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ALVES, Gabriela. Toxicidade de Nanoparticulas em Linhagens Celulares de
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Curso (Graduacgao em Ciéncias Biologicas) - Universidade Estadual de Londrina,
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RESUMO

O crescimento populacional intensificou a produgao agricola para atender a demanda
por alimentos, levando ao uso indiscriminado de agrotoxicos, que alteram o equilibrio
dos ecossistemas ao atingir ambientes naturais. Nesse cenario, a nanotecnologia
possibilitou o desenvolvimento de nanomateriais, estruturas em escala nanométrica
com amplas aplicagdes, incluindo a otimizagdo do uso de compostos agroquimicos na
agricultura. No entanto, esses compostos frequentemente alcangam corpos d'agua,
onde estéo sujeitos a transformacgao, adsorg¢ao e interagao com outros contaminantes.
O peixe-zebra (Danio rerio) tem sido amplamente utilizado em estudos
ecotoxicologicos devido a sua facil manutencdo laboratorial e versatilidade
experimental. Contudo, cresce o debate sobre alternativas que substituam o uso de
animais em pesquisas, com destaque para o uso de linhagens celulares derivadas de
peixes. Este trabalho aborda estudos nas areas de ecotoxicologia, nanotecnologia e
agricultura, destacando a eficacia das linhagens celulares de peixe-zebra na avaliagcéao
da toxicidade de nanomateriais. A metodologia deste trabalho foi baseada na
aplicacao de critérios especificos, ao todo foram selecionados 28 artigos enquanto
teses de doutorado e capitulos de livros foram excluidos. Esses estudos mostraram
resultados consistentes quando comparados a testes realizados em organismos in
vivo, reforgando o potencial das linhagens celulares como uma alternativa promissora
para reduzir o uso de animais em experimentos.

Palavras-chave: Pesticidas. Linhagens celulares de peixe. Peixe-zebra. In vitro.
Nanomaterial. Nanotoxicologia.



ALVES, Gabriela. Toxicity of Nanoparticles in Zebrafish Cell Lines: A Literature
Review. 2025. 40f. Undergraduate Thesis (Bachelor's Degree in Biological Sciences)
State University of Londrina, Londrina. 2025.

ABSTRACT

Population growth has intensified agricultural production to meet the demand for food,
leading to the indiscriminate use of pesticides, which disrupt ecosystem balance by
affecting natural environments. In this context, nanotechnology has enabled the
development of nanomaterials—nanoscale structures with broad applications,
including the optimization of agrochemical use in agriculture. However, these
compounds often reach water bodies, where they undergo transformation, adsorption,
and interaction with other contaminants. The zebrafish (Danio rerio) has been widely
used in ecotoxicological studies due to its easy laboratory maintenance and
experimental versatility. However, there is growing debate about alternatives to replace
the use of animals in research, with particular emphasis on fish-derived cell lines. This
study explores research in the fields of ecotoxicology, nanotechnology, and agriculture,
highlighting the effectiveness of zebrafish cell lines in assessing nanomaterial toxicity.
The methodology of this study was based on the application of specific criteria,
resulting in the selection of 28 articles, while doctoral theses and book chapters were
excluded. These studies demonstrated consistent results when compared to tests
conducted on in vivo organisms, reinforcing the potential of cell lines as a promising
alternative to reduce animal use in experiments.

Keywords: Pesticides. Fish cell lines. Zebrafish. In vitro. Nanomaterial.
Nanotoxicology.
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1 INTRODUGAO

A agricultura desempenha um papel fundamental na seguranca alimentar
global e no quesito econémico. A atividade agricola no Brasil se intensificou em
meados dos séculos XIX e centralizou em regides do pais onde o uso € mais
abundante, especialmente nas regides Centro-Oeste, Sul, e na chamada regiao do
Matopiba (MORAES, 2019).

De acordo com o Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada
(Cepea), em 2020 o PIB do Agronegdcio contribuiu 7,2% para o PIB nacional, e nos
dois ultimos trimestres de 2023 o PIB do agronegécio correspondeu a 23,8% do PIB
nacional, evidenciando a relevancia do setor para a economia brasileira
(CEPEA/ESALQ/USP).

A crescente demanda pela produgao de alimentos resultou na monocultura em
larga escala e consequentemente no uso generalizado de agrotoxicos. Apesar dos
beneficios para o setor agricola, como o controle de pragas e a fertilizagdo, estes
compostos agroquimicos quando mal manejados s&o capazes de alterar o equilibrio
de um ecossistema e propiciar a sua contaminagado. Nesse sentido surge a
necessidade de estudos que tornem as praticas agricolas menos prejudiciais (WANG,
2022).

O desenvolvimento da nanotecnologia possibilitou a elaboracdo de compostos
com alta rentabilidade em escalas nanométricas, os nanomateriais. Estas estruturas
apresentam diversas aplicacdes em diferentes areas, como a agricultura, medicina e
biotecnologia (GONZALES, 2023).

Os nanopesticidas sdo compostos considerados promissores no setor agricola
por melhorar a entrega e eficacia dos ingredientes ativos agindo como
“nanocarreadores”, objetivando uma liberagcdo lenta, e gradual. No entanto, estes
compostos também estdo suscetiveis a entrar no ambiente e interagir com outros
contaminantes. Por isso € necessario compreender o0 mecanismo de agao de tais
materiais, a fim de entender os possiveis impactos e diminuir, ou evitar, a toxicidade
nos sistemas bidticos que ndo sao o alvo deles (TRAN, 2024).

A ecotoxicologia passou a utilizar modelos bioldgicos para avaliar os efeitos
téxicos de contaminantes, para isso o peixe-zebra (Danio rerio) mostrou ser um 6timo
modelo in vivo para esses testes, por apresentar compatibilidade com o genoma

humano, caracteristicas fisiologicas semelhantes a dos mamiferos, alta taxa de
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fecundidade e tempo de desenvolvimento reprodutivo relativamente curto. Além disso,
seu tamanho pequeno permite facil manuseio e menores custos para testes
laboratoriais (ZHAO, 2024).

Porém, a utilizacdo de animais em pesquisas levantou questionamentos éticos
€ com isso o surgimento de principios para preservar o bem estar animal. O principio
dos 3 R’s tem como objetivo substituir de forma total ou parcial a utilizacdo de animais
para fins cientificos (CANEDO, 2021). Diante disso os ensaios in vitro sdo uma 6tima
alternativa por obter fun¢des celulares muito semelhantes ao estado in vivo de um
organismo, e assim fornecer informagées como reprodugdo, crescimento, e
viabilidade, com rapidez na obtencdo de resultados, menor custo e redugdo na
producao de residuos (BOLS, 2005; GOSWAMI, 2022).

As culturas celulares in vitro podem ser culturas de células primarias e culturas
permanentes, ou linhagens celulares. As culturas primarias séo derivadas de tecidos
ou orgaos de um animal, e utilizadas por um tempo limitado, até que a senescéncia
celular ocorra. Quando o subcultivo dessas culturas é realizado, a linhagem pode
continuar a ser propagada repetindo o ciclo de aumento do numero de células por
proliferacao celular (BOLS, 2005).

A linhagem celular derivada de peixes foi estabelecida como uma metodologia
promissora por apresentar melhor adaptacdo em condicbes de variacbes de
temperatura e hipdxia, permitindo assim o cultivo das células por periodos mais longos
e se tornando uma otima ferramenta para estudos de toxicologia ambiental
(GOSWAMI, 2022).

Diante disso, o cenario de crescente impacto ambiental causado pelo uso
intensivo de agrotoxicos, somado ao avango da nanotecnologia e a aplicagdo de
nanomateriais no setor agricola, destacam a urgéncia em compreender seus efeitos
potenciais sobre 0 ambiente e os organismos nao-alvo. O uso de linhagens celulares
derivadas de peixes, como o peixe-zebra, surge como uma ferramenta valiosa para
avaliar os impactos ecotoxicolégicos desses compostos. Assim o objetivo desta
revisao bibliografica é analisar e compilar evidéncias cientificas disponiveis sobre a
toxicidade de nanomaterias em linhagens celulares de peixes, buscando como foco a

espécie Danio rerio, a fim de comparar os artigos entre si e suas abordagens.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Compilar estudos cientificos nas areas da ecotoxicologia, nanotecnologia e
agricultura, destacando o uso de linhagens celulares de peixe-zebra para avaliagao
da toxicidade dos nanomaterias, proporcionando assim uma base de conhecimento

para direcionar futuras pesquisas.

Objetivos especificos

e Analisar as aplicacbes dos nanomaterias e suas versatilidades;

e Compilar os resultados dos nanomaterias e sua toxicidade em linhagens
celulares de peixe-zebra;

e |dentificar na literatura estudos que investiguem o uso de linhagens do
peixe-zebra na avaliagao de toxicidade de nanomateriais;

e |dentificar lacunas e limitacbes nos estudos revisados a respeito das
areas da nanotecnologia e ecotoxicologia;

e Sugerir diferentes abordagens para melhorar os estudos de toxicidade

visando diminuir o uso de animais inteiros.

3 METODOLOGIA

O trabalho consistiu em uma revisdo bibliografica de artigos cientificos
publicados no periodo compreendido entre os anos de 2007 a 2024, a fim de delimitar
a quantidade de estudos analisados e garantir a relevancia das informagdes. As
consultas foram realizadas nas principais bases de dados como Scoopus, SciELO,
PubMed, e Google Scholar que forneceram informacdes relevantes e pertinentes ao
tema. Para a pesquisa, foram utilizadas as palavras-chave, como “pesticides AND fish
cell lines AND zebrafish AND in vitro AND nanomaterial AND nanotoxicology”. Além
disso, foram considerados critérios especificos, como o periodo de publicacido dos
artigos (2007 a 2024), os parametros relacionados a nanotoxicidade, nanoparticulas
testadas, justificativa paras as concentragdes empregadas, tipo de cultura celular,
linhagem celular analisada, e os principais resultados obtidos. Foram descartados

capitulos de revista e teses de doutorado. Aplicando os critérios, 28 artigos foram
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selecionados para compor este estudo, entre eles revisdes bibliograficas (Tabela 1) e

pesquisas experimentais (Tabela 2).

Tabela 1- Artigos de revisao bibliografica.

Referéncia Ano Objetivo Tipo de Estudo
Zhao, W., Chen, Y., Hu, 2024 Revisar o uso de Revisao

N., Long, D., & Cao, Y. zebrafish como bibliografica
The uses of zebrafish modelo in vivo para

(Danio rerio) as an in vivo estudos toxicologicos.

model for toxicological

studies: A review based on

bibliometrics.

Chavez-Hernandez, J. A., 2024 Discutir as aplicagbes, Revisao
Velarde-Salcedo, A. J., comportamento e o bibliografica
Navarro-Tovar, G., & impacto toxico de

Gonzalez, C. nanomateriais em

Safe nanomaterials: from humanos, animais e

their use, application, and meio ambiente.

disposal to regulations

Nguyen, T. v., Kumar, A., & 2024 Avaliar o uso de Revisao
Trang, P. N. The use of linhagens celulares de bibliografica
fish cell lines as in-vitro peixes como

ecotoxicological tools: A ferramentas

cellular solution to ecotoxicoldgicas.

aquaculture sustainability.

Chavez-Hernandez, J. A., 2024 Discutir seguranga e Revisao
Velarde-Salcedo, A. J., regulamentacao de bibliografica
Navarro-Tovar, G., & nanomateriais.

Gonzalez, C. Safe

nanomaterials: from their

use, application, and

disposal to regulations.

Sajjad, H., Sajjad, A., 2023 Analisar e discutir os Revisao
Haya, R. T., Khan, M. M., mecanismos de bibliografica

& Zia, M. Copper oxide
nanoparticles: In vitro and
in vivo toxicity,
mechanisms of action and
factors influencing their
toxicology.

toxicidade de
nanoparticulas de
cobre em modelos in
vivo e in vitro.



Referéncia

El-Kady, Maha M. et al.
Nanomaterials: A
comprehensive review of
applications, toxicity,
impact, and fate to
environment.

Goswami, M., Yashwanth,
B. S., Trudeau, V., &
Lakra, W. S. Role and
relevance of fish cell lines
in advanced in vitro.

Wang, D., Saleh, N. B.,
Byro, A., et al. Nano-
enabled pesticides for
sustainable agriculture
and global food security.

Katoch, S., & Patial, V.
Zebrafish: An emerging
model system to study
liver diseases and related
drug discovery.

Grillo, R., Fraceto, L. F.,
Amorim, M. J. B., et al.
Ecotoxicological and
regulatory aspects of
environmental
sustainability of
nanopesticides

Singh, A., Dhiman, N., Kar,
A. K., et al. Advances in
controlled release
pesticide formulations:
Prospects to safer
integrated pest
management and
sustainable agriculture.

Usman, M., Farooq, M.,
Wakeel, A., et al.
Nanotechnology in
agriculture: Current status,

Ano

2023

2022

2022

2021

2021

2020

2020

Objetivo

Explorar as
aplicagoes,

toxicidade, e impactos
ambientais dos os
nanomateriais.

Revisar o papel e a
importancia das
linhagens celulares de
peixes na pesquisa in
vitro avangada.

Investigar pesticidas
nanoestruturados
para segurancga

alimentar.

Explorar o uso do
peixe-zebra em
estudos de doencas

hepaticas

Discutir aspectos

regulatorios e

ecotoxicologicos de
nanopesticidas.

Explorar avangos em
formulagdes de

pesticidas de

liberagdo controlada.

Examinar desafios e
oportunidades da
nanotecnologia na

agricultura.

Tipo de Estudo

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica
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challenges and future
opportunities.

Referéncia

Kah, M., Kookana, R. S.,
Gogos, A., et al.

A critical evaluation of
nanopesticides and
nanofertilizers against their
conventional analogues.

Chhipa, H. et al.
Nanofertilizers and
nanopesticides for agriculture.

Fako, V. E., & Furgeson, D. Y.
Zebrafish as a correlative and
predictive model for assessing
biomaterial nanotoxicity.

Spence, R., Gerlach, G.,
Lawrence, C., & Smith, C. The
behaviour and ecology of the
zebrafish, Danio rerio.

Ano

2018

2017

2009

2008

Objetivo

Avaliar nanopesticidas e
nanofertilizantes
comparados a analogos
convencionais.

Revisar o
desenvolvimento de
nanofertilizantes e
nanopesticidas e
suas aplicagdes em
sistemas de cultivo

Investigar peixe-zebra
como modelo preditivo
para nanotoxicidade.

Estudar comportamento
e ecologia do peixe-
zebra.

Tipo de Estudo

Revisao
bibliografica

Revisao
Bibliografica

Revisao
bibliografica

Revisao
bibliografica

Fonte: Prépria autora

Tabela 2- Artigos de pesquisa experimental.
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Referéncia Ano

Morozesk, M., 2020
Franqui, L. S.,
Pinheiro, F. C.,
et al. Effects of
multiwalled
carbon
nanotubes co-
exposure with
cadmium on
zebrafish cell
line: Metal
uptake and
accumulation,
oxidative

Tipo de linhagem

ZFL (ZebraFish
Liver)

Objetivo

Analisar efeitos de

nanotubos de carbono

e cadmio em

Tipo de estudo

Pesquisa
experimental

linhagens celulares de

peixes.



stress,
genotoxicity
and cell cycle.

Referéncia Ano Tipo de linhagem

Lungu-Mitea, 2018
S., Oskarsson,
A, &
Lundqvist, J.
Development
of an oxidative
stress in

vitro assay in
zebrafish
(Danio rerio)
cell lines.

ZFL (ZebraFish
Liver)

ZF4 (ZebraFish
Embryonic
Fibroblast)
Pac2(ZebraFish
Fibroblast Cells)

Morozesk, M., 2018
Franqui, L. S.,
Mansano, A.
S, etal.
Interactions of
oxidized
multiwalled
carbon
nanotube with
cadmium on
zebrafish cell
line: The
influence of
two co-
exposure
protocols on in
vitro toxicity
tests.

ZFL (ZebraFish
Liver)

Nambi, KS
Nathiga et al.
Effects of
nicotine on
zebrafish: a
comparative
response
between a
newly
established gill
cell line and
whole gills.

2017 DrG (Danio rerio

Gill)

Objetivo

Desenvolver ensaio
de estresse oxidativo
em linhagens
celulares de peixe-
zebra

Estudar interagdes de
nanotubos de carbono
e cadmio em
linhagens de peixe-
zebra

Avaliar os efeitos do
tabagismo nos peixes-
zebra, comparando as
respostas entre uma
nova linha celular de
branquias
estabelecida e as
branquias inteiras.

Tipo de estudo

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental
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Referéncia

George, S.,
Gardner, H.,
Seng, E. K., et
al. Differential
effect of solar
light in
increasing the
toxicity of
silver and
titanium
dioxide
nanoparticles
to a fish cell
line and
titanium
dioxide
nanoparticles
to a fish cell
line and
zebrafish
embryos.

Taju, G., Abdul
Majeed, S.,
Nambi, K. S.
N., etal. In
vitro cytotoxic,
genotoxic and
oxidative
stress of
cypermethrin
on five fish cell
lines.
Marabini,
Laura; Calo,
Rossella;
Fucile, Serena.
Genotoxic
effects of
polychlorinated
biphenyls
(PCB 153,
138, 101, 118)
in a fish cell
line (RTG-2).

Ano

2014

2014

2011

Tipo de linhagem

BF-2

IEG (Indian Etroplus

Gill); CB (Catla

Brain); ICG (Labeo
catla); LRG (Labeo

rohita); CSG
(Channa Striatus
Gill)

RTG-2 (Rainbow

Trout Gonad-2)

Objetivo

Examinar efeitos da luz
solar na toxicidade de
nanoparticulas em
linhagens celulares de
peixe-zebra.

Estudar toxicidade
citotoxica e genotdxica
de pesticidas em cinco
linhagens celulares.

Investigar os efeitos
genotoxicos de quatro

congéneres especificos
de bifenilos policlorados

(PCBs) — PCB 153,

138, 101 e 118, em uma

linha celular de peixe
(RTG-2).

16

Tipo de estudo

Pesquisa
experimental

Pesquisa

experimental

Pesquisa
experimental



Referéncia

KURITA,
Kayoko;
SAKAI,
Noriyoshi.
Functionally
distinctive
testicular cell
lines of
zebrafish to
support male
germ cell

development.

Ano

2004

Tipo de linhagem

ZtAG6 (ZebraFish
tumor-like
hypertrophied testis)

17

Objetivo Tipo de estudo

Pesquisa
experimental

Caracterizar linhas
celulares testiculares de
peixe-zebra com fungdes
distintas no suporte ao
desenvolvimento de
células germinativas
masculinas.

Fonte: Propria autora.
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4 NANOTECNOLOGIA

A histéria da nanotecnologia ganhou destaque em 1959, quando o fisico
Richard Feynman propés a ideia de manipular diretamente atomos, para sintetizar
materiais pela primeira vez. Desde entdo, os investimentos em pesquisas voltadas
para o desenvolvimento da nanotecnologia tém crescido significativamente
(HERNANDEZ, 2023).

Entre 1997 e 2005 o financiamento de pesquisas na area da nanotecnologia,
aumentou de 432 milhdes de dolares para 4100 milhdes. Hoje em dia, este numero
aumentou substancialmente. Durante a pandemia em 2020, o mercado mundial de
nanomateriais foi avaliado em 7,1 bilhdes de dolares e chegara a 12,1 bilhdes em
2026, com crescimento anual de 9,7% (HERNANDEZ, 2023; EL-KADY, 2023).

Com este alto investimento de pesquisas na area da nanotecnologia, surgiu a
possibilidade da manipulagéo e analise de objetos em escalas com dimensdes entre
1 e 100nm, os nanomaterias (NMs). No entanto este tamanho pode ser considerado
limitado ou arbitrario, e a manipulagdo desses objetos pode ocorrer em tamanhos
maiores (TRAN, 2023).

Os nanomateriais podem ser classificados com base na sua morfologia,
composi¢ao quimica, dimensao, uniformidade e aglomeragéo. Por apresentar ampla
diversidade em propriedades fisico-quimicas, sdo aplicados em diferentes areas como
medicina (SUN, 2024), biotecnologia (SONG, 2013), agricultura (ZHANG, 2023), e
entre outros.

Com base em suas composi¢des quimicas 0s nanomaterias sdo classificados
em nanomateriais a base de carbono, como nanotubos de carbono (Figura 1)
(MOROZESK, 2018); nanomateriais metalicos em escala nanométrica, como ouro,
prata (GEORGE, 2012), e 6xidos metalicos, como o didxido de titdnio (GEORGE,
2014); e dendrimeros, que sdo polimeros com cavidades internas capazes inserir
outras moléculas, como no caso de alguns medicamentos (KOLHE, 2006); (GAO,
2010).

Com base em sua morfologia, os nanomateriais assumem formas como
nanotubos, nanofios, nanoesferas e nanocapsulas (Figura 2). Polimeros

biodegradaveis, como lipideos e proteinas podem funcionar como nanocapsulas,
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nanoesferas e nanohidrogéis. A zeina, por exemplo € um tipo de polimero natural, e
a principal proteina de reserva no milho, e devido a sua natureza hidrofébica, com
solubilidade variavel, permite ser utilizada como nanocapsula (FRACETO 2018).
Quitosana, celulose e polilactideo sao outros exemplos de polimeros naturais comuns
utilizados na fabricacdo de nanocapsulas, nanoesferas e nanohidrogéis (WANG
2022).

Essa versatilidade reflete em diversos setores da economia, e tem se mostrado
promissor no setor agricola ao aumentar a eficiéncia dos insumos, e oferecer solugdes
para problemas ambientais e do agronegdcio, além de contribuir para a melhoria da

produtividade e seguranca alimentar (USMAN 2020).

Figura 1- Classificacdo quanto a composi¢do quimica dos nanomateriais.

Composicao quimica

@ Metalicos @ A base de carbono @ Dendrimeros

L 5.
P P T
@ T
.:‘.;‘Wl
ouro
nanotubos de carbono polimeros com cavidades

internas

Fonte: Prépria autora.



20

Figura 2- Classificacdo quanto a morfologia dos nanomateriais.
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4.1 NANOPESTICIDAS: CONCEITO E APLICACOES

As praticas agricolas convencionais utilizam pesticidas em sua forma pura ou
a granel, esse método resulta na perda significativa dos produtos devido a processos
como lixiviagao, volatizagao e adsorgéo. Essa dissipacao frequente exige reaplicagdes
constantes para garantir o controle de pragas e como consequéncia, ha um aumento
na quantidade de compostos livres no ambiente, o que favorece sua entrada nos
ecossistemas terrestres e aquaticos (USMAN, 2020).

Esses ambientes, normalmente equilibrados entre os diferentes niveis tréficos,
acabam sofrendo impactos com a entrada de pesticidas como a contaminagao da
agua, aumento da resisténcia de patdégenos, bioacumulagdo em organismos n&o alvos
e maior exposigdo humana por meio da cadeia alimentar (SINGH, 2020; ZHANG,
2022).

A nanotecnologia tem proporcionado avangos sustentaveis, como o
desenvolvimento de nanopesticidas e nanofertilizantes. O conceito por tras dessas

inovagdes estad na melhora da entrega e eficacia dos ingredientes ativos por meio de
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formulagcées em escala nanométrica, algo nao proporcionado com o uso de pesticidas
comumente utilizados (SINGH 2020).

Segundo SINGH (2020), o termo “nanopesticidas” refere-se a sistemas de
liberacdo controlada, nos quais os compostos ativos estdo encapsulados em
nanocarreadores, geralmente biodegradaveis. Esses nanocarreadores podem ser
compostos por nanoparticulas “moles”, feitas de polimeros e lipidios solidos, ou por

nanoparticulas de silica, consideradas “duras” (KAH, 2018).

Segundo Wang (2022) e colaboradores, com base em uma revisao de artigos,
os materiais encapsulados sdao, na maioria das vezes, compostos ativos
convencionais, como o inseticida “avermectina” e 6leos essenciais, derivados de
plantas, e também herbicidas, como “atrazina” e “glifosato”. O pesticida atrazina, nao
nanoencapsulado, gerou respostas variadas ao estresse oxidativo em diferentes
linhagens celulares de peixe-zebra (LUNGU, 2018). Esse estudo indica que o uso da
atrazina em sua forma convencional pode causar toxicidade significativa em
organismos aquaticos que nao sdo o alvo do composto, como peixes, anfibios e

bivalves.

De acordo com artigos de revisdo, como o de GRILLO (2021), os
nanopesticidas apresentam diferentes formulagdes, mas compartiiham os mesmos
objetivos: aumentar a solubilidade aparente de compostos ativos pouco soluveis e
liberar esses compostos de forma lenta e gradual, evitando sua degradagao
prematura. Aformulacado depende das propriedades do composto ativo, das condi¢oes

de aplicacao e dos objetivos especificos para o controle de pragas.

5 NANOTOXICIDADE

Estudos ainda buscam entender a toxicidade do uso dos nanopesticidas, em
sistemas bidticos que ndo sao o alvo principal, como plantas, animais microrganismos,
e humanos (TRAN, 2024). Muitos estudos demostram preocupagéo em relagdo ao
uso de nanoparticulas na agricultura, € em como esses nanomateriais podem

influenciar nos ecossistemas aquaticos, visto que este é o destino final da maioria dos
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residuos agroquimicos e industriais (ZHAO, 2021; USMAN, 2020; ZHANG, 2022;
MARTINEZ, 2021).

A aplicagao generalizada desses compostos resulta na liberagdo no ambiente
natural e, uma vez liberados, estdo suscetiveis a sofrer transformacodes, influenciando
o seu destino, transporte, acumulagao e toxicidade (YANG, 2023). A entrada desses
compostos pode ocorrer através de diferentes fontes de emissao, pontuais ou difusas
(Figura 3). Exemplo de fontes pontuais s&o descarte de esgoto, industrial e doméstico,
barragens de rejeitos, e criagdo de gado. Ja as fontes difusas sdo aquelas em que os
compostos sao liberados em uma vasta area, facilitando a lixiviagdo desses
elementos, pela chuva, e permitindo a entrada em aguas naturais superficiais e
subterraneas (SODRE, 2012).

Atoxicidade de cada nanomaterial pode variar de acordo as suas propriedades
individuais (tamanho, estrutura, composi¢ao quimica) combinada a outros compostos
presentes nos ambientes, resultando em uma mistura complexa (GAO 2010;
MARTINEZ, 2021). Esses fendmenos de “coexposi¢ao” ainda sdo pouco explorados
na literatura, mas um exemplo relevante sdo os nanotubos de carbono, que podem
interagir com metais pesados funcionando assim como transportadores desses
metais. Aliado ao seu tamanho reduzido e alta reatividade, eles podem facilitar a
absorcdo dos contaminantes pelos animais através das membranas celulares,
causando toxicidade (COSTA, 2018; MOROZESK, 2018).

Outro exemplo mostra que a exposicao simultdnea a nanotubos de carbono em
células hepaticas de peixe-zebra (ZFL) a concentragdes de 0 a 100 yg/mL e cadmio
a concentragdes de 5 a 15 pg/mL, levou a uma reducéo significativa da viabilidade
celular, indicando um efeito sinérgico causado pela interacdo entre os materiais
(MOROZESK, 2018).

George (2012), expos embrides de peixe-zebra e uma linhagem de células
epiteliais de truta arco-iris (RT-W1) a diferentes tipos de nanoparticulas de prata (Ag),
em concentragdes de 0 a 25 pg/mL, entre elas nanoplacas, nanofios e nanoesferas.
Ao expor os embrides de peixe-zebra a essas nanoparticulas houve um aumento na
falha de eclosdo ou mortalidade embrionaria. Porém, as nanoplacas de prata
apresentaram um nivel maior de toxicidade em comparacdo com as outras
nanoparticulas testadas, levando a uma taxa de mortalidade de 100% em uma dose
de 10 pg/mL.
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Portanto, observa-se que, a toxicidade de nanomateriais pode ser prejudicial e
apresentar resultados deletérios em diferentes abordagens, tanto in vitro (linhagens
celulares) quanto in vivo (embrides), e em diferentes fases de desenvolvimento, adulta
e embrionaria, evidenciando sua abrangéncia de toxicidade.

Esses impactos evidenciam a ampla gama de efeitos que os nanomateriais
podem exercer sobre sistemas bioldgicos, variando conforme suas propriedades e
interacbes ambientais. Além disso, a capacidade de interacdo desses materiais com
contaminantes ressalta a importancia de avaliar os efeitos em organismos diretamente

expostos e em ecossistemas aquaticos como um todo (TRAN, 2024).

Figura 3- Representagdo esquematica da entrada de compostos no ambiente aquatico
através de fontes artificiais. Fontes pontuais em vermelho e fonte difusa em azul.

Fonte: Prépria autora

6. POR QUE O PEIXE-ZEBRA?

Alguns modelos de pequenos mamiferos como roedores sdao muito utilizados
em estudos toxicoldgicos devido a homologia com o genoma humano, porém
estabelecer e manter modelos de mamiferos em laboratério, é frequentemente caro e
demorado (FAKO 2009). Além disso, a publicagao do livro “The principles of humane
experimental technique” por Russel e Burch, trouxe como pauta a necessidade da

substituicdo por animais, e a incorporagao do principio dos 3R’s (CANEDO 2021).
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Nesse contexto o peixe-zebra surgiu como modelo alternativo promissor para
estudos toxicologicos (Figura 4). Em 1965, pesquisadores apresentaram resultados
relevantes ao utilizarem o peixe-zebra como modelo e testarem a toxicidade do sulfato
de zinco (SKIDMORE 1965).

Em 1970 George Streisinger e seu grupo de pesquisa, produziu com sucesso
diploides homozigotos do peixe-zebra, permitindo uma analise genética mais
detalhada. Comparando com o genoma humano, cerca de 70% dos genes do peixe-
zebra apresentaram compatibilidade (FAKO 2009; ZHAO 2024). Essa compatibilidade
genética, aliada aos principios dos 3R’s, consolidou o peixe-zebra como um modelo
ideal para estudos de toxicidade.

Além das vantagens cientificas o peixe-zebra, apresenta caracteristicas
praticas que o torna um excelente modelo biolégico. E um peixe de tamanho pequeno,
variando entre 3-5 cm de comprimento, de facil manutencéo laboratorial, baixo custo,
e alta taxa de reproducgao, sendo capaz de fertilizar entre 200-300 ovos a cada ciclo.
Ademais, seu rapido desenvolvimento e curto periodo de maturagdo sexual (3-5
meses) permitem a obtenc¢ao de resultados em um curto periodo de tempo (CANEDO
2021; ZHAO, 2024).

Quando exposto a compostos quimicos, o peixe-zebra demonstra respostas
fisiologicas semelhantes as de mamiferos, como a indu¢cdo de enzimas
metabolizadoras e o estresse oxidativo (FAKO, 2009).

Portanto, devido a sua compatibilidade genética, versatilidade experimental, e
vantagens cientificas o peixe-zebra é reconhecido como um modelo biolégico eficiente
para estudar os efeitos toxicolégicos nos animais que nédo sédo alvo de compostos
agroquimicos e também os possiveis efeitos nos seres humanos, que também estéao

suscetiveis a esses compostos.
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Figura 4- Modelo adulto de peixe-zebra.

Fonte: Jornal da USP (2018).

7 LINHAGEM CELULAR

A utilizacdo de animais na pesquisa tem sido tema de discussoes,
especialmente em relacédo ao elevado numero e ao sofrimento causado a eles. Neste
contexto, surge entédo a crescente necessidade de reduzir, refinar e substituir o uso de
modelos in vivo, baseada nos principios dos 3R’s (SILVA 2015; CANEDO, 2023).

Uma das alternativas reconhecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdao Animal-CONCEA, é a realizacado de testes in vitro. Experimentos in
vitro sdo muito utilizados na area da toxicologia, buscando avaliar mecanismos de
captacado e a sensibilidade celular a agentes quimicos e fisicos. O uso de cultura
celulares in vitro permite a geragao de respostas celulares a estressores ambientais
sem a utilizagdo de animais, poupando complicagdes éticas e logisticas laboratoriais
relacionadas a manutencédo dos mesmos (NGUYEN 2024).

Entre as vantagens para o estudo da ecotoxicologia, destacam-se a eficiéncia
na reproducéo, rapidez na obtencgao de resultados em comparag¢ao ao uso de animais,
menor custo, capacidade de manipular sistematicamente as condi¢gdes experimentais,

e a reducao na produgéo de residuos (BOLS, 2005).
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No entanto, como qualquer método de estudo, também apresenta limitagdes.
Uma das principais dificuldades esta no estabelecimento de culturas celulares, que
exige condi¢cdes assépticas rigorosas. As culturas celulares crescem em um tempo
mais lento do que os contaminantes comuns como fungos, leveduras, bactérias e
virus, por isso € imprescindivel o manejo das células em ambientes controlados e
estéreis (FRESHNEY 2010).

As culturas celulares sé&o derivadas de tecidos/6rgédos que por meio da
desagregacado enzimatica ou mecanica, originam células dispersas. Existe uma
diversidade de tecidos e 6rgaos utilizados para a confec¢ao de linhagens, cada um
atendendo a propésitos especificos (NGUYEN, 2024).

Segundo Nguyen e outros (2024), existem dois tipos de culturas celulares, as
culturas celulares primarias e as culturas permanentes ou linhagens celulares
estabelecidas. As culturas celulares primarias séo células isoladas diretamente de
tecidos ou o6rgaos, cultivadas por um curto periodo de tempo, e apresentam
similaridades ao modelo in vivo, porém alguns desafios sdo encontrados para isolar e
manter células primarias (COSTA, 2028; BOLS, 2005).

Ja as linhagens celulares estabelecidas ou imortalizadas, séo o subcultivo das
culturas celulares primarias, podendo ser subcultivadas em série, criopreservadas e
usadas de varias maneiras, elas mantém as caracteristicas do tecido ou érgéo de
onde foram derivadas apdés 100 geragdes em cultura, possibilitando estudos de
exposicao crénica, diferentemente das culturas primarias, mais comumente usadas
para exposi¢des agudas (Figura 4) (COSTA, 2018; BOLS, 2005).

Existe uma ampla variedade de linhagens celulares de diferentes espécies que
podem ser escolhidas para estudos. Porém, na area da toxicologia, as linhagens de
peixe destacam-se como as mais utilizadas (GOSWAM, 2021). Essas linhagens
oferecem vantagens especificas em relagdo as culturas de células de mamiferos,
como maior adaptacao a variagdes de temperatura e maior tolerancia a condigdes de
hipoxia (FRESHNEY 2010; NGUYEN, 2024).

As linhagens de células de peixes séo utilizadas para detectar e quantificar
expressao de genes, proteinas e metabdlitos que servem como biomarcadores para
avaliar uma variedade de poluentes, facilitando a compreensdo do impacto nos
organismos aquaticos (NGUYEN 2024).

Entre os primeiros avancos na utilizacdo de culturas celulares de peixe esta o

estabelecimento da linhagem RTG-2 derivada da truta-arco-iris (Oncorhynchus
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mykiss) (WOLF, 1962). Essa linhagem pioneira foi utilizada em pesquisas
toxicologicas e ecotoxicologicas, devido a sua estabilidade genética, ou seja, as
células dessa linhagem n&o sofrem mutagdes ou alteragdes espontaneas durante os
experimentos, caracteristica essencial para avaliar alteragbes genéticas causadas por
contaminantes ambientais (MARABINI, 2011).

A utilizagado do tipo linhagem celular ira depender do objetivo do estudo, por
exemplo linhagens celulares derivadas do figado séo utilizadas em estudos
toxicolégicos. Geralmente compostos, convencionais e nanoencapsulados, em
exposicoes agudas e crdnicas comprometem a fungdo dos hepatdcitos pela
danificacdo das principais organelas celulares como as mitocondrias, e o reticulo
endoplasmatico, levando ao estrese oxidativo, e consequentemente, a morte celular
(Figura 5). Exemplo dessas linhagens s&o a RTL-W1 da truta arco-iris e ZFL do peixe-
zebra (MOROZESK 2018; COSTA, 2012; KATOCH 2020).

Estudos que investigam a funcdo enddcrina e reprodutiva frequentemente
utilizam linhagens celulares derivadas de tecidos gonadais (KURITA, 2009). Ja as
linhagens celulares originadas dos rins sdo amplamente empregadas em pesquisas
voltadas para respostas imunoldégicas e fisiologia renal (STACHURA, 2009). Por outro
lado, células derivadas de branquias sao utilizadas em estudos que buscam
compreender a osmorregulagéo e toxicologia respiratéria (GEORGE, 2012; NAMBI,
2017).

Com o passar dos anos e estudos desenvolvidos, diversas vantagens foram
identificadas ao utilizar a linhagem celular da espécie Danio rerio, popularmente
conhecida como peixe-zebra. Entre essas podemos ressaltar a alta compatibilidade
genética com o genoma humano, e a capacidade de demonstrar respostas fisiologicas
semelhantes aos mamiferos quando expostos a xenobiéticos. Com isso, passaram a
ser também, uma opcao para os estudos de toxicidade (FAKO, 2009). No entanto,
estudos com linhagens celulares de peixe-zebra expostos a nanomateriais, ainda €
limitado e escasso. A diversidade de tecidos usados ressalta a versatilidade do método
in vitro em abordar amplas questdes cientificas em varios setores e assim contribuir

ainda mais com pesquisas bioldgicas.
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Figura 4 - Processo de estabelecimento de culturas de células de peixe. A figura ilustra as
etapas desde a dissecacao do tecido do peixe-zebra, passando pela digestao enzimatica para
obtengao de células, até a cultura primaria. O processo inclui a primeira subcultura da cultura

primaria, culminando no estabelecimento de uma linhagem celular estavel.
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Fonte: Prépria autora

8 BIOMARCADORES PARA AVALIAR A TOXICIDADE DOS NANOMATERIAS

8.1 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

A alta reatividade dos nanomateriais pode afetar os sistemas bioldgicos
por acdo direta ou indireta (MEDEIROS 2020), e a avaliacdo desses impactos €&
realizada por meio de biomarcadores. Os biomarcadores séo alteragbes biolégicas
que podem ser avaliadas nos aspectos moleculares, genéticos, bioquimicos,
morfolégicos e comportamentais. S&o uma abordagem eficiente nos estudos de
ecotoxicologia porque podem gerar respostas em curto espago de tempo nos
organismos quando expostos a situagdes de estresse (FREIRE, 2008).

Entre os biomarcadores avaliados em linhagens celulares de peixe-zebra
podemos citar o estresse oxidativo. Modesto e autores (2010) destacam que espécies
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reativas de oxigénio (EROs), como superoxido (O2-), perdxido de hidrogénio (H202)
e radical hidroxila (OH), sdo produtos naturais do metabolismo aerébio (Figura 5).
Porém sao caracterizadas por serem moléculas altamente reativas, e 0 aumento da
concentracdo intracelular dessas moléculas devido a exposi¢ao a nanomateriais pode
desencadear o estresse oxidativo causando inativacdo enzimatica, danos no material
genético, e morte celular.

Estudos recentes como o de Lungu e colaboradores (2018), demonstraram que
monitorar a resposta ao estresse oxidativo em linhagens celulares de hepatécitos
(ZFL), fibroblastos embrionarios (ZF4) e fibroblastos (PAC2) séo eficazes para avaliar
a toxicidade de seis compostos (atrazina, deltametrina, diazinona, diurao,
metazacloro, terbutilazina). O estudo mostrou que o fator de transcricdo Nrf2
responsavel por ativar genes que codificam enzimas antioxidantes, apresentou
variagdes entre as linhagens celulares. Além disso, entre os seis compostos avaliados,
quatro demonstraram aumentar significativamente a atividade de Nrf2. Em outro
estudo, Taju e colaboradores (2014), mostraram ainda que linhagens celulares de
peixes podem ser usadas para estudar o estresse oxidativo avaliando os niveis de
enzimas antioxidantes como glutationa reduzida total (GSH), superéxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) (TAJU, 2014; LUNGU, 2018).

Figura 5- llustracdo esquematica da producéo de espécies reativas de oxigénio nas

mitocondrias.
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8.2 BIOMARCADORES DE CITOTOXICIDADE

Outros ensaios, comumente usados para avaliar a toxicidade, sédo os de
viabilidade celular. Em um estudo, Geppert e colaboradores (2021), mostraram a
reducdo da viabilidade celular em células intestinais de peixe quando expostas a
nanoparticulas de cobre.

Outra nanoparticula metélica que merece atencao é a de titdnio, George e
outros (2014) relataram respostas de citotoxicidade mediadas pelo estresse oxidativo
em células da nadadeira caudal do peixe Lepomis macrochirus (BF2), expostas a
nanoparticulas de titdnio. Da mesma forma, Nogales e colaboradores (2016)
descreveram que nanoparticulas de prata (AgNPs), em concentragdes de 20 pg/ml,
reduziram significativamente a viabilidade de células de hepatoma de peixe (PLHC-
1), causando disfuncdo mitocondrial e lisossomal. Além disso, Morozesk (2018)
observou que a viabilidade celular de hepatécitos de peixe-zebra (ZFL) diminuiu apos
tratamento com nanotubos de carbono, reforgcando a relevancia de biomarcadores na
investigacdo de impactos toxicos causados por nanomateriais em organismos

aquaticos.

8.3 BIOMARCADORES DE GENOTOXICIDADE

Outro biomarcador utilizado em analises toxicologicas € o teste genotdxico que
avalia a porcentagem de danos ao DNA. Danos ao material genético causados por
agentes toxicos sao geralmente especificos para determinados tecidos e tipos
celulares, o que torna essencial o uso de procedimentos que possam identificar esses
danos em células individuais (FREIRE, 2008). Nesse contexto, o ensaio do cometa
tem se destacado como uma técnica eficaz para avaliagbes genotoxicas. Esse
procedimento baseia-se na lise da membrana celular, seguida pela migragao
eletroforética do DNA em matriz de agarose em direcdo ao anodo, formando uma
“cauda” composta por fragmentos de DNA danificados.

Taju e colaboradores (2014) realizaram um experimento em que cinco

linhagens celulares de peixe foram expostas ao pesticida cipermetrina por 24 horas.
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Os resultados mostraram um aumento proporcional nos danos ao DNA em relacao a
concentracao de cipermetrina (TAJU, 2014; SILVA, 2000).

Com isso, observa-se que a utilizagao desses biomarcadores obtidos por meio
da metodologia in vitro contribui significativamente para a compreenséo dos efeitos
toxicos de compostos em aspectos citotoxicos, genotdxicos e de estresse oxidativo.
Segundo Freire (2008), entre os diversos biomarcadores ecotoxicoldgicos propostos,
aqueles baseados na resposta ao nivel molecular e celular, sdo os que trazem
respostas sobre os primeiros sinais de perturbagao, por isso sdo muito importantes na

realizacao do biomonitoramento ambiental.

9 CONCLUSAO

E evidente os beneficios que a nanotecnologia trouxe na agricultura e em
outras areas, e em como contribui cada vez mais para melhorias na atualidade através
da produgao de nanomateriais. No entanto, todo composto deve ser estudado e
avaliado quanto ao seu potencial impacto. E para isso que a ecotoxicologia serve, a
area do estudo que busca entender e avaliar os possiveis riscos da aplicabilidade de
produtos quimicos/materiais, e em como a aplicagdo generalizada destes podem
interferir nos ecossistemas e nos organismos nao-alvo, ja que estes acabam obtendo
como destino final o ambiente aquatico.

O uso de linhagens celulares avangou consideravelmente os estudos
ecotoxicoldgicos fornecendo insights sobre o efeito de nanomateriais, como no caso
de nanoparticulas, em organismos aquaticos. Evidenciando a necessidade de serem
mais exploradas e incentivar o uso desta metodologia nas pesquisas.

A linhagem celular de peixe € uma ferramenta promissora para estudar esses
avangos, nao so na agricultura, mas na medicina e biotecnologia por exemplo. Embora
0 peixe-zebra tenha se mostrado um excelente biomonitor e linhagens derivadas dele
serem muito utilizadas em outras areas, os estudos utilizando essas linhagens de

células para avaliar os impactos toxicoldgicos dos nanomateriais, ainda sdo escassos
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na literatura. Nesta revisao bibliografica apenas 8 artigos de pesquisa experimental
abordaram o uso de linhagens celulares de Daniro rerio para testar
nanomateriais/nanoparticulas.

Linhagens celulares s&o sensiveis aos nanomateriais, mostrando resultados de
citotoxicidade, genotodxicos, e de estresse oxidativo relevantes. Mesmo as linhagens
celulares se mostrando uma metodologia excelente para avaliacdo da toxicidade,
existem desafios e impasses na literatura a respeito do uso destas nos estudos
ecotoxicoldgicos, pela dificuldade em traduzir os resultados in vitro e comparar com

0s cenarios in vivo, e pelo risco frequente de contaminagao da cultura.
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APENDICE

Inicialmente o objetivo desse estudo era identificar os efeitos citotoxicos (MTT e
Método de exclusdo com azul de Tripan), bioquimicos (ERO e CAQOT) e genotoxicos
(ensaio do cometa alcalino) de um composto organico (geraniol) nanoencapsulado na
linhagem celular de hepatdécitos de Danio rerio (ZFL). Para isso foi necessario a
manutencgao da linhagem celular fornecida pela Universidade Federal do Rio Grande
(FURG). O cultivo da linhagem celular ocorreu em frascos de cultura celular de 25
cm?, e foram mantidos em uma estufa sem adicdo de CO? e a 28°C. Primeiramente a
composi¢cao do meio de cultura foi 50% de meio Leibovitz L-15 (Gibco), 40% de meio
RPMI 1640 (Gibco) e 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco). No entanto, apos
situagdes de contaminagao foi adicionada ao meio 1% de penicilina-estreptomicina-
anfotericina (Sigma-Aldrich).

A linhagem celular permanente é caracterizada por apresentar fases de
crescimento: fase lag, fase log e fase estacionaria, e este periodo de crescimento dura
72h. Portanto a manutencao do meio foi feita a cada dois dias, e a verificagdo quanto
a morfologia celular, presenca ou auséncia de contaminacéo, diariamente. A medida
que as células cresceram a densidade aumentava, e para manter o crescimento
celular era necessario realizar repiques utilizando tripsina a 0,125%. No entanto, apos
alguns repiques, foi observada dificuldade no desprendimento dos hepatécitos, o que
levou ao aumento da concentragao de tripsina para 0,25%.

Durante o experimento, foram enfrentados alguns desafios como
contaminagdes recorrentes por bactérias e fungos, as quais ocorreram em quatro
ocasides. Para mitigar o problema, diversas medidas foram adotadas, incluindo a
troca dos filtros HEPA do fluxo laminar, mudanca da localizac&o do fluxo laminar, para
evitar o fluxo de ar direto, esterilizacdo completa de todos os materiais na autoclave,
aquisicao de novas pipetas, filtragem dos meios de cultura e da tripsina, além da
adicao de antibidtico. Embora as contaminag¢des tenham sido amenizadas, outro fator
nao identificado interferiu no crescimento celular. As células apresentaram um grande
numero de granulos (figura 5 (E)) e ndo estavam aderidas ao frasco. Com um numero
insuficiente de células para a realizacdo das analises, somado a falta de tempo, a

conclusao do estudo néo foi possivel.
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Figura 5- Imagens da linhagem celular de hepatdcitos de Danio rerio (ZFL). (A) Células
aderidas com crescimento normal (aumento de 400x). (B) Células contaminadas com
leveduras (aumento de 400x); (C) (aumento de 400x) e (D) (aumento de 100x), células
contaminadas com fungos; (E) Células com granulos (aumento de 400x); (F) Células com

crescimento prejudicado e ndo aderidas (aumento de 400x).
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Fonte: Propria autora.



