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Transferéncia trofica de nanofibras de carbono entre Eisenia fetida,
Danio rerio, Oreochromis niloticus e sua toxicidade no dltimo nivel

tréfico

RESUMO

Embora a toxicidade dos nanomateriais baseados em carbono ja tenha sido demonstrada, sua
transferéncia nas cadeias alimentares, assim como seu Impacto no nivel trofico superior constitui
tematica inexplorada. Assim, a partir da cadela alimentar experimental “FEisenia fetida —
Danio rerio — Oreochromis niloticus” testamos a hipotese de que as nanofibras de carbono
(CNFs) se acumulam nos animais, sio transferidas ao nivel tréfico superior, causando-lhe
alteracoes mutagénicas e citotoxicas. Para esse fim, F. fetida foram expostas as CNFs (por 7 dias)
e na sequéncia foram oferecidas a . rerio (durante 48 h), os quais serviram, posteriormente, de
alimento para O. niloticus (também por 48 h). A quantificagio do carbono organico total
forneceu indicios do acimulo das CNFs em todos os niveis troficos avaliados, sugerindo sua
absorcao e translocacio via sistema porta-hepatico. Nas tilapias expostas as CNFs via cadeia
alimentar, esse acumulo fo1 associado a maior frequéncia de anormalidades nucleares
eritrocitarias, tais como nucleos eritrocitarios com constricio, vacuolo, blebbed, kidney-shaped e
eritrocitos micronucleados. Ja a frequéncia de eritrocitos binucleados e com nucleos deslocados
nao diferiu entre as tilapias alimentadas com D). rerio expostos diretamente as CNFs e aquelas
que ingeriram /). rerro previamente alimentados com minhocas contaminadas. Além disso, a
citotoxicidade dos poluentes foi inferida pelo menor tamanho dos nucleos eritrocitarios e menor
razio da drea “nuclear/citoplasmatica” nas tilipias expostas as CNFs via cadeia alimentar. Nesse
seguimento, confirmamos a hipotese micial, fornecendo evidéncias pioneiras do acimulo de
CNFs nos niveis troficos da cadeia experimental, bem como efeito mutagénico e citotoxico desses
materiais em O. niloticus.

Palavras-chaves: Poluicio aquatica, nanopoluentes, cadeia alimentar, nanomateriais baseados em

carbono.

12



31

32
33
34

35
36

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

Trophic transfer of carbon nanofibers between Eisema fetida, Damio
rerio, Oreochromuis niloticus and their toxicity at the last trophic level

ABSTRACT

Although the toxicity of carbon-based nanomaterials has already been demonstrated, their
transfer in the food chains, as well as their impact on the upper trophic level, 1s an unexplored
theme. Thus, from the experimental food chain “Fisenia fetida — Danio rerio —
Oreochromis niloticus” we tested the hypothesis that carbon nanofibers (CNFs) accumulate in
animals, are transferred to the upper trophic level, causing mutagenic and cytotoxic changes. For
this porpose, E. fetida were exposed to CNFs (for 7 days) and then they were offered to D. rerio
(for 48 h), which subsequently served as food for O. niloticus (also for 48 h). The quantification
of total organic carbon provided evidence of the accumulation of CNFs at all trophic levels
evaluated, suggesting their absorption and translocation via the hepatic portal system. In tilapia
exposed to CNFs via the food chain, this accumulation was associated with a higher frequency of
erythrocyte nuclear abnormalities, such as constricted erythrocyte nuclei, vacuole, blebbed,
kidney-shaped and micronucleated erythrocytes. The frequency of binucleated erythrocytes and
displaced nucler did not differ between tilapia fed with D. rerio exposed directly to CNFs and
those that ingested D. rerio previously fed with contaminated earthworms. In addition, the
pollutants' cytotoxicity was inferred by the smaller size of the erythrocyte nuclei and the lower
“nuclear/cytoplasmic” area ratio i tilapia exposed to CNFs via the food chain. In this segment,
we confirm the initial hypothesis, providing pioneering evidence of the accumulation of CNFs in
the trophic levels of the experimental food chain, as well as the mutagenic and cytotoxic effect of
these materials in O. niloticus.

Keywords: Water pollution, nanopollutants, food chain, carbon-based nanomaterials.
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1. INTRODUCAO

Dentre os produtos da nanotecnologia que tém ganhado destaque internacional
destacam-se os nanomateriais de carbono (CNs) [e.g.: nanotubos de carbono (CNTs) e
nanofibras de carbono (CNFs)], os quais apresentam amplo potencial de aplicacao em diferentes
campos industriais, tais como na fabricacao de tintas antiincrustantes (Fu et al., 2019), eletronicos
(Zheng et al., 2019; Liu et al., 2019), farmacos (Yoosefian & Jahani, 2019), dispositivos de
conversao de energia (Zhuang et al., 2019), sensores (Bhandari, 2019) e materiais de remediacio
ambiental (Zhu et al., 2019), devido as suas excelentes propriedades termais, elétricas e alta
superficie de contato (Farré et al. 2011). No entanto, em razio da crescente demanda da aplicaciao
desses nanomateriais estudos tém ponderado os pros- e os contra de suas aplicacoes, haja vista o
potencial risco toxicoldgico da exposicao a eles (Du et al., 2013; Myojo & Ono-Ogasawara, 2018).

Logo, 1sso explica o crescente nimero de publicacoes voltadas a avalia¢ao da toxicidade
dos CNs, mcluindo estudos de toxicologia ocupacional (Beard et al., 2018), estudos in vitro
(Snyder-Talkington et al., 2019; Requardt et al., 2019; Zhao et al., 2019; Cheng et al., 2020;
Adeyemu et al., 2020) e in vivo, utilizando diferentes modelos experimentais (Mus musculus e
Rattus norvegicus (Lee et al., 2019; Knudsen et al., 2019; Farombi et al.,, 2020),
Drosophila melanogaster (Andrade et al., 2014; Pandey et al., 2020), Danio rerio (Cheng et al.,
2007; Filho et al., 2014; Maes et al., 2014; Girardi et al., 2017); plantas (Andrade et al., 2014;
Ghosh et al., 2015), microrganismos (Chen et al., 2018), dentre outros. De um modo geral, esses
estudos e tantos outros na literatura [vide revisio em Chen et al. (2018)] demonstram que os
efeitos toxicos dos CNs incluem mibi¢io do crescimento e destruicio de partes vegetativas das
plantas, alteracoes no desenvolvimento e crescimento de embrioes de origem animal, bem como
alteracoes pulmonares, mutagénicas, citotoxicas, genotoxicas e reducio da diversidade
microbiana. Assim, esse cenario reforca que embora os CNs proporcionem varios beneficios,
seus efeitos sobre os organismos nao podem ser desconsiderados, sendo, portanto, necessario
que maior atencao seja dada aos impactos ambientais que os CNs podem ocasionar.

Entretanto, ¢ notério a disparidade numérica entre os estudos voltados aos diferentes
tipos de CNs, sendo muito mais numerosos aqueles com foco nos CN'Ts [e.g.: single-wall
nanotubes (SWN'T's) e multi-wall nanotubes (MWNTTs)] (Genaidy et al., 2009; Peng et al., 2020).
Ao contrario dos CNTs, as CNFs apresentam numerosas bordas planas, expostas ao longo da
superficie, que facilitam as interacoes fisicas e quimicas com as outras substincias no meio e
apresentam menor custo de produciao comparado aos CN'T's (Zhao, 2010; Feng et al., 2014).
Além disso, as diferencas entre os processos de fabricacio desses nanomateriais proporcionam

caracteristicas quimica-estruturais particulares que podem ser determinantes para sua toxicidade.
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Aliado a 1sso, pouco sabemos sobre o impacto ecotoxicologico das CNFs, cujas mvestigacoes
nessa vertente sio essenciais para conhecimento da magnitude dos danos ecossistémicos que
esses nanomateriais podem causar, além de serem essenciais para o desenvolvimento de aspectos
regulatorios para seu uso (Du et al., 2013). Conforme sumarizado por Petersen et al. (2011), a
grande maioria dos estudos deu enfoque na toxicidade dos CN'Ts, ja tendo sido demonstrado o
mmpacto desses nanomateriais em organismos de distintos hdbitats ecologicos, tais como
Cucumis sativus (Shen et al., 2018), Daphinia magna (Xu et al., 2019), Amphiascus tenurremis
(Ferguson et al., 2008), Arenicola marina (Galloway et al., 2010), Tetrahymena thermophila
(Ghafari et al., 2008; Mortimer et al., 2016), Drosophila melanogaster (Philbrook et al., 2011;
Ong et al., 2015), Xenopus laevis (Mouchet et al., 2008; Mouchet et al., 2010; Bourdiol et al.,
2013; Saria et al., 2014), Chironomus riparius (Martinez-Paz et al., 2019), Eisenia fetida (Calisi et
al., 2016; Xu et al., 2019), dentre outros.

Um campo de investigacao promissor refere-se a possivel transferéncia trofica dos CNis.
No entanto, as mvestigacoes sobre essa tematica envolvendo os CNs sio muito escassas, com
destaque para os trabalhos de Mortimer et al. (2016) (Pseudomonas acruginosa —
Tetrahymena thermophila) ¢ Cano et al. (2018) (Daphmia magna — Pinephales promelas),
envolvendo CN'Ts. Logo, nenhum estudo avaliou a exposicao a CNFs entre distintos niveis
troficos. Conforme discutido por Biddinger & Gloss (1984) e Suedel et al. (1994), organismos
aquaticos que bioacumulam contaminantes da dgua podem transferir esses contaminantes para
seus potenciais predadores. Portanto, a extensao em que esses contaminantes podem se mover
através das redes alimentares aquaticas e, assim, afetar os organismos em niveis tréficos mais altos
¢ uma questao crucial para a tomada de decisdoes ambientais.

Nesse sentido, nosso objetivo for avaliar a possivel transferéncia trofica das CNFs entre
trés nivels troficos (Eisenia fetida — Danio rerio — Oreochromis niloticus) e seus efeitos danosos
no nivel tréfico superior, utilizando biomarcadores de mutagenicidade e citotoxicidade. Partimos
da hipoétese micial de que as CNFs podem se acumular nos animais da cadeia alimentar
experimental, chegar ao nivel trofico superior (O. niloticus) e induzir alteracdes nucleares e
morfométricas em eritrocitos circulantes. Acreditamos que nosso estudo possa ser adicionado ao
rol de investigacoes que buscam compreender como os CNs podem afetar os organismos, assim

como a dinamica de suas populacoes naturais.
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9. MATERIAL E METODOS

2.1. Nanofibras de carbono e caracterizagio

Utihizamos em nosso estudo nanofibras de carbono despidas piroliticamente (i.e.:

hidrocarbonetos poliaromaticos removidos da superficie da fibra), obtidas comercialmente

(Sigma-Aldrich - San Luis, Missouri, EUA, PR-25-XT-OS, MDL number: MFCD00133992). A

Tabela 1 apresenta um sumario das propriedades quimicas das CNFs. Para confirmacao da

composi¢ao quimica das CNFs, for utilizado espectrometro Raman (Horiba LabRam HR

Evolution) equipado com um Single Mode Open Beam Laser Diode (Innovative Photonic

Solutions) operando em comprimento de onda de 785 nm acoplado a um detector de dispositivo

de carga acoplada (Horiba Synapse). Para confirmar o diametro das CNFs, foram capturadas

1mmagens sob microscopia eletronica de transmissao e posteriormente analisadas pelo software

Image] 1.52av. (https://imagej.nih.gov/i)/download.html). Além disso, as CNFs e seus agregados

foram observadas em microscopia eletronica de varredura com “emissio de campo” [i.e.: field

emission electrom gun (FEG)].

Tabela 1. Propriedades gerais dos CNFs fornecidas pelo fabricante.

Parametros

Descricio

Pureza

Aparéncia (coloracao)
Aparéncia (forma)

Formula
Peso molecular

Impurezas
Tamanho do poro

Area superficial
Densidade
Ponto de fusio

Densidade aparente

> 98% a base de carbono

Preta

Po

Plaquetas conicas

C

12,01 g/mol

< 14,00 ppm (Fe)

0,12 cm'/g (média do volume do poro)
89,3 A (média do didmetro do poro)
54 m’/g (média da area superficial especifica)
1,9 g/mlL a 25°C

3652-3697 °C

0.5-3.5 Ib/cu.ft
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2.2. Modelos amimais e cadeia alimentar experimental

A cadeia alimentar experimental estabelecida for composta por trés niveis troficos. O
primeiro nivel fol composto por minhocas conhecidas popularmente como minhocas vermelhas
da Calhforma (Frsenia fetida; Lumbricidae). Tais animais sao amplamente utilizados como
modelos de mvertebrados para estudos sobre contaminacio de solos e utilizados em protocolos
para avaliacao toxica de xenobioticos pela United States Environmental Protection Agency (US
EPA) e Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) (Unrine et al.,
2010). Além disso, as minhocas foram definidas como modelo experimental representativo de
ivertebrados terrestres que podem servir de alimentos aos peixes (especialmente durante
eventos de chela que podem inundar seus habitats as margens dos rios e riachos) e por serem
largamente utilizadas na aquicultura como uma fonte de proteinas alternativa (Musyoka et al.,
2019).

O segundo nivel trofico for composto por adultos de zebrafish (Danro rerio; Cyprinmidae)
de ambos os sexos, a qual ¢ uma espécie tropical de dgua doce proveniente dos rios do Sul da
Asia, principalmente do Norte da India, Paquistao, Butio e Nepal (Grunwald & Fisen, 2002;
Spence et al.,, 2006; Engeszer et al., 2007), sendo utiizado mundialmente em estudos
ecotoxicologicos (Garcia et al., 2016). Ja as tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus, Cichlidae)
compuseram o terceiro nivel trofico em razio de serem um dos predadores vertebrados mais
comuns nos sistemas aquaticos dulcicolas (Zambrano et al., 2006), competindo com outros
peixes e predando alevinos de diferentes espécies (Morgan et al., 2004), além de também serem
largamente utilizadas como sistemas-modelo em estudos ecotoxicoldgicos (Silva et al., 2017;
Campos et al., 2019). Conforme destacado por Popma & Lovshin (1995), as tilapias tém sua

distribuicao original no centro sul da Africa para o norte da Siria.

2.3. Procedimentos experimentais e delineamento da pesquisa
2.3.1. Fase 1

O delineamento experimental adotado fol1 composto por diferentes etapas. Na primeira,
minhocas k. fetida, obtidas do minhocario do Departamento de Solos do Instituto Federal
Goiano (IF Goiano) - Campus Urutai (Urutai, GO, Brasil), foram distribuidas em dois grupos.
As minhocas mantidas por sete dias em substrato contendo CNFs compuseram o grupo CNF-
EF (onde “EF” refere-se a L. fetida) e aquelas niao expostas a qualquer poluente constituiram o
grupo controle (C-EF) (Figura 1A). Inicialmente as minhocas (n=12/pote) foram colocadas em
potes de polipropileno (réplicas) (n=6 réplicas/grupo) contendo 1 kg de substrato (em base seca),

similarmente a estudos prévios do nosso laboratorio (Malafaia, et al., 2015; Mesak et al., 2018).
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Tal substrato era composto por 50% de Latossolo Vermelho Distrofico Tipico (coletado
em area nao antropizada do municipio de Urutai, GO, Brasil) e 509% de esterco bovino (obtido
do setor de Bovinocultura do IF Goiano - Campus Urutai (Urutai, GO, Brasil). Esse dltimo fo1
escolhido como material organico do substrato por representar boa fonte de alimento para as
minhocas (Aquino et al., 2005). Nos potes do grupo CNF-EF o substrato for acrescido de CNFs
na concentracao nominal de 500 ug/g de substrato, definida com base no estudo de Chung et al.
(2011). Embora essa concentracao seja superior aquelas potencialmente identificadas no
ambiente natural (Pertersen, et al., 2009), ela simula um cenario pessimista de polui¢ao com
produtos/materiais contendo CNFs.

A umidade dos substratos permaneceu entre 30 e 409% [conforme Malafaia et al. (2015)]
e a temperatura (27°C) fol mantida constante por meio da insercio dos potes em bandejas com
agua contendo termostato. Tanto a aclimatacio das minhocas (7 dias) as condicoes de
laboratorio, quanto o periodo de exposicao ocorreu em sala escura (luzes apagadas) e com
1solamento acustico. Ao final do periodo de exposicao, as minhocas foram retiradas dos potes,
lavadas com dgua purificada (via osmose reversa), desidratadas (em estufa, 60°C) e,
posteriormente, maceradas. Em seguida, o macerado foi pesado e distribuido em porcoes para
alimentacao dos animais do nivel trofico seguinte (1. rerio) (vide detalhes a seguir). Tais porcoes
foram armazenadas em local seco e sob temperatura ambiente, em frascos previamente

higienizados com alcool 70%.

2.3.2. Fase II

A segunda fase da pesquisa consistiu em distribuir 120 adultos de D. rerio (de ambos os
sexos, 6-8 meses de 1dade; 0.2-0.4 g) em trés grupos experimentais (n = 40/cada). O primeiro e
segundo grupos foram compostos de D). rerro mantidos em dgua desclorada naturalmente
(aquarios de 10 L), constantemente aerada, sem qualquer poluente, os quais foram alimentados
(por dois dias) com minhocas nao expostas (.e.: do grupo C-EF-DR, onde “DR” refere-se a
D. rerio) e expostas aos CNFs (1.e.: grupo CNF-EF-DR), respectivamente. Ja o terceiro grupo
(grupo CNF-DIR-DR, onde “DIR” refere-se a exposicao direta as nanofibras) for composto por
D. rerio mantidos em agua contendo CNFs (10 ug/mL) e que receberam como alimento (também
por dois dias), minhocas nao expostas aos CNFs (Figura 1B). Tal grupo simula um cenario de
contaminacao aquatica por CNFs, cuja concentraciao foi definida com base nos estudos revistos
por Jackson et al. (2013) e Saria et al. (2014). Todos os D. rerio foram obtidos em criadouro
comercial (Goiania, GO, Brasil) ¢ mantidos em aclimatacao as condi¢coes de laboratério por um

periodo de 30 dias anterior ao inicio do experimento.
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Vale salientar que adotamos o sistema estitico de exposicio, 1.e., as aguas dos aquarios
nao foram renovadas durante o experimento. Ja as por¢oes de minhocas foram oferecidas quatro
vezes ao dia (por um periodo de 48 h), cujas quantidades foram correspondentes a 8% da
biomassa corporea fresca de cada D. rerio. Ao final do periodo de exposicao, os . rerio também
foram lavados, desidratados e macerados, sendo posteriormente distribuidos em por¢oes que
serviram de alimento para as tilapias-do-Nilo (vide detalhes a seguir). Todas as porcoes de
D. rerio também foram armazenadas em local seco e sob temperatura ambiente, em frascos

previamente 1dentificados e higienizados.

2.3.3. Fase III

Essa fase consistiu inicialmente em distribuir 30 tilapias (O. niloticus) de ambos os sexos
(proporcao 1:1) (8,48 g; fase juvenil), obtidas no Departamento de Piscicultura do IF Goiano -
Campus Urutai (Urutai, GO, Brasil) e previamente aclimatados as condicoes de laboratério (por
15 dias) em trés grupos experimentais (Figura 1C) (n=10/cada). Os animais que receberam
D. rerio alimentados com minhocas do grupo controle, compuseram o grupo C-EF-DR-ON
(onde “DR” refere-se a D. rerio ¢ “ON” a O. niloticus). As tilipias que receberam D. rerio
alimentados previamente com minhocas expostas aos CNFs constituiram o grupo CNF-EF-DR-
ON. Ja o grupo CNF-DIR-DR-ON foi composto por tilipias almentadas com . rerio expostos
diretamente a dgua contendo CNFs.

Os animais de todos os grupos foram mantidos individualmente em aquarios cilindricos
(2,2 L), com dgua desclorada desprovida de poluentes, com aeraciao constante. A alimentacio
das tilapias ocorreu quatro vezes ao dia, por um periodo de 48 h, por meio do oferecimento de
porcoes do macerado dos D. rerio, conforme descrito anteriormente. A quantidade (em g) de
cada porcao fol proporcional a 8% da biomassa corpérea de cada tilipia. A opciao por manter as
tilapias individualmente deu-se em funcio desses animais apresentarem comportamento
territorialista acentuado (Volpato et al., 1989). Nesse caso, a manutencao desses animais em
grupos em um mesmo aquario poderia restringir o acesso a comida dos mdividuos submissos
pelos dominantes. Além disso, a individualizacao dos animais contribuiu para a mimimizacao de
outros efeitos da subordinacio social e estresse, como a reducio de apetite ¢ aumento da

susceptibilidade a doencas (Barton, 1997).
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Phase I C-EF group CNF-EF group

(L. fetida) (F. fetda)
e i T -
R Y < <
Phase I1 | \j
C-EF-DR group CNF-EF-DR group CNF-DIR-DR
(D. rerio) (D. rerio) X group (. rerio) &,

C-EF-DR-ON group CNF-EF-DR-ON group CNF-DIR-DR-ON group
(O. niloticus) (O. niloticus) (O. niloticus)

Figura 1. Sumidrio esquematico das diferentes etapas do experimento e indicagio dos grupos

experimentais estabelecidos em cada etapa.

C-EF: minhocas . fetida (EF) nao expostas aos CNFs; CNF-EF: minhocas E. fetida expostas aos CNTs; C-EF-DR: peixes D. rerio (DR) alimentados
com minhocas E. fetida (EF) niao expostas aos CNFs; CNF-EF-DR: peixes D. rerro (DR) alimentados com minhocas E. fetida (EF) expostas aos CNFs;
CNF-DIR-DR: peixes D. rerio (DR) expostos diretamente (DIR) aos CNFs; C-EF-DR-ON: peixes O. niloticus (ON) alimentados com D. rerio (DR)
que ingeriram minhocas £. fetida (EF) nao expostas aos CNFs; CNF-EF-DR-ON: peixes O. niloticus (ON) alimentados com D. rerio (DR) que
ingeriram minhocas E. fetida (EF) expostas aos CNFs; CNF-DIR-DR-ON: peixes O. miloticus (ON) alimentados com . rerio (DR) expostos
diretamente aos CNFs. As cores sio meramente ilustrativas.
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2.4. Biomarcadores de toxicidade

Para avaliacao da toxicidade dos CNFs no ultimo nivel trofico da cadeia experimental
(tlapias) utiizamos biomarcadores de mutagenicidade (teste do micronucleo e outras
anormalidades nucleares eritrocitarias) e de citotoxicidade (morfometria eritrocitaria), conforme

especificacoes a seguir.

2.4.1. Mutagenicidade

Ao final do periodo de exposicio, realizamos o teste do micronucleo e outras
anormalidades nucleares para avaliacio do potencial efeito mutagénico dos CNFs sobre as
tildpias. Para 1sso, adotamos metodologia similar a de Souza & Fontanetti (2006) e Ozkan et al.
(2011). Resumidamente, 100 uL. de sangue de cada animal foram coletados (via punc¢ao cardiaca)
para a confeccao de esfregacos sanguineos em lamina previamente higienizada (duas laminas por
animal). Em seguida, as laminas foram fixadas em metanol a frio 100% (v/v) e coradas com
Panotico Rapido® (New Prov), conforme também realizado por Souza et al. (2017) ¢ Kampke
et al. (2018). A andlise dos eritrocitos ocorreu a cegas e de forma randomizada, utilizando
microscopia optica (Nikon E100 LED, Minato, Toquio, Japao) e lentes em mmersao (objetiva de
100x). Foram contados 2000 eritrocitos por animal e apenas células nido sobrepostas com
membrana celular e nuclear intactas foram utilizadas na avaliacio. Durante a avahacao das
laminas, a identifica¢io de cada anormalidade nuclear foi sendo registrada [conforme Carasso et

al. (1990)], incluindo a formacao de micronucleos.

2.4.2. Citotoxicidade

Para avaliacao da citotoxicidade induzida pelos CNFs realizamos a avaliacao
morfométrica dos eritrocitos das tilapias utilizando o software Image] 1.52av, conforme
metodologia adotada por Gomes et al. (2020) e Aragjo et al. (2020), com pequenas modificacoes.
Resumidamente, foram obtidas cinco fotomicrografias de campos aleatorios de visao de cada
lamina confeccionada conforme descrito anteriormente, totalizando 50 fotomicrografias por
grupo experimental. Em seguida, essas imagens eram abertas no software ImageJ e convertidas
para um formato de 8 bits (escala de cinza) e sujeito a limiar automatico, que converte imagens
em escala de cinza no modo binario (preto e branco) usando um valor de corte estabelecido por
algoritmos. Os artefatos eram eliminados e utilizando o comando “analyze particles” no Image],
identificamos e contamos as particulas thresholded (no nosso caso, ilhas de pixels pretos). Esse
procedimento foi realizado tanto para as andlises dos eritrocitos, quanto e de seus nucleos. Em

cada campo de andlise 100 células eram medidas, totalizando 5000 eritrocitos/grupo.
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As varidvels morfométricas de tamanho foram: area citoplasmatica e nuclear (em ym” e
um’, respectivamente) e razio entre a area “nuclear”/”citoplasmatico”. Ja para avaliacio de
possivels alteracoes na forma das células, os seguintes parametros foram avaliados: circularidade,
redondeza, elongamento, solidicidade e aspect ratio, considerando as descricoes e as equacoes
apresentadas na Tabela 2. Tais parametros tém sido utilizados como biomarcadores sensiveis de

citotoxicidade (Veira et al., 2019; Aragjo et al., 2019; Gomes et al., 2020; Aragjo et al., 2020).
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Tabela 2. Descri¢coes e formulas para cdlculos dos parametros morfométricos relacionados a forma eritrocitiria (e de seus nicleos) de O. nilocicus,

expostas ou nao aos CNFs via transferéncia trofica.

Parametro Descrig¢ao Férmulas
Circularidade (C), é definida como o grau em que a particula é semelhante a
um circulo, levando em consideracio a suavidade do perimetro. Isso significa AreaArea
Circulariddade  que a circularidade ¢ uma medida da forma e da rugosidade das particulas. C- Perimetro? (Eq.
Assim, quanto mais distanciada de um circulo suave e perfeitamente redondo 1)
uma particula se torna, menor o valor da circularidade (Olson, 2011).
A redondeza pode ser estimada com uma abordagem baseada em fundi¢io por
raio. Raios distribuidos uniformemente sao tracados do centro do objeto até frea
Redondeza al.guns pontos de gn}ost.ra em sua superficie. Para cada raio, é calculada a R=4x =% Major axis?] (Eq.
diferenca entre a distincia do centro ao ponto de amostra correspondente e o 9)
raio de uma forma de referéncia nesse ponto. Entio, a redondeza é estimada
como uma média dessas distancias (Cruz-Matias et al., 2019).
O alongamento (L) de um circulo é zero e de uma elipse com a razio dos eixos E - Log (Ma jor axis length— Legendre ellipse)
Elongamento  1: 2 ¢ igual a um. O alongamento cresce para as elipses com um aumento na 2 \Minor axis length— Legendre ellipse
proporc¢ao dos eixos maior e secundario (Mikli-Valdek et al., 2001). (Eq. 3)
Solidicidade (S) é a medida da concavidade geral de uma particula. Assim, a
medida que a particula se torna mais solida, a area da imagem e a area convexa Area
Solidicidade  da particula se aproximam, resultando em um valor de solidicidade um. No S = Convex hull area (Eq.
entanto, a medida que a forma da particula se desvia de um circulo fechado, a 4)
drea convexa aumenta e a solidicidade calculada diminui (Olson, 2011).
A aspect ratio(RARA) é uma funcao de mais de um fator e usada historicamente o
. . s . , Feret’'s minimum length
Aspectratio  como uma maneira de classificar a forma geral de particulas (por exemplo, AR = (Eq. 5)

equante, acicular ou fibrosa) (Olson, 2011).

Feret's maximum length
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2.5. Quantifica¢io de carbono orginico total

Visando associar possivels alteracoes mutagénicas e citotoxicas com o acamulo das
nanofibras, medimos o teor de total organic carbon (TOC) em fragmentos de figado, musculo
esquelético caudal, cérebro e ntestino das tilipias como indicativo da presenca das CNFs,
conforme também quantificado por Schwab et al. (2011). Para isso, adotamos o método de
Walkley-Black, o qual utiliza o dicromato (Cr.O;") (Cr VI) em meio acido como oxidante
(Walkley & Black, 1934), com algumas adaptacoes. Resumidamente, fragmentos dos orgios
eram pesados e transferidos para frascos de erlenmeyer de vidro (capacidade volumétrica de 125
mL), no qual foram adicionados 4 mL de solucio de dicromato de potissio e, posteriormente,
em capela de exaustio, adicionados 8 ml de dcido sulftrico. Apos 30 min, 80 mlL of dgua
purificada (via osmose reversa), 2 mL de acido ortofosférico e trés gotas do indicador
difenilamina foram adicionados ao sistema. Posteriormente, o sistema fo1 titulado usando uma
solucao de sulfato ferroso de amonio até a cor mudar de azul para verde. Além disso, uma
amostra em branco (solu¢io sem a presenca da amostra) também foi titulada. Posteriormente,

aplicou-se as féormulas seguintes para a quantificacao do TOC:

_ (4x0.167x6)

+2
[Fe] Vbs

(Eq. 6)

_ 2
TOC (g/kg) _ (Vbs—Vn) x [Fe]t2 x 3 (Eq. 7)

0.2

onde “Vbs” é o volume (em ml.) usado na titulacao da amostra “branco” e “Vn” é o volume (em

mlL) usado na titulacio do sistema de cada amostra.

2.6. Andlises estatisticas

Inicialmente a normalidade residual e a homocedasticidade de todos os dados foi
verificada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk e o teste de Levene, respectivamente. Os dados
paramétricos foram submetidos a one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey e o teste de
Kruskal-Wallis fo1 utilizado para comparar as médias dos dados nao-paramétricos, utilizando o
teste de Dunn’s como pos-teste (ambos a 5% de probabilidade). Ja os dados relativos a
quantificacao de T'OC nas amostras de substrato e nas minhocas foram analisados pelo teste t de
Student (para os dados paramétricos) e pelo teste Mann-Whitney (aplicado aos dados nao-
paramétricos), ambos a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas e elaboracao dos graficos

foram conduzidas no software GraphPad Prism (versao 7.0).
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313 3. RESULTADOS

314 Observamos nas analises de caracterizacio que as CNFs apresentaram diametro médio
315  de 86,85 + 1,80 nm [média £ standard error of the mean (SEM)], sendo que quase 80% delas
316  apresentaram valores na faixa de 60 a 100 nm (Figura 2), o que vai ao encontro as especificacoes
317  do fabricante (< 130 nm). Em relacio a espectroscopia Raman, a varredura por area na supertficie
318  da amostra (Figura 2B) permitiu a obtenc¢io do espectro de Raman, no qual a G-band/D-band
319  ratio fo1 de aproximadamente 1.1, o que é compativel com as informacoes quimicas estruturais
320 das CNFs. Na Figura 2C é mostrado o espectro de Raman correspondente a um ponto da
321  superficie analisada, onde houve a deposicao do filme de CNFs, podendo-se observar a presenca
322  da banda D, referente a estruturas defeituosas de grafite (1336 cm™) e a banda G (1750 ¢cm?),

323  referentes a estruturas cristalinas de grafite, além da banda G’ (2654 cm”).
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Figura 2. (A) Distribui¢io dos diametros individuais das CNFs, (B) fotomicrografia das CNFs

gerada pela técnica de espectroscopia Raman (acoplada a um microscopio) e (C) espectro de

Raman das CNFs .

324

325 Pela técnica de microscopia eletronica de varredura, observamos a presenca de

326  aglomerados de CNFs dispersos nos filmes depositados sobre os substratos de vidro (Figura 3) e
25



327  as eletromicrografias de transmissio revelaram a presenca de diferentes formas das nanofibras,
328  incluindo aquelas com extremidades abertas (Figura 4A-B - vide setas amarelas) e algumas com
329  curvaturas evidentes (Figura 4A - vide setas brancas), o que é ocasionalmente observado em
330  prstine nanofibers. Além disso, € possivel observar a presenca de particulas metdlicas utilizadas
331  como catalisadores [Ca (140 ppm), S1 (30 ppm), S (10200 ppm), Na (40 ppm), Mg (40 ppm) ¢
332 Fe (11372 ppm), conforme informado pelo fabricante] (Figura 4C - setas vermelhas) e a Figura

333  4D-E mostra a estrutura de grafite com espacamento entre camadas de 0.131 + 0.002 nm (média
334 +SEM).

Figura 3. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de um filme de CNFs em

diferentes ampliacoes.
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Figura 4. Imagens de microscopia eletronica de transmissao em diferentes ampliacoes. Setas
amarelas: extremidades abertas das CNFs; setas brancas: CNFs encurvadas; setas vermelhas:

particulas metdlicas presentes nas CNFs.

335

336 Em relacao a quantificacao de carbono, observamos que os substratos enriquecidos com
337  as CNFs apresentaram maior concentracao de TOC (Figura 5A), o que provavelmente explica o
338  actimulo dos nanomateriais nas minhocas mantidas nesses substratos (Figura 5B). Além disso,
339  observamos que os . rerio que ingeriram minhocas expostas as CNFs apresentaram maior
340  concentracio de TOC (Figura 5C), assim como as tilapias que ingeriram esses . rerio (Figura
341  6A-B), o que sugere que os nanomateriais foram transferidos do primeiro para o segundo e do
342 segundo para o terceiro nivel trofico da cadeia alimentar experimental. Embora a ingestao de
343  D. rerio expostos diretamente as CNFs nio tenha induzido aumento de TOC nas tilapias, as
344 concentracoes observadas no figado e no intestino desses animais foram superiores as observadas
345  nas tilapias do grupo controle (C-EF-DR-ON group) (Figura 6A-B). Logo, esses resultados
346  também sio sugestivos de acimulo das CNFs nas tilapias a partir da ingestao de . rerio expostos
347  a esses nanomateriais. Além disso, observamos maiores concentracoes de TOC no figado das

348  ulapias, em comparacao aquelas identificadas no mtestino (Figura 6C).
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nao as CNFs. As barras representam a média + SEM. Letras mintsculas distintas indicam diferencas
significativas entre os grupos, apos a realizacao dos testes estatisticos.

349

28



350
351

352
353
354
355
356
357
358
359

250 T

H - 27.91;p <0.0001

2007

nic carbon

1507

(O reochromis niloticus)

°© 1007
: C-EF-DR-ON
= S 504 . o
: A3 Unexposed L. fetida
S
0 T P
C-EF-DR-O N CNF-DIR-DR- CNF-EF-DR-ON %w
150 T
:
:
=
s 1007
S
v X

E. fetida exposed

507

Total o
(O reochromis niloticus)

< . &
= ) %//
0 : CNF-DIR-DR-ON
C-EF-DR-ON CNF-DIR-DR-ON CNF-EF-DR-ON X .
\ D. rerio exposed
500 T T T T
- 6.398;p < 0.0001 w
= = = - 4.549;p - 0.0003
S o~ % 1007
S e 2
I )
2o =
BRI
= = 3007 U =3;p=20.0002 7
8 U =0;p=-0.0002
=
bl N A
- ~ A a
s S 200 1
= < Ba
= o ° Ab
P
= o o 1007 q
©
B b
0=
< < < <
O .t [SEEN ot (RN
S G RS 0
N N MR 9
N Na o8 ch
S Q.Q N eQ'
R
S s < ©
N <

Figura 6. Concentracoes de carbono organico total no (A) figado e (B) intestino de O. niloticus
expostas ou nio as CNFs via cadeia alimentar. As barras representam a média + SEM. Letras
minusculas distintas indicam diferencas significativas entre os grupos, apds a realizacao dos testes

estatisticos.

Em relacio aos biomarcadores de toxicidade, observamos novamente que as tilapias
que ngeriram 1), rerio previamente alimentos com £, fetida contaminadas (grupo CNF-EF-DR-
ON) foram aquelas que apresentaram maior frequéncia de anormalidades nucleares, seguidas
das tilapias alimentadas com D. rerio expostos diretamente aos CNFs (Figura 5C). Portanto, esses
dados sugerem efeito mutagénico superior nas tilapias expostas as CNFs a partir das minhocas
contaminadas. Nas tilapias com maiores concentracoes de TOC observamos distintas
anormalidades nucleares eritrocitarias, as quais incluiram: nicleos com constricao (simétrica ou
assimétrica), com vacuolo, eritrocitos binucleados, com nucleo blebbled, notched, kidney-

shaped, deslocado, multilobulado, eritrécitos micronucleados, bem como outras anormalidades
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367

cyjos formatos sao pouco comuns (Figuras 7). A frequéncia de nicleos com constri¢io, vactolo,
blebbed, kidney-shaped e eritrocitos micronucleado fol superior nas tilipias expostas as CNFs
via cadela alimentar a partir das minhocas contaminadas (grupo CNF-EF-DR-ON) (Figura 8). Ja
a frequéncia de nicleos deslocados, notched, eritrocitos binucleados e de “outras anormalidades”

nao diferiu entre as tilipias alimentadas com D. rerio expostos diretamente as CNFs e aquelas

que ngeriram 1), rerio previamente alimentados com minhocas expostas aos nanomateriais

(Figura 9).

Figura 7. Fotomicrografias representarivas das anormalidades eritrocitarias identificadas em O.
niloticus expostas ou nio as CNFs via cadeia alimentar. (A) eritrocito normal; (B-C) nucleos com
constricao simétrica e assimétrica, respectivamente; (D) ntcleo com vacuolo; (E) eritrocito
binucleado; (F) nucleo notched, (G) kidney-shape;, (H) nucleo deslocado; (I-]) nucleo
multilobulado; (K) ntacleo blebbed, (L) eritrocito micronucleado e (M-T) outros tipos de
anormalidades nucleares.
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368 A frequéncia de nuacleos com constricio (Figura 8A), vactolo (Figura 8B), blebbed
369  (Figura 8C), kidney-shaped (Figura 8D) e eritrécitos micronucleados (Figura 8E) foi superior nas
370  ulapias expostas as CNFs via cadeia alimentar a partir das minhocas contaminadas (grupo CNF-
371  EF-DR-ON) (Figura 8). J4 a frequéncia de eritrocitos binucleados (Figura 9A), com nucleos
372  deslocados (Figura 9C), notched (Figura 9D), e de “outras anormalidades” (Figura 8F) nao diferiu
373  entre as tilapias alimentadas com D. rerio expostos diretamente as CNFs e aquelas que ingeriram

374 D. rerio previamente alimentados com minhocas expostas aos nanomateriais.
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Figura 8. Frequéncia de anormalidades nucleares eritrocitirias do tipo (A) nucleo com constricio,
(B) nucleo vacuolar, (C) blebbed, (D) kidney-shape, (E) micronucleos e (F) outros. As barras
representam a média + SEM. Letras minusculas distintas indicam diferencas significativas entre os
grupos, apos a realizaciao dos testes estatisticos.
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Figura 9. Frequéncia de (A) eritrocitos binucleados, (B) com nicleo multilobulado, (C) deslocado
e (D) notched. As barras representam a média + SEM. Letras mindsculas distintas indicam

diferencas significativas entre os grupos, apoés a realizacio dos testes estatisticos.

376

377 Quanto a morfometria eritrocitiria, nao observamos alteracoes na forma das células,
378  evidenciado pela auséncia de diferenca entre os tratamentos quanto aos parametros circularidade,
379  redondeza, elongamento, silidicidade e aspect ratio (Tabela 2). No entanto, as tildpias que
380  ingeriram D. rerio expostos diretamente aos nanomateriais (grupo CNF-DIR-DR-ON) e aquelas
381  alimentadas com D. rerio que ingeriram minhocas expostas as CNFs (grupo CNF-EF-DR-ON)
382  (Figura 10A) apresentaram menor tamanho dos nucleos eritrocitirios ¢ menor razio da area

383  “nuclear/citoplasmatica” (Figura 10B), o que sugere efeito citotoxico das CNFs.
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Tabela 3. Morfometria eritrocitaria e nuclear de O. niloticus expostas ou nao as CNFs via cadeia alimentar.

Grupos experimentais

Parametros Sumario estatistico™ *
C-EF-DR-ON* CNF-DIR-DR-ON* CNF-EF-DR-ON*
Citoplasma 0,854 + 0,001 0,857 £ 0,010 0,866 = 0,002 H =3,9300; p=0,1110
Circularidade
Nucleo 0,856 = 0,004 0,856 = 0,004 0,854 + 0,002 Fes = 0,0958; p = 0,9089
Citoplasma 0,653 = 0,004 0,664 = 0,003 0,664 = 0,005 H=3,5120; p=0,1727
Redondeza
Nucleo 0,661 + 0,011 0,654 + 0,011 0,641 £ 0,006 Fos = 0,9805; p = 0,3855
Citoplasma 0,627 + 0,008 0,601 = 0,009 0,600 = 0,011 H=4,373;p=0,1123
Elongamento
Nucleo 0,551 £ 0,021 0,592 + 0,020 0,585 + 0,024 Fes = 0,8259; p = 0,4464
Citoplasma 0,943 + 0,008 0,936 + 0,007 0,943 = 0,001 H= 0,8712; p = 0,6469
Solidicidade
Nucleo 0,940 + 0,003 0,943 + 0,001 0,945 = 0,001 H = 3,263; p = 0,1956
Citoplasma 0,653 + 0,004 0,664 + 0,004 0,664 = 0,005 H=38,512;p=0,1720
Aspect ratio
Nucleo 0,690 + 0,009 0,670 = 0,008 0,672 0,010 H =0,9800; p = 0,3850

*C-EF-DR-ON: peixes O. niloticus (ON) alimentados com D. rerio (DR) que ingeriram minhocas E. fetida (EF) nio expostas aos CNFs; CNF-EF-DR-ON: peixes O. niloticus (ON) alimentados com D. rerio (DR) que
ingeriram minhocas E. fetida (EF) expostas aos CNFs; CNF-DIR-DR-ON: peixes O. niloticus (ON) alimentados com D. rerio (DR) expostos diretamente aos CNFs. **Os dados representam a média + SEM. Os dados
paramétricos foram submetidos ao one-way ANOVA e os nio-paramétricos ao teste Kruskal-Wallis, ambos a 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

O entendimento de como os poluentes podem afetar a saide da biota e repassar,
mevitavelmente, pela etapa de 1dentificacio de seus efeitos nos organismos. Nesse sentido, nosso
estudo fornece evidéncias pioneiras dos mmpactos mutagénicos e citotoxicos das CNFs em
O. niloticus expostas aos nanopoluentes via cadeia alimentar. Inicialmente, a partir das analises
de TOC fo1 possivel inferir sobre a absorcao das CNFs pelas minhocas a partir do substrato
contaminado (Figuras 5A-B), o que confirma achados anteriores que mostram a capacidade
desses animais acumularem nanomateriais a base de carbono e de se constituirem um potencial
ponto de entrada para cadeias alimentares terrestres. Como exemplos desses achados citam-se
os estudos de Petersen et al. (2008a), Hu et al. (2013), Calisi et al. (2016) e Xu et al. (2019), nos
quais E. fetida foram expostas a radio-labeled CN'Ts, multi-walled carbon nanotube MWCNTs),
MWCNTs adsorvido com nonilfenol e nanocarbono preto, respectivamente. Embora os
mecanismos exatos de absorcio das CNFs pelas minhocas nio tenham sido investigados, ¢
provavel que os nanomateriais tenham adentrado nos organismos pela via dérmica ou por meio
da ingestao de substrato contaminado. No entanto, considerando que nio foi realizada analise da
bioacumulacio das CNFs nos tecidos corporeos individualizados das minhocas, é possivel que
as CNFs detectadas nesses organismos estejam associadas a sedimentos remanescentes no
sistema gastrointestinal, conforme ja relatado por Pertesen et al. (2008b) (em Lumbriculus
variegatus expostas a CN'T's).

Raciocinio semelhante pode ser aplicado aos dados de quantificacaio de TOC nos
D. rerio (Figura X), ja que a andlise também foi realizada a partir do animal inteiro. Nesse caso,
¢ provavel que a maior concentracaio de TOC nos peixes alimentados com minhocas
contaminadas esteja relacionada ao acamulo de CNFs no sistema gastrointestinal dos D. rerro,
sendo o tempo de exposicao msuficiente para a depuracao dos nanomateriais. No entanto, nao
podemos descartar a possibilidade dos nanomateriais terem sido distribuidos sistemicamente
pelo organismo dos peixes via absorcdo intestinal, conforme ja demonstrado por Maes et al.
(2014). Nesse estudo, em particular, os autores identificaram MWCNTs no sangue de D. rerio,
o que reforca essa hipotese. Jad nos animais expostos diretamente as CNFs, os nanomateriais
podem ter sido absorvidos pelas brinquias ou pela ingestio do poluente disperso na agua de
exposicao. Por outro lado, a andlise de TOC no figado e no intestino das O. niloticus (Figura 6A-
B) sugerem fortemente que os CNFs tenham sido absorvidos pela via intestinal e chegado até o
figado pelos vasos sanguineos do sistema porta-hepatico. Além disso, as malores concentracoes

de TOC no figado das tilapias expostas as CNFs via cadeia alimentar, em comparacao com
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aquelas 1dentificadas no intestino (Figura 6C) podem ser explicadas pela absorcao e acimulo
hepatico dos nanopoluentes.

Dados interessantes também foram observados no teste do micronicleo e outras
anormalidades nucleares nos eritrocitos das tilapias, cujas alteracoes identificadas tém sido
assocladas a processos carcinogénicos e efeitos negativos na fecundidade, longevidade e
crescimento em individuos afetados (Zapata et al., 2016). A presenca de eritrocitos
micronucleados (Figura 8E) e binucleados (Figura 9A), por exemplo, sao sugestivas de defeitos
nos processos de divisio celular provocados pelas CNFs e a presenca de nicleos blebbed (Figura
8C), kidney-shape (Figura 8D) e notched (Figura 9D) pode ser inferida como alteracoes
precursoras de microntucleos, conforme proposto por diferentes autores (Shimizu et al., 1998;
Shimizu et al., 2000; Lindberg et al., 2007; Gisselsson et al., 2001; Kalsbeek & Golsteyn, 2017;
Hintzsche et al., 2017). Nesses casos, essas alteracoes poderiam ser interpretadas como
mecanismos pelos quais os microntcleos sio extrudados da célula.

Resultados similares foram reportados por estudos prévios in vitro envolvendo outros
tipos de carbon-based nanomaterials, tais como Kisin et al. (2007) [single-walled carbon
nanotubes (SWCNTs) vs. células V79 cells], Muller et al. (2008) (MWCNTs vs. células
epitehais), Cveticanin et al. (2009) (MWCN'Ts vs. células humanas), Lindberg et al. (2009)
(CNTs/graphite nanofibers vs. células epiteliais bronquiais), Migliore et al. (2010) (CN'T's vs.
células RAW 264.7) e Ghosh et al. (2011) MWCNTs vs. células vegetais e de mamiferos). No
entanto, m vivo, outros estudos apontam para a inocuidade genotoxica/mutagénica dos
nanomateriais baseados em carbono, o que estimula o desenvolvimento de mvestigacoes futuras
envolvendo essa tematica [Mouchet et al., 2010 MWCNTs vs. Xenopus laevis); Naya et al., 2011
(SWCNTs vs. camundongos); Ema et al., 2013 (SWCNTs vs. camundongos CD-1); Kim et al.,
2015 (SWCNTs vs. camundongos ICR); Horibata et al. 2017 (MWCNTs vs. ratos F344/NSlc-
Tg (gpt-delta)].

Um dado particularmente interessante diz respeito a alta frequéncia de nucleos
deslocados nos eritrocitos das tilapias expostas as CNFs via cadeia alimentar (Figura 9C), o que
sugere a ocorréncia de alteracoes de estruturas celulares (e.g.: elementos do citoesqueleto ou
similares) que mantém a posicao central dos nucleos eritrocitarios, levando a rota¢ao do nucleo.
Também ¢ possivel que as alteracoes encontradas nas tilipias expostas as CNFs tenham ocorrido
nas proteinas ou nos mecanismos que formam microtiibulos, microfilamentos e¢/ou filamentos
mtermediarios. Apesar de nao haver estudos que ja tenham relatado efeito semelhante em
sistemas-modelo expostos a nanomateriais baseados em carbono, alguns autores ja observaram

alteracao semelhante envolvendo outros poluentes. Esse ¢ o caso dos estudos de Souza et al.
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(2017), Sampaio et al. (2019), Vieira et al. (2019) e Aragjo et al. (2020). Enquanto no primeiro e
segundo  essas  alteragoes  foram  observadas em — Melopsittacus — undulatus ¢
Coturnix coturnix japonica (respectivamente) expostos a efluente de curtume, no terceiro e
quarto o delineamento experimental envolveu a exposicio de Gallus gallus domesticus a
nanoparticula de ZnO e de girinos de Physalacmus cuvierr a microplasicos, respectivamente.

Em nosso estudo, obviamente, ¢ preciso reconhecer que a acao dos CNFs pode ter
ocorrida através de uma diversidade de mecanismos, conforme discutido por Scherzad et al.
(2017). No entanto, é plausivel supor que a inducio das anormalidades nucleares observadas
pode estar diretamente relacionada com o acimulo de danos genotoxicos durante o periodo de
exposicio. As CNFs podem ter agido diretamente no DNA das células, conforme evidenciado
por Patlolla et al. (2010) ¢ Rahman et al. (2017) - ao exporem células de camundongos Swiss e
Muta™Mouse (camundongos transgénicos da linhagem 40.6) a MWCNTs, respectivamente -
ou indiretamente. Nesse ultimo caso, a mutagenicidade das CNFs pode ter sido causada por
mterferéncia fisica em componentes biologicos durante a citocinese, em vez de interagirem
diretamente com o material genético. Essa hipotese é especialmente reforcada pelo estudo de
Sasaki et al. (2016), nos quais a inducio de aberracoes cromossomicas de diferentes CN'Ts foi
avaliada.

Outra possibilidade que explicaria as anormalidades nucleares eritrocitarias observadas
refere-se a inducao de estresse oxidativo pelas CNFs. Dos varios processos propostos utilizados
para explicar a toxicidade desses nanomateriais baseados em carbono, a producio de reactive
oxygen species (ROS) é reconhecida como uma das causas provaveis (Migliore et al., 2010;
Shvedova et al., 2012; Long et al., 2012; Hsieh & Jatvert, 2015; Alarifi & Ali, 2015; Mohanta et
al., 2019). Conforme destacado por Mohanta et al. (2019), a penetracio de CNTs através da
membrana da bicamada lipidica celular resulta em estresse oxidativo que pode levar a inflamacao
e também resultar em toxicidade celular. Além disso, de acordo com esses autores, a geracao de
radicais livres, constitui outra razio plausivel que pode explicar os mecanismos de acio das CNFs.
Sabe-se que o excesso de radicais livres oxida DNA, proteinas e lipidios nas células.

Por outro lado, as alteracoes morfométricas observadas nos eritrocitos das tilapias
expostas as CNFs via cadeia alimentar revelam interferéncias em processos biologicos que vao
além daqueles envolvidos nos processos de divisao celular. A menor drea nuclear (Figura 8A),
assim como a reduzida razao “area nuclear: area eritrocitiria” (Figura 8B) observadas nas tilipias
expostas aos nanomateriais sugerem, especialmente, alteracoes no tamanho das células avaliadas.
Esses resultados sio particularmente interessantes, pois nao ha qualquer estudo que tenha

associado tais mudancas a exposicao de peixes a qualquer nanomaterial baseado em carbono,

37



490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523

embora outros fatores biologicos ja tenham sido relatados como causa dessas alteracoes [e.g.:
adaptacoes fisioldgicas a hipoxia (Saint-Paul, 1984); de privaciao de alimento (Rios et al., 2005);
diferencas entre espécies (Kumar et al., 2016; Acharya & Mohanty, 2019); sexo dos animais
(Golemu et al., 2013); condi¢ao patologica (Hollamby et al., 2004), dentre outros].

Contudo, ¢ tentador especular que essas alteracoes possam ter ocorrido em funcao da
mterferéncia (direta ou indireta) das CNFs no balanco/metabolismo energético [o que ja foi
demonstrado em bivalves expostos a MWCNTs (De-Marchi et al., 2018)] e/ou na eficiéncia do
transporte de oxigénio pelos eritrocitos. No primeiro caso, o aumento da producao de ROS
(induzido pelas CNFs) pode ter incrementado a demanda de oxigénio, uma vez que o
metabolismo antioxidante requer alto gasto energético. Assim, esse aumento pode ter ativado
mecanismos compensatorios para atendimento de maior demanda de oxigénio, refletido na
reduciao da razio da drea “nuclear/citoplasmatica” (Figura 8B). Por outro lado, nio podemos
descartar a hipotese de que adsorcio de moléculas de hemoglobina sobre a superficie das CNFs
possa ter induzido modificacoes que afetaram a retencio das propriedades de ligacao das
hemoglobinas ao oxigénio e a cooperatividade. Essa hipotese ¢ reforcada por estudos que ja
demonstraram a capacidade adsortiva da hemoglobina a nanomateriais baseados em carbono.
Esse ¢é o caso, por exemplo, de Zheng et al. (2008) e Wang et al. (2016). No primeiro, os autores
descrevem a funcionaliza¢ao nao covalente de CN'T's com o biopolimero natural quitosana (Chi)
como substrato para imobilizacao de hemoglobina (Hb). Ja os resultados obtidos por Wang et
al. (2016), sugerem que a atividade adsorvente de MWOCNT para proteinas, especialmente
hemoglobina e transferrina, ¢ um mecanismo 1mportante no dano mesotelial seguido por
carcinogénese.

Finalmente, ¢ preciso reconhecer que dado o pioneirismo do nosso estudo, algumas das
nossas limitacoes servem de ponto de partida para mvestigacoes futuras. Questiona-se, por
exemplo, se os efeitos que observamos sio género-especificos, espécie-dependentes, se variam
com a 1dade dos animais ou se outros predadores apresentariam resultados semelhantes. Além
disso, ¢ possivel que exposicoes prolongadas (pela via direta ou via cadela alimentar) causem
efeitos mais severos? Que outros biomarcadores poderiam ser tteis para a identificacao dos
efeitos das CNFs em delineamentos experimentais similares? O quanto as alteracoes observadas
podem impactar o fitness dos individuos e a dinimica de suas populacoes? Os efeitos observados
teriam relacio com os elementos quimicos associados as CNFs - tidos como catalisadores a base
de metais -, conforme suscitado por Cheng et al. (2007)? Essas sio abrangentes questoes, para
as quais ainda nao temos respostas. Logo, estimulamos fortemente que mvestigacoes futuras

sejam desenvolvidas, visando a caracterizacio e avaliacao do impacto das CNFs sobre a saiade
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dos peixes, o que certamente ¢ importante para conhecermos a real magnitude dos impactos

desses nanomateriais na biota aquatica.

5. CONCLUSAO

Em conclusio, nosso estudo confirma a hipétese micial, fornecendo indicios de actiimulo
das CNFs nos diferentes niveis troficos da cadeia experimental (Lisenia fetida — Danio rerio —
Oreochromis niloticus) ¢ evidenciando efeito mutagénico e citotéxico nos animais do ultimo
nivel trofico (O. niloticus). Portanto, nosso estudo fornece subsidio sobre a toxicidade das CNFs
via transferéncia trofica (tematica muito pouco estudada) além de alertar para os riscos
ecotoxicoldgicos relacionados com a crescente criacio/producio e uso de nanomateriais a base

de carbono.
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