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RESUMO

Os equinodermos constituem um grupo de animais invertebrados emblematicos que
vivem exclusivamente em ambientes marinhos e que exercem papeis fundamentais nas
comunidades bentbnicas. A classe Echinoide, constituida por ouricos-mar e bolachas-da-
praia, apresenta uma grande variedade de estilos de vida e caracteristicas corporais
adaptadas a diferentes ambientes. A persisténcia desses animais e existéncia ao longo de
milhdes de anos, tém sido atribuida a presenca de um sistema imune (SI) inato eficiente.
Esse sistema € capaz de operar de maneira uniforme contra qualquer tipo de particula
presente no meio e ingerida pelo animal, incluindo nanocontaminantes emergentes, como
nanoparticulas (NPs), que tém sido reportados como contaminantes criticos para 0s
oceanos. Esses contaminantes podem ser de diferentes naturezas e podem afetar
comunidades marinhas e costeiras. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo
revisar os estudos que avaliaram os efeitos de nanocontaminantes no Sl de equinoides, a
fim de tracar um panorama do estado atual do conhecimento acerca do impacto de NPs
em equinoides, visando nortear a realizagcdo de pesquisas futuras. Foram encontrados 10
artigos que avaliaram os efeitos das diferentes NPs: Nanoparticulas de poliestireno
funcionalizadas com grupos amina e carboxila (PS-NH2, PS-COOH - nanoplasticos),
oxidos metalicos (SnO?, Ce0?, Fe30%), dxido de zinco (ZnO), didxido de titanio (TiO?),
NPs de ouro revestidas com polivinilpirrolidona (PVP-Au), e NPs de prata (Ag). As
nanoparticulas de TiO2 foram as mais frequentes na literatura, com 4 estudos, seguidas
por nanoplasticos, com 2 estudos. Nove trabalhos utilizaram a espécie de ourico-do-mar
Paracentrotus lividus e um a espécie Strongylocentrotus droebachiensis. Os principais
efeitos encontrados nos estudos foram: alteracdes na atividade fagocitica/enzimatica,
estresse oxidativo e citoxicidade em celomadcitos, além de alteragdes em diferentes vias
de sinalizacdo nos organismos, impactando a saude do animal. Os resultados encontrados
sdo alarmantes e apontam para a necessidade de mais estudos avaliando os efeitos de
nanocontaminantes no ambiente marinho envolvendo, sobretudo, outras espécies de

equinoides e, principalmente, uma maior amplitude geogréafica.

Palavras-chave: Nanoecotoxicologia. Ourigos-do-mar. Sistema Imune.



ABSTRACT

Echinoderms constitute a group of emblematic invertebrate animals that live exclusively
in marine environments and play fundamental roles in benthic communities. The
Echinoid class, composed of sea urchins and sand dollars, has a huge variety of lifestyles
and body characteristics adapted to live in different types of environments. The
persistence and existence of these animals over millions of years have been attributed to
the presence of an efficient innate immune system. This system can operate uniformly
against any type of particle in the environment and ingested by the animal, including
emerging nanocontaminants. Nanoparticles (NPs) have been reported as critical
contaminants in the oceans. These contaminants can be of different natures and may affect
marine and coastal communities. Therefore, the aim of this study was to review the studies
that have evaluated the effects of nanocontaminants on the immune system of echinoids,
in order to provide an overview of the current state of knowledge about the impact of NPs
on echinoids, in order to guide future research. Ten articles were found that evaluated the
effects of different NPs: polystyrene nanoparticles functionalized with amine and
carboxyl groups (PS-NH2, PS-COOH - nanoplastics), metal oxides (SnO2, CeQO2,
Fe304), zinc oxide (ZnO), titanium dioxide (TiO2), gold nanoparticles coated with
polyvinylpyrrolidone (PVP-Au), and silver nanoparticles (Ag). Titanium dioxide
nanoparticles were the most frequent in the literature, with 4 studies, followed by
nanoplastics with 2 studies. Nine studies used the sea urchin species Paracentrotus
lividus, and one used Strongylocentrotus droebachiensis. The main effects found in the
studies were: changes in phagocytic/enzymatic activity, oxidative stress, and cytotoxicity
in coelomocytes, as well as alterations in different signaling pathways in the organisms,
impacting the animal's health. The results found are alarming and highlight the need for
further studies evaluating the effects of nanocontaminants in the marine environment,
especially involving other echinoid species and, most importantly, a broader geographic

SCope.

Keywords: Nanoecotoxicology. Sea urchin. Immune System.
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INTRODUCAO

Os equinodermos constituem um grupo de animais invertebrados emblematicos
que vivem exclusivamente em ambientes marinhos e podem ser encontrados em todas as
profundidades (PECHENIK, 2016; BRUSCA et al., 2018), mas principalmente nas zonas
litoraneas e sublitoraneas (MELVILLE et al., 1966). Sdo organismos predominantemente
bentdnicos, com poucas espécies que sdo pelagicas e bentopelagicas (HENDLER et al,
1995). A multiplicidade de formas do grupo carrega estratégias e adaptacdes Unicas para
sobrevivéncia em diversos tipos de habitat, enquanto exercem papeis muito importantes
nas comunidades bentdnicas (LAWRENCE, 1987; HENDLER et al., 1995).

O filo é composto por cerca de 7.000 espécies vivas e cerca de 15.000
conhecidas por registro fossil (PAWSON, 2007; AMEMIYA; MIYAKE; RAST, 2005)
que datam de 600 a 570 milhGes de anos, periodo Cambriano, e apresentam uma grande
diversidade morfoldgica e importéancia filogenética por contar a historia evolutiva do
grupo (ERWIN et al., 2011; SPRINKLE, 1983, 1997; BRUSCA et al., 2018).

Embora existam varios sistemas de classificacdo, incluindo a nova classe
Concentricycloidea, proposta por Baker et al. (1986), sdo aceitas 5 classes existentes
atualmente: Crinoidea (Lirios-do-mar); Asteroidea (Estrelas—do-mar); Ophiuroidea
(Serpentes-do-mar); Holothuroidea (Pepinos-do-mar); e em especial, a classe Echinoidea,
que conta com cerca de 1.000 espécies vivas e 7.000 fosseis ja registrados, entre elas:
ourigos-do-mar, ouricos-l1apis, ouricos-coracdo e bolachas-da-praia (SMITH, 1984;
MOOI; DAVID, 2008; BRUSCA et al., 2018; VENTURA, 2018).

A classe Echinoidea apresenta uma enorme variedade de modos de vida e espécies
capazes de viver em quase todas as latitudes e profundidades (VENTURA et al., 2007,
BRUSCA et al., 2018). A persisténcia desses animais em variados tipos de ambientes,
além da sobrevivéncia e resisténcia ao longo de milhGes de anos, tem sido atribuida a
existéncia de um sistema imune (SI) inato eficiente (PINSINO; MATRANGA, 2015),
que garantiu protecdo contra diferentes patdgenos que ja causaram mortes de muitas
espécies costeiras (SMITH et al., 2018), e que é capaz de proporcionar uma expectativa
de vida de cerca de 100 anos em algumas espécies (EBERT, 1967).

No inicio da evolucdo do grupo, o conjunto de processos celulares, ou “defesa
imunoldégica”, como denominado por Pinsino e Matranga (2015), surgiu com a resposta
inata, operada por componentes celulares e um amplo repertério de moléculas de

reconhecimento e produtos génicos sensiveis ao estresse. Estes elementos sao utilizados
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no reconhecimento de estressores de diferentes naturezas, desde a deteccdo até a
transformac&o e eliminagdo de materiais potencialmente danosos a salde dos animais
(MATRANGA et al., 2015).

O sistema imune dos equinodermos é complexo e sofisticado (SODERGREN et
al., 2006), com um repertério amplo de genes que expressam muitas fungdes
imunoldgicas observadas e células imunes (celomdcitos). O sequenciamento do genoma
do ourigo-do-mar Strongylocentrotus purpuratus (HIBINO et al., 2006) revelou a
presenca de diversos genes envolvidos no sistema de defesa dos equinodermos, tais como:
receptores de reconhecimento do patégeno, moléculas do sistema complemento,
citocinas, fatores de transcricéo e transportadores ABC (SODERGREN et al., 2006).

As respostas imunoldgicas desempenhadas por equinoides em resposta a infec¢cdo
por bactérias, lesdo e transplante, apresentam muitas caracteristicas e funcdes celulares
que sdo vitais para imunidade de outros deuterostdbmios, mas ouri¢os-do-mar, por
exemplo, ndo possuem memdoria adaptativa (SMITH; DAVIDSON,1992).

A resposta imunoldgica em equinoides, como reconhecimento e encapsulamento,
orquestrados por celomaocitos e moléculas presentes no fluido celomico (FC), pode operar
da mesma forma com qualquer tipo de particula presente no meio e ingerida pelo animal,
seja de origem bioldgica ou antropica (BORASCHI et al., 2023). Diante disso, 0S
nanocontaminantes, como nanomateriais (NMs) (BORASCHI et al., 2023;CANESI;
CORSI, 2016) ou nanoplasticos (GAMBARDELLA et al., 2016) podem se tornar um
grande risco para a saude destes animais, tendo em vista o enorme aporte de NMs e NPs
nos oceanos (ANDRADY, 2015, 2017; JAMBECK, 2015). No entanto, os efeitos de
nanocontaminantes sobre 0s organismos vivos ainda séo poucos conhecidos (KLAINE et
al., 2008;CHRISTIAN et al., 2008).

Os nanocontaminantes tém sido utilizados em diversas areas, como biomedicina,
engenharia, telecomunicacdes, eletronica, transporte e outras tecnologias de fabricacdo
(ALIJAGIC; PINSINO, 2017). Devido a escala nanométrica, os NMs, além de
apresentarem condutividade elétrica, possuem propriedades mecanicas, cataliticas e
Opticas unica (KLAINE et al., 2008). Tais caracteristicas propiciaram o crescimento
exponencial de novos NMs manufaturados ou projetados ao logo da ultima década
(KLAINE et al., 2008). Segundo Klaine et al. (2008), os NMs podem apresentar varias
classes de compostos diferentes: 6xidos metalicos, materiais semicondutores, metais de
zero valéncia, prata e outros, além de nanopolimeros. Uma classe que tém recebido

destaque sdo os nanoplasticos (NPs), incluindo nanoesferas, nanofibras, nanofios e
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nanofolhas (KLAINE et al., 2008; FERREIRA et al., 2019; GONCALVES; BEBIANNO,
2021; MARTIN et al., 2022).

Diante disso, pensando no processo de interacdo das nanoparticulas com o0s
organismos, 0s equinoides se tornam um excelente modelo para avaliar a influéncia
desses contaminantes no sistema imune, tendo em vista sua plasticidade e resisténcia
(PINSINO; MATRANGA, 2015), mas principalmente por exibirem como caracteristica
fisioldégica um sistema vascular aquifero (SVA) aberto que permite a interacdo de NMs
presentes na agua com o fluido celémico (BORASCHI et al., 2023).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento
bibliografico acerca das informacBes disponiveis sobre as interacdes e efeitos de
diferentes nanoparticulas no sistema imune de equinoides, visando tracar o perfil do atual
estado de conhecimento sobre o impacto de nanocontaminantes na salde desses

organismos de forma a nortear estudos futuros na area.

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Equinodermos: caracteristicas, distribuicdo e a importancia da classe

Echinoidea

Os equinodermos apresentam sistemas corporais bastante peculiares, sendo estes:
plano corporal pentarradial com origem secundaria; sistema interno de canais com origem
celémica, relacionado com quase todas as interacdes dos animais; esqueleto interno
formado principalmente de calcita, com um arranjo singular de placas; presenca de um
tecido conectivo mutavel, considerado caracter diagnostico do grupo; e habitos de vida
com grande importancia ecoldgica (Ver Fig. 1) (BRUSCA et al., 2018; VENTURA et al.,
2006; MOTOKAWA, 1984).

Os equinodermos sdo modelos amplamente utilizados em estudos de
desenvolvimento (AMEMIYA; MIYAKE; RAST, 2005; BURKE, 2019), ecotoxicologia
(MINETTO; VOLPI GHIRARDINI; LIBRALATO, 2016), biologia evolutiva (WRAY;
RAFF, 1989) e imunologia (COURTNEY; DAVIDSON, 1994). Sdo animais de facil
manutencdo em laboratdrio e podem ser estudados a nivel celular e molecular, além de se
tratar de um modelo deuterostdmio, cujo conhecimento pode ser estendido a outros
organismos do mesmo do grupo (AMEMIYA; MIYAKE; RAST, 2005). Entre as classes

que séo alvo desses estudos, destaca-se a classe Echinoidea, com representantes que vém
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sendo cada vez mais utilizados em diversas areas das ciéncias biologicas (DURHAM, et
al, 1966).

Figura 1. Espécies representantes do Filo Equinodermata. Espécies registradas por

Gondim et al. (2008) na praia de Cabo Branco, Jodo Pessoa, Paraiba. A) Echinometra
lucunter (Echinoidea); B) Linckia guildingii (Asteroidea); C) Leodia sexiesperforata
(Echinoidea); D) Ophioderma cinereum (Ophiuroidea); E) Mellita quinquesperforata
(Echinoidea); F) Luidia senegalensis (Asteroidea); G) Lytechinus variegatus
(Echinoidea); H) Echinaster echinophorus (Asteroidea); 1) Holothuria grisea
(Holothuroidea). Fotos: World Register Of Marine Species (WoRMS); Foto (I)
(GONDIM et al., 2008).

Os equinodermos exercem papeis ecolégicos muito importantes em todo
ecossistema marinho, uma vez que ocupam diferentes nichos na teia trofica

(LAWRENCE, 1987) e participam de interagcbes complexas de competicdo e predagédo. O
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filo representa cerca de 80% da biomassa total de fauna em zonas de alta profundidade e
contribuem para o controle populacional de diversas espécies de animais e algas, assim
como podem ser fonte de alimento para outras espécies (VENTURA et al., 2006). Desta
forma, por ocupar vérios niveis tréficos, alteragdes na densidade populacional de
equinodermos podem afetar o ecossistema (PRINCE, 1995; VENTURA et al., 2006).

Os equinoides, com individuos adultos sésseis e larvas planctdnicas, podem ser
excelentes bioindicadores ambientais, predizendo a escalada da contaminacdo por
pesticidas, metais pesados e outros poluentes emergentes. Esses contaminentes podem se
acumular nas gonadas e intestino (GUILLOU; QUINIOU; HUART, 2000), afetar o
desenvolvimento embrionario (TORRES-DUARTE et al., 2017; TACCONI et al., 2022;
PALMEIRA-PINTO et al.,, 2023), causar genotoxicidade (KUKLA et al., 2022) e
provocar efeitos toxicos em varios outros sistemas (ALVES, 2018;CHIARELLI, 2019;
SARLY, 2023), incluindo no sistema imune (MARQUES-SANTOS et al., 2018;
ALIJAGIC et al., 2019, 2020, 2021; MURANO et al., 2020, 2021, 2023; ZENG et al.,
2023).

Esses organismos desempenham fungées essenciais no ecossistema marinho e séo
altamente sensiveis as alteracdes ambientais (CONTINS et al.,, 2023). Estudos
demonstram que diferentes espécies de ourico-do-mar estdo sendo gravemente
impactados pelas mudancas climaticas, especialmente pelo aumento da temperatura da
superficie do mar, que tém causado alta mortalidade da populacdo (YERUHAM et al.,
2015) e efeitos no desenvolvimento larval (CONTINS et al., 2023). Alem disso, a
acidificagdo dos oceanos, provocada pelo aumento das concentragdes de CO-, também
pode afetar significativamente o desenvolvimento larval desses animais (CHAN; TONG,
2020; SARTORI et al., 2023).

1.1.2 Classe Echinoidea

De acordo com Smith (1984), os equinoides sdo diferenciados por um conjunto
de caracteristicas morfoldgicas e filogenéticas que sdo encontradas isoladamente em
outros grupos do filo. O autor definiu esse conjunto, sendo: 1) a forma geral do corpo; 2)
0 arranjo das placas da carapaca; 3) o complexo mandibular (lanterna de Aristoteles); 4)
os apéndices (espinhos, pedicelarias e pddios); e 5) a posicdo interna do sistema

hidrovascular. Melville et al. (1966) complementam que a boca é geralmente voltada para
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0 substrato, e a maioria das espécies possui até 5 gbnadas localizadas em segmentos inter-
radiais.

A classe Echinoidea € classificada em dois grupos morfologicos: Regulares
(Ouricos) e Irregulares (Bolachas-da-praia). Essa diviséo foi feita baseada na posigéo do
anus em relacdo ao sistema apical (MELVILLE et al., 1966).0s equinoides adultos séo
organismos bentbnicos. Os ourigos-do-mar se movimentam utilizando o0s pés
ambulacrais, que garantem fixacdo ao substrato, e os espinhos conferem sustentacéo.
Algumas espécies sdo capazes de raspar e escavar rochas com o0s espinhos ou com 0s
dentes, formando canais em rochas que servem como abrigo e protecdo contra predadores
(DURHAM, 1966; BRUSCA et al., 2018). Nesse sentido, a predacdo tem forte influéncia
nesses habitos de vida, assim como na distribuicdo dos organismos no ambiente
(LAWRENCE; SAMMARCO, 1982).

Muitas especies de equinoides irregulares atuais vivem enterrados em substrato
arenoso. A exemplo disto, algumas espécies de Clypeaster e Encope costumam ficar
enterradas entre 12 e 15 centimetros abaixo da superficie em sedimentos arenosos
(DURHAM et al., 1966). Para realizar esses movimentos, algumas bolachas-da-praia
utilizam espinhos que se movimentam em ondas metacrdnicas para cavar o fundo arenoso
(DURHAM et al., 1966), além de incisuras marginais na testa, denominadas linulas, que
servem para manter a estabilidade e fixacdo nas correntes fortes das zonas costeiras
(ALEXANDER; GHIOLD, 1980; SMITH; GHIOLD, 1982; TELFORD, 1983).

As preferéncias alimentares variam muito entre as espécies de equinoides e
influenciam diretamente na estrutura e funcionamento da comunidade bent6nica
(LAWRENCE; SAMMARCO, 1982). Os equinoides podem ser herbivoros,
suspensivoros, detritivoros e quase nunca predadores (BRUSCA et al., 2018). De acordo
com Durham et al. (1966), ourigos regulares se alimentam de qualquer matéria organica
quando houver necessidade e oportunidade, enquanto cliperastoides, por possuirem
sulcos alimentares bem desenvolvidos e bocas pequenas, se alimentam principalmente de
detritos organicos, algas unicelulares e bactérias. A maioria das bolachas-da-praia sdo
chamadas de “coletores podiais de particulas” e possuem uma lanterna de Aristoteles
muito modificada, que funciona como um moinho (ELLERS; TELFORD, 1984);
BRUSCA et al., 2018).

Nesses animais, a cavidade celdomica perivisceral e o sistema vascular aquifero,
assim como em todos os equinodermos, sao preenchidos pelo fluido celémico, que é

semelhante a 4gua do mar, mas com uma alta concentracdo de células imunes e fatores
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humorais com inumeras funcbes similares em outros deuterostomios (SMITH;
DAVIDSON, 1992). Os equinodermos exercem um papel essencial na manutencdo do
ecossistema e estdo expostos as pressdes ambientais diversas (PINSINO; MATRANGA,
2015), que tém se intensificado atualmente, como o aumento da temperatura global e a

crescente contaminagdo do mar por diversos poluentes, por exemplo.

1.2 Sistema imune de equinoides

Ao longo do tempo, 0s equinoides desenvolveram um sistema imune inato que
exibe mecanismos complexos e eficientes na defesa contra patdgenos e agentes externos
(SODERGREN et al., 2006). O processo de resposta imune ocorre principalmente na
cavidade celémica, uma estrutura essencial nos equinodermos, onde se localizam os
Orgaos internos, como as gonadas e o intestino dos animais, que ficam banhados no fluido
celomico (FC) (PINSINO; MATRANGA, 2015; SMITH et al., 2018). O liquido contém
propriedades imunologicas, como as células do sistema imune (celomocitos) e moléculas
antimicrobianas, que ficam imersas em um meio semelhante a &gua do mar, como um
tecido complexo que medeia as respostas imunes (SMITH et al., 2010, 2018), por meio
dos processos de opsonizacdo, coagulacdo, encapsulamento e fagocitose (SMITH,;
DAVIDSON, 1994b). A resposta imunologica que ocorre em equinodermos pode ser
dividido em dois tipos: celular, mediada pelos celomdcitos e caracterizada,
fundamentalmente, pela fagocitose; e humoral, que envolve moléculas presentes no fluido
celdbmico (GLINSKI; JAROSZ, 2000; PINSINO; MATRANGA, 2015;ZHANG et al.,
2019; FERNANDEZ-BOO et al., 2018, 2024).

Os celomocitos sdo diversificados e extremamente abundantes em todos oS
equinodermos. No entanto, ainda ndo hd uma classificacdo padrdo para todos os
equinodermos, uma vez que essas células apresentarem diferencas morfoldgicas,
funcionais e abundancia relativa entre as espécies (DEVECI; SENER; 1ZZETOGLU,
2015).

1.2.1 Componentes celulares

Ao longo do processo evolutivo, os organismos desenvolveram barreiras fisicas,
como o revestimento corporal, para impedir a entrada de patégenos. Moléculas
especificas passaram a reconhecer e limitar infec¢cdes na primeira interacdo

(MATRANGA et al.,, 2005). Em equinodermos, a resposta imune é mediada por
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celomdcitos que produzem fatores humorais, como sistema complemento e peptideos
antimicrobianos, que contribuem para eliminagdo do patégeno (SMITH et al., 2010,
2018). Os celomdcitos j& foram estudados em todas as classes, mas a pesquisa tem-se
concentrado mais nos equinoides, principalmente nos ourigos-do-mar (SMITH et al.,
2010). Séo escassos 0s estudos sobre o0 sistema imune de bolachas-da-praia, salvo estudos
recentes como o de Franga (2023) com celomdcitos da espécie Mellita
quinquiesperforata. Ainda ndo se sabe ao certo a origem dos celomdcitos, mas acredita-
se que as células sejam produzidas pelo 6rgao axial (CHIA; XING, 1996) que seria a
glandula linfoide dos equinoides (MILLOTT, 1969).

Ourigos-do-mar  adultos apresentam quatro classes de celomdcitos
morfologicamente diferenciados: fagocitos (petaloides e filopodiais); esferulécitos
(também chamados de amebdcitos ou células mérula) vermelhos; esferulécitos incolores;
e células vibrateis (SMITH et al, 2010, 2; DEVECI; SENER; IZZETOGLU,
2015;QUEIROZ et al., 2022) (ver Figura 2). Até o momento, sabe-se que algumas
espécies de bolachas-da-praia também apresentam 4 classes de celomdcitos: fagdcitos,
esferuldcitos (incolores, vermelhos e amarelos), grandes corpusculos esféricos (GCE) e
células fusiformes (FRANCA, 2023).
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Figura 2. Celomdcitos do ourico-do-mar Paracentrotus lividus. a) esferuldcito vermelho;
b) esferuldcito incolor; c) célula vibratil; d) fagocito petaloide; e) fagocito filopodial.
Barra de escala:10 pm. Fonte: MATRANGA et al., 2005.

As variacOes na distribuicdo celular estdo relacionadas ao estado fisiol6gico ou
imunolégico do animal (XING et al., 2008). Dessa forma, a concentragdo de celomdcitos
pode ser muito variavel entre espécies distintas e até mesmo entre individuos da mesma
espécie  (RAMIREZ-GOMEZ; GARCIA-ARRARAS, 2010; DEVECI; SENER;
IZZETOGLU, 2015). Alguns estudos demonstram o percentual de cada subtipo de
celomécito em diferentes espécies de equinoides (Tabela 1). Em algumas espécies de
ourico-do-mar, os celomécitos mais abundantes sdo os fagocitos, seguidos por células
vibrateis, esferulécitos vermelhos e incolores (BERTHEUSSEN; SELJELID, 1978;
EDDS, 1993; GROSS et al., 2000; MATRANGA et al., 2000, 2006 ; SMITH et al., 2010;
MARQUES-SANTOS et al., 2017; QUEIROZ et al., 2022).

O perfil e concentracéo de celomocitos também podem variar diante dos impactos
antropicos e estressores ambientais. Smith et al. (2010) afirmam que o percentual de
esferulocitos vermelhos, por exemplo, aumenta de 5% a 40% quando os animais foram
coletados em locais poluidos. Além disso, fendmenos como variagfes na temperatura do
mar (WILKINS et al., 2024) ou contaminacdo por nanoparticulas (MANZO et al., 2022)
podem afetar o desenvolvimento das células imunes de larvas e de organismos adultos,
causando danos celulares e perda da viabilidade celular (GAMBARDELLA et al., 2016;
MANZO et al., 2022).

Tabela 1. Percentual de celomécitos em diferentes espécies de equinoides.

Celomacitos Espécie % no Fluido Referéncia
Celdmico
Mq 81,12% Franca, 2023
El 55,80% Marques-Santos et al., 2017
Fagocitos Sp 40-80% Edds, 1993; Gross et al., 2000; Smith et al., 2010

Sd 67% Bertheussen & Seljelid, 1978; Edds, 1993; Smith et al., 2010
PI 80-81,9% Matranga et al., 2000, 2006; Arizza et al., 2007; Queiroz et al., 2022
Pg 77,80% Queiroz et al., 2022

Grande Corpusculo Esférico Mq 6% Franga, 2023
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Esferulécitos amarelos Mq 2,14% Franga, 2023
Mq 7,71% Franga, 2023
El 2,90% Marques-Santos et al., 2017

Esferuldcitos incolores Sp 2,7-25% Edds, 1993; Gross et al., 2000; Smith et al., 2010
Sd 6,50% Bertheussen & Seljelid, 1978; Edds, 1993; Smith et al., 2010
Pl 5-8% Matranga et al., 2000, 2006; Arizza et al., 2007; Queiroz et al., 2022
Pg 6,39% Queiroz et al., 2022
Mq 1,96% Franca, 2023
El 6,50% Marques-Santos et al., 2017

Esferuldcitos vermelhos Sp 7-40% Edds, 1993; Gross et al., 2000; Smith et al., 2010
Sd 8% Bertheussen & Seljelid, 1978; Edds, 1993; Smith et al., 2010
Pl 4,7-5% Matranga et al., 2000, 2006; Arizza et al., 2007; Queiroz et al., 2022
Pg 10% Queiroz et al., 2022
El 34,80% Marques-Santos et al., 2017
Sp 12-20% Edds, 1993; Gross et al., 2000; Smith et al., 2010

Células vibrateis Sd 18,50% Bertheussen & Seljelid, 1978; Edds, 1993; Smith et al., 2010

Pl 7,5-8% Matranga et al., 2000, 2006; Arizza et al., 2007; Queiroz et al., 2022
Pg 5,80% Queiroz et al., 2022

Mq: Mellita quiquiesperforata; EIl: Ecnometra lucunter; Sp: Strongylocentrotus
purpuratus; Sd: Strongylocentrotus droebachiensis; Pl: Paracentrotus lividus; Pg:

Paracentrotus gaimardi.

1.2.1.1 Fagocitos

Os fagocitos estdo envolvidos, principalmente, como o nome ja diz, na fagocitose
de particulas estranhas e patégenos (SMITH et al., 2010). Este tipo celular representa 0s
celomocitos mais abundantes no fluido celémico, apresentando diferentes tipos, o que faz
com que tenham uma maior participacdo nas respostas imunes (SMITH, 1981). Os
fagdcitos sdo divididos em dois tipos: discoides (células grandes) e poligonais (células
pequenas) (EDDS, 1993; SMITH et al., 2010; FRANCA, 2023). Esses dois tipos séo
subdivididos de acordo com a conformacao celular: petaloides e filopodiais (FRANCA,

2023). Quando estdo em suspensdo, as células se apresentam na forma petaloide (SMITH



26

et al., 2010), envolvidos na migracdo para os locais das lesdes, enquanto o estagio
filopodial pode estar envolvido na coagulagéo (Ver Figura 3) (MATRANGA et al., 2005).

O processo de encapsulamento é possivelmente operado em conjunto com 0s
esferuldcitos incolores, os quais liberam as substancias citotoxicas (ARIZZA et al., 2007;
QUEIROZ; CUSTODIO, 2015; ZAPATA-VIVENES et al., 2021; BORASCHI et al.,
2023). Essa colaboracéo ocorre porque devido a grande quantidade de fagdcitos no fluido
e a alta capacidade de alterar sua forma citoplasmatica, os fagocitos sao capazes de formar
coagulos que levam a formacdo de agregados celulares com outros tipos de celomdcitos
que contribuem no processo (MATRANGA et al., 2005; SMITH et al.,2018).

Petaloid Phagocyte in Suspension |Filopodial Phagocyte in Suspension

Filopodial Phagocyte on Glass
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Figura 3. Fagdcitos nas formas petaloides e filopodiais. A mudanga ocorreu durante o
processo de coagulacdo. A) Fagocito petaloide em suspensao; B) Fagocito filopodial em
suspensdo; C) Fagocito petaloide aderido a lamina; C) Fagécito filopodial aderido a
lamina. Fonte: SMITH et al., 2010.

1.2.1.2 Esferulécitos

O esferuldcitos vermelhos possuem granulos vermelhos ricos em equinocromo A,
uma naftoquinona que possui propriedades antibacterianas (SERVICE; WARDLAWT,
1984). Estas células exibem motilidade ameboide que é proporcionada pela dindmica dos
filamentos de actina (SMITH et al., 2010; BRANCO; FIGUEIREDO; SILVA, 2014) Na
presenca de bactérias, as células migram e cercam o local da infeccdo, sendo capazes de
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encapsular particulas estranhas e realizar degranulagdo (JOHNSON, 1969; SMITH et al.,
2010; BRANCO; FIGUEIREDO; SILVA, 2014) (Ver Figura 4).

O esferuldcitos incolores também possuem granulos, mas sua fungdo ainda nédo é
muito conhecida (SMITH et al., 2010). No entanto, Arizza et al. (2007), sugerem para
esse tipo celular uma possivel atividade citolitica, que é facilitada pela presenca de outros
celomécitos, como os fagdcitos. Devido a forma caracteristica de locomocao dos dois
tipos de esferuldcitos, as células sofrem mudancas corporais muito rapidas e por isso
conseguem se mover rapidamente no fluido (MATRANGA et al., 2005).

1.2.1.3 Células vibréateis

Células vibrateis sdo células esféricas que contém pequenos granulos e um flagelo
unico que permite a movimentacdo em linha reta ao longo de uma espiral helicoidal
(MATRANGA et al., 2005). Essa caracteristica possibilita que a célula se movimente
mais rapidamente (MATRANGA et al., 2005; PINSINO; MATRANGA, 2015). Sua
funcédo ainda esta sendo estudada, mas sabe-se que a exocitose dos seus granulos pode
desencadear uma reacdo de coagulacdo, além de ter uma importante fungdo na
homeostase (SMITH et al., 2010, 2018).

1.2.2 Componentes humorais

1.2.2.1 Sistema complemento

O sistema complemento é um sistema ancestral que tém sido conservado ao longo da
evolucdo do grupo (CLOW; TERWILLIGER; SMITH, 2001). E um complexo de
proteinas séricas que sdo ativadas em cascata que levam a opsonizacdo de particulas
estranhas e ativacdo de diferentes funcbes do sistema imune (HO; RAST, 2016). Os
equinodermos compartilham muitas caracteristicas do sistema complemento com
vertebrados. No entanto, ndo apresentam a via classica justamente porque ndo possuirem
um sistema adaptativo (MATRANGA et al., 2005). Nesse sentido, Smith et al. (2001), e
posteriormente Hibino et al. (2006), identificaram no genoma de Strongylocentrotus
purpuratus sequéncias homdlogas a proteina C3 do sistema complemento, presente em
vertebrados, além do fator B, conhecido como SpC3 e SpBf. O SpC3 apresenta

caracteristicas de tioéster e por isso formam ligagdes covalentes com as moléculas alvo,
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atuando como opsonina (SMITH et al., 2010) e marcando os alvos para ingestédo pelos
fagdcitos poligonais (CLOW et al., 2004; HO; RAST, 2016).

1.2.2.2 Moléculas de adesdo e Lectinas

Lectinas formam um grande grupo de proteinas e glicoproteinas que podem ser
sollveis ou integrais de membrana, contendo pelo menos dois dominios de
reconhecimento de carboidrato (CRDs, do inglés carbohydrate recognition domains), e
que podem causar aglutinacdo de células (GOLDSTEIN et al, 1980). As lectinas
apresentam importantes fun¢ées em equinodermos, principalmente no reconhecimento de
células ndo-proprias (SMITH et al., 2010). No genoma de ourico-do-mar ja foram
identificadas dois tipos de lectina: lectina ligadora de manose (MBL) e ficolinas (HIBINO
et al., 2006).

Muitas lectinas atuam como opsoninas e aglutininas devido a sua capacidade de
se ligar a carboidratos presentes na superficie de patdogenos (SMITH et al., 2018). Nesse
sentido, as lectinas sdo moléculas-chave na resposta imune porque exercem um papel
ativo no recrutamento dos celomdcitos no organismo hospedeiro (SMITH et al., 2010).

Durante o processo de eliminagdo de um microrganismo, dois mecanismos atuam
em conjuntos: moléculas envolvidas na adesd@o entre as células cercam e encapsulam o
alvo, enquanto outras, como as perforinas (GLINSKI; JAROSZ, 2000) promovem a
formacdo de poros na membrana plasmatica, ocasionando lise celular. Outra proteina
importante no processo de agregacdo, € amassina, uma proteina que forma pontes
dissulfeto, e que promove a agregacao de celomocitos durante a coagulacdo (HILLIER,;
VACQUIER, 2003; HILLIER; MOY; VACQUIER, 2007).

1.2.2.3 Peptideos antimicrobianos

Segundo Smith e colaboradores (2010, 2018), peptideos antimicrobianos (AMPS,
do inglés antimicrobial peptides) sdo moléculas efetoras da imunidade inata que
promovem lise celular em microorganismos. S&o encontrados em uma grande variedade
de sequéncias e estruturas, mas possuem caracteristicas e fungdes semelhantes (SMITH
et al., 2010). Em equinoides, as principais familias de AMPs sdo: AMPs ricos em
cisteinas (strongylocinas) e AMPs heterodiméricos (centrocinas). Essas familias estdo

presentes tanto em adultos quanto em larvas, exercendo um papel importante para a
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imunidade inata (LI et al., 2015), pois apresentam um amplo espectro de resposta imune
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (HO; RAST, 2016).

1.2.2.4 Receptores de reconhecimento padrio

Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs, do inglés Pattern Recognition
Receptors) sdo proteinas do sistema imune que identificam padrdes moleculares
conservados em patdgenos e nas células do hospedeiro, desencadeando respostas imunes
(GORDON, 2002; ISAZADEH et al., 2023).

Hibino et al. (2006), ao avaliarem o genoma do ouri¢o-do-mar Strongylocentrotus
purpuratus, identificaram genes que codificam familias de proteinas homélogas aos
receptores de reconhecimento padréo, que ocorrem em vertebrados. Esses receptores sao:
Receptores do tipo Toll (TRLs, do inglés Toll-Like Receptor), Receptores do tipo Nod
(NLRs, do inglés Nod-Like Receptor) e dominio rico em cisteina do receptor Scavenger
(SRCR, do inglés Scavenger Receptor Cysteine-Rich Domain). Foram encontrados mais
de 200 genes codificando TRLs no genoma do S. purpuratus, com uma maior expressao
em celomocitos, mas também presentes na parede intestinal (HIBINO et al., 2006).
Segundo Smith et al. (2010), muitas familias do receptor sdo expressas em larvas, mas
ndo foram detectadas nos embrides de ouricos.

No genoma do S. purpuratus tambem estdo presentes mais de 220 genes
codificantes dos NLRs, que se mostram mais diversos que os TRLs, mas sdo mais
expressos no intestino. Sua funcdo no sistema imune de equinoides ainda ndo é bem
conhecida (HIBINO et al., 2006), mas parecem estar envolvidos na manutencdo da
microbiota intestinal (SMITH et al., 2010). Séo codificados mais de 1.000 dominios ricos
em cisteina do receptor Scavenger (SRCR) em aproximadamente 180 genes existentes no
genoma do S. purpuratus, o que ultrapassa o0 nimero de genes desse receptor ja descritos
em outras espécies (HIBINO et al., 2006).
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Figura 4. Resposta imunolodgica a entrada de patdgenos em Arbacia lixula. 1) Fagocitos
removem células bacterianas e restos celulares; 2) Degranulacao de células vibrateis no
material estranho promovendo a coagulacdo; 3) Esferulécitos vermelhos impedindo o
crescimento bacteriano através da liberacdo de Echinocromo A. Fonte: QUEIROZ et al.,
2021.

1.3 Os nanocontaminantes

1.3.1 Caracteristicas e classificacéo

Naturalmente as nanoparticulas estdo presentes no ambiente sendo provenientes
da erosdo de materiais rochosos, explosdes vulcanicas ou de outras fontes naturais. Estdo
presentes no ar, no solo e na &gua (GAMBARDELLA, 2014). No entanto, 0 aumento da
entrada de NPs de origem antrdépica, como fumaca, atividades de mineracdo, construcdo
ou outros processos tecnologicos, aliada principalmente a entrada de nanoparticulas
projetadas, € 0 que apresenta mais riscos para 0S ecossistemas nhaturais
(GAMBARDELLA, 2014). A producdo acelerada de NPs é alavancada principalmente
pela alta demanda de novas nanotecnologias em diversos campos (CHRISTIAN et al.,
2008; GAMBARDELLA, 2014). De acordo com a comissdo europeia (2011), as NPs
foram nomeadas assim devido ao seu tamanho, menor que 1000 nm, e de acordo com sua
natureza (COMISSAO EUROPEIA, 2011).
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Nos ambientes aquéticos e no solo, as NPs formam sistemas coloidais,
constituidos por misturas de compostos dispersos e dispersantes (CHRISTIAN et al.,
2008). Christian e colaboradores (2008) os caracteriza em quatro diferentes grupos de
acordo com a composicdo e origem: coloides naturais orgéanicos e inorganicos;
antropogénicos; e NPs projetadas. Esses grupos apresentam uma leve variagcdo de
tamanho (LEAD; WILKINSON, 2006), entre 1 nm e 1 um (KLAINE, 2008). Dentre as
nanoparticulas, as NPs projetadas representam um maior risco ao ambiente devido as suas
propriedades fisico-quimicas e capacidade de interagir com o0s sistemas bioldgicos
(BARBERO et al., 2017).

Klaine (2008) define cinco classes de NPs projetadas que sdo principalmente
produzidas: 1) Nanotubos de carbono (NTCs), que se originou com a descoberta em 1985
do primeiro fulereno (KROTO et al, 1985), uma nanomolécula esférica formada por 60
atomos de carbono, que € produzida pela evaporacao do grafite. S&o usados em plastico
e em baterias e apresentam altos riscos de causar efeitos adversos no ambiente; 2) Oxidos
metéalicos, que séo utilizadas em diversas aplicacfes, inclusive em cosméticos e protetor
solar, sendo o dioxido de titanio (T102) e o 6xido de zinco (ZnO) as NPs mais utilizadas
devido as suas propriedades fotoliticas; 3) Pontos quanticos, que sdo NPs de carbono
fotoluminescentes (WANG et al., 2019), utilizadas em diversas em aplicacfes médicas;
4) Metais de zero valéncia, que sdo NPs de prata (Ag) aplicados em creme dental,
produtos para bebé, entre diversos produtos; e ouro (Au) ou coloides de ouro com
aplicacGes médicas; 5) Dendrimeros, polimeros multifuncionais utilizados em diversos
campos da biologia molecular (KLAINE, 2008). Além disso, Alcala-Alcala e Quintanar-
Guerrero (2014) apontam outras nanoparticulas muito utilizadas na medicina, como as
micelas poliméricas e NPs poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas). Particulas ja
mencionadas anteriormente, como ouro, prata e 6xido de silicio também sdo conhecidas
como NPs magnéticas (ALCALA-ALCALA; QUINTANAR-GUERRERO, 2014) (Ver
Figura 4).

A composicdo da superficie da NPs esta diretamente relacionada com a sua
aplicacdo final, e para interagir com sistemas bioldgicos, as NPs devem ter grupos
funcionais adequados presentes em sua superficie (CHRISTIAN, 2008). Segundo o autor,
o esfor¢co na preparacdo das NPs é necessario quando se pensa que muitas NPs perdem
suas propriedades unicas depois que agregam e precipitam no meio. A funcionalizagdo
correta é necessaria para que as particulas figuem suspensas e se dispersem facilmente no

meio escolhido (CHRISTIAN, 2008). Entretanto, todas as carateristicas que afetam a
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interacdo das particulas com o meio, podem resultar no seu destino e em toxicidade
(KLAINE, 2008). Outros fatores também podem contribuir para a agregacédo e dispersao
das particulas, como pH, forca iénica (osmolaridade) e a presenca de matéria organica
natural (MON) (CORSI et al., 2014).
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Figura 5. Nanoparticulas utilizadas em diversos campos de estudo. NPs: nanoparticulas;
NTC: Nanotubo de carbono; SiO2: Dioxido de silicio. Fonte: adaptado de Alcala-Alcala

e Quintanar-Guerrero, 2014.

1.3.2 Nanocontaminantes e ecocorona

As NPs presentes em um meio de cultura podem formar aglomerados com as
proteinas séricas do meio, formando complexos NP-Corona, que pode influenciar
positivamente a persisténcia, biodistribuicdo e biocompatibilidade das particulas com
células e tecidos (CASALS et al., 2010). As proteinas podem formar dois complexos
diferentes: a “coroa dura”, formada por proteinas que se aderem fortemente a NP e
permanecem ligadas enquando esta se movimenta entre os compartimentos; a “coroa
suave”, formada por proteinas fracamente ligadas, que ficam em troca dindmica com 0

ambiente (WALCZYK et al., 2010) (Ver Figura 6).
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Sabe-se que aproximadamente 125 proteinas ligam-se seletivamente as
superficies das particulas, e estas nem sempre sdo as mais abundantes no meio
(GALLOWAY; COLE; LEWIS, 2017). E importante mencionar também que a “coroa”
também pode ser formada por carboidratos que tendem ser multivalente, por isso, atuam
envolvendo a superficie da nanoparticula com multiplos receptores na superficie celular,
melhorando ou inibindo sua internalizacdo nas células (LUNDQUIST; TOONE, 2002).

Figura 6. Desenho esquematico do complexo Nanoparticula-Corona. NP envolvida por
proteinas que sdo trocadas rapidamente (Esquerda) e proteinas foretemente ligadas
(Direita). Fonte: WALCZYK et al., 2010.

Estudos envolvendo particulas funcionalizadas, como NPs de PS (-NH2, COOH),
mostraram que as NPs requerem a formagdo de um complexo proteico ao seu redor com
proteinas derivadas do meio circundante (WALCZYK et al., 2010). Posteriormente, a
formacdo desse complexo foi registrado em invertebrados terrestres e aquéticos
(HAYASHI et al., 2013), bem como no ouri¢co-do-mar P. lividus. perante a exposicao por
NPs de PS-NH2 (MARQUES-SANTOS et al., 2018). Todavia, € consensual que o
principal papel das proteinas coronas na interacdo célula-NP é influenciar o
reconhecimento celular, captacdo, depuracéo e toxicidade (FLEISCHER; PAYNE, 2014).

1.3.3 Nanocontaminantes e imunidade de equinoides

Evidéncias recentes sugerem que o sistema imunoldgico dos invertebrados
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marinhos é um alvo importante dos efeitos das nanoparticulas (NPs). Esses organismos
sdo considerados modelos ideais para estudos ambientais, pois ao longo da evolugéo,
preservaram diversas caracteristicas imunoldgicas semelhantes as dos vertebrados
(SMITH et al, 2010; 2018), e principalmente porque possuem um sistema vascular
aquifero aberto que permite a interagdo com particulas presentes no meio (BORASCHI
et al., 2023). Por isso, eles representam um modelo valioso para avaliar os impactos
ambientais causados pelas NPs (CANESI; PROCHAZKOVA, 2013; CANESI; CORSI,
2016).

Naturalmente o sistema imune funciona em nanoescala, de forma que as células
do sistema imunoldgico inato interagem com particulas estranhas, incluindo NPs, que
estdo dentro da faixa de tamanho dos virus, que sdo reconhecidos pelas células do sistema
imunolégico (BARBERO et al., 2017). E esperado que as NPs sejam reconhecidas como
material estranho pelo sistema imunoldgico inato dos animais (BARBERO et al., 2017).
De qualquer forma, os nanomateriais podem interagir com o sistema imunoldgico de
varias maneiras, melhorando ou suprimindo suas fung¢des (SMITH et al., 2014).

Muitos estudos avaliaram os efeitos de diferentes NPs, como nanoparticulas de
prata (AgNPs), ouro (AuNPs) e didxido de titanio (TiO%? NPs) no sistema imune de
invertebrados marinhos, como moluscos (ABBOTT CHALEW,; GALLOWAY;
GRACZYK, 2012; MARISA et al., 2015), e crustaceos (LI et al., 2018; MEHENNAOQOUI
et al., 2018). Nesse sentido, os estudos com sistema imune sdo conduzidos com
organismos de quase todas as classes de equinodermos, como pepinos-do-mar (PLEE;
POMORY, 2020) e estrelas-do-mar (BECK; HABICHT, 1986), mas a linha de pesquisa
concentra-se principalmente na classe Echinoidea.

E crescente preocupacao com a presenca de nanocontaminantes no meio ambiente
e seus potenciais impactos sobre a saide dos organismos marinhos (FERREIRA et al.,
2019; ZAKI; ARIS, 2022) e consequentemente na saude humana (LAl et al., 2022).
Tendo em vista esses fatores, torna-se essencial compreender como 0s nanocontaminantes
podem afetar o sistema imunoldgico de equinoides, ja que sdo animais reconhecidos como
bioindicadores de riscos ambientais (PINSINO; MATRANGA, 2015; PINSINO et al.,
2015; GAMBARDELLA et al., 2021) e por apresentam caracteristicas imunologicas
semelhantes aos vertebrados (SMITH et al., 2010, 2018).

A investigacdo dos efeitos dos nanocontaminantes nos equinoides é fundamental
ndo apenas para compreender as respostas imunologicas desses organismos, mas também

para avaliar 0s impactos em niveis superiores da teia trofica. Dessa forma, esses estudos
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contribuem para uma compreensdo mais abrangente das consequéncias ambientais dos
nanocontaminantes. Logo, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao
bibliografica sobre os efeitos dos nanocontaminantes no sistema imunologico de
equinoides. A pesquisa se prop0s a analisar o conhecimento existente acerca da interagéo
entre nanocontaminantes e o Sl, contribuindo para o avango das investigacdes nessa area

e para a compreensao dos riscos ambientais associados aos poluentes emergentes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de dados

Para a realizacéo desta reviséo bibliografica acerca dos dados existentes na literatura
sobre os efeitos de nanocontaminantes no sistema imune de equinoides, foi feito um
levantamento bibliografico nas bases de dados ScienceDirect, PubMed, ScIELO e Google
Scholar. E importante mencionar que alguns trabalhos classicos ndo foram encontrados
nessas bases, mas sim na plataforma ResearchGate. A pesquisa foi feita utilizando as
seguintes palavras-chave: Phylum Echinodermata, Echinoderm, Echinoidea, Sea Urchin,
Sand Dollar, alem de combinacdes de palavras-chave focadas em especificar o tema:
“Echinoderm + immune system”, “Echinoidea + immunity”, “Sea urchin + immunity”,
“Sand dollar + celomocytes”, “Sea urchin + celomocytes”, “Sea urchin + immunity +
nanoparticles/Nanomaterials/ Nanoplastics/Nanocontaminants”.b

Apos a busca, os trabalhos foram pré-selecionados perante a leitura dos resumos.
N&o houve critério de escolha com base no ano de publicagéo, logo, foram selecionados
todos os trabalhos que se encaixam no tema abordado. A partir do levantamento, os
trabalhos foram categorizados em uma planilha de acordo com os seguintes tépicos: 1)
Espécie; 2) Nanoparticula estudada; 3) Efeito observado; 4) Via ou molécula enfatizada;
5) Caracteristicas das particulas; 6) Referéncias. Os dados foram coletados e elencados
dessa forma para posterior reorganizacdo em duas tabelas que serdo apresentadas e

utilizadas para discussdo dos resultados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo das particulas
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Foram encontrados 10 artigos que avaliaram os efeitos de diferentes
nanoparticulas entre os anos de 2012 e 2024 (Ver Figura 7). Os trabalhos analisados
investigaram 7 tipos de nanoparticulas: NPs de poliestireno funcionalizados com
grupamentos carboxila ou amino (PS-COOH e PS-NH2, respectivamente — 2 estudos)
(MARQUES-SANTOS et al., 2018; MURANO et al, 2021), 6xidos metalicos (SnO2,
Ce02, Fe304 - 1 estudo) (FALUGI et al., 2012), 6xido de zinco (ZnO - 1 estudo)
(MANZO et al., 2017), dioxido de titanio (TiO2 - 4 estudos) (PINSINO et al., 2015b;
ALIJAGIC et al., 2019, 2020; CATALANO et al., 2020), NPs de ouro revestidas com
polivinilpirrolidona (PVP-Au - 1 estudo) (ALIJAGIC et al., 2021), e NPs de prata (Ag -
1 estudo) (MAGESKY et al, 2017).

O TiO2 é uma das nanoparticulas mais estudadas na pesquisa de nanoseguranca
(CATALANO et al., 2020), e isso se reflete nos resultados dessa pesquisa, onde até o0 ano
de 2023, os trabalhos avaliando NPs de TiO2 se tornaram 0s mais recorrentes com 4
artigos publicados (Ver Figura 7).

Os estudos com nanoparticulas plasticas comegaram a entrar em evidéncia a partir
de 2014, com estudos de embriotoxicidade em ouri¢cos-do-mar (DELLA TORRE, 2014),
com moluscos (CANESI et al., 2015), microcrustaceos (BERGAMI et al., 2016b), até
peixe-zebra (CHEN et al., 2017). No entanto, durante esse periodo o plastico so foi
investigado pela primeira vez, no contexto de investigacdo dos efeitos no Sl de
equinoides, por Marques-Santos et al. (2018) que contribuiram com informacbes e
direcionamentos importantes na avaliacao de riscos de PS-NPs, estudada posteriormente

também por Murano e colaboradores (2021).

Tio2 PS-NH2 TiO2 - 2 estudos
(Pinsino et al) (Marques- (Alijagic et al.; ?
Santos et al.) Catalano et al.)
Sn02, Ce0z, Zno Tio2 PS-COOH / PS-NH2
(Falugi et al.) (Manzo et al.) (Alijagic et al.) (Murano et al.)
: Ag PVP-Au
(Alijagic et al.) (Magesky et al.)

Figura 7. Publicacdes relacionando nanocontaminantes e Sl de equinoides em diferentes

periodicos entre 2012 e 2024. Dez publicagdes que abordam diferentes NPs no sistema
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imune de equinoides.

Os tamanhos das nanoparticulas variam amplamente entre os estudos, refletindo
a diversidade dos materiais, indo de 8 a 105 nm (Ver Tabela 2). As nanoparticulas de
Sn02, CeO: e FesO4 em Falugi et al. (2012) apresentam tamanhos de 61 nm, 50-105 nm
e 20-30 nm, respectivamente, ZnO (14-100 nm), enquanto as AgNPs de Magesky et al.
(2017) variam de 8-15 nm em estado individual e 40-80 nm quando aglomeradas.
Nanoparticulas de TiO. aparecem tamanhos que variam de 10-65 nm (PINSINO et al.,
2015; ALIJAGIC et al., 2019), e valores fixos de 21 nm em outros estudos (ALIJAGIC
etal., 2020; CATALANO et al., 2020). As particulas plasticas como PS-NH. e PS-COOH
apresentaram tamanhos entre 50 e 60nm.

A funcionalizagéo das particulas foi mencionada em 3 estudos (Ver Tabela 2). As
particulas de poliestireno podem ser funcionalizadas com grupos amina e carboxila, sendo
definidas como catidnicas (-NH2) e anidnicas (-COOH), respectivamente (CASADO et
al, 2013). Esses grupos sdo adicionados a superficie das NPs para aumentar sua
solubilidade e reatividade em meio aquoso, facilitando a interagdo com moléculas
biologicas (CHRISTIAN, 2008). Nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram funcionalizadas
com polivinilpirrolidona (PVP), um polimero comumente utilizado para estabilizar NPs
em suspensdo, evitando a aglomeracdo das particulas e reduzindo a toxicidade das
particulas (FRANCO; DE MARCO, 2020). Quando funcionalizadas, essas particulas se
ligam mais facilmente as moléculas organicas (CARNOVALE et al., 2019).

Quanto a preparacdo das suspensdes, foram descritos dois principais parametros:
0 meio de suspensdo e 0 método mecanico. O meio mais utilizado foi a agua milli-Q (4
estudos), também chamada agua ultrapura ou deionizada em alguns trabalhos. Em seguida
foram ASW (4gua do mar articial, do inglés “artificial sea water”) (1 estudo) ¢ NSW
(dgua do mar natural, do inglés “natural sea water”) (1 estudo). Cinco estudos ndo
informaram o meio de suspensdo. E com relacdo ao método de suspensdo mecanica,
foram descritas duas formas: uso apenas do vortex (5 estudos) e apenas sonicacao (1
estudo). O tempo descrito agitacdo no vortex foi de 3 minutos (1 estudo), 5 minutos (1
estudo) e 10 minutos (1 estudo). Cinco trabalhos nao descreveram o método de suspensdo
mecénica. Ainda, 3 trabalhos ndo descreveram a forma de preparagdo das suspensdes
(Tabela 2).

Foram utilizadas 2 diferentes técnicas para caracterizacdo das nanoparticulas, sédo
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elas: espalhamento dindmico de luz (DLS) (2 estudos) e microscopia eletronica (ME)
(incluindo SEM, HR-SEM e TEM) (7 estudos). Trés estudos utilizaram duas técnicas no
processo de caracterizacdo. Trés trabalhos ndo mencionaram as técnicas de caracterizacdo
das particulas. A técnica DLS mede o didmetro hidrodindmico das NPs, ndo fornecendo
o0 tamanho real das particulas. Em contraponto, a ME consegue determinar o tamanho e a
forma do nicleo das particulas, mas ndo informa sobre o comportamento das NPs em
solugdo. Por esse motivo, as técnicas de DLS e EM precisam estar em conjunto para
confirmar as propriedades fisico-quimicas das NPs (GANGADOO et al., 2020).

A caracterizacdo adequada das NPs é crucial para garantir dados confiaveis e com
alta aplicabilidade. Essa necessidade se intensifica devido as preocupacdes de seguranca
frequentemente  associadas as propriedades fisicas e quimicas das NPs
(BHATTACHARJEE, 2016). De acordo com Serrdo e Marques-Santos (2023), para
caracterizar nanoparticulas geralmente séo utilizadas as técnicas de DLS e ME.

As concentragOes das suspensdes das particulas testadas foram expressas de 4
formas diversas: g/L (1 estudo), ug/mL (6 estudos), ug/L (1 estudo), mg Zn/kg (1 estudo),
particulas/L (1 estudo). Na segunda unidade, com mais estudos, a faixa de concentracao
foide 0.1 a 100 ug/mL. As diferengas nas unidades utilizadas dificultam a comparagéo
direta entre os estudos, € importante ressaltar que, nesse caso, a interpretacdo das
concentracdes pode variar dependendo do contexto em que a unidade é aplicada
(CASADO et al, 2013; WAN et al., 2018). Ao se depararem com discrepancias na forma
com que as concentracOes eram definidas, Wan et al. (2018) enfatizam a necessidade de
padronizar uma unidade de medidade para facilitar a comparacao dos estudos.

Muitos estudos tém utilizado concentracdes significamente maiores do que 0s
niveis encontrados na natureza (CATALANO et al., 2020). Essas concentracGes mais
elevadas visam maximizar os efeitos e respostas dos organismos, propiciando uma
compreensdo dos potenciais impactos (MURANO et al., 20121). No entanto, Murano et
al. (2021) apontam a necessidade de entender melhor os efeitos desses contaminantes na
natureza em concentracdes realistas. Alguns estudos, como Manzo et al., (2017) simulam
concentracBes realistas, o que é fundamental para gerar dados mais aplicaveis e para
entender os impactos reais das NPs no ambiente marinho, além de evitar superestimacdes

de toxicidade que podem ocorrer em concentracfes muito altas e irreais.

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos hanocontaminantes estudados
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Referéncia NPs Tamanho Preparacéo Caracterizacao Concentracdes
Falugi et al., 2012 Ce02, 61nm (Sn02),50-105nm Vortex SEM 10-%; 10-* g/L
Fe304 (Ce02), 20-30 nm (Fe304)
Sn0O2
Pinsino et al., 2015 TI02 10-65 nm ASW TEM/DLS 1-5 ug/ml
) 500 pg/L a 20
Magesky et al., 2017 Ag Individual (8-15 nm); Agua Milli-Q TEM po/L
Aglomerados (40-80 nm)
1; 10 mg Zn/kg de
Manzo et al., 2017 Zn0O 100 nm e 14 nm - - alimento
Marques-Santos et al., PS-
2018 NH2 50 nm NSW TEM 1,5, 10, 25 pg/ mL
Vortex
) 0.1, 1, 10, 100
Alijagic et al., 2019 TiO2 10-65 nm Agua ultrapura TEM/DLS pg/mL
Vortex (5min)
Alijagic et al., 2020 TiO2 21 nm Agua ultrapura - 1 pg/mL
Vortex
0.1, 1, 10, 100, 500
Catalano et al., 2020 TiO2 21 nm Vortex (10 min) HR-SEM/ DLS mg/L
PVP-
Alijagic et al., 2021 Au - - SEM 0.1 ug/mL
PS-
COCH
e PS- )
Murano et al., 2021 NH2 60 nm Agua milli-Q - 25 mg/mL

Sonicagdo (3
min)
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NPs (nanoparticulas); SEM (microscopia eletronica de varredura); TEM (microscopia
eletronica de transmisséo); DLS (espalhamento dinamico de luz); HR-SEM (microscopia
eletronica de alta resolucdo); PS-COOH (NPs de poliestireno funcionalizadas com
grupamentos carboxila); PS-NH: (NPs de poliestireno funcionalizadas com grupamentos
amino); SnO: (Diéxido de estanho); CeO: (Didxido de cério); Fes04 (Oxido de ferro);
ZnO (6xido de zinco); TiO: (didxido de titdnio); PVC (policloreto de vinila); PVP-Au

(NPs de ouro revestidas com polivinilpirrolidona); Ag (prata).

3.2 Espécies estudadas

Entre os 10 trabalhos publicados, 9 avaliaram o Sl do ourigo-do-mar
Paracentrotus lividus, espécie que esta distribuida por toda a costa do mediterraneo e no
nordeste do atlantico, desde a Escdcia e Irlanda até o sul do Marrocos e Ilhas Canarias
(TOMSIC et al., 2010). Além disso, o P. lividus foi indicado para inclusio na lista de
modelos animais alternativos apresentada pela Parceria Europeia para Abordagens
Alternativas aos Testes em Animais (EPAA — do inglés European Partnership for
Alternative Approaches to Animal Testing) (PINSINO; ALIJAGIC, 2019), por se tratar
justamente de um organismo que apresenta uma estreita relacdo genética com humanos
(HIBINO et al., 2006; SMITH et al., 2018; PINSINO, 2019).

Praticamente todos os trabalhos conduzidos com P. lividus foram realizados na
Italia, pais banhado pelo mar mediterraneo, onde a espécie € muito comum. Também
houve contribuicdo de mais um pais, Canada, que utilizou como modelo a espécie
Strongylocentrotus droebachiensis, respectivamente. Os escassos trabalhos que utilizam
bolachas-da-praia para investigar os efeitos de nanocontaminantes se concentram na area
de desenvolvimento embrionario (KUKLA et al., 2022; MAZUR et al., 2020), ainda ndo
havendo nenhum trabalho publicado que aborde o sistema imune bolachas-da-praia frente
aos efeitos de NPs.

E evidente que a utilizacdo dos ouricos-do-mar nos estudos de sistema imune é
mais comum devido a praticidade principalmente por causa do seu tamanho e forma, que
permitem um melhor acesso as estruturas internas do animal, até mesmo para a coleta do
FC. No entanto, as bolachas-da-praia se destacam como modelos ideais para estudo
devido a sua ampla distribuicdo, alta densidade populacional, habitat em areas costeiras
e tamanho reduzido, o que as torna facilmente acessiveis e de facil manutencdo

(FRANCA, 2023). Plee e Pomory (2021) corroboram com essa ideia ao demonstrar que
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as bolachas-da-praia podem reter particulas, como microplasticos, por pelo menos uma
semana, sugerindo que esses animais podem atuar como bioindicadores da entrada de
contaminantes na teia trofica. Além disso, Franca (2023) ressalta que, devido a
proximidade evolutiva em nivel celular, o sistema imunoldgico das bolachas-da-praia é
muito semelhante ao dos ouri¢os-do-mar, 0 que aponta para seu potencial uso em

pesquisas de monitoramento ambiental.

3.3 Outras metodologias utilizadas

Em todos os estudos, as coletas dos animais foram realizadas em éareas ndo
poluidas ou protegidas, evidenciando uma preocupacdo com a qualidade ambiental e
a saude dos organismos utilizados. A aclimatacdo dos animais em laboratorio variou
entre 5 a 14 dias, mas a maioria dos artigos optou pelo periodo de 1 semana. A
aclimatacdo e considerada essencial para reduzir o estresse nos ouri¢cos-do-mar e garantir
a validade dos resultados experimentais (PINSINO; ALIJAGIC, 2019). A aclimatagéo
ocorreu com condicdes controladas de salinidade, pH, e temperatura da agua entre 15°C
a 18°C, com um consenso em torno de 16°C (3 estudos) de ASW ou NSW com aeracéo
constante (CATALANO et al., 2020; PINSINO; ALIJAGIC, 2019). Quatro trabalhos
utilizam ASW na aclimatacdo dos animais, enquanto dois utilizam NSW. Além disso, a
densidade de populacdo (nimero de animais por volume de agua) foi mantida constante,
com uma media de 1 animal para cada 10 a 20 L de &gua, segundo os trabalhos. A troca
e checagem de agua é mencionada em algumas metodologias (MARQUES-SANTOS et
al., 2018), como essencial para manutencdo da qualidade da agua durante o periodo de
aclimatacéo.

Todos os estudos realizaram a mesma técnica para obtencédo dos celomdcitos, que
consiste na inser¢ao de uma seringa esteril de 1 mL na membrana peristomial, utilizando
uma solucdo anticoagulante (PINSINO; ALIJAGIC, 2019). Evitar a coagula¢édo do fluido
¢ importante para a preservacdo da amostra e a realizacdo de andlises subsequentes
(MATRANGA et al., 2000, 2005). Matranga et al. (2005) também enfatizam que esse
processo deve ser feito com muita cautela para manter as caracteristicas dos celomaocitos.
Logo apos esse processo, 0 FC passou pelo processo de centrifugacdo, relatado por todos
0s autores, para separacao dos celomdcitos do fluido.

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada em 6 trabalhos com métodos

variados, o que mostra a diversidade de abordagens utilizadas na pesquisa sobre os efeitos
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de nanoparticulas em celomdcitos de ourigos-do-mar. Trés estudos utilizaram o ensaio de
exclusdo de azul de tripano, um método classico, onde células viaveis permanecem
incolores enquanto as células mortas sdo coradas em azul (STROBER, 2015).

A estabilidade da membrana lisossomal foi investigada nos dois trabalhos com
PS-NPs e por Pinsino et al. (2015), utilizando o ensaio de retengdo do vermelho neutro
(NRRT —do inglés Neutral Red Retention Time assay), que mede a capacidade das células
de reter o corante vermelho neutro dentro de seus lisossomos (LOWE et al., 1995), o
indicando a integridade da membrana celular e a satde da célula. O ensaio NRRT foi
efetuado utilizando o corante NR como marcador da acidificacdo nos fagocitos (Pinsino
et al., 2015), mas também em lisossomos primarios das células vibrateis (PINSINO;
MATRANGA, 2015). Qutros trés estudos realizaram a avaliacdo da viabilidade celular
utilizando o “RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay”, um método que permite a
medicdo em tempo real da viabilidade celular com base na atividade metabolica
mitocondrial (PINSINO; ALIJAGIC, 2019). A citotoxicidade foi avaliada através do
ensaio “CellTox™ Green Cytotoxicity”, que aparece nos mesmos 3 estudos.

A atividade fagocitica foi quantificada por meio de ensaios de ingestdo de
particulas, onde os coelomdcitos foram expostos a nanoparticulas de poliestireno
fluorescentes (MARQUES-SANTOS et al., 2018), leveduras (MURANO et al., 2021),
NPs de 6xidos metalicos (FALUGI et al., 2012) e nanoesferas fluorescentes (ALIJAGIC
et al., 2019). No caso das particulas fluorescentes, foi descrito a microscopia de
fluorescéncia como método para avaliar a fagocitose. J& Manzo et al. (2017) e Magesky
et al. (2017) utilizaram microscopia eletrénica de varredura para visualizar a fagocitose
de maneira mais detalhada, permitindo a observacdo da morfologia das células apds a
ingestdo de nanoparticulas. Alguns estudos complementaram a analise com a observacao
direta de celomdcitos sob microscopia Optica ou confocal, para avaliar a internalizacédo
de particulas.

Apos a coleta das células, as metodologias de isolamento de proteinas incluiram
a lise celular em tampGes apropriados, como tampdes de lisis que contém inibidores de
proteases, garantindo a protecdo das proteinas durante o processo de extracdo. A
composicdo dos tampdes variou entre os estudos, mas a maioria utilizou componentes
como Tris, EDTA, B-mercaptoetanol e detergentes, como NP-40 ou Triton-X100, para
promover a solubilizacdo das proteinas.

A quantificacdo das proteinas foi realizada usando métodos como o ensaio de

Bradford (3 estudos), que permite a determinagdo da concentragdo de proteinas na
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amostra com base na absorcéo a 595 nm (KIELKOPF; BAUER; URBATSCH, 2020). O
método que foi mais frequente nos estudos foi a eletroforese em gel (SDS-PAGE) (5
estudos), onde as proteinas foram separadas com base em seu peso molecular, e
posteriormente transferidas para membranas de nitrocelulose para analises posteriores,
como Western blotting, nos mesmos 5 estudos.

A identificacdo especifica de proteinas que medeiam a resposta inflamatoria,
como HSP70, GRP78, TRL4 foi feita utilizando anticorpos especificos que foram
incubados com as membranas, seguidos de deteccdo com anticorpos secundarios
marcados (ALIJAGIC et al., 2019). Além disso, alguns estudos utilizaram técnicas de
espectrometria de massa para caracterizar as proteinas isoladas, permitindo uma
identificacdo mais detalhada das proteinas presentes nas amostras.

A atividade enzimatica foi avaliada em 6 artigos, com foco em enzimas
relacionadas a funcdo imune e ao metabolismo celular. As enzimas mais comumente
analisadas incluem colinesterases, nesse caso, acetilcolinesterase (AChE),
butirilcolinesterase (BChE) e proporcionilcolinesterase (PrChE) citadas por Falugi et al.,
2012. Alguns artigos avaliaram tambem a atividade de enzimas antioxidantes, como a
superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT), que sdo cruciais na defesa contra o
estresse oxidativo. A avaliacdo dos da atividade enzimatica e do estresse oxidativo nos
artigos estdo interligadas, pois a atividade enzimatica muitas vezes € utilizada como um
indicador do estresse oxidativo (MATRANGA; BONAVENTURA,; DI BELLA, 2002).

A producdo de espécies reativas de oxigénio e a peroxidacdo lipidica foi
quantificada em alguns trabalhos avaliados. A peroxidacdo foi frequentemente medida
por meio da formacdo de malondialdeido (MDA), que € um produto de degradacdo da
lipoperoxidacdo. As metodologias variam, mas muitas utilizam uma combinacdo de
medicdes de marcadores de dano oxidativo (como MDA) e da atividade de enzimas
antioxidantes (como SOD e catalase). Essas abordagens fornecem uma visdo abrangente
do estado oxidativo das células e ajudam a entender os efeitos das nanoparticulas sobre o

sistema imune.

3.4 Efeitos observados

3.4.1 Efeitos das NPs de 6xidos metélicos
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Falugi et al. (2012) observaram que a internalizacdo de nanoparticulas de 6xidos
metalicos (CeO2, FeO4, Sn02) pelos celomdcitos de P. lividus ocorreu apés 5 dias de
exposicdo, revelando uma incapacidade do organismo de eliminar essas particulas,
resultando em bioacumulacdo e efeitos toxicos (ROCHA et al., 2018). Essa
internalizacdo, como observado por Canesi et al. (2010) em hemdcitos de mexilhdes,
levou as mudancgas nas organelas celulares, como o sistema trans-Golgi e o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Além disso, houve uma inibigéo significativa da atividade
de colinesterases (ChE) e uma reducdo dos niveis das proteinas HSC70 e GRP78,
sugerindo uma possivel supressdo do sistema imune inato devido a alta concentracdo de
NPs. Esse resultado estd de acordo com Salminen et al. (2008), que indicaram que a
supressao da sinalizacdo imune pode ser uma resposta celular estratégica ao estresse,
permitindo a sobrevivéncia frente a lesdes.

Contudo, Falugi et al. (2012) revelaram que a exposicao as NPs resulta em uma
regulacdo negativa das proteinas de choque térmico em ourigcos-do-mar, contradizendo
estudos anteriores que indicavam uma regulacdo positiva em resposta a estressores
ambientais como temperatura, pH e metais pesados. Este achado levanta a necessidade
de estudos mais detalhados que explorem a imunossupressao induzida por NPs em
equinodermos.

A ingestdo de NPs por meio da dieta € um mecanismo ainda pouco investigado,
mas estudos como de Gambardella et al. (2014) ja evidenciaram que larvas de ouri¢os
alimentadas com microalgas expostas a NPs de 6xidos metalicos sofrem tanto em termos
de sobrevivéncia quanto de alteragdes morfoldgicas. Segundo Falugi et al. (2012), as NPs
poderiam atingir os celomdcitos via intestino, onde seriam fagocitadas, ou serem
absorvidas diretamente por células progenitoras do epitélio intestinal.

Manzo et al. (2017) demonstraram que NPs de ZnO, especialmente as de menor
tamanho (14 nm), causaram maior toxicidade em ouri¢os-do-mar alimentados com dietas
contaminadas, sendo observada uma reducéo da viabilidade celular e danos ao DNA ap0s
uma semana de exposicdo. Embora ndo tenham encontrado diferencgas estatisticas entre
as concentracdes utilizadas, o estudo reforca a hipotese de que NPs menores sdo mais
toxicas devido a maior area de superficie, corroborando o observado por Kim et al. (2012)
Katsumiti et al., (2015) com TiO2NPs.

Pinsino et al. (2015) foram pioneiros na investigagdo dos efeitos das
nanoparticulas de TiO: nas células imunes de ourigos-do-mar, revelando que essas

particulas aumentam significativamente a atividade fagocitica dos celomdcitos de
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Paracentrotus lividus. Ao comparar com células do grupo controle, a capacidade de
captura e englobamento de particulas foi notavelmente elevada, evidenciando a ativagao
dos receptores Toll-like (TLRs), que mostraram maior expressdo em resposta a exposicao
as NPs. Este achado se alinha a estudos que indicam que o TLR4 medeia a absor¢éo de
nanoparticulas, incluindo as de TiO2, em mamiferos (CUI et al., 2011).

A ativacdo do TLR4 é crucial para o reconhecimento e resposta as particulas
estranhas, e a via de sinalizacdo p38 MAPK é fundamental na resposta imune induzida
pelas NPs (PINSINO et al., 2015; NEWTON; DIXIT, 2012). A inibi¢do dessa via resulta
em reducdo da atividade fagocitica, sublinhando seu papel mediador. Geralmente, a
ativagcdo do TLR4 inicia uma cascata de sinalizagdo que ativa MAPK (p38 MAPK, ERK),
resultando na elevacdo da expressao de citocinas pro-inflamatérias como 1L-6, IL-12 e
TNF-o (NEWTON; DIXIT, 2012).

No entanto, Pinsino et al. (2015) observaram resultados inesperados, com células
expostas a TiO.NP apresentando inibicdo nos niveis de fosforilacdo de p38 MAPK e
regulacdo negativa do gene PI-NF-xB, além de reducéo da expressao intracelular de IL-6
Ja acido L-piroglutdmico e o &cido L-latico, que € produzido em grandes quantidades por
células imunes durante a ativacdo inflamatoria, diminuiram significativamente. Essa
reducdo indica um sinal de feedback negativo par atenuar respostas inflamatdrias
(RATTER et al., 2018). Os niveis significativamente reduzidos de &cido piroglutamico
observados durante a exposi¢cdo ao T-AVO podem indicar um aumento na atividade
metabdlica antioxidante. Embora sutis, também houve um aumento nos niveis de L-serina
e acido piravico em comparacdo com as células ndo expostas.

Nos estudos anteriores do grupo de pesquisa, realizados por Alijagic et al. (2020,
2021), demonstraram que o sistema imune inato do ourigo-do-mar é capaz de controlar a
sinalizacdo inflamatdria, estimular a atividade metabolica antioxidante e adquirir
tolerancia imunologica. Os resultados deste estudo mostram que os filtros UV comerciais
a base de nanoparticulas (NPs) de TiO2 ndo apresentam impactos significativos na
imunidade do ourigo-do-mar (Paracentrotus lividus) em concentragdes que séo esperadas
em areas costeiras durante o verao.

Os autores concluiram que as concentracdes das NPs T-AVO consistentes com o
ciclo de vida dos cosméticos ndo mostraram toxicidade as células imunes. No entanto, a
andlise do perfil metabolico indicou que as NPs T-AVO possuem maior compatibilidade

imunolégica em comparag¢do com as NPs P25 apds 72 horas de exposi¢éo, reforcando a
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seguranga dos filtros UV comerciais & base de TiO2 para sistema imune do ouri¢o-do-

mar.

Tabela 3.

A intensidade da atividade fagocitica aumentou em funcdo da concentracéo de
TiO:NP, sugerindo que doses mais elevadas podem intensificar a resposta imune
(PINSINO et al., 2015). Observacoes de fagocitos indicaram uma rede crescente de
vesiculas, confirmando atividade fagocitica em andamento. Contudo, as NPs ndo
afetaram a polarizagéo das membranas do Trans-Golgi/RER, contrastando com achados
de Falugi et al. (2012) que relataram impactos semelhantes em NPs de 6xidos metalicos.
Mudancas morfoldgicas nas células imunes foram notadas, possivelmente sinalizando
ativacao ou estresse celular.

Pinsino e colaboradores (2015) concluem que a eliminagdo das NPs parece estar
completa em um dia, levando a hipotese de que as particulas podem ser fagocitadas
eficientemente e que as células hospedeiras se deslocam do fluido celdmico para outras
partes do corpo, acumulando-se em 6rgdos ou tecidos ou sendo eliminadas pelo sistema
vascular. No entanto, sdo necessarios mais estudos para validar essas hipoteses.

Alijajic et al. (2019) investigaram a interacdo entre proteinas extracelulares de
Paracentrotus lividus e TiO2NPs, explorando a adsor¢do de proteinas nas superficies das
NPs para determinar quais proteinas se ligam a elas e sob quais condi¢cdes. Baseando-se
em Monopoli et al. (2012) que relataram que as particulas se envolvem rapidamente em
um fluido biolégico complexo, formando uma coroa proteica, 0 estudo observou que o
aumento das concentracGes resultou em maior quantidade de proteinas na coroa, mas
algumas mostraram reducdo nos niveis em comparagdo com o grupo controle.

Os resultados contrastam com os achados de Falugi et al. (2012) em éxidos
metalicos, sugerindo que o TiO: pode ter afinidade seletiva por algumas proteinas e nao
por outras. A interacdo entre proteinas e NPs pode variar desde opsonizacdo por proteinas
imunes até captacdo por células fagociticas, sendo um processo essencial para determinar
a resposta imunoldgica subsequente, que pode ativar ou suprimir a resposta (LEE et al.,
2014).

A incubacdo de 1 pg/mL de TiO:NP por 3 e 24 horas com proteinas secretas
induzidas e n&o induzidas in vitro ndo demonstrou efeitos prejudiciais nas funcoes
fisiologicas das células imunes. A viabilidade e citotoxicidade das células foram

consistentes com o controle ao longo de 3 dias. Entretanto, a concentracdo mais alta de
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TiO:NP (100 pg/mL) levou a uma reducdo acentuada na viabilidade e aumento
significativo na toxicidade (ALIJAGIC et al., 2019).

Diferente dos resultados de Pinsino et al. (2015), aqui ndo foram detectadas
alteracbes no Hsp70 e p38 MAPK, que indicariam estresse celular. A auséncia de
liberacdo de Hsp70 e ativacdo da p38 MAPK sugere que as células imunes mantiveram
um estado saudavel, sem estresse oxidativo ou ativacdo de caspases.

Alijajic et al. (2019) concluiram que os complexos TiO-NP-proteinas facilitam a
internalizacdo das particulas por meio de receptores e do citoesqueleto, permitindo que
as células absorvam as particulas rapidamente, sem provocar efeitos imunoldgicos
adversos, reconhecendo esses complexos como "proprios".

Alijajic et al. (2020) avaliaram os efeitos temporarios das TiO-NPs no sistema
imunologico do ourigo-do-mar, focando na supressdo da transcricdo de genes
relacionados a inflamagdo e na atividade metabolica antioxidante. A metodologia foi
similar a de Pinsino e Alijagic (2019. O aumento da atividade fagocitica foi confirmado
pelo encapsulamento e internalizacdo de nanoesferas fluorescentes apos 1 hora de
incubacéo.

A analise de microscopia eletronica de transmissdo revelou a localizacéo
intracelular das NPs em vesiculas endociticas/citoplasmaticas, formando uma rede com
diferentes graus de maturacdo. A exposicdo as NPs resultou em reducdo temporaria na
expressdo de genes envolvidos em processos inflamatorios, com expressdes diferenciais
significativas em células imunes em 24 horas comparadas a células ndo expostas de dois
doadores distintos (ALIJAJIC et al., 2020).

Os genes que responderam a exposi¢ao a TiO: estavam relacionados a sinalizagao
de receptores de superficie celular e regulacéo da resposta imune (FGFR2, GSK3B, NF-
kB, JUN), bem como na via de sinalizacdo BMP (NOTH1) e na defesa apoptdtica
(HSP90B1, caspase 8, NF-kB, JUN, MAPK14, FAS, GSK3B). O efeito supressor foi
observado em genes que codificam proteinas mediadoras da sinalizacdo apoptética e da
resposta inflamatoria, com reducdo na expressdo em células expostas ao TiO: em
comparacdo com o controle. Os dados indicam regulacdo negativa de fatores como
VEGFR e FGFR, associados a supressdo da funcdo celular imune e ao crescimento
tumoral (HOLMSTROM et al., 2019).

No entanto, alguns transcritos, como GP96 (HSP90B1) e Galectina 8, mostraram
efeito estimulante. Essas moléculas s&o cruciais para a regulacdo da inflamag&o, estresse

e imunidade durante a exposicdo a TiO.NP, mantendo um equilibrio entre sinais
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homeostéaticos e inflamatorios para funcdes metabdlicas ideais das células imunes
(ALEMAN-MUENCH; SOLDEVILA, 2012). A GP96 desempenha papel importante na
imunidade por sua capacidade de se ligar a peptideos, com interagdes potenciais com
receptores Toll-like (VABULAS et al., 2002), enquanto a HSP70l11 e IV (HSPA2/HSP72)
apresentaram expressao diminuida.

Observou-se também a diminuicdo de proteinas de adesdo celular como as
nectinas (PI-Nectina) apos 24 horas de exposicdo, sugerindo um mecanismo equivalente
a inibicdo do crescimento tumoral (MANDAI et al., 2015). Um leve aumento nos niveis
de IL-6, citocina da resposta inflamatoria, foi registrado. Esses resultados reforcam a ideia
de que as células imunoldgicas do ourico-do-mar ativam mecanismos para controlar a
inflamag@o e promover a sobrevivéncia celular durante a exposi¢ao a TiO2NPs.

Catalano et al. (2020) baseiam seus estudos na premissa de que componentes
ativos de protetores solares devem permanecer na camada superficial da pele, mas ao
entrar na circulacdo, podem provocar respostas imunes. Nesse sentido, avaliaram a
viabilidade e citotoxicidade dos celomocitos expostos as NPs T-AVO (TiO2) durante
48h, e caracterizaram o seu perfil metabdlico apds 72h de exposicéo.

N&o foram encontrados efeitos toxicos significativos em concentragdes de 0,1 a
10 mg/L, sendo observada uma diminuicdo significativa da viabilidade e uma elevada
toxicidade celular nas duas maiores concentragdes (100 e 500 mg/L), como ja era
esperado pela rapida agregacdo das NPs, que pode levar a desestabilizacdo e
sedimentacdo das particulas. Nas menores concentracdes, foi observado, baseado no
potencial redutor da célula, um aumento ndo significativo na viabilidade/atividade
metabolica em comparacdo com os grupos controles. De acordo com Pleuvry (2008) essa
reacdo é resultado de um efeito de histerese, que ocorre durante a administracdo de
medicamentos. Nesse processo, o efeito de um farmaco diminui apesar de sua presenca
continua no organismo, atuando como um mecanismo de tolerancia.

Os autores realizaram também a caracterizacdo do perfil metabolico das células
imunes expostas a T-AVO, a P25 e células ndo expostas em 72h. As NPs de TiO2 P25
foram utilizadas aqui como um controle negativo para o T-AVO funcionalizado. Sendo
assim, identificaram alteragdes no nivel de 8 metabdlitos entre os grupos: incluindo
aminodacidos proteinogénicos (serina, glutamina), derivados de aminoacidos (acido L-
piroglutdmico), acidos organicos (&cido L-latico, acido glutérico, acido pirdvico),

metabolitos de sulfato (sulfato) e acetamidas (acetamidovalerato).
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Glutamina e acetamidovalerato aumentaram significativamente em comparacéo
com os controles ndo expostos, tendo em vista que a primeira é necessaria para manter a
funcdo celular normalizada, principalmente em eventos inflamatérios (DE OLIVEIRA et
al., 2016). Ja acido L-piroglutdmico e o acido L-latico, que é produzido em grandes
quantidades por células imunes durante a ativacdo inflamatdria, diminuiram
significativamente. Essa reducdo indica um sinal de feedback negativo par atenuar
respostas inflamatorias (RATTER et al., 2018). Os niveis significativamente reduzidos
de &cido piroglutdmico observados durante a exposicdo ao T-AVO podem indicar um
aumento na atividade metabdlica antioxidante. Embora sutis, também houve um aumento
nos niveis de L-serina e acido pirdvico em comparacao com as células ndo expostas.

Nos estudos anteriores do grupo de pesquisa, realizados por Alijagic et al. (2020,
2021), demonstraram que o sistema imune inato do ouri¢co-do-mar é capaz de controlar a
sinalizacdo inflamatoria, estimular a atividade metabdlica antioxidante e adquirir
tolerancia imunologica. Os resultados deste estudo mostram que os filtros UV comerciais
a base de nanoparticulas (NPs) de TiO2 ndo apresentam impactos significativos na
imunidade do ourigo-do-mar (Paracentrotus lividus) em concentragdes que séo esperadas
em areas costeiras durante o verao.

Os autores concluiram que as concentracdes das NPs T-AVO consistentes com o
ciclo de vida dos cosméticos ndo mostraram toxicidade as células imunes. No entanto, a
andalise do perfil metabolico indicou que as NPs T-AVO possuem maior compatibilidade
imunologica em comparacdo com as NPs P25 apds 72 horas de exposicdo, reforcando a
seguranca dos filtros UV comerciais a base de TiO2 para sistema imune do ourigo-do-

mar.

Tabela 3. Efeitos de diferentes nanoparticulas no Sl de equinoides.
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Referéncia

Espécie

Nanoparticula e
tamanho

Resposta observada/efeito/moléculas

Falugi et al., 2012

Pinsino et al, 2015

Magesky et al, 2017

Manzo et al, 2017

Marques-Santos et al.,
2018

Alijagic et al., 2019

Alijagic et al., 2020

Catalano et al., 2020

Alijagic et al., 2021

Murano et al., 2021

P

P

T

o

o

o

o

o

o

. lividus

. lividus

S

droebachiensis

. lividus

. lividus

. lividus

. lividus

. lividus

. lividus

. lividus

61 nm (Sn0O2), 50-105
nm (CeQ2), 20-30 nm
(Fe304)

TI02 (10-65 nm)

AgNP (8-15nm)

ZnO NPs (100 nm e 14
nm)

PS-NH2 NPs (
50 nm)

TiO2 NP (10-65 nm)

TiO2 NPs (21 nm)

TiO2 NPs (21 nm)

PVP—-AuUNPs

PS-COOH e PS-NH2
NPs (50-60 nm)

Passagem das NPs do intestino para o FC;

Diminuic&o da atividade da ChE e HSP70

Aumento na atividade fagocitica; Ativacdo de
cascatas de sinalizagdo:
TRLs, HSP70;IL-6

Estresse oxidativo; Aumento na expressao de
HSP70;

Passagem do intestino para o FC

Citoxicidade em celomacitos e danos no DNA

Formac&o da ecocorona

Formacdo da ecocorona

Aderéncia e fagocitose

Sintese de mediadores inflamatérios;
Fagocitose

Metabolismo celular; Expressdo de CD45 e
CD14

Fagocitose; Estabilidade da membrana
lisossomal
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*NPs (nanoparticulas); AgNP (nanoparticulas de prata); PVP-AuNPs (nanoparticulas de
ouro revestidas com polivinilpirrolidona); PS-NH: (nanoparticulas de poliestireno
funcionalizadas com grupamentos amino); PS-COOH (nanoparticulas de poliestireno
funcionalizadas com grupamentos carboxila); SnO- (diéxido de estanho); CeO- (didéxido
de cério); FesOa (6xido de ferro); TiO: (dioxido de titdnio); ZnO (6xido de zinco); ChE
(colinesterase); HSP70 (proteina de choque térmico 70); TRLs (receptores do tipo Toll);
IL-6 (interleucina-6); Sl (sistema imunoldgico); CD (Cluster of Differentiation - co-
receptor envolvido no reconhecimento de patégenos); CD45 (Cluster of Differentiation
45); CD14 (Cluster of Differentiation 14).

3.4.2 Efeitos das AuUNPs

O estudo de Alijagic et al. (2021) teve como objetivo investigar a interacdo entre
nanoparticulas de ouro e as células imunes do ouri¢o-do-mar Paracentrotus lividus. Os
resultados indicaram um aumento no tamanho dos fagocitos, sugerindo a absorcdo das
particulas. A combinacdo de particulas e bactérias apresentou caracteristicas associadas a
ambos os tipos de deslocamento, revelando uma dinamica complexa nas interacoes
celulares. Notou-se um menor nimero de células CD45 positivas ap0s a exposicdo ao
Vibrio em animais quiescentes, enquanto a combinacao de particulas e Vibrio levou a um
aumento das células CD45 positivas (ALIJAGIC et al., 2021). Em mamiferos, 0 CD45
desempenha um papel regulador na secrecdo de citocinas mediada pelo receptor TLR nas
células dendriticas, influenciando a maturacdo celular, embora ndo seja essencial para seu
desenvolvimento. A ligacdo do CD45 ao TLR4 inibe negativamente as vias de sinalizacédo
do TLR4, resultando em uma reducdo na producdo de citocinas pré-inflamatorias
(CROSS et al., 2008).

Os autores especularam que o aumento de células CD45-positivas estimuladas
pelas PVP-AuUNPs pode estar relacionado a um maior namero de células diferenciadas. O
CD14 apresentou uma tendéncia semelhante a do CD45, com um aumento nas células
positivas em alguns animais ap0s a exposi¢ao as PVP-AUNPs.

A exposicédo ao Vibrio ativou a via TLR4/NF-xB, evidenciada pelo aumento dos
niveis de IL-6 e outras proteinas associadas a resposta inflamatéria. No entanto, os niveis

de Hsp70 e da superoxido dismutase de manganés (MnSOD) ndo apresentaram alteragdes
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significativas apos a exposicdo ao Vibrio ou as PVP—AuNPs. Em contraste com estudos
anteriores, ndo foram observadas diferencas significativas na fosforilagédo da p42/44 MAP
Kinase (pERK). Contudo, a exposicdo ao Vibrio resultou em um aumento estatisticamente
significativo nos niveis da proteina de adeséao celular Pl-nectina, conhecida por mediar o
reconhecimento imunoldgico de patégenos em humanos (GAO, 2013). Esse achado
sugere a ocorréncia de agregacdo celular e formacédo de coégulos.

As PVP-AuUNPs ndo demonstraram efeitos adversos no sistema imunolégico dos
ourigos-do-mar, apresentando, na verdade, um potencial imunomodulador contra
infecgBes por Vibrio, ao estimular um subconjunto de células envolvidas na maturagao e
ativacdo de macrdfagos via TLR4/NF-kB. No entanto, observou-se que a exposicao a
altas concentrac@es de Vibrio induz uma resposta inflamatéria patoldgica, sem resolucao
completa. Assim, mais estudos com ajustes experimentais sdo necessarios para confirmar

o efeito das PVP-AuNPs no sistema imunologico dos ourigos.

3.4.3 Efeitos dos Nanoplasticos

Marques-Santos et al. (2018) investigaram a interacdo das nanoparticulas de
poliestireno amino (PS-NH2) com o fluido celémico (FC) do ouri¢o-do-mar, revelando
que, apos a incubacao, as particulas formaram uma camada biomolecular translicida e
compacta, composta por proteinas extracelulares que configuram a chamada corona. Este
fendmeno é semelhante ao que Walczyk et al. (2010) observaram em fluidos biologicos
de mamiferos, indicando que a coroa proteica (TPP) ao redor do PS-NH2 desempenha
um papel crucial nas interacfes bioldgicas das nanoparticulas com as células imunes do
ourigo-do-mar.

No estudo, foi identificada uma proteina de 180 kDa como a subunidade de
Toposoma, uma glicoproteina que se liga ao calcio e esta associada a adesdo celular e ao
estresse celular (PINSINO; THORNDYKE; MATRANGA, 2007). Notou-se uma
reducdo significativa na viabilidade celular apds 4 horas de exposi¢do aos PS-NH2 nas
concentracdes de 10 e 25 mg/mL, porém sem a presenca de EDTA. A internalizacdo das
particulas foi observada apenas em fagocitos, que desempenham um papel fundamental
na resposta imune inata dos ouri¢os-do-mar, enquanto a presenca de EDTA diminuiu a
toxicidade das nanoparticulas, sugerindo que o célcio € essencial para a adesao e resposta
contra toxicidade. Os autores relataram que o EDTA desestabiliza o TPP, evidenciando

que a interacdo entre PS-NH2 e TPP é mediada por célcio, especialmente em fagdcitos.
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A exposigdo aos PS-NH2 resultou em uma diminuicdo dose-dependente na
acumulacdo de calceina, indicando um aumento na atividade de efluxo dos
transportadores ABC. Entretanto, a fenotipagem MXR ndo apresentou alteracdes
significativas nas diferentes concentragdes de PS-NH2, possivelmente devido a um
aumento compensatorio na expressao dos genes dos transportadores ABC, uma resposta
que ja foi observada em estudos anteriores por Della Torre et al. (2014). Assim, as
descobertas ressaltam a necessidade de mais pesquisas sobre os impactos dos
nanoplasticos em organismos marinhos, com foco nas interacdes entre nanoparticulas e a
proteina corona, assim como nas respostas imunoldgicas.

Por sua vez, Murano et al. (2021) relataram que a exposi¢do a PS-NH2 causou
uma redugdo significativa na viabilidade celular, enquanto o PS-COOH néo apresentou
efeitos relevantes na viabilidade, exceto em concentracdes mais elevadas. Embora ambas
as particulas causassem desestabilizagdo das membranas lisossdbmicas em altas
concentragdes, 0os PS-NH2 demonstraram um impacto mais acentuado na atividade
fagocitica e na integridade celular. Em contraste, os PS-COOH foram rapidamente
internalizados pelos fagocitos, mostrando alta intensidade de fluorescéncia, o que indica
uma boa absor¢édo e compartimentalizacéo.

Adicionalmente, os nanoplasticos de poliestireno (PS) em um meio alcalino e com
alta forca ibnica, como a agua do mar, tendem a aglomerar, sendo esse fenémeno mais
pronunciado para as nanoparticulas aniénicas (PS-COOH) do que para as catiénicas (PS-
NH2) (CORSI; BERGAMI; GRASSI, 2020; PRAETORIUS et al., 2020). Segundo 0s
autores, este comportamento pode ser atribuido a osmolaridade e a composicéo idnica do
fluido celémico (CF) dos ourigos-do-mar, que se ajusta a &gua do mar ao seu redor. As
proteinas imunes presentes no CF se ligam a superficie das nanoparticulas, alterando seu
comportamento. Assim, a composicdo do CF pode influenciar o tamanho e a formagéo
dos aglomerados de PS-NPs, impactando a resposta bioldgica aos nanoplasticos em
condic@es naturais.

Ambos os estudos concordam que os PS-COOH foram internalizados por
fagocitos dos ouri¢os-do-mar, assim como 0s PS-NH2, corroborando os resultados de
Marques-Santos et al. (2018). Os fagbcitos sdo cruciais na resposta imune inata
(MATRANGA et al., 2005), e a internalizacdo das nanoparticulas pode alterar a
morfologia celular, a estabilidade da membrana lisossémica e a atividade fagocitica.
Embora ambos os tipos de nanoparticulas reduzissem a atividade fagocitica, 0 PS-NH2

mostrou uma toxicidade maior, causando uma diminuigéo significativa na atividade dos
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fagocitos e na estabilidade das membranas lisossdmicas, enquanto o PS-COOH causou
menos danos.

Vale destacar que todos esses estudos utilizaram concentragdes experimentais de
nanoparticulas mais elevadas do que as encontradas na natureza, uma vez que alta
fragmentacdo desses materiais torna as concentragdes em algumas areas preocupantes
(ROGERS et al., 2020; LAMICHHANE et al., 2023). Murano et al. (2021) ressaltam que
as PS-NPs carregadas negativamente, como PS-COOH, sdo semelhantes a nanoplasticos
naturais e podem representar um risco para as comunidades marinhas. Assim, é essencial
que sejam conduzidos mais estudos para compreender melhor os efeitos desses

contaminantes na natureza em concentracdes realistas.

CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos de diferentes tipos de
nanocontaminantes no sistema imunolégico de equinoides utilizando estudos disponiveis
na literatura até o presente momento. Os resultados revelam impactos preocupantes nas
funcbes essenciais da resposta imunologica, como a fagocitose, atividade enzimatica e
também na viabilidade celular. Esses efeitos podem comprometer a funcdo imunologica
dos animais, das populagbes de equinoides e, consequentemente, a salde dos
ecossistemas marinhos.

No entanto, ainda existem muitas lacunas na literatura, especialmente em relacéo
as concentracdes ambientalmente realistas e aos impactos de longo prazo nos ambientes
marinhos. A maioria dos estudos abordados foca em exposices agudas, deixando em
aberto a compreensdo dos efeitos cumulativos e crénicos das nanoparticulas no sistema
imune. Além disso, vale destacar que os efeitos da interacdo entre nanocontaminantes e
outros poluentes, como metais pesados e microplasticos no sistema imune de equinoides,
permanece pouco explorados ou até inexistentes na literatura.

Os futuros estudos devem abordar os desafios emergentes no campo de estudo,
utilizando diversas espécies de equinoides e investigando os efeitos combinados de
multiplos contaminantes, o que reflete a realidade. A inclusdo de espécies como as
bolachas-da-praia e a exploracdo de uma abrangéncia geografica mais ampla sdo
essenciais para avancar no conhecimento sobre as respostas imunolédgicas dos organismos
da classe Echinoidea frente as contaminacGes ambientais. Essa investigagdo ndo vai

apenas contribuir com a avaliagdo de riscos, mas também vai impulsionar
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significativamente o desenvolvimento de estratégias eficazes de mitigacdo de riscos e a

preservacdo dos ecossistemas marinhos.
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