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1. RESUMO

A nanotecnologia € o campo da ciéncia que lida com o desenvolvimento de estratégias
para o rastreamento, deteccdo, diagndstico e, eventualmente, terapéuticas com base em
particulas na faixa nanométrica. Dentro do extenso grupo de nanoparticulas, 0os pontos
quanticos ultra pequenos com nucleo e casca de seleneto de cadmio/sulfeto de cadmio
(PQUP CdSe/CdS) apresentam potencial para uso em multiplas areas, uma vez que se
destacam principalmente em suas propriedades fluorescentes, permitindo o uso como
sondas fluorescentes em sistemas bioldgicos. Utilizando como modelo animal o zebrafish
(Danio rerio), esse trabalho avaliou a potencial toxicidade embriolarval e possiveis
alteracdes morfométricas apos a exposicdo aos PQUP CdSe/CdS nas concentragdes de
0,0; 0,1; 1,0; 10,0 e 20,0 pg/mL ao longo de 144 h. Os dados obtidos apds a avaliacdo de
parametros letais, ndo letais, morfofisiol6gicos e morfométricos demonstraram que nas
condicdes experimentais adotadas estas nanoparticulas apresentam acentuada toxicidade
ao longo do desenvolvimento embriolarval do zebrafish, do tipo concentracao-
dependente. Em conjunto, tais dados chamam atenc¢éo para a necessidade de se esclarecer
0s mecanismos de acdo destes pontos quanticos em diferentes 6rgdos, tecidos e tipos
celulares em modelos de animais vertebrados, para uma avaliagdo toxicoldgica mais

detalhada e identificacdo de concentracdes de uso com menor toxicidade.

Palavras-chave: Toxicologia, zebrafish, CdSe, nanoparticulas, sondas fluorescentes.



2. ABSTRACT

Nanotechnology is the field of science that deals with the development of strategies for
tracking, detection, diagnosis and eventually therapeutics based on particles in the
nanometer range. Within the extensive group of nanoparticles, ultra-small quantum dots
with cadmium selenide/cadmium sulfide (USQD CdSe/CdS) core and have potential for
use in multiple areas, since they stand out mainly in their fluorescent properties,
allowing use as fluorescent probes in biological systems. Using zebrafish (Danio rerio)
as animal model, this work evaluated the potential embryolarval toxicity and possible
morphometric changes after exposure to USQD CdSe/CdS at concentrations of 0.0; 0.1;
1.0; 10.0 and 20.0 pg/mL over 144 h. The data obtained after the evaluation of lethal,
non-lethal, morphophysiological and morphometric parameters showed that in the
experimental conditions adopted these nanoparticles present accentuated toxicity during
the embryolarval development of zebrafish, with a concentration-dependent pattern.
Taken together, these data draw attention to the need to clarify the mechanisms of action
of these quantum dots in different organs, tissues and cell types in vertebrate animal
models, for a more detailed toxicological evaluation and identification of use

concentrations with less toxicity.

Keywords: Toxicologia, zebrafish, CdSe, nanoparticulas, sondas fluorescentes.



3. INTRODUCAO

3.1. Nanotecnologia e nanoparticulas

Nos ultimos anos, houve um crescimento exponencial da pesquisa e de suas
aplicacbes no campo da Nanociéncia e da Nanotecnologia (Saraiva et al., 2022). O fisico
norte-americano Richard Phillips Feynman (1918-1988) elaborou o conceito de
nanotecnologia pela primeira vez em uma palestra em 29 de dezembro de 1959. Apesar
de ndo citar precisamente a palavra nanotecnologia, na ocasido o pesquisador ja citou
sobre a manipulacgdo e controle em escala atbmica e rearranjo de atomos (Ciéncia Hoje,
2007).

A palavra nanotecnologia define-se como 0 processamento, Separacgéo,
consolidacdo e deformacdo de materiais por um &omo ou por uma molécula. Os
nanomateriais resultantes, a exemplo das nanoparticulas, sdo caracterizados por particulas
com dimensdes nanométricas com diferentes caracteristicas fisicas, quimicas ou
mecanicas, dependendo do material de sua origem (Matea et al., 2017). E importante
salientar que a nanotecnologia manipula apenas nanomateriais manufaturados, projetados

especificamente em sua escala nanométrica (Gemal; Delgado; Duarte, 2013).

E possivel identificar a utilizacdo de nanoparticulas nos periodos mais antigos da
humanidade devido a processos fisicos, quimicos e bioldgicos presentes na natureza. Os
alquimistas egipcios usavam o “elixir de longa vida” para ter longevidade em meados de
4000 anos a.C. Esse elixir era formado basicamente por particulas de ouro de 1-100 nm
(Rangel; Ferreira, 2009).

Utilizando da nanotecnologia na producdo da tinta nanquim, os chineses
utilizavam nanoparticulas de carvao em solucdo aquosa. Além disso, na Europa, os vitrais
das igrejas medievais possuiam na formacdo dos vidros, nanoparticulas de ouro. A Taca
de Licurgus, do século 1V d.C., era composta por nanoparticulas de ouro e prata. Dessa
forma, fica evidenciado que as nanoparticulas ja estdo presentes e sendo utilizadas pela

humanidade ha milhares de anos (Rangel; Ferreira, 2009).

A Figura 1 apresenta algumas dimensdes em diferentes escalas representados em
atomos e moléculas, virus, hemécias e em fios de cabelos. E interessante observar que um

fio de cabelo é 10 mil vezes mais grosso que um nanotubo de carbono.
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Figura 1. Tamanho representativo de alguns elementos nas imagens e suas
diferentes escalas. Fonte: cienciaesculturaramiro.wordpress.com. Ferreira, V.B
(2018).

A nanotecnologia é uma area da ciéncia que tem se destacado bastante ao longo
dos anos em diversas ramificacGes por utilizar a matéria numa escala atbmica e molecular.
Dentre as vérias areas que utilizam esse tipo de tecnologia avancada, destacam-se a
medicina, biologia, farmacologia, fisica, biomedicina, quimica e engenharia dos materiais
(Chan et al., 2002). Dentre as diversas aplicacdes da nanotecnologia e seus hanomateriais
podemos exemplificar a obtencao de imagens biomédicas in vivo e localizacdo de células
especificas, para elucidar os processos biolégicos. (Yang et al., 2007). Além disso, 0s
nanomateriais também podem ser utilizados na localizacdo de alvos biologicos que séo
analisados através da microscopia de fluorescéncia (Li, et al., 2019). Na engenharia de
materiais, os nanomateriais podem ser utilizados na fabricacédo de vidros coloridos e na

utilizacdo dos nanomateriais em microprocessadores (Gemal; Delgado; Duarte, 2013).

O impacto que 0s materiais nanoestruturados tém causado na pesquisa biomédica
e industrial é profundo, sendo que uma das aplicagbes mais interessantes sdo as
nanoparticulas passiveis de imageamento, principalmente o0s pontos quanticos
semicondutores luminescentes (Silva et al., 2016), os quais compreendem o0s cristais
inorganicos semicondutores de tamanho nanométrico de nova geracdo (Reshma;

Mohanan, 2019).



3.2. Pontos quanticos ultra pequenos (PQUPSs) de nucleo e casca de CdSe/CdS

Os pontos quanticos ultra pequenos de nucleo e casca de seleneto de
cadmio/sulfeto de caddmio (PQUP CdSe/CdS) sdo uma categoria de nanoparticulas que
possuem tamanhos extremamente pequenos (< 2 nm), estabilidade de tamanho e
intensa luminescéncia (Jamieson et al. 2007). Os PQUP CdSe/CdS apresentam
luminescéncia no espectro da luz visivel e a depender do tamanho € possivel sintonizar a

cor emitida, variando do azul ao vermelho, como mostrado na figura 2 (Chaves, 2011).

CdSe CdTe

| .l

Intensidade normalizada

/ / \
Sl i {// \ - -
ot + — ~—T v;éov —

'
450 500 550 600 650

Comprimento de onda de emissao (nm)
(Fonte de excitagdao 360 nm)

Figura 2. Esquema representativo do ponto quantico ultra pequeno com
dependéncia do espectro de emissdo com diametro da particula. Fonte: Chaves
(2011, p 38)

Os pontos quanticos séo uteis como sondas fluorescentes em sistemas biologicos.
Todavia, eles séo citotoxicos devido a sua composi¢do quimica. Estudos utilizando os
pontos quanticos de tamanho magico de CdSe evidenciaram o controle da citotoxicidade

em decorréncia da densidade dos efeitos de superficie. Alterando as concentracdes de
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selénio (Se) durante sua sintese, 0s tornaram mais seguros para a utilizacdo como sondas

de fluorescéncia em sistemas bioldgicos (Silva et al., 2014).

Além disso, Silva et al (2014) demonstraram que ao adicionar uma casca de CdS
ao redor dos pontos quanticos de CdSe foi possivel identificar uma melhora na
intensidade de sua luminescéncia e na sua biocompatibilidade, como ilustra a figura 3.
Outra caracteristica interessante dos pontos quanticos ultra pequenos de cadmio e selénio
é apossibilidade de monitorar sua luminescéncia em fungéo do tempo (Silva, et al., 2018).

Figura 3. Esquema representativo do ponto quantico ultra pequeno com cobertura
e casca de CdSe/CdS e suas camadas. Fonte: Silva et al. (2014).

Estudos prévios demonstraram que ha sucesso na exploracdo de possiveis terapias
para canceres de mama triplo negativo com ferramentas teranosticas inexploradas,
especificamente rastreando trés principais alvos tumorais acoplados com pontos

quanticos de tamanho méagico de CdSe/CdS em células tumorais (Silva et al., 2014). A
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figura 4 ilustra as aplicagdes dos pontos quanticos de CdSe/CdS bioconjugados e usados

como marcacéo bioldgica.
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Figura 4. Absorcéo e espectros de fluorescéncia dos pontos quanticos de tamanho
magico de CdSe/CdS (a) e imagens de fluorescéncia em células usando os filtros de
deteccdo azul, verde e vermelho, respectivamente (b), (c) e (d). Fonte: Silva et al.
(2022).

O ponto quantico ultrapequeno de seleneto de cadmio (PQUP CdSe) também
possui outras caracteristicas importantes, tais como propriedades antioxidantes e
modulacdo na resposta inflamatdria na artrite reumatoide experimental. Além de serem
mais biocompativeis, possuem alta capacidade de ligacdo com proteinas, os tornando
importantes biomarcadores para sistemas imunoldgicos com luminescéncia estavel
(Saraiva et al., 2022).

A composi¢do quimica do nucleo do ponto quéntico e a composi¢do da camada
de cobertura externa séo fatores vitais na influéncia da toxicidade do ponto quéntico em
termos de propriedades quimicas. A evolucdo da nanotecnologia introduziu novos
aspectos da toxicidade do cadmio aplicada a ambientes clinicos. Estudos realizados por
Ghaderi et al. (2011) sugerem que a toxicidade do cadmio provém do nucleo e é provavel
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que contribua significativamente para a toxicidade do ponto quantico em estudos em

geral.

Apesar do potencial de utilizacdo, a toxicidade relacionada aos pontos quanticos
ainda € um obstaculo por existirem escassos estudos a respeito, abrindo margem para
novas pesquisas experimentais de cunho toxicologico (Rocha et al., 2017). Embora os
pontos quéanticos de seleneto de cadmio (CdSe) serem os mais usados devido ao seu alto
teor de luminescéncia (Surana, et al., 2014), as consequéncias em decorréncia de suas
aplicacOes ainda sdo escassas na literatura, sendo essencial a realizacdo de estudos mais

aprofundados sobre o tema (Rocha., et al 2017).

O potencial toxicoldgico do ponto quéntico levanta questdes quanto a sua
aplicacdo, pois a sua toxicidade estd relacionada a diversos fatores, incluindo sua
composi¢do quimica, forma, estrutura e sua concentracdo (Li, et al., 2019). Estudos
anteriores in vitro indicam que 0s pontos quanticos tém a capacidade de induzir
citotoxicidade em diferentes linhagens celulares, reduz a viabilidade celular, gera
espécies reativas de oxigénio, causa danos no DNA, mitocondrial e morte celular (Duong
etal., 2018).

Embora experimentos in vitro tenham identificado um certo nivel de toxicidade
causado pelos pontos quanticos de tamanho magico de CdSe/ZnS, essas analises nao
correspondem as interacdes bioldgicas que acontecem in vivo (Li, et al., 2019). Estudos
in vivo utilizando embrifes de peixes das espécies Oncorhynchus mykiss, Trichogaster
leerii e Danio rerio detectaram toxicidade no desenvolvimento embrionario e pés
embrionario quando expostos ao ponto quéntico de tamanho méagico (MSQDs) de

seleneto de cadmio (CdSe) com sulfeto de zinco (ZnS) (Rotomskis et al, 2018).

3.3. Zebrafish como sistema modelo para avaliagéo toxicologica

O peixe teledsteo Danio rerio, conhecido por paulistinha ou zebrafish, € um
organismo modelo amplamente utilizado em diversas areas do campo cientifico (Figura
5), como na biologia do desenvolvimento, farmacologia, toxicologia, ecotoxicologia,
nanomedicina, saude humana, entre outros, sendo caracterizado assim como um sistema
modelo global (Canedo, et al., 2022).
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Figura 5. Algumas areas da ciéncia em que o peixe D. rerio (zebrafish) tem sido

utilizado como modelo animal. Fonte: Canedo et al. (2022).

O zebrafish é oriundo do sul e sudeste da Asia e possui propensio por aguas rasas
e vegetativas. Além disso, o zebrafish também pode ser encontrado em valas, tanques de
irrigacdo artificial e até mesmo riachos. Essa diversidade de habitats do zebrafish
possibilita que ele tenha uma alta tolerancia em relacdo as alteracfes ambientais, visto
que esses ambientes possuem diferentes tipos de propriedades fisico-quimicas
(salinidade, temperatura, pH) (Lawrence, 2007).

O zebrafish possui diversas caracteristicas que o possibilitam ser um animal
modelo para estudos em diversas aplicacdes, dentre elas o seu tamanho, que na fase adulta
chega a 40 mm de comprimento. Caracteristicas como facilidade e baixo custo de
manutencdo, alta taxa reprodutiva e rapido desenvolvimento também sdo fatores

determinantes para escolha dessa espécie como animal modelo (Kimmeal et al., 1995).

Outras vantagens na utilizagdo do zebrafish € que os embrides sdo transparentes,
sendo desenvolvidos fora do Utero, permitindo observagédo direta. Além disso, possuem
um ciclo de vida curto, evoluindo do ovo para a larva entre 48 horas e 72 horas pés
fertilizag&o, e atinge a maturidade com cerca de 3 meses de vida, sendo uma caracteristica
determinante para a utilizacdo desse animal modelo na investigacdo de diversas doencas
humanas (Canedo, et al., 2022).
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Outra caracteristica importante no desenvolvimento do zebrafish € que cada fémea
pode produzir centenas de ovos por semana, sendo um fator determinante no trabalho
com amostragens variadas e em grande escala. A partir do sequenciamento do genoma
do zebrafish foi verificado que apresenta 70% de semelhanca genética com humanos, bem
como 84% dos genes que manifestam doencas nos seres humanos apresentam ort6logos

em zebrafish.

As larvas e embrides de zebrafish sdo alternativas em testes de toxicidade, ja
sendo validado pela Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 2013). O teste agudo em embrides de peixes (Test n. 236, FET Test) tem a
capacidade de determinar os efeitos toxicos em diferentes poluentes (hanomateriais,
pesticidas, produtos farmacéuticos) (OECD, 2013), como ilustrado na figura 5 (Canedo,
etal., 2022).

O zebrafish € relevante em trabalhos que analisam as consequéncias do estresse
sobre o sistema nervoso central e seus resultados das mudangas no comportamento,
possuindo destaque em comparacdo aos roedores, visto que 0 peixe possui 0 hormonio
cortisol, assim como os humanos, sendo liberados no tecido interrenal em situacdes que
exibem ameaca em relacdo a vida. No caso dos roedores, produzem a corticosterona em
situacdo de estresse, horménio presente em pequenas concentracdes nos humanos
(Escaleira et al., 2017).

A figura 6 apresenta o ciclo de vida do zebrafish, desde os primeiros 30 minutos
apos a fertilizacdo, até sua fase adulta. Os ovos do zebrafish possuem cerca de 0,7 mm de
diametro, e apds a sua fertilizacdo externa eles apresentam a fase de zigoto, e em seguida
ocorrem as clivagens no pélo animal do embrido. Em 5 horas pos fertilizacdo (Tabela 01),
acontece o estagio de blastula, fase em que ocorre o desenvolvimento do blastoderma e
as clivagens prosseguem até a epibolia. Em seguida, ocorre a fase da gastrulacédo,
consequentemente tem-se a formacéo das camadas germinativas e dos eixos embrionarios
(Kimmel et al., 1995). Passadas as primeiras 24 horas pos fertilizacdo, os embribes ja
possuem todo o plano corporal, incluindo intestino, figado, rim, coragdo, cérebro e
pancreas, com embriogénese completa. Durante os primeiros 7 dias pos fertilizagdo, 0s

nutrientes sdo fornecidos pelo saco vitelinico (Parng et al., 2002).
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Figura 6. Ciclo de vida do zebrafish (D. rerio). Fonte: Adpatado de D’Costa;
Shepherd (2009).

E interessante frisar que os estagios embrionarios do zebrafish possuem
semelhanca filogenética com os humanos, em comparacdo aos peixes adultos. Além
disso, o rapido desenvolvimento do zebrafish permite uma comparacdo ao periodo
gestacional do desenvolvimento embrionario humano, conforme descrito na Tabela 1. O
distanciamento evolutivo entre o zebrafish e os humanos ndo impediu que muitas
caracteristicas anatdmicas e fisiologicas fossem conservadas, tais como o cérebro, a

barreira hematoencefélica, dentre outras (Parng et al., 2002).
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Tabela 1. Tabela comparativa entre o desenvolvimento nos estagios iniciais da vida do

zebrafish, em ratos e em humanos.

Estagio do Zebrafish Ratos Humanos
desenvolvimento
(horas) (dias) (dias)
Nidacao NA 6 8-10
Blastula 2-5 3-5 4-6
Formacéo da 10 9,5 17-19
pleura neural
Inicio da 10 5 21
organogénese
Primeiro somito 10-11 9-10 19-21
Formacéo do tubo 18-19 9-12 22-30
neural
Primeiro 24 10,2 22
batimento
cardiaco
Nascimento/eclosa 48-72 21 253
0

Fonte: Adaptado de Garcia; Noyes; Tanguay (2016). Nao se aplica (NA).

Dessa forma, a conservacao entre as caracteristicas de zebrafish e humanos o torna
um potencial organismo modelo para diversas analises de processos bioldgicos e
respostas pertinentes acerca de potenciais agentes toxicos durante o desenvolvimento de

mamiferos e também na fase adulta (Parng et al., 2002).

No contexto nanoecotoxicoldgico, conforme revisdo por Rocha et al. (2017), os
peixes tém sido usados para avaliar a toxicidade dos pontos quanticos com trés
abordagens diferentes: avaliacdo da embriotoxicidade; exposicdo de peixes adultos aos
pontos quénticos via agua e dieta ou via injecdo intraperitoneal e avaliacdo de
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citotoxicidade in vitro. Dentre as espécies de peixes, o zebrafish € o modelo mais
estudado. Outro achado deste artigo de revisdo é que os estagios embrionario e larval séo
mais suscetiveis a toxicidade de pontos quénticos quando comparados ao estagio adulto
(Rocha et al., 2017).

A endocitose é a principal via de captacdo de pontos quénticos em células de
peixes. Os pontos quanticos e seus produtos de degradacdo podem ser absorvidos pela
dieta ou pelo epitélio branquial, e sdo acumulados em diversos 0rgaos, como intestino,
figado e masculo. O intestino foi relatado como o principal érgdo para a localizagdo de
pontos quanticos em D. rerio adulto alimentado com zooplancton contaminado com

polimero de poli revestido com pontos quanticos CdSe/ZnS (Rocha et al., 2017).

Desse modo, torna-se evidente a ascensdo dos pontos quanticos na nanotecnologia
para o desenvolvimento cientifico. Apesar de novas pesquisas terem sido executadas com
estes nanocristais semicondutores, ainda ha caréncia de informacdes a respeito de suas

aplicacOes e implicagdes, especialmente na toxicologia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade dos pontos quanticos ultra pequenos com nicleo e casca de
seleneto de cadmio/sulfeto de cadmio (PQUPs CdSe/CdS) utilizando o sistema modelo

zebrafish (Danio rerio).

4.2 Obijetivos especificos

e Auvaliar a toxicidade embriolarval em zebrafish ap6s exposicdo aos PQUPs
CdSe/CdS por 144 h, pela analise de biomarcadores, letais, ndo letais, de

cardiotoxicidade e neurotoxicidade.

e Avaliar se a exposicdo aos PQUPs CdSe/CdS por 144 h altera diferentes

parametros morfomeétricos nas larvas de zebrafish.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Sintese e Caracterizacdo dos PQUPs de CdSe/CdS

Para a sintese e caracterizacdo, Nascimento et al (2021) utilizaram pontos
quanticos de tamanho magico de CdSe/CdS com amostras de CdSe7S. O CdSe do nucleo
e 0 CdS da casca tinham 1,59 e 0,83 nm, respectivamente. 12 g de flocos de grafite e 96
g de permanganato de potéssio foram misturados em solu¢do acida sob agitacdo mecénica

constante e reacdo exotérmica.

A mistura de reacdo foi aquecida a 100°C por 12 horas e depois resfriada a
temperatura ambiente. A solucéo foi colocada em banho de gelo com adicéo de 12 ml de
peroxido de hidrogénio. O método de purificacdo foi realizado por centrifugacdo a 6000
rpm por 10 minutos com &gua, etanol e acido cloridrico, sendo esse processo repetido 4

vezes. O oxido de grafeno foi peneirado e granulado.

Os pontos quanticos de tamanho méagico de CdSe/CdS foram conjugados com a
sintese do oxido de grafeno, que foi mantida constante em 18 mg/ml. O dicloreto de
etileno (EDC) e o NHS-flouresceina foram utilizados para ativar os grupos carboxilicos
presentes na reducdo do oxido de grafeno. Em seguida, 1 mL da reducdo do 6xido de
grafeno foi misturada com as solugdes de EDC (480 yL) e NHS (480 yL).

Essa solucdo final contendo os precursores foi agitada a temperatura ambiente sob
atmosfera de nitrogénio por 3 horas. Os pontos quanticos de tamanho magico de
CdSe/CdS néo ligados aos nanocompostos foram removidos por gotejamento de alcool
etilico até a solucéo ficar turva, aguardando a decantacdo e removendo o sobrenadante,
contendo 0s pontos quanticos de tamanho magico CdSe/CdS ndo ligados. Os
nanocompostos formados foram centrifugados por 5 minutos, e o precipitado foi seco a

vacuo em temperatura ambiente por 24 horas.

5.2 Manejo dos animais adultos e coleta dos embrides

Para a manutencdo dos adultos de zebrafish, foram utilizados aquarios de
polietileno com capacidade para até 4 litros, sendo os animais mantidos em até 4 animais

por litro em sistema de recirculacdo de agua preenchido com &gua reconstituida (1SO,
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1996), mantida em 26°C, com pH 7,0 e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de

€scuro.

A alimentacéo seguiu um cronograma especifico, sendo os peixes alimentados 4x
ao dia até a saciedade com racdo comercial NUTRICONPET, que é caracterizada por ser
em flocos e que possui em sua composicao Prebidticos, Vitamina C e Cantaxantina. Além
disso, os peixes também receberam a cada dois dias alimentacdo viva com nauplios de
artémia.

Para a coleta dos embrides, machos e fémeas na proporcdo de 3:1 foram
separados em um aquario para reproducdo no fim da tarde, sendo o processo concluido
na manh& posterior ao inicio do ciclo de luz. Apés a reproducdo, os embrides foram
transferidos para uma placa de petri, lavados rapidamente com solucdo de azul de
metileno 0,1% e selecionados por meio de estereomicroscépio. Os embrides viaveis
foram separados para o experimento e os ndo viaveis, descartados. Todo o0 processo de
manejo dos animais e coleta dos embrides foram realizados no Biotério de Peixes do
Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada (LMAA), localizado no Setor de
Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Alagoas. Todos os procedimentos
experimentais adotados neste estudo foram aprovados pela CEUA — UFAL, registrado
sob o protocolo n° 19/2021.

5.3 Teste de toxicidade embriolarval no sistema modelo zebrafish

Seguindo as normas da OEDC (2013) e parametros ja determinados na literatura,
a avaliacdo da toxicidade embriolarval foi realizada durante 144 horas (seis dias), sendo
iniciada até 3 horas pos fertilizacdo (hpf). Os embriGes foram mantidos em placas de 24
poc¢os contendo um embrido por po¢o em 2 ml de cada tratamento. Os QDUP CdSe/CdS
foram dispersos em meio de embrido, sendo testadas quatro concentragdes, sao elas: 0,1
ug/mL; 1,0 ug/mL; 10,0 pg/mL e 20,0 ug/mL. Foram utilizados dois controles: o controle
negativo, onde os embrides foram incubados apenas em agua reconstituida; e o controle
positivo, onde os animais foram expostos ao meio de embrido contendo 4 mg/L de 3,4
dichloroaniline (DCA), a qual promove uma mortalidade de no minimo 30%. Os
experimentos foram realizados em triplicata, sendo utilizados 20 embrides para cada
tratamento, totalizando 120 embribes a cada experimento. As soluc¢des foram preparadas

ao inicio de cada experimento e a exposi¢do se deu de forma semi estética, com as
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solugdes sendo renovadas a cada 48 horas. As placas foram incubadas em estufa BOD, a

26 °C, no mesmo fotoperiodo ja descrito anteriormente.

Os parametros de avaliacéo de letalidade incluiram a coagulacdo do embrido (Oh,
24h), cauda ndo isolada e ndo formacédo dos somitos (24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h).
Os parametros ndo letais incluem a taxa de ecloséo (24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h),
nimero de movimentos espontaneos por min (24h), namero de batimentos cardiacos por
min (48h) e pigmentacdo do embrido. O método de avaliacdo do batimento cardiaco e
movimento espontaneo consiste na visualizacdo do embrido através de microscopia de
luz, utilizando um contador que é marcado a cada batimento ou contracdo do embrido. Os
parametros de avaliacdo para os efeitos teratogénicos incluem a presenga de escoliose,
raquitismo, deformacdes do vitelo e retardo do crescimento em geral (24h, 48h, 72h, 96h,
120h e 144h).

Ao final da exposicdo, os animais foram eutanasiados em solucdo de 0,1% de
benzocaina e a seguir fixador em 4% de paraformaldeido por 24h, sendo a seguir

armazenados em alcool 70% para posterior morfometria.

5.4 Anélises morfométricas

Para este fim, as larvas previamente fixadas foram fotografadas dorsal e
lateralmente em um microscépio Opticam OPZTS com sistema de captura de imagem
Opticam 0400S. A seguir, diversos parametros morfométricos dos animais foram
mensurados com auxilio do software ImageJ, de forma a permitir uma quantificacdo das
alteracBes morfométricas e sua associacdo com 0 mecanismo de acdo e toxicidade dos

tratamentos utilizados.

Os parametros avaliados nas analises morfométricas foram area do olho (AO),
area da bexiga natatdria (ABN), area do saco pericardico (ASP), altura (AC), largura (LC)
e profundidade da cabeca (PC), distancia interocular minima (DlI), distancia interocular
méaxima (DIM) e distancia boca-anus (DBA), conforme observado na Fig. 7, dadas em

mm ou mm?.
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Figura 7. Parametros morfométricos registrados para larvas de zebrafish apos 144

h de exposicdo. Vista lateral e vista dorsal. Fonte: Ribeiro et al. (2020).

5.5 Andlise estatistica

Todas as anélises estatisticas foram realizadas com o software Graphpad Prisma
8.0. Os dados paramétricos foram submetidos ao teste one-way ANOVA, seguido pelo
teste de Tukey para anélise de comparacdo entre grupos. A diferenca entre grupos foi

considerada quando os resultados apresentavam p< 0,05.
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6. RESULTADOS

Os embrides de zebrafish expostos ao controle apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia proxima a 100%, validando assim o teste de toxicidade embriolarval.
Todas as concentracdes de PQUPs de CdSe/CdS apresentaram alteragdes nas taxas de
sobrevivéncia e de eclosdo ao longo das 144h (Figura 8A e 8B). Entretanto, os embrifes
e larvas expostos as concentracdes de 10,0 e 20,0 pg/mL apresentaram as menores taxas
de sobrevivéncia (menor que 40%) e, por consequéncia, essas mesmas concentragoes

apresentaram as menores taxas de eclosdo em relagdo ao controle.
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Figura 8. Andlise de sobrevivéncia (A) e eclosdo (B), ao longo do periodo
embriolarval de zebrafish expostos por 144 h aos PQUPs com casca e cobertura
CdSe/CdS. Ambos parametros foram avaliados a cada 24 h ap6s exposicao a 0 (controle
negativo), 0,1 ug/mL, 1,0 ug/mL, 10,0 ug/mL e 20,0 ug/mL de PQUPS e o grupo controle
positivo (3,4 m/L de DCA). Os valores de p para os tratamentos de 0,1 ug/mL, 1,0 pg/mL,
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10,0 pg/mL e 20,0 ug/mL em relacdo ao controle negativo foram de 0.0060, 0.0039,
0.0003 e 0.0002, respectivamente.

Quanto maior a concentracdo de PQUPs de CdSe/CdS, menor foi a taxa de
sobrevivéncia, conforme evidenciado na Figura 8A. Ja no caso da taxa de ecloséo (Fig.
8B), quanto menor a concentragdo, maior foi a taxa de eclosdo, quando comparados ao
controle negativo. As concentracdes de 0,1 ug/mL, 1,0 pg/mL tiveram as maiores taxas

de ecloséo, e as concentragdes de 10,0 e 20,0 pg/mL as menores taxas, respectivamente.

Todas as concentracdes de PQUPs testadas promoveram uma reducdo no nimero
de movimentos espontaneos (Fig. 9A), indicando a ocorréncia de neurotoxicidade, dado
que quanto maior a concentracdo de CdSe/CdS, menor era 0 nimero de movimentos
espontaneos nos embrides. Ainda, nota-se que as concentractes de 10,0 e 20,0 pg/mL de

PQUPs foram as que apresentaram as maiores reducdes para este parametro (Fig. 9A).
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Figura 9. Frequéncia de movimentos espontaneos (A) e batimentos cardiacos por
minuto (B) ao longo do periodo embriolarval de larvas de zebrafish expostos por
144h aos PQUPs com casca e cobertura CdSe/CdS. O nUmero de movimentos
espontaneos foi aferido com 24h, ao passo que o nimero de batimentos cardiacos com
28h, apods exposi¢do aos seguintes tratamentos: a 0 (controle negativo), 0,1 pg/mL, 1,0
pug/mL, 10,0 pg/mL e 20,0 pg/mL de PQUPs. Os asteriscos representam o nivel de

significancia em comparacdo as alteracdes das concentracdes ao controle negativo.

O numero de batimentos cardiacos também foi avaliado com 24 h para todas as
concentragdes de PQUPs de CdSe/CdS e no grupo controle (Fig. 9B). Para todas as
concentragdes de PQUPs foi observada uma reducdo na frequéncia dos batimentos
cardiacos, indicando cardiotoxicidade. Porém, as concentracdes de 10,0 e 20,0 pg/mL
apresentaram as maiores reducdes para este parametro, assim como observado para a
frequéncia dos movimentos espontaneos. Para os resultados de batimento cardiaco os
valores de p variaram 0.0140, 0.0129, 0.0025 e 0.0014, respectivamente, do menor para

0 maior tratamento, quando comparados ao controle negativo.

A partir das analises morfolégicas foram identificadas alteracdes teratogénicas
nos embrides e larvas e ao longo das 144 horas de exposi¢do. No grupo controle negativo
ndo se detectou alteracdes teratogénicas (Tabela 2 e Figura 10A e 10B), porém nos demais
grupos expostos aos PQUPs de CdSe/CdS foram identificados uma frequéncia do tipo
concentracdo-dependente para escoliose (Figura 10C e 10D) e para o0 edema pericardico

(Figura 10E e 10F), conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia de parametros teratogénicos identificados ao longo do periodo
embriolarval dos animais expostos por 144h horas aos PQUPs com casca e cobertura
CdSe/CdS.

PARAMETROS 0,0 0,1 1,0 10,0 20,0
TERATOGENICOS
CdSe/CdS (%) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Escoliose 0% 0% 3,3% 6,6% 11,6%
Edema 0% 8,3% 16,6% 26,6% 36,6%
pericardico
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O tratamento de 0,1 pg/mL ndo induziu a ocorréncia de escoliose, mas houve
incidéncias de 8,3% de edema pericardico (Tabela 2, Figura 10E e 10F) nos espécimes
expostos ao PQUPs de CdSe/CdS. Quanto maior a concentracdo de PQUPs, maior foi a
frequéncia de animais apresentando edema pericardico e escoliose (Figura 10E e 10F).
Os tratamentos de 10,0 e 20,0 pg/mL evidenciaram as maiores frequéncias em alteracoes

teratogénicas em comparacao ao controle negativo (Tabela 2).

Figura 10. Alteracdes morfoldgicas em zebrafish com 144h expostas aos PQUPs de
CdSe/CdS na concentracao de 20 pg/mL. (A) e (B) animal representativo do grupo
controle; (C) e (D) animal representativo com saco vitelinico (seta vermelha); (E) e (F)

animal representativo com escoliose do tipo cifose (seta preta).
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Né&o foi observado qualquer tipo de alteracdo morfométrica nos animais expostos
a 0,1 pg/ml de PQUPs de CdSe/CdS (Tabela 1), enquanto que todas as concentragdes
acima desta (1,0 a 20,0 pg/mL) apresentaram redugdo nos diversos parametros
biométricos avaliados (Figura 11), denotando um padrdo do tipo concentracdo

dependente, em comparacdo ao grupo controle negativo
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Figura 11. Pardmetros morfométricos aferidos em larvas de zebrafish apos a
exposicdo por 144 h aos PQUPs com casca e cobertura CdSe/CdS. Parametros
analisados: (A) area do olho, (B) area da bexiga natatoria, (C) area do saco pericardico,
(D) altura da cabeca, (E) largura da cabeca, (F) profundidade da cabeca, (G) distancia

28



interocular minima, (H) distancia interocular maxima e (I) distancia boca-anus. Os
asteriscos em cada concentracao representam o nivel de significancia em comparacéo as

alteracdes das concentracGes ao controle negativo.

Os valores de p para os tratamentos de 1,0pg/mL, 10,0pg/mL e 20,0pg/mL em
relacdo a area do olho foram de 0.0239, <0.0001 e <0.0001, respectivamente. A
concentracao de 0,1pg/mL ndo apresentou alteracdo. Para a area da bexiga natatdria, os
valores de p foram 0.0003 para o tratamento de 1,0ung/mL e <0.0001 para os tratamentos
de 10,0ug/mL e 20,0pg/mL. Para a area do saco pericardico os valores p de foram 0.0491
para o tratamento de 1,0pg/mL, 0.0120 para o tratamento de 10,0 pg/mL e <0.0001 para
o tratamento de 20,0ng/mL. Em relagdo a altura da cabega, os valores de p foram 0.0002
para a concentracao de 1,0pg/mL e <0.0001 para 10,0 pg/mL e 20,0 ug/mL. A largura da
cabeca, distancia interocular minima e maxima possuem o valor de p <0.0001 nas trés
maiores concentracfes. O valor de p para a profundidade da cabeca foi de 0.0153 para a
concentragdo de 1,0pg/mL e <0.0001 para os tratamentos de 10,0ug/mL e 20,0ug/mL. A
distancia boca-anus possui o valor de p de 0.0455 para o tratamento de 1,0pug/mL e
<0.0001 para os tratamentos de 10,0ug/mL e 20,0ug/mL.

Os parametros mais afetados apds a exposi¢dao a 10,0 pg/mL e 20,0 ug/mL de
QDUP foram a &rea do olho (AE) e a area do saco pericardico (ASP) (Figura 10A e 10C).
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7. DISCUSSAO

N&o ha davidas sobre a infinidade de beneficios que os pontos quanticos
possibilitam & indUstria farmacéutica e ciéncia médica, tais como o diagndstico médico e
terapias génicas, devido a sua excelente capacidade fotofisica e alta luminescéncia
(Reshma; Mohanan, 2019). Além disso, por apresentar uma alta estabilidade da
fluorescéncia e biocompatibilidade, foi evidenciado que o ponto quantico de tamanho
mégico CdSe/CdS (USQDs) é uma ferramenta promissora para diagnostico do cancer de
mama (Silva et al., 2016).

Entretanto, quando novos materiais sdo associados a metais potencialmente
toxicos, a exemplo do ponto quéntico ultra pequeno a base de cadmio (CdSe), uma vez
que o caddmio é um elemento quimico conhecido por ser extremamente toxico e
cancerigeno, faz-se necessario estudos mais aprofundados sobre seus potenciais efeitos

nocivos (Alabary et al., 2015).

Estudos recentes identificaram o impacto na saude ambiental por nanoparticulas
de didxido de titanio e seus efeitos ecotoxicoldgicos em embrides e larvas de zebrafish,
pela analise de diversos biomarcadores, detectando seu potencial tdxico para o
desenvolvimento do cranio e reabsorcao do saco vitelinico do zebrafish (Mamboungou et
al., 2022). Contudo, os dados da interacdo e toxicidade de nanoparticulas compostas por
cadmio ainda sdo escassos na literatura (Mamboungou et al., 2022), evidenciando mais
uma vez a necessidade de novos estudos a respeito do ponto quantico ultra pequeno de
CdSe/CdS e seus efeitos na biota aquatica, uma vez que o ambiente aquéatico € um dos

destinos finais dos nanomateriais.

O presente trabalho analisou os efeitos embriotoxicos e morfométricos dos pontos
quanticos ultra pequenos com casca e cobertura de CdSe/CdS (PQUPs de CdSe/CdS) em
zebrafish, desde as suas primeiras horas de vida, em seu estagio embrionario, até o seu
estagio larval com uma exposicao total de 144 h. Foi demonstrado que a exposicdo a este
tipo de PQUPSs promove alteragdes em parametros letais e ndo letais do tipo concentragédo
dependente ao longo do desenvolvimento inicial do zebrafish. Vale salientar que séo
escassos na literatura informacdes a respeito da toxicidade do ponto quéantico a base de
cadmio (CdSe) em modelos animais de vertebrados, evidenciando assim a importancia

dos achados deste estudo.
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Neste estudo, pode-se observar que quanto maior a concentracdo dos PQUPs de
CdSe/Cds, menor foi a taxa de sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento embriolarval
do zebrafish. Um estudo utilizando os pontos quanticos de CdSe avaliou a toxicidade no
desenvolvimento, e durante as analises foi verificada a sobrevivéncia embriolarval no
zebrafish. Os resultados obtidos indicaram um ndmero insuficiente de larvas que
sobreviveram a maior concentracdo de 200 uM/mL apo6s 120 horas de exposicao. Os
embrides de zebrafish expostos as maiores concentragdes (125 e 200 uM/mL) mostraram
aumento de mortalidade apds 24 horas de exposicdo, e as larvas sobreviventes eram 6-
10% menores em comparacgao ao controle (meio de embrido) (King-Heiden et al., 2009).
Além disso, King-Heiden et al (2009) salienta sobre a utilidade das larvas do zebrafish
como modelo para avaliar 0s potenciais riscos de exposi¢do de nanomateriais, € como as
respostas induzidas por nanoparticulas no desenvolvimento do zebrafish fornecem pistas
vitais sobre 0s mecanismos de toxicidade in vivo. Apesar de serem concentragdes
diferentes, o presente estudo também apresentou reducdo na taxa de sobrevivéncia nas
maiores concentragdes (10,0 pg/mL e 20,0 pg/mL), evidenciando a toxicidade do tipo

concentragdo-dependente do ponto quantico ultra pequeno CdSe/CdS.

Zhanga et al (2012) identificaram reducéo na taxa de sobrevivéncia embriolarval
do zebrafish utilizando o ponto quéantico de CdC e o ponto quantico de CdTe associado
ao acido tioglicolico em diferentes concentracdes (0, 100, 200, 300 e 400 uM), em até
120 horas pos fertilizacdo. A taxa de sobrevivéncia dos embrides diminuiu de 90% para
0,88% do grupo 400 uM, demonstrando toxicidade para o desenvolvimento do zebrafish
com a maior dose do ponto quéntico de CdTe associado ao acido tioglicélico. Porém, a
concentragdo de CdTe de 100 uM ainda apresentou redugdo de sobrevivéncia, com

mortalidade significativamente alta (p <0,01) em relacdo ao controle.

Neste estudo, observamos também que quanto maior a concentracdo dos PQUPs
de CdSe/CdS, menor foi a taxa de eclosdo dos embrides de zebrafish. Bastos (2016) testou
0 ponto quantico ultra pequeno de CdSe/CdS e o ponto quantico de tamanho magico de
CdSe/CdS em diferentes concentragdes (0, 0.1, 1, 10 e 100 pg/mL para ambos os pontos
quanticos) a fim de verificar a eclosdo dos embrides de zebrafish, e identificou alteracao
na taxa de ecloséo do tipo concentracdo dependente. Concentracdes superiores a 1 pg/mL
do ponto quantico de tamanho magico e superiores a 10 pg/mL para o quantico ultra
pequeno mostraram diminuig&o significativa na taxa de eclosdo (p <0,01), corroborando

com os resultados identificados neste estudo. Além disso, Bastos (2016) salienta que, uma
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vez que ambos 0s pontos quanticos possuem menos de 2nm, ocorre a difusdo passiva

atraves dos poros do cérion, e eles podem se espalhar uniformemente no embriéo.

Um estudo realizado por Zhanga et al (2012) utilizando o ponto quantico de CdTe
associado ao &cido tioglicolico também identificaram reducdo na taxa de eclosdo dos
embrides de zebrafish em 72 horas pos fertilizacdo. Zhanga et al (2012) também
associaram essa diminuicdo a concentracdo dependente, pois quanto maior foi a
concentragdo, menor foi a taxa de ecloséo. As taxas de eclosdo de 200 e 300nM foram de
31,66% e 5,98%, respectivamente, evidenciando atraso no desenvolvimento embrionario
e toxicidade significativa (p <0,01). Outro estudo utilizando nanoparticulas de Silica
(SiNPs) em embrides de zebrafish também apresentou concentracdo dependente na taxa
de eclosdo, pois houve uma forte inibicdo da eclosdo nas maiores concentracoes,
sobretudo na maior concentracao de 200 mg/mL que apresentou taxa de eclosdo de apenas
26,67% em comparacao ao controle, que apresentou eclosdo de 94,72% (Duan et al.,
2013).

Pode-se observar que a frequéncia de movimento espontaneo dos embrides caiu
drasticamente, sobretudo nas maiores concentragcdes de PQUPs de CdSe/CdS testadas
(10,0 € 20,0 pg/mL). As concentragdes de 0,1 e 1,0 pg/mL também apresentaram reducao
no movimento espontaneo, mas nao foram tdo proeminentes quanto as demais, revelando
que a toxicidade dessa nanoparticula esta relacionada a concentracdo utilizada. Quanto
maior a concentracdo, maiores as alteracfes letais, ndo letais e morfofisioldgicas
encontradas. Um estudo utilizando Caenorhabditis elegans investigou a neurotoxicidade
in vivo de pontos quanticos de CdTe em neurdnios motores, e apos exposicdo prolongada
a 0,1-1 g/L, foi identificado déficits no desenvolvimento de neurénios motores (Zhao et
al., 2015). Além disso, esse mesmo estudo salienta os potenciais riscos do ponto quantico
de CdTe no desenvolvimento e funcdo do sistema nervoso em animais. Ribeiro et al.
(2020), evidencia que alteracdes na taxa do movimento espontaneo indicam alteracdes no
desenvolvimento muscular e nervoso dos embries, que podem ser induzidas por
alteracdes na expressao génica de proteinas neurais. Li et al (2019) destaca que 0s pontos
quanticos de CdSe possuem dois elementos toxicos bem conhecidos, o cadmio e o selénio,
que podem produzir efeitos nocivos em linhagens celulares e organismos, € que a
neurotoxicidade dependente de Cd também esta associada a doencas neurodegenerativas,

como a doenca de Alzheimer e a doenga de Parkinson.
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Apesar do potencial toxico dos pontos quanticos ser dificil de ser avaliado devido
a escassa literatura (Rocha et al., 2017), sabe-se que a sua toxicidade ndo é dada apenas
pelos seus elementos, mas sim a diversos fatores, tais como sua composi¢do quimica,
tamanho (< 5nm), forma e até mesmo sua estrutura (Li, et al., 2019). A estrutura do ponto
quantico utilizado no presente estudo possui um ndcleo metaléide composto por seleneto

de cadmio, conforme destacado por Ghaderi et al (2011).

Os espécimes de zebrafish expostos aos PQUPs de CdSe/CdS apresentaram
bradicardia, sobretudo para as maiores concentracdes testadas. Esta alterag&o no ritmo de
batimentos cardiacos indicam uma potencial cardiotoxicidade dos PQUPs CdSe/CdS em
zebrafish, o que corrobora com os achados de Li et al., (2019), o qual também detectou
cardiotoxicidade em camundongos expostos ao ponto quantico CdSe/ZnS. Neste mesmo
estudo, quando os camundongos foram expostos as maiores concentragdes deste ponto
quantico de CdSe/ZnS, especificamente 2 nmol/kg, também apresentaram inducdo de
dano oxidativo Li et al., (2019), evidenciando a importancia de estudos que envolvam a
biosseguranca dos pontos quanticos e de sua compatibilidade para o sistema
cardiovascular. Li et al., (2019) administraram 0s pontos quénticos de CdSe/ZnS
carboxilados em camundongos através da veia da cauda, em dose Unica, sendo testada
concentracdes de 2nmol/kg e 20nmol/kg, concentracbes maiores em propor¢do as que
foram utilizadas neste estudo. Além disso, Zhanga et al (2012) avaliou os batimentos
cardiacos em embribes de zebrafish com 48 horas de exposi¢do ao ponto quéantico de
CdTe associado ao &cido tioglicolico. Nesse estudo, foi identificado reducdo na taxa de
batimentos, sobretudo nos tratamentos de 25 e 50 nM que reduziram bastante (p <0,05).
O estudo também evidencia que as maiores concentracdes de 100, 200 e 300 nM tiveram
os batimentos reduzidos consideravelmente (27,7; 27,3 e 25,8, respectivamente) em
proporcdo ao controle (31,5) e que esses dados sdo evidéncias da toxicidade embrionéaria

altamente significativa desses tratamentos (p < 0,01).

Vale ressaltar que estudos relacionados ao metabolismo dos pontos quanticos em
espécies de peixes ainda sdo bem limitados, bem como ainda ndo existe um consenso ou
um comparativo, por assim dizer, no que tange a toxicidade entre todos os tipos de pontos
quanticos. Porém, em revisdao por Rocha et al. (2017), foram listadas alteragdes na
expressdo génica, mudancas nas atividades de enzimas antioxidantes como a superdéxido

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).
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Além disso, foi identificado que os espéecimes expostos aos PQUPs CdSe/CdS por
144h apresentaram dois tipos de alteracdes teratogénicas: escoliose e 0 edema
pericardico. Essas malformac6es levam a prejuizo na qualidade de vida dos espécimes
analisados, pois ou as larvas ndo conseguem se desenvolver e chegar a fase adulta, ou
chegando a fase adulta, possuem dificuldade de locomocéo e acabam morrendo. Estudos
anteriores evidenciam que o ponto quantico CdSe na concentracdo de 20pg/mL produziu
mortalidade nas larvas e embriGes de zebrafish, incluindo edema pericardico,
malformac&o do saco vitelinico e submandibular (King-Heiden et al., 2009). Além disso,
larvas de zebrafish expostas ao ponto quéntico de CdTe apresentaram varios padrdes de
malformacdes em todos os grupos de exposi¢do, sobretudo nas concentra¢Ges mais altas,
foi mais acentuado (100 e 200 nM). As malformacdes incluiam manchas oculares e
inibicdo do desenvolvimento da melanina, edema pericardico e coluna curvada. Esse
mesmo estudo associa as deformidades na coluna (escoliose) a formacdo reduzida de
miosina e/ou midtomo necessaria para o desenvolvimento saudavel do sistema musculo-
esquelético (Zhanga et al., 2012). Estudos utilizando a nanoparticula de Silica (SiNPs)
em zebrafish também identificou alteracbes como edema pericardico, edema do saco
vitelinico e malformac&o da cabeca em todas as concentracdes (25, 50, 100 e 200 mg/mL).
Esse estudo também salienta que diferentes nanomateriais levam a diferentes tipos de

malformacdes em embrides de zebrafish (Duan et al., 2013).

O estudo de Bastos (2016) avaliou a toxicidade dos pontos quanticos de tamanho
maégico e ultra pequenos de CdSe/CdS durante o desenvolvimento em Caenorhabditis
elegans, observando alteracbes morfoldgicas e anatbmicas. Os pontos quanticos de
tamanho magico apresentaram maior toxicidade, sobretudo na concentracdo de 10 pg/mL,
pois as larvas apresentaram um desenvolvimento anormal (Bastos, 2016). Em revisdo,
Rocha et al. (2017) concluiu que a toxicidade dos pontos quanticos CdSe gera toxicidade
aguda ou baixa toxicidade, dependendo do nivel de concentracdo a que as espécies foram
expostas (Rocha et al 2017). Logo, quanto maior for a concentracdo do ponto quantico,
maior 0 nivel de toxicidade nos organismos, ocorrendo de forma exponencial. E
importante ressaltar que o tempo de exposicdo € determinante para a toxicidade, pois
quanto maior o tempo de exposi¢do dos niveis troficos e suas diferentes espécies aos
pontos quanticos, mais propensos a alteracOes letais e subletais eles estdo (Alabary et al.,
2015).
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No presente estudo ficou evidenciado que houve reducdo de todos os parametros
morfométricos analisados, como a area do olho, area da bexiga natatoria e area do saco
pericardico. Tais dados indicam efeitos a ocorréncia de alteracdes morfofisioldgicas nos
6rgdos envolvidos que podem ter implicacbes para a fisiologia e comprometer o
desenvolvimento e sobrevivéncia dos peixes na natureza. Pereira et al. (2019) identifica
um total de 33 alteracfes morfoldgicas distintas pela exposicdo de nanomateriais, e que
as alteraces no zebrafish por nanomateriais foram agrupadas em 4 padrbes de reacdo:
Rpl (alteracBes circulatorias), Rp2 (pigmentacdo e alteracBes tegumentares), Rp3
(distarbios musculo-esqueléticos) e Rp4 (alteragdes no saco vitelinico). Os efeitos
teratogénicos observados no zebrafish expostos a nanomateriais inorganicos induziram
principalmente edema pericardico (18%), seguido de curvatura da coluna vertebral
(14%), flexdo da cauda (10%), edema do saco vitelinico (9%), auséncia ou tamanho
irregular dos olhos (7%), entre outras deformidades. Além disso, estudos utilizando o
ponto quantico de CdTe apresentou reducdo no comprimento do corpo do zebrafish a 120
horas pos fertilizacdo. A concentracdo de 1nM ndo apresentou toxicidade significativa,
ao passo que a concentracdo de 25 nM apresentou significancia estatistica (p < 0,05). Os
grupos tratados com 50, 100 e 200 nM mostraram toxicidade altamente significativa (p <
0,01). Em nosso trabalho, a distancia boca-anus possui o valor de p de 0.0455 para o

tratamento de 1,0pug/mL e <0.0001 para os tratamentos de 10,0pg/mL e 20,0pg/mL.

Ademais, a exposicdo ao ponto quantico também trouxe problemas relacionados
ao nivel de teratogenicidade presente nas larvas expostas as maiores concentracdes. Todas
essas alteracdes devem chamar nossa atencao para o descarte indevido destes materiais
em locais que podem afetar diretamente a vida aquética, atingindo ndo somente 0s peixes,
mas outros animais de diferentes niveis troficos e presentes em diferentes ecossistemas
aquaticos Estudos utilizando a mosca das frutas Drosophila melanogaster como modelo
também identificou efeitos toxicos e genotoxicos, bem como alteragdes nos niveis de
estresse oxidativo e na expressdo de diversos genes relacionados na resposta ao estresse
quando expostos ao ponto quantico CdSe (Alabary et al., 2015). Todavia, esse mesmo
estudo também relata que os efeitos nocivos a exposi¢do do ponto quantico foi menor,
em comparagdo aos pontos quanticos associados a metais pesados, como cadmio,

denotando mais uma vez a necessidade de associagOes (Alabary et al., 2015).

A natureza, bem como seus recursos, ndo sao ilimitados e necessitam de atencéo

e cuidados (Ribeiro et al. 2020). O ponto quantico de seleneto de cadmio se apresenta
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como uma nanoparticula importante devido a sua aplicabilidade em diversas areas
biomédicas (Silva et al., 2014). Todavia, faz-se necessario que estudos que investiguem
seu potencial toxicidade e mecanismo de acdo sejam desenvolvidos, para que esta
nanoparticula seja utilizada de segura em aplica¢es biomeédicas, bem como para que seu
descarte seja realizado de forma adequada, de forma a evitar a contaminagéo das matrizes
ambientais e potenciais riscos a saude animal e humana. Logo, faz-se necessario a
existéncia de politicas publicas e regulamentac6es baseadas em dados cientificos sobre o
descarte adequado dos quantum dots no ambiente aquético, uma vez que sao considerados

como contaminantes de interesse emergente.

8. CONCLUSAO

Neste estudo foi evidenciada a toxicidade ao longo do desenvolvimento embriolarval
em zebrafish expostos a diferentes concentracdes de PQUPs CdSe/CdS, por meio de
maltiplos pardmetros letais, ndo letais e morfofisioldgicos. Foram detectadas reducéo nas
taxas de sobrevivéncia, de ecloséo, a ocorréncia de bradicardia e neurotoxicidade, bem
como de anormalidades teratogénicas, do tipo concentracdo-dependente neste modelo

animal.

9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos dados inéditos aqui expostos, serdo realizadas analises complementares
para quantificar a atividade de enzimas antioxidantes, bem como analises do rastreamento
dos PQUPs de CdSe/CdS nas larvas por meio de microscopia de fluorescéncia. Também
serdo realizadas analises de potencial zeta e microscopia eletronica de transmissdo do
desta PQUPs em colaboracdo com a Universidade Federal de Goias, visando a
complementacéo de dados para a posterior publicagdo em periodico internacional.
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