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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) constituem uma fonte de poluicdo ambiental difusa e de dificil remediacéo,
tornando-se um grande e crescente problema ambiental. Dentre as nanoparticulas, as de dioxido de
titdnio (nano-TiO2) sdo de amplo uso e estdo presentes em indmeros produtos de consumo humano,
sendo facilmente inseridas de maneira passiva em ecossistemas marinhos, especialmente em aguas
costeiras, onde estdo menos difusas e em maiores concentra¢des (<1 mg/L), representando grande
risco aos organismos ali presentes. Os ouri¢os-do-mar séo considerados excelentes bioindicadores
para avaliar possiveis estressores ambientais fisico-quimicos, como mudangas climéticas e
compostos toxicos, principalmente durante o seu desenvolvimento embrionario. A exposicao as
NPs nos estagios iniciais de vida pode implicar, principalmente, no desenvolvimento incorreto,
podendo, por sua vez, comprometer o estabelecimento dessas espécies. Diante disso, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos da nano-TiO. (0,005, 0,05, 0,5 e 5 pg/mL)
na fertilizacdo e no desenvolvimento embrionéario e larval do ourigo-do-mar Lytechinus variegatus.
Para tanto, a toxicidade da nano-TiO- foi verificada por meio de testes de capacidade de fertilizacdo
e toxicidade ao longo do desenvolvimento, levando em consideracdo, alteracGes nas taxas de
fertilizacdo, pardmetros morfologicos (microscopia eletrdnica de transmissao - MET),
morfométricos e presenca de malformagBes (microscopia convencional). Os resultados
demonstraram que a exposi¢do dos espermatozoides a nano-TiOz por 1 h induziu a diminuicdo na
taxa de fertilizacdo apenas na maior concentracdo (5 pg/mL). Durante o desenvolvimento das
gastrulas, a nano-TiO2 induziu maior toxicidade na concentra¢do 0,005 pg/mL, com aumento do
numero de embrides com desenvolvimento interrompido, sendo esta, a concentracdo mais baixa
testada e a que ja se encontra presente no ambiente atualmente. No desenvolvimento das larvas, a
maior concentracdo foi a Unica capaz de induzir alteracdes significativas com aumento do nimero
de larvas com desenvolvimento interrompido (ECso > 5 ug/mL). As mensuragdes realizadas
demonstraram que a nano-TiO2 induziu uma diminuicao significativa no tamanho dos bragos pds-
oral de larvas plateos, principalmente nas maiores concentrag@es (0,5 e 5 pg/mL). A partir da
analise de MET foi possivel observar aglomerados da nano-TiO ao redor das larvas. Levando em
consideracao que as larvas séo filtradoras, estas poderiam interagir com maior facilidade com as
NPs em forma de agregados, resultando em um maior impacto no desenvolvimento mais tardio.

Nossos resultados apontaram o potencial de toxicidade da nano-TiO., demonstrando seus efeitos



deletérios na taxa de fertilizacdo e causando malformacdes e atrasos no desenvolvimento dos
embriBes e larvas de L. variegatus, em faixa de concentracfes que vao desde cenarios de exposi¢do

ambientalmente relevantes até de exposi¢do aguda.

Palavras-chave: Nanoparticulas de Dioxido de Titanio (nano-TiOz); Embrido; Desenvolvimento;

Lytechinus variegatus.
Aluna: Leticia Palmeira Pinto

Orientador: Prof. Dr. José Roberto Machado Cunha da Silva



ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) are a major and growing environmental concerns for coastal marine
environments. Among them, titanium dioxide (nano-TiOz) are widely present in numerous
products for everyday use as well as for human consumption, and can be occur at higher
concentrations in marine coastal waters (<1mg/L), where they represent a risk to the organisms.
Sea urchins are considered excellent bioindicators of environmental and anthropogenic stressors,
such as climate change and marine pollutants, respectively, especially during their embryonic
development. Exposure to NPs in the early life stages mainly implies larval malformations and
developmental arrest, which may compromise the recruitment of these species. The present study
aimed to evaluate the effects of nano-TiO. (0.005, 0.05, 0.5 and 5 ug/mL) on the fertilization,
embryonic and larval development of the sea urchin Lytechinus variegatus. The toxicity of nano-
TiO. was evaluated through fertilization capacity and development toxicity tests, taking into
account changes in fertilization and developmental rates, morphological (investigated by TEM -
transmission electron microscopy), morphometric parameters and presence of malformations
(conventional microscopy). A decrease in fertilization rate was observed only at the highest
concentration (5 pg/mL). During the development of the gastrulae, nano-TiO. induced higher
toxicity at the low environmentally relevant concentration of 0.005 pg/mL, with a large number of
embryos with arrested development. In the development of larvae, the highest concentration was
more toxic, with a large number of arrested development larvae (ECso > 5 pg/mL). The
measurements showed that nano-TiOz induced a decrease in the size of the post-oral arms of the
larva pluteus, especially at the highest concentrations (0.5 and 5 pg/mL). Large nano-TiO>
agglomerates were observed around the larvae body. Taking into account that larvae are filter-
feeding organisms, they could interact more easily with agglomerate-shaped NPs, resulting in a
greater impact on development and growth. In conclusion, we showed the toxicity potential of
nano-TiO; to the tropical sea urchin L. variegatus, with deleterious effects on fertilization rate and
malformations and delays in the development of embryos and larvae, in concentrations ranging

from environmentally- relevant to acute exposure scenarions.

Keywords: Titanium dioxide nanoparticles (nano-TiO2); Embryo; Development; Lytechinus

variegatus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nanoparticulas

Com o avanco da tecnologia, novas demandas de materiais para uso humano estao surgindo,
implicando consequentemente no aparecimento, com altas taxas de produgédo, de novas fontes
antropogénicas de contaminacdo ambiental. A nanotecnologia, que estd presente no cotidiano
humano s6 ha algumas décadas, utiliza nanomateriais ou nanoparticulas (NPs), que s&o particulas
caracterizadas por terem tamanhos entre 1 e 100 nm (MEARNS et al., 2013; MARQUARDT et
al., 2017; OECD, 2009).

As NPs possuem propriedades fisico-quimicas que sao atribuidas, principalmente, ao seu
pequeno tamanho (area de superficie), composicdo quimica, formato, estrutura de superficie (carga
superficial), e agregacdo. O tamanho de uma NP é de extrema importancia, pois quanto menor a
particula, maior sera a sua area de superficie, ou seja, os &tomos ou moléculas da particula estardo
mais expostos na superficie dela do que em seu interior, permitindo assim uma maior interagdo
com 0 meio externo. Essa relacdo inversa entre area de superficie-tamanho (Figura 1) é o que pode
determinar a reatividade do material. As propriedades quimicas e sua interagdo com 0s sistemas
bioldgicos podem ocasionar atividade antioxidante, penetracdo de barreiras celulares, inducdo de
estresse  oxidativo ou de disfuncdo celular. (OBERDORSTER; OBERDORSTER;
OBERDORSTER, 2005; NEL et al., 2006; GRAINGER; CASTNER, 2008).

Figura 1- O namero de moléculas de superficie (%) é inversamente relacionada com o tamanho das particulas (nm),
aumentando exponencialmente quando o tamanho das particulas diminui < 100 nm.
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A mudancga nas propriedades fisico-quimicas das NPs pode levar a possiveis efeitos
toxicoldgicos e, quando as NPs estdo em meio aquético, elas sofrem alteracdes influenciadas
diretamente pelos parametros do meio. Tendo isso em mente, € de extrema importancia definir os
fatores ambientais relevantes que sdo capazes de afetar o comportamento e efeitos das NPs,
alterando assim suas propriedades fisico-quimicas. (HAYNES et al., 2017).

A nanotoxicologia em sistemas aquaticos é complexa, pois todos os parametros do meio,
como: salinidade, pH e interacdo com matéria organica, afeta diretamente em seu comportamento
(BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014; HOSHINO et al., 2004).

Em meio aquatico, as NPs tendem a agregar-se, e essa agregacao depende de caracteristicas
superficiais da NP (carga superficial e tamanho) e do meio (pH da 4gua e matéria organica). Em
agua salgada, por exemplo, devido a forca idnica da agua, a negatividade da carga de superficie
das NPs diminui, o que aumenta a agregacdo. O aumento da agregacdo das NPs reduz sua area de
superficie, 0 que, consequentemente, afeta sua dispersdo na agua. (JIANG; OBERDORSTER;
BISWAS, 2009; BATLEY et al., 2013; BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014).

Além das caracteristicas citadas, as NPs possuem também caracteristica de
agregar/aglomerar. A agregacdo se da quando NPs se ligam com NPs da mesma natureza (NP +
NP), também denominado de homoagregacgéo, sdo ligacGes fortes e densas. Ja a aglomeracao,
acontece quando NPs se ligam com substancias que estdo em suspensdo no Mesmo meio em que
estdo dispersas, como componentes organicos, ions e talvez contaminantes quimicos, formando
aglomerados (NP + outros materiais e/ou outros tipos de NPs), também denominado de
heteroagregacdo (ZARE et al., 2016; PRAETORIUS et al., 2020; CORSI; BERGAMI; GRASSI,
2020).

Desta forma, a aglomeracgdo das NPs vai influenciar diretamente na sua biodisposicdo e
toxicidade, uma vez que a heteroagregacéo facilita a incorporacdo de outros compostos que nédo
sdo necessariamente NPs. Portanto, uma vez no ambiente, as NPs tendem a constituir uma fonte de
poluicdo ambiental de dificil remediacdo (MEARNS et al., 2013; MOTTIER et al., 2017,
SHARMA et al., 2017).
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1.2 Poluicéo de nanoparticulas

O uso e prevaléncia das NPs vém aumentando e, inevitavelmente, ocorre a dissipacdo destas
em ambientes de dgua doce e marinhos. A poluicdo por NPs em ecossistemas marinhos ocorre
através da disseminacao direta (esgoto domeéstico ou industrial) ou indireta (rios e estuarios). As
particulas que chegam ao mar podem diferir em tamanho e em propriedades fisico-quimicas, ja que
sdo disseminadas em sistemas dindmicos, como 0 ecossistema marinho, que por sua vez, pode atuar
como um potencial dissipador de nanomateriais (BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014;
NOWACK; MITRANO, 2018; KLAINE et al., 2008).

As principais fontes de NPs que chegam nos ecossistemas marinhos, podem ser de origem
primaria, como: protetor solar (principalmente com o com alto consumo em areas de grande
turismo) e tintas anti-incrustantes/anticorrosivas presentes em cascos de navios, ou secundaria:
produtos de cuidados pessoais como cosméticos e pasta de dentes, e efluentes (MATRANGA;
CORSI, 2012; MCCOSHUM; SCHLARB; BAUM, 2016).

As NPs tém uma alta reatividade superficial e, portanto, quando dispersas em ambientes de
aguas naturais interagem e rapidamente absorvem em sua superficie algumas biomoléculas
organicas, formando uma camada de estruturas organicas, a Eco-corona. Essa camada reveste as
NPs, 0 que pode mudar sua estabilidade, identidade e, finalmente toxicidade (LYNCH et al., 2014;
NASSER; CONSTANTINOU; LYNCH, 2019).

As NPs de plastico de poliestireno (PS), por exemplo, sofrem agregacao diferente em agua
do mar, dependendo se sua carga superficial é carregada positivamente (PS-NH>) ou negativamente
(PS-COOH), afetando assim, seu acimulo, bio-distribuicdo e toxicidade nos organismos, sendo
que as com cargas positivas tendem a serem mais toxicas (DELLA TORRE et al., 2014).
Entretanto, as NPs metalicas passam por interagGes/transformacdes complexas na 4gua do mar.
Devido a sua composicdo quimica e alta probabilidade de agregacdo, o que resulta na
sedimentacgéo, corrosdo e biodisponibilidade, consequentemente podem ser altamente toxicas para
0 ecossistema marinho (CORSI et al., 2014).

As NPs sdo bem conhecidas por afetarem organismos marinhos, causando uma grande
variedade de lesdes. A absorcdo ou ingestdo de NPs, resulta em seu acumulo em células e tecidos,
causando efeitos deletérios em diferentes organismos, como peixes (Dicentrarchus labrax),

ouri¢os-do-mar (Strongylocentrotus droebachiensis), moluscos (Mytilus galloprovincialis),
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crustaceos (Artemia franciscana), microalgas (Dunaliella tertiolecta que por sua vez, podem ser
transferidas, via cadeia trofica, de um organismo para 0 outro ou até a morte dos mesmos
(PICCHIETTI et al., 2017; MAGESKY; PELLETIER, 2015; CANESI; CORSI, 2016;
LIBERATO et al., 2013; BERGAMI et al., 2017).

1.3 Nanoparticula de didxido de titénio

Entre as diferentes NPs, as nanoparticulas de diéxido de titanio (nano-TiO.) se destacam
por ser um dos 6xidos de metais mais fabricados, possuem alto rendimento e alta demanda em todo
0 mundo, estimando-se que em 2025 a producéo venha a atingir 2,5 milhdes de toneladas por ano
(NOWACK; BUCHELI et al.,, 2007; ROBICHAUL et al., 2009). Estas sd&o amplamente
encontradas em varios produtos comerciais devido ao seu brilho, propriedade de branqueamento,
resisténcia aos raios ultravioleta (UV) e alto indice de refracdo (VANCE et al., 2015).

As nano-TiO; apresentam propriedades fisico-quimicas particulares, tais como atividade
fotocatalitica, fotoelétricas (permitem conversdo de energia solar), anticorrosiva e alta estabilidade
(CARP; HUISMAN; RELLER, 2004).

Devido a todas as suas propriedades, as nano-TiO, podem ser encontradas em inimeros
produtos de consumo humano, como farmacos, produtos de cuidado pessoal (skincare), protetores
solares, corantes de alimentos, cremes dentais, tintas, entre outros. (MATRANGA,; CORSI 2012;
XIONG et al., 2011; WEIR et al., 2012). O alto consumo de produtos com nano-TiO., e a
degradacéo que ocorre po6s 0 uso destes, estdo aumentando as concentragdes ambientais de nano-
TiO2 nas aguas de superficie dos ambientes aquaticos, gerando uma preocupacdo eminente (SUN
etal., 2014)

Por apresentarem propriedades fotocataliticas, as nano-TiO; sdo utilizadas, ainda, para
tratamento de esgoto, pois na presenca de luz UV, tais NPs sdo capazes de danificar as membranas
celulares e 0 DNA de bactérias presentes nas aguas residuais; fato, este, que ocorre, devido a
formacdo de espeécies reativas de oxigénio (ROS) alteragdes que ocorrem na estrutura da nano-
TiO2 que faz com que elas reajam e formem espécies de oxigénio altamente reativas (ROS)
(MILLER et al., 2012). Contudo, essa mesma reacédo fotocatalitica, na presenca de luz UV, pode
potencializar fortemente a toxicidade da nano-TiO2 (JOHNSON et al., 2015).



23

Em decorréncia da ampla utilizagéo, as nano-TiO2 podem ser inseridas em ecossistemas
marinhos diretamente ou indiretamente, através de efluentes de dguas residuais, atividades na praia,
entretanto, o acimulo no ambiente € mais alto proximo da costa, principalmente em época de maior
turismo (XIONG et al., 2011; BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014; HAYNES; WARD, 2020).
Recentemente, pesquisadores mostraram que no verdo, altas concentragdes de nano-TiO2 podem
ocorrer em aguas costeiras, podendo exceder de 900 pg L™! na agua superficial perto de praias
populares na costa Mediterranea (LABILLE et al., 2020), o que pode causar niveis consideraveis
de exposicdo aos organismos marinhos, além de possibilitar a transferéncia tréfica (HOU;
WESTERHOFF; POSNER, 2013).

Devido a sua alta reatividade superficial e carga negativa, as nano-TiO. tem tendéncia a
adsorver metais e interagir com diferentes substancias organicas dissolvidas, particuladas e
coloidais, o que aumentam o potencial da nano-TiO, para aglomeracdo e pode influenciar
diretamente na sua toxicidade (TAN; FAN; WANG, 2012; NAASZ; ALTENBURGER,;
KUHNEL, 2018; DOYLE et al., 2014).

Corsi, Bergami e Grassi (2020) demonstraram o comportamento de homoagregados de
nano-TiO2 em agua deionizada (Figura 2.A), e a formacéo da eco-corona na nano-TiOz em agua
do mar natural (Figura 2.B e C).

Figura 2- Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). A: Intera¢des da nano-TiO, em 4gua Milli-Q. B e C: Nano-
TiO, em &gua do mar natural com biomoléculas organicas levando a formagéo da eco-corona

Agua deionizada Agua do mar natural (eco-corona)

Nano-TiO,

Adaptado de: CORSI; BERGAMI; GRASSI, 2020.
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Diferentes estudos tém relatado os potenciais efeitos toxicos das nano-TiO> com
organismos de diferentes espécies e ambientes do mundo. Por exemplo, estudos realizados por
Miller et al. (2012) relataram sobre o efeito fototoxico das nano-TiO, ap6s exposi¢do de quatro
espécies diferentes de fitoplanctons a luz solar. Barmo et al. (2013) mostraram que as nano-TiO,
mesmo em concentraces proximas aos niveis ambientais, foi nociva para o sistema imune e
glandula digestiva de bivalves marinhos Mytilus galloprovincialis. Jovanovic e Guzman (2014),
sugeriram que possivelmente a nano-TiO> contribui para uma diminuicao geral nas populac6es dos
corais, pois a exposicdo induziu estresse génico e bioacumulagdo em recifes de coral do Caribe
Montastraea faveolata, e também causaram o afastamento de Zooxantela (organismos
fotossintéticos que vivem em endossimbiose com os corais). Marisa et al. (2018) demonstraram
que bivalves marinhos japoneses Ruditapes philippinarum expostos a nano-TiO, apresentaram
alteragdes tanto ao nivel bioquimico quanto o celular, além de apresentar acumulacgéo nas branquias
e na glandula digestiva.

O efeito das nano-TiO, também tem sido estudo em outros modelos bioldgicos, como no
desenvolvimento embrionario de ratos (HONG et al., 2017), cultura de células do epitélio intestinal
(PEDATA et al., 2019), e na expressao de microRNA de plantas (Boykov; Shuford; Zhang, 2019).
Que evidencia esta problematica como uma preocupacao de grupos de pesquisa de diferentes areas.

Considerando estes estudos, percebe-se que o impacto bioldgico das nano-TiO> constitui
uma questdo importante por sua complexa ecotoxicidade, sendo importante compreender a

interacdo destas em diferentes organismos e ambientes.

1.4 Bioindicadores

Organismos marinhos de diferentes niveis tréficos podem ser afetados pelas NPs
(MATRANGA; CORSI, 2012), como os fitoplancton e zooplancton, que vivem na coluna d’agua,
podem estar expostos as NPs suspensas, por a¢do de turbuléncia no oceano e efeitos das ondas, por
exemplo; e animais bentbnicos, ja que quando as NPs agregadas/aglomeradas sdo facilmente
sedimentadas, podem ter impactos sub-letais em espécies detritivoras (TIAN et al., 2014; KLAINE
et al., 2008; STOLPE; HASSELLOV, 2007). Johnson et al. (2015) ilustraram as interacdes que
podem ocorrer com 0s organismos marinhos com a entrada da nano-TiOz -no ecossistema marinho
(Figura 3).
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Figura 3 - llustracdo da introducdo ambiental da nano-TiO,. A. Nano-TiO2 livres. B. AglomeracGes das nano-TiOs.
C: ModificacOes da superficie da nano-TiO- ap6s interagdo componentes organicos, ions outras substancias
suspensas na coluna d’agua. D. Transferéncia de nano-TiO; para 0s organismos benténicos através de fezes e
pseudofezes. E e F. Perturbacdo superficial gerando ressuspensdo de NPs precipitadas ocasionando reexposicéo.
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Adaptado de: (JOHNSON et al., 2015).

Os principais alvos bioldgicos no ambiente marinho sdo: a) os organismos que vivem na
zona pelagica (coluna d’agua), que vao desde o fitoplanctons aos mamiferos marinhos e também
0s peixes de mar profundo, que estdo suscetiveis a NPs aglomeradas em suspensdo; b) os
organismos filtradores, que podem ser expostos também aos aglomerados em suspensédo; c) 0s
organismos bentonicos que vivem no sedimento e, consequentemente, sdo expostos as NPs ja
precipitadas e depositadas no fundo (MATRANGA; CORSI, 2012).

Consequentemente, espécies filtradoras, por exemplo, podem absorver as NPs pelas
branquias, causando lesdes e prejudicando o correto funcionamento destes érgdos, além de
acimularem em outros tecidos (BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014). Ademais, pode ocorrer
transferéncia trofica e possivel bioacumulacdo e biomagnificacdo destas para outros organismos,
por predagdo ou por excretas dos organismos, como por exemplo os bivalves marinhos, que séo
filtradores e podem ter sido expostos as NPs durante a alimenta¢do, consequentemente, suas

excretas podem estar carregadas de NPs, o que provavelmente serdo incorporados no sedimento, e
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eventualmente estardo biodisponiveis para diversos animais benténicos (CONWAY et al., 2014;
TIAN et al., 2015).

A transferéncia tréfica de NPs pode ocasionar problemas nos sistemas bidticos, assim como
nos de salde publica, uma vez que espécies consumidas pelo homem podem estar contaminadas
(MINETTO; LIBRALATO; VOLPI GHIRARDINI, 2014; BLASCO et al., 2015; MOORE, 2006).

Sendo assim, o monitoramento é feito utilizando espécies bioindicadoras, que sdo
caracterizadas por evidenciarem aspectos do ambiente em que vivem, por meio de alteracdes em
diversos niveis, desde modulacbes moleculares a alteragdes histoldgicas e mesmo
comportamentais. (MOORE, 2006; MATRANGA; CORSI, 2012; NANDAN; NIMILA 2012).

Alguns invertebrados marinhos possuem um grande potencial para atuarem como
bioindicadores a exposicdo de NPs, ja que sdo alvos diretos, sendo expostos tanto em estagio
embrionario e larval, quando sdo importantes componentes do zooplacton e nadam na coluna
d’agua até a sua metamorfose, consequentemente susceptiveis a agdo de NP em suspensdo, como
em estagio adulto, pela presenca de fragdes de NPs no sedimento. (CANESI; CORSI, 2016;
MATRANGA,; CORSI, 2012; MANZO et al., 2013).

A compreensdo da complexa interacdo entre bioindicadores-NPs-biomoléculas suspensas
em ambiente aquatico se faz necessaria para compreender a ecotoxicidade das NPs e seu impacto
ambiental. Para tanto, é utilizado organismos modelos, como por exemplo o0 ouri¢o do mar, que
possuem o potencial de transparecer 0s possiveis resultados nocivos para organismos mais
complexos (CORSI; BERGAMI; GRASSI, 2020).

1.5 Ourigo do mar como bioindicador

Os ouri¢os-do-mar sdo invertebrados marinhos deuterostomios, pertencentes ao Filo
Equinodermata da classe Echinoidea. Sdo organismos exclusivamente marinhos, tipicamente
bentbnicos, com baixa capacidade de locomocdo, sem dimorfismo sexual e detritivoros. Séo
caracterizados como celomados, com simetria bilateral na fase larval, e pentaradial na fase adulta.
Possuem endoesqueleto, composto por ossiculos calcarios, formando uma superficie esquelética, a
carapaca de carbonato de calcio, onde encontram-se o0s espinhos, e que delimita a cavidade
celomatica, preenchida por liquido celomatico. Na cavidade celomatica, encontram-se as gbnadas,

o0 aparelho digestorio e os corddes nervosos que fazem parte do sistema nervoso simples por eles
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apresentados. As branquias ficam externas a carapaca, rodeando a extremidade da membrana
peristomial (membrana ligeiramente calcificada ao redor da boca), que delimita os cinco dentes da
lanterna de Aristoteles, 6rgdo utilizado para alimentacdo (HYMAN, 1955; RUPPERT; BARNES,
1996).

Os ourigos-do-mar possuem grande importancia nas comunidades bentdnicas. S&o espécies
de sobrevivéncia bem-sucedidas, amplamente distribuidos em diversas latitudes e temperaturas,
podendo ser encontrados em zonas polares e tropicais, e sdo considerados espécie modelo no
ambiente costeiro, pois habitam desde a zona infralitoral até profundidades de mais de 20 metros
(RAST et al., 2006; PEARSE, 2006; MATRANGA et al., 2011; GIANGUZZA et al., 2006).

Desde o final do século XIX, os ourigos-do-mar vem sendo estudados como excelente
modelo para a embriologia classica e biologia celular (GIUDICE, 1986; MATRANGA, 2005).
Além de compartilharem muitas semelhancas metabodlicas e fisiologicas com mamiferos, sua
relacdo genética é muito semelhante ao genoma humano, tendo estimados 23.300 genes (muitos
do que se acreditavam serem inovacOes de vertebrados) (HAYDEN, 2010; SEA URCHIN
GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2006).

Varios aspectos tornam o ourico-do-mar um excelente bioindicador marinho para avaliar a
toxicidade de diferentes compostos quimicos e estressores ambientais, tanto na fase adulta na
avaliacdo do sistema imunoldgico inato, quanto durante o desenvolvimento embrionéario e larval,
uma vez que sua transparéncia permite analises dos efeitos morfoldgicos causados por agentes
estressores (MATRANGA et al., 2011; MORRONI et al., 2016).

Alguns trabalhos criaram métodos para avaliar a toxicidade (IT- indice de toxicidade) de
contaminantes utilizando o desenvolvimento do ouri¢co-do-mar como bioindicador. Carballeira et
al., (2012) desenvolveram o primeiro IT, visando identificar e categorizar de maneira mais eficaz
malformacdes nas larvas. Outros pesquisadores aperfeicoaram esta abordagem sugerindo o ITI
(indice de toxicidade interativo) para calcular a frequéncia e a gravidade de malformacdes, e
posteriormente apontaram que a utilizacdo de 4 diferentes ITls seria um método mais sensivel,
avaliando embrides e larvas (MORRONI, et al., 2016; BONAVENTURA, et al., 2021).

Os ourigos-do-mar possuem mecanismos moleculares que vao atuar de maneira basal para
o correto desenvolvimento e formacdo do embrido, entretanto, a ativacdo excessiva destes em
funcdo de diversos estressores gera um alto custo energético, que por sua vez, podera afetar o

desenvolvimento embrionario e contribuir para o surgimento de malformacGes
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(BONAVENTURA; MATRANGA, 2017). Portanto, nem sempre esses mecanismos de defesa séo
capazes de reconhecer e neutralizar os contaminantes, sendo que a presenca de contaminantes,
como NPs, durante o desenvolvimento de ouricos-do-mar podem comprometer ndo apenas o seu
desenvolvimento, mas também o sucesso da reproducao (GALLO et al., 2018; MESARIC et al.,
2015; MAISANO et al., 2015).

1.6 Fertilizacdo, embrido e larva como bioindicadores

A fecundacdo do ouri¢co-do-mar ocorre externamente, onde, ap6s a liberacdo dos gametas
masculino e feminino, varios milhGes de ovos sdo fertilizados e se desenvolvem de forma
sincronizada. O envelope de fertilizacdo do dvulo recém-fertilizado (zigoto) é transparente (Figura
4.A), assim como os embrides e larvas (Figura 4.B e C), permitindo a facil observacao das células
e tecidos ao longo do seu desenvolvimento (GAMBARDELLA et al., 2016).

Figura 4- Fotomicrografia em campo escuro dos primeiros estagios do desenvolvimento do ourigo-do-mar
Lytechinus variegatus. A: zigoto envolto com a membrana de fertilizag&o. B: embrido em estéagio de géstrula. C:
larva pliteos.

Fonte: arquivo pessoal.

A fertilizacéo externa dos ouri¢os-do-mar ocorre devido a uma rede complexa de interagfes
reciprocas entre ovos e espermatozoides. Assim que o0s ovos saem dos gondporos (canal de
liberacdo dos gametas) eles passam a liberar moléculas espécie-especificas que atraem
espermatozoides para a possivel interacdo. Por outro lado, os espermatozoides, quando sao
liberados pelos gondporos, ainda ndo estao ativos, s6 apds entrarem em contato com a agua do mar
que acontece sua ativacdo, o tornando capaz de nadar e posteriormente ser atraido pelo 6vulo onde
ocorre 0 reconhecimento espécie-especifica. A reacdo acrossémica € iniciada no contato do

espermatozoide com a camada gelatinosa do Ovulo, 0 que resulta na exocitose da vesicula
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acrossomal do espermatozoide e na liberacdo das hidrolases que irdo digerir a camada gelatinosa e
permitir, na sequéncia, o contato e reconhecimento entre os gametas e a fusdo dos mesmos, levando
a elevacdo do envelope de fertilizacdo que é mediado pelo aumento da concentracao intracelular
do célcio. (DAN, 1967; FRANKLIN 1970; LEVINE; WALSH; FODOR 1978).

Ensaios com espermatozoides, embrides e larvas de ourigo-do-mar tem sido utilizados para
testes de toxicidades desde a década de 1980 por uma série de pesquisadores, visando o estudo de
aguas marinhas costeiras (DINNEL; LINK; STOBER, 1987; DINNEL et al., 1989).

Realizar ensaios sobre a fertilizacdo e o desenvolvimento traz a perspectiva de comparar 0s
efeitos da mesma substancia em dois sistemas bioldgicos diferentes: espermatozoides e embrides.
Os espermatozoides sdo células Unicas, altamente especializadas e, quando interagem com
substancias toxicas, podem apresentar danos transmissiveis a prole que ira se desenvolver, ou uma
reducdo na capacidade de fertilizacdo devido a uma diminuicdo da motilidade, ou até mesmo
supressdo da capacidade de fertilizacdo (MANZO et al., 2013).

Apos a fertilizagdo, o embrido sofre as primeiras divisdes, estagio de mdrula e blastula. A
polaridade dorsal/ventral s6 se torna morfologicamente aparente na gastrula inicial (Figura 5).
Conforme a géastrula se forma, ocorre o achatamento do polo vegetal do embrido, o arquéntero se
curva em direcdo a ectoderme do polo animal e acontece a migracdo e 0 posicionamento
assimétrico das células mesenquimais esqueléticas (que dardo origem as espiculas). A polaridade
doral/ventral é ainda mais acentuada no primeiro estagio larval, quando os quatro bragos da larva
crescem no lado ventral enquanto a boca se forma sobre o ectoderma ventral e a larva se alonga ao
longo do lado dorsal para se tornar a larva pluteos (LAPRAZ; BESNARDEAU; LEPAGE, 2009).

Na fase plateos, a ectoderme ventral e dorsal da larva fica separada por uma faixa de células
cuboidais ciliares (Figura 5) (LAPRAZ; BESNARDEAU; LEPAGE, 2009). A formagédo das
espiculas se da pelas células mesengquimais esqueléticas sendo um evento significativo na
embriogénese do ourico-do-mar e essencial para a sobrevivéncia e continuidade do
desenvolvimento larval (DECKER; LENNARZ, 1988).
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Figura 5- llustragdo do desenvolvimento do embrido do ouri¢o-do-mar apds a fertilizacéo, passando pela fase
embriondria e larval até a fase adulta. Vista lateral e vista de cima do desenvolvimento.

Animal
Ventral + Dorsal
Vegetal

Estagios do
Desenvolvimento

Direita
Ventral + Dorsal
Esquerda

Regido . Ectoderma . Ectoderma D
embrionaria ventral dorsal

Zigoto Blastula Blastula Gastrula Plateo

Mesoderma  [l]  Mesoderma O Endoderma
esqueletogénico

Regido ciliada

Adaptado de: LAPRAZ; BESNARDEAU; LEPAGE (2009)

Diversos aspectos justificam o interesse do ponto de vista ecotoxicoldgico na utilizagao de
embrides de ourico-do-mar como modelo bioindicador, visto que os ensaios podem ser realizados
em um curto periodo de tempo (24, 48 e 72 h), e os efeitos sobre o desenvolvimento podem ser
monitorados a nivel morfolégico e molecular (MATRANGA; CORSI 2012; MANZO, 2004).

Uma vez presente no ambiente, os diferentes estressores, como as NPs, podem atuar nos
gametas e no inicio da embriogénese do ouri¢co-do-mar, pois estes ndo apresentam tantas estruturas
protetoras. Diferente de espécimes adultos, que sao relativamente mais resistentes a contaminantes,
sendo os espermatozoides e os estagios embrionario e larval sdo diretamente afetados pela presenca
de contaminantes. Consequentemente estes estagios iniciais podem ser mais sensiveis a presenca
de NPs, especialmente em &guas costeiras, onde as NPs sdo menos difusas e estdo em maior
concentracdo, podendo induzir respostas dos organismos aos efeitos deletérios de contaminantes e
que podem ser utilizadas como bioindicadores ambientais (GAMBARDELLA et al., 2016;
MESARIC et al., 2015; BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014).

Estudos realizados com diversos tipos de NPs demonstraram os efeitos deletérios no
desenvolvimento de ouri¢os-do-mar, como NPs plasticas (DELLA TORRE et al., 2014; PINSINO
et al., 2017), de prata e carbono (MANNO, et al., 2013), de ouro e dioxido de titanio (PIKULA et
al., 2020), e também efeitos sobre os espermatozoides como NPs de dxido de cobre (MAISANO
et al. 2015), de cobalto e didxido de titanio (GAMBARDELLA, et al., 2015), e de 6xido de zinco
(MANZO, et al., 2013). Desta forma, este quadro nos mostra o potencial impacto destes
nanomateriais para classe Echinoidea em diferentes ambientes, no entanto ainda pouco se sabe do

comportamento e toxicidades de NPs em ambiente e organismos tropicais. Levando em
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consideracdo que a nano-TiO2 é a nanoparticula de maior producdo antrépica (ROBICHAUL et
al., 2009), e que seu descarte no ambiente ainda é imensuravel, é inevitavel a preocupacdo com 0s
possiveis impactos dessa ameaca ao ambiente marinho, principalmente os organismos que vivem

em regides costeiras.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposicdo de nanoparticulas de dioxido de titanio (nano-TiO,)
(0,005, 0,05, 0,5 e 5 pg/mL) na fertilizagdo e no desenvolvimento embrionario (12h) e larval (24h)

do ourigo-do-mar tropical, Lytechinus variegatus.

2.1 Objetivos especificos

e Caracterizagdo da nano-TiOzna 4gua do mar;

e Avaliacdo do efeito da nano-TiOz sobre a fertilizagéo;
e Avaliagdo da toxicidade da nano-TiO2 no desenvolvimento =12 e 24h pos fertilizacao;

e Avaliagdo da morfologia e ultraestrutura de embrides e larvas apos exposi¢do a nano-TiO;

e Avaliagdo morfométrica larval apds exposicdo a nano-TiO;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e manutenc¢ao dos ouri¢os-do-mar

Adultos sexualmente maduros de ouricos-do-mar Lytechinus variegatus foram coletados
manualmente, por mergulho livre, nos arredores do Centro de Biologia Marinha (CEBIMar-USP)
S&o Sebastido - Litoral norte do Estado de Séo Paulo (Figura 6), a uma profundidade de 2 a 5 m,
temperatura da agua de superficie: 25°C + 2, salinidade: 35, pH: 7,8 £ 0,2. Os animais foram
mantidos em tanques de 500 L, com &gua do mar corrente até 0 momento da realizacdo dos ensaios,
por um periodo de aclimatacdo de 2 dias. A coleta teve a autorizacdo concedida pelo ICMBIo (n°
61056).

Figura 6- Mapa da localizacdo da coleta dos espécimes de ourico-do-mar verde L. variegatus. Ponto de coleta entre
S8o Sebastido e llha Bela - SP (coordenadas 23°49'23.4"S 45°24'40.6"W).

TOPOLANDIA

2Km 500 1M e—

Fonte: Google mapas

3.2 Caracterizacao fisico-quimica da nano-TiO:

As nano-TiO (Aeroxide©, 99,9% - Eigenmann & Veronelli), com didmetro médio de 24
+ 7 nm, foram fornecidas pela Profa. Dra. llaria Corsi (Universidade de Siena, Italia). Inicialmente
foi preparada uma suspensdo estoque de nano-TiO, (10 mg mL™) em &gua Milli-Q e submetidas a
sonicagdo (100 W por 45 min em banho de gelo) (DELLA TORRE et al.,2015). As suspensdes
finais foram preparadas em agua do mar filtrada a 0,22 um (NSW - 25°C * 2, salinidade: 35, pH:

7.8 £0.2), coletadas no mesmo local de amostragem dos ourigos do mar.
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Por meio da técnica de DSL (Dispersdo de Luz Dindmica), foram determinados os
parametros relacionados ao tamanho das nano-TiO;, o tamanho meédio hidrodinamico das
nanoparticulas (Z-average, nm) e o indice de polidispersdo (PDI, adimensional). O valor de PDI
mostra quanto a suspensdo esta dispersa, quando o valor de PDI for = ou > que 0,3, significa que
as agregacOes de nanoparticulas podem ser maiores do que o tamanho apresentado pela maioria no
Z-average. A mensuragdo desses parametros permite descrever o comportamento das NPs quando
dispersas em meio aquoso (STONE et al., 2010; MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH,
2018).

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

Para estas analises, as suspensdes de nano-TiO, a 5 mg mL™ foram preparadas em agua
Milli-Q® (meio de referéncia para dispersdo ideal, pois as nanoparticulas ndo interagem com
nenhuma outra substancia idnica, servindo de controle) e em NSW (4gua do mar natural, do inglés
“natural seawater”, meio de exposigdo utilizado nos experimentos de exposic¢ao). Apds o preparo,
as nano-TiO; foram submetidas rapidamente & homogeneizacdo em agitador do tipo Vortex. As
medicGes (n = 3 para cada condicdo) foram realizadas a 25°C logo apds a preparacdo das
suspensdes das nano-TiO2, cada uma correspondendo a 11 corridas de 10 s para analise de DLS e
20 corridas para ME.

Para acompanhar as mudancgas dindmicas da nano-TiO2 sob as condi¢fes experimentais
(25°C, no escuro), analises do comportamento hidrodinamico foram realizadas em DLS, em

intervalos de 7 minutos, até 63 minutos apos a dispersdo em NSW.

3.3 Preparacao das suspensdes de nano-TiO:

As solugdes de nano-TiO, foram preparadas imediatamente antes dos periodos de

exposicéo, seguindo o protocolo proposto por Pinsino e et al., (2015) com algumas modificacdes.
Inicialmente, uma suspensdo estoque de nano-TiO2 (1 mg/mL) foi preparada em agua MiIIi—Q®, e

submetida a um sonicador em banho de agua fria (frequéncia 42 kHz) por 2 h. Apds este periodo,
foram preparadas as suspensdes intermediarias, diluidas em NSW e coletada no mesmo ponto de

coleta dos ouricos. As suspensdes intermediarias também foram submetidas a sonicacdo em agua
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fria por 45 min. Adicionalmente, todas as suspensdes foram submetidas & homogeneizacdo, em
agitador do tipo Vortex, imediatamente antes do uso e por fim adicionadas as placas nas

concentrac0es finais desejadas.

3.4 Delineamento Experimental

Para realizacdo deste trabalho, os experimentos foram divididos em 3 partes para avaliar
diferentes aspectos da toxicidade das nano-TiO; (Tabela 1).

Para os experimentos de capacidade de fertilizacdo, suspensdes de gametas masculinos em
NSW foram expostas em microtubos, durante 1 h, as diferentes concentracdes de nano-TiO2 (0,005,
0,05, 0,5 e 5 pg/mL) e, posteriormente adicionadas as placas de cultura de 24 pogos contendo a
quantidade de Ovulos estipulados. O grupo controle foi incubado em NSW, e posteriormente,
adicionados a placa contendo os évulos para fertilizacdo. Os gametas e zigotos foram fixados 10
min apos a adicdo dos espermatozoides. O ensaio foi considerado viavel quando o indicie de
fertilizagao do controle foi > 90%. Todos os experimentos foram realizados com 3 réplicas.

Para os experimentos de embriotoxicidade, os embrides foram cultivados em placas de
cultura de 24 pocos e divididos em dois grupos: embrides em gastrula, estagio observado =12h
pos-fertilizacdo (12 hpf) e larva pluteos, estagio obtido =24h pos-fertilizacdo (24 hpf); e expostos
as quatro diferentes concentragdes de nano-TiO2: 0,005, 0,05, 0,5 e 5 ug/mL. As concentragdes
utilizadas foram baseadas no trabalho de Bourgeault et al. (2015), para a concentragcdo ambiental
(0,005 pg/mL), e de Canesi et al. (2010) para a concentracdo mais alta (5 pg/mL). Além disso,
foram adicionadas duas concentrag¢@es intermediarias na mesma ordem de grandeza. Para o grupo
controle foi utilizado NSW. Todos os experimentos foram realizados com 3 réplicas.

Para determinar o controle positivo foi utilizado um téxico de referéncia, o sulfato de cobre
(CuS0s) (MANZO, et al., 2004), e foi calculada uma curva de dose resposta (ECso) com as
concentragoes de 0,1, 0,5, 1, 5 e 10 pug/mL. A curva determinou que a concentragao ECso de CuSO4
parao L. variegatus ¢ 1,24 ug/mL, e o calculo da ECs foi realizado com o auxilio do Quest Graph™
LD50 Calculator (v.1).
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Tabela 1- Disposicéo dos experimentos de capacidade de fertlizagcdo e embriotoxicidade.

Fertilizacao Embrides em géastrula Larva plateos
Controle NSW Controle NSW Controle NSW
0,005 pg/mL nano-TiO2 0,005 pg/mL nano-TiO2 0,005 pg/mL nano-TiO2
0,05 pg/mL nano-TiO> 0,05 pg/mL nano-TiO2 0,05 pg/mL nano-TiO>
0,5 pug/mL nano-TiO2 0,5 pg/mL nano-TiO2 0,5 pg/mL nano-TiO2
5 pg/mL nano-TiO2 5 pg/mL nano-TiO2 5 pg/mL nano-TiO2
Controle Positivo CuSO4 Controle Positivo CuSO4
(Calculado o ECso) (Calculado o ECso)

3.5 Coleta dos gametas e teste de fertilizacéo

Para verificar se as nano-TiO- teriam a capacidade de afetar o processo de fertilizacéo,
foram realizados ensaios de toxicidade para os espermatozoides. Para tanto, os gametas de
individuos machos (n= 3) e fémeas (n= 3) foram coletados apds inducdo com injecado de cloreto de
potassio (KCI) — 1 M (PINSINO et al., 2017). Os 6vulos foram coletados diretamente em NSW e
lavados 3 vezes por decantacdo, com intervalos de 45 min entre cada lavagem, e a concentragédo
final foi ajustada para 600 embrides/mL. Apds a coleta, os 6vulos foram avaliados com relacéo a
simetria e malformagGes. As secre¢fes gonadais que apresentavam ovos irregulares foram
descartadas. Os espermas foram coletados com a ajuda de uma pipeta Pasteur “a seco” diretamente
dos gonoporos dos ourigos-do-mar e armazenados em 3 microtubos estéreis e mantidos em gelo
até o uso.

Apols a coleta dos gametas masculinos, para que fosse verificado se as diferentes
concentragBes de nano-TiO> afetariam a fertilizacdo, foi feita a exposi¢do dos espermatozoides
adicionando 10 pL do pool de esperma seco em microtubos contendo 985 pul. de NSW + 5 uL das
diferentes concentragcdes de nano-TiOz (0,005, 0,05, 0,5 ¢ 5 pg/mL) e incubados por 1 hora no
escuro. Apds 1 hora de exposicdo, foi avaliado a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides
adicionando 10 uL da solugdo de esperma (1:500) aos pocos de 2 mL que continham 600
ovulos/mL.

A andlise da fertilizacdo foi realizada seguindo o método utilizado por Volpi Ghirardini et
al., (2005), com algumas modificagdes. Ap6s 10 min da adi¢do dos espermatozoides, as amostras
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foram imediatamente fixadas com McDowell (McDowell e Trump, 1976) modificado, preparado
em NSW. Os 6vulos foram considerados fertilizados quando apresentavam elevacdo do envelope
de fertilizacdo e a presenca do espaco perivitelinico. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Foram avaliados 100 individuos por réplica de maneira aleatéria. O monitoramento da
fertilizac&o foi realizado sob microscopia dptica comum (Zeiss Standart 25) e o resultado expresso

como percentual de 6vulos fertilizados.

3.6 Ensaio Embriotéxico de nano-TiO>

Apos as coletas dos gametas (como descrito acima) foi realizada a fertilizagdo com a adi¢éo
de uma suspensdo de espermatozoides (1:5000) a suspensdo de 6vulos (600 embrides/mL). Apds
10 min foi quantificada a porcentagem de fertilizagdes bem-sucedidas. O ensaio foi considerado
viavel quando a taxa de fertilizacao foi > 90%, sendo esta, confirmada pela elevacéo do envelope
de fertilizacdo. Logo apos contagem e validacdo, os embrides foram dispostos em placas de cultura
de 24 pogos, a 25°C com fotoperiodo (12 h claro e 12 h escuro). Durante os estagios iniciais do
desenvolvimento, os embries foram monitorados quanto a sincronia do desenvolvimento para
verificar se todos encontravam-se no mesmo estagio de desenvolvimento.

O teste de embriotoxicidade seguiu o protocolo descrito por Della Torre et al., (2014), com
algumas modificacdes (temperatura e tempo de desenvolvimento). Apos aproximadamente 12 hpf
e 24 hpf, os embrides e larvas foram fixados com McDowell e o estagio de desenvolvimento e
morfologia embrionaria e larval foram analisados sob microscopia Optica comum utilizando-se o
microscopio Zeiss Standart 25. O ensaio foi validado quando, pelo menos, 85% dos embrides e
larvas do grupo controle ndo apresentaram alteracdes no desenvolvimento (estagiamento e
morfologia). Os experimentos foram realizados em triplicata. Ao final de cada experimento foram
avaliados 100 individuos por réplica, levando em conta malformacdes nos embrides e larvas e o

resultado foi expresso como percentual.
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3.7 Anélise morfoldgica

Nos intervalos de 12 e 24 hpf, embrides e larvas pluteos foram fixados com McDowell e a
morfologia analisada sob microscopia de luz, considerando as malformacgdes e os atrasos no
desenvolvimento por meio de observacéao e fotodocumentagéo.

O critério de toxicidade foi quantificado segundo estabelecido por Carballeira et al. (2012),
onde a gravidade das malformacdes apresentadas pelos embrides e larvas foram classificadas da
seguinte forma: nivel 0, nivel 1, nivel 2 e nivel 3. Com base nas porcentagens de cada nivel foi
feito o calculo do indice de toxicidade (IT), segundo a formula:

IT [0x n nivel 0 (%) + 1 x nnivel 1 (%) + 2 x n nivel 2 (%) + 3 x n nivel 3(%)]/100

Levando em consideracdo cada concentracgdo utilizada das nano-TiO». O valor do IT pode
variar entre 0 (nenhuma toxicidade),1 (leve), 2 (moderado) e 3 (alto).

Para embrides foi considerado nivel 0: gastrula bem desenvolvidas (com o arquéntero
formado); nivel 1: gastrula aumentada e malformacdo do arquéntero; nivel 2: exogastrulacdo
(embrides que apresentam o arquéntero projetado para fora); nivel 3: embrides com
desenvolvimento interrompido. Para larvas foi considerado nivel 0: larvas plateos bem
desenvolvidas (com 4 bragos formados ¢ tamanho > 180 um); nivel 1: larvas aumentadas e larvas
com hastes separadas; nivel 2: larvas com o intestino invertido (arquéntero projetado para fora);
nivel 3: larvas com desenvolvimento interrompido. A figura 7 ilustra os aspectos morfoldgicos

utilizados na classificacdo dos niveis de toxicidade.
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Figura 7- Classificagdo de embrides e larvas segundo o critério de toxicidade aplicado apds exposicdo as nano-TiO,.
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Fonte: Arquivo pessoal.

3.8 Analise morfométrica de larvas

Com auxilio do programa Fiji®, foram realizadas fotomicrografias das larvas em estagio
de 24 hpf, e o tamanho total do corpo, das hastes somaticas, dos braco pds-oral, dos braco antero-
lateral e da largura total da larva foram mensurados (= 250 por grupo) conforme mostrado na
Figura 8. Somente as larvas que apresentavam tamanho >180 um foram mensuradas, as larvas

menores foram consideradas como plateos jovem.
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Figura 8- Parametros morfométricos analisados nas larvas de L. variegatus (24 hpf). Mensuracéo total do tamanho
do corpo (TC), hastes somaticas (HS), brago pés-oral (PO), brago antero-lateral (AL) e largura da larva (LL) nas
larvas de L. variegatus.

) e
100 ym 100 pm

Fonte: Arquivo pessoal.

3.9 Analise Morfoldgica por Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Para avaliar alteracOes ultraestruturais induzidas pela exposi¢do as nano-TiO2, os embrides
e larvas plateos expostos e ndo expostos as nano-TiO, foram fixados em solu¢do McDowell.

Para cada concentragdo de nano-TiO- foi feito um pool utilizando 500 pL de cada réplica
dos grupos de 12 e 24 hpf. As amostras nos microtubos foram centrifugados a 2000g por 5 min a
4°C para que ocorresse a formacéo de precipitado celular. Entdo, lavou-se as amostras em solugéo
Osmio-fosfato 1%, seguida da permanéncia em solucdo de Gsmio-fosfato 1% por 2 h, em
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada uma lavagem rapida em solucédo de acetato de
uranila 0,5%. As amostras permaneceram em acetato de uranila a 0,5% em solugédo de sacarose
“overnight”. Apds esse periodo, as amostras foram desidratadas em bateria crescente de etanol (2
x de 10 min em alcool 70%, 2 x de 10 min em alcool 95%, 4 x de 10 min em alcool 100%), seguida
por 2 x de 10 min em 6xido de propileno.

Apos esse procedimento, as amostras foram infiltradas em 6xido de propileno + Resina
Spurr (Sigma) em partes iguais (1:1), com agitacdo por rotacdo durante 6 h em temperatura
ambiente. Para a inclusdo, as amostras foram colocadas em Resina Spurr pura "overnight" a
temperatura ambiente. Depois desse periodo, foram dispostas em formas de silicone e levadas a
estufa a 75°C durante 48 h. Apoés a polimerizacdo da resina, os blocos foram aparados e levados ao

ultramicrétomo para obtencdo de cortes de 90 nm de espessura. O contraste foi feito deixando 0s
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cortes por 5 min em acetato de uranila, seguido por 5 min em citrato de chumbo. Os cortes
ultrafinos foram fotografados no Microscopio Eletronico FEI Tecnai G20 200 Kv e posteriormente

analisados.

3.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8. Os dados da
anélise DLS s&o relatados como média + SD de 3 medicGes independentes. Os dados dos testes de
capacidade de fertilizacdo e embritoxicidade sdo expressos como % média £ SEM.

Os dados das analises morfomeétricas e da espicula sdo expressos como mediana e intervalo
interquartil, e foram analisados para normalidade. Para dados paramétricos foram feitas as analises
de variancia de uma via (one-way-ANOVA) seguido pelo pds-teste de multiplas comparag@es de
Tukey. O célculo da ECsq foi realizado com o auxilio do Quest Graph™ LD50 Calculator (v.1).
Para validar os testes, cada experimento foi realizado com 3 réplicas. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando o valor p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacéo fisico-quimica da nano-TiO>

Os parametros relacionados ao tamanho da nano-TiOz (5 pg/mL) dispersas em dois meios:
agua Milli-Q® e NSW, estéo representados na Tabela 2 e na Figura 9.

A Nano-TiO, formou aglomeracdes em nanoescala de cerca de 200 nm em agua Milli-Q®,
enquanto atingiram cerca de 950 nm em NSW (Tabela 2), como séo relatadas as distribuicdes de
tamanho da nano-TiO; ponderadas em intensidade nos dois meios (Figura 9A). Uma répida
aglomeracédo de nano-TiO; foi ainda mais observada em NSW, atingindo um tamanho de cerca de
1400 nm dentro de 1 h apos a incubacao, esse dado também pode ser apontado pelo valor de PDI,
que em NSW foi > 0,3, 0 que mostra que as agregac6es da nano-TiO2 podem ser maiores do que 0
tamanho apresentado pelo Z-average (Figura 9B). O potencial zeta (potencial () indicou uma
carga de superficie negativa da nano-TiO, em Milli-Q® (-52,5 + 7 mV ), enquanto diminuiu como
valor absoluto em NSW ( -8,3 = 1 mV).

Tabela 2- Resultados da anélise DLS, mostrando Z-average (nm), indice de polidispersidade (PDI) e potencial {
(mV). Os dados (+ SD meédios de 3 medidas) sdo referentes a uma concentragdo de nano-TiO2 de 5 pg/mL.
Meios de dispersdo  Z-Average (nm) PDI Potential { (mV)

Milli-Q 204,30 +£4,59 0,210 + 0,015 -52,50 + 6,95
NSW 944,60 + 106,20 > 0,330 -8,34 £ 0,96
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Figura 9- A: Distribuicfes de 3 medidas do tamanho da nano-TiO- (a 5 pg/mL) ponderadas por intensidade:
comparagdo dos dados obtidos em analise DLS em agua Milli-Q e NSW. Eixo-X minimo em 10 nm (escala
logaritmica); B: Aglomeracéo de nano-TiO, em NSW d dentro de 1 h a partir da preparacdo da suspensdo. Analise
DLS em intervalos de 7 min até 63 min.
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4.2 Efeito da Nano-TiO2 na Fertilizacao

Os resultados dos testes de capacidade de fertilizagdo sdo mostrados na Figura 10. Os
grupos experimentais expostos ao nano-TiO2 mostraram uma diminui¢do no sucesso de fertilizagdo
de 7% (Min. 88,8 — Max. 90,5) vs grupo controle (95,5 + 2% de sucesso de fertilizacdo). Todos 0s
grupos de espermatozoides que foram expostos a diferentes concentragcbes de nano-TiO:
apresentaram uma queda na taxa de fertilizacdo. No entanto, apenas a maior concentragcao nano-
TiO> testada (5 pg/mL) afetou ligeiramente a capacidade de fertilizagdo (88,8 + 3% de ovos
fertilizados), correspondente a uma diminuicdo (p= 0,006) em relacéo ao controle.
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Figura 10- indice de fertilizacdo apGs 1h de exposicdo dos espermatozoides de L. variegatus nas diferentes
concentragdes de nano-TiO,. Os dados sdo expressos como Média + SEM (n = 300).
100 oy b b 555 ol 0 Nao fertilizado
M Fertilzado

Ovulos (%)

F & L PR
Q-
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4.3 Efeito Embriotoxico de nano-TiO>

Embribes em estagio de gastrula bem desenvolvida (12hpf) foram observados em todos os
grupos (Fig. 11.A). O grupo controle apresentou uma média de 89,7% + 2 de gastrulas bem
desenvolvidas. Nos grupos expostos as nano-TiO. foi possivel observar uma diminuigdo no
percentual de gastrulas; essa diminuicdo demonstrou-se mais acentuada na concentracdo ambiental
(0,005 pg/mL), com queda de aproximadamente 22% em relagdo ao controle com 67,7% = 4 de
gastrulas bem desenvolvidas (p= 0,0002). Os demais grupos testados também apresentaram uma
diminui¢do no percentual de gastrulas bem formadas: o grupo 0,05 pg/mL com uma média de
76,7% + 4 de gastrulas bem formadas (p= 0,01); o grupo 0,5 ug/mL com 75% £ 1 (p= 0,004); o
grupo 5 pg/mL com 76% = 4 (p= 0,007).

Os resultados obtidos com o critério de toxicidade nos embrides estdo representados na
Figura 11.B e retratados com imagens dos diferentes graus de malformacdes na Figura 12. Os dados
mostraram que dentre os niveis de toxicidade (1 a 3) o Unico que apresentou diferenca com relagéo
ao controle foi o nivel 3, levando em consideracao que o nivel 0 representa embrides sem alteracdes
(gastrulas bem desenvolvidas). No nivel 3 foi observado um elevado percentual de embrides com
desenvolvimento interrompido em todos 0s grupos expostos as nano-TiOz, principalmente na

concentracdo ambiental. Os grupos expostos as nano-TiO. apresentaram 0s seguintes percentuais
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de malformagdo: 25,3 + 3% (0,005 pg/mL; p=<0,0001); 15,3 + 1,5% (0,05 pg/mL; p=0,01; 19 +
2,6% (0,5 pg/mL; p=0,001); e 17,3 + 3,5% (5 pg/mL; p=0,002).

Figura 11- EmbriGes de L. variegatus ap6s exposicao as nano-TiO,. A: Porcentagem de embrides em estagio de
gastrula bem desenvolvidas apds exposicdo. B: Niveis representando grau de toxicidade de embriGes expostas as
nano-TiO,. Dados apresentados em Média + SEM (n= 300).
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Figura 12- Fotomicrografia de contraste interferencial de fase de embribes em gastrula de L. variegatus 12 hpf. A:
embrido em estagio de gastrula bem desenvolvida; B: gastrula inicial; C: gastrula aumentada; D: blastrula; E:
embrido com malformacdo do arquéntero; F: exogastrulacdo; G: desenvolvimento interrompido. Microscopia de luz

campo claro. Barra de escala: 50 um.
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Larvas pluteos bem desenvolvidas foram observadas em todos os grupos (Fig. 13.A). O
grupo controle apresentou 89% + 2 de larvas bem desenvolvidas. Nos grupos expostos as nano-
TiO2 houve uma diminuic¢do no percentual destas; essa diminui¢gdo mostrou-se mais acentuada na
exposicao a concentracdo mais alta (5 pg/mL), com queda de aproximadamente 20% em relagao
ao controle com 68,9% + 9 (p= 0,005). Nos demais grupos expostos ndo houve diferenca.

Os resultados obtidos com o critério de toxicidade nas larvas plateos estdo representados
na Figura 13.B e retratados com imagens dos diferentes graus de malformacdes na Figura 14.

Os dados mostraram que dentre os niveis (1 a 3), sendo que o nivel 0 é constituido somente
com larvas bem formadas (sem alteracdes), no nivel 1 houve um elevado percentual de larvas com
malformacdes, porém ndo foi significativo. O nivel 2 também ndo apresentou diferenga. O nivel 3
foi o Unico que apresentou diferenca com relagdo ao controle, porém apenas na concentracdo mais
alta (5 pg/mL) foi possivel observar que houve grande nimero de larvas com o desenvolvimento
interrompido, onde a concentracdo de nano-TiO; foi a mais toxica no estagio larval. O percentual

de malformagao do grupo 5 pg/mL no nivel 3 foi de 30,4 + 9 % (p=< 0,02).

Figura 13- Larvas plateos bem desenvolvidas de L. variegatus apds exposi¢do as nano-TiO,. A: Porcentagem de
larvas bem desenvolvidas apds exposicdo. B: Niveis representando grau de toxicidade de larvas expostas as nano-
TiO,. Dados apresentados em Média + SEM (n=300)
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Figura 14 - Fotomicrografia de contraste interferencial de fase de larvas pliteos de L. variegatus 24hpf. A: larva bem
desenvolvida; B: larva aumentada; C: hastes separadas; D: larva com intestino invertido; E: pliteos jovem; F e G:
desenvolvimento interrompido.

A

4.4 Indice de Toxicidade (IT) para Embrides e Larvas

De acordo com as alteragfes observadas foi calculado o IT de cada concentracdo de nano-
TiO2 nos dois estagios de desenvolvimento, como mostra a Tabela 3.

Os embribGes expostos as maiores concentragdes de nano-TiO2 (0,05, 0,5 e 5 pg/mL)
apresentaram o valor de IT em torno de 0,6, correspondendo a uma toxicidade leve. Entretanto, a
concentracdo ambiental (0,005 pg/mL) foi a que mostrou o valor mais alto de IT (0,8), se
mostrando mais toxica para os embrides no estagio de gastrula. Ja para as larvas, as expostas as
menores concentra¢des de nano-TiOz (0,005, 0,05 e 0,5 pg/mL) apresentaram o valor de IT em
torno de 0,8. Contudo, para as larvas expostas a concentracdo mais alta (5 ug/mL) o IT foi de 1,2,
demonstrando um grau de severidade maior das nano-TiO», sendo a concentracao mais toxica para

as larvas.

Tabela 3- Toxicidade da nano-TiO- de acordo com o indice de toxicidade (IT) calculado de acordo com 0s niveis de
malformagdes em embries no estagio de gastrula e em larvas pliteos.

Nano-TiO2 Géstrula Larva Plateos
(Hg/mL) (m (m
0,005 0,86 0,82
0,05 0,60 0.81
0,5 0,66 0,82

5 0,62 1,2
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4.5 Efeito do nano-TiO2 na morfologia da larva

A morfometria obtida através da mensuracao das larvas indicou diferenca significativa nos
tamanhos da larva entre os grupos expostos as nano-TiO- e o grupo controle (Figura 15).

As concentra¢Ges mais altas de nano-TiOz (0,5 e 5 pg/mL) foram capazes de induzir
diferengas morfométricas no tamanho do corpo das larvas (Figura 15.A), demonstrando um
declinio significativo no tamanho (= 22 um) em relagéo ao grupo controle (p=<0,0001). As demais
concentragdes (0,005 e 0,05 pg/mL) ndo apresentaram efeito sobre o tamanho do corpo das larvas.

Mensuraces realizadas nos bragos pés-oral das larvas (Figura 15.B) indicaram um padrdo
parecido ao observado no tamanho corporal. Houve uma reducdo no comprimento dos bragos pés-
oral (= 17 um) nas larvas expostas as duas maiores concentragdes de nano-TiO2 (0,5 e 5 pg/mL),
com relacdo grupo controle (p= <0,0001). As concentra¢des menores ndo apresentaram diferencas
em relacdo ao grupo controle.

O mesmo comportamento, acima descrito para tamanho corporal e para os bracos pos-oral,
foi observado para 0 comprimento das hastes somaticas das larvas expostas as concentracdes 0,5 e
5 pg/mL (Figura 15.C), que apresentaram um menor comprimento (= 5 um) do que o grupo
controle (p= <0,0001). N&o foi observada diferenca entre o comprimento dos bracos antero-lateral
das larvas expostas as menores concentragdes de nano-TiOz em relagéo ao grupo controle (Figura
15.D). No entanto, o grupo exposto a concentracdo mais alta de nano-TiO2 (5 pg/mL) apresentou
um comprimento reduzido (= 5 um) dos bragos antero-lateral em relagdo ao grupo controle (p =
<0,0001).

A largura das larvas (Figura 15.E), demonstrou que a exposi¢do as nano-TiO-, foi capaz de
induzir um leve aumento (x 2 um) nas larvas expostas a 0,05 pg/mL (p=0,01) e 5 pug/mL (p=0,02)

em relacdo ao controle.
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Figura 15- Mensuragdo de larvas pliteos de L. variegatus 24hpf ap6s exposi¢do a diferentes concentragfes de nano-
TiO,. A: tamanho do corpo (TC); B: braco pds-oral (PO); C: hastes somaticas (HS); D: braco antero-lateral (AL); E:
largura da larva (LL). Cada dado est4 expresso em Min - Max. (n = 250).
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4.6 Efeito da nano-TiO; por MET

Das amostras de embriGes em estagio de gastrula, foi possivel a observacdo dos cortes
ultrafinos somente do grupo controle e do grupo exposto a concentra¢do 0,05 pg/mL de nano-TiO>
(Figura 16). Das amostras de larvas, foi possivel a observacdo dos cortes ultrafinos somente do

grupo controle e do grupo exposto a concentracdo 5 pg/mL de nano-TiO: (Figura 17).
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Na Figura 16.A, que representa uma gastrula do grupo controle, pode ser observado o
arquéntero formado (seta azul) e, acima das células que constituem a ectoderma, uma fina camada
com pequenos pontos sugestivos de cilios da gastrula (seta amarela). Na Figura 16.B, grupo
exposto a concentracdo de 0,05 pg/mL de nano-TiO2, pode-se observar a formacdo do arquéntero
(seta azul); entretanto, na parte externa do ectoderma da gastrula, a fina camada acima da
membrana (seta amarela) estd mais afastada indicando um descolamento da mesma, e 0s pontos
(sugestivos de cilios), mostram-se danificados quando comparados a imagem do controle.

A diferenca da camada acima do ectoderma entre o grupo controle e o exposto pode ser
melhor observada comparando as Figuras16.C (controle) e 16.D (nano-TiO. 0,05 pg/mL). No
entanto, na concentracdo de 0,05 pg/mL n&o foi possivel ver adsor¢do ou absor¢do de nano-TiO>
nos embrides.
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Figura 16 - Fotomicrografias eletrnicas de transmissdo de embrides de embrides de L. variegatus em estagio de
gastrula. Cortes ultrafinos. A: grupo controle; aumento de 550x; B: grupo exposto a concentracdo de 0,05 pug/mL de
nano-TiO,; aumento de 550x; C: grupo controle; aumento de 5000x; D: grupo exposto & concentracdo de 0,05 pg/mL
de nano-TiO,; aumento de 2100x. A seta azul indica o arquéntero formado; A seta amarela indica a camada de cilios
da gastrula. Barra de escala: A =10 pm; B =10 pm; C =1 pm; D =5 um.

Ao analisar as imagens de microscopia da Figura 17.A, que representa uma larva do grupo
controle, pode-se observar a parte superior da larva com o intestino no centro (seta azul), além da
fina camada com pequenos pontos sugestivos de cilios da larva (seta amarela). A Figura 17.B, é
uma larva do grupo exposto a concentracdo de 5 pg/mL de nano-TiO2, pode-se observar a camada
de cilios danificada (seta amarela), na superficie externa do ectoderma da larva, observam-se
aglomeracdo de particulas eletrodensas, com dimensdo compativel com as nano-TiO2, e que

sugerem ser agregados destas nanoparticulas.
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A Figura 17.C é a mesma foto do grupo controle, porém aproximada para melhor
observagdo da presenca da camada dos “cilios” (seta amarela). Na Figura 17.D, grupo exposto a 5
pg/mL de nano-TiOz, pode-se observar com maior proximidade a agregagdo de nano-TiO2 na
superficie externa do ectoderma da larva (circulo vermelho) e a camada de cilios danificada (seta

amarela).

Figura 17- Fotomicrografias eletrénicas de transmissdo de L. variegatus em fase larval. Cortes ultrafinos. A: grupo
controle de larva pliteos em 550x, pode-se observar o intestino da larva (seta azul); B: grupo exposto a concentragéo
de 5 pg/mL de nano-TiO2 em 1500x, possivel agregacédo de nano-TiO- ao redor da larva (circulo vermelho); C:
mesma foto do grupo controle com zoom de 2100x; D: grupo exposto a concentra¢do de 5 pg/mL de nano-TiO, em
5000x, possivel agregacdo de nano-TiO ao redor da larva (circulo vermelho). Barra de escala: A =10 um; B=5

pm; C =5 um; D = 1 um. Seta amarela: camada de cilios da larva.

p——1um
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o impacto das nanoparticulas de Didxido de Titanio,
comumente encontradas em produtos de uso antropico, e demonstrou efeitos tdxicos sobre a
fertilizacdo e durante estagios embrionarios e larvais do desenvolvimento de ourico-do-mar
tropical Lytechinus variegatus, como malformagdes e atraso no seu desenvolvimento.

Muitos estudos tém demonstrado os efeitos deletérios de diferentes nanoparticulas sobre o
desenvolvimento de ouricos do mar de diferentes espécies, como Paracentrotus lividus (DELLA
TORRE et al., 2014; MESARIC et al., 2015; OLIVIERO et al., 2019), Strongylocentrotus
intermedius (PIKULA et al. 2020), Arbacia lixula (MAISANO et al., 2015; CAPPELLO et al.,
2017) e Lytechinus pictus (FAIRBAIRN et al., 2011; WU et al., 2015; TORRES-DUARTE et al.,
2015), contudo, ndo existem estudos demonstrando quais seriam os efeitos de nanoparticulas no
desenvolvimento de ouri¢cos-do-mar de espécies tropicais.

Dado o grau de relevancia que vem sendo empregado aos nanomateriais, e sua ampla
utilizacdo, o presente trabalho é o primeiro a investigar os efeitos da nano-TiO2 no ourigo-do-mar
Lytechinus variegatus de ambiente tropical, utilizando o seu desenvolvimento embrionario e larval
como modelo experimental.

Durante as exposi¢des em NSW, nano-TiO> mostrou facil formagéo de aglomerados e
sedimentacdo, também relatado por Fairbairn et al (2010), Hu et al. (2018) e Ciacci et al. (2019),
especialmente em concentra¢fes mais elevadas. As analises da DLS determinaram que nano-TiO>
(5 ug/mL) agrega mais facilmente na dgua do mar, formando rapidamente aglomeracdes de = 900
nm, tamanho semelhante de aglomerado de nano-TiOz (10 pg/mL) foi relatado por Barmo et al.
(2013) e Della Torre et al. (2015) em ASW (&gua artificial do mar). Apds 1h de incubacéo a nano-
TiO, formou aglomeragdes de = 1400 nm (5 pg/mL), Gambardella et al. (2015) mostraram um
tamanho semelhante de nano-TiO2 = 1500 nm ap6s 1h em NSW do mar mediterraneo, no entanto,
foi em uma concentragao muito alta (100 ug/mL).

No presente estudo, as nano-TiO> dispersas em NSW perderam negatividade (potencial {)
de sua carga superficial, provavelmente devido as interagdes com compostos idnicos presentes na
NSW deixando as nano-TiO2 menos estiveis ao mudar a espessura da dupla camada elétrica, ja
que a ionizacdo da superficie externa controla a carga superficial das nanoparticulas (JIANG,;
OBERDORSTER; BISWAS, 2009; MORRISON; ROSS 2002).
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A carga superficial, que depende fortemente do pH, da forga idnica e da salinidade,
desempenha um papel determinante na estabilidade da dispersdo eletrostatica das particulas
(revisado em: CORSI, et al., 2014), Jiang, Oberdorster e Biswas (2009) afirmaram que a carga
superficial de NPs como de TiO, podem alterar conforme o pH do meio, podendo apresentar a
carga superficial mais positiva em pH mais baixo e mais negativa em pH mais alto, o que corrobora
com o comportamento da nano-TiOz2 na NSW (pH era 7.8 £ 0.2) deste estudo, visto que a carga
superficial da nano continuou negativa em um pH alto.

Baker, Tyler e Galloway (2014), citaram que as NPs com carga superficial mais negativa
causa maior agregacao e consequentemente sedimentacao mais rapida, o que também pode explicar
o rapido comportamento de aglomeracgao das nano-TiO», ja que mesmo perdendo negatividade na
carga superficial continuou negativa em NSW medindo -8 mV.

A exposicdo das nano-TiOz nos espermatozoides, afetaram a capacidade de fertilizacdo do
L. variegatus no grupo de 5 pg/mL de nano-TiO,. Desta forma, o efeito da nano-TiO> sobre os
espermatozoides poderia estar correlacionado a uma diminuigdo da motilidade, ou até mesmo
viabilidade dos espermatozoides, todavia mais estudos sdo necessarios. A investigacdo do efeito
das NPs sobre os espermatozoides é de extrema importancia, visto que a queda no sucesso de
fertilizacdo poderia comprometer a permanéncia das espécies.

No entanto, a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides ndo foi afetada aqueles
expostos a concentragdes mais baixas (0,005, 0,05 e 0,5 ug/mL). Esses dados estdo de acordo com
0s observados por Pikula et al., (2020), na exposicdo de espermatozoides do ourigo-do-mar S.
intermedius do mar japonés em concentra¢fes de nano-TiO2 (0,1 - 25 pg/mL), e Gambardella et
al. (2015), que relataram que espermatozoides de ourigo-do-mar mediterraneo P. lividus, expostos
as nano-TiO2(0,0001 - 1 pg/mL), ndo apresentaram alteracdo na capacidade de fertilizacdo, porém
interferiram nos processos de biomineralizacdo durante o desenvolvimento larval. Manzo et al.,
(2013) sugeriram que a resisténcia que os espermatozoides apresentam no sucesso de fertilizacao
poderia estar associada ao curto periodo de exposicao aos toxicos e a alta diferenciacao celular que
eles possuem.

Para melhor categorizar o efeito da nano-TiO2 sobre o desenvolvimento do L. variegatus,
foi utilizado o IT sugerido por Carballeira et al., (2012), adaptado para dois estagios diferentes do
desenvolvimento, embrides em gastrula e larvas, uma vez que este método consegue abordar de

maneira eficiente e demonstrar o grau de toxicidade induzida pela nano-TiO no desenvolvimento.
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Os embrides demonstraram um alto grau de severidade de malformagdes em todas as
concentragBes de nano-TiO2, mas principalmente na concentragdo ambiental (0,005 pg/mL),
entretanto, as larvas demonstraram maior grau de severidade apenas na concentracdo mais alta (5
ug/mL), sugerindo que a intensidade e os efeitos deletérios da nano-TiO2 dependem ndo apenas da
concentracdo, mas também do estagio do desenvolvimento no qual a espécie se encontra.
Gambardella et al., (2013) propuseram que o efeito nocivo exercido pelas NPs em menores
concentracfes poderia ser explicado pela baixa probabilidade de formacdo de aglomerados,
mantendo seu tamanho nanométrico, facilitando sua internalizacdo pelas células, e quando estdo
altamente concentradas se aglomeram mais facilmente, o que poderiam dificultar a internalizacéo
em funcdo do seu tamanho (HUANG et al., 2002). Entretanto, mesmo que os embrides de L.
variegatus tenham demonstrado maior sensibilidade a nano-TiO2 em menores concentragdes, ndo
foi observado a internalizagdo nas amostras de 0,05 ug/mL nas analises de MET.

Comparando o efeito da concentragcdo ambiental entre embrides e larvas, foi observado que
a porcentagem de efeito deletério nas larvas € menor do que nos embrides, sendo que as larvas
passaram por esta mesma fase. Diante disso, levantou-se a hipétese de que com o decorrer do
desenvolvimento para o estagio larval o organismo consiga se recuperar devido a sua plasticidade
entre os dois estagios. Desta forma, isso refletiria em um menor efeito deletério na fase larval em
concentragOes mais baixas, que pode estar relacionado com a plasticidade larval do ouri¢co-do-mar
mascarando os efeitos das exposi¢des, como sugerido por Gambardella et al., (2015). Entretanto,
Pikula et al. (2020), mostraram que o efeito toxico tem um aumento significativo dependente do
tempo de exposicao do S. intermedius expostos a nano-TiOx.

As larvas apresentaram ser mais sensiveis na concentracdo mais alta (5 pg/mL) com maior
taxa de malformac&o. Nesta concentracdo a presenca de aglomerag6es da nano-TiO> foi visivel, o
que poderia explicar o resultado oposto aos embrides, pois, levando em consideracdo que as larvas
sdo filtradoras ndo seletivas, estas poderiam absorver com maior facilidade as NPs em forma de
aglomerados pela abertura do trato digestério primitivo da larva, resultando em um maior impacto
no desenvolvimento mais tardio, como por exemplo na biomineralizacgdo. 1sso poderia justificar as
malformacdes observadas nos bracos das larvas, como: bragos assimétricos ou nao
desenvolvimento do braco pds-oral.

Foi relatado, em trabalhos anteriores com outras NPs metalicas, que as larvas de ouri¢o-do-

mar expostas ao nanocontaminante apresentaram como malformagdo como, bragos mais curtos
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quando comparados ao grupo controle (MAISANO et al., 2015; TORRES-DUARTE et al., 2015).
Gambardella et al., (2015), descreveram malformacdes semelhantes durante o desenvolvimento do
P. lividus apds exposic¢do a nano-TiO2 (0,0001 - 1 pg/mL): desagregacao de células ectodérmicas
na gastrula e bragos assimétricos, mal desenvolvidos, ou desmineralizacdo da larva. Essas
malformagdes corroboram com os dados aqui apresentados, mostrando que apesar do ambiente
distinto no qual essas duas espécies vivem, a presenca de nano-TiO- foi capaz de induzir um efeito
deletério no desenvolvimento embrionario e larval de ambas espécies.

A analise de MET indicou que nano-TiO. induziu altera¢Bes danificando as células da
ectoderme e o cilios dos embrides em gastrula (0,05 pg/mL) e larvas plateos (5 pg/mL). Picchietti
et al. (2017) também relataram danos nas membranas celulares apds a exposi¢do a nano-TiOx+
cloreto de cadmio nas células de robalo. Ndo foram observadas adsor¢do ou absorcdo de
aglomerados da nano-TiO2 na gastrula. No entanto, nas larvas foi observada uma possivel adsorcéo
de aglomeracdes nano-TiO2 no lado externo do ectoderme das larvas. Estas aglomeracdes presentes
nas imagens de MET mostraram a mesma aparéncia que as observadas por Ciacci et al., (2012) em
hemécitos de moluscos expostos in vitro, e por Barmo et al., (2013) em células digestivas e
lisossomos de moluscos expostas in vivo, sugerindo assim que a nano-TiO2 possui uma alta
capacidade de interagdo com membranas biologicas.

Estudos mais aprofundados sdo necessarios para melhor compreender como os efeitos
deletérios causados por este hanocontaminante comprometem a fisiologia dos embrides e larvas, e
se 0 ecossistema marinho de regiBes tropicais seria mais suscetivel a sofrer danos do que o

ecossistema de outros ambientes.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo foi o primeiro a investigar os efeitos da nano-TiO2 no ourigo-do-mar de
ambiente tropical Lytechinus variegatus, demonstrando que a nano-TiO; foi capaz de diminuir o
sucesso de fertilizagdo em concentragdo de exposi¢do aguda de 5 pg/mL.

Baseado em informacg6es morfoldgicas, o estudo apontou o potencial de toxicidade da nano-
TiO2, mostrando efeitos deletérios durante o estdgio embrionario, que induziu malformacdes e
atraso/bloqueio no desenvolvimento principalmente em concentragdes ambientalmente realistas.
Além de também alterar a morfologia das larvas, principalmente nos bragos pés-oral e induzir

malformacdes e atraso/bloqueio no desenvolvimento, s6 que em cenarios de exposi¢do aguda.
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