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RESUMO

Nanoparticulas, como as de didéxido de titanio, t€ém ganhado extrema importancia na producao
industrial e nos avangos cientificos. Suas propriedades fisico-quimicas unicas ¢ melhoradas
despertam o interesse tanto em aplica-las de diversas formas quanto em investigar os riscos que
elas apresentam a satide humana e a0 meio ambiente. Nesse contexto, modelos de ecotoxicidade
possibilitam preencher as lacunas de conhecimento no campo da nanotoxicologia. A espécie de
peixe Danio rerio se destaca pela semelhanga genética com o ser humano e pelas vantagens
como organismo modelo, como ensaios com seus embrides serem considerados in vitro. No
entanto, a estrutura que protege o embrido de agentes externos, o corion, muitas vezes interfere
na avaliagdo toxicoldgica. Por isso, este trabalho objetiva investigar a influéncia do cérion na
analise da toxicidade de nanoparticulas de dioxido de titanio. Para isso, foi conduzido um estudo
de toxicidade com embrides de Danio rerio, em um teste convencional € um teste com
decorionacgdo, e os parametros de toxicidade foram analisados. Também foi utilizada a técnica
de microscopia fluorescente confocal, para verificar dano celular. O teste de toxicidade aguda
convencional e o com decorionagdo sugeriram que as nanoparticulas de dioxido de titdnio ndo
sdo toxicas. As variagdes no comprimento das larvas e a adsor¢do de particulas agregadas a
superficie do corion provaram que ele influencia os resultados de toxicidade. A microscopia
confocal revelou a citotoxicidade das nanoparticulas de didxido de titdnio, que causaram dano
celular aos embrides e larvas. O corion também mostrou afetar a interagao entre o embrido ¢ as
nanoparticulas. Dessa forma, a decorionagdo dos embrides garantiu resultados mais confiaveis
e expressou a importancia de considerar a presenca do corion como uma possivel interferéncia
no estudo da toxicidade de nanoparticulas com embrides de peixe. Espera-se que essa e outras
melhorias sejam realizadas continuamente nos ensaios ecotoxicoldgicos e nanotoxicologicos, a

fim de estabelecer consensos claros sobre a seguranca dessas nanoparticulas.

Palavras-chave: nanotoxicologia; cérion; peixe-zebra; TiO2, nanotecnologia.



ABSTRACT

Nanoparticles, such as titanium dioxide nanoparticles, have gained significant importance in
industrial production and scientific advancements. Their unique and enhanced physicochemical
properties spark interest both in applying them in many fields and in investigating the risks they
pose to human health and the environment. In this context, ecotoxicity models help to fill
knowledge gaps in the field of nanotoxicology. The fish species Danio rerio stands out due to
its genetic similarity to humans and advantages as a model organism, such as its embryo assays
being considered in vitro. However, the structure that protects the embryo from external agents
- the chorion - often interferes with toxicological assessments. Therefore, this study aims to
investigate the influence of the chorion on the toxicity analysis of titanium dioxide
nanoparticles. For this purpose, a toxicity study was conducted with Danio rerio embryos, using
a conventional test and a test with dechorionation, and toxicity parameters were analyzed.
Confocal fluorescence microscopy was also used to assess cellular damage. The conventional
acute toxicity test and the test with dechorionation both suggested that titanium dioxide
nanoparticles are not toxic. Variations in larval length and the adsorption of aggregated particles
on the chorion surface demonstrated that it influences toxicity results. Confocal microscopy
revealed the cytotoxicity of titanium dioxide nanoparticles, which caused cellular damage to
embryos and larvae. The chorion also appeared to affect the interaction between the embryo
and the nanoparticles. Thus, dechorionation of the embryos ensured more reliable results and
highlighted the importance of considering the presence of the chorion as a potential interference
in nanoparticle toxicity studies using fish embryos. It is expected that this and other
improvements will continue to be made in ecotoxicological and nanotoxicological assays, in

order to establish clear consensus regarding the safety of these nanoparticles.

Keywords: nanotoxicology; chorion; zebrafish; TiO»; nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

Em poucas décadas, a nanotecnologia e¢ a nanociéncia ganharam extrema
importancia na produc¢ao industrial e nos avancos cientificos (Bayda et al., 2020). No campo da
nanotecnologia, as nanoparticulas (NPs) se destacam por suas propriedades fisico-quimicas
novas ou melhoradas em comparagdo aos materiais a granel, como alta superficie de contato,

grande forca mecanica, atividade optica e reatividade quimica (Khan; Saeed; Khan, 2019).

1.1 Nanoparticulas (NPs)

As NPs em geral sdo classificadas em trés classes com base na sua composicao:
organicas, a base de carbono e inorganicas. As organicas sdo feitas de proteinas, carboidratos,
lipideos ou qualquer outro composto organico. As NPs a base de carbono sao feitas apenas de
atomos de carbono. Por fim, as inorganicas compreendem as demais e, dentro desta categoria,
podem ser nanoparticulas metélicas, ceramicas ou semicondutoras (Joudeh; Linke, 2022).

Por conta de suas peculiaridades, as NPs sdao aplicadas de diversas formas nos
setores de medicina, agricultura, meio ambiente, alimentos, informatica e seguranca (Altammar,
2023). Essa demanda crescente tem despertado na comunidade cientifica internacional a
urgéncia de estudar seus efeitos toxicologicos. Com isso, a nanotoxicologia surgiu como uma
disciplina para atender a necessidade de investigar a toxicidade de nanomateriais,
nanoparticulas e nanocompositos e os efeitos que eles podem ter nos seres humanos e na biota

(Solano et al., 2021).

1.2 Dioéxido de titanio (TiO2)

O dioxido de titanio (TiO2) ¢ um o6xido metalico encontrado na forma de trés
estruturas cristalinas: rutilo, anatase e brookita (Braun; Baidins; Marganski, 1992). E mais
conhecido como um pigmento so6lido, branco e termicamente estavel (Chen; Mao, 2007).
Comumente, ele ¢ empregado na forma de NPs, devido ao aumento da sua superficie de contato
e ao acrescimento de suas propriedades fisico-quimicas (Haider; Jameel; Al-Hussaini, 2019;
Racovita, 2022).

A cor caracteristica do TiO2 se deve a sua capacidade de ndo absorver luz no
espectro visivel das cores e de realizar espalhamento de luz branca, gragas aos altos indices de

refracdo de suas formas minerais rutilo e anatase (Pfaff, 2023). Em virtude disso, ele ¢
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amplamente usado tanto como pigmento quanto como revestimento, conferindo brilho a
superficie de outros materiais (Wu, 2021). Estima-se que os pigmentos de TiO> dominem
aproximadamente 60% da producado global de pigmentos (Pfaft, 2022).

Outra importante caracteristica do TiO2 se deve a sua banda proibida, termo dado a
quantidade de energia necessaria para os elétrons de materiais semicondutores passarem da
camada de valéncia para a camada de conducao (Fouad; Shihata; Morgan, 2017). Por apresentar
uma larga banda proibida, o TiO, absorve luz ultravioleta (UV) e, ao fazer isso, induz a
formacgao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, que reagem espontaneamente com
a matéria organica ao redor (Haider et al., 2017). Esse processo ¢ um exemplo de atividade
fotocatalitica, propriedade do TiO» bastante explorada por degradar microrganismos (Serov et
al., 2024; Vargas et al., 2024). As NPs-TiO, exercem esse efeito com maior intensidade, pelo
aumento na superficie de contato e na velocidade das reagdes (Abbood; Ali, 2024). Assim, elas
sdo classificadas como NPs ceramicas e semicondutoras. Por conta de sua excelente atividade
fotocatalitica, as NPs-TiO» sdo utilizadas como agente descontaminante no tratamento de aguas
e no revestimento de embalagens de alimentos (Ameta et al., 2020; Armakovi¢; Savanovic;
Armakovié, 2023; Krakowiak et al., 2021; Tang et al., 2018).

A capacidade do TiO; absorver luz UV também o torna um excelente filtro solar
inorganico (Araki; Baby, 2025). A faixa de absor¢do do composto coincide com os
comprimentos de onda dos raios UV do tipo A e do tipo B, os dois provenientes do sol, que
conseguem atravessar a atmosfera e causar sérios danos a pele humana, como o
desenvolvimento de cancer (Smijs; Pavel, 2011). Nesse contexto, junto ao 6xido de zinco
(Zn0O), o TiO7 ¢ uma das principais substancias utilizadas na formulagdo de protetores solares
(Schneider; Lim, 2019). Nesse produto, o tamanho ideal das particulas de TiO> se encontra entre
50 nm e 150 nm, pois nessa faixa o composto se torna transparente € possui uma textura mais
uniforme quando aplicado sobre a pele (Ghamarpoor; Fallah; Jamshidi, 2023).

Além das aplicagcdes mencionadas, o TiO, inclusive como nanomaterial, € utilizado
em produtos farmacéuticos, pastas de dente, implantes dentarios, tintas acrilicas, tintas de
tatuagem, nanofertilizantes, plasticos, borrachas e papéis (Aljubran et al., 2025; Chandoliya et
al., 2024; Das; Ambardekar; Bandyopadhyay, 2021; Li et al., 2023; Rompelberg et al., 2016;
Weir et al., 2012).

Por conta da ampla utilizagdo das NPs-TiO,, durante décadas, preocupagdes tém
sido levantadas quanto a sua seguranca e aos riscos que ele apresenta ao corpo humano e ao
meio ambiente (Kessler, 2011). Na industria de alimentos, foram feitas diferentes consideragdes

sobre a seguranca do uso de TiO> em diversos produtos, como chicletes, doces, bolos, biscoitos



19

e sorvetes (Blaznik et al., 2021). A Unido Europeia proibiu o uso do corante alimenticio E171
de TiO2 em 2022 devido aos riscos de inalagdo e de genotoxicidade apontados pela Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos no ano anterior, porém ha divergéncias entre outras
autoridades com relagdo a essa decisao (Warheit, 2024; Younes et al., 2021). No Brasil, a Anvisa
concerne aos riscos do TiO2 em alimentos, mas ndo bane o uso do corante (ANVISA, 2023).
Além disso, O descarte de TiO, em mares soma grandes quantidades pelo uso de protetor solar
durante o banho em praias, e representa um risco aos ecossistemas aquaticos (Dedman et al.,

2021; Slomberg et al., 2021; Tovar-Sanchez; Sanchez-Quiles; Rodriguez-Romero, 2019).

1.3 Toxicologia das nanoparticulas de dioxido de titinio em modelos aquaticos

A utilizagao massiva das NPs-TiO> na industria e na formulacdo de cosméticos
aumenta a probabilidade de despejo em ambientes aquaticos (Ortiz-Roman; Casiano-Muiiiz;
Roman-Velazquez, 2024). Nesses ambientes, as NPs-TiO> podem persistir devido a sua
estabilidade quimica e a capacidade de formar agregados e de interagir com a matéria organica
ao redor, além de expressar toxicidade de diversas formas nos organismos aquaticos, de acordo
com suas propriedades fisico-quimicas (Permana; Andhikawati, 2025). A toxicidade das NPs-
TiO, tem sido estudada em diferentes espécies aquaticas, ao passo em que seus efeitos podem
variar entre elas (Miguel; Pinheiro; Miguel, 2021).

Citotoxicidade e genotoxicidade sdo as principais categorias de toxicidade das NPs-
TiO» apontadas na literatura (Permana; Andhikawati, 2025). Ambas sdo ocasionadas sobretudo
pela inducgdo a formacao de espécies reativas de oxigénio, que ¢ mais causada pela forma de
anatase do TiO> do que pelo rutilo (Wang; Fan, 2014). A citotoxicidade das NPs-TiO; ¢
comumente observada pela ativacdo de vias de sinalizagdo de apoptose, estresse oxidativo e
inflamacao nas células (Bevacqua et al., 2022). Enquanto isso, a genotoxicidade se expressa no
dano ao DNA, o que foi percebido em células semelhantes as do epitélio pulmonar e em pessoas
que trabalhavam com a producao de NPs-TiO; (Jugan et al., 2012; Pelclova et al., 2016).

Em alguns estudos com modelos aquaticos, as NPs-TiO2 ndo se mostraram toxicas.
Em um ensaio com o microcrustaceo de agua doce Daphnia similis, as amostras de NPs-TiO>
ndo apresentaram toxicidade na concentracdo de 100 mg/L (Marcone et al., 2012). Outro
trabalho indicou que nao havia toxicidade para trés espécies de alga: Synedra ulna,
Scenedesmus quadricauda e Sigeoclonium tenue (Kulacki et al., 2012).

Em outros estudos, as NPs-TiO: se revelaram toxicas, em concentragoes diferentes

entre as espécies. A concentracdo letal 50 (CL50), parametro que indica a concentragdo



20

necessaria de uma substancia para matar metade de uma populacao, foi de apenas 2,2 mg/L nos
peixes de Oryzias latipes; e de 29,8 mg/L. no microcrustaceo Daphnia magna (Ma; Brennan;
Diamond, 2012). Ja nos nauplios de Artemia salina, um microcrustaceo de dgua doce, a CL50

observada foi de 50 mg/L (Pinheiro et al., 2023).

1.4 Peixe-zebra

O Danio rerio, conhecido como peixe-zebra ou paulistinha, ¢ uma espécie de peixe
tropical de agua doce (Silva et al., 2024). Seu crescimento ¢ dividido entre: embrido, larva,
juvenil e adulto (Singleman; Holtzman, 2014). O desenvolvimento do embrido compreende
mudancas morfologicas intensas e finda dando inicio ao estdgio de larva em aproximadamente
72 horas pos-fertilizagdo (hpf), com a eclosdo (Paatero et al., 2017). Algumas partes notaveis

da anatomia dos embrides e larvas de peixe-zebra estdo apontadas na Figura 1.

Figura 1 — Partes do corpo do embrido de Danio rerio com 48 hpf (a) e

com 96 hpf (b)
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O peixe-zebra ¢ um dos organismos modelos mais utilizados em pesquisas (Bedell
et al., 2025). Isso se deve, em parte, a espécie ter seu genoma completamente sequenciado e
apresentar uma homologia genética de 70% com o genoma humano (Howe et al., 2013). Por
1850, 0 peixe-zebra € objeto de estudo em muitas pesquisas genéticas, como na descoberta de
genes ¢ no entendimento de bases moleculares associadas a doencas humanas (Adhish;
Manjubala, 2023; Shimizu; Shiraishi; Hanada, 2023). Além disso, linhagens transgénicas da
espécie t€m revolucionado a pesquisa biomédica no entendimento de transducdo de sinais,
organelas intracelulares e sistemas hematopoiético, nervoso, urogenital e digestivo (Choe et al.,
2021).

A popularidade do Danio rerio como organismo modelo também se atribui a sua
facil manutencao, tamanho pequeno, alta fecundidade, rapido desenvolvimento e extensa
literatura (Hickman et al., 2017). Os embrides desse peixe sdo transparentes, visiveis com pouca
aproximacao de imagem e possuem desenvolvimento externo (Teame et al., 2019). Somado a
isso, estudos conduzidos com esses embrides sdo considerados in vitro por até 5 dias apds a
fecundacao e atendem a politica dos “3 Rs” (substitui¢ao, reducdo e refinamento) como uma
alternativa viavel a experimentacdo animal (Poh; Stanslas, 2024). Isso torna os experimentos
com embrides de peixe-zebra mais éticos do que os realizados in vivo com mamiferos, por
exemplo, a0 mesmo tempo em que eles possuem uma complexidade de sistemas maior e mais
proxima do ser humano do que outros ensaios in vitro, como culturas de células e tecidos
(Canedo et al., 2022; Santiago; Félix, 2024).

Além de sua viabilidade ética, os embrides de Danio rerio tém grande potencial em
estudos de toxicidade, por apresentarem um desenvolvimento sensivel aos efeitos nocivos de
diferentes compostos e representarem os impactos que substancias quimicas podem causar ao
meio ambiente (Bauer; Mally; Liedtke, 2021). Tendo isso em vista, a Organizagdo para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) padronizou o teste de toxicidade aguda
em embrides de peixe (FET, do inglés “Fish Embryo Acute Toxicity”), o qual ¢ majoritariamente
efetuado com peixes-zebra (Busquet et al., 2014; OCDE, 2013). A investigacao de toxicidade
também se expande a fadrmacos e nanomateriais, que vém sendo desenvolvidos com
preocupacdes sobre os seus riscos (Cassar et al., 2020; Jia et al., 2019).

O peixe-zebra atende a demanda crescente em avaliar a toxicidade de
nanomateriais, que sao produzidos em larga escala e podem afetar de diferentes formas os
sistemas bioldgicos (Lin et al., 2013; Pereira et al., 2019). Nesse contexto, embrides de peixe-
zebra tém sido usados em estudos de nanotoxicologia com nanotubos de carbono,

nanoparticulas de selénio, cobre, prata e 6xido de zinco (Cordeiro et al., 2018; Hariharan et al.,
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2024; Liu et al., 2024; Qiang et al., 2020; Valdiglesias et al., 2023). Além disso, experimentos
in vivo com 0 peixe-zebra permitem aprimorar novas tecnologias com nanomateriais, como
sistemas de entrega de farmacos auxiliados por nanoparticulas (Mutalik et al., 2024).

A andlise da toxicidade de NPs-TiO> em diferentes ensaios ¢ pertinente, levando
em consideragdo que seus formatos, tamanhos, propriedades fisico-quimicas e comportamentos
podem variar (Noél et al., 2012). Nesse sentido, um estudo recentemente indicou, por meio de
um FET, que as NPs-TiO2 ndo tém efeito significativo na mortalidade e eclosao de embrides de
peixe-zebra, mas afetaram profundamente o desenvolvimento deles (Ortiz-Roméan; Casiano-
Muiliz; Roman-Veldzquez, 2024). Outro FET com peixe-zebra indicou que o material em
questdo, na forma de nanoparticulas, causou uma redug¢ao no peso corporal € no comprimento

dos embrides, o que aumentava com a dose (Gu et al., 2021).
1.5 Cérion

O cérion (Figura 2) ¢ a membrana bioldgica mais externa do embrido de peixes,
que atua como barreira protetiva contra impactos mecanicos, dessecamento ¢ mudangas
abruptas nas condigdes fisico-quimicas do meio (Pérez-Atehortua et al., 2023). No
desenvolvimento embrionario dos peixes-zebra, esse envelope tem uma grossura de 1,5 a 2,5

pum e possui poros com 0,5 a 0,7 um de didmetro (Browning et al., 2009; Rawson et al., 2001).

Figura 2 — Estrutura geral do embrido de peixe-zebra, envolto pelo corion
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Fonte: adaptado de Ribeiro et al. (2024).
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Apesar de seus poros terem um tamanho suficiente para passagem de moléculas e
de materiais com dimensdes nanométricas, ha indicios de que o cdrion impede que alguns
compostos acessem totalmente o interior do embrido (Osborne et al., 2013). Isso ocorre
principalmente por dois fatores vinculados aos nanomateriais: a adsor¢ao deles ao corion ¢ a
tendéncia que alguns deles tém de formar aglomerados (Kim; Tanguay, 2014; Shih etal., 2016).

No teste de toxicidade aguda em embrides de peixe-zebra, a reprodutibilidade de
resultados ¢ essencial (Canedo et al., 2022). Quando os nanomateriais sao impedidos, parcial
ou totalmente, de atravessar o corion e interagir com o embrido, a real influéncia da sua
toxicidade pode nao ser aplicada, levando a resultados incongruentes (Pereira et al., 2019).

Nessas circunstancias, técnicas de decorionacdo vém sendo empregadas como um
meio de retirar a membrana que, em alguns casos, dificulta a avalia¢do correta da toxicidade de
substancias nos embrides de peixe-zebra (Carbaugh; Van der Schalie; Widder, 2022). Essa
abordagem tem mostrado impactos positivos, visto que experimentos que compararam a
condugdo do FET feita com ou sem o corion demonstraram um aumento na sensibilidade dos
embrides e consequentemente na percepgao da toxicidade dos compostos (Paatero et al., 2017;
Panzica-Kelly; Zhang; Augustine-Rauch, 2015; Tran et al., 2021).

Os principais métodos de decorionagdo sdo 0 mecanico € 0 enzimatico. A remogao
mecanica geralmente ¢ feita com o uso de duas pingas afiadas, realizando um rasgo no corion
e expelindo o embrido para o meio externo. A decorionacdo mecénica nas primeiras horas pos-
fertilizagdo resulta em taxas de sobrevivéncia abaixo da porcentagem exigida pela OCDE de
90% para o controle negativo do FET; contudo o emprego do método em embrides com 24 hpf
eleva essa taxa a um numero viavel para a realizagdo do experimento. Por sua vez, a remog¢ao
mediada por enzimas ¢ comumente feita com pronase, uma enzima do tipo protease. Com esse
método, a taxa de ocorréncia de danos aos embrides varia com a concentragdo de pronase € com
o tempo de vida do embrido, demonstrando-se estavel a 0,5 mg/mL em 24 hpf. (Hasegawa;
Farr; Maves, 2023; OCDE, 2013).

E importante ressaltar que nem todo nanomaterial necessita da decorionagio para
acessar o interior do embrido e exercer seus efeitos toxicos plenamente (Duan et al., 2020;
Henn; Braunbeck, 2011). Contudo a quantidade de estudos que verificam essa condi¢do ainda
¢ escassa frente a enorme variedade de nanomateriais, com diferentes tamanhos, cargas e

propriedades fisico-quimicas. Assim, o presente estudo visa investigar o efeito da decorionagdo

no estudo da toxicidade de NPs-TiO; em embrides de Danio rerio.
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2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1 Geral

Investigar o efeito da decorionacdo no estudo da toxicidade de NPs-TiO; a partir de

analises com embrides de Danio rerio.

2.1 Especificos

e Realizar dois testes de toxicidade aguda com embrides de Danio rerio: um de acordo

com o protocolo convencional € outro com remog¢ao do corion;
e Avaliar o desenvolvimento dos embrides expostos as nanoparticulas;
e Verificar a capacidade das nanoparticulas de causarem danos as células;

e Examinar o efeito da decorionagao sobre os resultados de toxicidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Di6xido de titanio (TiO2)

O TiO> foi comprado da distribuidora Via Farma pelo Grupo de Quimica de
Materiais Avancados da UFC. As particulas comerciais possuiam um tamanho aproximado de
114,5 nm, tendo o rutilo 58,8 nm ¢ a anatase 86 nm (Barbosa et al, 2018). O Grupo concedeu
gentilmente para o Laboratorio de Biomateriais uma parte das particulas, que ficaram

armazenadas dentro de um microtubo na geladeira.

3.2 Teste de toxicidade aguda em embriées de peixe (FET)

Foram feitos dois testes, descritos adiante, seguindo o protocolo da Organizagao
para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) “Teste N° 236: Teste de Toxicidade
Aguda em Embrides de Peixe” (OCDE, 2013). O primeiro teste, considerado convencional,
seguiu os procedimentos detalhados no documento. O segundo teste, por outro lado, teve a
decorionagdo mecanica dos embrides no estagio de 24 hpf, o que os privou da exposi¢ao as
NPs-TiO2 até esse momento, mas ainda permitiu verificar o efeito das NPs sobre eles apos 24
horas de exposicao, no momento de 48 hpf, e no final do teste, com 96 hpf. Ambos os testes
foram feitos em triplicata. Os pardmetros de analise da toxicidade foram adaptados conforme

atualizagOes na literatura.

3.2.1 Diluicoes

Em todas as diluigdes do ensaio, o solvente empregado foi dgua reconstituida

ajustada a pH 7,3 (Tabela 1) e condicionada a 26° C.

Tabela 1 — Formulacio da dgua reconstituida

Agua reconstituida - pH 7,3

NaHCO3 96 mg
MgSOq4 60 mg
CaSOs4 - 2H,0 60 mg
KCl 4 mg
Agua destilada ~ 1000 mL

Fonte: Adaptado de OCDE (2013).
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Uma solugdo estoque de didxido de titanio a 100 mg/L foi preparada em um baldo
volumétrico de 100 mL. A solucdo foi homogeneizada no banho de ultrassom do Laboratorio
de Materiais Funcionais Avang¢ados, da UFC.

A partir da solugao estoque, foram feitas duas dilui¢des seriadas de 10x, utilizando-
se micropipetas automaticas, tubos de centrifuga do tipo falcon de 50 mL e baldes volumétricos
de 50 mL. Ao todo, obtiveram-se trés concentracdes do material: 100 mg/L, 10 mg/L e 1 mg/L.

Para o controle negativo do experimento, foi usada a dgua reconstituida com pH
7,3. Ja para o controle positivo, foi preparada uma solugdo de 3,4-dicloroanilina a 4 mg/L, um
pesticida com toxicidade a embrides de peixe bem fundamentada em testes convencionais

(OCDE, 2013).

3.2.2 Producdo de embrioes

Os embrides foram obtidos a partir de reproducdo de peixes-zebras da colonia do
Laboratério de Biomateriais, mantida em condigoes laboratoriais com um rack Altamar® e os
parametros: temperatura 28 °C + 0,2, pH 7,0 £+ 0,2, condutividade 650 puS. O pH foi mantido
com solu¢do tampao de bicarbonato de sodio, e a condutividade, com sal Red Sea®. Os
parametros eram estabilizados automaticamente pelo rack e monitorados integralmente via
software.

Trés aquarios de acasalamento foram montados, cada um com 3 machos e 6 fémeas
em idade fértil. Os peixes de sexos diferentes ficaram separados por uma divisoria no centro
dos aquarios, e bolas de vidro foram colocadas no fundo para evitar que os peixes adultos
consumissem os ovos gerados, como visto na Figura 3. As divisorias foram recolhidas logo
antes do acender das luzes na manha do dia seguinte, dando inicio a copula. O ambiente foi

isolado de sons e de pessoas por cerca de 3 horas, até o encerramento da reproducao.
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Figura 3 — Montagem do aquario de reprodugdo dos peixes-zebra

Fonte: Autor, 2025.
Legenda: Aquario com divisoria para separar machos e fémeas antes do momento de copula (a), visto de cima (b);
acrescido de bolas de vidro para evitar que os peixes alcancem os ovos depositados e alimentem-se deles (¢), visto

de cima (d).

Ao final das 3 horas de reproducao, os peixes presentes nos aquarios de cruzamento
foram transferidos de volta para os seus aquarios de origem e as bolas de vidro foram removidas.
A 4gua dos aquarios foi escoada em uma peneira pequena, coletando os embrides. Estes foram
enxaguados com agua reconstituida e colocados em placas de Petri com a mesma solugdo. Os
ovos ndo fertilizados e outros residuos foram retirados e descartados usando um
estereomicroscopio (Zeiss Stemi®) e uma pipeta de Pasteur. Apos a limpeza, os embrides foram

mantidos a 28°C em uma camara de cultivo de embrides (Scienlabor Embryo UV®).

3.2.3 Decorionacdo

O corion dos embrides foi removido manualmente com o uso de duas pingas de
precisdo, sob ampliacdo do estereomicroscopio. O procedimento foi feito em embrides com 24
hpf, a fim de contornar a letalidade do método em embrides com poucas hpf, observada por
Hasegawa; Farr; Maves, (2023), e obter uma quantidade de vidveis suficiente para a realiza¢ao

do FET. Paatero et al. (2017) também realizaram a decorionagdo em embrides com 24 hpf,



28

iniciando a partir disso a exposi¢ao as solugdes, e fizeram o primeiro registro de dados em 48
hpf.

Na técnica de microscopia fluorescente confocal, a baixa taxa de sobrevivéncia
resultante do emprego da decorionagdo mecanica no estagio de 5,3 hpf ndo era um fator
limitante. Por isso, foi possivel fazer a decorionacdo dos embrides nesse estdgio e iniciar sua
exposi¢do as NPs-TiO2 concomitante com os embrides do teste convencional, obtendo-se

imagens de 24 e 96 hpf de um individuo de cada tratamento, com tempos iguais de exposicao.
3.2.4 Montagem das placas

Para o controle negativo, foram adicionados 2 mL de 4gua reconstituida em todos
os pocos de uma placa de 24 pogos. J& para o positivo, 20 dos pogos foram preenchidos com a
solugdo de 3,4-dicloroanilina a 4 mg/L. Para cada uma das trés concentragdes de dioxido de
titanio, 1 mg/L, 10 mg/L e 100 mg/L, foram pipetados 2 mL em 20 pocos. Os pogos restantes
nas placas foram inteirados com dgua reconstituida, para controle interno da placa, conforme

esquematizado na figura 4.

Figura 4 — Esquema de montagem das placas com os embrides
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Embrides com corion foram selecionados em aproximadamente 5,3 hpf,
identificados pela organizacdo embrionaria ilustrada na Figura 5, e colocados nas placas, um
por poco. As placas foram armazenadas a 28 ° C na camara indicada (Scienlabor Embryo
UV®). Diferentemente, embrides sem corion foram escolhidos com 24 hpf e postos nas mesmas

condi¢des, em um outro experimento.

Figura S — Embrido com 5,3 hpf

Fonte: elaborado pelo autor.

3.2.5 Registros de dados

Nos FETs, os embrides com cérion foram expostos as nanoparticulas durante 4 dias,
enquanto que os embrides sem corion, durante 3 dias. A cada 24 horas, foram anotados os
nimeros de embrides que se encontravam vivos, eclodidos, sem desprendimento correto da
cauda, atraso no desenvolvimento de somitos e deformagdes. Esses pardmetros foram adaptados
do protocolo para FET da OCDE (2013).

Um individuo de cada solugdo do teste convencional foi fotografado as 24 e 96 hpf,
utilizando um estereomicroscopio acoplado a um computador com o programa ZEN (Zeiss®).
Os individuos do teste com decorionagdo foram fotografados as 48 e 96 hpf. Cada embrido
escolhido para ter sua imagem capturada possuia caracteristicas em comum com a maioria na

sua placa de pogos. Também foram tiradas fotografias contendo todos os sobreviventes de um
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mesmo tratamento as 96 hpf. Apesar de diferentes tempos de contato com as NPs, verificou-se
o desenvolvimento dos embrides com e sem corion nas primeiras e tltimas horas de exposicao.
Posteriormente, eles tiveram seu comprimento corporal medido com o programa Image J.

Por fim, os dados numéricos foram compilados em planilhas e graficos no Excel
(Microsoft®). Foram montadas pranchas de imagens com as fotografias obtidas, usando a

ferramenta de edicao Inkscape.

3.3 Analises estatisticas

Os dados de comprimento dos embrides foram submetidos a diferentes testes
utilizando o programa R. Inicialmente, foram feitos os Testes de Shapiro-Wilk e de Levene para
examinar se os dados eram distribuidos normalmente e se havia homogeneidade entre eles,
respectivamente. Apos isso, foi realizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido do Teste de Dunn,
a fim de verificar se havia diferenga significativa entre os grupos e entre quais deles havia essa
diferenga. Por fim, foi executado um Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, com o intuito de

investigar o impacto do corion nos resultados de crescimento.

3.4 Microscopia fluorescente confocal

Alguns embrides e larvas de peixe-zebra, com 24 hpf e 96 hpf respectivamente,
foram emergidos em solu¢do de laranja de acridina, que se liga a DNA extravasado e marca
dano celular, a 5 mg/L durante 40 minutos, em temperatura de 28°C (Pinheiro et al., 2023). As
placas de pocgos onde elas estavam foram cobertas com papel aluminio para evitar a degradacao
do corante pela luz mediante ac¢do fotocatalitica do TiO2 (Lu et al., 2008). Apos isso, a solucao
foi retirada com uso de uma pipeta de Pasteur, e as larvas foram lavadas trés vezes durante 5
minutos cada com agua reconstituida, para retirar o excesso de corante. Outros individuos nao
passaram pelo procedimento de marcacdo com laranja de acridina, a fim de visualizar a
autofluorescéncia do organismo e, por comparacao aos corados, permitir estimar o real dano
celular.

A eutanasia sob anestesia foi feita por submersdo em tricaina a 250 mg/L durante
pelo menos 3 minutos de auséncia de movimento opercular (Comissdo de Etica no Uso de
Animais - CEUA - UNIFESP, 2024).

As imagens foram produzidas a partir do Microscopio Confocal LM-710 (Zeiss®)
da Central Analitica da Universidade Federal do Ceara — UFC. O laser utilizado foi de 405 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos resultados dos ensaios de toxicidade aguda (FET) nos tratamentos
convencional e com decorionagdo, a partir das analises de sobrevivéncia, desenvolvimento,
desprendimento de cauda, formagao de somitos, deformacgdes e crescimento. O crescimento das
larvas foi examinado mediante andlises estatisticas. Também foram obtidas imagens de

microscopia fluorescente confocal dos embrides.

4.1 FET

Os dois FETs realizados, um convencional e outro com decorionagao, resultaram

em baixa toxicidade apontada para as NPs-TiO.

4.1.1 FET convencional

As NPs-TiO2 ndo exerceram toxicidade aos embrides convencionais de peixe-zebra,
em nenhuma das concentragdes testadas. Esse resultado corresponde ao obtido por um
experimento em que uma baixa toxicidade a embrides de Danio rerio s6 foi observada a
concentracao de 1000 mg/L, dez vezes maior do que a usada aqui, e por outro com Daphnia
similis, na qual as NPs-TiO ndo apresentaram toxicidade na concentragdo de 100 mg/L (Faria
et al., 2014; Marcone et al., 2012). Neste teste, os embrides ndo apresentaram ma formagdes
devido as NPs-TiO;.

Nas solucdes de 100 mg/L de NPs-TiO», foi notada uma intensa agregacdao do
material, como pode ser visto na Figura 6. A agregacdo dessas particulas tende a acontecer
quando estdo dispersas em solugdes (Hu et al., 2017). Além disso, uma precipitagdo de
agregados estava presente no corion antes da eclosdo dos embrides, o que ja havia sido
registrado com a mesma concentracdo em embrides do peixe Oryzias latipes (Paterson et al.,

2011).
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Figura 6 — Imagens de campo claro de embrides com 24 hpf e larvas com 96
hpf para cada solucao no FET convencional
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Imagens de embrides e larvas de Danio rerio provenientes do FET convencional.
A, B, C e D: controle negativo com agua reconstituida, controle positivo com 3,4-
dicloroanilina, TiO, a 1 mg/L e TiO, a 10 mg/L, respectivamente, com embrides de 24 hpf
saudaveis. E: concentra¢do de 100 mg/L de TiO,, com embrido apresentando aciimulo de
nanoparticulas aglomeradas sobre o corion. F: controle negativo com larva de 96 hpf
saudavel. G: controle positivo com larva de 96 hpf com alteragdes morfologicas de redugdo
no comprimento, encurvamento da cauda, cranio mal formado e edemas no coragao e no saco
vitelino. H, I e J: concentra¢des de 1, 10 e 100 mg/L de TiO,, respectivamente, com larvas
de 96 hpf saudaveis.

A porcentagem de sobrevivéncia foi maior que 90% no controle negativo e menor
que 70% no controle positivo até o fim das 96 horas de exposi¢do. Dessa forma, comprova-se
a validade do FET convencional realizado, pois ele atendeu as diretrizes estabelecidas para os
controles (OCDE, 2013).

As taxas de sobrevivéncia nas solugoes de NPs-TiO» estiveram acima de 90%
durante todas as analises, como pode ser conferido no Grafico 1. Pela baixa letalidade até 100

mg/L, ¢ dificil supor que a CL50 esteja proxima. CL50 € a concentragdo necessaria para
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provocar a morte de metade da populagdo. Um estudo estimou valores muito altos para a CL50
das NPs-TiO2, como de mais de 2000 mg/L (Felix et al., 2013). Enquanto isso, outro trabalho
determinou uma CL50 de 124,5 mg/L (Xiong et al., 2011). Apesar dessa ultima ser proxima a
maior concentra¢do testada aqui, ndo houve proporcao significativa de mortes para inferir que

as NPs-TiO; sdo toxicas nessas condigoes.

Grafico 1 — Taxa de sobreviventes em teste com embrides de Danio rerio sem interferéncia no
corion
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A manuteng¢do de otimas taxas de sobrevivéncia até o final do periodo de exposigdo
ndo foi observada em outro estudo com NPs-TiO», que registrou um decréscimo significativo
no numero de sobreviventes da concentragdo de 10 mg/L para 100 mg/L em 120 hpf (Vicario-
Parés et al., 2014). Apesar disso, outros autores obtiveram valores semelhantes ao deste estudo,
e evidenciaram que a disparidade de resultados pode ocorrer devido a diferengas nas formas
cristalinas e no tamanho das nanoparticulas (Tang; Zhang; Zhu, 2019). Neste estudo, por
exemplo, as NPs-TiO; possuiam as fases cristalinas rutilo e anatase ¢ um tamanho, em média,
de 114,5 nm aproximadamente.

Para a OCDE, outros parametros, indicados a seguir, também sdo importantes para
determinar a toxicidade a partir desse teste (OCDE, 2013). Todos os embrides tiveram o
desprendimento correto de cauda. Somente no controle positivo houve atraso na formacao de
somitos. A taxa de eclosdo se manteve acima de 90% nos tratamentos com dioxido de titanio e
agua reconstituida.

A taxa de eclosdo poderia ter sido dificultada pela adsor¢ao de aglomerados de NPs-
TiO> a superficie do corion, na concentragdo mais alta, como fora descrito na literatura (Shih et

al., 2016). Isso ndo pareceu ocorrer nestes resultados, mas a nao toxicidade ainda pode ter sido
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influenciada por tal, visto que a aglomeragao superficial do material no corion reduz o acesso
das NPs ao embrido.

As 96 hpf, evidenciou-se que os embrides submetidos ao controle positivo tiveram
um mau desenvolvimento pela influéncia da 3,4-dicloroanilina. As deformidades evidenciadas
foram de tamanho reduzido, encurvamento anormal da cauda, cranio mal formado, excesso de
pigmentacdo, edema cardiaco e edema do saco vitelino. Essas caracteristicas e mais algumas
sao compreendidas pelo termo “deformidades” neste e em outros estudos (Chahardehi; Arsad;
Lim, 2020). Os individuos expostos as concentragdes de TiO» ndo apresentaram essas
anomalias fenotipicas, assim como os do controle negativo. Apesar de ndo serem consideradas
um fator de letalidade pelo principal protocolo de teste de toxicidade aguda em embrides de
peixe, as deformidades sdo caracteristicas registradas em estudos recentes de avaliacdo da
toxicidade de nanoparticulas que utilizam o peixe-zebra como modelo, compreendendo
edemas, curvatura anormal da cauda e ma formagdo de 6rgdos (Hariharan et al., 2024; OCDE,
2013).

No geral, os resultados para sobrevivéncia, eclosdo e deformidades na concentragao
de 100 mg/L se assemelham com os de outro teste realizado com NPs-TiO2 em embrides de
Danio rerio (Tang; Zhang; Zhu, 2019). Proximo a isso, um segundo trabalho reportou que as
NPs-TiO; ndo apresentaram letalidade nem interferiam na eclosao dos embrides, mas tiveram
um efeito negativo no desenvolvimento, com notocorda curvada, retardo no crescimento, cauda
torcida, bexiga natatoria ndo inflada, dano em tecido e escoliose (Ortiz-Roman; Casiano-Muiiiz;

Roman-Velazquez, 2024).

4.1.2 FET com decorionacdo

No FET com embrides decorionados, a primeira analise, a 48 hpf, permitiu
visualizar o desenvolvimento normal dos embrides expostos as NPs-TiO>. Por sua vez, o
controle positivo induziu a uma reducdo na pigmentacdo e¢ a formag¢ao de um edema no
pericardio embrionario, vistos na Figura 7. E importante poder comparar o estado dos embrides
convencionais as 24 hpf com os decorionados as 48 hpf, pois, apesar de terem sido inicialmente
expostos as NPs-TiO> em estagios diferentes (5,3 e 24 hpf, respectivamente), pdde-se visualizar
como cada um foi afetado pela absor¢ao do material durante o mesmo tempo de exposicao. Fent
et al., (2010) perceberam que NPs de outro tipo ndo foram absorvidas pelos embrides de Danio
rerio no FET que conduziram; em vez disso, as NPs se acumularam principalmente no corion,

possivelmente nao exercendo os efeitos toxicos que poderiam exercer.
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Figura 7 — Imagens de campo claro de embrides com 48 hpf e larvas com 96 hpf
para cada solucdo no FET com decorionagao
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Imagens de embrides e larvas de Danio rerio provenientes do FET com decorionagdo. A,
C, D ¢ E: controle negativo, com agua reconstituida, e concentragdes de 1, 10 e 100 mg/L de TiO»,
respectivamente, com embrides de 48 hpf saudaveis e semelhantes entre si. B: controle positivo,
com 3,4-dicloroanilina, e embrido com 48 hpf apresentando edema no pericardio e pigmentagdo
reduzida. F: controle negativo com larva de 96 hpf saudavel. G: controle positivo com larva de 96
hpf possuindo edema no coragdo e no saco vitelino, encurvamento da medula espinhal e
pigmentacdo excessiva. H, [ e J: concentragdes de 1, 10 e 100 mg/L de TiO,, respectivamente, com
larvas de 96 hpf possuindo pigmentacao ligeiramente maior que no controle negativo, sem mais
alteragdes morfologicas.

Uma pigmentacao ligeiramente maior que a visualizada no controle negativo foi
observada nas larvas com 96 hpf e expostas as NPs-TiO.. A hiperpigmenta¢do ¢ uma
caracteristica anormal que pode ser causada por inflamac¢do, machucados e exposi¢do a
substancias quimicas (Qu et al., 2023). Apesar disso, essa caracteristica ndo foi manifestada
intensamente, € nao houve evidéncias claras de toxicidade. J& no controle positivo, as larvas
desenvolveram diversas mas formacgdes, como os edemas no coragdo € no saco vitelino,

encurvamento da medula espinhal e pigmentagdo excessiva.
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A taxa de sobrevivéncia dos embrides no decorrer dos trés dias foi bastante
consistente para os tratamentos com NPs-TiO,, como pode ser visto no Grafico 2. As
porcentagens de sobreviventes nas trés concentracdes de didxido de titdnio foram maiores que
97%. No controle negativo, a razdo de vivos foi de 98% em todos os intervalos analisados; o
que corrobora a validade do teste (OCDE, 2013). Ao mesmo tempo, o controle positivo
registrou uma queda cada vez maior, que todavia ainda foi maior que o ideal no controle
positivo. Essa variagao no controle positivo fomenta a hipotese de que a 3,4-dicloroanilina tem
sua letalidade determinada pelo contato com o embrido nos seus primeiros estidgios de

desenvolvimento (Henn; Braunbeck, 2011; Lahnsteiner, 2008).

Grafico 2 — Taxa de sobreviventes em teste com embrides de Danio rerio decorionados
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80% TiO; 10 mg/L
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A incidéncia de deformagdes nos embrides decorionados e expostos as NPs-TiO»
foi muito pequena, e nenhum dos desenvolvidos no controle negativo demonstrou
caracteristicas atipicas no fenotipo. Isso comprova a eficacia da decorionagao manual feita, pois
lesdes nos embrides certamente afetariam seu crescimento, € por isso se deve garantir que elas
nao ocorram (Hasegawa; Farr; Maves, 2023). No controle positivo do FET com decorionacao,
houve uma taxa alta de deformagdes, até mesmo maior do que no controle positivo do FET

convencional.

4.2 Variacao no comprimento das larvas com 96 hpf

A observacdo do comprimento corporal de larvas de Danio rerio como um

indicador da toxicidade de nanoparticulas ja havia sido feita com nanoparticulas de prata, as

quais reduziram o crescimento nas condi¢des realizadas (Qiang et al., 2020). Como resultado
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do FET convencional, as medianas do comprimento corporal ficaram proximas de 3,25 mm nas
concentragdes de 1 mg/L e 10 mg/L de NPs-TiO> e no controle negativo. Na concentracdo de
100 mg/L, os valores foram um pouco menores.

Com uma analise estatistica, foi verificado que essa diferenga se deveu a algum
fator real, ndo a aleatoriedade. Nesse sentido, suspeita-se que ela esteja relacionada ao acimulo
de material na superficie do cérion, que foi observado nas imagens de campo claro. Segundo
Shih et al., (2016), a eficiéncia com que os embrides de peixe-zebra eclodem pode ser afetada
pela adsorcao de agregados de NPs-TiO;, fendmeno que se intensifica nas concentragdes
maiores. Apesar disso, os embrides deste ensaio que tiveram alta adsor¢ao de NPs-TiO; em seu
corion ndo levaram mais tempo do que o esperado para eclodir. Isso leva a hipotese de que um
esforco maior foi feito para que eles escapassem do envoltdrio, gastando assim uma parte da
sua reserva de energia e nutrientes que estava destinada ao seu crescimento. Ainda, um estudo
com nanoparticulas de silica relatou que o acumulo de agregados na superficie do corion
aumenta com o tempo de exposi¢do (Chao et al., 2018). Pela similaridade de comportamento
hidrodinamico entre as nanoparticulas, pode-se presumir que os embrides estavam
sobrecarregados com a maior quantidade de NPs-TiO; no momento da eclosdo, o que corrobora
a hipotese.

Em contrapartida, no FET com decorionados, ndo houve formagao de agregados
sobre o corion dos peixes porque essa membrana foi removida logo antes de iniciar a exposicao.
Por consequéncia, as medianas de comprimento corporal dos embrides se fizeram muito
proximas, nas trés concentragdes testadas de NPs-TiOz e no controle negativo, como consta no
Grafico 3. A maior uniformidade foi confirmada pela analise estatistica, determinando que essas
solucdes nao apresentaram diferenca significativa entre si. Apesar do tempo diferente de
exposi¢do entre os tratamentos com cdrion e sem corion, uma variacdo estatistica nos dados de
sobrevivéncia foi observada somente diante do acimulo de NPs sobre o cérion na concentragao
de 100 mg/L. Portanto, respalda-se a alegagcdo de que a decorionagdo aprimora os efeitos do

FET no estudo da toxicidade de algumas nanoparticulas.
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Grafico 3 — Comprimento corporal das larvas de Danio rerio com 96 hpf
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Fonte: elaborado pelo autor.

A diferenga de comprimento registrada para o controle positivo entre os embrides
que passaram pela decorionacdo e os que ndo passaram reflete ainda a constatacao de que a 3,4-
dicloroanilina age de forma mais letal nos primeiros estagios de desenvolvimento dos embrides
(Henn; Braunbeck, 2011).

Com os resultados, reitera-se que as nanoparticulas ndo impactaram o crescimento
dos embrides, salvo o caso em que o corion teve influéncia, pois, no geral, os resultados de
comprimento nas concentragdes de NPs-TiO2 ndo divergiram dos valores obtidos no controle
negativo.

A fim de visualizar melhor o efeito que a presenca do corion teve sobre o
comprimento das larvas, os diagramas de caixa foram colocados em pares entre decorionados
e ndo decorionados, no Gréfico 4. Além da diferenga que pode ser visualmente observada no
grafico, um Teste de Mann-Whitney revelou que a presenca do corion impactou
significativamente o crescimento dos embrides em quase todas as concentragdes. A unica que

nao apresentou diferenga significativa foi a concentragdao de 10 mg/L de TiO».
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Grafico 4 — Comparacdo do comprimento entre os dois tratamentos: convencional e
decorionacao, nas solucoes
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar de os dados de comprimento na auséncia do corion terem sido maiores,
estudos mostram que a retirada dessa membrana torna os embrides mais sensiveis aos efeitos
de toxicidade das nanoparticulas no FET. Duan et al., (2020) identificou que, com 32 hpf, o
corion dos embrides estava coberto quase completamente por nanoparticulas de poliestireno,
enquanto apenas uma ou duas particulas foram detectadas no espago pré-vitelinico. O aumento
da toxicidade de nanoparticulas de prata na auséncia do cérion foi reportado por um estudo que,
assim como este, objetivou investigar a influéncia do coérion sobre o FET com peixe-zebra
(Kim; Tanguay, 2014). Junto a isso, um trabalho focado em avaliar a atividade fotocatalitica
das NPs-TiO> detectou 15 vezes mais titdnio nos embrides decorionados do que nos que

mantiveram seu corion intacto durante a exposi¢ao (Bar-Ilan et al., 2012).

4.3 Dano celular

Mesmo que resultados de exposi¢cdo aguda ndo sinalizem a toxicidade de
nanoparticulas de acordo com os parametros analisados, a investigacao de possivel dano a nivel
celular ou cromossomico concede um entendimento melhor dos riscos que elas apresentam aos

sistemas biologicos, inclusive a longo prazo. O principal mecanismo de toxicidade a nivel
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celular das NPs-TiO; consiste na produgdo de espécies reativas de oxigénio, que podem causar
morte celular, danos ao DNA e modificacdes em proteinas e genes que expressam células de
defesa (Chandoliya et al., 2024). Por isso, Pinheiro et al., (2023) empregou a técnica de
microscopia confocal utilizando laranja de acridina como sonda em um estudo de ecotoxicidade
de particulas de dioxido de titdnio, observando um aumento de apoptoses nos microcrustaceos
Artemia salina até a concentracdo de 100 mg/L. de TiO». Baseado nisso, foram feitas analises
de microscopia confocal em embrides de Danio rerio, com o intuito nao s6 de averiguar a
ocorréncia de dano celular, como também de verificar o impacto da decorionagdo a partir dessa
técnica.

As imagens de microscopia fluorescente confocal mostraram a intensidade da cor
dos embrides em exposicao aos diferentes tratamentos € concentragdes. A cor obtida através da
excitacdo dos fluor6éforos presentes nas amostras pelo laser do microscopio deriva tanto do
laranja de acridina ligado a DNA celular extravasado, quanto da autofluorescéncia que o
embrido de peixe-zebra possui de forma evidente no saco vitelino, rede vascular e em outras
areas na superficie (Hogset et al., 2020).

Os embrides com e sem corion, na fase de 24 hpf e apés o mesmo periodo de
exposicao, se encontram dispostos na Figura 8. De modo geral, o saco vitelino demonstrou ter
autofluorescéncia perante o laser de excitagdo em 405 nm utilizado, cujo valor € proximo do
conhecido na literatura em relagdo a fluorescéncia desse 6rgao (Otterstrom et al., 2022). A maior
fluorescéncia apresentada no controle positivo, em especial na regido da cauda, exemplifica a
marcagdo que o laranja de acridina faz no dano celular, que, nesse caso, se deu pela nocividade
da 3,4-dicloroanlina e que ndo ¢ mostrado na autofluorescéncia. No tratamento convencional,
os embrides expostos as NPs-TiO2 ndo mostraram fluorescéncia especifica de dano celular em
comparagao com o controle negativo de 4gua reconstituida. Ja no tratamento com decorionados,
houve uma diferenga visivel na emissao de fluorescéncia nas trés concentragdes de TiO2, cujos
embrides se assemelharam mais ao controle positivo do que ao negativo dessa vez. Entende-se,
por isso, que o corion dificultou a interacdo entre as NPs-TiO; e o embrido, levando a um falso
negativo de que elas ndo expressaram citotoxicidade nesse estdgio do desenvolvimento

embrionario.
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Figura 8 — Imagens de microscopia fluorescente confocal de embrides de Danio rerio com 24
hpf
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Imagens de embrides com corion e sem cérion de Danio rerio com 24 hpf, expostos as diferentes
concentragoes de TiO; e aos controles. A e B: controle negativo, com agua reconstituida e embrides com corion,
mostrando regido de dano celular apontada pela seta. C e D: controle positivo, com 3,4-dicloroanilina e embrides
com coérion e ocorréncia de dano celular na extensdo do organismo, marcado com a estrela. Ee F; Ge H; L e J:
concentragoes de 1, 10 e 100 mg/L de TiO», respectivamente, com embrides com cdrion, possuindo regido de dano
celular idéntica a do controle negativo, apontada pela seta. K e L: controle negativo, com agua reconstituida e
embrides sem corion, mostrando nenhum indicio de citotoxicidade. M e N: controle positivo, com 3,4-
dicloroanilina e embrides sem cérion, havendo dano celular na extensdo do organismo, marcado com a estrela. O
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e P; Q e R; S e T: concentragdes de 1, 10 e 100 mg/L de TiO,, respectivamente, com embrides sem corion,
mostrando dano celular na extensdo do organismo, marcados com a estrela.

A limitagdo da viabilidade biologica de NPs pelo corion ja foi constatada e
relacionada ao comportamento de aglomeracdo (Wehmas et al., 2015). Nesta andlise, a
influéncia do corion foi percebida mesmo nas concentragdes mais baixas, que tém menos
estimulo a agregar as NPs-TiO>. No controle negativo dos decorionados, nao existiu diferenca
visualmente significativa entre a autofluorescéncia e o tratamento com laranja de acridina, o
que reforca que a fluorescéncia emitida nas solugdes de nanoparticulas se deve ao dano que elas
causaram as células dos embrides. Diante disso, foi verificado que as nanoparticulas de dioxido
causaram morte celular nos embrides de Danio rerio com 24 hpf e que essa atividade s6 foi
percebida com a decorionagao.

O dano celular causado as larvas de peixe-zebra em tratamento convencional e ao
final de 96 horas de exposicdo as NPs-TiO; pode ser visualizado na Figura 9. Nas trés
concentragdes de didxido de titdnio, o laranja de acridina ligado ao DNA extravasado de células
mortas emitiu uma fluorescéncia muito maior que a emitida pelo proprio peixe, especialmente
nas regides dos olhos, boca, mandibula e nadadeira ventral. O indicio generalizado de apoptoses
nos olhos provavelmente estd relacionado ao aciimulo de nanoparticulas na regido, que foi
identificado por outro trabalho a partir de microscopia fluorescente (Van Pomeren et al., 2017).
No controle negativo, essa diferenca ndo foi notada. Isso aponta que, apesar de ndo terem
provocado indicios de toxicidade visiveis nas imagens de campo claro dos embrides, as

nanoparticulas testadas causaram danos as células deles.
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Figura 9 — Imagens de microscopia fluorescente confocal de embrides de Danio rerio
provenientes de FET convencional com 96 hpf
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Imagens de larvas de Danio rerio com 96 hpf, provenientes do teste convencional e expostas as diferentes
concentragdes de TiO, e aos controles. A e B: controle negativo, com agua reconstituida e larvas sem alteragdes
morfolégicas. C e D; E ¢ F; G ¢ H: concentragdes de 1, 10 ¢ 100 mg/L de TiO,, respectivamente, com larvas
apresentando dano celular em toda sua extensdo, marcado pela estrela.

Um dos motivos elencados para o resultado observado sdo as dimensdes do
material, posto que as nanoparticulas de TiO; ja se mostraram ser mais toxicas a outros tipos de
células do que o 6xido metélico a granel (Kumar et al., 2020). Além disso, a citotoxicidade
verificada também ¢ explicada pela formagao de espécies reativas de oxigénio, que depende da
atividade fotocatalitica do material e da incidéncia de luz (Zhang et al., 2013). Na colorag¢do
com laranja de acridina e nas lavagens subsequentes, perdeu-se a integridade dos embrides do
controle positivo, que ja estava comprometida pela toxicidade do pesticida, e, por isso, ndo foi
possivel obter imagens de microscopia confocal deles.

J& nos embrides que haviam sido decorionados, o resultado obtido com as imagens
de microscopia fluorescente confocal as 96 hpf foi diferente. Os individuos do controle negativo
apresentaram uma coloragdo intensa de laranja de acridina, de maneira semelhante aos
tratamentos com dioxido de titanio (Figura 10). Com isso, ndo se pode aferir imediatamente
que as nanoparticulas causaram algum dano celular e que ele foi marcado pela sonda, pois o
dano pode ter sido causado pelo método de decorionag@o ou pelo preparo da amostra para a

microscopia fluorescente confocal.
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Figura 10 — Imagens de microscopia fluorescente confocal de embrides decorionados de Danio
rerio com 96 hpf
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Imagens de larvas de Danio rerio com 96 hpf, provenientes do teste com decorionagdo ¢ expostas as
diferentes concentra¢des de TiO, e aos controles. A ¢ B: controle negativo, com agua reconstituida e larvas
mostrando dano celular em sua extensdo, marcado com a estrela. C e D; E ¢ F; G ¢ H: concentragdes de 1, 10 e
100 mg/L de TiO,, respectivamente, com larvas apresentando dano celular em sua extensdo, marcado com a estrela.

Em virtude da inconcludéncia, uma andlise mais incisiva foi feita aproximando-se
as imagens nos controles e nas maiores concentracdes de TiO2. A presenca de pontos verdes
brilhantes ¢ um indicativo seguro de células que entraram em apoptose para estudos com
microscopia fluorescente confocal de embrides de peixe-zebra (Asharani et al., 2008; Liu et al.,
2021). Levando isso em consideracdo, os embrides decorionados foram analisados mediante
amplia¢des em diferentes partes do seu corpo, revelando os pontos verdes mencionados com
boa distribui¢do na nadadeira ventral. Também foi visualizado um pouco de tecido dos embrides
que estavam no controle positivo, mesmo com a perda da integridade de sua forma corporal.

Na Figura 11, identifica-se que a incidéncia de pontos verdes brilhantes ¢ maior no
controle positivo e nas duas maiores concentracdes de NPs-TiO> do que no controle negativo,
especialmente nas 96 hpf. Também foram realizadas aproximacdes na nadadeira ventral dos
embrides que foram expostos com corion as NPs-TiO2 na maior concentra¢do, com intuito de
comparar os resultados. Assim, percebe-se que as nanoparticulas causaram danos celulares aos
embrides decorionados, e que essas lesdes aumentaram de 24 hpf para 96 hpf. Além disso, a

citotoxicidade das NPs-TiO2 na maior concentragdo, de 100 mg/L, foi ligeiramente maior nos
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embrides decorionados do que naqueles que vieram do FET convencional, fomentando a
observagao de que o corion dificultou a interag@o entre as NPs e o embrido, devido ao acimulo
de material agregado antes da eclosao, e aliando esse estudo a outros que demonstraram que a
remoc¢ao do corion aumenta a sensibilidade do embrido de Danio rerio a toxicidade das

nanoparticulas, um fator importantissimo na nanotoxicologia.

Figura 11 — Ampliagdes na regido da nadadeira ventral dos embrides,

nas imagens de microscopia fluorescente confocal
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: Ampliagdes na nadadeira ventral dos embrides e larvas de Danio rerio,
expostos as diferentes concentragdes de TiO; e aos controles. A a E: embrides com 24



hpf. F a J: larvas com 96 hpf. A: controle negativo com embrido decorionado, com
poucos pontos verdes brilhantes. B: controle positivo com embrido decorionado, com
maior quantidade de pontos indicando apoptose. C e D: concentragdes de 10 e 100
mg/L de TiO2, respectivamente, com embrides decorionados, apresentando poucos
pontos verdes. E: concentragdo de 100 mg/L de TiO2 com larva proveniente do teste
convencional, mostrando quase nenhum ponto verde. F: controle negativo com larva
decorionada, com poucos pontos verdes. G: controle positivo com tecido da larva
decorionada, completamente marcado por apoptoses. H e I: concentragdes de 10 e 100
mg/L de TiO2, respectivamente, com incidéncia muito alta de apoptoses. J:
concentra¢do de 100 mg/L de TiO2 com larva proveniente do teste convencional, com
forte presenca de apoptoses, ainda menor que nas larvas decorionadas.

46
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5 CONCLUSAO

Em meio a incerteza sobre a seguranga de nanoparticulas amplamente utilizadas,
aumentar a eficacia de testes ¢ essencial para determinar os efeitos nocivos que elas podem
causar ao meio ambiente.

Os FETs realizados demonstraram que as NPs-TiO2 nao tiveram efeitos toxicos na
sobrevivéncia de embrides de Danio rerio. Somente no teste convencional, foi observado um
acumulo de NPs no cérion a concentragao de 100 mg/L, que possivelmente foi o que causou a
reducdo no crescimento dos embrides. O FET com decorionagdo apresentou resultados mais
uniformes. O desenvolvimento geral de embrides saudaveis no controle negativo provou que o
método de decorionagdo manual foi bem sucedido.

Nas analises de microscopia fluorescente confocal, a remog¢ao do cérion impactou
significativamente a ocorréncia de dano celular em embrides de 24 hpf, corroborando a suspeita
de o cérion barrar a interagdo entre as NPs e o embrido. Com 96 hpf, o dano celular foi visivel
nos dois tratamentos (convencional e com decorionagdo) e se manifestou em partes que em 24
hpf ainda ndo estavam desenvolvidas, como o olho. A apoptose de células registrada ¢ um
mecanismo comum de citotoxicidade de NPs, o que leva a acreditar que esse tipo de toxicidade
foi provocado pelas NPs-TiO> e que seus efeitos poderiam ser melhor visualizados a longo
prazo.

No geral, a decorionacdo dos embrides fez com que os resultados exprimissem
melhor os efeitos da toxicidade das NPs-TiO», tanto nos casos em que elas ndo se mostraram
toxicas, quanto no caso em que foi observada sua citotoxicidade. Espera-se que mais trabalhos
com embrides de peixe-zebra considerem o cdrion como uma possivel barreira para a entrada
de nanoparticulas, e que a decorionagdo seja adotada com mais frequéncia nesses testes,
permitindo uma visdo mais clara da seguranga desse e de outros nanomateriais. Também ha
expectativa de que sejam investigadas outras condigdes que possam interferir na expressao

correta dos resultados de toxicidade em FETs e outros tipos de ensaios de nanotoxicologia.
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