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RESUMO

A ampla utilizacdo de nanoparticulas manufaturadas de didxido de titanio (nano-TiO2) em
inimeros produtos de consumo humano, e sua consequente liberacdo em ecossistemas
marinhos, pode representar um risco significativo para organismos aquaticos. Por isso, a
avaliacdo de seu impacto bioldgico é de grande importancia. Os invertebrados filtradores que
se alimentam de suspenséo, como os moluscos bivalves, representam um grupo-alvo Unico para
a ecotoxicologia, e quando se trata de uma espécie de importancia gastronémica, o seu estudo
¢ ainda mais importante, pois ajuda, também, na compreensdo da potencial transferéncia de
nanoparticulas por magnificacéo trofica. No presente estudo, o marisco branco (Amarillodesma
mactroides) foi escolhido por ser um bivalve com importancia gastrondmica, amplamente
distribuido nas praias do Brasil, Uruguai e Argentina e possuir caracteristicas que podem
bioindicar alteracdes da qualidade ambiental de onde vivem. Este trabalho teve como objetivo
estudar parametros da imunidade inata destes animais, por meio da caracterizagdo e contagem
diferencial dos hemdcitos, e investigar os efeitos agudos da exposi¢do in vitro e in vivo de nano-
TiO2 na imunidade celular destes animais. Na exposigdo in vivo, 0s mariscos vivos foram
expostos & nano-TiO2 nas concentracdes de 0,01; 0,1 e 1 mg/L durante 24 e 96 horas, e
posteriormente foram realizados testes para a contagem total de hemdcitos; e avaliacdo da
capacidade germicida. Na exposicdo in vitro, 0s hemacitos foram expostos diretamente as
solucBes de agua do mar com nano-TiOz, nas concentracdes de 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 5ug/mL
por 1 hora seguindo-se de averiguagdo da capacidade fagocitica dos hemdcitos. Na
caracterizacdo e contagem diferencial dos hemacitos foi possivel observar duas subpopulacéoes
celulares: granulécitos, e hialindcitos, sendo os granulécitos o tipo celular prevalente. A
capacidade fagocitica mensurada para esta espécie foi de 41% (+ 0,03). Os resultados dos testes
de toxicidade com nano-TiO2 demonstraram diminui¢do significativa na porcentagem de
hemdcitos vivos apos 24h de exposicdo a 1 mg/L de nano-TiO., porém ndo em 96 h. Para os
demais parametros, ndo foram observados efeitos imunotoxicos das concentracdes testadas de
nano-TiO; tanto nas exposi¢des in vivo, como nas in vitro. O presente trabalho contribui com
a expansao do conhecimento existente sobre imunidade bivalve e imunotoxicologia das NPs
para uma espécie diferente das comumente utilizadas em estudos similares com nano-TiOs.
S&0 necessarios estudos adicionais para aprofundar e consolidar a investigacdo sobre o efeito

das nano-TiO sobre o sistema imune do marisco branco.
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ABSTRACT

The widespread use of manufactured titanium dioxide nanoparticles (nano-TiO) in numerous
products for human consumption, causes their consequent release into marine ecosystems. As
this may pose a significant risk to aquatic organisms, the evaluation of its biological impact is
of great importance. Suspension-feeding invertebrates such as bivalve mollusks represent a
unique target group for ecotoxicology. When it comes to a species of gastronomic uses it
becomes an even more important question, as it also helps us understanding the potential
transfer of nanoparticles by trophic magnification. In the present study, the yellow clam
(Amarillodesma mactroides) was chosen as a model because it is an economically important
bivalve, widely distributed on the beaches of Brazil, Uruguay and Argentina and has
characteristics that can indicate changes in the environmental quality of where they live. This
work aimed to evaluate parameters of the innate immunity of these animals, through the
characterization and differential count of hemocytes, investigating the acute effects of nano-
TiO2 exposure both in vitro and in vivo. For the in vivo assay, live clams were exposed to nano-
Ti0- at concentrations of 0.01; 0.1 and 1 mg/L for 24 and 96 hours, followed by total hemocyte
count and evaluation of their germicidal capacity. For the in vitro assay, hemocytes were
directly exposed to seawater with nano-TiO, at concentrations of 0.001; 0.01; 0.1; 1 and
5ug/mL for 1 hour, followed by an investigation of the phagocytic capacity of the hemocytes.
During the characterization and differential count of hemocytes it was possible to observe two
cellular subpopulations: granulocytes, making up a greater percentage of the total cells, and
hyalinocytes. The phagocytic capacity measured for this specie was 41% (+ 0.03). The results
of the toxicity tests demonstrated a significant decrease in the percentage of alive hemocytes
after 24 hours of exposure to 1 mg/L of nano-TiO, but not after 96 hours. No immunotoxic
effects was observed with the tested concentrations of nano-TiO- after the exposures, both in
vivo and in vitro. The present work contributes to expand the existing knowledge regarding
bivalve immunity and NP immunotoxicology, using a different species from those commonly
used in similar studies with nano-TiO». Additional studies are needed to further investigate and
consolidate the impact of nano-TiO> on the immune system of yellow clams.

Keywords: Titanium Dioxide Nanoparticles (nano-TiO2). Amarillodesma mactroides. Imune

system.
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1 INTRODUCAO
1.1 Poluicdo Marinha

As atividades humanas ja sdo responsaveis por um grande declinio da diversidade
bioldgica no mundo. O aumento populacional e da urbanizacdo de zonas costeiras ameagam a
vida marinha de diferentes formas: superexploracdo de recursos, despejo de lixo, poluigéo,
introducdo de espécies exdticas, aterramento maritimo, dragagem, além, de mudancas
climaticas (DERRAIK, 2002; PRIYA et al., 2021).

Em relacdo a poluicdo, esta pode ser definida como: qualquer substancia ou energia
natural ou de origem humana que é introduzida no meio ambiente pelos humanos que apresenta
efeito prejudicial sobre os organismos vivos e os ambientes naturais (UNEP, 1982).

Os ambientes marinhos estdo expostos a diferentes tipos de poluentes antrdpicos que
podem ser gerados por atividades industriais, domésticas e agricolas (HEWITT; ANDERSON;
THRUSH, 2005, HAMZA-CHAFFAI, 2014).

A poluicdo marinha prejudica os organismos em toda a cadeia alimentar de diversas
maneiras, dependendo da fonte. Metais pesados e poluentes organicos persistentes (POPS)
podem causar danos fisioldgicos e alterar comportamentos. Luzes artificiais ao longo da costa
a noite podem interromper a navegagédo do organismo, predacdo e migracao vertical. Poluentes
farmacéuticos, como drogas anticoncepcionais, pode prejudicar a reproducdo e, inclusive,
ocasionar mudancas de sexo em espécies de peixes. E ha também os poluentes que tém a
capacidade de bioacumulacéo, ou seja, que tem sua concentracdo aumentada quanto mais alto
o nivel trofico da espécie (WILLIS et al., 2021).

Com o avanco da tecnologia, novas demandas de materiais estdo surgindo, o que implica
no aparecimento de novas fontes antrépicas de contaminagdo ambiental, os impactos dessas
novas fontes no meio ambiente marinho ainda sdo desconhecidos (MEARNS et al., 2015;
WILLIS et al., 2021).

1.2 Nanoparticulas de dioxido de titanio (nano-TiOy)
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Em meados do século XX, foi apresentado o conceito basico de nanotecnologia: tipo de
tecnologia que manipula &tomos ou moléculas possibilitando transforméa-los em estruturas com
geometria e propriedades desejadas (SHARMA et al., 2019).

Nanoparticulas (NPs) séo definidas por materiais com tamanho entre 1 a 100 nm que
podem ser tanto de fontes naturais como antropogénicas. As de fontes naturais sdo particulas
ultrafinas no ar, os coloides aquaticos sdo compostos por acidos humicos e fulvicos, proteinas
e peptideos, e coloides inorganicos como 6xidos de ferro hidratado e manganés; e nos solos, as
argilas, matéria organica, 6xidos de ferro e outros minerais. Em relacdo & quantidade destas
NPs no meio ambiente, como a indUstria tem utilizado amplamente as NPs industrializadas, a
concentracdo destas € mais alta em relacéo as de fontes naturais (KLAINE et al., 2008; WANG
et al., 2014; MEARNS et al., 2015). Entre os diferentes tipos de nanomateriais (nanotubos de
carbono, fulerenos, nanoparticulas de ouro, prata, 6xido de zinco, didxido de silicio, entre
outras), as NPs de diéxido de titanio (nano-TiOy), por sua capacidade de branqueamento e de
absorver radiacdo ultravioleta, sdo as mais utilizadas em inimeros produtos de consumo
humano, tais como pigmentos, protetores solares, cosméticos, ceramicas, revestimentos de
superficie, células solares, aditivos alimentares, produtos antimicrobianos e fotocataliticos
(MUELLER; NOWACK, 2008, WANG et al., 2014, JOHNSON et al., 2015, CANESI,
CORSI, 2016). Estima-se que a producdo global de nanomateriais em 2014 foi entre 0,3 e 1,6
milhGes de toneladas, tendo as nano-TiO, uma produgédo entre 60 mil e 150 mil toneladas
(PULIT-PROCIAK; BANACH, 2016; SWARTZWELTER et al., 2021). Por decorréncia dessa
ampla utilizacdo, estas NPs podem atingir ambientes aquaticos, incluindo os ecossistemas
marinhos. Elas podem atingir os mares a partir de diferentes fontes e rotas, como por meio de
lixiviados de aterros sanitarios ou descarte direto de residuos, o que pode afetar sua natureza
guimica e, consequentemente, seu destino, comportamento e toxicidade, tornando-se, assim,
uma fonte de poluicao de dificil remediacéo devido ao seu tamanho em escala nanométrica e,
ainda, por adsorverem outras substancias potencialmente toxicas (KLAINE et al., 2008;
MEARNS et al., 2015, MOTTIER et al., 2017; SWARTZWELTER et al., 2021).

Um material particulado pode ser relativamente inerte numa forma maior, mas com a
diminuicdo do seu tamanho para nanoescala pode modificar suas propriedades fisico-quimicas,
conferindo-lhes comportamentos novos e Unicos; que a0 mesmo tempo sdo caracteristicas
valiosas para a industria, porém podem tornar o material mais toxico, pois a sua area de
superficie é aumentada (com o aumento de particulas reativas na superficie), possibilitando uma
maior interacdo e absorcdo por tecidos biolégicos. Além do tamanho, outras propriedades como

forma, agregacdo/aglomeracdo, revestimento de superficie e solubilidade também podem afetar
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diretamente as propriedades fisicas e quimicas dos nanomateriais, e, consequentemente, as suas
interacbes com os sistemas bioldgicos (NEL et al., 2006; XIONG et al., 2013;
SWARTZWELTER et al., 2021).

Adicionalmente, fatores como a presenca de materiais organicos naturais, a forga ionica
da &gua, e a propria concentracdo das NPs, podem alterar o comportamento destas em diferentes
ambientes e, consequentemente, afetar a propriedade de agregac¢ao/aglomeracéo, influenciando,
diretamente, na biorreatividade e biodisponibilidade das NPs (JOHNSON et al., 2015). Por isso,
ao se trabalhar com ecotoxicidade de NPs, é de extrema importancia realizar a caracterizacdo
dessa NP e avaliar o seu comportamento no meio usado para exposi¢do. A caracterizacao inicial
inclui: a descri¢do da composicéo do material, o tamanho nominal, a forma e a carga superficial
(potencial £ ); em seguida, avalia-se o comportamento da NP no meio usado nas exposi¢des. Os
parametros avaliados nesta etapa s@o: o estado de agregacao (Z average), a mudanca na carga
superficial (potencial ) e o indice de dispersdo (PDI). Este ultimo é importante para entender
0 comportamento das NPs em ambiente aquoso (MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH,
2018; SWARTZWELTER et al., 2021).

A alteracdo desses parametros ao longo do tempo também pode ser atil para uma
avaliacdo ainda mais completa da dindmica das NPs no meio de exposi¢do. Essas analises sdo
geralmente realizadas por meio da analise de DLS (Dispersdo de Luz Dinamica) ou microscopia
eletrénica (MET e MEV), dependendo do material que esta sendo investigado
(SWARTZWELTER et al., 2021).

Apesar da ampliacdo dos conhecimentos na area, ainda pouco se sabe sobre os efeitos
da exposicdo ambiental deste tipo de substancia, e, principalmente, seus efeitos nos
ecossistemas aquaticos e na fauna marinha (MUELLER; NOWACK, 2008; CANESI et al.,
2010a; WANG et al., 2014). Considerando isso, se faz necessario aprofundar a investigacao
sobre os seus possiveis efeitos toxicos. Nesse sentido, a ecotoxicologia busca integrar as
propriedades quimicas das NPs, as possiveis vias de exposi¢do e as respostas nos organismos
bioindicadores expostos, buscando assim, analisar 0s seus impactos nos ecossistemas marinhos
(CORSI et al., 2014).

1.3 Bioindicadores

Bioindicadores sdo uma ferramenta importante para detectar mudancas positivas ou
negativas no ambiente, e seus efeitos na sociedade humana. O seu uso ajuda a determinar 0s

impactos bioldgicos de poluentes em um organismo, € € uma maneira de diagnosticar,
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precocemente, os efeitos nocivos que determinada substancia possa causar aos ecossistemas
(PARMAR, 2016).
McCarty e Munkittrick (1996, p.271) definiram:

Um bioindicador ¢ uma variacao induzida antropogenicamente em componentes,
processos, estruturas ou funcgdes bioquimicas, fisioldgicas ou ecoldgicas (isto €, um
biomarcador) que tenha sido estatisticamente correlacionado ou causalmente ligado,
de maneira, pelo menos semiquantitativa, a efeitos biol6gicos em um ou mais niveis
do organismo, populagdo, comunidade ou ecossistema da organizagao bioldgica.

Muitos efeitos prejudiciais de diversos tipos de NPs tém sido descritos em organismos
marinhos. A literatura (BAUN et al., 2008; FARRE et al., 2009; CANESI; CORSI, 2016) relata
efeitos em peixes (toxicidade respiratdria, efeitos no desenvolvimento e estresse oxidativo), em
copépodas (efeitos no desenvolvimento, no sistema imune e mortalidade), em equinodermos
(efeitos no desenvolvimento e no sistema imune), e em bivalves (genotixicidade, estresse
oxidativo, efeitos no desenvolvimento e no sistema imune). E notavel que os invertebrados s&o

potenciais alvos bioldgicos da exposicdo de NPs (CORSI et al., 2014).

1.4 Bivalves como bioindicadores para os efeitos das NPs

Os bivalves marinhos constituem um grupo alvo para a ecotoxicologia. Segundo alguns
autores (WIDDOWS; DONKIN, 1992; MEADOR et al.,1995; CAJARAVILLE et al., 2000;
GRIETA et al.,2015), moluscos bivalves sdo excelentes bioindicadores de poluicdo marinha e
estuarina por possuirem as seguintes caracteristicas:

e S&o organismos filtradores, ou seja, se alimentam de particulas em suspenséo e, por
isso, bombeiam grandes volumes de agua podendo acumular produtos quimicos em
seus tecidos;

e S&o organismos sésseis, ingerindo contaminantes quimicos presentes e representativos
de uma determinada area;

e Sdo dominantes nas comunidades do litoral e do estuario, e com ampla distribuicdo
geografica;

e S&o de facil coleta;

e Sdo relativamente tolerantes (mas ndo indiferentes) a uma ampla gama de condi¢des
ambientais;

e A quantificacdo de produtos quimicos em tecido bivalve fornece uma avaliacdo da
biodisponibilidade, o que ndo fica evidente na simples medigéo direta nos diferentes

compartimentos ambientais (4gua, particulas suspensas e sedimentos);
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e As concentracGes de contaminantes nos tecidos de bivalves refletem, com maior
precisdo, a magnitude dos contaminantes organicos, pois estes organismos tém menor
capacidade de metaboliza-los, diferentemente do que ocorre em peixes e crustaceos e,
por ultimo;

e S3o comercialmente importantes em todo o mundo e a medi¢cdo da contaminacdo

quimica é de interesse para consideracfes de saude publica.

Efeitos de diferentes tipos de contaminantes podem ser avaliados nestes animais, tanto
em testes in vitro, como in vivo. Ensaios realizados com esses animais como: imunotoxicidade,
genotoxicidade, estresse oxidativo e lisossdmico, junto com a caracterizacdo das NPs, ajudam
a entender 0s mecanismos e a acao toxica desses materiais nesses organismos (CANESI et al.,
2012). A importancia deste tipo de investigacdo faz-se ainda mais critica quando se trata de
bivalves de consumo humano, pois ajuda também na compreensao da potencial transferéncia
de nanoparticulas via cadeia tréfica (CANESI et al., 2012).

Para melhor compreensao dos efeitos das alteracbes ambientais nas espécies deste grupo
de moluscos, uma das propostas é estudar a sua imunologia, pois estudos anteriores demonstram
gue seus mecanismos de defesa sdo suscetiveis a fatores de estresse ambiental (DYRYNDA et
al., 2000; MAYRAND; ST-JEAN; COURTENAY, 2005; AKAISHI et al., 2007; MELLO;
PROENCA; BARRACCO, 2010), e em relacdo as NPs, ha evidéncias de que o sistema imune
representa um alvo significativo (CORSI et al., 2014).

Os organismos bentdnicos e sedimentares sdo alvos mais faceis de exposicdo as NPs.
Uma vez na agua, as NPs podem interagir com matéria organica ou com outras NPs, podendo
se agregar e se depositar no fundo do mar (COULEAU et al., 2012; WANG et al., 2014,
MARISA et al., 2018; SWARTZWELTER et al., 2021). Em relacdo aos bivalves, o seu habito
de alimentacéo por filtracdo e o seu sistema circulatorio aberto, que possibilita o contato direto
com o ambiente externo, contribuem para o aumento da interacdo aos contaminantes ambientais
(SWARTZWELTER et al., 2021).

Sabe-se que a glandula digestiva dos animais filtradores é o alvo primario da toxicidade
de NPs (CANESI et al., 2010b), e que estas podem ser transferidas do sistema digestorio para
a hemolinfa, afetando os hemacitos circulantes (CANESI et al., 2012). Segundo Marisa e
colaboradores (2015), as nano-TiO, especificamente, alteram caracteristicas funcionais destas
células, podendo induzir, por exemplo, a diminuicdo de respostas imunes celulares em

processos como a fagocitose, sendo este um importante instrumento de monitoramento de
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estresse ambiental e capaz de fornecer informacGes sélidas sobre os efeitos deste tipo de
contaminante em moluscos bivalves. Ademais, um sistema imune deficiente favorece a invasao
de organismos potencialmente patogénicos e oportunistas (KHAN; THULIN, 1991), o que é
desinteressante do ponto de vista econdmico e de salde publica, quando se trata de animais

explorados pela indUstria alimenticia.

1.4.1 Sistema Imune de Bivalves

O sistema circulatorio dos bivalves € aberto, e a circulacdo € garantida por um coragédo
sisttmico, que esta localizado proximo ao musculo adutor. Os hemocitos sdo as células
sanguineas que circulam na hemolinfa, e desempenham papel central no sistema imune, além
de contribuir para outras fungdes bioldgicas, como cicatrizagdo, digestdo de alimentos,
transporte de nutrientes, reproducao, excrecdo, formagdo da concha e producéo e secrecdo dos
liquidos humorais (ALLAM; RAFTQOS, 2015).

A sua defesa interna € baseada em um sistema inato, ndo linfoide, que envolve
componentes celulares e humorais. Dos componentes celulares, a fagocitose ou
encapsulamento, com subsequente elimina¢do do patdgeno, via atividade enzimética, é
considerada o principal mecanismo de defesa interna em invertebrados. Os hemdcitos de todas
as especies de bivalves estudados, até 0 momento, possuem capacidade fagocitica. Estas células
podem englobar uma variedade de particulas, incluindo bactérias, algas, leveduras, células
sanguineas estranhas e esferas de latex (WOOTTON; DYRYNDA; RATCLIFFE, 2003).

Ja foram realizados estudos sobre os impactos da poluicdo ambiental no sistema imune
inespecifico de Mytilus edulis (LIVINGSTONE; PIPE, 1992; MAYRAND, ST-JEAN;
COURTENAY, 2005; CORAY, ST-JEAN; BARD, 2007) e Muytilus galloprovincialis
(CANESI et al., 2015). Segundo Mayrand, St-Jean e Courtenay (2005), Coray, St-Jean e Bard
(2007) e Mello, Proenga e Barracco (2010), ambientes poluidos afetam diretamente a
quantidade de hemdcitos, o perfil de suas subpopulacdes, e consequentemente, sua capacidade
fagocitica, diminuindo a habilidade de eliminacdo de agentes patogénicos e ocasionando
mudancas em relacdo a depuracdo das espécies reativas de oxigénio. Apesar do impacto de
ambientes poluidos sobre as células destes animais, Mayrand, St-Jean e Courtenay (2005)
demonstraram que € possivel a recuperacdo do sistema imune, como melhora da capacidade
fagocitica, por exemplo, ao se transferir os animais de um local poluido para outro menos
impactado. Evidenciando assim, que os efeitos deletérios causados por poluentes podem néo

ser permanentes e que sao passiveis de serem remediados.
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1.5 Amarillodesma mactroides

Dentre os bivalves marinhos da costa brasileira, a familia Mesodesmatidae é
representada por moluscos de areia com importancia socioeconémica (SANTOS, 2014), e sdo
exploradas por pesca comercial e de lazer em praias do Brasil, Uruguai e Argentina (FIORI;
DEFEO, 2006). Uma das espécies desta familia € o marisco branco (A. mactroides), que possui
0 sindnimo cientifico Mesodesma mactroides (Reeve, 1854). Estes organismos habitam praias
com caracteristicas dissipativas (FIORI; DEFEO, 2006), ou seja, praias onde a energia das
ondas é dissipada ao longo da extensa zona de surfe e que geralmente possuem sedimentos
finos, distribuidos homogeneamente ao longo da praia (AMARAL; NALLIN, 2011). A sua
distribuicdo geogréafica vai desde a baia de Santos até o Rio Negro na Argentina, mas com maior
abundancia entre a praia do Cassino, na cidade de Rio Grande, no Rio Grande do Sul e Barra
do Chui, no Uruguai (FIORI; DEFEO, 2006).

Esta espécie, em condi¢Bes normais, se alimenta de material em suspensdo, porém
experimentos laboratoriais demonstraram que em condi¢Ges extremas pode alimentar-se
também de detritos contidos no sedimento (DEFEO; SCARABINO, 1990).

Apesar da grande diversidade de animais da classe Bivalvia, apenas um namero limitado
de espécies, como as do género Mytilus sp., e a ostra americana, Crassostrea virginica, foi
intensamente estudada em relacdo a imunologia e aos impactos da poluigdo ambiental. Portanto,
considera-se de extrema importancia a inclusdo de novas espécies para a expansdo do
conhecimento existente sobre imunidade bivalve e alteracdo de sua imunocompeténcia devido
a exposicao a xenobioticos, e consequente aumento da suscetibilidade a doencas (WOOTTON,;
DYRYNDA,; RATCLIFFE, 2003; BARTH; MORAES; BARRACCO, 2005). E, segundo
Santos (2014), estudos especificos, avaliando o sistema imune de A.mactroides, ainda séo raros.
Por isso, considerou-se interessante o estudo em busca da compreensdo dos impactos de NPs
sobre a imunidade inespecifica nesta espécie de bivalve contribuindo para o conhecimento
existente sobre imunidade bivalve e imunotoxicologia das NPs para uma espécie diferente das

comumente utilizadas em estudos similares.

2 OBJETIVO GERAL
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Investigar o efeito agudo da exposicdo a nanoparticulas de didxido de titdnio na

imunidade celular inespecifica do Marisco Branco (Amarillodesma mactroides).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacdo da imunidade celular:
e Caracterizacdo dos hemacitos do marisco branco (Amarillodesma mactroides)
e Contagem diferencial e total dos hemacitos;

e Mensuracdo da capacidade fagocitica

Caracterizacdo das nano-TiOz:

e Caracterizacdo do tamanho e comportamento as nano-TiO2 em agua do mar

Avaliacdo do efeito da exposicao aguda in vivo as nano-TiOa:
e Na viabilidade dos hemadcitos p6s exposicao as nano-TiO:

e Na capacidade germicida;

Avaliacéo do efeito da exposicao aguda in vitro das nano-TiO-:

e Na capacidade fagocitica dos hemacitos

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos Animais

As coletas foram realizadas em praias do municipio de Ilha Comprida (latitude
24°45'31.9" sul e longitude 47°33'51.1" oeste), sul do estado de S&o Paulo (Fig. 1), nos periodos
de 22 a 24 de julho de 2018, e 3 de fevereiro de 2020. Foram coletados animais com
comprimento superior a 43 mm, por ja serem considerados adultos (BERGONCI, 2005). A
coleta teve a autorizagdo concedida pelo ICMBIo (n° 62408-1).

Os parametros ambientais e climéaticos foram registrados no momento da coleta, para

possibilitar futuras correlagdes com os achados neste estudo.
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Figura 1 - Mapa de localizacdo da Ilha Comprida, S&o Paulo, Brasil
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Fonte: (COSTA; JANKOWSKY; MOURA, 2016)

3.2 Manutencéo dos Animais em Laboratdério

Apoés as coletas, todos os animais foram transportados vivos, em caixas térmicas,
enterrados no sedimento retirado na mesma praia da coleta, até o biotério de animais aquaticos
do Laboratério de Histofisiologia Evolutiva do ICB-USP. No biotério, os animais foram
mantidos em aquarios em temperatura ambiente, contendo sedimento ndo processado (retirado
da praia de llha Comprida) e 10 litros de 4gua do mar natural (NSW; &gua do mar natural, do
inglés “natural seawater”) trazida da base do CEBIMar em S&o Sebastido, com os pardmetros
de salinidade de 35%0 ¢ pH 8 tendo 50% de renovagéo a cada dois dias. Os animais foram
alimentados diariamente com microalgas das espécies Isochrysis galbana e Chaetoceros
calcitrans cedidas pelo Banco de Microorganismos Marinhos Aidar & Kutner (BMA&K) do

10-USP, numa concentragdo de 1 x 10° céls / mL de cada espécie (informagao pessoal)?.

1 SANTOS, J.J.S — Mensagem recebida em amanda.rosa@gmail.com em 17 de maio de 2018.
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3.3 Caracterizacao da imunidade Celular de Amarillodesma mactroides

3.3.1 Caracterizacao/ldentificacdo dos Hemaocitos

Para a caracterizacdo e identificacdo dos hemdcitos, a hemolinfa de 3 animais foi obtida
com o auxilio de uma seringa de 1 mL, previamente carregada com a solucdo anticoagulante de
tampéo citrato / EDTA (0,45 M NaCl; 0,1 M glucose; 30 mM citrato de sodio; 26 mM &cido
citrico e 10 mM EDTA, pH 4,6, armazenado a 4°C) (MATOZZO, 2010) na propor¢édo de 1:1
pela cavidade pericardial (SANTOS, 2014), especificamente do musculo adutor posterior
(MAYRAND, ST-JEAN; COURTENAY, 2005; CORAY, ST-JEAN; BARD, 2007; FRASER
etal., 2013; CANESI et al., 2015). A hemolinfa de cada animal foi centrifugada a 600 x g (4°C,
10 min.) para a formacdo do precipitado celular. Apds a centrifugacdo, o precipitado foi
ressuspendido em 2 mL de paraformaldeido 4%, em &gua do mar filtrada (FSW, do inglés
filtered seawater, 0,22 um). A hemolinfa foi entdo disposta em laminas e mantidas por 24h para
secagem em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) para identificagdo e contagem diferencial dos tipos celulares.

Os hemdcitos foram caracterizados quanto a sua morfologia por microscopia de luz,
baseando-se no tamanho das células e na presenga/auséncia de granulos. Foram utilizados como
base para a identificacdo dos diferentes tipos celulares a literatura disponivel para bivalves
(WOOTTON; DYRYNDA,; RATCLIFFE, 2003; ALLAM; RAFTOS, 2015) e o trabalho de
Santos (2014) especifico para a espécie A. mactroides. A mensuragdo das células foi realizada

pelo software ImageJ® com imagens obtidas com a cAmera AxioCam HRc S/N 2 23 11 1303.

3.3.2 Contagem Diferencial de Hemaocitos (CDH)

Para a contagem diferencial foram utilizadas as mesmas laminas preparadas para a
identificacdo e caracterizacdo dos hemacitos, cuja metodologia encontra-se descrita acima. A

contagem foi realizada utilizando a férmula abaixo:

Contagem Diferencial = n° de cada tipo celular x 100

n° total de células
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3.3.3 Teste de Viabilidade Fungica

Para os ensaios de fagocitose, foram utilizadas leveduras comerciais Saccharomyces
cerevisae vivas (ltaiquara®) com viabilidade superior a 90%. As leveduras foram escolhidas
por serem microorganismos nao-patogénicos eficientes na indugdo das respostas imunes
inespecificas de invertebrados, conforme descrito para ouricos e estrelas do mar (SILVA, 2000;
SILVA et al., 2001, BORGES et al., 2002). Foi realizada a contagem em camara de Neubauer
de leveduras vivas em relacao ao total, para fazer o célculo de viabilidade celular e do volume
da suspensdo de leveduras a ser utilizada nos ensaios de fagocitose para ter a proporcao de
leveduras por hemacito de 10:1.

Foi preparada uma solucdo em 5 mL de FSW, com 8 uL de diacetato de fluoresceina
(FDA) (5 mg/mL) (Sigma®) em acetona (SILVA et al., 2000) e 50 pL de iodeto de propideo
(PI) (2 mg/mL) (Sigma®) em FSW (DELAPORTE et al., 2003). Esta solucdo (FDA-PI) foi
utilizada para identificar as leveduras vivas e mortas antes dos ensaios de fagocitose. O teste de
viabilidade das leveduras foi realizado a temperatura ambiente (25°C).

As células vivas emitem fluorescéncia verde devido a penetragdo do diacetato de
fluoresceina, e as células mortas emitem fluorescéncia vermelha devido a penetragdo do iodeto
de propideo e intercalacdo deste nas moléculas de DNA. A fluorescéncia emitida pelos
fluorocromos foi entdo observada sob microscopia de fluorescéncia (Zeiss AXIOScope. Al —
com sistema de fluorescéncia a LED) com filtro verde, para observar as células que estao vivas,

e o filtro vermelho para visualizar as células mortas.

3.3.4 Ensaio de Fagocitose

Com a utilizacdo de seringas de 1 mL, a hemolinfa de 3 individuos foi coletada com
anticoagulante ACD-B, livre de EDTA (4,8 g/L de &cido citrico, 13,2 g/L de citrato de sodio,
14,7 g/L de glicose e 1,2 g/L de cloreto de sodio) (ZHOU, 2018), na proporc¢éo (1:1).

A concentracdo celular foi ajustada para 2 x 10° hemdcitos/mL. Foram preparadas
Iaminas com o pool de hemolinfas e deixadas em camara Umida sob temperatura ambiente, por
1, hora para adesdo e espraiamento das células. Posteriormente, as células foram
homogeneizadas com uma suspensao de leveduras S. cerevisiae com viabilidade acima de 90%.
Posteriormente, as laminas foram incubadas por mais 1 h em camara imida em temperatura

ambiente.
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Apbs uma primeira observacdo das laminas, estas foram fixadas com solugdo de
paraformaldeido (4% em FSW) e coradas com o corante Rosenfeld filtrado (ROSENFELD,
1947). Este procedimento auxilia a visualizacdo da fagocitose, tornando mais facil as
observacdes e permite que o material possa ser armazenado para analises futuras. O indice de

fagocitose foi calculado através da seguinte formula:

Capacidade Fagocitica: CF =  n° de hemacitos fagocitando

n°total de hemdcitos

3.4 Avaliagéo do efeito agudo da nano-TiO2 na imunidade de A. mactroides

3.4.1 Caracterizagdo da nano-TiO>

As nano-TiO, (Aeroxide®, 99,9% - Eigenmann & Veronelli), foram fornecidas pela
Profa. Dra. llaria Corsi (Universidade de Siena, Italia). O lote utilizado nos experimentos,
tiveram didmetro médio de 24 + 7 nm (DELLA TORRE et al.,2015).

As NPs utilizadas no presente estudo foram as mesmas usadas no estudo realizado por
Pinto (2021); estudo, este, realizado pelo mesmo grupo de pesquisa. Portanto, a caracterizacéo
das NPs, apresentada no presente trabalho, é a mesma para ambos os estudos.

Para a caracterizacdo, primeiramente, foi preparada uma solucéo estoque de nano-TiO>
(10 mg/mL) em agua Milli-Q®, sendo submetida & sonica¢do (100 W por 45 min em banho de
gelo) (DELLA TORRE et al.,2015). Apos este processo, foram preparadas as solugdes finais
em agua do mar filtrada a 0,22 um (FSW, 25°C + 2, salinidade: 35, pH: 7.8 + 0.2). Esta 4gua
foi coletada no mesmo local da agua utilizada nos experimentos deste trabalho.

Com atécnica de DSL (Dispersao de Luz Dindmica) determinou-se o tamanho das nano-
TiO2, o tamanho médio hidrodindmico das nanoparticulas (Z-average, nm) e o indice de
polidispersao (PDI, adimensional).

A carga superficial das nanoparticulas (potencial {, mV) foi determinada pela
mobilidade eletroforética (ME) usando um Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments).

Para as analises do presente trabalho, foram preparadas solu¢des da nano-TiOz a 5
mg/mL em agua Milli-Q® e em FSW (do mesmo local de coleta da &gua utilizada nos

experimentos). A agua Milli-Q® foi utilizada como controle do meio, pois é uma agua ultrapura
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e ndo possui outras substancias com as quais as nanoparticulas possam interagir, diferentemente
da NSW, que contém matéria organica e ions.

Ap0s o preparo, as nano-TiO foram submetidas rapidamente & homogeneizagdo em um
agitador do tipo Vortex. Em seguida, foram feitas 3 medic¢des para cada condicdo, a 25°C. Para
a analise DLS foram realizadas 11 corridas de 10 s cada, e para a ME foram feitas 20 corridas.

Para acompanhar as mudancas dinamicas da nano-TiO, em relagdo ao tempo, foram
realizadas analises DLS (a 25°C, no escuro) em intervalos de 7 minutos, de 0 até 63 minutos

apos a dispersdo em FSW.
3.4.2 Exposicao in vivo

3.4.2.1 Analise da Agua do Mar

Com o intuito de verificar uma possivel contaminacdo da agua do mar coletada no
Cebimar-USP (Sao Sebastido, SP), e utilizada nos ensaios, com dioxido de titdnio ambiental,
amostras da agua foram enviadas para analise no Instituto de Pesquisas Nucleares da
Universidade de S&o Paulo (IPEN-USP).

Para a amostragem, a agua foi coletada em 6 tubos do tipo falcon (50 mL) de galdes
mantidos no biotério de animais aquaticos do Laboratorio de Histofisiologia Evolutiva do ICB-
USP. Foram misturadas porcOes de agua dos diversos galdes em cada tubo amostral.

As aguas coletadas foram posteriormente separadas em tubos do tipo falcon de 15 mL.
Em trés destes tubos, foi adicionado 300 pL de &cido nitrico a 65% (BRANDAO, 2011) e
completados com a 4gua do mar. Em outros trés tubos de igual volume, foram mantidos os
mesmos volumes de agua do mar sem a adicdo do &cido. Todas as amostras foram guardadas
em refrigerador até serem transportadas ao IPEN-USP para analise.

A deteccdo de titanio (Ti) na dgua do mar feita por espectrometria de emissdo dptica
com plasma de argdnio (ICP-OES; Espectrdmetro Spectro) no Laboratdrio de Anélises Quimica
e Ambiental — LAQA-IPEN. Foi utilizado como controle positivo uma solucao de Ti (Inorganic
Ventures, lote K2-Ti02118).

A andlise teve por objetivo detectar a presenca de titanio total na &gua, podendo, este,

ser de fontes naturais ou antrépicas, livre ou na forma de didxido de titanio.
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3.4.2.2 Preparacdo da nano-TiO>

A solucéo estoque (10 mg/mL) foi preparada em agua ultrapura (Milli-Q®), e de acordo
com os estudos de Canesi e colaboradores (2010b) e Barmo e colaboradores (2013). A solucéo
foi submetida a sonicacao, em banho de gelo, por 30 min a 100 W, 50% ciclo liga / desliga, a
fim de serem obtidas suspensfes uniformes de NP. As concentracdes finais (0,01; 0,1 e 1,0

mg/L), foram preparadas em FSW (0,45 pm) antes da exposicéo.

3.4.2.3 Testes de Toxicidade

Os grupos experimentais foram compostos por dois grupos controles e trés grupos testes.
No primeiro grupo controle, os animais foram mantidos com sedimento e no segundo grupo
controle, sem o sedimento, visando, desta forma, avaliar uma possivel influéncia da
auséncia/presenca do sedimento na imunidade, uma vez que este animal é infaunal, e a condicao
dos grupos testes foi de exposicao as NPs sem o sedimento. Os trés grupos testes foram expostos
as nano-TiOz conforme a seguinte configuragdo: Grupo 1: 1 mg/L / animal; Grupo 2: 0,1 mg/L
/ animal; e Grupo 3: 0,01 mg/L / animal. Foram utilizados 5 aquarios, cada um contendo 10
animais, e 10 litros de 4gua do mar (Fig. 2). Cinco animais foram utilizados para os testes de
exposicdo de 24 h e os outros cinco para o tempo de exposicao de 96h. (Tabela 1).

As concentracdes supracitadas foram escolhidas por serem proximas as concentragcoes
ambientais encontradas no ambiente aquatico, que, segundo Mueller e Nowack, (2008) e
Minetto, Libralato e VVolpi Ghirardini (2014), estdo por volta de 0,7 pg/L (0,0007 mg/L) num
cenario realistico e 16 pg/L (0,016 mg/L) num cenario de grande emissdo, mas que conforme
demonstrado em estudos anteriores, ja tem potencial de causar efeitos no sistema imune de
outras espécies de bivalves (CANESI et al., 2010b, COULEAU et al., 2012, BARMO et
al.,2013).
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Tabela 1- Grupos Experimentais

Tempo de Exposicéo

24h 96h
Controle COM sedimento Controle COM sedimento
Controle SEM sedimento Controle SEM sedimento
Nano-TiO2 0,01 mg/L Nano-TiO2 0,01 mg/L
Nano-TiO2 0,1 mg/L Nano-TiO2 0,1 mg/L
Nano-TiO2 1,0 mg/L Nano-TiO2 1,0 mg/L

Os animais foram pesados e identificados com nimeros, feitos a lapis em suas conchas,
e foram, entdo, distribuidos nos diferentes aquarios, de modo que a distribuigédo entre 0s grupos
ficasse homogénea. Os parametros da agua de cada um dos aquarios foram monitorados
imediatamente antes da exposicdo as diferentes concentracdes de nano-TiO2, que foi realizada
as 16 h do dia 02 de setembro de 2018.

Apos 24 h de exposicdo, foram medidos os pardmetros da agua de cada aquério, e
retirados 5 dos animais de cada grupo para a realizacdo dos ensaios. Apds 96 h, o mesmo

procedimento foi realizado, com a retirada dos outros 5 animais restantes de cada grupo.

Figura 2- Aquarios dos grupos controles e de exposigdo imediatamente antes do primeiro experimento em 24 h

‘w
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3.4.2.4 Analise de sobrevida

Os animais foram monitorados diariamente para observacao e controle de eventuais
mortalidades. Considera-se morto o animal que apresenta as valvas permanentemente abertas,
os sifées estendidos e auséncia de resposta no pé (CARVALHO; ROMANO; POERSCH,
2015).

3.4.2.5 Teste de Viabilidade Celular e Contagem Total de Hemdcitos (CTH)

Ap0s 24 e 96 h de exposicado, foram retirados dos aquarios 5 animais de cada grupo para
a realizacdo dos testes de toxicidade. Primeiramente foi realizada a medicdo (Fig.3) e pesagem
de cada individuo ja identificados com nimeros a lapis em suas conchas.

Com a utilizagdo de seringas de 1 mL, a hemolinfa de cada individuo dos grupos foi
coletada com anticoagulante ACD-B, na proporc¢éo (1:1). A solucdo de FDA-PI foi adicionada
a hemolinfa para se prosseguir com a contagem dos hemécitos vivos e mortos e o total em
camara de Neubauer (BORGES et al., 2002).

Figura 3 - Medicdo dos exemplares de A. mactroides antes da coleta da hemolinfa para a realizac8o dos ensaios
de capacidade germicida.
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3.4.2.6 Ensaios para avaliacdo da capacidade germicida

Para avaliacdo da capacidade germicida, foi realizado o procedimento padronizado de
fagocitose ja descrito anteriormente. Porém, transcorrido o tempo de incubac¢do da fagocitose,
foi realizada a técnica de incorporacdo de FDA-PI para a identificagdo e contagem de leveduras
fagocitadas e mortas. Posteriormente foram calculados os indices de capacidade germicida

através da seguinte formula:

Capacidade Germicida: CG = numero de leveduras mortas
25 leveduras fagocitadas

Para o calculo da capacidade germicida, é utilizada uma associagdo de duas técnicas:
contraste interferencial de fase (permite a comprovagdo da internalizacdo das leveduras) e
fluorescéncia (permite identificar se as leveduras internalizadas estéo vivas ou mortas) (SILVA
etal., 2001).

3.4.3 Exposicéo in vitro

Para estes experimentos foram utilizados os animais da coleta de fevereiro de 2020. Os
animais foram aclimatados no biotério por 7 dias antes dos experimentos serem iniciados, com
0s mesmos cuidados da coleta anterior, com renovagdo da NSW a cada dois dias, e sendo
alimentados diariamente com microalgas das espécies Isochrysis galbana e Chaetoceros

calcitrans.

3.4.3.1 Concentracdes de nano-TiO-

As concentracgdes de nano-TiO2 escolhidas para as exposicdes in vitro foram de 0,001,
0,01, 0,1, 1 e 5 pg/mL. Estas concentragdes foram escolhidas visando contemplar a maior gama
possivel de concentragbes a serem testadas, desde a mais baixa, proxima a concentracdo
ambiental segundo Mueller e Nowack (2008) e Minetto, Libralato e Volpi Ghirardini (2014),
contemplando, também, as concentra¢des utilizadas nas exposic¢des in vivo, e 5ug/mL, para
verificar o comportamento da resposta imune dos hemécitos frente a uma concentracdo mais

elevada.
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Para se alcancar as referidas concentracfes, foi necessario preparar solucdes
intermediarias. Para isso, primeiramente se preparou uma solucdo estoque na concetracdo de
Img/mL de nano-TiO». A partir da solucdo estoque, foi preparada uma solucdo intermediéria
1, na concentracdo de 100 pg/mL. A partir da solucdo intermediaria 1, foi preparada uma
solucdo intermediaria 2, na concentracdo de 10 pg/mL. A partir da solucdo intermediaria 2, foi
preparada uma solucdo intermediaria 3, na concentragdo de 1 pg/mL. E a partir da solucéo

intermediaria 3 foi preparada uma solucdo intermediaria 4, na concentracdo de 0,1 pg/mL.

3.4.3.2 Ensaios de fagocitose

Para cada experimento realizado, foi utilizado o pool de hemolinfa de 5 animais. Esta
hemolinfa foi coletada juntamente com anticoagulante ACD-B e depositada em tubos de 50
mL, que foi levado a centrifuga a 800G, a 4°C por 10 minutos para formacdo de precipitado
celular e subsequente descarte do sobrenadante. Os hemacitos foram ressuspendido em 1mL de
FSW para contagem em camara de Neubauer. Ap6s contagem, o volume presente no tubo de
coleta foi ajustado com FSW para alcancar a concentracéo de 5 x 10* células / mL.

A solucdo com hemdacitos foi transferida para placa de 24 pocos, contendo volume final
de 1 mL. A placa foi incubada em ambiente escuro por 30 min a 25°C para adesdo celular. Apos
este periodo, o meio foi trocado por FSW contendo as diferentes concentragdes de nano-TiO-,
As placas foram entdo incubadas novamente em ambiente escuro, por 1h a 25°C.

Ap0s o periodo de exposicao, foi realizado o procedimento padronizado de fagocitose
ja descrito anteriormente. Sendo, no final, os hemdcitos fixados em paraformoldeido 4% e
corados com a técnica de Rosenfeld, para visualizacdo das leveduras fagocitadas. Foram
contabilizados 100 hemdcitos diferenciados quanto a presenca/auséncia de leveduras

internalizadas em seu citoplasma segundo a formula de capacidade fagocitica.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism versdo 8. Primeiramente,
foram analisados em relacdo a normalidade, e os que sdo paramétricos, utilizou-se a ANOVA
de uma via (one-way—ANOVA), com pos teste de Tukey (in vitro) e Dunnett (in vivo). Para os

dados ndo paramétricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn para



38

multiplas comparag@es. Para os dados que exprimem porcentagem, foi aplicada a formula do
Arcoseno antes de aplicar os demais testes.

As diferencas observadas entre os grupos foram consideradas significativas quando
P<0.05.

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacéo da imunidade Celular de Amarillodesma mactroides

4.1.1 Caracterizacao/ldentificacdo dos Hemocitos

Com a utilizacdo de técnicas de colocacdo com hematoxilina e eosina (Fig. 4A e 4B), e
microscopia de fase (Fig 4C e 4D) foi possivel observar as subpopulacbes celulares. A
coloragdo dos hemdcitos com hematoxilina e eosina evidenciou dois grupos celulares. Os
granuldcitos, com tamanho médio de 5,39um + 0,68, assim denominados pela presenca de
pequenos granulos intracitoplasmaticos, ficaram evidenciados por apresentarem colora¢do mais
rosada (séo eosinofilicos, o que evidencia o seu carater mais basico), e de forma mais irregular,
enquanto que os hialinécitos, que ndo possuem granulos, com tamanho médio de 4,56um +
0,56, apresentaram o citoplasma corado de lilas (mais &cido em relagdo aos granuldcitos), com

contorno mais regular (Figura 4A e 4B).
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Figura 4 - Hemocitos do A. mactroides: A: Granuldcito corado com HE sob microscopia de luz. B: Hialinécito
corado com HE sob microscopia de luz. C: Granuldcito sob microscopia de fase. D: Hialin6cito sob microscopia
de fase.

A 3

10um 10um

4.1.2 Contagem Diferencial de Hemaocitos (CDH)

O resultado da contagem diferencial dos hemacitos (granuldcitos e hialindcitos). Os
dados da contagem encontram-se na Tabela 2. Onde foi possivel observar que dentre as duas
populacbes de células apresentadas para esta espécie, 0s granuldcitos possuem uma

concentracdo aproximadamente 20% maior do que a populacéo de hialindcito.

Tabela 2- Contagem diferencial de hemdcitos de A. mactroides.
Hemocitos Porcentagem

Granuldcito  60,67% = 3,61
Hialinécito 39,33% + 3,61

4.1.3 Avaliacdo da Capacidade Fagocitica

Foi determinado e padronizado o método para avaliacdo da capacidade fagocitica nos

hemacitos.
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Apds uma hora de incubagdo das leveduras com os hemdcitos do marisco branco, foi
possivel observar uma média de 41% (x 0,03) das células realizando fagocitose de, no minimo,
uma levedura, o que foi facilmente observado sob microscopia de contraste de fase com
contracoloracéo de Rosenfeld (Fig. 5).

Figura 5 - Células de A. mactroides coradas com Rosenfeld sob microscopia de contraste de fase onde é possivel

visualizar o processo de fagocitose. Células espraiadas com N indicando o ntcleo do hemécito e L a levedura
internalizada, o que indica fagocitose.

4.2 Avaliacéo do efeito agudo das nano-TiO2 na imunidade de A. mactroides

4.2.1 Caracterizagao das nano-TiO>

Ao comparar-se 0 comportamento da nano-TiO2 nos dois diferentes meios (em &gua do
mar e agua Milli-Q®), pode-se observar que ha maior agregagdo quando em agua do mar, como
observado na tabela 3 e figura 6. A agregacdo de particulas na agua do mar atinge uma média
de 944,60 + 106,20 nm comparada & 204,30 * 4,59 nm da agua Milli-Q®. Na agua do mar, ha
ainda um pequeno pico de nano-TiO, aglomerada, s6 que alcangcando um tamanho maior,
proximo de 10.000 nm.
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Figura 6- Comparagéo do comportamento de aglomeragdo da nano-TiOz (5 ug/mL) em FSW e agua Milli-Q®.
Dados obtidos por analise DLS, com eixo-X minimo em 10 nm (escala logaritmica). Média e desvio padréo de 3
medig¢des.
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Verificou-se também que, em agua do mar, o didmetro hidrodindmico das nano-TiO-
aumenta proporcionalmente com o tempo (Fig. 7), chegando a um estado de agregacdo com

tamanho de 1.400 nm apo6s 1 h da incubacéo.

Figura 7- Comportamento de agrega¢do da nano-TiO; (5ug/mL) em FSW em relacéo ao tempo.
Anélise DLS em intervalos de 7 min até 63 min da preparacéo da suspensdo. Média e desvio padréo de 3

medices.
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Atabela 3 mostra, além do estado de agregacéo (Z-average), o indice de disperséo (PDI)
e a carga superficial (potencial {). O PDI das nano-TiO2em FSW foi um valor maior de 0,330,
enquanto em agua Milli-Q® foi de 0,210 + 0,015. A carga superficial das nano-TiO, em agua
Milli-Q® se mostrou mais negativa (-52,50 * 6,95) do que as nano-TiOz em agua do mar (-8,34
+0,96).
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Tabela 3- Dados da andlise DLS, mostrando as diferencas de tamanho em nm (Z-average), o indice de
polidispersidade (PDI) e potencial { (mV) das nano-TiO, (5 pg/mL)em FSW e 4gua Milli-Q®. Os dados séo a
média e os desvios-padrdo referentes a 3 medidas.

Meios de dispersdo ~ Z-Average (nm) PDI Potential { (mV)
Milli-Q® 204,30 £ 4,59 0,210+ 0,015 -52,50 + 6,95
FSW 944,60 £ 106,20 >0,330 -8,34 £ 0,96

4.2.2 Exposi¢ao in vivo

4.2.2.1 Anélise de titdnio na agua do mar

As amostras identificadas pelas siglas 1F, 2F e 3F, foram as amostras de agua do mar
que foram filtradas a 0,45 um e as identificadas pelas siglas 1S, 2S e 3S foram as amostras ndo
filtradas. Como se pode notar pela tabela 4, todas as amostras apontaram concentracao de titanio

abaixo de 0,01 pg/mL, que é o limite de deteccdo do aparelho.

Tabela 4- Anélise da quantidade de titanio total das amostras de 4gua do mar utilizadas nos experimentos. RG
refere-se ao identificador da amostra, amostras de 1 a 3, seguidas de F, sdo as amostras de agua do mar filtradas
easde 1 a3, seguidas da letra S, sdo as amostras de 4gua do mar nao filtradas.

RG Identifica;;éo da Concézn_f_riagao
amostra (ug/mL)
664/19 1F <0,01
665/19 2F <0,01
666/19 3F <0,01
667/19 1S <0,01
668/19 2S <0,01
669/19 3S <0,01

4.2.2.2 Testes de toxicidade

4.4.2.2.1 Parametros da agua utilizada nas exposi¢des in vivo
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Apo6s 24 h de exposicado, a temperatura da dgua nos aquarios foi de 21,7° C, salinidade
35, pH proximo de 8 e amonia de 1,00 ppm, sem variacdo entre os diferentes grupos.

Ap0s 96 h a temperatura da agua variou de 17° C no aquario do grupo com concentracao
de 0,1 mg/L de nano-TiO2 a 17,3° C nos grupos controle sem sedimento e com 0,01mg/L de
nano-TiOy, a salinidade foi de 35 em todos os grupos, o pH também foi proximo de 8 e aamonia

variou de 1,00 ppm, nos dois grupos controle a 3,00 ppm no grupo com 1 mg/L de nano-TiO..

4.2.2.2.2 Analise de sobrevida

Apos o final de 24 e 96 horas de exposi¢cdo dos animais as diferentes concentracGes de

nano-TiOz, ndo foi registrada nenhuma morte.

4.2.2.2.3 Viabilidade celular

Na comparacdo dos dois grupos controles, apés 24 h de exposicdo a média da
porcentagem de hemacitos vivos foi de 91,65% = 3,30 no grupo com sedimento e 90,07% +
4,07 no grupo sem sedimento (Fig. 08). Apds 96 h de exposicao, a porcentagem de células vivas
foi de 86,42% = 9,01 no grupo com sedimento e 87,74% + 4,35 no grupo sem sedimento (Fig.
09). Em nenhum dos dois tempos, houve diferenca significativa em relacdo a porcentagem de

células vivas.

Figura 8 - Porcentagem de hemdcitos vivos entre o grupo controle com sedimento (CS) e o grupo controle sem
sedimento (SS) em 24 h de exposi¢do. As barras correspondem a média + desvio padrdo, utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov.
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Figura 9 - Porcentagem de hemacitos vivos entre o grupo controle com sedimento (CS) e o grupo controle sem
sedimento (SS) em 96 h de exposi¢do. As barras correspondem a média + desvio padrao, utilizando o teste de

Welch.
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Nos grupos expostos as NPs, apds 24 h, a porcentagem de células vivas variou de
82,66% + 9,3 nos grupos com concentracao de 0,01 e 82,66% = 5,4 nos grupos com 1 mg/L a
88,3 £ 3,5 nos grupos com concentragdo 0,1 mg / L (p=0,0305, teste de Kruskal-Wallis) de

nano-TiOz. O grupo controle apresentou uma viabilidade celular de 90,07% + 4,07. (Fig 10).

Figura 10- Viabilidade celular ap6s 24 h de exposigdo a diferentes concentragfes de nano-TiO.. Ctl = grupo
controle.As barras correspondem a média + desvio padrao, utilizando o teste de Kruskal-Wallis com pés teste de
Dunn. * (p=0,0305).
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Ap06s 96 h de exposicdo a porcentagem de hemacitos vivos variou de 84,71% + 7,01 no
grupo com 0,1 mg/L de nano-TiO. a 89,28% + 7,66 no grupo com 0,01 mg/L de nano-TiO>
(Fig. 11). O grupo controle apresentou uma viabilidade celular de 87,74% + 4,35. Neste tempo,
néo foi observada diferenca na viabilidade celular entre as diferentes concentragdes de nano-
TiO2 e o0 grupo controle.

Figura 11 - Viabilidade celular ap6s 96 h de exposicao a diferentes concentragdes de nano-TiO2. Ctl = grupo
controle. As barras correspondem a média + desvio padréo, utilizando o teste de Kruskal-Wallis com pds teste de
Dunn nao houve diferencas na porcentagem de células vivas.
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4.2.2.2.4 Efeito da exposi¢do as nano-TiO2 na concentracéo total de
hemocitos

Na comparacgéo dos dois grupos controles em 24 h apds exposi¢do, a média da CTH foi
de 9,73 + 4,69 x 10° hemdcitos / mL no grupo com sedimento e 8,80 + 2,64 x 10° no grupo sem
sedimento (Fig 12). Ap6s 96 h de exposicdo, a média da CTH foi de 10,53 + 3,37 x 10°
hemacitos/mL no grupo com sedimento e 6,48 + 3,37 x 10° no grupo sem sedimento (Fig. 13).

N&o houve diferencas na concentracdo de hemdcitos entre os dois grupos controles tanto em 24
guanto em 96 h.



46

Figura 12- Efeito da retirada do sedimento na concentragéo de hemdcitos entre o grupo controle com sedimento
(CS) e o grupo controle sem sedimento (SS) em 24 h. As barras correspondem a média + desvio padrdo. N&o foi
observada diferenca nos dois grupos controles pelo teste de Welch.
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Figura 13- Efeito da retirada do sedimento na concentracdo de hemaocitos entre o grupo controle com sedimento
(CS) e o grupo controle sem sedimento (SS) em 96 h. As barras correspondem a média + desvio padrdo. N&o foi
observada diferenca nos dois grupos controles pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
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Nos grupos de exposicdo, apos 24 h, a média da CTH variou de 7,78 + 1,46 x 10° no
grupo exposto a 0,01mg/L de nano-TiO24a 8,41 + 3,38 x 10° no grupo exposto a 1,0 mg/L. O
grupo controle apresentou uma CTH de 8,80 + 2,64 x 10° (Fig. 14). Apds 96 h a média da CTH
variou de 4,90 * 2,65 x 10° no grupo exposto a 1 mg/L de nano-TiO,a 7,50 + 3,33 x 10° no
grupo exposto & menor concentragdo de nano-TiOz (Fig. 15). Nao foram observadas diferengas
na concentracdo de hemacitos entre 0s grupos com exposicao de nano-TiO2 e o grupo controle

tanto em 24 h como em 96 h de exposicéo.
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Figura 14 - Efeito da nano-TiO2 na concentracdo de hemdcitos ap6s 24 h de exposi¢do. Ctrl = grupo controle. As
barras correspondem a média + desvio padrdo. Apos calculo com ANOVA de uma via com pds teste de Dunnett,
ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos expostos e o controle.
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Figura 15 - Efeito da nano-TiO2 na concentracdo de hemdcitos ap6s 96 h de exposicdo. Ctrl = grupo controle. As
barras correspondem a média * desvio padrdo. Apds célculo com Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn, ndo
foram observadas diferencas entre os grupos expostos e o controle.
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4.2.2.2.5 Efeito da nano-TiO; na capacidade germicida

Na comparacdo dos dois grupos controles, apos 24 h, a média da porcentagem de
leveduras mortas por fagocitose foi de 44,45% * 5,01 no grupo com sedimento e 30% =+ 8,49

no grupo sem sedimento (Fig. 16). Apds 96 h, a média da porcentagem de leveduras mortas por
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fagocitose foi de 12% + 4 no grupo com sedimento e 13,33% + 9,24 no grupo sem sedimento
(Fig. 17).

Nos grupos expostos as NPs, apds 24 h, a média da porcentagem de leveduras mortas
por fagocitose variou de 24% + 11,31 no grupo com exposto a 0,01 mg/L de nano-TiO2 e 36%
+ 0,00 no grupo exposto a 1 mg/L de nano-TiO; (Fig. 18). Apos 96 h, a média da porcentagem
de leveduras mortas por fagocitose variou de 9,33% em todos 0s grupos expostos a hano-TiO>
com desvio-padrdo de 2,31 para o grupo com 0,01mg/L e 1 mg/L (Fig. 19).

Em funcdo do baixo nimero de réplicas obtidas nesse experimento, ndo foi possivel

avaliar as diferencas estatisticas entre os diferentes grupos.

Figura 16- Porcentagem de leveduras mortas apés ensaios de fagocitose (n:25) comparando-se o controle com
sedimento (CS) e o controle sem sedimento (SS) em 24 h. As barras correspondem a média + desvio padréo.
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Figura 17- Porcentagem de leveduras mortas apds ensaios de fagocitose (n:25) comparando-se o controle com
sedimento (CS) e o controle sem sedimento (SS) em 96 h. As barras correspondem a média + desvio padréo.
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Figura 18 - Porcentagem de leveduras mortas apds ensaios de fagocitose (n:25) nas diferentes concentragdes de
nano-TiO,, em 24 h apés exposicdo. Ctrl = grupo controle. As barras correspondem a média + desvio padréo.
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Figura 19- Porcentagem de leveduras mortas apds ensaios de fagocitose (n:25) nas diferentes concentragdes de
nano-TiOz, em 96h apos exposicdo. Ctrl = grupo controle. As barras correspondem a média + desvio padréo.
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4.2.3 Exposigao in vitro

A exposi¢do as nano-TiO2 ndo alterou o percentual de hemdcitos que realizaram
fagocitose quando comparados ao grupo controle (One-way ANOVA seguido de pos teste de
Tukey). A porcentagem de células que realizaram fagocitose ap6s 1 h de exposicéo variou de
20,83% (£12,58) no grupo 0,1 pg/mL a 32,50% (£7,94) no grupo com 0,01 pg/mL de nano-
TiO,. O grupo controle apresentou uma taxa de fagocitose de 29,50% (+ 7,23) (Fig. 20).
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Figura 20- Porcentagem de células que realizaram fagocitose nas diferentes concentracfes de nano-TiOzapés 1 h
de exposicdo. Ctrl = grupo controle. As barras correspondem a média * desvio padrao.
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5 DISCUSSAO

5.1 Parametros da Imunidade Inata Celular de Amarillodema mactroides

5.1.1 Hemacitos

No presente estudo, foi possivel identificar, por meio de microscopia 6tica, apenas duas
populacdes de hemacitos circulantes na hemolinfa de A. mactroides: granuldcitos e hialindcitos,
considerando a presenca ou auséncia de granulos intracelulares visiveis pelas técnicas aqui
utilizadas e afinidade aos corantes. Este dado esta de acordo com o observado por Santos (2014)
na mesma especie. Além do marisco branco, outra espécie mais conhecida na literatura, o Perna
perna, também apresenta apenas dois tipos celulares (BARRACCO; MEDEIROS; MOREIRA,
1999). No Perna perna, os granuldcitos apresentaram granulos citoplasmaticos abundantes
eosinofilicos, enquanto que os hialinécitos apresentaram citoplasma basofilico, resultado
semelhante ao observado no presente estudo. Porém, existem algumas espécies de bivalves, tais
como Mytilus edulis e Ensis siliqua, que possuem trés popula¢fes de hemdcitos circulantes:
eosinofilos granulares, basofilos granulares e basofilos agranulares (células hialinas), outras
espécies como Cerastoderma edule apresenta, além das trés populagdes anteriores, uma quarta
populagdo, os eosindfilos Tipo 'l1I' (WOOTTON; DYRYNDA; RATCLIFFE, 2003).

Informacg6es mais precisas sobre as subpopulacbes de hemacitos de A. mactroides, seria
possivel somente com microscopia eletrdnica, visto que os hemdcitos desta espécie bivalve sdo
muito pequenos.

Em relacdo a contagem diferencial das populacdes de hemdcitos observadas, a
populacdo de granulécitos se mostrou prevalente em relacdo a de hialindcitos. Este dado
corrobora com o observado por Santos (2014) em A. mactroides, porém no bivalve Perna
perna a subpopulacéo prevalente é a de hialindcitos, representando aproximadamente 60% dos
hemdcitos (BARRACCO; MEDEIROS; MOREIRA, 1999).

5.1.2 Capacidade Fagocitica

Em relacdo a capacidade fagocitica dos hemdcitos de A.mactroides, a porcentagem
média de fagocitose foi de 41% (x 0,03). Na literatura ndo foram encontrados dados para a

mesma espécie para uma possivel comparacdo, enfatizando assim a importancia dos nossos
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dados. No entanto pode-se comparar com estudos de outras espécies de bivalves encontradas
no Brasil. Barth, Moraes e Barracco (2005) utilizaram o zymosan, um glucano da parede celular
de leveduras, em ensaios com a ostra Crassostrea rhizophoraen (habitante de manguezais e
estuarios) e observaram uma capacidade fagocitaria de 69,5% dos hemdcitos. Barracco,
Medeiros e Moreira (1999) também observaram alta taxa de fagocitose do zymosan
(aproximadamente 80% dos hemacitos) em Perna perna (coletados em Santa Catarina —
Brasil), porém a mesma porcentagem ndo foi obtida quando foi utilizada a célula inteira (S.
cerevisiae). Neste caso, foi evidenciada maior taxa de citoaderéncia da levedura na superficie
dos hemdcitos (51,4%) do que a sua completa ingestdo (menos de 2% dos hemdcitos). No
presente trabalho, foram utilizadas somente leveduras S. cerevisiae, ndo sendo possivel a
comparacdo em relacdo ao zymosan, porém foram consideradas como fagocitadas apenas as
leveduras internalizadas nos hemacitos e ndo as aderidas na superficie dos mesmos.

Outro ponto interessante a ser considerado é o ambiente onde os animais habitam.
Santos e colaboradores (2018) observaram que bivalves de ambientes mais poluidos por esgotos
apresentam maior densidade de hemacitos e atividade fagocitica de 6 a 8 vezes maior quando
comparados a bivalves que habitam areas ndo poluidas. Lembrando que os exemplares de A.
mactroides utilizados neste trabalho foram coletados em uma area de preservagéo ambiental,
portanto um ambiente menos poluido, o que pode explicar a taxa de fagocitose encontrada ser

menor gque das outras espécies dos estudos aqui citados.

5.2 Efeito agudo das nano-TiOz na imunidade de A. mactroides

5.2.1 Caracterizagao da nano-TiO>

Na caracterizacdo do comportamento da nano-TiOz na agua do mar utilizada nos
experimentos deste trabalho, observou-se uma maior agregacdo se comparada ao
comportamento da mesma em agua Milli-Q®. Esta agregacio mostrou-se ser rapida, ocorrendo
dentro de um periodo de 1 h.

Em relacdo ao tamanho alcancado pelas aglomeracdes da nano-TiOz na agua do mar
(FSW) utilizada nos experimentos deste trabalho (944,60 £ 106,20 nm em 5 pg/mL), ndo houve
grande diferenca do que foi observado por Della-Torre e colaboradores (2015), que utilizaram
nano-TiO2 do mesmo lote. Porém, em concentracao acima (10 pg/mL) da utilizada no presente

estudo.
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O estado de dispersdo de um sistema particulado é o quanto as particulas estéo
aglomeradas, ou seja, mantidas juntas umas das outras por forgas atrativas entre elas (POWERS
et al., 2007). O valor de PDI é um indice que serve para medir a dispersdo das nanoparticulas
em meio aquoso, ou em outras palavras, 0 quanto estas particulas estdo aglomeradas. Na
caracterizagéo do presente estudo, o PDI em NSW foi >0,330, 0 que conota comportamento de
grande aglomeracdo. Este dado é importante, visto que foi demonstrado que o tamanho dos
aglomerados desempenha um papel importante na capacidade dos macrofagos de fagocitar
particulas (POWERS et al., 2007).

A medic¢do do potencial zeta () de uma amostra é um indicador chave da estabilidade
das dispersdes coloidais. Particulas mais estaveis tem uma tendéncia menor a aglomerar
(MOURDIKQUDIS; PALLARES; THANH, 2018). A caracterizagdo das nano-TiOz, no
presente estudo, demonstrou que as particulas dispersas em agua Milli-Q® apresentaram-se
mais carregadas do que quando dispersas em FSW (potencial { =-52,50 * 6,95 versus potencial
{=-8,34 £ 0,96, respectivamente). A diferenca no potencial {, em relacdo aos dois meios, pode
ser atribuida a presenca de ions na &gua do mar e a consequente interacdo, destes, com as NPs.
Tais achados sdo corroborados pelo aumento da aglomeracdo, com o tamanho quatro vezes
maior dos aglomerados da nano-TiO> em agua do mar como Visto na caracterizagdo aqui
apresentada, das nano-TiO: dispersas em FSW em comparagdo com as NPs dispersas em agua
Milli-Q®.

5.2.1.1 Analise de Titanio na Agua do Mar

Mueller e Nowack (2008) calcularam que a quantidade de nano-TiO; estimada para o
ambiente aquatico esta entre 0,7 ug/ L (em um cenario realistico) e 16 pg / L (cenario de grande
exposicao), estes dados foram obtidos através de uma projecao de producdo mundial, liberacdo
de particulas de produtos e coeficientes de fluxo dentro dos compartimentos ambientais. Em
nossa analise, sé foi possivel analisar a quantidade de titanio total nas amostras. Parte deste
titdnio poderia estar na forma de dioxido, mas ap0s o tratamento das amostras com acido nitrico,
pode ter ocorrido quebra da ligagcdo quimica. Se considerarmos que o titanio total estava em
uma concentracdo abaixo do limite de deteccdo do aparelho (<0,01 pg / mL), o didxido de
titdnio, se presente nas amostras, estaria em concentragdo ainda inferior. Ao se comparar 0s
dois trabalhos, é preciso considerar as diferentes metodologias, e as diferentes localidades,
sendo o dado trazido pelo presente trabalho relevante para a localidade em questéo, pois ndo

foi encontrada a informacao prévia a respeito.
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5.2.2 Exposicao in vivo

N&o foi observada diferenca (p>0,05) na retirada do sedimento na imunidade dos
animais, no que se refere a viabilidade celular e contagem total de hemdcitos. Esse dado valida
a ndo utilizacdo de sedimento nos ensaios experimentais de exposi¢do as nano-TiOs.

Nos experimentos de toxicidade das nano-TiO., houve reducdo na porcentagem de
hemdcitos vivos expostos a concentracdo mais alta de nano-TiO2 (1 mg/L) em relacdo ao grupo
controle apds 24 h de exposicdo, porém nenhuma diferenca foi observada ap6s 96 h de
exposi¢do em nenhuma das concentracdes testadas. Coleau e colaboradores (2012) observaram
auséncia de efeito significativo na viabilidade dos hemdcitos de Dreissena polymorpha (um
bivalve de agua doce) ap0s exposi¢ao as nano-TiO2 por 24 h nas concentragdes 0,1, 1, 5 e 25
mg/L, sugerindo que este parametro talvez ndo seja 0 mais ideal para avaliar a resposta de uma
exposicao aguda as nano-TiO,. Wang e colaboradores (2019) observaram efeitos dependentes
da concentracdo (0,1, 1, 10 mg/L) na mortalidade dos hemacitos de M. coruscus (bilvalve
marinho) apos o terceiro dia de exposicdo. Ja Dalai e colaboradores (2013) observaram que a
concentracdo disponivel (particulas em suspensdo) de NPs diminui com o tempo e com a
concentracdo, isso devido a agregacdo através do tempo, o que poderia explicar o porqué foi
observado diminuicdo na viabilidade dos hemacitos em 24 h, mas néo apos 96 h de exposicao.
Porém, apesar da concentracdo disponivel diminuir, através do tempo, o tamanho dos
aglomerados aumenta, fazendo com que se acumulem no fundo, o que facilitaria a ingestao por
animais filtradores que vivem no sedimento.

No que diz respeito a concentracao total de hemacitos ndo houve diferenca dos grupos
experimentais em relacdo ao controle nem em 24 quanto em 96 h de.

Uma hipétese para tentar explicar a auséncia de efeito imunotoxico entre 0s grupos
tratados e os controles, no que se refere ao nimero total de hemacitos, foi que a concentracao
de nano-TiO; foi muito baixa e, portanto, ndo imunotdxica para os animais. Porém, Barmo e
colaboradores (2013) observaram, por citometria de fluxo, queda no nimero total de hemacitos
do bivalve Mytilus galloprovincialis, apds 96 h de exposicdo a nano-TiO2 nas concentracdes de
0,01 e 0,1 mg/L. Ja Marisa e colaboradores (2018) observaram aumento no numero total de
hemacitos de Ruditapes philippinarum (bivalve marinho) em 0,001 e 0,01 mg/L de nano-TiO:
a partir de 72 h ap6s exposicao. Esses dados mostram reacOes diferentes entre 0s organismos

de diferentes espécies, sendo que em uma espécie a exposi¢do de nano-TiO2 causou aumento
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no numero de hemacitos e na outra causou a diminui¢cdo. Os efeitos destes estudos foram a
partir de 72 h de exposicdo, o que poderia explicar a falta de efeito imunotoxico em 24 h de
exposicdo, mas ndo em 96 h. Porém, Couleau e colaboradores (2012) observaram efeitos
imunotoxicos no bivalve Dreissena polymorpha ja em 24 h de exposicdo a nano-TiO, em
concentragdes de 0,1, 1, 5 e 25 mg/L.

No trabalho de Wang e colaboradores (2019), relaciona-se os efeitos toxicos no bivalve
Mytilus coruscus, a dois diferentes tamanhos de nano-TiO,. Foi observado que as nano-TiO>
de tamanho de 25 nm foram mais toxicas que as nanoparticulas de 100 nm nos parametros
imunes de contagem total de hemdcitos, indice de mortalidade das células, entre outros. O
tamanho das nano-TiO utilizada neste trabalho é do mesmo lote da utilizada no trabalho de
Della-Torre e colaboradores (2015), onde o diametro médio da nanoparticula é de 24 £ 7 nm.
Como as nanoparticulas menores tendem a ser mais toxicas, este argumento ndo pode ser
utilizado para explicar a auséncia de efeito imunotdxico no presente trabalho até 0 momento.

As diferencas observadas podem ser espécie-especificas, contudo, foram observados
efeitos imunotoxicos em trés diferentes espécies: M. galloprovincialis, R. philippinarum e D.
polymorpha. E importante ressaltar que D. polymorpha é um bivalve de agua doce, e segundo
Handy, Owen e Valsami-Jones (2008), o comportamento da maioria das NPs manufaturadas é
diferente na 4gua do mar em comparagdo com a agua doce, sendo a agregacao na agua do mar
mais provavel, o que foi confirmado pela caracterizacdo aqui apresentada; portanto, a
toxicidade também pode ser diferente.

No tempo de 96 h observou-se uma queda geral (inclusive no grupo controle) na
concentracdo total de hemdcitos, lembrando que ndo foi possivel a andlise estatistica dos dados.
Uma hipotese é que esta queda na concentracdo total de hemacitos, seja causada pela falta de
alimento ou aumento da concentragdo de amonia na agua, visto que os animais ndo foram
alimentados, nem a agua foi renovada durante os tempos de exposic¢ao. Pensando nisso, decidiu-
se pela realizacdo de testes de exposicdo in vitro, desta forma, seria possivel verificar se 0s
hemacitos sdo sensiveis a exposicao direta das nano-TiO2, e eliminaria o fator falta de alimento

e aumento da concentracdo de amonia do aquéario durante tempos de exposi¢cdo mais longos.

5.2.3 Exposicao in vitro

N&o foram observados efeitos na capacidade fagocitica dos hemdcitos expostos as

diferentes concentragdes de nano-TiO2 por um periodo de 1 hora. Ressalta-se que nos testes de
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exposicao in vitro, foram testadas uma gama maior de concentragdes, inclusive uma maior, de
5 pug/mL. No trabalho de Marisa e colaboradores (2015), cujo protocolo é muito semelhante ao
realizado no trabalho aqui apresentado, observou-se a diminui¢do na porcentagem de fagocitose
nas duas concentracdes utilizadas (1 e 10 pg/ml). O tempo de exposicdo de ambos os
experimentos foi 0 mesmo e uma das concentracdes (1 pg/ml) também, porém A. mactroides
respondeu de forma diferente do bivalve utilizado por Marisa e colaboradores (2015), sugerindo
que as diferencas podem ser especificas de cada espécie.

Os experimentos, e as exposicdes in vitro do presente trabalho foram realizados no
escuro. Xiong e colaboradores (2013) observaram que as nano-TiO2, quando expostas a luz UV
visivel, tornam-se mais toxicas quando comparadas as que nao foram fotoativadas. Os autores
notaram, também, que o aumento da toxicidade pela fotoativacdo é maior em particulas
menores (10 nm) quando comparadas as de maior tamanho (20 e 100 nm) devido a area de
superficie ser maior nas particulas menores. Este fendmeno pode explicar o porqué nédo foi
observado, no presente trabalho, diferengas na capacidade fagocitica dos grupos tratados com
o controle. Em relacdo ao trabalho de Marisa e colaboradores (2015) néo foi possivel saber se
as exposi¢des foram em condicédo de luz UV ou no escuro.

Outro ponto a ser levantado, € a interacdo das NPs com constituintes da agua do mar
(ions, oligoelementos ou matéria organica) (CORSI.; BERGAMI; GRASSI, 2020). A interacao
com constituintes do meio, e a consequente aglomeragdo das nano-TiO», podem ter reduzido a
sua disponibilidade para os organismos, e consequentemente, reduzido a sua toxicidade. A
mudanca no potencial e 0 aumento no tamanho dos aglomerados das nano-TiO> (quatro vezes
maior em FSW) fortalecem esta hipotese. Segundo Dalai e colaboradores (2013), pode-se
presumir que a agregacdo de NPs pode reduzir a sua citotoxicidade. Porém, esta mesma
agregacao pode limitar a mobilidade das NPs no ambiente e facilitar a ingestdo ou adesao das

mesmas nos organismos aquaticos, principalmente animais que vivem no substrato.

6 CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel observar dois tipos celulares granulécito e hialindcito
e a quantidade de cada um presente na hemolinfa do marisco branco, assim como mensurar a
taxa de fagocitose em condi¢des normais. Importante dado, visto que a fagocitose € a via de

internalizacdo das NPs.
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Atraveés da caracterizagdo das nanoparticulas foi possivel entender o seu comportamento
nos diferentes meios, e a grande aglomeracao que sofre quando em agua do mar, alterando seu
potencial de reatividade e biodisponibilidade.

Em relagdo a avaliacdo dos efeitos da nano-TiO., foi possivel observar efeito
imunotoxico somente na viabilidade dos hemdcitos da exposicdo in vivo, na maior
concentracdo testada e em 24 h. Nos demais parametros nao foi observado mais nenhum efeito
imunotdxico. Os fatos observados podem ser uma resposta especifica da espécie, que pode ser
mais resistente comparadas as outras, € porque as concentrag@es aqui utilizadas foram mais
proximas da concentracdo ambiental.

O presente trabalho contribui com a expansdo do conhecimento existente sobre
imunidade bivalve e imunotoxicologia das NPs para uma espécie diferente das comumente
utilizadas. Por se tratar de uma espeécie ainda pouco estudada, e a problematica do impacto das
NPs no ecossistema costeiro pouco conhecido, sugere-se mais estudos para o aprofundamento
do tema.
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