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RESUMO 

A nanotecnologia é uma das áreas de maior desenvolvimento da atualidade. 

Nanopartículas de dióxido de titânio (TiO2-NP) têm sido amplamente utilizadas em 

diversos produtos e processos nos últimos anos. Como consequência, estas 

nanopartículas são liberadas em efluentes e águas residuais, atingindo os 

compartimentos aquáticos. Com isso, a avaliação do impacto biológico das TiO2-NP se 

torna de grande importância na área de ecotoxicidade. O mexilhão dourado 

(Limnoperna fortunei) é um molusco bivalve de água doce muito utilizado no 

biomonitoramento ambiental, considerado organismo alvo para toxicidade de TiO2-NP 

no ambiente aquático. Neste trabalho, os exemplares do L. fortunei foram expostos às 

TiO2-NP (1, 5, 10 e 50 µg mL
-1

), as quais foram previamente caracterizadas físico-

quimicamente. A avaliação toxicológica se deu através do ensaio cometa, teste de 

micronúcleos, avaliação dos danos oxidativo a lipídios e proteínas e avaliação das 

defesas antioxidantes através da atividade das enzimas superóxido dismutase (Sod) e 

catalase (Cat) e do conteúdo sulfidril de proteínas. A interação de TiO2-NP com os 

hemócitos do mexilhão dourado foi avaliada utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). Os resultados mostraram que as TiO2-NP apresentaram tamanho 

médio de cerca de 20 nm e são compostas pelas estruturas cristalinas anatase e rutilo, 

com área superficial de 46,26 m
2
 g

-1
. As soluções de 1, 5, 10 e 50 µg mL

-1 
TiO2-NP 

utilizadas apresentaram baixa estabilidade com tendência à formação de agregados. A 

genotoxicidade das TiO2-NP foi evidenciada pelos danos ao DNA do L. fortunei 

verificados após 2 h de exposição e aumentada após 4 h para todas as concentrações 

testadas. TiO2-NP não foram capazes de induzir a formação de micronúcleos nos 

hemócitos do mexilhão dourado. Os mexilhões apresentaram aumento nos níveis de 
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peroxidação lipídica e do conteúdo de proteínas carboniladas após 2 h de exposição às 

concentrações de TiO2-NP utilizadas. Após 4 h de exposição, esses valores não 

apresentaram diferença do controle. A atividade da enzima Sod foi diminuída após 2 h 

de exposição para todas as concentrações testadas de TiO2-NP. A enzima Cat 

apresentou diminuição na atividade após 2 h de exposição dos mexilhões às 

concentrações de 10 e 50 µg mL
-1

 TiO2-NP. As defesas antioxidantes não enzimáticas 

foram diminuídas após 2 h de exposição dos mexilhões a todas as concentrações de 

TiO2-NP utilizadas. Após 4 h de exposição, tanto as defesas antioxidantes enzimáticas 

como as não enzimáticas foram restauradas. Conforme análise das imagens de MET, 

TiO2-NP foram internalizadas nos hemócitos do mexilhão dourado, ocasionando 

alterações na estrutura da membrana plasmática. As TiO2-NP causaram efeitos 

toxicológicos no mexilhão dourado, capazes de causar genotoxicidade e alterações no 

metabolismo redox nas células dos animais. Estes resultados reforçam os cuidados que 

devem ser aplicados na liberação das TiO2-NP no ambiente, devido a problemas 

causados pela exposição às nanopartículas. Além disso, os dados apresentados 

demonstram o potencial do L. fortunei como organismo biomonitor para a exposição às 

nanopartículas. 

 

Palavras-chave: nanopartículas de dióxido de titânio, Limnoperna fortunei, 

genotoxicidade, estresse oxidativo, biomonitoramento 
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ABSTRACT 

Nanotechnology is one of the fastest-growing areas of the actuality. 

Nanoparticles of titanium dioxide (TiO2-NP) have been widely used in many products 

and processes in recent years. As consequence, these nanoparticles are release into 

effluent and wastewater, reaching water compartments. Thus, the evaluation of the 

biological impact of TiO2-NP becomes of great importance for ecotoxicity. The golden 

mussel (Limnoperna fortunei) is a freshwater bivalve mollusk often used in 

biomonitoring, considered target organism for TiO2-NP toxicity in the aquatic 

environment. In this work, L. fortunei were exposed to TiO2-NP (1, 5, 10 and                 

50 µg mL
-1

), which were previously physic-chemically characterized. The toxicological 

evaluation was performed using the comet assay, micronucleus test, evaluation of 

oxidative damage to lipids and proteins, assessment of antioxidant defences through the 

activity of the enzymes superoxide dismutase (Sod) and catalase (Cat) and the protein 

sulfhydryl content. The TiO2-NP interaction with the haemocytes of golden mussel was 

evaluated by transmission electron microscopy (TEM). The results showed that      

TiO2-NP presented average size about 20nm, composed of the anatase and rutile 

crystalline structures, with surface area of 46.26 m
2
 g

-1
. The TiO2-NP solutions of 1, 5, 

10 and 50 µg mL
-1

 used showed low stability with a tendency to form aggregates. The 

genotoxicity of TiO2-NP was evidenced by DNA damage of L. fortunei after 2 h of 

exposure and increased after 4 h for all concentrations tested. TiO2-NP was not able to 

induce micronucleus in haemocytes of golden mussels. The mussels showed an increase 

in lipid peroxidation levels and carbonylated proteins content after 2 h of exposure to 

the concentrations of TiO2-NP used. After 4 h of exposure, these values showed no 

difference compared to control. Sod enzyme activity was decreased after 2 h of 
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exposure for all tested concentrations of TiO2-NP. Cat enzyme activity decreased after  

2 h of exposure of the mussels to concentrations of 10 and 50 µg mL
-1

 TiO2-NP. The 

non-enzymatic antioxidant defences decreased after 2 h of mussels exposure of all  

TiO2-NP concentrations used. The mussels showed increased levels of lipid 

peroxidation and carbonyl proteins after 2 h of exposure to TiO2-NP, showing no 

similar effects after 4 h of exposure. The enzymatic and non-enzymatic antioxidants 

defences were depleted after 2 h of TiO2-NP exposure to the mussels. After 4 h of 

exposure, both enzymatic antioxidant and non-enzymatic defences were restored. As 

shown by the TEM image analysis, TiO2-NP was internalized by haemocytes of the 

golden mussel, causing changes in plasmatic membrane structure. The TiO2-NP cause 

toxicological effects on the golden mussel, which are able to cause genotoxicity and 

changes in redox metabolism of cells. These results reinforce the care that must be 

applied to the release of TiO2-NP in the environment due to problems caused by 

nanoparticles exposure. Furthermore, the data presented demonstrate the potential        

L. fortunei as biomonitor organism for exposure to nanoparticles.  

 

Keywords: titanium dioxide nanoparticles, Limnoperna fortunei, genotoxicity, oxidative 

stress, biomonitoring 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Nanotecnologia e Nanopartículas de dióxido de titânio 

A nanotecnologia tem sido um dos principais focos de pesquisa da 

atualidade por desenvolver técnicas, processos e produtos que se utilizam de partículas 

em escala nanométrica (1 a 100 nm) (Figura 1), oferecendo a habilidade de controlar a 

matéria nessa escala e criar materiais com propriedades e funções específicas (Yunus et 

al., 2012). A nanotecnologia está associada ao desenvolvimento do setor econômico de 

cada país, com produtos e processos inovadores e conteúdo tecnológico avançado. 

Diferentes nanopartículas (NP) são produzidas e utilizadas industrialmente, como por 

exemplo: de ouro, prata, ferro, óxido de zinco (ZnO), nanotubos de carbono, óxido de 

cobre (CuO) e dióxido de titânio (TiO2). A nanotecnologia engloba muitas áreas de 

diversos segmentos e setores industriais, como a indústria farmacêutica, cerâmica, 

alimentícia, eletrônica, cosmética, área médica, biotecnológica, entre outras (para 

revisão, ver Shi et al., 2013; Simonet e Valcárcel, 2009). 
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Figura 1. Representação diagramática de exemplos relacionados com partículas na 

escala nanométrica (1 nm = 0,000 000 001 m). Fonte: adaptado de 

http://portal.anvisa.gov.br. 

 

O avanço da ciência e da tecnologia que utilizam estruturas nanométricas na 

composição ou formulação de produtos, busca a obtenção de melhores propriedades de 

seus materiais, tornando suas características mais atrativas. Com dimensões de até     

100 nm, as NP apresentam grande área superficial e volume reduzido, implicando em 

um grande potencial de ação e reatividade. Essas características fazem com que as NP 

comportem-se de maneira muito diferente ao mesmo material em escalas maiores, 

conferindo-lhes distintas propriedades físicas, químicas e biológicas (Elsaesser e 

Howard, 2012; Oberdorster et al., 2005). Essas propriedades, afetadas pelo pequeno 

tamanho das partículas, irão determinar seu comportamento, efeitos biológicos e, 

consequentemente, sua toxicidade (Rocha et al., 2015).  

As características físicas e químicas das NP podem ser avaliadas por 

técnicas que possibilitam mensurar o tamanho das estruturas, analisar a morfologia 
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apresentada, mensurar a área superficial correspondente, assim como identificar a 

estrutura cristalina na qual se apresentam. A microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) permite a análise por imagem das características morfológicas e de tamanho 

apresentado pelas NP. A obtenção das imagens por MET ocorre quando o feixe de 

elétrons atravessa uma amostra fina e os feixes transmitidos e difratados são detectados. 

A área superficial específica de NP está relacionada com sua toxicidade biológica e 

pode ser avaliada pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET), o qual descreve, a partir 

de uma teoria matemática, a adsorção física de moléculas de gás sobre uma superfície. 

A determinação da estrutura cristalina dos materiais envolve a utilização de técnicas de 

difração, como a difração de raios X (DRX), que auxiliam na determinação das 

propriedades das NP. Para a caracterização de uma solução contendo NP, podem ser 

empregadas técnicas como a de espalhamento dinâmico de luz (DLS, dinamic ligth 

scattering), possibilitando a análise da distribuição do tamanho hidrodinâmico das 

partículas, e potencial Zeta (ζ), o qual mensura a carga elétrica das NP fornecendo 

informações sobre a sua estabilidade no sistema. A caracterização adequada fornece 

informações importantes que podem estar associadas com o comportamento das NP e 

suas interações com o meio em que se encontram (Adam et al., 2016; Girardello et al., 

2016a; Girardello et al., 2016b). 

A grande produção de partículas em escala nanométrica, que a princípio visa 

a obtenção de benefícios aos seus usuários, traz concomitantemente, a preocupação 

sobre os efeitos dessas novas partículas quando elas passam a interagir com o Homem e 

o ambiente. Estas propriedades diferenciadas podem ser problemáticas na perspectiva 

toxicológica, pois um composto inerte pode apresentar efeitos nocivos e tóxicos quando 

se apresenta em escala nanométrica (Paschoalino et al., 2010). As propriedades das NP 



Introdução 

28 

 

possibilitam sua entrada nas células, gerando efeitos negativos como danos ao DNA e 

geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Azqueta e Dusinska, 2015; Marisa et 

al., 2015).  

As nanopartículas de dióxido de titânio (TiO2-NP) se destacam pela sua alta 

produção industrial e aplicabilidade. Essa ampla utilização se deve à alta estabilidade 

das TiO2-NP e às suas propriedades fotocatalítica e anticorrosiva (Hao et al., 2009). 

TiO2 é um mineral que ocorre naturalmente no ambiente. No entanto, as propriedades 

diferenciadas quando está na forma nanoparticulado resultaram na produção em grande 

escala e ampla empregabilidade das nanopartículas de dióxido de titânio (Chen et al., 

2014). TiO2-NP são utilizadas na área cosmética, destacando seu uso na fabricação de 

protetores solares, nas indústrias alimentícia e farmacêutica, medicina, catálises, 

purificação de água e em materiais de construção civil (Hossain et al., 2014; Schaumann 

et al., 2015). Além disso, TiO2-NP tem sido vastamente utilizadas em pigmentos, 

representando 70% da produção total de pigmentos no mundo todo (Chen et al., 2014).  

As aplicações das TiO2-NP têm aumentado o interesse e o avanço nas áreas 

envolvendo a fabricação, caracterização e compreensão mais profunda deste 

nanomaterial (Chen e Selloni, 2014). A sua vasta utilização acarreta um rápido 

crescimento na produção e, inevitavelmente, conduz a sua liberação para o ambiente 

aquático, podendo atingir efluentes e águas residuais. Um estudo recente analisou o 

destino e o transporte de TiO2-NP e demonstrou que as mesmas têm capacidade de 

entrar nos lençóis freáticos e nos suprimentos de água potável (Schaumann et al., 2015).  

A liberação das TiO2-NP  no ambiente aquático gera uma crescente 

preocupação com os efeitos nocivos que podem resultar dessa exposição aos animais 
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presentes neste meio. Além disso, a associação de NP com colóides que ocorrem 

naturalmente no ambiente aquático podem afetar a sua biodisponibilidade e absorção 

nas células e organismos (Moore, 2006). 

 

1.2 Toxicidade e Biomonitoramento 

Dióxido de titânio foi declarado biologicamente inerte para seres humanos e 

animais, mas sua forma nanoparticulada (TiO2-NP) foi considerada como possivelmente 

carcinogênica para humanos (Grupo 2B) (IARC, 2009). TiO2-NP levantam dúvidas 

sobre a sua toxicidade, uma vez que resultados controversos têm sido relatados sobre a 

genotoxicidade das TiO2-NP (Chen et al., 2014). Com a identificação de efeitos 

negativos da exposição às TiO2-NP, aumenta a preocupação com a liberação destas 

partículas no ambiente. No compartimento aquático, as NP podem interagir com o meio, 

o qual apresenta condições químicas e físicas dinâmicas diferentes, e as características 

físico-químicas das NP irão afetar o seu comportamento e destino no ambiente aquático 

(Rocha et al., 2015) (Figura 2). Por fim, podem ocorrer desconhecidos e diferentes 

efeitos das NP quando comparados à sua forma original no estado antes de sua 

liberação, podendo ocorrer interações com biomoléculas dos meios biótico e abiótico 

que compõem os sistemas naturais (Vale et al., 2016). Além disso, liberadas no 

ambiente aquático, as NP podem interagir com os organismos aquáticos, podendo 

induzir efeitos tóxicos em diferentes níveis tróficos (Rocha et al., 2015). O modo de 

ação e os riscos biológicos desta interação das NP com os organismos aquáticos 

permanecem sem elucidação. A toxicidade química pela liberação de possíveis íons das 

NP e/ou a formação de ERO, e o estresse físico ou estímulo causado pelas 
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características das NP, como tamanho, forma e propriedades da superfície, são 

mecanismos difíceis de diferenciar, mas que devem ser considerados (Vale et al., 2016).  

 

 

Figura 2. Representação das possíveis transformações físicas e químicas das NP 

presentes no ambiente aquático. As NP podem entrar através de efluentes, deposição 

pelo ar e liberação direta. No compartimento aquático podem ocorrer as seguintes 

transformações: dissolução, agregação e sedimentação. Essas transformações são 

dependentes das propriedades físico-químicas tanto das NP quanto do ambiente no qual 

foram liberadas. As NP podem interagir com cátions e ânions, matéria orgânica e 

superfícies minerais.  Fonte: adaptado de Vale et al. (2016). 
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Como os organismos aquáticos estão no compartimento ambiental de grande 

receptação de efluentes, estudos na área da nanotoxicologia nos ecossistemas aquáticos 

têm se destacado pelo aumento de trabalhos publicados nos últimos anos. Um estudo 

realizado com zebrafish evidenciou que TiO2-NP causaram eclosão acelerada das suas 

larvas (Clemente et al., 2014), enquanto que outro trabalho verificou que TiO2-NP 

foram capazes de causar danos ao DNA deste organismo (Rocco et al., 2015). Li et al. 

(2015) realizaram uma pesquisa utilizando duas espécies de algas e evidenciaram que 

TiO2-NP foram capazes de inibir o seu crescimento, o que pode ser atribuído ao estresse 

oxidativo causado pela produção de ERO nas células das algas (Li et al., 2015). O 

estudo desenvolvido com a espécie de mexilhão marinho Mytilus galloprovincialis 

demonstrou que a exposição dos organismos às TiO2-NP, em combinação com 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina, causou  aumento nos danos ao DNA das células desses 

mexilhões (Canesi et al., 2014).  

Com o aparecimento das nanoestruturas, surge também a necessidade de um 

controle ambiental e toxicológico dessas NP, que traga segurança para a saúde humana 

e ambiental, sujeitas a essa exposição. Ainda é pouco o que se conhece sobre os 

verdadeiros efeitos toxicológicos das NP em geral, considerando que na literatura 

muitos trabalhos são desenvolvidos, mas com resultados controversos e sem uma 

padronização dos testes e técnicas realizados. Para um controle efetivo da toxicidade 

das NP, torna-se necessária a padronização de métodos de avaliação toxicológica com 

uma abordagem criteriosa quanto à exposição às NP, possibilitando a obtenção de 

resultados e parâmetros mais fidedignos.  

A liberação de NP no ambiente aquático ocorre, em grande parte, de uma 

forma descontrolada, sem o conhecimento da quantidade de material liberado, das vias 
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de liberação e das possíveis interações com o meio. Uma vez presentes neste 

compartimento, as consequências dessas interações podem ocorrer em níveis mais 

elevados, com danos à saúde animal, riscos ecológicos e, possivelmente, riscos para os 

humanos. Sendo assim, é reconhecida a importância e a necessidade do 

biomonitoramento de NP no principal ambiente receptor através da realização de 

ensaios de ecotoxicidade em organismos aquáticos (Moore, 2006).  

Um estudo recente de Rocha et al. (2015) apontou o ambiente aquático 

como potencial destino final dos nanomateriais e confirmou que moluscos bivalves são 

espécies modelo chave para o monitoramento da poluição aquática por nanomateriais 

(Figura 3). Esses animais destacam-se, entre a gama de organismos aquáticos existentes, 

por apresentarem ampla distribuição geográfica e ciclo de vida predominantemente 

séssil. Como organismos populares desta classe encontram-se os mexilhões, com 

representantes nos ambientes aquáticos marinho e de água doce. Estes organismos 

filtradores ativos podem capturar partículas em suspensão e acumular os compostos em 

seus tecidos, motivo este que torna os mexilhões bons biomonitores. Muito conhecidos 

na área de toxicologia, os mexilhões representam um modelo de organismo apropriado 

para caracterizar o impacto potencial das nanopartículas, justamente por ser um grupo 

alvo para as mesmas no ambiente aquático. Como se alimentam através do processo de 

filtração, esses animais podem remover os nanomateriais da coluna de água 

independentemente da forma em que se encontram (individuais, agregadas, 

complexadas com outros compostos) e acumular nos seus tecidos (Canesi et al., 2012; 

Montes et al., 2012; Rocha et al., 2015; Villela et al., 2006).  
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Figura 3. Esquema ilustrativo das possíveis interações e destino das NP no ambiente 

aquático e os processos biológicos associados com moluscos bivalves. No meio 

aquático, os animais podem interagir com as NP nas suas formas: individual, com os 

seus íons liberados, agregadas, estabilizadas por matéria orgânica natural (MON), 

adsorvidas por algas e/ou outros poluentes. Podem ocorrer a bioacumulação e a 

sedimentação das NP, podendo ser ressuspendidas na água. A biomagnificação pode 

ocorrer atingindo os demais níveis tróficos. Fonte: adaptado de Rocha et al. (2015). 

 

 

1.3 Mexilhão dourado (Limnoperna fortunei) 

Os moluscos bivalves representam alvos sensíveis à toxicidade de NP 

(Barmo et al., 2013; Canesi et al., 2012; Canesi et al., 2014; Rocha et al., 2015) com 
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processos altamente avançados de internalização de NP por endocitose (Canesi et al., 

2012). Mexilhões são amplamente utilizados como biomonitores de perturbações 

ambientais (Villela et al., 2007; Villela et al., 2013), desde os ecossistemas marinhos 

aos de água doce. Além disso, a capacidade dos bivalves de acumular compostos 

tóxicos determina sua participação na transferência de poluentes ambientais aos mais 

altos níveis tróficos (Bolognesi e Fenech, 2012; Hunt et al., 2003).  

A família Mytilidae abriga espécies de mexilhões como, por exemplo, a 

espécie Mytilus sp., a qual é muito utilizada na avaliação do biomonitoramento marinho 

(Bolognesi e Fenech, 2012; Canesi et al., 2014). Outro representante desta família é a 

espécie Limnoperna fortunei, popularmente conhecida como mexilhão dourado (Figura 

4). O mexilhão dourado é um bivalve exótico de água doce que foi introduzido na 

América do Sul através da água de lastro de navios provenientes do sudeste da Ásia 

(Darrigran e Pastorino, 1995). Sua primeira ocorrência no estado de Rio Grande do Sul 

foi registrada na bacia do Guaíba em 1998 (Mansur et al., 1999) e, posteriormente, 

atingindo o porto da cidade de Porto Alegre, com ótima adaptação na Região 

Hidrográfica do Lago do Guaíba, em Itapuã, no município de Viamão (Figura 5), se 

estendendo pela Lagoa dos Patos (Mansur et al., 2003). 
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Figura 4. Mexilhão dourado (Limnoperna fortunei). Fonte: Francine Girardello. 

 

 

Figura 5. Local de coleta do mexilhão dourado, na Região Hidrográfica do Lago do 

Guaíba, em Itapuã, no município de Viamão, no Rio Grande do Sul. 
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O L. fortunei possui ampla distribuição no sul do Brasil devido ao seu alto 

poder reprodutivo e a falta de predadores naturais, o que favorece a formação de 

grandes aglomerados. O mexilhão dourado se reproduz com frequência e as estações 

reprodutivas duram por um longo período, com o pico desse período estendendo-se de 

março a novembro (Xu et al., 2015). Essas características possibilitam a disponibilidade 

de encontrar este organismo em praticamente todas as épocas do ano, tornando-o um 

bom candidato a organismo sentinela (Mansur et al., 2003). Além disso, a utilização do 

mexilhão dourado como organismo sentinela permite facilidade tanto na coleta como na 

manipulação destes animais. L. fortunei tem sido utilizado com o propósito de 

biomonitoramento das condições ambientais em diversos trabalhos (Iummato et al., 

2013; Mariano et al., 2006; Villela et al., 2013). O estudo realizado por Villela et al. 

(2006) sugere o L. fortunei como um potencial organismo biomonitor, mostrando que o 

uso do mexilhão dourado é apropriado para detectar contaminantes ambientais 

genotóxicos e mutagênicos. Além disso, esse trabalho padronizou e validou os métodos 

utilizados para os testes cometa e micronúcleos utilizando as células da hemolinfa deste 

organismo (Villela et al., 2006). Em outros estudos realizados por Villela et al. (2007; 

2013), o mexilhão dourado também mostrou-se um bom organismo bioindicador para a 

avaliação da contaminação urbana, apresentando resposta mutagênica e genotóxica.  

As características de distribuição no Rio Grande do Sul, períodos do ano, 

possibilidade de coleta e manipulação do organismo tornam o L. fortunei uma 

ferramenta atrativa para sua utilização no biomonitoramento de NP e um bom candidato 

a organismo sentinela na avaliação da toxicidade de TiO2-NP no meio aquático. 
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1.4 Genotoxicidade e Mutagenicidade 

A avaliação do potencial genotóxico e mutagênico é um aspecto importante 

na identificação de risco toxicológico das substâncias e vem sendo muito empregada na 

área da nanotoxicologia (Carmona et al., 2015; Donner et al., 2016; Girardello et al., 

2016a; Pfuhler et al., 2013; Reis et al., 2015). A caracterização e o entendimento da 

relação existente entre a toxicidade e a estrutura das NP são necessários para o 

desenvolvimento de produtos que ofereçam tamanhos, formas, área de superfície e 

revestimentos apropriados, apresentando menor risco toxicológico humano e ambiental, 

sem perder, no entanto, as propriedades físico-químicas desejáveis (Jones e Grainger, 

2009; Sycheva et al., 2011).  

Genotoxicidade é o potencial de determinadas substâncias de causar danos 

diretos ou indiretos na molécula de DNA, podendo a célula, como resposta a estas 

lesões, corrigir ou não estes danos. Esta possível correção se dá por meio da atividade 

de enzimas dos sistemas de reparo de DNA. Se estes danos não forem corretamente 

reparados podem levar a mutações gênicas ou cromossômicas, as quais, por sua vez, 

podem participar da indução ou promoção de carcinogênese (Doak et al., 2012). 

Estudos mostram a ação direta de NP na molécula de DNA causando danos oxidativos 

ou, indiretamente, causando danos por interação com biomoléculas intermediárias ou 

proteínas envolvidas na maquinaria de divisão celular (Sycheva et al., 2011).  

Para a detecção do potencial genotóxico de substâncias, o ensaio cometa 

(Single Cell Gel Eletrophoresis) permite a avaliação e determinação de danos no DNA 

de células eucarióticas, independente de estarem ou não em divisão. Este ensaio utiliza 

um número reduzido de células, bastando ter uma boa suspensão celular, em cultura (in 

vitro) ou extraídas de organismos expostos (in vivo) (Azqueta e Dusinska, 2015). Com 
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sensibilidade para detectar baixos níveis de dano ao DNA, o ensaio cometa é capaz de 

detectar quebras de cadeia simples e/ou dupla no DNA, reparo por excisão, sítios 

alcalilábeis e pontes intercadeia de DNA (crosslinks). Além disso, este ensaio 

caracteriza-se por se apresentar como uma técnica flexível, de baixo custo e fácil 

aplicação (Azqueta e Dusinska, 2015). Na técnica do ensaio cometa, as células 

embebidas em gel de agarose são lisadas e submetidas a uma corrente elétrica a qual 

permite a migração dos fragmentos de DNA danificado para fora do núcleo celular. As 

células normais são identificadas por apresentar núcleo redondo, sem dano perceptível 

ao DNA. As células que apresentam qualquer lesão ao material genético são 

identificadas, através de análise visual, por apresentar uma espécie de cauda, formada 

pelos fragmentos de DNA que migraram, no formato de um cometa (Figura 6). A 

identificação do dano ao DNA pode ser realizada pela mensuração dos fragmentos de 

DNA presentes na cauda, em que seu tamanho, forma e intensidade são considerados na 

realização da mensuração dos danos. 

 

Figura 6. Fragmentos do DNA danificado migram para fora do núcleo formando uma 

cauda que lembra a forma de um cometa. O tamanho, formato e intensidade da cauda 

estão relacionados com o nível de dano no DNA da célula. A imagem apresenta os 

fragmentos de DNA dos hemócitos do Limnoperna fortunei, utilizados no presente 

trabalho. Fonte: Francine Girardello. 
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O ensaio cometa vem sendo muito aplicado na área da nanotoxicologia com 

destaque na avaliação da genotoxicidade de NP e determinação dos possíveis danos 

causados no DNA das células (Carmona et al., 2015; Karlsson, 2010). A genotoxicidade 

de TiO2-NP nos sistemas aquáticos têm sido avaliada por este ensaio, possibilitando a 

detecção dos danos primários ao DNA das células dos organismos após  sua exposição 

às TiO2-NP (Nigro et al., 2015). O trabalho desenvolvido com zebrafish mostra a ação 

genotóxica de TiO2-NP, as quais causaram danos significativos ao DNA das células 

deste organismo (Rocco et al., 2015). Além disso, outro estudo utilizando o ensaio 

cometa, reveleou que TiO2-NP, em combinação com 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-

dioxina, causaram aumento nos danos ao DNA das células do mexilhão marinho 

Mytilus galloprovincialis (Canesi et al., 2014).  

Enquanto o ensaio cometa detecta lesões recentes no DNA passíveis de 

reparo, a nível molecular, o teste de micronúcleos (MN) detecta os danos irreparáveis 

(Frenzilli et al., 2009) (Figura 7), determinando de forma indireta os danos a nível 

cromossômico.  
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Figura 7. Danos no DNA. Danos recentes são passíveis de reparo e se referem à 

genotoxicidade avaliada, enquanto que os danos irreparáveis permanecem no material 

genético e podem levar a mutações, acarretando mutagenicidade, podendo induzir ou 

promover a carcinogênese celular. 

 

O teste de MN é uma ferramenta citogenética padrão para análise indireta 

das anomalias cromossômicas estruturais ou numéricas induzidas em eucariotos (Reis et 

al., 2015), capaz de analisar tanto a presença de quebras cromossômicas do tipo 

clastogênese (perda de fragmentos cromossômicos) e/ou aneugênese (perda de 

cromossomos inteiros) como danos no fuso mitótico (Benassi-Evans e Fenech, 2011; 

Thomas et al., 2009; Umegaki e Fenech, 2000). A importância da detecção de mutações 

consiste na sua relação direta com a carcinogênese (Bonassi et al., 2011). Na avaliação 

da mutagenicidade o teste de MN permite visualizar a formação de MN no citoplasma 

da célula, os quais consistem de pequenos corpúsculos compostos por material 

cromossômico originados de um cromossomo inteiro ou um fragmento cromossômico 

acêntrico que não se integrou ao novo núcleo, após a etapa de anáfase do processo 

mitótico, constituindo um pequeno núcleo individual (Fenech, 2007) (Figura 8).  
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Figura 8. Formação do micronúcleo na célula. 

 

O teste de MN é um ensaio citogenético bem estabelecido e reconhecido 

mundialmente, podendo ser realizado in vitro ou in vivo, utilizando células em cultura, 

vegetais ou animais, expostas diretamente aos agentes avaliados. Utilizado como um 

marcador do dano genético acumulado durante a vida celular, o teste de MN é um dos 

biomarcadores genotóxicos mais comumente aplicados em animais aquáticos 

(Bolognesi e Fenech, 2012).  Além disso, esse teste é também muito utilizado em 

mexilhões de diferentes espécies para biomonitoramento em ambientes aquáticos 

(Bolognesi e Fenech, 2012; Klobučar et al., 2003; Parolini et al., 2010; Villela et al., 

2006). As vantagens desta técnica consistem na simplicidade, facilidade e rapidez da 

análise, permitindo que um grande número de células possa ser analisado em um curto 

período de tempo, utilizando apenas um microscópio óptico e um contador de células 

(Fenech, 2000).  
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O dano cromossômico induzido pela exposição às NP tem sido avaliado 

pelo teste de MN, amplamente aceito para rastreamento da genotoxicidade destes 

materiais (Donner et al., 2016; Pfuhler et al., 2013). A avaliação do potencial 

genotóxico de NP de óxido de zinco foi realizada através da utilização do teste de MN, 

o qual teve como resultado o aumento na frequência de MN nas células (Reis et al., 

2015). Além disso, Donner e colaboradores (2016) avaliaram a indução de MN nas 

células de ratos expostos a diferentes tipos de TiO2-NP, no entanto seus resultados não 

mostraram atividade genotóxica nas amostras testadas. Estes trabalhos recentes citam o 

teste de MN como uma ferramenta citogenética de grande importância na detecção de 

danos cromossomais, destacando o seu uso na área da nanotoxicologia.  

 

1.5 Estresse Oxidativo e Defesas antioxidantes 

Espécies reativas de oxigênio incluem os radicais livres derivados do 

oxigênio, como ânion superóxido (O2
•-
), radical hidroxila (HO

•
), e as espécies não 

radicalares, como o peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singlete (
1
O2), e o ozônio 

(O3) (Halliwell e Gutteridge, 2015). Um radical livre é definido como um átomo, uma 

molécula ou um íon que apresenta pelo menos um elétron não emparelhado na camada 

de valência, sendo altamente instável com capacidade de reagir com outras moléculas, 

podendo receber ou doar elétrons (Ferrari et al., 2011).  

A redução do O2 é um dos principais mecanismos de formação de ERO, 

onde a simples adição de um elétron à molécula de O2 resulta no produto inicial O2
•-
. O 

O2
•-
 é capaz de reagir com outras moléculas e gerar espécies reativas secundárias como, 

por exemplo, na reação com o ácido nítrico, gerando principalmente o ânion 
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peroxinitrito que, apesar de sua meia-vida curta, pode atravessar membranas e reagir 

com biomoléculas, danificando-as (Denicola e Radi, 2005). O O2
•-
 formado pode ser 

rapidamente dismutado pela enzima antioxidante superóxido dismutase (Sod), gerando 

H2O2 e O2 (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Ação da enzima superóxido dismutase na degradação de O2
•-
, gerando H2O2 e 

O2. 

 

O H2O2 pode ser decomposto pela enzima catalase (Cat) gerando H2O e O2 

(Figura 10) ou pela glutationa peroxidase (GPx). A Cat realiza a detoxificação de H2O2 

quando sua concentração é elevada, enquanto a GPx atua em baixas concentrações de 

H2O2. O H2O2 tem tempo de meia vida longo e é capaz de atravessar facilmente a 

membrana plasmática, podendo reagir com proteínas ligadas ao ferro (Fe
+2

) e ser 

convertido no radical HO
•
. O HO

•
 é muito reativo e, embora possua meia vida curta, é 

muito tóxico às proteínas, aos lipídios e ao DNA (Halliwell e Gutteridge, 2015).  

 

 

Figura 10. Ação da enzima catalase na degradação de H2O2, gerando H2O e O2. 

 

2O2
•- 

+ 2H
+
 → H2O2 + O2 

2H2O2
 
→ 2H2O + O2 
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A Figura 11 ilustra a geração das ERO citadas e as defesas antioxidantes 

enzimáticas envolvidas. 

 

 

Figura 11. Geração de ERO e defesas antioxidantes enzimáticas. Elétrons podem reagir 

com o O2 formando O2
•-
. A enzima antioxidante Sod dismuta o O2

•-
 gerando H2O2 o 

qual, por sua vez, pode ser decomposto pela enzima GPx ou pela enzima Cat a H2O e 

O2. Alternativamente, o O2
•-
 pode reagir com metais de transição como o Fe

2+
 formando 

HO
• 
(Halliwell e Gutteridge, 2015). 

 

 

Superóxido dismutase é a principal enzima relacionada à dismutação do O2
•-
 

enquanto que a Cat é a enzima fundamental envolvida na detoxificação de H2O2. 

Mudanças nos parâmetros de Sod e Cat podem estar ligadas ao destino populacional e 

também à mortalidade em invertebrados (Canesi et al., 2010). Além disso, Sod e Cat são 

considerados biomarcadores extremamente úteis em casos em que o componente tóxico 

é suspeito de estar causando estresse oxidativo (Canesi et al., 2010; Giarratano et al., 

2014). 
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A atividade da enzima Sod pode ser determinada indiretamente através da 

medida da formação do adrenocromo, resultante da autooxidação da adrenalina. A 

atividade enzimática será inversamente proporcional à formação do adrenocromo 

(Bannister e Calabrese, 1987). A avaliação da atividade da enzima Cat consiste na 

medida da velocidade de consumo do H2O2 na amostra estudada. Essa determinação é 

diretamente proporcional à atividade enzimática e obedece a uma cinética que mede a 

velocidade de decomposição de H2O2 em diferentes intervalos de tempo (Aebi, 1984). 

Além dos sistemas de defesa antioxidante enzimáticos, existem os sistemas 

não enzimáticos, também com o objetivo de se defender dos danos causados pelas 

espécies reativas, minimizando seus efeitos deletérios (Figura 12). 

 

 

 

Figura 12. Principais defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas. Adaptado de 

Carocho e Ferreira (2013). 
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O sistema de defesa não enzimático inclui vitaminas, carotenoides, 

compostos fenólicos, entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2015), com capacidade de se 

combinar com outros radicais minimizando os danos oxidativos (Carocho e Ferreira, 

2013).  

Marcadores bioquímicos de danos oxidativos têm sido utilizados em 

mexilhões para detectar os níveis de modificações oxidativas nas moléculas, como em 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (Giarratano et al., 2014; Patetsini et al., 2013). 

Os lipídios são alvos fáceis das espécies reativas e são oxidados em 

condições de estresse oxidativo. Esses danos ocorrem através de reações em cadeia após 

o ataque de espécies reativas, provocando um aumento da permeabilidade da membrana 

celular, permitindo, consequentemente, a entrada de substâncias que normalmente não 

atravessam a bicamada lipídica, levando a inúmeros eventos intracelulares. A 

peroxidação lipídica tem como produtos finais os compostos de baixo peso molecular, 

hidrocarbonetos e aldeídos como, por exemplo, o malondialdeído (MDA). O conteúdo 

de MDA formado pode causar lesões às proteínas e/ou reagir com o DNA, causando 

danos oxidativos (Halliwell e Gutteridge, 2015). A determinação de espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) é um método antigo e muito utilizado para medir a 

peroxidação de ácidos graxos e membranas celulares, sendo um importante indicativo 

dos níveis de dano oxidativo lipídico. Esse método detecta não somente o MDA, mas 

também outros aldeídos produzidos na lipoperoxidação (Halliwell e Gutteridge, 2015).  

Os danos oxidativos às proteínas podem afetar a função de receptores, 

enzimas, anticorpos e proteínas de transporte. As interações de proteínas com ERO 

desempenham um papel de controle na sinalização celular que afeta a remodelação, 

crescimento e morte celular (Aksenov e Markesbery, 2001; Xie et al., 2014). A 
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carbonilação de proteínas pode ocorrer por oxidação direta dos aminoácidos das cadeias 

laterais, pela interação das proteínas com produtos finais da peroxidação lipídica, e 

também através de reações de glicação. A reação dos grupos carbonílicos com 2,4-

dinitrofenilidrazina (DNPH), formando 2,4-dinitrofenilidrazona, tem sido bastante 

utilizada como método de avaliação do conteúdo de proteínas carboniladas (Levine et 

al., 1990). 

Marcadores detectáveis de oxidação proteica incluem alterações no 

conteúdo de proteínas carboniladas, nitrotirosinas, produtos finais de glicação 

avançados, e mudanças no conteúdo tiol de proteínas. Cisteínas são alvos sensíveis para 

uma variedade de pró-oxidantes. As células possuem um sistema que regula o estado 

redox de tióis celular e protege as proteínas da excessiva oxidação. Ele inclui doadores 

de baixo peso molecular de grupos sulfidril (SH) e enzimas, os quais podem catalisar a 

redução de grupos SH em proteínas e desintoxicar prooxidantes por conjugação com 

glutationa (GSH). A diminuição de grupos SH livres nas proteínas está relacionada com 

o aumento do dano oxidativo nas proteínas (Aksenov e Markesbery, 2001; Xie et al., 

2014). O conteúdo sulfidril de proteínas pode ser avaliado através do ensaio baseado na 

redução de 5,5′-ditiobis (2- ácido nitrobenzoico) (DTNB) pelos tióis, gerando um 

derivado de cor amarela, 2-nitro-5- ácido tiobenzoico (TNB), detectado pela sua 

absorção espectrofotometricamente. O conteúdo sulfidril é inversamente correlacionado 

com danos oxidativos às proteínas (Aksenov e Markesbery, 2001; Xie et al., 2014). 

A avaliação do estresse oxidativo é uma ferramenta muito utilizada e vem 

sendo bastante discutida da área de nanotoxicologia (Vale et al., 2016). A grande área 

superficial apresentada pelas NP possibilita propriedades físicas e químicas únicas, as 

quais permitem que as NP entrem nas células causando danos ao DNA e geração de 
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ERO (Azqueta e Dusinska, 2015). Além disso, já foi demonstrado que a exposição a 

diferentes tipos de suspensões de NP induzem mudanças nos biomarcadores 

enzimáticos em mexilhões (Canesi et al., 2010).  

Após a indução de ERO, uma série de respostas biológicas complexas pode 

ser desencadeada pelo ataque ao DNA, às proteínas e lipídios das células (Al-Subiai et 

al., 2012; Carocho e Ferreira, 2013), incluindo a capacidade de depletar as defesas 

enzimáticas como a Sod e Cat e as não enzimáticas como grupos sulfidril ligados às 

proteínas (Katsumiti et al., 2014). A superprodução de ERO pode ocasionar o 

rompimento do equilíbrio entre a geração de ERO e as defesas antioxidantes podendo 

levar ao estresse oxidativo nos tecidos dos organismos e causar cito e genotoxicidade. 

Esse mecanismo é um dos mais estudados na área da nanotoxicologia (Figura 13) (Vale 

et al., 2016).  
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Figura 13. Representação das possíveis rotas para a geração de ERO na presença de 

NP. (1) Internalização poderia gerar ERO devido à dissolução das NP nas células e/ou à 

atividade fotocatalítica das NP. (2) Dissolução das NP levaria ao aumento na 

concentração de íons metálicos (M) no meio, podendo alguns desses metais serem 

capturados pelos organismos. (3) NP podem adsorver/complexar outros metais 

presentes no meio, podendo ser tomados pelas células. (4) Atividade fotocatalítica das 

NP na presença da radiação ultravioleta e/ou luz natural. Fonte: adaptado de Vale et al., 

(2016). 

 

De uma perspectiva ecotoxicológica, tem sido demonstrado que TiO2-NP 

induzem mudanças no metabolismo redox, alterando os marcadores relacionados à 

oxidação de biomoléculas (Canesi et al., 2010; Iummato et al., 2013). Estudos 

encontraram mudanças nas defesas antioxidantes enzimáticas de diferentes organismos 

aquáticos expostos às TiO2-NP, como embriões de zebrafish (Faria et al., 2014), abalone 

marinho (Zhu et al., 2011), carpa jovem (Hao et al., 2009), mexilhão marinho Mytilus 
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galloprovincialis (Canesi et al., 2010) e mexilhão dourado Limnoperna fortunei  

(Girardello et al., 2016a). 

O sistema imune dos organismos aquáticos é considerado como alvo 

sensível para os efeitos da exposição às NP (Jovanović e Palić, 2012) e respondem a 

uma variedade de contaminantes, tanto em estudos in vitro como in vivo (Barmo et al., 

2013).  Os hemócitos são células do sangue dos mexilhões e seu papel mais importante 

é a defesa interna, uma vez que eles são as principais células efetoras do sistema 

imunológico. Além disso, os hemócitos estão envolvidos em muitas funções, incluindo 

digestão, transporte de metabólitos e reparo da concha e de feridas (Travers et al., 

2008). Os bivalves apresentam dois tipos principais de hemócitos: os hialinócitos 

contêm poucos ou nenhum grânulo, e um núcleo circular e centrado; os granulócitos 

contém grânulos e um núcleo acêntrico, circular a oval (Travers et al., 2008). 

Funcionalmente, ambos hemócitos podem formar pseudopodes, fagocitar partículas e 

produzir espécies reactivas de oxigênio, com o objetivo de destruir as partículas (Cima 

et al., 2000). Em moluscos, o processo de fagocitose é um dos mais importantes 

mecanismos para eliminação de partículas (Marisa et al., 2015). 

Diante dos aspectos mencionados, destaca-se a importância do 

conhecimento sobre os possíveis efeitos da exposição às TiO2-NP como consequência 

de seu crescente uso e consequente liberação no ambiente. Estudos que possibilitem o 

conhecimento sobre o comportamento e as reações das TiO2-NP tornam-se de 

necessidade imediata, utilizando diferentes e avançadas tecnologias para elucidar as 

inúmeras questões que abrangem a área da nanotoxicologia e que possam tornar mais 

claros os efeitos da exposição involuntária a estes nanomateriais. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial genotóxico, mutagênico e de estresse oxidativo de  

TiO2-NP in vivo utilizando o mexilhão dourado Limnoperna fortunei como possível 

organismo biomonitor. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar as TiO2-NP com relação a tamanho, dimensões e aspectos da 

superfície, utilizando as técnicas de microscopia eletrônica de transmissão 

(MET), difração de raios X (DRX) e determinação da área superficial pelo 

método de Brunauer – Emmett – Teller (BET); 

 Caracterizar e avaliar a dinâmica das TiO2-NP nas soluções, em água coletada 

no Parque Estadual de Itapuã, utilizando as técnicas de espalhamento dinâmico 

de luz (DLS) e potencial Zeta; 

 Avaliar a resposta genotóxica das células de hemolinfa do mexilhão dourado 

frente sua exposição às TiO2-NP, utilizando o ensaio cometa; 

 Avaliar a resposta mutagênica das células da hemolinfa do L. fortunei frente sua 
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exposição às TiO2-NP, utilizando o teste de micronúcleos. 

 Analisar o estresse oxidativo no mexilhão dourado frente sua exposição às  

TiO2-NP pela avaliação dos danos oxidativos a lipídios e proteínas. 

 Determinar a atividade antioxidante das enzimas superóxido dismutase e 

catalase do L. fortunei após exposição às TiO2-NP. 

 Determinar a atividade antioxidante não enzimática através do conteúdo sulfidril 

de proteínas do mexilhão dourado após exposição às TiO2-NP. 

 Determinar a distribuição e a internalização celular das TiO2-NP nos hemócitos 

do mexilhão dourado após exposição utilizando MET. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

Titanium dioxide nanoparticles induce genotoxicity but not 

mutagenicity in golden mussel Limnoperna fortunei 

 

 

Artigo publicado na revista Aquatic Toxicology 
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Neste capítulo é apresentado o artigo intitulado ―Titanium dioxide 

nanoparticles induce genotoxicity but not mutagenicity in golden mussel Limnoperna 

fortunei‖, publicado na revista Aquatic Toxicology. Este artigo avaliou o potencial 

genotóxico, mutagênico e de estresse oxidativo das TiO2-NP no mexilhão dourado. O 

trabalho também abordou a utilização do L. fortunei como organismo biomonitor da 

exposição às TiO2-NP. Neste trabalho a genotoxicidade foi evidenciada após exposição 

do mexilhão dourado às TiO2-NP. No entanto, essa exposição não foi capaz de causar 

mutagenicidade nas células da hemolinfa dos animais. Foi evidenciado adicionalmente 

que TiO2-NP foram capazes de aumentar os níveis de peroxidação lipídica e proteínas 

carboniladas das células do L. fortunei. Os resultados obtidos com esse trabalho 

possibilitaram a identificação dos marcadores de danos ao DNA (ensaio cometa) e de 

estresse oxidativo, juntamente com as técnicas de caracterização das TiO2-NP, como 

ferramentas sensíveis para a avaliação dos efeitos das TiO2-NP no mexilhão dourado. 

Além disso, os dados encontrados demonstraram que o L. fortunei representa um 

importante alvo para a toxicidade das TiO2-NP, evidenciando o potencial do mexilhão 

dourado como organismo sentinela para exposição às TiO2-NP. 

 

SEGUE O ARTIGO 
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Figure 1. Transmission electron microscopic (TEM) of TiO2-NP powder. Media 

dimension of nanoparticles are of about 20 nm. Arrow points to a TiO2-NP. 
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Table 1. Physical–chemical parameters of Itapuã water. 

Table 2. Physical–chemical characteristics of solutions in different TiO2-NP 

concentrations. 

 

Figure 2. X-ray diffraction (XDR) pattern of TiO2-NP; the crystalline phases are 

anatase (A) and rutile (R). 

Figure 3. Genotoxicity of TiO2-NP in haemolymph cells (2 and 4 h exposition assays). 

Comet assay: Percentage of tail DNA (A) and Olive tail moment (B) statistical 

difference (*p < 0.01). Comparing the two exposition times to each concentration was 

obtained statistical difference (#p < 0.01). 
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Table 3. Evaluation of oxidative damage to lipids and proteins in golden mussel’s soft 

body in different exposition times and TiO2-NP concentrations. 

 

Figure 4. Mutagenicity of TiO2-NP in haemolymph cells (24 h exposition assays). The 

bars represent the micronucleus frequency on mononuclear cells. The controls refer to 

the same time exposition of the assays, 24 h.  
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

Antioxidant defences and haemocyte internalization in Limnoperna 

fortunei exposed to TiO2 nanoparticles  

 

 

 

 

 

Artigo publicado na revista Aquatic Toxicology 
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Neste capítulo é apresentado o artigo publicado na revista Aquatic 

Toxicology e intitulado ―Antioxidant defences and haemocyte internalization in 

Limnoperna fortunei exposed to TiO2 nanoparticles‖. Este artigo avaliou a capacidade 

de internalização das TiO2-NP nas células do mexilhão dourado e sua interação com os 

hemócitos desse organismo. Além disso, as defesas antioxidantes enzimáticas e não 

enzimáticas do L. fortunei foram avaliadas a partir da atividade das enzimas superóxido 

dismutase (Sod) e catalase (Cat) e do conteúdo sulfidril de proteínas, após a exposição 

dos animais às TiO2-NP. Este trabalho também abordou a utilização do L. fortunei como 

organismo biomonitor da exposição às TiO2-NP.  

A internalização das TiO2-NP foi evidenciada nos hemócitos do mexilhão 

dourado, causando alterações na membrana das células. A atividade antioxidante 

enzimática do L. fortunei foi diminuída após a exposição às TiO2-NP. No entanto, essa 

atividade foi restabelecida após um período maior de tempo. Esse comportamento 

também foi evidenciado para o conteúdo sulfidril de proteínas, relacionado com as 

defesas antioxidantes não enzimáticas do mexilhão dourado.  

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitaram a identificação das  

TiO2-NP nos hemócitos do mexilhão dourado, demonstrando a sua internalização nas 

células. A utilização de biomarcadores das defesas antioxidantes enzimáticas e não 

enzimáticas comprovou sua aplicação como ferramentas adequadas na avaliação das 

TiO2-NP no L. fortunei e dos seus efeitos no metabolismo redox do mexilhão dourado. 

Além disso, o conjunto de resultados encontrados aponta o L. fortunei como alvo 

importante para a toxicidade das TiO2-NP, destacando seu potencial como organismo 

sentinela para exposição às NP. 
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Table 1. Sod and Cat activities of golden mussel’s soft body in different exposure times 

and TiO2-NP concentrations. 
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Figure 1. TEM images of L. fortunei haemocytes. A: Non-treated samples - control (nu: 

nucleus).  B: TiO2-NP is phagocytized by haemocytes (1 µg mL
-1

, 2h). C: close contact 

of TiO2-NP with cell surface membrane and internalized by haemocytes (50 µg mL
-1

, 

2h). D: TiO2-NP inside the autophagosomes (at) (50 µg mL
-1

, 2h). E: low TiO2-NP 

concentration in haemocytes showing no morphological alterations (1 µg mL
-1

, 4h). F: 

high TiO2-NP concentration and its aggregates (arrows) were in haemocytes; the cells 

are damaged and no organelles or membranes are visible (50 µg mL
-1

, 4h). 
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Figure 2. EDS elemental analysis confirming the presence of titanium in treated sample 

(50 µg mL
-1

, 2h), peaks are indicated with arrows. The remaining peaks in figure refer 

to the presence of others metals as Cu, Os and Pb. 

Table 2. Determination of sulfhydryl protein content (non-enzymatic antioxidant 

defense) in golden mussel’s soft body in different exposure times and TiO2-NP 

concentrations. 
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Figure 3. Illustrative scheme demonstrating the possible molecular mechanisms that 

can act on Limnoperna fortunei cells after TiO2-NP exposure. TiO2-NP can be 

phagocyte and release into the cytosol. TiO2-NP penetrates, generate ROS and induce 

oxidative stress, which may be inhibited by the induction of enzymatic antioxidant 

defenses by SOD, CAT, and non-enzymatic antioxidant defense by sulfhydryl protein 

content. The TiO2-NP can also induce lipid peroxidation damaging to the outer cell 

membrane (Girardello et al., 2016a). Autophagosomes with TiO2-NP within of the cell 

possible appears as a response to the internalization of these nanoparticles and induce 

cell death. As a consequence, TiO2-NP can cause DNA damage directly or indirectly 

through the induction of oxidative stress, as described by Girardello et al, (2016a). 
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3. DISCUSSÃO GERAL 

 

Nos últimos anos houve um aumento expressivo na produção e utilização de       

TiO2-NP, sendo considerada a NP mais produzida mundialmente (Vale et al., 2016). 

Esse aumento na demanda de TiO2-NP ocorre devido à busca de materiais que 

apresentassem características e propriedades atrativas, as quais podiam ser encontradas 

na utilização do material nanoparticulado. Estudos desenvolvidos com esse material 

colocaram em xeque a utilização do TiO2, pois indícios de toxicidade puderam ser 

evidenciados quando utilizados na escala nanométrica, onde a reatividade do material 

aumenta em consequência do aumento da sua área superficial (Demir et al., 2015; Shi et 

al., 2013). Diante disso, uma crescente preocupação vem surgindo com relação aos 

diferentes aspectos relacionados à sua produção e utilização: quais são os efeitos tóxicos 

dessa exposição às TiO2-NP? Quais são as consequências biológicas? Que tipo de 

comportamento tem esse material após sua liberação no ambiente? Quais são suas 

possíveis interações nos diferentes meios a que atingem, tanto a nível de meio ambiente 

como na saúde humana? Mediante o exposto, destaca-se a importância de se conhecer 

os reais efeitos das TiO2-NP e, assim, desenvolver protocolos que assegurem a sua 

correta aplicação, utilização e descarte, evitando possíveis riscos à saúde humana e 

ambiental, inerentes à sua exposição. 

A toxicidade das TiO2-NP depende de múltiplos fatores que levam em 

consideração as propriedades físico-químicas das NP e as condições ambientais em que 

elas se encontram. O tamanho, carga, concentração, estabilidade são características que 

afetam o comportamento e, consequentemente, a toxicidade das TiO2-NP (Girardello et 

al., 2016a; Girardello et al., 2016b; Shi et al., 2013). Uma completa e adequada 
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caracterização vem se tornando de extrema importância na elucidação do 

comportamento das NP nos sistemas, possibilitando esclarecer melhor os mecanismos 

envolvidos e os alvos da toxicidade (Girardello et al., 2016a; Girardello et al., 2016b). 

Essa identificação da importância da caracterização vem fazendo com que a 

comunidade científica se volte à padronização e ao aprofundamento de técnicas que 

esclareçam os modos de ação de TiO2-NP, possibilitando entender quais propriedades 

e/ou características são mais ou menos importantes no mecanismo de toxicidade nos 

sistemas atingidos. 

Tendo como finalidade a melhor compreensão dos mecanismos e efeitos da 

exposição às TiO2-NP, este trabalho avaliou as características desse material e seu 

potencial toxicológico em organismos aquáticos, mais especificamente no mexilhão 

dourado L. fortunei, alvos dessa exposição. A caracterização das TiO2-NP se deu por 

um conjunto de técnicas que avaliaram suas propriedades físico-químicas, inclusive em 

solução aquosa, mimetizando o ambiente natural dos mexilhões dourados. A avaliação 

da toxicidade in vivo com o L. fortunei envolveu ensaios de genotoxicidade e 

mutagenicidade, avaliação do estresse oxidativo e determinação das defesas 

antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas no organismo sentinela, o mexilhão 

dourado.  

Como demonstrado no Capítulo 1, as TiO2-NP foram capazes de induzir 

danos do DNA dos hemócitos do mexilhão dourado, avaliados através do ensaio 

cometa. Além disso, danos a lipídios e proteínas também foram verificados com a 

exposição às TiO2-NP. No entanto, a mutagenicidade, avaliada pelo teste de 

micronúcleos, não foi evidenciada. As características físico-químicas das TiO2-NP 

foram avaliadas com as técnicas de microscopia eletrônica de transmissão, difração de 
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raios X, análise da área superficial, espalhamento dinâmico de luz e potencial Zeta. O 

conjunto de resultados auxiliou na elucidação da toxicidade das TiO2-NP no L. fortunei. 

O Capítulo 2 abordou a capacidade de internalização das TiO2-NP, avaliada 

através das imagens obtidas dos hemócitos do mexilhão dourado, utilizando a técnica de 

microscopia eletrônica de transmissão. Além disso, foi avaliada a modulação das 

defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas do L. fortunei. A entrada das    

TiO2-NP nas células e suas consequências foram discutidas com base nos resultados das 

análises da atividade das defesas antioxidantes, as quais diminuíram logo após a 

exposição do mexilhão dourado às TiO2-NP.  

Nessa discussão vale destacar a importância da caracterização realizada das 

TiO2-NP nos resultados de toxicidade apresentados neste trabalho. A agregação ocorre 

quando as TiO2-NP estão presentes no meio aquoso, visto que os ensaios utilizaram a 

água coletada no Parque estadual de Itapuã. Essa água contém matéria orgânica (Tabela 

1, Capítulo 1) com a qual as  TiO2-NP podem complexar. O material particulado nos 

ambientes aquáticos raramente existe como partículas individuais, pois processos físicos 

e biológicos operam para agregar partículas em grandes massas (Ward e Kach, 2009). 

No compartimento aquático, tanto na água como nos sedimentos, as NP podem se 

misturar e interagir com outros componentes, não somente com a matéria orgânica 

dissolvida e particulada, mas também com contaminantes orgânicos hidrofóbicos e íons 

inorgânicos (Canesi et al., 2015). A agregação das NP é um dos processos mais 

importantes para compreender e prever o transporte no ambiente e seus potenciais 

efeitos sobre os organismos alvo. O estado de agregação das NP e sua distribuição de 

tamanho de partículas determinam tanto o seu transporte nos compartimentos 

ambientais quanto sua biodisponibilidade (Adam et al., 2016). A agregação das      
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TiO2-NP possivelmente irá aumentar a sua biodisponibilidade aos moluscos bivalves, 

uma vez que se alimentam de suspensões através do seu mecanismo de filtração (Canesi 

et al., 2012).  

O processo de filtração permite que os mexilhões possam se alimentar a 

partir das suspensões aquosas em que se encontram, filtrando grandes volumes de água 

e podendo acumular substâncias químicas nos seus tecidos (Canesi et al., 2012).  

Segundo estudo de Sylvester et al. (2005) as taxas de filtração do L. fortunei variam de 

125 a 350 mL ind
-1

 h
-1

, estando entre as mais elevadas já reportadas para bivalves 

filtradores. O mexilhão dourado direciona as partículas filtradas em correntes de 

aceitação, para serem ingeridas, ou correntes de rejeição para serem expelidas. Uma vez 

ingeridas, elas podem ser transportadas pelo sistema digestivo ou, se rejeitadas, são 

eliminadas na forma de pseudofezes. Os agregados de NP podem ser quebrados ou 

divididos pela ação dos cílios nas brânquias e palpos labiais e as partículas serem 

ingeridas (Joubert et al., 2013; Ward e Kach, 2009). As moléculas absorvidas na 

digestão no estômago podem ser armazenadas ou transferidas para o sangue, chamado 

de hemolinfa (Ruppert et al., 2004). No caso de NP, estudos in vivo afirmam sua 

capacidade de afetar os hemócitos devido ao seu potencial de serem transferidas do 

sistema digestivo para a hemolinfa e hemócitos circulantes. Os hemócitos somente irão 

capturar NP após estas atravessarem o epitélio dos túbulos da glândula digestiva, tendo 

importante papel na avaliação do impacto das NP (Canesi et al., 2012; Rocha et al., 

2015). Devido a estas características, os moluscos bivalves representam um grupo alvo 

único para toxicologia de NP e, em especial os mexilhões, por representar um 

organismo modelo adequado na caracterização do potencial impacto das NP (Canesi et 

al., 2012). 



Discussão geral 

78 

 

Os hemócitos do mexilhão dourado utilizados em nosso trabalho puderam 

ser analisados pela microscopia eletrônica de transmissão, onde se comprovou a 

presença das TiO2-NP internalizadas nestas células, a qual apresentou algumas 

alterações na membrana (Capítulo 2). A internalização e interação de TiO2-NP com 

hemócitos de outros organismos também foram observadas com o molusco Ruditapes 

philippinarum, de ambiente marinho (Marisa et al., 2015). A comprovação de TiO2-NP 

presentes nos hemócitos indica a captura desse material pelo mexilhão dourado durante 

seu processo de filtração e a capacidade das TiO2-NP serem transferidas do sistema 

digestivo para o circulatório do organismo, a hemolinfa contendo os hemócitos. Os 

hemócitos são células do sangue dos bivalves que se assemelham, estrutura e 

funcionalmente, aos macrófagos/monócitos dos mamíferos, e são responsáveis pela 

resposta imune inata nestes organismos, mediada através de fagocitose e várias reações 

citotóxicas (Canesi et al., 2012). A fagocitose pode ser visualizada nas imagens de MET 

obtidas neste trabalho com as células da hemolinfa após exposição do mexilhão dourado 

às TiO2-NP, onde é possível identificar a captura de TiO2-NP pela célula (Figura 1, 

Capítulo 2).  

As NP podem atuar nas células dos mexilhões através da geração de estresse 

oxidativo e danificar proteínas, membrana e o DNA das células. A citotoxicidade das 

NP em mexilhões está direta ou indiretamente mediada pelas ERO (Rocha et al., 2015). 

Katsumiti et al., (2014) apontam a alta sensibilidade dos hemócitos à exposição ao 

Cádmio e sua forma nanoparticulada, devido à alta produção de ERO identificada 

nessas células (Katsumiti et al., 2014). 

O potencial efeito das TiO2-NP na molécula do DNA dos hemócitos do       

L. fortunei se deve a sua capacidade de internalização nas células, onde também podem 
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acarretar danos à outras biomoléculas, conforme esquema ilustrativo demonstrado na 

Figura 2 do Capítulo 2. Adicionalmente, esses danos podem ser causados pela indução 

de estresse oxidativo, ocasionado pelo desequilíbrio entre a geração de ERO e a 

capacidade antioxidante, enzimática e não enzimática, de defesa das células. A ausência 

de mutagenicidade nos hemócitos, avaliada pelo teste de micronúcleos (Figura 4, 

Capítulo 1), indica que as TiO2-NP não foram capazes de induzir mutações 

cromossômicas (Demir et al., 2015; Prasad et al., 2013).  

Marcadores de danos oxidativo a lipídios e proteínas nas células do            

L. fortunei (Capítulo 1) indicam que as TiO2-NP foram capazes de induzir ERO, 

levando à oxidação dessas biomoléculas nas células. A peroxidação lipídica pode ser 

definida como a deterioração oxidativa da membrana celular lipídica e tem sido 

extensivamente utilizada como um marcador de estresse oxidativo, podendo danificar as 

células e desencadear o processo de apoptose (Khan et al., 2015). Conforme 

apresentado na Figura 2, do Capítulo 2, as TiO2-NP podem entrar nas células por 

fagocitose e gerar as ERO. Estas, por sua vez, podem acarretar danos ao DNA, lipídios 

e proteínas (Capítulo 1) e modular as defesas antioxidantes das células (Capítulo 2). 

Alterações em lipídios e proteínas podem estar relacionadas com os danos causados na 

membrana das células do L. fortunei. Além disso, a presença de autofagossomas 

contendo TiO2-NP ocorre em resposta à internalização dessas NP e podem indicar que 

houve o reconhecimento das TiO2-NP pelas células na tentativa de isolar/expelir o 

material.  

O estresse oxidativo gerado nas células vem sendo citado como principal 

indutor de danos ao DNA. Tem sido demonstrado que há muitas correlações entre o 

nível de ERO geradas e o grau de danos ao DNA induzidos por TiO2-NP, sugerindo a 
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coexistência de diferentes mecanismos que abrangem a genotoxicidade de TiO2-NP 

(Canesi et al., 2014).  

A sequência de reações celulares em resposta à presença de TiO2-NP 

demonstra os possíveis mecanismos de ação da toxicidade desse material e seu real 

potencial de atingir as células, principalmente afetando a molécula de DNA. Os 

resultados apresentados com relação à indução de danos do DNA, danos oxidativos a 

lipídios e proteínas e interferência na atividade antioxidante das células foram dose 

independentes. A formação dos aglomerados pode tornar as TiO2-NP menos 

biodisponíveis a nível celular. Quando os agregados se tornam muito grandes para o 

transporte pelas membranas, a captura pode ser evitada, enquanto a dissolução parcial, a 

qual leva a partículas menores, irá facilitar seu transporte celular (Vale et al., 2016).  

Diante disso, é considerado que a caracterização das TiO2-NP não pode 

somente se basear da distribuição do tamanho das NP quando a agregação é a 

transformação mais importante que ocorre com as TiO2-NP (Vale et al., 2016). 

Considerando a possibilidade de agregação das TiO2-NP e as interações que ocorrem 

com o meio em que se encontram, os resultados levam a uma interpretação mais 

fidedigna sobre a toxicidade avaliada. Além disso, a avaliação do impacto biológico das 

TiO2-NP e a necessidade de entender seu mecanismo ecotoxicológico nos sistemas 

aquáticos representam aspectos importantes a serem considerados. 

A realização deste trabalho contribui para o conhecimento dos riscos da 

exposição dos mexilhões dourados às TiO2-NP, como representante alvo dos 

organismos aquáticos, local de destinação final desse material. Os efeitos toxicológicos 

das TiO2-NP no L. fortunei e os possíveis mecanismos de toxicidade a nível celular 
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confirmaram o uso deste mexilhão como um apropriado organismo bioindicador de 

exposição às TiO2-NP.  
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4. CONCLUSÕES 

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho permite concluir que as 

propriedades das TiO2-NP são afetadas pelo meio em que se encontram, destacando a 

importância da detecção destes materias no ambiente onde ocorre sua liberação. As 

características das TiO2-NP determinam as interações possíveis no compartimento 

aquático e a capacidade de serem capturadas pelos hemócitos do Limnoperna fortunei. 

As TiO2-NP afetam toxicologicamente o mexilhão dourado, causando genotoxicidade e 

alterações no metabolismo redox nas células desses animais, confirmando sua utilização 

como um organismo biomonitor apropriado na exposição às NP e no biomonitoramento 

de NP em efluentes. 

 

Este trabalho permitiu obter as seguintes conclusões específicas: 

 As TiO2-NP apresentaram grande área superficial e tendência à aglomeração 

quando inseridas em meio aquoso, constituído pela água coletada no Parque 

Estadual de Itapuã. 

 O ensaio cometa mostrou que TiO2-NP causam danos no DNA dos hemócitos 

do mexilhão dourado. 

 As TiO2-NP não foram capazes de induzir a formação de micronúcleos nos 

hemócitos do L. fortunei. 

 A exposição do mexilhão dourado às TiO2-NP induziu danos oxidativos a 

lipídios e proteínas nas células desse organismo. 

 As TiO2-NP foram internalizadas nos hemócitos dos mexilhões dourados 

expostos e causaram alterações na membrana celular das células. 
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 Após exposição do L. fortunei às TiO2-NP, observou-se redução da atividade das 

enzimas superóxido dismutase a catalase. 

 A defesa antioxidante não enzimática, avaliada pelo conteúdo sulfidril de 

proteínas, foi diminuída nas células do mexilhão dourado após sua exposição às 

TiO2-NP. 

 Os efeitos evidenciados com a exposição in vivo do L. fortunei às TiO2-NP 

confirmam a utilização dos biomarcadores de estresse oxidativo e 

genotoxicidade na avaliação da toxidade de TiO2-NP. 

 O Limnoperna fortunei se mostrou um apropriado organismo bioindicador da 

exposição às TiO2-NP. 
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5. PERSPECTIVAS  

Para uma melhor compreensão dos efeitos gerados pela exposição do 

mexilhão dourado Limnoperna fortunei, seria de grande relevância a avaliação dos 

seguintes aspectos: 

 

 Utilizar o ensaio cometa enzimático (endonucleases) nas células da hemolinfa do 

mexilhão dourado L. fortunei após sua exposição às TiO2-NP; 

 Verificar a presença de TiO2-NP nas células, utilizando a técnica de espectrometria de 

emissão atômica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES); 

 Testar e avaliar in vitro a exposição da hemolinfa às TiO2-NP; 

 Avaliar outros marcadores de estresse oxidativo e produção de ERO (glutationa, 

tioredoxinas, glutationa peroxidase, glutationa redutase); 

 Determinar a composição elementar das amostras utilizando a técnica de Emissão de 

Raios X Induzida por Partículas (micro PIXE); 

 Testar o mexilhão dourado L. fortunei como bioindicador de efluentes contendo 

nanopartículas. 
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