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RESUMO 

 

Nanopartículas (NPs) constituem uma fonte de poluição ambiental difusa e de difícil 

remediação, tornando-se um grande e crescente problema ambiental. Dentre as 

nanopartículas, as de dióxido de titânio (nano-TiO2) são de amplo uso e estão presentes em 

inúmeros produtos de consumo humano, sendo facilmente inseridas de maneira passiva em 

ecossistemas marinhos, especialmente em águas costeiras, onde estão menos difusas e em 

maiores concentrações (<1 mg/L), representando grande risco aos organismos ali presentes. 

Os ouriços-do-mar são considerados excelentes bioindicadores para avaliar possíveis 

estressores ambientais físico-quimicos, como mudanças climáticas e compostos tóxicos, 

principalmente durante o seu desenvolvimento embrionário. A exposição às NPs nos estágios 

iniciais de vida pode implicar, principalmente, no desenvolvimento incorreto, podendo, por 

sua vez, comprometer o estabelecimento dessas espécies. Diante disso, o presente trabalho 

teve como objetivo avaliar os efeitos tóxicos da nano-TiO2 (0,005, 0,05, 0,5 e 5 μg/mL) na 

fertilização e no desenvolvimento embrionário e larval do ouriço-do-mar Lytechinus 

variegatus. Para tanto, a toxicidade da nano-TiO2 foi verificada por meio de testes de 

capacidade de fertilização e toxicidade ao longo do desenvolvimento, levando em 

consideração, alterações nas taxas de fertilização, parâmetros morfológicos (microscopia 

eletrônica de transmissão - MET), morfométricos e presença de malformações (microscopia 

convencional). Os resultados demonstraram que a exposição dos espermatozoides à nano-

TiO2 por 1 h induziu a diminuição na taxa de fertilização apenas na maior concentração (5 

µg/mL). Durante o desenvolvimento das gástrulas, a nano-TiO2 induziu maior toxicidade na 

concentração 0,005 μg/mL, com aumento do número de embriões com desenvolvimento 

interrompido, sendo esta, a concentração mais baixa testada e a que já se encontra presente 

no ambiente atualmente. No desenvolvimento das larvas, a maior concentração foi a única 

capaz de induzir alterações significativas com aumento do número de larvas com 

desenvolvimento interrompido (EC50 > 5 μg/mL).  As mensurações realizadas demonstraram 

que a nano-TiO2 induziu uma diminuição significativa no tamanho dos braços pós-oral de 

larvas plúteos, principalmente nas maiores concentrações (0,5 e 5 µg/mL). A partir da análise 

de MET foi possível observar aglomerados da nano-TiO2 ao redor das larvas. Levando em 

consideração que as larvas são 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-TiO2, demonstrando 

seus efeitos deletérios na taxa de fertilização e causando malformações e atrasos no 

desenvolvimento dos embriões e larvas de L. variegatus, em faixa de concentrações que vão 

desde cenários de exposição ambientalmente relevantes até de exposição aguda. 
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ABSTRACT 

 

 Nanoparticles (NPs) are a major and growing environmental concerns for coastal marine 

environments. Among them, titanium dioxide (nano-TiO2) 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-TiO2 

(0.005, 0.05, 0.5 and 5 μg/mL) on the fertilization, embryonic and larval development of the 

sea urchin Lytechinus variegatus. The toxicity of nano-TiO2 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 μg/mL). During the development of the gastrulae, nano-TiO2 induced higher 

toxicity at the low environmentally relevant concentration of 0.005 μg/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 (EC50 > 5 

μg/mL). The measurements showed that nano-TiO2 induced a decrease in the size of the post-

oral arms of the larva pluteus, especially at the highest concentrations (0.5 and 5 μg/mL). 

Large nano-TiO2 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-TiO2 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.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Nanopartículas  

 

 Com o avanço da tecnologia, novas demandas de materiais para uso humano estão 

surgindo, implicando consequentemente no aparecimento, com altas taxas de produção, de 

novas fontes antropogênicas de contaminação ambiental. A nanotecnologia, que está presente 

no cotidiano humano só há algumas décadas, utiliza nanomateriais ou nanopartículas (NPs), 

que são partículas caracterizadas por terem tamanhos entre 1 e 100 nm (MEARNS et al., 

2013; MARQUARDT et al., 2017; OECD, 2009). 

  As NPs possuem propriedades físico-químicas que são atribuídas, principalmente, ao 

seu pequeno tamanho (área de superfície), composição química, formato, estrutura de 

superfície (carga superficial), e agregação.  O tamanho de uma NP é de extrema importância, 

pois quanto menor a partícula, maior será a sua área de superfície, ou seja, os átomos ou 

moléculas da partícula estarão mais expostos na superfície dela do que em seu interior, 

permitindo assim uma maior interação com o meio externo. Essa relação inversa entre área 

de superfície-tamanho (Figura 1) é o que pode determinar a reatividade do material. As 

propriedades químicas e sua interação com os sistemas biológicos podem ocasionar atividade 

antioxidante, penetração de barreiras celulares, indução de estresse oxidativo ou de disfunção 

celular. (OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER, 2005; NEL et al., 2006; 

GRAINGER; CASTNER, 2008). 

 



Figura 1- O número de moléculas de superfície (%) é inversamente relacionada com o tamanho das partículas 

(nm), aumentando exponencialmente quando o tamanho das partículas diminui < 100 nm. 

 
Adaptado de: OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER; OBERDÖRSTER, 2005. 

 

A mudança nas propriedades físico-químicas das NPs pode levar a possíveis efeitos 

toxicológicos e, quando as NPs estão em meio aquático, elas sofrem alterações influenciadas 

diretamente pelos parâmetros do meio. Tendo isso em mente, é de extrema importância 

definir os fatores ambientais relevantes que são capazes de afetar o comportamento e efeitos 

das NPs, alterando assim suas propriedades físico-químicas. (HAYNES et al., 2017).  

A nanotoxicologia em sistemas aquáticos é complexa, pois todos os parâmetros do 

meio, como: salinidade, pH e interação com matéria orgânica, afeta diretamente em seu 

comportamento (BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014; HOSHINO et al., 2004).  

Em meio aquático, as NPs tendem a agregar-se, e essa agregação depende de 

características superficiais da NP (carga superficial e tamanho) e do meio (pH da água e 

matéria orgânica). Em água salgada, por exemplo, devido à força iônica da água, a 

negatividade da carga de superfície das NPs diminui, o que aumenta a agregação. O aumento 

da agregação das NPs reduz sua área de superfície, o que, consequentemente, afeta sua 

dispersão na água. (JIANG; OBERDORSTER; BISWAS, 2009; BATLEY et al., 2013; 

BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014).   

Além das características citadas, as NPs possuem também característica de 

agregar/aglomerar. A agregação se dá quando NPs se ligam com NPs da mesma natureza 

(NP + NP), também denominado de homoagregação, são ligações fortes e densas. Já a 

aglomeração, acontece quando NPs se ligam com substâncias que estão em suspensão no 

mesmo meio em que estão dispersas, como componentes orgânicos, íons e talvez 

contaminantes químicos, formando aglomerados (NP + outros materiais e/ou outros tipos de 



NPs), também denominado de heteroagregação (ZARE et al., 2016; PRAETORIUS et al., 

2020; CORSI; BERGAMI; GRASSI, 2020).  

Desta forma, a aglomeração das NPs vai influenciar diretamente na sua biodisposição 

e toxicidade, uma vez que a heteroagregação facilita a incorporação de outros compostos que 

não são necessariamente NPs. Portanto, uma vez no ambiente, as NPs tendem a constituir 

uma fonte de poluição ambiental de difícil remediação (MEARNS et al., 2013; MOTTIER 

et al., 2017; SHARMA et al., 2017).  

 

 

 

1.2 Poluição de nanopartículas 

  

  O uso e prevalência das NPs vêm aumentando e, inevitavelmente, ocorre a dissipação 

destas em ambientes de água doce e marinhos. A poluição por NPs em ecossistemas marinhos 

ocorre através da disseminação direta (esgoto doméstico ou industrial) ou indireta (rios e 

estuários). As partículas que chegam ao mar podem diferir em tamanho e em propriedades 

físico-químicas, já que são disseminadas em sistemas dinâmicos, como o 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 primária, como: protetor solar (principalmente com o com alto consumo em áreas de 

grande turismo) e tintas anti-incrustantes/anticorrosivas presentes em cascos de navios, ou 

secundária: produtos de cuidados pessoais como cosméticos e pasta de dentes, e efluentes 

(MATRANGA; CORSI, 2012; MCCOSHUM; SCHLARB; BAUM, 2016).  

 As NPs têm uma alta reatividade superficial e, portanto, quando dispersas em 

ambientes de águas naturais interagem e rapidamente absorvem em sua superfície algumas 

biomoléculas orgânicas, formando uma camada de estruturas orgânicas, a Eco-corona. Essa 

camada reveste as NPs, o que pode mudar sua estabilidade, identidade e, finalmente 

toxicidade (LYNCH et al., 2014; NASSER; CONSTANTINOU; LYNCH, 2019). 



  As NPs de plástico de poliestireno (PS), por exemplo, sofrem agregação diferente em 

água do mar, dependendo se sua carga superficial é carregada positivamente (PS-NH2) ou 

negativamente (PS-COOH), afetando assim, seu acúmulo, bio-distribuição e toxicidade nos 

organismos, sendo que as com cargas positivas tendem a serem mais tóxicas (DELLA 

TORRE et al., 2014). Entretanto, as NPs metálicas passam por interações/transformações 

complexas na água do mar. Devido à sua composição química e alta probabilidade de 

agregação, o que resulta na sedimentação, corrosão e biodisponibilidade, consequentemente 

podem ser altamente tóxicas para o ecossistema marinho (CORSI et al., 2014).  

  As NPs são bem conhecidas por afetarem organismos marinhos, causando uma 

grande variedade de lesões. A absorção ou ingestão de NPs, resulta em seu acúmulo em 

células e tecidos, causando efeitos deletérios em diferentes organismos, como peixes 

(Dicentrarchus labrax), ouriços-do-mar (Strongylocentrotus droebachiensis), moluscos 

(Mytilus galloprovincialis), crustáceos (Artemia franciscana), microalgas (Dunaliella 

tertiolecta que por sua vez, podem ser transferidas, via  cadeia trófica, de um organismo para 

o 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 Nanopartícula de dióxido de titânio 

   

 Entre as diferentes NPs, as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) se 

destacam por ser um dos óxidos de metais mais fabricados, possuem alto rendimento e alta 

demanda em todo o mundo, estimando-se que em 2025 a produção venha a atingir 2,5 

milhões de toneladas por ano (NOWACK; BUCHELI et al., 2007; ROBICHAUL et al., 

2009). Estas são amplamente encontradas em vários produtos comerciais devido ao seu 

brilho, propriedade de branqueamento, resistência aos raios ultravioleta (UV) e alto índice 

de refração (VANCE et al., 2015). 

  As nano-TiO2 apresentam propriedades físico-químicas particulares, tais como 

atividade fotocatalítica, fotoelétricas (permitem conversão de energia solar), anticorrosiva e 

alta estabilidade (CARP; HUISMAN; RELLER, 2004).  

  Devido a todas as suas propriedades, as nano-TiO2 podem ser encontradas em 

inúmeros produtos de consumo humano, como fármacos, 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-TiO2, e a degradação que ocorre pós o uso destes, estão aumentando as 

concentrações ambientais de nano-TiO2 nas águas de superfície dos ambientes aquáticos, 

gerando uma preocupação eminente (SUN et al., 2014) 

  Por apresentarem propriedades fotocatalíticas, as nano-TiO2 são utilizadas, ainda, 

para tratamento de esgoto, pois na presença de luz UV, tais NPs são capazes de danificar as 

membranas celulares e o DNA de bactérias presentes nas águas residuais; fato, este, que 

ocorre, devido à formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) alterações que ocorrem na 

estrutura da nano-TiO2 que faz com que elas reajam e formem espécies de oxigênio altamente 

reativas (ROS) (MILLER et al., 2012). Contudo, essa mesma reação fotocatalítica, na 

presença de luz UV, pode potencializar fortemente a toxicidade da nano-TiO2 (JOHNSON 

et al., 2015). 

 Em decorrência da ampla utilização, as nano-TiO2 podem ser inseridas em 

ecossistemas marinhos diretamente ou indiretamente, através de efluentes de águas residuais, 

atividades na praia, entretanto, o acúmulo no ambiente é mais alto próximo da costa, 

principalmente em época de maior turismo (XIONG et al., 2011; BAKER; TYLER; 

GALLOWAY, 2014; HAYNES; WARD, 2020). Recentemente, pesquisadores mostraram 

que no verão, altas concentrações de nano-TiO2 podem ocorrer em águas costeiras, podendo 

exceder de 900 μg L−1 na água superficial perto de praias populares na costa Mediterrânea 

(LABILLE et al., 2020), o que pode causar níveis consideráveis de exposição aos organismos 

marinhos, além de possibilitar a transferência trófica (HOU; WESTERHOFF; POSNER, 

2013).  

  Devido a sua alta reatividade superficial e carga negativa, as nano-TiO2 tem tendência 

a adsorver metais e interagir com diferentes substâncias orgânicas dissolvidas, particuladas 

e coloidais, o que aumentam o potencial da nano-TiO2 para aglomeração e pode influenciar 

diretamente na sua toxicidade (TAN; FAN; WANG, 2012; NAASZ; ALTENBURGER; 

KÜHNEL, 2018; DOYLE et al., 2014). 

  Corsi, Bergami e Grassi (2020) demonstraram o comportamento de homoagregados  

de nano-TiO2 em água deionizada (Figura 2.A), e a formação da eco-corona na nano-TiO2 

em água do mar natural (Figura 2.B e C). 



 

 

Figura 2- Microscopia eletrônica de transmissão (MET). A: Interações da nano-TiO2 em água Milli-Q. B e C: 

Nano-TiO2 em água do mar natural com biomoléculas orgânicas levando a formação da eco-corona 

 

Adaptado de: CORSI; BERGAMI; GRASSI, 2020. 

 

 

  Diferentes estudos têm relatado os potenciais efeitos tóxicos das nano-TiO2 com 

organismos de diferentes espécies e ambientes do mundo. Por exemplo, estudos realizados 

por Miller et al. (2012) relataram sobre o efeito fototóxico das nano-TiO2 após exposição de 

quatro espécies diferentes de fitoplânctons à luz solar. Barmo et al. (2013) mostraram que as 

nano-TiO2, mesmo em concentrações próximas aos níveis ambientais, foi nociva para o 

sistema imune e glândula digestiva de bivalves marinhos Mytilus galloprovincialis. 

Jovanovic e Guzmán (2014), sugeriram que possivelmente a nano-TiO2 contribui para uma 

diminuição geral nas populações dos corais, pois a exposição induziu estresse gênico e 

bioacumulação 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 à nano-TiO2 apresentaram alterações tanto ao nível bioquímico 

quanto o celular, além de apresentar acumulação nas brânquias e na glândula digestiva.    

            O efeito das nano-TiO2 também tem sido estudo em outros modelos biológicos, como 

no desenvolvimento embrionário de ratos (HONG et al., 2017), cultura de células do epitélio 

intestinal (PEDATA et al., 2019), e na expressão de microRNA de plantas (Boykov; Shuford; 

Zhang, 2019). Que evidencia esta problemática como uma preocupação de grupos de 

pesquisa de diferentes áreas.    



  Considerando estes estudos, percebe-se que o impacto biológico das nano-TiO2 

constitui uma questão importante por sua complexa ecotoxicidade, sendo importante 

compreender a interação destas em diferentes organismos e ambientes.    

 

 1.4 Bioindicadores 

 

 Organismos marinhos de diferentes níveis tróficos podem ser afetados pelas NPs 

(MATRANGA; CORSI, 2012), como os fitoplâncton e zooplâncton, que vivem na coluna 

d’agua, podem estar expostos às NPs suspensas, por ação de turbulência no oceano e efeitos 

das ondas, por exemplo; e animais bentônicos, já que quando as NPs agregadas/aglomeradas 

são facilmente sedimentadas, podem ter impactos sub-letais em espécies detritívoras (TIAN 

et al., 2014; KLAINE et al., 2008; STOLPE; HASSELLOV, 2007). Johnson et al. (2015) 

ilustraram as interações que podem ocorrer com os organismos marinhos com a entrada da 

nano-TiO2 ­no ecossistema marinho (Figura 3). 

 

 

Figura 3 - Ilustração da introdução ambiental da nano-TiO2. A. Nano-TiO2 livres. B. Aglomerações das nano-

TiO2. C: Modificações da superfície da nano-TiO2 após interação componentes orgânicos, íons outras 

substâncias suspensas na coluna d’água. D. Transferência de nano-TiO2 para os organismos bentônicos 

através de fezes e pseudofezes. E e F. Perturbação superficial gerando ressuspensão de NPs precipitadas 

ocasionando reexposição.  



 
Adaptado de: (JOHNSON et al., 2015). 

          

Os principais alvos biológicos no ambiente marinho são: a) os organismos que vivem 

na zona pelágica (coluna d’água), que vão desde o fitoplânctons aos mamíferos marinhos e 

também os peixes de mar profundo, que estão suscetíveis à NPs aglomeradas em suspensão; 

b) os organismos filtradores, que podem ser expostos também aos aglomerados em 

suspensão; c) os organismos bentônicos que vivem no sedimento e, consequentemente, são 

expostos às NPs já precipitadas e depositadas no fundo (MATRANGA; CORSI, 2012). 

         Consequentemente, espécies filtradoras, por exemplo, podem absorver as NPs pelas 

brânquias, causando lesões e prejudicando o correto funcionamento destes órgãos, além de 

acúmularem em outros tecidos (BAKER; TYLER; GALLOWAY, 2014). Ademais, pode 

ocorrer transferência trófica e possível bioacumulação e biomagnificação destas para outros 

organismos, por predação ou por excretas dos organismos, como por exemplo os bivalves 

marinhos, que são filtradores e podem ter sido expostos às NPs durante a alimentação, 

consequentemente, suas excretas podem estar carregadas de NPs, o que provavelmente serão 

incorporados no sedimento, e eventualmente estarão biodisponíveis para diversos animais 

bentônicos (CONWAY et al., 2014; TIAN et al., 2015). 

         A transferência trófica de NPs pode ocasionar problemas nos sistemas bióticos, assim 

como nos de saúde pública, 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 são 

caracterizadas por evidenciarem aspectos do ambiente em que vivem, por meio de alterações 

em diversos níveis, desde modulações moleculares a alterações histológicas e mesmo 

comportamentais. (MOORE, 2006; MATRANGA; CORSI, 2012; NANDAN; NIMILA 

2012). 

         Alguns invertebrados marinhos possuem um grande potencial para atuarem como 

bioindicadores à exposição de NPs, já que são alvos diretos, sendo expostos tanto em estágio 

embrionário e larval, quando são importantes componentes do zooplacton e nadam na coluna 

d’água até a sua metamorfose, consequentemente susceptíveis à ação de NP em suspensão, 

como em estágio adulto, pela presença de frações de NPs no sedimento. (CANESI; CORSI, 

2016; MATRANGA; CORSI, 2012; MANZO et al., 2013).  

  A compreensão da complexa interação entre bioindicadores-NPs-biomoléculas 

suspensas em ambiente aquático se faz necessária para compreender a ecotoxicidade das NPs 

e seu impacto ambiental. Para tanto, é utilizado organismos modelos, como por exemplo o 

ouriço do mar, que possuem o potencial de transparecer os possíveis resultados nocivos para 

organismos mais complexos (CORSI; BERGAMI; GRASSI, 2020). 

 

1.5 Ouriço do mar como bioindicador 

 

 Os ouriços-do-mar são invertebrados marinhos deuterostômios, pertencentes ao Filo 

Equinodermata da classe Echinoidea. São organismos exclusivamente marinhos, tipicamente 

bentônicos, com baixa capacidade de locomoção, sem dimorfismo sexual e detritívoros. São 

caracterizados como celomados, com simetria bilateral na fase larval, e pentaradial na fase 

adulta. Possuem endoesqueleto, composto por ossículos calcários, formando uma superfície 

esquelética, a carapaça de carbonato de cálcio, onde encontram-se os espinhos, e que delimita 

a cavidade celomática, preenchida por líquido celomático. Na cavidade celomática, 

encontram-se as gônadas, o aparelho digestório e os cordões nervosos que fazem parte do 

sistema nervoso simples por eles apresentados. As brânquias ficam externas à carapaça, 

rodeando a extremidade da membrana peristomial (membrana ligeiramente calcificada ao 



redor da boca), que delimita os cinco dentes da lanterna de Aristóteles, órgão utilizado para 

alimentação (HYMAN, 1955; RUPPERT; BARNES, 1996).   

  Os ouriços-do-mar possuem grande importância nas comunidades bentônicas. São 

espécies de sobrevivência bem-sucedidas, amplamente distribuídos em diversas latitudes e 

temperaturas, podendo ser encontrados em zonas polares e tropicais, e são 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 ouriços-do-mar vem sendo estudados como excelente 

modelo para a embriologia clássica e biologia celular (GIUDICE, 1986; MATRANGA, 

2005). Além de compartilharem muitas semelhanças metabólicas e fisiológicas com 

mamíferos, sua relação genética é muito semelhante ao genoma humano, tendo estimados 

23.300 genes (muitos do que se acreditavam serem inovações de vertebrados) (HAYDEN, 

2010; SEA URCHIN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2006). 

  Vários aspectos tornam o ouriço-do-mar um excelente bioindicador marinho para 

avaliar a toxicidade de diferentes compostos químicos e estressores ambientais, tanto na fase 

adulta na avaliação do sistema imunológico inato, quanto durante o desenvolvimento 

embrionário e larval, uma vez que sua transparência permite analises dos efeitos 

morfológicos causados por agentes estressores (MATRANGA et al., 2011; MORRONI et 

al., 2016).     

  Alguns trabalhos criaram métodos para avaliar a toxicidade (IT- índice de toxicidade) 

de contaminantes utilizando o desenvolvimento do ouriço-do-mar como bioindicador. 

Carballeira et al., (2012) desenvolveram o primeiro IT, visando identificar e categorizar de 

maneira mais eficaz malformações nas larvas. Outros pesquisadores aperfeiçoaram esta 

abordagem sugerindo o ITI (índice de toxicidade interativo) para calcular a frequência e a 

gravidade de malformações, e posteriormente apontaram que a utilização de 4 diferentes ITIs 

seria um método mais sensível, avaliando embriões e larvas (MORRONI, et al., 2016; 

BONAVENTURA, et al., 2021).  

  Os ouriços-do-mar possuem mecanismos moleculares que vão atuar de maneira basal 

para o correto desenvolvimento e formação do embrião, entretanto, a ativação excessiva 

destes em função de diversos estressores gera um alto custo energético, que por sua vez, 



poderá afetar o desenvolvimento embrionário e contribuir para o surgimento de 

malformações (BONAVENTURA; MATRANGA, 2017). Portanto, nem sempre esses 

mecanismos de defesa são capazes de reconhecer e neutralizar os contaminantes, sendo que 

a presença de contaminantes, como NPs, durante o desenvolvimento de ouriços-do-mar 

podem comprometer não apenas o seu desenvolvimento, mas também o sucesso da 

reprodução (GALLO et al., 2018; MESARIC et al., 2015; MAISANO et al., 2015). 

 

1.6 Fertilização, embrião e larva como bioindicadores  

  

A fecundação do ouriço-do-mar ocorre externamente, onde, após a liberação dos 

gametas masculino e feminino, vários milhões de ovos são fertilizados e se desenvolvem de 

forma sincronizada. O envelope de fertilização do óvulo recém-fertilizado (zigoto) é 

transparente (Figura 4.A), assim como os embriões e larvas (Figura 4.B e C), permitindo a 

fácil observação das células e tecidos ao longo do seu desenvolvimento (GAMBARDELLA 

et al., 2016). 

 

Figura 4- Fotomicrografia em campo escuro dos primeiros estágios do desenvolvimento do ouriço-do-mar 

Lytechinus variegatus. A: zigoto envolto com a membrana de fertilização. B: embrião em estágio de gástrula. 

C: larva plúteos. 

 
 Fonte: arquivo pessoal. 

 

 A fertilização externa dos ouriços-do-mar ocorre devido a uma rede complexa de 

interações recíprocas entre ovos e espermatozoides. Assim que os ovos saem dos gonóporos 

(canal de liberação dos gametas) eles passam a liberar moléculas espécie-específicas que 

atraem espermatozoides para a possível interação. Por outro lado, os espermatozoides, 

quando são liberados pelos gonóporos, ainda não estão ativos, só após entrarem em contato 

com a água do mar que acontece sua ativação, o tornando capaz de nadar e posteriormente 



ser atraído pelo óvulo onde ocorre o reconhecimento espécie-específica. A reação 

acrossômica é iniciada no contato do espermatozoide com a camada gelatinosa do óvulo, o 

que resulta na exocitose da vesícula acrossomal do espermatozoide e na liberação das 

hidrolases que irão digerir a camada gelatinosa e permitir, na sequência, o contato e 

reconhecimento entre os gametas e a fusão dos mesmos, levando à elevação do envelope de 

fertilização que é mediado pelo aumento da concentração intracelular do cálcio.  (DAN, 

1967; FRANKLIN 1970; LEVINE; WALSH; FODOR 1978). 

  Ensaios com espermatozoides, embriões e larvas de ouriço-do-mar tem sido 

utilizados para testes de toxicidades desde a década de 1980 por uma série de pesquisadores, 

visando o estudo de águas marinhas costeiras (DINNEL; LINK; STOBER, 1987; DINNEL 

et al., 1989).  

  Realizar ensaios sobre a fertilização e o desenvolvimento traz a perspectiva de 

comparar os efeitos da mesma substância em dois sistemas biológicos diferentes: 

espermatozoides e embriões. Os espermatozoides são células únicas, altamente 

especializadas e, quando interagem com substâncias tóxicas, podem apresentar danos 

transmissíveis à prole que irá se desenvolver, ou uma redução na capacidade de fertilização 

devido a uma diminuição da motilidade, ou até mesmo supressão da capacidade de 

fertilização (MANZO et al., 2013). 

  Após a fertilização, o embrião sofre as primeiras divisões, estágio de mórula e 

blástula. A polaridade dorsal/ventral só se torna morfologicamente aparente na gástrula 

inicial (Figura 5). Conforme a gástrula se forma, ocorre o achatamento do polo vegetal do 

embrião, o arquêntero se curva em direção a ectoderme do polo animal e acontece a migração 

e o posicionamento assimétrico das células mesenquimais esqueléticas (que darão origem às 

espículas). A polaridade doral/ventral é ainda mais acentuada no primeiro estágio larval, 

quando os quatro braços 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 plúteos 

(LAPRAZ; BESNARDEAU; LEPAGE, 2009).   

  Na fase plúteos, a ectoderme ventral e dorsal da larva fica separada por uma faixa de 

células cuboidais ciliares (Figura 5) (LAPRAZ; BESNARDEAU; LEPAGE, 2009). A 

formação das espículas se dá pelas células mesenquimais esqueléticas sendo um evento 



significativo na embriogênese do ouriço-do-mar e essencial para a sobrevivência e 

continuidade do desenvolvimento larval (DECKER; LENNARZ, 1988). 

 

Figura 5- Ilustração do desenvolvimento do embrião do ouriço-do-mar após a fertilização, passando pela fase 

embrionária e larval  até a fase adulta. Vista lateral e vista de cima do desenvolvimento. 

 

Adaptado de: LAPRAZ; BESNARDEAU; LEPAGE (2009) 

   

  Diversos aspectos justificam o interesse do ponto de vista ecotoxicológico na 

utilização de embriões de ouriço-do-mar como modelo bioindicador, visto que os ensaios 

podem ser realizados em um curto período de tempo (24, 48 e 72 h), e os efeitos sobre o 

desenvolvimento podem ser monitorados a nível morfológico e molecular (MATRANGA; 

CORSI 2012; MANZO, 2004). 

  Uma vez presente no ambiente, os diferentes estressores, como as NPs, podem atuar 

nos gametas e no início da embriogênese do ouriço-do-mar, pois estes não apresentam tantas 

estruturas protetoras. Diferente de espécimes adultos, que são relativamente mais resistentes 

à contaminantes, sendo os espermatozoides e os estágios embrionário e larval são diretamente 

afetados pela presença de contaminantes. Consequentemente estes estágios iniciais podem 

ser mais sensíveis à presença de NPs, especialmente em águas costeiras, onde as NPs são 

menos difusas e estão em maior concentração, 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 ouriços-do-mar, como NPs plásticas (DELLA TORRE et al., 2014; 

PINSINO et al., 2017), de prata e carbono (MANNO, et al., 2013), de ouro e dióxido de 



titânio (PIKULA et al., 2020), e também efeitos sobre os espermatozoides como NPs de 

óxido de cobre (MAISANO et al. 2015), de cobalto e dióxido de titânio (GAMBARDELLA, 

et al., 2015), e de óxido 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 consideração que a nano-TiO2 é a nanopartícula de maior 

produção antrópica (ROBICHAUL et al., 2009), e que seu descarte no ambiente ainda é 

imensurável, é inevitável a preocupação com os possíveis impactos dessa ameaça ao 

ambiente marinho, principalmente os organismos que vivem em regiões costeiras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 CONCLUSÃO 

 

 O presente estudo foi o primeiro a investigar os efeitos da nano-TiO2 no ouriço-do-

mar de ambiente tropical Lytechinus variegatus, demonstrando que a nano-TiO2 foi capaz de 

diminuir o sucesso de fertilização em concentração de exposição aguda de 5 µg/mL.   

  Baseado em informações morfológicas, o estudo apontou o potencial de toxicidade 

da nano-TiO2, mostrando efeitos deletérios durante o estágio embrionário, que induziu 

malformações e atraso/bloqueio no desenvolvimento principalmente em concentrações 

ambientalmente realistas. Além de também alterar a morfologia das larvas, principalmente 

nos braços pós-oral e induzir malformações e atraso/bloqueio no desenvolvimento, só que 

em cenários de exposição aguda.  
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