) pode tornar o organismo mais susceptivel a patégenos
(DALLAL etal., 2012), o que pode ser ocasionado em decorréncia a exposi¢ao a xenobioticos,

como ja demonstrado para a espécie aqui estudada (MARCANTONIO, 2005).
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As células aqui analisadas ja foram caracterizadas para anfibios (FRANCO-BELUSSI
et al., 2018). Funcionalmente, assim como para os demais vertebrados, os diferentes tipos de
leucdcitos desempenham fungdes imunes especificas. Os neutrofilos tém um papel na defesa
inata por fagocitose de bactérias e fungos (PRIEL; KUHNS, 2019). Em contraste, o principal
papel atribuido aos basofilos (NAKASHIMA et al., 2018) e também parcialmente aos
eosinofilos (JOSE et al. 1994; ROSENBERG et al., 2007; KOVALSZKI; WILLEBRAND et
al., 2018; WELLER, 2019) esta relacionado a respostas inflamatérias alérgicas. Enquanto os
basofilos geram respostas alérgenas mediadas principalmente por histaminas (DVORAK,
1998) e atuam conjuntamente com as imunoglobulinas (1g) E (NAKASHIMA et al., 2018), os
eosinofilos produzem efeitos semelhantes por meio da liberagdo de citocinas (KOVALSZKI,
WELLER, 2019). Ndo s6: o recrutamento de eosindfilos também pode ser mediado via
basofilos (NAKASHIMA et al., 2014). Além disso, tanto basofilos (BOYCE; FANNING,
2019) quanto eosindfilos (KOVALSZKI; WELLER, 2019) atuam na resposta a parasitos,
especialmente contra helmintos. Os linfocitos atuam em respostas antigeno-especifico por meio
de rearranjo genético de receptores e sdo comumente divididos em células B (produtoras de
imunoglobulinas - anticorpos) e células T citotoxicas e ndo-citotoxicas (LEWIS; BLUTT,
2019). Assim como os linfdcitos, os mondcitos também atuam na resposta imune adquirida
desempenhando papel fagocitico (LEWIS; BLUTT, 2019). Portanto, conjuntamente, essas
células, linfoides (linfécitos e mondcitos) e mieloides (basofilos, eosindfilos e neutrofilos),
atuam de diferentes formas e em diferentes frentes contra estressores ambientais e/ou
bioldgicos.

Nesse sentido, nosso resultados mostraram (Figura 22) a partir da contagem diferencial
de leucdcitos, uma neutropenia em todos 0s grupos expostos em relagdo ao controle (P<0,0001),
também observado por Carvalho et al. (2017) para girinos expostos a metais, enquanto houve
um aumento do numero de basofilos (P<0,0001) e eosindfilos (P<0,0001) apenas para 0S
animais expostos as nanoparticulas. Surpreendentemente, houve uma linfopenia em relagédo ao
controle e também ao Pluronic™ F-127 apenas para 0 grupo exposto a 0,1 mg.L* de MWCNT
(P<0,0001). Por fim, o nimero de mondcitos permaneceu inalterado (P>0,05).

Conforme anteriormente mencionado, o papel central dos neutrofilos contra a infecgdo
por bactérias e fungos pode corroborar a mortalidade de 8,3% no grupo exposto ao surfactante
(loc. cit. p. 63), uma vez que a neutropenia pode ter sido um fator central para a ocorréncia de
infeccBes oportunistas. Tal mortalidade ndo foi observada para 0s grupos expostos as

nanoparticulas, a despeito da neutropenia. Contudo, as consequéncias da reducdo dessa
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populacdo celular nos grupos expostos as NPs ainda precisam ser melhores investigadas por
meio de analises histopatoldgicas e/ou ensaios cronicos.

Figura 22. Densidade populacional diferencial de leucécitos em sangue periférico de girinos de ras-touro (L.
catesbeianus), nos diferentes grupos (n=9 animais cada). A. Populacdo de neutrofilos em 250 leucécitos
(P<0,0001). B. Populagdo de baséfilos em 250 leucdcitos (P<0,0001). C. Populagdo de eosinéfilos em 250
leucécitos (P<0,0001). D. Populacéo de linfocitos em 250 leucécitos (P<0,0001). E. Populagdo de mondcitos em
250 leucdcitos (P<0,2806). Valores médios = 1IEPM. Os asteriscos acima das linhas horizontais denotam uma
diferenca significativa em relacdo ao controle. Notar diferentes escalas dos graficos.
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Aqui também ficou evidente, por meio da analise diferencial de populac6es celulares de
basofilos e eosindfilos, que o0s MWCNT desencadeiam resposta imune alérgica nos girinos de
rds-touro. Isso corrobora a afirmacédo anterior de que os basofilos participam no recrutamento
de eosinofilos. Apesar de serem escassas as informagfes na literatura acerca do efeito de
nanoparticulas sobre o sistema imune de anfibios, ja foi demonstrado que as CNT estimulam
respostas alérgicas em camundongos, assim como em humanos (ZOLNIK et al., 2010),
podendo resultar em efeitos positivos (e.g., melhora da resposta em vacinas) e adversos (e.g.,
lesBes do tipo necrose em derme). Entretanto, apesar da hipersensibilidade (resposta alérgica)
oriunda da exposicao de organismos ndo-alvos a nanoparticulas poder auxiliar na minimizagéo
de efeitos deletérios das mesmas sobre estes animais, a mesma poderia exacerbar respostas
homeostaticas que ndo seriam necessarias em um ambiente impactado.

Apesar de aqui ndo mostrado graficamente, também foram encontrados granulomas
(agregados celulares) com regides de cor preta no seu interior nos animais dos grupos expostos
ao MWCNT (ambas as concentraces), fato o qual o qual pode estar relacionado a indu¢do do
processo de agregacdo plaquetaria, na formacao dos granulos, induzida por CNTs, como ja
descrito para humanos (RADOMSKI et al., 2005); porém, as técnicas disponiveis néo
possibilitaram que tais achados fossem investigados mais a fundo, o que se deve ao fato das
escassas amostras de sangue que puderam ser obtidas para cada animal, o que levou a

necessidade de selecionar e restringir os biomarcadores.

5.10. Ensaio cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

O ensaio cometa pode ser utilizado em células eucariontes. Essa técnica avalia danos
quantitativos precoces e potencialmente, dependendo do nivel, reversiveis do DNA (KOPPEN
etal., 2017) a partir da extensdo da cauda resultante da intensidade de fragmentagcdo do mesmo.
Dessa forma, esse biomarcador subcelular se mostra bastante sensivel em resposta a efeitos
precoces da exposicdo a concentragdes subletais de xenobidticos; assim como efeitos crénicos
de desequilibrio homeostatico (GORMALLY et al., 2019). Por este motivo, 0 SCGE tem sido
utilizado em diferentes espécies, tecidos e em células isoladas para compreensao dos efeitos de
patologias e outros agentes estressores (SINGH, 2016). Inclusive, esse biomarcador ja tem sido
utilizado para mensurar o potencial mutagénico de nanoparticulas (KARLSSON, 2010; KAIN
et al.,, 2012; RAHMAN et al., 2017), com exemplo a NP de TiO2 no tele6steo marinho
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Trachinotus carolinus (VIGNARDI et al., 2015), pertencente a mesma classe da nanoparticula

utilizada neste trabalho (Figura 23).

Figura 23. Mutagenicidade das células do sangue periférico de girinos de ras-touro (L. catesbeianus) dos
diferentes grupos experimentais (n=9 animais por grupo, 4 medidas por animal), representada como porcentagem
de quebra do DNA ap6s 96 horas de exposicdo. Valores médios £ 1EPM. Os asteriscos acima das barras
horizontais denotam uma diferenca significativa em relacdo aos valores observados para o controle (P<0,0451).
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Fonte: Autoria propria.

Adicionalmente, surfactantes que também funcionam como agentes dispersivos (e.g.,
PVA — polivinil &lcool) (MAHMOUDI et al., 2009), ja foram descritos como causadores de
mutagénese (artigo em preparacdo — coautoria do autor desta dissertacdo), assim como o
surfactante Pluronic™ F-127 aqui utilizado (Figura 23). E importante ressaltar que a
mutagenicidade do Pluronic™ F-127 isolado foi superior aquela observada quando este estava
associado ao MWCNT, independentemente da concentracdo, sugerindo uma interacao
antagobnica entre os dois xenobidticos no que tange a este biomarcador. Isso provavelmente esta
relacionado aos sitios de ligacdo do surfactante com as membranas bioldgicas serem o0s
mesmaos, reduzindo o potencial téxico do surfactante quando 0 mesmo se encontra associado as
NPs.

N&o obstante, o potencial toxico efetivo da SCGE so podera ser corroborado nos topicos

posteriores ao 0 associarmos a genotoxicidade.



79

5.11. Anormalidades nucleares

As anormalidades nucleares representam possiveis alteracfes funcionais celulares,
prejudicando suas funcBes fisiologicas ou até as inviabilizando. A Figura 24 ilustra os
resultados médios do numero de células sem anormalidades morfoldgicas nucleares. A auséncia
de diferencas significativas entre as células dos diferentes grupos quanto a morfologia nuclear
tipica ja era esperada, uma vez que o comprometimento da funcéo tecidual exercida (hematose)
poderia causar um desequilibrio homeostatico, passivel de efeito letal em casos de

anormalidades exacerbadas.

Figura 24. Eritrocitos sem anormalidades nucleares do sangue periférico de girinos de ras-touro (L. catesbeianus)
dos diferentes grupos experimentais (n=9 animais cada), em 990 células, apds 96 horas de exposi¢do. Valores
médios + 1EPM. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (P>0,05).
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A Figura 25 apresenta as anormalidades nucleares aqui encontradas nos eritrocitos, aqui
tendo sido assim consideradas as células com microndcleo ou tipo bud. Essa figura evidencia o
aumento das alteracfes do tipo micronucleo e bud na concentracdo mais alta de MWCNT,
corroborando a literatura descrita para diversos outros xenobidticos (BARNI et al., 2007),
inclusive NPs (LINDERBERG, et al., 2009; VIGNARDI, et al., 2015; MURUGAN, et al.,

2016), o qual pode ser uma continuidade e agravamento das alteragdes anteriormente descritas
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para o ensaio cometa. Os resultados apontam que a genotoxicidade representada como aumento
da ocorréncia de micronucleo e bud somente ocorre na maior concentragdo de MWCNT e que
h& uma tendéncia ao aumento da derivacdo dos danos causada pela presenca de MWCNTS
(Pluronic™ F-127 associado). Levando em consideracdo que o aumento do potencial
oncogeénico esta associado ao aumento do nimero de anormalidades nucleares, e.g., do tipo
micronucleo e bud (TERRADAS, et al., 2009; SAMANTA; DEY, 2012; HATCH, et al., 2013;
HATCH; HETZER, 2015; BAKHOUM, et al., 2017; SHAH et al., 2017), devido a instabilidade
génica a qual essas estruturas apresentam; pode-se afirmar que em exposi¢des agudas a baixas
concentracdes dos xenobidticos utilizados (0,1% Pluronic™ F-127 e 0,1 mg.Lt MWCNT +
Pluronic™ + 0,1% Pluronic™ F-127) possuem baixos riscos de formacéo de neoplasias devido
a instabilidade genética causada por esses fatores; entretanto ndo se pode excluir o aumento do
potencial genotoxico quando em exposicdes cronicas e subcronicas e/ou a concentracfes
superiores as, demonstradas acima, de baixo risco. Ja foi demonstrado que a exposicao a
diversas NPs esta associada ao aumento da presenca de danos ao DNA devido a inducdo do
estresse oxidativo (VIGNARDI et al., 2015). Contudo, essa hipdtese para a MWCNT ainda

precisa ser avaliada em futuras analises de biomarcadores de estresse oxidativo.

Figura 25. Eritrocitos com microntcleo e bud do sangue periférico de girinos de réds-touro (L. catesbeianus) dos
diferentes grupos experimentais (n=9 animais cada), em 990 células, ap6s 96 horas de exposi¢do. Valores médios
+ 1EPM. Os asteriscos acima das barras horizontais denotam uma diferenca significativa em relacdo aos valores
observados para o controle (P<0.0001).
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6. ConsideracOes Finais

A tabela a seguir (Tabela 5), sumariza as respostas obtidas para todos os biomarcadores
nos diferentes tratamentos. Para o surfactante Pluronic™ F-127 isolado, se p6de observar uma
resposta letal, acompanhada de uma reducéo da massa corporea em relacdo ao controle. Para o
mesmo tratamento, houve um aumento da frequéncia cardiaca e também da densidade de
eritrécitos no sangue periférico. Associadas, essas respostas parecem indicar um aumento na
demanda de oxigénio do animal, muito provavelmente destinada ao processo de desintoxicagdo
do surfactante, uma vez que o animal ndo apresentou um aumento do nivel de atividade e ainda
diminuiu a massa, sem acelerar seu desenvolvimento metamorfico — indicado pelo
estadiamento do Gosner e do comprimento corpéreo. Somam-se a esses resultados a hipotese
ja elencada sobre perda de Oz pela pele vascularizada. Houve ainda indicio de mutagenicidade,
gue ndo resultaram, durante o periodo de exposi¢do, em genotoxicidade. Assim, 0 Pluronic™
F-127 isoladamente exerce um efeito toxico sobre nosso modelo experimental e gera respostas
homeostaticas compensatdrias, como um aumento do aporte de oxigénio para o0 processo de
desintoxicacao.

Por outro lado, quando avaliamos a responsividade dos animais ao MWCNT associado
ao Pluronic™ F-127, as principais diferencas entre a menor e a maior concentragdo (0,1 e 10
mg.LY) de MWCNT foi aumento do cronotropismo e maior incidéncia de anormalidades
nucleares para a maior concentracdo (10 mg.L™). Apesar de ter ficado aqui demonstrado o
impacto negativo que pode ser gerado por essas nanoparticulas quando utilizadas em
concentragdes elevadas (10 mg.L* MWCNT + Pluronic™), nossos resultados ndo evidenciam
seu real efeito em condigdes naturais, tendo em vista que os efeitos aqui descritos para 0s
biomarcadores supracitados ndo foram observados a menor concentracdo das nanoparticulas,
concentracdo mais realistica nas atuais condigdes naturais (0,1 mg.L* MWCNT + Pluronic™).
A perda da massa associada a ndo variacao do estadiamento larval e tamanho corpéreo indica
desvio de energia para processos de desintoxicacdo para ambos 0S grupos expostos ao
MWCNT, assim como o visto para o grupo Pluronic™. Ainda a taquicardia observada para o
grupo de maior concentracdo da nanoparticula aponta 0 aumento do desempenho cardiaco,
também observado no grupo Pluronic™, para a intensificacdo da perfusdo de sangue em
orgaos/tecidos de metabolizacdo e de eliminacdo de xenobidticos, como acdo sinergistica ao
processo de desintoxicacdo. No entanto, para os grupos expostos a0 MWCNT nao foi observado

um aumento da eritropoiese. Quanto ao sistema imune, houve basofilia e eosinofilia, apontando
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para um quadro de hipersensibilidade (alergia), consensual em resposta a exposi¢cdo a
nanoparticulas carbonéceas (e.g., fulerenos, grafenos e nanotubos de carbono). Apesar do
aumento das populacdes leucocitarias supracitadas, houve uma neutropenia, o que pode resultar
no aumento da susceptibilidade dos girinos a patdgenos, em especial fungos, uma das principais
causas atuais do declinio de anfibios. Interessantemente, em ambos 0S grupos expostos ao
surfactante associado a NP, a pigmentacdo corpérea foi reduzida, o que estd diretamente
relacionado a uma reducéo da intensidade luminosa (Figura 17) no meio de exposicdo em que
0 animal encontrava devido a presenca dos nanotubos. Isso pode ter sido devido tanto a uma
resposta hormonal (aumento da secrecdo de melatonina pela glandula pineal a baixas
luminosidades) quanto a um efeito direto da redugéo da incidéncia de luz sobre os melanéforos,
ndo mais estimulando as opsinas dispersando os melanossomos. Por fim, diferentemente da
menor concentracdo de NP, em que s6 foi observada mutagenicidade, para a maior
concentracdo de MWCNT a mesma também resultou em genotoxicidade devida a maior
ocorréncia de micronucleos e células tipo bud nos eritrocitos, ilustrando que os efeitos da
exposicdo as NPs sdo concentracdo-dependente.

Dessa forma, pode-se chegar a concluséo que grande parte dos biomarcadores utilizados
foram sensiveis e responsivos aos xenobioticos aqui utilizados, destacando-se a massa corporea,
pigmentacdo externa, frequéncia cardiaca, contagem de eritrdcitos, muta e genotoxicidade.
Conjuntamente, os resultados apontam para a relevancia de se avaliar e inter-relacionar
biomarcadores em diferentes niveis de organizacao bioldgica, desde os subcelulares, até os de
comportamentais e morfométricos (tamanho, massa e estadiamento metamorfico); para que se
possa estabelecer um cenario mais realistico e integrado das acdes de xenobioticos sobre o
organismos-teste.

Conforme descrito anteriormente, as agdes do Pluronic™ F-127 isolado foram por vezes
diferentes daquelas observadas quando o mesmo se encontrava associado ao MWCNT,
provavelmente devido a alteragdes conformacionais do surfactante ap6s sua associacdo as NPs,
0 que deve minimizar sua interacdo com as membranas biologicas (lipofilicas), devido a
interagdo de sua porcdo lipofilica com o MWCNT. Né&o obstante, 0 Pluronic™ F-127 isolado
apresentou nao apenas efeitos subletais, mas também letais, fato este que implicaria na morte
de parte dos individuos e em alteragdes subletais que poderiam prejudicar a adaptabilidade do
animal em seu ambiente natural; e ainda associadas a um possivel aumento da permeabilidade
cuténea, com consequente perda de O2 para 0 ambiente. Os efeitos das NPs foram concentragéo-
dependente, mostrado uma maior toxicidade do controle positivo em relagdo & menor

concentracgdo utilizada. Para ambas as concentracfes do MWCNT a reducéo da massa corpoOrea
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e da pigmentacdo cutdnea devem ter repercussdes drasticas na capacidade de sobrevivéncia
(captura de presas e fuga de predadores) e de reproducéo, o que pode levar ao declinio de suas
populagdes. Por fim, a genotoxicidade que se seguiu a mutagenicidade apenas no grupo
MWCNT 10 mg.L? consiste em um outro fator que destaca o efeito toxico e irreversivel da
exposicdo dos animais a este xenobidtico a concentracfes mais elevadas. Dessa forma, o
presente estudo comprova que tanto o surfactante isolado, quanto associado as MWCNT
exibem toxicidade aguda sobre os animais estudados. Dessa forma, urgem que sejam tomadas
medidas de regulamentacdo da liberacdo desses xenobidticos em aguas continentais pelas

agéncias reguladoras, estabelecendo concentragcbes ambientalmente seguras para 0S mesmos.

Tabela 5. Respostas obtidas (P<0,05) para os diferentes biomarcadores avaliados, comparando-os com relagdo ao
grupo controle (valores médios + 1 E.P.M.). Com a seta indicando para cima ( 1) significando aumento em relacdo
ao controle e a seta indicando para baixo ( | ) significando diminuido em relagdo ao controle.

01% 0,1mg.L? | 10 mg.L?
Biomarcadores Controle Pluronic™ MWENT MWENT
F-127 Pluronic™ | Pluronic™
Mortalidade 0,0£0,0% 8,3% - -
Nivel de Atividade 41+6% - - -
Estadiamento de
25 - - -
Gosner
Tamanho corpéreo 89,9+ 2,4 mm - - -
Massa corporea 96,2+ 1,0 mg ! ! !
Pigmentacdo Externa 77,1+£0,6% - ! !
frequenuz;\iffrmaca in 58,66 + 2,08 bpm 1 i "
Massa veqtrlcular 0,08 + 0,01 % i i i
relativa
Densidade de
eritrocitos em sangue 1,62x10* + 8,54x10? células.mm 0 - -
periférico
Densidade de 184,29 + 2,4029 células / 250 células - | -
Linfocitos
Densidade de 34,714 + 4,8830 células / 250 células . . -
Mondcitos
Densidade de , .
Neutrofilos 18,500 + 1,5236 células / 250 células ! ! !
Densidade de 24,500 + 2,5626 células / 250 células i 1 1
Eosindfilos
Densidade de Basofilos | 2,8571 £ 0,3031 células / 250 células - 1
SCGE (ensaio cometa) 24,8 + 0,8 % DNA fragmentado 1 1
Celulas_sem 984,5 + 0,6 células / 990 células - - -
anormalidade
Microntcleo + Bud 0,062 + 0,040 células / 990 células - - 1

Fonte: Autoria propria.
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7. Conclusoes

A partir da andlise e discussao dos resultados finais obtidos no presente estudo apos a
exposicdo por 96h sobre girinos de ras-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802) a
concentragdes de 0,1 e 10 mg.L* de nanoparticulas (NPs) de nanotubos de carbono de parede
maltipla (MWCNT), bem como a seu surfactante Pluronic TM F127 (0,1%), isolados ou
associadamente, pode-se concluir que:

. A exposicdo ao surfactante isoladamente, diferentemente aos MWCNT,
pode ser letal aos animais durante o periodo de exposi¢do utilizado;

. O nivel de atividade dos animais nédo foi alterado em funcéo a exposicéo
aos xenobioticos, 0 que indica que nao é gerada (ou € inibida) uma resposta aversiva de
fuga ou de escape aos estimulos estressores impostos;

. Da mesma forma, pela metamorfose ndo ter sido acelerada, parece ndo
haver respostas comportamentais de escape ao agente agressor. Ndo obstante, pode ter
havido falta de aporte de oxigénio e de energia para disparar tais processos;

o A redugéo da pigmentacdo cutanea dos grupos expostos aos MWCNT
torna os animais mais visiveis em um ambiente menos iluminado, aumentando sua
susceptibilidade a predadores;

. Um aumento do desempenho cardiaco mediante um processo
energeticamente mais custoso (aumento da cronotropia) nos grupos expostos ao
surfactante isolado ou associado a maior concentragdo do MWCNT, sem variacdo do
inotropismo cardiaco, aumenta o débito cardiaco, mas também a demanda energética
desse sistema;

o Para o surfactante em particular, a taquicardia e 0 aumento do nimero de
eritrécitos no sangue periférico, sugerem que a demanda energética para a
desintoxicacdo e/ou eliminagédo deste composto € mais custosa energeticamente para o
animal que o que ocorre para 0s nanotubos quando a ele associado, bem como por um
efeito direto do surfactante sobre 0 muco que reveste o tegumento, resultando em uma
perda de oxigénio devida a sua difusdo para 0 meio aquético;

o Todos 0s grupos expostos apresentaram uma ativacdo do sistema imune,
uma vez que a contagem diferencial de leucdcitos evidenciou que a resposta imune de
hipersensibilidade (basofilia e eosinofilia) aos xenobioticos utilizados. Contudo, a

neutropenia observada para todos os grupos, particularmente evidenciada ao grupo



86

exposto unicamente ao surfactante, podendo ter resultado em efeitos letais, indica que
0s animais podem se tornar susceptiveis a infeccdes oportunistas;

o Por outro lado, os danos ao DNA das células sanguineas circulantes
foram menores em resposta ao surfactante (apenas mutagenicidade) do que aqueles
ocasionados ao grupo exposto a maior concentracdo de MWCTN, indicando efeitos
deletérios mais permanentes e irreversiveis em resposta a uma concentracdo elevada

(porém ndo ambientalmente relevante) desta nanoparticula.

Conjuntamente, nossos resultados apontam para a urgéncia em gue sejam propostas
estratégias e politicas publicas que analisem e proponham normativas que contemplem medidas
de efetiva fiscalizacdo, controle e readequacdo da emissdo de nanoparticulas nos
compartimentos aquaticos continentais no Brasil, bem como dos constituintes necessarios a

maximizacdo de sua eficacia biologica ou ambiental com vistas a preservacao de anfibios.
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ANEXO A - Tabela de classificacdo dos estadiamentos de

desenvolvimento (estagios 1° ao 46°) de Gosner (1960).

7
»”

Fertilizaton Gray Crescant 4-Call
\ 7
18-Cedl 32-Cet Midcleavage Late Cleavage Dorsal Lip
1 I 14
Yolk Prug Late Gastrula Neural Plate Neum! Folds
i 17 |18
Tail Bud Muscular Response Haoart Boat
Neurat Tube, Gitl Plates Adhesive Glang Ottactory Pits Gift Buds

21

Gill Circutlation, Taul Elongation Cornea Transparont, Mouth Opens Tall Fins Transparant, Fin Clrculation

Operculum. Oral Disc, and Pigmenfatlon

0 25

Labia and Teetn Differantate External Gills Atrophy
Operculum Covers Glil Bases Operculum Closes on Right

Fonte: Gosner (1960).

Mouthparts Obvious
Spiracie Forms on Left
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Hind Limb Bud Development

e

26 L<%D 27 L2'-D 28 L=D 29 L21%2D 30 L=2D

»

I )=l =2

Toe Differentiation and Development

8 3, T T
B B e FE
’ 3
a 2 2

Foot Padde Indentation 4-5 Indentation 3-4 Indentaton 2-3 Indentation 1-2
36 E > 37 E 38 39 g

Toes 3-5 Saparated All Toss Separated Metatarsal Tubercle Subartcular Patches

o W

39

Forelimbs Emerge Mouth Batweoen Nostnl and Eye Mouth Bansath Eye
Mouth Antarior 1o Nostril Tall Atrephias Tall Graatly Racuced

Mouth Postatior to Eye Tail Stub Tail Resorbed Mawzmorphosis Complea

Fonte: Gosner (1960).

GOSNER, K. L. A simplified table for staging anuran embryos larvae with notes on
identification. Herpetologica, 16, 3, 183-190, 1960. Retirado de:
<https://www.jstor.org/stable/3890061>.
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ANEXO B — Autorizacio do projeto pela Comissao de Etica no

Uso de Animais
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