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EPIGRAFE

"A natureza pode suprir todas as necessidades do homem, menos a sua ganancia"
Mahatma Gandhi



RESUMO

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF) é um farmaco comumente utilizado no
tratamento contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Devido a sua resisténcia a
metabolizacdo por sistemas bioldgicos, cerca de até 80% da dose do medicamento pode
ser eliminada pela urina na forma inalterada dentro de 72 horas ap6s administracéo. Tem-
se conhecimento da presenca do TDF em corpos de agua superficiais e que o tratamento
de esgoto convencional é ineficiente na eliminacdo desse farmaco e seus metabdlitos.
Mesmo assim, poucas informacBes sobre o impacto ambiental desse farmaco estdo
disponiveis na literatura cientifica. Deste modo, o objetivo com este trabalho foi avaliar
0s potenciais efeitos citotoxicos in vitro e in vivo do TDF sobre o molusco Biomphalaria
glabrata e seus hemacitos. Para realizacdo do ensaio, foi realizada inicialmente uma
andlise in vitro, na qual os hemdcitos foram expostos a diferentes concentragdes do
farmaco, durante 1 hora, e avaliados quanto sua viabilidade, atividade metabdlica e
fagocitose celular. Posteriormente, uma avaliagdo in vivo foi realizada, onde 30 moluscos
por grupo eram expostos as mesmas concentragdes in vitro, durante 72 horas (exposi¢do
aguda) e 21 dias (exposicdo crbnica). Durante a exposicdo foram acompanhados
diariamente e avaliados quanto a mortalidade e alteracbes comportamentais. Apds a
exposi¢do, os moluscos foram sacrificados e sua hemolinfa coletada para avaliar a
producdo de 6xido nitrico, atividade metabdlica, fagocitica e viabilidade dos hemdcitos.
Os resultados obtidos pelo ensaio in vitro mostraram que o TDF é capaz de estimular
significativamente a atividade fagocitica e metabdlica dos hemdcitos quando comparado
ao controle, em concentracgdes superiores a 30 pg/L. Da mesma forma a partir do ensaio
in vivo, esse mesmo estimulo foi observado em concentragdes superiores a 30 mg/L, além
do aumento da producéo de 6xido nitrico. Contudo, devido a persisténcia desse estimulo,
um aumento de hemacitos invidveis e uma reducdo de sua concentracdo na hemolinfa foi
observado, ap6s 21 dias de exposicdo. Por outro lado, em todas as concentracdes testadas,
ndo foi possivel observar aumento na mortalidade do molusco, apenas mudancas
comportamentais. A partir dos dados obtidos por este estudo, foi possivel observar o
residuo de TDF nas concentragcdes 300 mg/L, 30 mg/L e 3 mg/L, é toxica ao molusco a
longo prazo. Além disso, a avaliacdo da hemolinfa revelou que essa exposi¢do provoca

uma reducéo significativa da concentragdo e viabilidade dos hemdcitos circulantes.

Palavras-chave: ecotoxicidade; fumarato de tenofovir desoproxila; modelo bioldgico,
Biomphalaria glabrata; hemdcitos;



ABSTRACT

Tenofovir Disoproxil Fumarate (TDF) is a drug commonly used in the treatment
of human immunodeficiency virus (HIV). Due to its resistance to metabolism by
biological systems, up to 80% of the drug dose can be eliminated unchanged in the urine
within 72 hours after administration. It is known that TDF is present in surface water
bodies and that conventional sewage treatment is inefficient in eliminating this drug and
its metabolites. Even so, little information about the environmental impact of this drug is
available in the scientific literature. Thus, the objective of this work was to evaluate the
potential in vitro and in vivo cytotoxic effects of TDF on the snail Biomphalaria glabrata
and its hemocytes. To perform the assay, an in vitro analysis was initially performed, in
which the hemocytes were exposed to different concentrations of the drug, for 1 hour,
and evaluated for its viability, metabolic activity and cellular phagocytosis. Subsequently,
an in vivo evaluation was performed, where 30 snails per group were exposed to the same
concentrations in vitro, for 72 hours (acute exposure) and 21 days (chronic exposure).
During exposure, they were monitored daily and evaluated for mortality and behavioral
changes. After exposure, the snails were sacrificed and their hemolymph collected to
assess nitric oxide production, metabolic and phagocytic activity and hemocyte viability.
The results obtained by the in vitro assay showed that TDF is capable of significantly
stimulating the phagocytic and metabolic activity of hemocytes when compared to the
control, at concentrations higher than 30 pg/L. Likewise, from the in vivo assay, this same
stimulus was observed at concentrations above 30 mg/L, in addition to an increase in
nitric oxide production. However, due to the persistence of this stimulus, an increase in
nonviable hemocytes and a reduction in their concentration in the hemolymph was
observed after 21 days of exposure. On the other hand, at all concentrations tested, it was
not possible to observe an increase in snail mortality, only behavioral changes. From the
data obtained by this study, it was possible to observe the TDF residue at concentrations
of 300 mg/L, 30 mg/L and 3 mg/L it is toxic to the snail in the long term. Furthermore,
the evaluation of hemolymph revealed that this exposure causes a significant reduction in

the concentration and viability of circulating hemocytes.

Key words: ecotoxicity; tenofovir desoproxyl fumarate; biological model; Biomphalaria

glabrata; hemocytes.
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1. ORGANIZACAO E ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo foi desenvolvida no formato de artigos. O capitulo 1 foi elaborado
para apresentar uma breve introducdo, revisao bibliogréfica, justificativa e os objetivos
gerais e especificos do trabalho. No capitulo 2, € apresentada uma revisdo sistematica da
literatura onde aborda-se os principais estudos envolvendo o molusco Biomphalaria
glabrata como modelo biolégico para estudos ecotoxicoldgicos envolvendo potenciais
substancias presentes no ambiente aquético, sejam elas soltveis ou insolUveis em agua.
Este capitulo esta submetido e em processo de revisao na revista Environmental Science
and Pollution Research e publicado como preprint na plataforma Research Square
disponivel em: https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-2058359/v1. A partir dos dados obtidos
pela revisdo, no capitulo 3, é apresentado um estudo experimental onde foi padronizado
0s meétodos para avaliacdes ecotoxicoldgicos, in vitro, utilizando o TDF como substancia
teste e 0s hemacitos do molusco Biomphalaria glabrata como bioindicador. No capitulo
4, é apresentado um estudo experimental, que esta em fase de ajustes para submisséo a
revista Environmental Monitoring and Assessment, onde aborda-se o0s métodos
padronizados para estudo ecotoxicolégicos com o molusco Biomphalaria glabrata e os

principais efeitos do TDF na exposi¢éo, in vivo e in vitro.
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CAPITULO 1

2. INTRODUCAO

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF) é um farmaco comumente utilizado
no tratamento contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). E um diéster fosfonato
do nucleosideo aciclico analogo da adenosina monofosfato que requer uma hidrélise
inicial do diester para conversdo para tenofovir e posteriormente fosforilacbes para
formar tenofovir difosfato, o metabolito ativo do TDF. Esse metabdlito formado inibe a
atividade da transcriptase reversa do HIV através da competicdo com o substrato natural
(desoxiadenosina 5'-trifosfato) e ap6s sua incorporacdo no DNA, provoca a interrupcao

da cadeia do DNA impedindo a replicacdo viral (DeChristoforo & Penzak, 2004).

Como consequéncia da sua utilizacdo, somada ao descarte inadequado do mesmo,
tem-se conhecimento da presenca desse antirretroviral em corpos de agua superficiais
usados para o abastecimento de populacbes (Wood et al., 2015). Essa presenca desses
contaminantes em corpos de agua tém se tornado uma preocupac¢do mundial, uma vez que
existem poucas informagdes sobre o impacto ambiental. Por este motivo, a contaminagio
ambiental aquética pelos residuos farmacéuticos tem sido alvo de inimeros estudos, por
apresentarem efeitos ambientais imprevisiveis, colocando em risco inumeras formas de
vida (Fabbri, 2015; Agunbiade & Moodley, 2016; Rzymski et al., 2017).

Com o aumento do numero de estudos, foi possivel observar a presenca de
diversos farmacos em corpos de agua, como antibiéticos (Wagil et al., 2014; Hanna et
al., 2018), antivirais (Wood et al.,, 2015), analgésicos (Caban et al., 2015),
antidepressivos (Giebuttowicz & Natgcz-Jawecki, 2014), contraceptivos (Kot-Wasik et
al., 2016), entre outros. Mesmo que tenham sido detectadas em concentragdes muito
baixas no ambiente aquatico, essa contaminacdo pode causar danos e atingir a populacao
humana de forma direta ou indireta (Rzymski et al., 2017).

Vérios estudos apresentam uma relacdo direta entre saude publica e meio
ambiente, onde é possivel observar patologias humanas associadas com as mas condi¢coes
ambientais (Jassal et al., 2013; Tulchinsky & Varavikova, 2014; Lanrigan et al., 2020).
A poluicdo das aguas pode promover a proliferacdo de patdgenos que causam doengas
gastrointestinais (Nath, 2003), além de conter substancias toxicas para salde humana

(Hussain et al., 2016). O esgoto, lancado inapropriadamente em corpos de agua, pode
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conter fezes contaminadas e favorecer a disseminacdo de hepatite, giardiase e outras

doencas infecciosas (Mons et al., 2009; Arora et al., 2013).

Existe uma grande quantidade de antirretrovirais disponiveis para consumo
humano e animal, contudo, desconhecem-se quais sdo consumidos por regido
epidemioldgica, dificultando a prevencdo ou estimativa da quantidade liberada no meio
ambiente. Em 2016, 19,8 milhGes de pessoas participaram de programas de terapia
antirretroviral, o que equivale a um consumo diério de 21,78 toneladas de antirretrovirais,
sendo 5,94 toneladas de tenofovir (Ncube et al., 2018).

Em 2019, estimava-se que a prevaléncia de HIV em adultos na populagéo
brasileira era de 0,5%, 920 mil pessoas, das quais 630 mil faziam uso de medicamentos
para tratar a doenca (UNAIDS, 2019). Com o objetivo de reduzir a epidemia da Sindrome
da Imunodeficiéncia Humana (AIDS), o Brasil adotou uma estratégia na qual
disponibilizou gratuitamente 0 acesso ao tratamento antirretroviral, sendo que o
medicamento Tenofovir prescrito para as pessoas vivendo com HIV no Brasil (Galvéo,
2005). O Tenofovir foi aprovado pela Food and Drug Administration, em 2001, na forma
de Fumarato de Tenofovir Desoproxila para o tratamento da AIDS, sendo o primeiro
farmaco liberado para uso como um analogo de nucleotideo inibidor da transcriptase
reversa do HIV (Broder, 2009; Masho et al., 2007). Como resultado da ado¢édo da terapia
antirretroviral, a expectativa de vida das pessoas infectadas pelo virus da AIDS tende a

aumentar (Teeraananchai et al., 2016).

Devido a liberacdo desses residuos no ambiente aquatico, mesmo com a
capacidade do ecossistema de reduzir os efeitos danosos por meio da biodegradacéo e
autodepuracdo, surge a necessidade de desenvolvimento de métodos eficientes e viaveis
para o tratamento de efluentes industriais e urbanos (Kimmerer, 2009; Luo et al., 2014;
Daouk et al., 2015; Ncube et al., 2018). Umas dessas formas de tratamento € por meio da
utilizacdo de organismos como algas (Tolboom et al., 2019) e microrganismos capazes
de utilizar a matéria organica na &gua como fonte nutricional, a fim de reduzir a poluicao
do meio (Silva et al., 2019). Além da utilizagdo de organismos vivos, a radiacao
ultravioleta mostrou-se capaz de remover completamente a presenga de alguns farmacos

antirretrovirais da agua (Russo et al., 2018).

Existem diversos estudos que identificaram a presenca de compostos usados no

combate do HIV, e outros compostos, em corpos de agua, como resultado da liberacdo
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pelos esgotos (Prasse et al., 2010; Peng et al., 2014 (a); Peng et al., 2014 (b); Wood et
al., 2015). Contudo, ndo existem estudos que avaliam diretamente o0 impacto desses
residuos sobre moluscos da espécie Biomphalaria glabrata. Outro ponto importante é que
o tratamento convencional de &guas residuais pode resultar em modificacao dos residuos
farmacéuticos (Shen & Andrews, 2011; Soufan et al., 2012; Huerta-Fontela et al., 2012;
Acero et al., 2013) e que alguns deles, podem gerar subprodutos téxicos (Bedner &
MacCrehan, 2006) como resultado da cloracao, indicando que alguns tratamentos podem

agravar o impacto desses residuos no meio.

Levando em consideracdo a presenca do residuo farmacéutico TDF em aguas
superficiais utilizadas para o abastecimento humano, somada a baixa eficiéncia na sua
remocdo pelo tratamento tradicional de esgoto, o presente trabalho propés avaliar os
potenciais efeitos citotoxicos desse residuo sobre 0 molusco da espécie Biomphalaria
glabrata e seus hemdcitos, a fim de entender a sua ecotoxicidade no meio ambiente

aquatico.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 — Fumarato de Tenofovir Desoproxila

Desde 2001, o farmaco Fumarato de Tenofovir desoproxila (TDF), vem sendo
utilizado mundialmente, como medicamento de uso oral, para o tratamento contra o Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV), como um analogo de nucleotideo inibidor da
transcriptase reversa do HIV (Masho et al., 2007). Quando comparado a outros farmacos
de mesma classe, o TDF apresenta elevada eficécia na reducdo da carga viral (Meintjes
etal., 2017) e é um dos poucos que desempenha atividade contra o HIV1 e 2 (Kearney et
al., 2004; Andreatta et al., 2013; Leite et al., 2015), subtipos diferentes do virus sendo o
subtipo 1 comumente encontrado pelo mundo e o subtipo 2 na Africa Ocidental.
Bloqueando a transcriptase reversa, enzima necessaria para a reproducdo viral, o TDF
permite o0 gerenciamento da carga viral do HIV por meio da diminui¢do da replicacédo
viral (Murphy & Valentovic, 2017).

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (C19H30NsO10P.C4sH404) (Figura 1), de
nomenclatura quimica fumarato de 9-[(R)-2-[[bis[[(isopropoxicarbonil)oxi]metoxi]
fosfonil]metoxi]propil] adenina, € um sal do acido fumarico do bis-
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isopropoxicarboniloximetil éster derivado do Tenofovir com aparéncia de um poé
cristalino branco, peso molecular de 635,52 g/mol, soltvel até 13,4 mg/mL de agua
destilada a 25 °C (Fung et al., 2002; DeChristoforo & Penzak, 2004; Leite et al., 2015).

Para desempenhar suas ac¢fes antivirais, o0 TDF requer uma hidrolise inicial do
tenofovir disoproxila, por meio de enzimas plasmaticas, para conversdo na substancia
ativa, Tenofovir, que é absorvida pelas células. Em seguida, ocorrem fosforilagcdes
subsequentes por quinases celulares para formar o metabolito ativo tenofovir difosfato.
Esse metabdlito desempenha a acdo antiviral inibindo a atividade da transcriptase reversa
do HIV, competindo com o substrato adenosina 5’ monofosfato, ligando-se
irreversivelmente a transcriptase reversa e causando a terminacdo da cadeia do DNA
(DeChristoforo & Penzak, 2004; Silva et al., 2019).

Além do descarte inadequado, o consumo do farmaco pela populagdo contribui
para a contaminacdo aquatica desse residuo. O TDF é uma molécula muito polar,
limitando sua absorcdo oral e quando desesterificada, no trato gastrointestinal, faz com
que o farmaco apresente 25% de biodisponibilidade por via oral (Geboers et al., 2015;
Moss et al., 2017). Além disso, suas caracteristicas indicam uma grande resisténcia a
metabolizacdo por sistemas bioldgicos, uma vez que, até 80% da dose do medicamento
absorvida pode ser eliminada pela urina na forma inalterada dentro de 72 horas ap6s

administracdo (Kearney et al., 2004; Murphy & Valentovic, 2017).

3.2 — Presenca de antivirais no ambiente aquatico

Nos Gltimos anos, o uso de antivirais utilizados pela populacdo aumentou. Assim
como outros farmacos, os antivirais podem ou ndo ser completamente metabolizados e
excretados pelas fezes ou urina dos pacientes, que por meio do esgoto urbano e/ou
hospitalar chegam até o meio ambiente, gerando potenciais danos negativos ao
ecossistema (Mahmood et al., 2019). Essa contaminacéo se deve ao fato de que algumas
estacOes de tratamento de esgotos ndo se mostram eficientes para a remocéo total desses
residuos, visto que ndo foram projetadas para remover moléculas complexas, justificando

sua baixa eficiéncia na remocao (Badawy et al., 2009; Godoy et al., 2015).

Por este motivo, o0 monitoramento de residuos farmacéuticos nos efluentes e

corpos d’agua deve ser priorizado, pelo fato de que seus efeitos sobre organismos
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aquéticos ndo sdo conhecidos, apontando a necessidade da implementagéo de tratamentos
de esgoto complementares para reduzir a entrada desses residuos nos nestes ambientes
(Silva et al., 2019). Ha alguns anos, foram detectadas concentracdes (145 — 243 ng/L) de
Tenofovir em rios da Africa do Sul, comprovando a necessidade de desenvolver métodos
aprimorados para detectar residuos farmacéuticos e avaliar sua toxicidade e

bioacumulacdo, no meio aquético (Wood et al., 2015).

Tendo o conhecimento sobre a presenca do TDF em corpos de agua, somada a
falta de estudos sobre seu impacto ecotoxicologico no meio ambiente aquatico (Silva et
al., 2019), buscar conhecer os efeitos desse farmaco sobre algumas espécies aquéticas
torna-se necessaria para estimar o impacto da sua presenca neste meio (Ghosh et al.,
2017).

3.3 — Testes ecotoxicologicos

Os ensaios ecotoxicoldgicos baseiam-se na exposicdo de individuos ou células
teste a uma determinada substancia sob condi¢des controladas, como tempo e
concentragdo, com objetivo de observar alteragdes nos organismos (Costa et al., 2008).
Esses testes sdo rapidos e de baixo custo, tornando-se importantes para avaliar os efeitos
de contaminantes no meio ambiente. Por este motivo, 0 uso desses bioensaios no estudo
da qualidade da &gua é essencial para obter uma estimativa dos efeitos de residuos em
fontes de agua que possam representar um risco para a vida (Villegas-Navarro et al.,
1997).

Por um lado, os testes de ecotoxicologia procuram se aproximar ao maximo das
condigBes ambientais através de ensaios controlados em laboratorio, ajudando assim a
analisar e interpretar os resultados obtidos. Por outro, esses testes sdo realizados em
ambiente artificial, o que impossibilita a generalizacdo de seus resultados ao nivel do
ecossistema, pois este se limita a organismos de teste especificos (Costa et al., 2008).
Contudo, mesmo com a utilizacdo de varios organismos nos ensaios ecotoxicolégicos no
Brasil, ainda ha a necessidade de ampliagdo destes ensaios envolvendo outros
organismos, como 0s moluscos. Ainda existem poucos dados a respeito do tema e maiores
estudos com moluscos devem ser realizados para suprir essa escassez de dados. Dentre

esses moluscos, destaca-se 0 género Biomphalaria, que sdo seres com grande distribuicao
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e relevancia na saude publica no Brasil e por possuirem uma biologia bem compreendida
(Barbosa & Barbosa, 1994).

3.4 — Biomphalaria glabrata

Biomphalaria glabrata € uma espécie de molusco herbivoro da familia
Planorbidae, de agua doce. Quando adultos, sua concha apresenta um didmetro maximo
de 40 mm, com 11 mm de largura, com uma depressao central em cada face da concha e
um total de seis ou sete voltas (Tibirica et al., 2009). No Brasil, possui grande importancia
em saude publica sendo considerado o principal hospedeiro intermediario do Schistosoma
mansoni, causador da doenca esquistossomose (Giovanelli et al., 2001; Paraense, 2008)
e, dentro das espécies transmissoras, 0 Biomphalaria glabrata é a mais suscetivel a

infectar-se com todos como linhagens geogréaficas do S. mansoni (Dias et al. 1987).

Além disso, sdo seres hermafroditas e seu sistema genital é capaz de fornecer as
caracteristicas morfolégicas mais importantes para a sua identificacdo dos demais
planorbideos (Paraense, 2008). Dentre as inUmeras caracteristicas que favorecem sua
utilizacdo como modelo bioldgico teste, o Biomphalaria glabrata possui alta
reprodutividade, sensibilidade a alteracGes do meio e relevancia clinica. N&o ¢é apenas a
biologia morfoldgica que é bem compreendida nestes animais, mas também a sua biologia
funcional, como a embriologia e o sistema interno de defesa. Por estes motivos, 0s
moluscos desse género vém sendo utilizados como organismo teste em ensaios
ecotoxicoldgicos, avaliando ndo apenas substancias sollveis no meio, mas também
substancias pouco soltveis (Oliveira-Filho et al., 2005; Lima et al., 2019; Siqueira et al.,
2020).

Os moluscos da espécie Biomphalaria glabrata tém sido utilizados como modelo
de indicador ambiental de diversos contaminantes (Siqueira et al., 2020). Por meio do
qual é possivel avaliar alteracdes quanto a sua capacidade reprodutiva e sobrevivéncia de
individuos adultos e/ou embriBes, caracterizando sua sensibilidade e vulnerabilidade a
diversos residuos no ambiente aquatico (Lima et al., 2019). Assim, a avaliacdo das mas
formacgdes embrionarias pode indicar um dos possiveis efeitos da inducdo de mutagdes
em células germinativas. Porém, para utilizar apropriadamente esse biomarcador, é
necessario distinguir as mas formacgfes nas células germinativas comparando com

embrides sem tratamento.
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3.5 — Sistema interno de defesa dos moluscos

Os invertebrados sdo seres capazes de desenvolver respostas celulares e humorais,
como aglutininas, inatas frente a patdgenos invasores, respondendo a todo tipo de
agressdo (Rowley & Powell, 2007). Essa resposta € desencadeada por padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPS) os quais sdo reconhecidos pelas células do
sistema interno de defesa como sinal de invasdo por um agente estranho (Loker et al.
2004). Apesar de ndo apresentarem resposta desencadeada por anticorpos como 0s
vertebrados, o sistema interno de defesa dos invertebrados é capaz de reconhecer e

responder a agentes patdgenos (Van Der Knaap & Loker, 1990).

Mesmo com essa diferenca no desencadeamento da resposta de defesa, sabe-se
que existem muitas semelhangas entre a resposta de defesa inata dos invertebrados com
o sistema de defesa interno dos vertebrados (Hoffmann, 2003) como: peptideos de
clivagem, células fagocitarias e moléculas de reconhecimento de padrdes moleculares
altamente conservados. Embora semelhancas tenham sido encontradas, é importante

notar que o sistema e os mecanismos de defesa ndo séo iguais (Loker et al. 2004).

O sistema de defesa interno dos moluscos € composto principalmente pelos
hemacitos, amebacitos, e por fatores soltveis presentes na hemolinfa (Van Der Knaap &
Loker, 1990; Sokolova, 2009). A hemolinfa é um fluido corporal que circula em um
sistema semiaberto no corpo dos moluscos constituida por &gua, sais e compostos
organicos (Shumway, 1977), que apesar da semelhangca com o sangue dos vertebrados,
apresenta uma composicdo quimica e celular prépria desempenhando diferentes funcdes,

como transporte e armazenamento de nutrientes (Nicolai et al., 2012).

3.6 — Hemdcitos de Biomphalaria glabrata

Os hemocitos séo células com origem multicéntrica, sendo observado producéo
em varios tecidos hematopoiéticos, presentes na hemolinfa (Souza & Andrade, 2006),
com a funcédo principal de defesa dos moluscos. Essas células possuem morfologia e
contetido enzimatico variavel, compostos por diferentes subpopula¢fes que apresentam
diferentes tipos de resposta de defesa (Cavalcanti et al., 2012). Os hemocitos circulantes
de Biomphalaria glabrata s@o compostos, principalmente, por pelo menos duas
populagBes celulares, baseadas nas suas caracteristicas morfologicas e funcionais:

hialindcitos e granulécitos (Lo Verde et al., 1982). Essas células, desempenham um papel
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central importante na imunidade inata destes moluscos estando envolvidos no
reconhecimento de corpos estranhos, respostas de encapsulamento, fagocitose e reacoes
citotoxicas (Matricon-Gondran & Letocart, 1999; Johnston & Yoshino, 2001).

A caracterizacdo de hemdcitos circulantes em Biomphalaria tem sido descrita por
varios autores (Sminia, 1981; Matricon-Gondran e Letorcart, 1999; Johnston e Yoshino
2001). Contudo, diferentemente dos relatos anteriores, quando caracterizado as células
enquanto vivas, sem fixacdo na lamina, foi observado que Biomphalaria glabrata
(linhagem BH) possuem tém trés subconjuntos principais de hemdcitos circulantes,
classificados de acordo com o tamanho dos granulos intracelulares, pequenos, médios e

grandes (Martins-Souza et al., 2009).

Posteriormente, com o avango dos estudos morfolédgicos dessas células, por meio
da microscopia eletrbnica, foi possivel diferenciar essas células em cinco tipos
morfoldgicos, sendo elas bastonetes, granuldcitos, hialindcitos tipo I, 11 e 111 (Cavalcanti
et al., 2012). Os bastonetes sdo células jovens ou percursoras que representam 45% da
populacéo total de hemacitos. Os granulécitos, sdo células polimorficas que representam
4% da populagdo total de hemacitos, possuindo varios granulos densos distribuidos no
citoplasma. As células hialindcitos sdo mais abundante e compreendem mais da metade
da populacdo total de hemdcitos circulantes na hemolinfa do Biomphalaria glabrata
(Cavalcanti et al., 2012).

Além disso, os hemdcitos sdo capazes de secretar fatores sollveis que participam
do mecanismo interno de defesa do molusco. Vasquez e Sullivan (2001) mostraram que
a hemolinfa livre de células coletada de Biomphalaria glabrata foi capaz de diminuir a
taxa de infeccdo de S. mansoni nos receptores. Essa participacdo de elementos sollveis
da hemolinfa de Biomphalaria glabrata, como as lectinas, no mecanismo de
reconhecimento foi inicialmente sugerida por Fryer e Bayne (1996). Posteriormente, Sapp
e Loker (2000) mostraram que a hemolinfa é capaz de desempenhar um efeito direto na
imunidade do molusco. Por fim, pode-se dizer que o sistema interno de defesa dos
moluscos consiste principalmente por fatores soltveis na hemolinfa e porgdes celulares

de hemocitos (Pereira et al., 2008).



27

4. JUSTIFICATIVA

Residuos farmacéuticos representam risco para incontaveis espécies,
principalmente do meio aquéatico. Além disso, varios trabalhos apresentam a relagdo
direta entre salde publica e ambiente, onde é possivel observar patologias humanas
associadas com mas condi¢fes ambientais. Pesquisas dirigidas a avaliagdo dos impactos
ecotoxicologicos de residuos farmacéuticos no meio ambiente por meio de modelos
biol6gicos sdo essenciais para proteger ndo apenas o ambiente, mas também a salde
publica. Esta linha de pesquisa estd em ascensdo, mobilizando pesquisadores de todo o
mundo com objetivo de compreender melhor os efeitos desses residuos sobre o
ecossistema aquético. Assim como a academia, 0 setor farmacéutico possui
responsabilidade na produgdo de conhecimentos sobre o impacto ambiental desses
contaminantes emergentes. Estes estudos podem contribuir para a preservacdo de
espécies com minimizacao dos riscos ao ambiente aquatico e a saide humana decorrentes
da exposicdo a residuos de farmacos. A partir deste trabalho, foi possivel compreender
melhor os efeitos do Tenofovir no ambiente aquético utilizando pela primeira vez o
molusco como modelo bioldgico. Desta forma, o tema torna-se relevante pois contribui
para o desenvolvimento da saude coletiva e permite a realizacdo e divulgacéo cientifica
ganhando maior visibilidade internacional. Além disso, os resultados gerados podem
contribuir para um maior conhecimento e padronizacdo de técnicas que permitam a
avaliacdo de outros residuos farmacéuticos, no ambiente aquético, utilizando como
modelo bioldgico o molusco Biomphalaria glabrata. Os dados gerados disponibilizaram
novo modelo de analise de ecotoxicidade, bem como uma forma de identificar os efeitos
ambientais negativos de fa&rmacos, servindo de embasamento para o desenvolvimento de
métodos de tratamento de efluentes, tanto pela academia quanto pela industria,
minimizando a entrada desses residuos no ambiente. Outro ponto importante é que ente
trabalho envolveu uma equipe interdisciplinar da UFMG com participacdo e colaboracao
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) e da Faculdade de Farmacia (FAFAR), bem
como da Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED). Desta forma, o presente trabalho fornece
informagBes necessarias para futuras aplicacdo de outros farmacos e oferece uma

excelente alternativa para estudos de bioacumulagéo e genotoxicidade ambientais.
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5. OBJETIVOS

5.1 — Objetivo geral

Avaliar os potenciais efeitos citotoxicos in vitro e in vivo do Fumarato de

Tenofovir Desoproxila sobre 0 molusco da espécie Biomphalaria glabrata, assim como

0s seus hemacitos, a fim de entender a ecotoxicidade da presenca aquética por este residuo

farmacéutico.

5.2 — Objetivos especificos

Desenvolver e produzir uma revisdo sistematica sobre a utilizagdo do molusco
Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico para estudos ecotoxicologicos
apresentando os principais ensaios utilizados e os efeitos de potenciais substancias
presentes no meio ambiente aquatico.

Avaliar a citotoxicidade celular sobre hemdcitos de Biomphalaria glabrata, por
meio do ensaio de MTT, sobre estimulo do antirretroviral TDF em diferentes
concentragdes in vivo e in vitro;

Avaliar os niveis de 6xido nitrico na hemolinfa do Biomphalaria glabrata apds
exposicao in vivo, ao farmaco TDF, utilizando o reagente de Greiss;

Avaliar a viabilidade dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata ap6s a exposi¢do
do TDF, in vivo e in vitro, utilizando o corante Azul de Tripan 0,4%);
Quantificar, microscopicamente, a populacdo de hemdcitos (hialindcitos e
granuldcitos) presentes na hemolinfa, apds exposicéo in vivo e in vitro ao TDF,
utilizando o corante Vermelho Neutro 0,33%;

Avaliar a mortalidade e comportamento do molusco Biomphalaria glabrata; apds
exposicao in vivo ao farmaco por 72 horas (exposicao aguda) e 21 dias (exposi¢édo
cronica).

Avaliar o indice de fagocitose dos hemacitos apds exposi¢éo, in vivo e in vitro,

do TDF utilizando microparticulas de didxido de silicio de 1 um de didmetro.
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CAPITULO 2: Utilizacdo do molusco de agua doce Biomphalaria glabrata como
modelo bioldgico para estudos ecotoxicoldgicos: uma revisao sistematica

RESUMO ILUSTRATIVO

Figura 1. Resumo ilustrativo das possibilidades de biomarcadores utilizando 0 molusco
de &gua doce Biomphalaria glabrata como modelo biolégico para estudos

ecotoxicoldgicos.

Utilizagao do caracol de agua doce Biomphalaria glabrata (Say, 1818) como modelo biologico
para estudos ecotoxicologicos: uma revisao sistematica

TOXICIDADE

BIOACUMULAGAO

‘ CONTAMINAGAO ‘

AQUATICA ESTUDOS

ECOTOXICOLOGICOS |

EMBRIOTOXICIDADE

GENOTOXICIDADE

CITOTOXICIDADE

MORTALIDADE ‘ AVALIAGAO DO RISCO

AMBIENTAL

Fonte: Autor.

RESUMO

Ao longo do tempo, tem-se observado um crescente aumento de poluentes humanos no
ambiente aquatico. A presenca global de residuos em corpos d'agua reforga a necessidade
de desenvolver métodos aprimorados para detecta-los e avaliar seus efeitos
ecotoxicoldgicos no ambiente aquatico. Assim, neste trabalho teve-se como objetivo
apresentar os principais ensaios utilizando Biomphalaria glabrata como modelo
biolégico para estudos ecotoxicolégicos. Realizamos uma revisdo sistematica da
literatura com dados publicados até junho de 2022 nas bases de dados ScienceDirect,
PubMed e SciELO. Vinte e seis estudos foram selecionados para esta revisao ap6s a
triagem. O molusco de agua doce Biomphalaria glabrata tem sido estudado como modelo

ecotoxicoldgico para diferentes substancias por meio de ensaios de toxicidade,
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embriotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade. Estudos avaliando o impacto da
exposicdo de Biomphalaria glabrata a varias substancias relataram efeitos toxicos,
comportamentais, reprodutivos e sobre seus descendentes. Nesta revisdo sdo apresentados
diversos ensaios utilizando Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico para estudos
ecotoxicoldgicos. O crescente nimero de estudos realizados com o molusco fornece uma

prévia do seu potencial como modelo bioldgico para estudos ecotoxicoldgicos.

Palavras-chave: Saide Ambiental; Biomphalaria glabrata; Ecotoxicologia; Molusco.

INTRODUCAO

Muitos micropoluentes humanos foram detectados no ambiente aquético (Reid et
al., 2019), muitas vezes devido a remocéo ineficiente durante o tratamento convencional
de &guas residuais (Golovko et al., 2021). Entre muitas substancias antropicas, os residuos
farmacéuticos sdo um exemplo claro dessa contaminacdo humana (Wood et al., 2015;
Ben et al., 2020; Wilkinson et al., 2022). Considerando o crescente uso de drogas em
todo o mundo e a possibilidade de vérias classes de drogas ndo serem totalmente
metabolizadas (Geboers et al., 2015; Moss et al., 2017) e excretadas através das fezes ou
urina, atingindo o meio aquatico, aumentando a presenca desses residuos no meio
ambiente (Mahmood et al., 2019).

A presenca de residuos farmacéuticos, industriais, téxteis e de mineracédo, entre
muitos outros, no meio aquatico, reforca a necessidade de desenvolver métodos
aprimorados para detectar e avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos das substancias no meio
aquatico. Dentre eles, destaca-se a presenca global de residuos farmacéuticos, com maior
concentracdo em paises de baixa e média renda. A presenca de farmacos e seus produtos
de transformacdo no meio ambiente foi detectada em 71 paises, com 631 substancias
farmacéuticas encontradas (Beek et al., 2016). Além disso, muitas das concentracfes
detectadas em todo o mundo foram superiores as concentra¢des consideradas seguras para
organismos aquaticos, ou que sdo preocupantes em termos de selecdo para resisténcia
antimicrobiana, representando uma ameaca global a saude humana e ambiental
(Wilkinson et al., 2022).

Destaca-se que apenas a detecgdo de residuos no meio ambiente ndo significa

necessariamente que eles sejam biodisponiveis, nem que venham a ter efeitos nocivos aos
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sistemas. Assim, o uso de modelos bioldgicos em estudos ecotoxicoldgicos contribui
diretamente para avaliar o risco da presenca desses residuos no ambiente aquatico, uma
vez que apenas 0 monitoramento quimico € pouco informativo com relacdo aos efeitos

ecotoxicoldgicos (Brack et al., 2019).

No geral, os testes ecotoxicoldgicos sao eficientes, rapidos e de baixo custo, sendo
considerados uma importante ferramenta para avaliar os efeitos nocivos das
contaminagdes humanas sobre 0 meio ambiente aquatico. Esses testes podem ser
definidos como um sistema de testes que expdem um organismo ou célula a uma
determinada substancia e, posteriormente, avaliam efeitos bioldgicos em diferentes niveis
de organizacéo (Schuijt et al., 2021). Assim, 0 uso de bioensaios para avaliar a qualidade
da agua é essencial para obter uma estimativa dos efeitos de residuos no ambiente

aquatico que podem representar risco a vida (Wilkinson et al., 2022).

Uma das vantagens desses testes € a capacidade de simular condi¢des controladas
em laboratério, contribuindo para a precisdo, analise e interpretacdo dos resultados
(Campana e WIlodkowic, 2018; Altenburger et al., 2019). Provavelmente, devido a
crescente preocupacdo com o monitoramento ecotoxicoldgico, a implementacao de novos
modelos bioldgicos para estudos ecotoxicoldgicos, como o molusco de agua doce
Biomphalaria glabrata, vem se destacando e contribuindo diretamente para a

aproximacdo da simulacdo laboratorial ao meio ambiente.

Classificado como um macro invertebrado bentdnico, Biomphalaria glabrata
possui um padréo de migracdo limitado no ecossistema, sendo adequado para avaliagéo
de impactos ecotoxicoldgicos especificos na regido tropical. As fases iniciais do ciclo de
vida respondem rapidamente ao estresse e as fases adultas sdo mais resistentes,
fornecendo informagbes importantes para interpretar os efeitos acumulativos dos
poluentes, tornando-os bons indicadores das condi¢des do ecossistema local (Barbour et
al., 1999; Tallarico et al., 2016).

Biomphalaria glabrata é uma espécie de molusco herbivoro de agua doce
pertencente a familia Planorbidae. Quando adulto, geralmente apresenta uma concha com
didmetro maximo de 40 mm e 11 mm de largura, enrolada em espiral para a esquerda.
Em 2001, a Sociedade Americana de Parasitologistas apresentou uma proposta de
sequenciamento de seu genoma, mas somente em 2017 seu genoma foi de fato

caracterizado (Adema et al., 2017). Essa caracterizacao forneceu informacdes
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importantes sobre a biologia do molusco de agua doce e nos permitiu entender melhor
seu sistema imunologico (Castillo et al., 2020). Biomphalaria glabrata tem sido
detectado em varias regides da Américas do Norte, Central e do Sul, com destaque o
Brasil, onde tem alta prevaléncia em todo o territorio, também esta presente na Africa e
em alguns paises da Asia (GBIF.org, 2022).

Este molusco de agua doce tem uma resposta de defesa inata semelhante como a
dos vertebrados, sendo capaz de reconhecer e destruir diferentes patdgenos (Abaza et al.,
2016). O crescente conhecimento cientifico tanto do organismo como de seus sistemas,
torna este molusco alvo de diversas pesquisas de ecotoxicidade (Lima et al., 2018; Lima
et al., 2019; Siqueira et al., 2020; Siqueira et al., 2021; Caixeta et al. al., 2021). Seu
sistema de defesa interno é composto, principalmente, por células internas de defesa
(hemdcitos) e fatores sollveis na hemolinfa (Monte et al., 2019). Vasquez e Sullivan
(2001) apresentaram a importancia da hemolinfa no processo imunoldgico do molusco,
sugerindo que elementos solUveis de sua hemolinfa, como as lectinas, desempenham um
papel direto no mecanismo de reconhecimento e combate imunoldgico (Vasquez e
Sullivan, 2001).

Os hemdcitos, células produzidas nos tecidos hematopoiéticos dos moluscos, sdo
encontrados na hemolinfa do molusco e sua principal fungéo é a defesa interna (Abaza et
al., 2016). Sua morfologia e contetido enzimatico séo variaveis, sendo classificados em
dois tipos: hialindcitos e granuldcitos (Cavalcanti et al., 2012). Considerando o vasto
conhecimento sobre o sistema imunoldgico e seu desenvolvimento embrionéario, 0s
moluscos tém sido utilizados como modelos bioldgicos para avaliar a ecotoxicidade de
diversas substancias, incluindo poluentes emergentes, apresentando grande potencial
(Caixeta et al., 2020; Caixeta et al., 2022).

Dentre as inUmeras caracteristicas que favorecem o uso de Biomphalaria glabrata
como modelo bioldgico, destaca-se a sensibilidade as mudancgas ambientais, permitindo
a avaliacdo de respostas celulares, teciduais e comportamentais, diferentemente de outros
modelos bioldgicos como cianobactérias, microalgas e alguns microcrustaceos. Este é um
dos poucos modelos biolégicos que permite o estudo ecotoxicologico de residuos
insollveis em &gua, pois por meio de sua caracteristica de raspagem, absorve substancias
presentes no fundo da agua (Pena et al., 2022; Wang et al., 2022; Caixeta et al., 2021;
Lima et al., 2019; Oliveira-Filho et al., 2019). Considerando o potencial do molusco

como modelo bioldgico, o objetivo com este estudo foi apresentar 0s principais testes
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realizados utilizando Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico para avaliagfes

ecotoxicoldgicas.

METODOS
Estratégia de busca

Foi realizada revisdo sistematica da literatura nas bases de dados ScienceDirect,
PubMed e SciELO. As palavras-chave "Biomphalaria glabrata”, "ecotoxicologia”,
"toxicidade", "genotoxicidade”, "embriotoxicidade” e "citotoxicidade™ foram
combinadas e utilizadas para busca de publicacOes de interesse nas bases de dados
publicadas até junho de 2022, no idioma inglés e portugués. A revisdo sistematica seguiu
as diretrizes recomendado pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA) (Moher et al., 2009).

Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo dos artigos foram: (i) utilizar Biomphalaria glabrata
como modelo bioldgico; (ii) apresentar dados sobre possiveis efeitos ecotoxicol6gicos
(toxicidade, embriotoxicidade, citotoxicidade ou genotoxicidade); (iii) estudos realizados
in vivo ou in vitro; (iii) ter pelo menos um grupo controle negativo; e (iv) idioma inglés
ou portugués. Os critérios de exclusdo foram: (i) artigos de revisdo cientifica; (ii) resumos
em eventos cientificos; (iii) relatérios técnicos; (iv) estudos parasitolégicos; (v) outra
espécie de molusco; e (vi) duplicatas. Quaisquer discrepancias entre as decisfes, sejam
de incluséo ou excluséo de artigos, foram resolvidas por consenso entre os revisores. O
software Rayyan foi utilizado para auxiliar no processo de triagem dos artigos (Ouzzani
et al., 2016).

Extracéo de dados

Antes da extragdo dos dados, uma lista de informacdes a serem extraidas de cada
trabalho incluido nesta revisao foi determinada entre os autores. As informagdes extraidas
de cada estudo foram, resumidamente: (i) ano de publicagdo; (ii) principais ensaios; (iii)

amostra analisada; (iv) tamanho da amostra; (v) matriz analisada; (vi) concentracGes da
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matriz; (vii) tempo de exposic¢do; (viii) mortalidade; (ix) concentragéo letal; (x) principais

resultados; e (xi) tipo de estudo (in vivo e/ou in vitro).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Triagem dos artigos

Oitocentos e quarenta e seis estudos foram encontrados na primeira etapa de
triagem e 730 estudos permaneceram apds a exclusdo de duplicatas. Em seguida, todos
os titulos e resumos foram lidos para encontrar estudos ecotoxicoldgicos utilizando
Biomphalaria glabrata como modelo biol6gico. Apos essa segunda etapa, restaram 45
estudos para leitura do texto na integra. Para serem incluidos nesta revisdo, todos os
requisitos de inclusdo apresentados deveriam ser cumpridos. Por fim, 26 estudos
publicados entre os anos de 1973 e 2022 (Lima et al., 2018; Lima et al., 2019; Oliveira-
Filho et al., 2019; Oliveira-Filho et al., 2016; Douglas e Sullivan, 1992; Mona et al. al.,
2013; Siqueira et al., 2020; Siqueira et al., 2021; Sullivan et al., 2005; Santos et al., 2018;
Salice e Roesijadi, 2002; Ansaldo et al., 2009; de Albuguerque et al. ., 2014; Garcia et
al., 2021; Tallarico et al., 2014; Nakano et al., 2003; Caixeta et al., 2021; Cheng e
Sullivan, 1973; Cheng e Sullivan, 1977; Gustafson et al., 2015 ; Kaur et al., 2016;
Minzinger e Guarducci, 1988; Rivero-Wendt et al., 2014; Sullivan e Cheng, 1976; Pena

et al., 2022; Wang et al., 2022) foram elegiveis para esta revisdo sistematica (Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma (PRISMA) de cada etapa do processo de triagem de artigos nas
bases de dados ScienceDirect, PubMed e SciELO.
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Fonte: MOHER D, LIBERATI A, TETZLAFF J, ALTMAN DG. Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses: The PRISMA Statement. PLoS Med.
V. 6, n. 7, p. 1000097, 2009. doi: https://doi.org/10.1371/journal.pmed1000097

Progressos da utilizacdo do molusco em estudos ecotoxicoldgicos

Biomphalaria glabrata tem sido usado como modelo biologico desde 1973
(Figura 3), onde foi usado para avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos de substancias
quimicas em diferentes concentracbes (Cheng e Sullivan, 1973). Neste trabalho foi
demonstrado que o sulfato de cobre foi capaz de aumentar a frequéncia cardiaca do
molusco mesmo em baixas concentragdes (2,5 mg/L). No entanto, apenas concentragoes

de 875 mg/L e 2500 mg/L foram letais para 50% e 100% dos moluscos, respectivamente
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(Cheng e Sullivan, 1976). Além disso, foi possivel observar que o sulfato de cobre causa
reducdo na osmolaridade da hemolinfa (Cheng e Sullivan, 1977).

Figura 3. Linha do tempo de um breve histérico do uso de Biomphalaria glabrata como

modelo biologico.

Utilizagdo do caramujo Utilizacio dos Sequenciamento do
Biomphalaria glabrata hemécitos de genoma e utilizagdo do
como modelo biolégico Biomphalaria glabrata caramujo para
para estudos in testesda vitro: avaliagdo complexa de
ecotoxicologicos. poluentes emergentes.
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Utilizagdo de diferentes Utilizagdo de recém-
estagios da vida do nascidos para
caramujo em estudos avaliagdo

ecotoxicologicos, como ecotoxicologico de
adultos ¢ embrides. micropoluentes.

Fonte: Autores.

Em 1988, Biomphalaria glabrata foi utilizada para avaliar a ecotoxicidade de uma
substancia quimica (cloreto de zinco) em diferentes fases da vida do molusco, tanto adulto
quanto embrionério (Minzinger e Guarducci, 1988). Em 1992, foi realizado um estudo
in vitro com hemdcitos de Biomphalaria glabrata. Neste estudo, as células internas de
defesa do molusco foram expostas por 15 minutos ao cloreto de aménio e a taxa de
fagocitose foi avaliada em diferentes concentracdes do composto (Douglas e Sullivan,
1992).

Em 2002, diferentes cepas de Biomphalaria glabrata foram utilizadas para avaliar
a ecotoxicidade do cadmio em diferentes fases da vida do molusco, como embri&o, recém-
nascidos e adultos (Salice e Roesijadi, 2002). A partir de 2005, diferentes sistemas de
moluscos (nervoso, reprodutivo e imunoldgico) passaram a ser utilizados para avalia¢fes
ecotoxicoldgicas (Sullivan et al., 2005; Mona et al., 2013), porém, somente nos Gltimos
anos, apo6s o sequenciamento de seu genoma (Adema et al., 2017), foi observado um

numero crescente de estudos de ecotoxicidade utilizando-o como modelo bioldgico.
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Em geral, esses estudos avaliam potenciais poluentes emergentes no meio
ambiente, como nanomateriais (Caixeta et al., 2021; Oliveira-Filho et al., 2017; Lima et
al., 2019), lodo de esgoto domeéstico e industrial (Siqueira et al., 2020; Siqueira et al.,
2021), herbicidas (Lima et al., 2018), corante téxtil (Garcia et al., 2021) e produtos
farmacéuticos (Baynes et al., 2019; Kaur et al., 2016; Melo et al., 2019). Além disso,
uma grande variedade de possibilidades de ensaios citotdxicos, genotoxicos,
embriotoxicos vem sendo desenvolvida, mas sem uma padronizacdo entre eles. As
principais vantagens e desvantagens do uso de Biomphalaria glabrata como modelo
bioldgico para estudos ecotoxicoldgicos sdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens do uso de Biomphalaria glabrata como modelo

bioldgico em estudos ecotoxicoldgicos.

VANTAGENS DESVANTAGENS
- Sensibilidade a mudancas no meio; - Né&o possui métodos padronizados;
- Alta taxa de reproducéo; - Falta de substancias padréo;
- Tamanho pequeno; - Caréncia de controles positivos;
- Baixo custo de manutencdo; - Comportamento de fuga para fora d’agua
- Desenvolvimento embrionario em condic¢des desfavoraveis;
répido; - Poucos estudos de ecotoxicidade;

- Desenvolve resposta com substancias
solUveis e insolUveis em agua;

- Possui biologia bem descrita;

- Realizacao de ensaios in vitro;

- Sua sequéncia genémica é descrita.

Artigos incluidos

Na tabela 2 estdo apresentados os estudos selecionados para compor esta revisao
sistematica com os principais resultados obtidos ap6s a exposicdo de Biomphalaria
glabrata a diferentes substancias. Os principais biomarcadores amostrados utilizados nos
estudos incluidos foram: (i) moluscos (toxicidade e bioacumulacdo), (ii) embribes
(embriotoxicidade) e (iii) hemdcitos ou outras células (citotoxicidade). Nos estudos, a
toxicidade foi avaliada por meio da exposicdo a diferentes concentragfes da substancia

exogena (poluente), por um periodo, tendo como desfecho principal a mortalidade. A
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classificacdo de bioacumulacdo de um estudo pode ser definida como a verificagdo do
aumento da concentracdo de uma substancia, presente no ambiente, nos tecidos do
molusco por meio de sua absorcdo. Os testes de embriotoxicidade foram classificados
como testes a serem utilizados em embrides para avaliar a exposi¢do no desenvolvimento
embrionario, ap6s uma substéncia especifica. Por fim, os ensaios de citotoxicidade s&o
aqueles que avaliaram o impacto da exposicdo de hemacitos de Biomphalaria glabrata
ou outros tecidos a uma substancia quimica especifica, observando principalmente

alteracBes morfologicas e funcionais nas células.
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Tabela 2. Estudos selecionados utilizando Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico potencial para estudos de ecotoxicidade.

- Local de - Concentracao UG 6
Referéncia Ensaio Amostra teste Matrix teste exposicéo
estudo (mg/L) (dias)
1,0; 2,5; 6,25;
EMB Brasil Embrizio LA"ONF;S ecloretode /5931565 1.2.3.4.5¢6
erro 39,0 e 97,65
Pena et al., 2022 R
) . LA-IONPs e cloreto de 1,0:2,5,6,25;
TOX Brasil Recém-nascidos ferro 10,93; 15,65; 4
39,0 e 97,65
) . Microesferas de
Wang et al., 2022 BIO Reino Unido Molusco polietileno 50,0 2e2l
EMB Brasil Embri&o Lodo doméstico 50; 100; 150 € 1.2e8
500 '
Siqueira et al., 2021 TOX Brasil Molusco Lodo doméstico oY 28, DU € 2015
_ 500 _
CIT Brasil Hemacitos Lodo doméstico oY, 20, 29U€ 2615
500
TOX Brasil Molusco Corante ReactiveRed 239 5,64 —564:0 1
Garcia et al., 2021
EMB Brasil Embrido Corante ReactiveRed 239 5,64 —564:0 1
- 1,0;2,5;6,2¢
TOX Brasil Molusco GLA-IONPs e cloreto de 28
Caixeta et al., 2021 ferro 15,6
o - 10;25;62¢
EMB Brasil Embrido GLA ION;&;r%cloreto de 156 28
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. Corpo do GLA-IONPsecloretode  1,0;25;6,2¢€
BIO Brasil molusco ferro 15,6 28
EMB Brasil Embrido Lodo industrial S0; 1%%6150 € 1,2e8
Siqueira et al., 2020 TOX Brasil Molusco Lodo industrial 50; 1%%;0150 ¢ 2e15
CIT Brasil Hemacitos Lodo industrial 50; 1%%;0150 ¢ 2e15
0,0003; 0,0006;
EMB Brasil Embrido CdTe Quantum Dots 0,0012; 0,0024 e 1
0,0048
Limaetal., 2019 . 0,012; 0,024;
TOC Brasil Molusco CdTe Quantum Dots 0,048 ¢ 0,096 1
BIO Brasil Hepatopancreas CdTe Quantum Dots 0;048 1
TOX Brasil Molusco AgNPs 0.0 1é06 2.5¢€ 4
Oliveira-Filho et al., . Corpo do 0,0;1,0;25e
2019 BIO Brasil molusco AgNPs 5.0 28
EMB Brasil Embrido AgNPs 00,10 25¢ 28
Limaetal., 2018 TOX Brasil Hemdcitos Oxifluorfeno 0,125;0,25e0,5 2e15
) 0,15; 0,3; 0,6;
Santos et al., 2018 EMB Brasil Embrido Acido usnico 1,2;15; 2;2,5; 1
5e10
TOX Brasil Molusco v-Fe203 NPs 1;10e 100 28
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Oliveira-Filho et al.,

2016 EMB Brasil Embrido v-Fe203 NPs 1;10e 100 10
0,0000625;
) . 0,000125;
TOX Reino Unido Molusco MT e DHT 0,000250 ¢ 30
0,000500
0,0000625;
) ) . 0,000125; NI
EMB Reino Unido Embrido MT e DHT 0,000250 e
0,000500
Kaur et al., 2016 0,0000625,
) ” ndula alb 0,000125; 30
CIT Reino Unido  Glandula albimen MT e DHT 0,000250 e
0,000500
0,0000625;
) ” _ 0,000125; 30
CIT Reino Unido Ovotestis MT e DHT 0,000250 e
0,000500
Estgdos Molusco Atrazina 1 1
Gustafson et al., 2015 TOX Unidos 005073 e
Estados Molusco Atrazina R 28
Unidos _ 5AO;QS )
TOX Brasil Molusco Dicromato de potassio 9,90, 19, 4 1
} 150 e 200
Tallarico et al., 2014 : ; .
EMB Brasil Embrido Dicromato de potassio 1,30, 3,13, 6,29, 1
12,50; 25 e 50
Composto de
de Albuquerque et al., EMB Brasil Embrido Microgramma 1;10e 100 1

2014

vacciniifolia
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Composto de

TOX Brasil Molusco Microgramma 1;10e 100 1
vacciniifolia
Rivero-Wendt et al.. EMB Brasil ECn;Il::Jr;:So MT 0,01;0,1e1,0 28
2014 CIT Brasil germinativas MT 0,01;0,1e1,0 28
TOX Egito Molusco Glifosato 05e5 21
CIT Egito Corpo do Glifosato 05¢e5 21
Mona et al., 2013 MOTUSCo
Y TOX Egito Molusco Atrazina 5e10 21
. Corpo do .
CIT Egito molusco Atrazina 5e10 21
EMB Argentina Embrido Cadmium 0,1e0,05 4
Ansaldo et al., 2009 EMB Argentina Embrido Chumbo 0,5;0,1e0,05 4
EMB Argentina Embrido Arsénio 0,5;0,1e0,05 4
Glandula
Estados - 0.04, 0.08, 0.16,
CIT Unidos produtpr_a de Colchicina 1,0 0.25,05.1¢ 3
amebdcitos
Estados L . .. 0.04, 0.08, 0.16,
Sullivan et al., 2005 CIT Unidos Hemacitos Colchicina 1,0 0.25,05,1e3
Estados -
TOX Unidos Molusco Colchicina 1,0 1,2e3
Estados . .
CIT Unidos Tecido nervoso Colchicina 1,0 3
Nakano et al., 2003 EMB Brasil Embrido Ciclofosfamida 9,4: 94 e 940 10
0,000013;
Salice and Roesijadi, Estados Molusco jovem P 0,000027;
2002 TOX Unidos  (BS90e NMRI) Cadmium 0,000055 e 14

0,00011
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0,000027;
Estados A 0,000055;
TOX Unidos Molusco Cadmium 0,00011 6 14
0,00022
0,0000055;
0,00001;
Estados Embrido L. 0,000016;
EMB Unidos (BS90 e NMRI) Cadmium 0,000022; 14
0,000027 e
0,000032
0,000005;
Douglas and Sullivan, Estados -~ A 0,00005;
1992 CIT Unidos Hem©citos Cloreto de ambnia 0:0005: 0,0025: 0.01
0,005; 0,01
Miinzinger and TOX Italia Molusco Cloreto de Zinco 0.5 1é56 30e 30
Guarducci, 1988 EMN Italia Embrido Cloreto de Zinco 05 10620 7
Cheng and Sullivan, TOX Estgdos Molusco Sulfato de cobre 0,06 le?2
1977 Unidos
) 100; 500; 750;
Sullivan and Cheng, TOX ESt?dOS Molusco Sulfato de cobre 875; 1000 e 1
1976 Unidos
2500
. 0,01: 0,05; 0,10:;
Cheng and Sullivan, TOX ESt'fldOS Molusco Sulfato de cobre 1,0; 2,5; 5,0; 0.8
1973 Unidos

12,5e 20,0
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Legenda: MT - 17a-metiltestosterona; DHT - e 5x-di-hidrotestosterona; NPs y-Fe203 — Maghemita; AgNPs- nanoparticulas de prata; GLA-IONPs
- nanoparticulas de éxido de ferro em bicamada de acido gluconico; LA-IONPs - nanoparticulas de oxido de ferro em bicamada de acido laurico;

EMB — embriotoxicidade; TOX — toxicidade; BIO — bioacumulagéo, CIT — citotoxicidade; * - ensaio in vitro; NI - ndo informado.
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Local do estudo

Estudos utilizando o molusco de 4gua doce Biomphalaria glabrata como modelo
bioldgico para estudos ecotoxicoldgicos foram realizados em seis paises. Dentre eles, 0
Brasil (n = 14; 53,8%) que se destaca com o maior percentual de estudos, seguido pelos
Estados Unidos (n = 7; 26,9%), Reino Unido (n = 2; 7,6%), Egito, Italia e Argentina (n =
1; 3,8%, cada). O elevado nimero de estudos realizados no Brasil pode ser explicado pela
alta distribuicdo de Biomphalaria glabrata em todo o pais. Diferentemente, Lymnaea
stagnalis é amplamente distribuido em zonas temperadas e requer temperaturas mais
baixas para o desenvolvimento de testes ecotoxicoldgicos, enquanto Biomphalaria
glabrata ¢ amplamente distribuido em zonas tropicais e subtropicais e ndo requer
temperaturas mais baixas em testes ecotoxicolégicos, demonstrando com maior
fidelidade os possiveis impactos a presenca de contaminantes aquaticos nos ecossistemas
locais. Além disso, possui diversos biomarcadores (embrides, tecidos, células, enzimas e
DNA) que permitem monitorar a qualidade dos cursos d'agua afetados pela presenca de
poluentes (Barbosa e Barbosa, 1994; Southerland e Stribling 1995). Esse molusco em
especifico tem grande relevancia para a saude publica, pois € um hospedeiro intermediario
do parasita causador da esquistossomose e, consequentemente, tem sido desenvolvido um
namero consideravel de estudos com o objetivo de desenvolver novos moluscicidas, bem

como seu uso como modelo biol6gico em ecotoxicologia.

Tamanho do molusco

O tamanho médio dos moluscos utilizados nos estudos incluidos foi de 12 + 2 mm.
A selecdo do tamanho do molusco deve ser exclusiva de Biomphalaria glabrata. Essa
exclusividade deve ser considerada no momento do experimento, pois o tamanho adulto
difere entre 0 modelo padronizado de Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) (OECD, 2016)
e Biomphalaria glabrata (Say, 1818). Por esta razéo, o uso de caracdis de 12 + 2 mm é

recomendado para estudos ecotoxicoldgicos.

Manutencéo e criagao

Biomphalaria glabrata sdo geralmente mantidos e criados em aquarios de plastico

com um volume de 100 mililitros por molusco. A temperatura de criagdo desse molusco



46

de &gua doce variou de 20°C a 30°C, e a maioria dos estudos registrou uma temperatura
média da agua de 25°C (n = 12; 46,1%). O fotoperiodo foi pouco informado, apenas
38,5% dos estudos relataram, sendo que sete utilizaram o fotoperiodo de 12/12 horas
(claro/escuro) e trés 16/8 horas (claro/escuro). Na maioria dos estudos, a &gua usada para
criar caracois era filtrada, com pH 7 e sem cloro. No entanto, algumas variagdes na
manutencdo dos caracois puderam ser observadas, como a variacdo do pH da agua,
atingindo valores de até 8,0, e o tipo de agua, como agua filtrada sem cloro (n = 14; 77,8
%), purificada com solucéo salina Nolan-Carrik (n = 3; 11,5%) e natural (n = 1; 3,8%).
Além disso, vérios estudos ndo apresentaram informacdes especificas sobre a manutencdo
e criagdo de moluscos como temperatura (n = 10), fotoperiodo (n = 16) e pH (n = 15)
(Figura 4).

Figura 4. Caracteristicas de manutencdo e criacdo do molusco de agua doce

Biomphalaria glabrata adotadas pelos estudos de ecotoxicidade incluidos nesta reviséo.

® ©

TEMPERATURA FOTOPERIODO . 52

°C) (HORAS) pH
16/8
(11.54%)

Legenda: A) Temperatura; B) Fotoperiodo; C) Tipo de agua; NA = ndo apresentado.

Fonte: Autores.

Alguns parametros relacionados a qualidade da 4gua podem ser analisados durante
amanutencdo e criacdo de moluscos. Esses parametros sao dureza, alcalinidade, saturacao
de oxigénio, condutividade, ambnia, nitrato, nitrito e oxigénio dissolvido na agua. O
monitoramento desses parametros, em especial a dureza total e de célcio da agua, deve
ser realizado para garantir bons resultados durante os testes de ecotoxicidade. A dureza
da &gua esté diretamente relacionada a capacidade de reproducdo dos caracois e seu
desenvolvimento no aquario. Além disso, aguas com altos valores de dureza podem
causar reducdo na toxicidade de algumas substancias de teste, como metais (Oliveira-
Filho et al., 2014), reforcando a necessidade de se realizar o monitoramento antes, durante

e depois do experimento.
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A folha de alface (Lactuca sativa) é o principal alimento utilizado na manutencao
da Biomphalaria glabrata. No entanto, algumas divergéncias relacionadas a alimentacao
dos moluscos foram encontradas, como frequéncia de alimentagdo, suplementacédo
alimentar e quantidade de alimento disponivel. Alguns estudos fornecem alimentagéo
diaria sem privacdo (n = 7; 26,9%), enquanto outros apresentam algumas restri¢cbes
alimentares como: 1 cm? de alface por molusco por dia (n = 3; 11,5%), alimentacdo em
dias alternados (n = 2; 7,7%), a cada dois dias (n = 1; 3,8%) ou trés vezes por semana (n
=1; 3,8%). Em alguns casos, ragéo para peixes (TetraMin) foi utilizada como suplemento
alimentar (n = 4; 15,4%) ou como alimento principal (n = 2; 7,7%).

Tipos de poluentes avaliados

Foram avaliados 11 tipos de poluentes nos estudos selecionados nesta revisao. O
tipo de poluente mais frequente nos estudos foram as nanoparticulas metélicas (n = 5;
19,2%) (Pena et al., 2022; Caixeta et al., 2021; Lima et al., 2019; Oliveira-Filho et al.,
2019; Oliveira-Filho et al., 2016), seguido de compostos quimicos (n = 4; 15,4%) (Cheng
e Sullivan, 1973; Sullivan e Cheng, 1976; Cheng e Sullivan, 1977; Douglas e Sullivan
1992), residuos farmacéuticos ( n = 4; 15,4%) (Nakano et al., 2003; Sullivan et al., 2005;
Kaur et al., 2016; Rivero-Wendt et al., 2014), herbicidas (n = 3; 11,5%) (Gustafson et al.,
2015; Lima et al., 2018; Mona et al., 2013), metais pesados (n = 3; 11,5%) (Minzinger e
Guarducci 1988; Salice e Roesijadi, 2002; Ansaldo et al., 2009), lodo doméstico ou
industrial (n = 1; 3,8%, cada) (Siqueira et al., 2020; Siqueira et al., 2021), tingimento
téxtil (n = 1; 3,8%) (Garcia et al., 2021), microesferas de plastico (n = 1; 3,8%) (Wang et
al., 2022), compostos derivados de plantas (n = 1; 3,8%) (de Albuquerque et al., 2014),
amostras de agua de afluentes e efluentes (n = 1; 3,8%) (Tallarico et al., 2014) e

compostos derivados de liquen (n = 1; 3,8%) (Santos et al., 2018).

Desenho experimental

Os dados revisados mostraram falta de padronizacdo no desenho experimental e
nos protocolos de utilizagdo do molusco Biomphalaria glabrata em ensaios

ecotoxicoldgicos. Os principais pontos que evidenciaram a falta de padronizacéo foram:
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(i) tempo de exposicao; (ii) nimero de réplicas; (iii) tamanho da amostra; e (iv) nimero

de concentracgdes.

Tempo de exposi¢cao

O tempo de exposicdo é um fator que, em muitos trabalhos, se divide em dois
segmentos, exposi¢cdo aguda e crénica. A toxicidade aguda deriva da exposicao de curto
prazo de individuos a uma substancia em um curto periodo, dentro de 24 - 96 horas. A
toxicidade cronica é fundamental para complementar o teste de toxicidade aguda e obter
informacBes adequadas sobre os agentes estudados. Em geral, os testes de toxicidade
crbnica sdo realizados por sete a 21 dias (Souza et al., 2022). Um total de 20 (76,9%)
estudos avaliaram a toxicidade de determinada substancia sobre a Biomphalaria glabrata.
Entre eles, dez (50%) estudos avaliaram apenas a toxicidade aguda, seis (30%) apenas a
toxicidade cronica e quatro (20%) ambas as toxicidades, no molusco. Os resultados
mostraram que o tempo de exposic¢do utilizado para avaliar a toxicidade aguda foi,
principalmente, de 24 horas (n = 8; 57,1%), seguido de 48 horas (n = 5; 35,7%), 96 horas
(n=3;21,4%) e 72 horas (n =1; 7,1%, cada). Na exposicao cronica, 28 dias foram usados
com maior frequéncia (n = 4; 36,3%), seguidos de 15 dias (n = 3; 27,3%), 30 dias (n = 2;
18,2%), 14 e 21 dias (n = 1; 9,1%, cada).

Os principais fatores que influenciaram diretamente no tempo de exposic¢do dos
estudos, sejam agudos ou cronicos, foram as concentragdes utilizadas e as propriedades
da substancia-teste. Na maioria dos estudos que avaliaram a toxicidade aguda, a
exposicdo dos moluscos por 24 horas foi suficiente para observar alteracdes, como
alteracdes comportamentais, mortalidade e infertilidade. Na exposicdo crbnica, a
utilizacdo de um periodo de exposi¢do de 28 dias, pode ser explicada por meio da diretriz
da OCDE n° 243, elaborada com o objetivo de avaliar os efeitos da exposi¢éo prolongada
a produtos quimicos na reproducédo e sobrevivéncia do molusco de 4gua doce Lymnaea
stagnalis, por 28 dias (OCDE, 2016). Além disso, ao extrair os dados dos artigos
incluidos, observou-se que todos os estudos que avaliaram a toxicidade cronica apos 28
dias de exposi¢cdo também realizaram testes de embriotoxicidade, corroborando a

hipétese.

Um total de 17 (65,4%) estudos realizaram ensaios para avaliagoes

embriotoxicologicas. Em relacdo ao tempo de exposi¢cdo do embrido, os resultados
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mostraram que o tempo de exposicao principal foi de 24 horas (n = 8; 47,1%), seguido de
>192 horas (n=7; 41,2%), 48 e 96 horas (n = 3; 17,6%, cada), 192 horas (n = 2; 11,8%),
72,120, 144 e 168 (n = 1; 5,9%, cada). Apenas um artigo (1/17) ndo relatou o tempo de
exposicao utilizado para o teste (Kaur et al., 2016). Biomphalaria glabrata tem uma
duracdo média de seu periodo embrionario de oito dias (Camey e Verdonk 1970; Kawano
et al. 1992; Kawazoe, 1976; Talarico et al., 2014). Assim, o tempo de exposi¢do do
molusco em periodos superiores a 192 horas é suficiente para analisar todas as fases do
desenvolvimento embrionario em termos de taxa de eclosdo. No entanto, alguns fatores,
como a temperatura, podem influenciar no tempo de desenvolvimento (Kawazoe, 1976).
Considerando a embriologia descrita na literatura (Camey e Verdonk 1970; Kawano et
al., 1992), o estagio embrionario de blastula (15 horas pés-fertilizacao) é o mais utilizado
para estudos de embriotoxicidade com Biomphalaria glabrata. Além disso, deve-se
considerar que, dependendo do estagio embrionario, ha diferenca na sensibilidade a um

determinado poluente (Garcia et al., 2021).

Entre os 26 estudos incluidos, um total de sete (26,9%) realizaram ensaios de
citotoxicidade. Comparado com os ensaios de toxicidade e embriotoxicidade, o ensaio de
citotoxicidade apresentou as maiores variagdes em termos de tempo de exposi¢do dos
moluscos a substancia-teste. Essa exposi¢do, assim como a toxicidade, pode ser dividida
em dois segmentos, exposi¢do aguda e crbénica. Dos sete estudos, um (14,3%) realizou
apenas exposicdo aguda a moluscos, trés (42,9%) apenas exposicdo crbnica e dois
(28,6%) realizaram ambas as exposicdes. Para a exposi¢do aguda, o tempo de exposi¢do
mais utilizado foi de 48 horas (28,6%), enquanto a exposicdo cronica foi de 15 dias
(28,6%). Entre os estudos, apenas um (14,3%) (Douglas e Sullivan, 1992) realizou o

ensaio de citotoxicidade in vitro, utilizando um tempo de exposi¢éo de 15 minutos.

Reéplicas

As réplicas entre os estudos selecionados foram bastante heterogéneas. Nos
estudos com testes de toxicidade (aguda ou crénica) a média de réplicas foi de 2,3, com
maior prevaléncia de testes em triplicata (n = 10; 50%), como estudos de
embriotoxicidade, com média de 2,2 e maior prevaléncia de triplicata (n = 7; 41,2%).

Quanto aos estudos que realizaram ensaios de citotoxicidade e bioacumulagdo, apenas
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metade apresentou dados sobre o nimero de réplicas utilizadas (6/12), tendo a soma das

réplicas medias um valor de 2,3 por concentracéo.

Considerando as recomendag6es da OCDE n° 243 (OCDE, 2016) sobre o nimero
de réplicas por concentracdo, apenas um estudo (3,8%) utilizaram-se seis réplicas nos
experimentos. Este baixo numero de estudos expde a necessidade de desenvolver estudos
para padronizar o numero de réplicas em ensaios utilizando Biomphalaria glabrata,
considerando ndo apenas o numero de repeticdes e concentragcfes, mas também o nimero
de moluscos utilizados no ensaio. Portanto, com base nos dados dos estudos selecionados,

deve-se realizar a utilizagdo de pelo menos trés repeti¢des do experimento.

Numero de Concentragoes

O numero de concentragBes variou muito nos estudos revisados. Nos estudos de
toxicidade, o nimero de concentracfes utilizadas para avaliar os efeitos da substancia
testefoide 1a2 (n=5;22,7%),3a4 (n=12; 54,5%) e 5 a8 (n =4, 18,2%). Para estudos
de embriotoxicidade, o numero de concentracGes utilizadas foide 1 a 2 (n = 1; 5,3%), 3
ad(n=12;63,2%),5a8 (n=4;21,1%) e 9 (n = 1; 5,3%). Os estudos de citotoxicidade
variaramde 1 a 2,3 a4 (n =5; 45,5%, cada) e 6 (n = 1; 9,0%). Por fim, os estudos de
bioacumulacgdo utilizaram apenas o nimero de concentragfes de 1 a2, 3a4 (n=2; 50,0%,
cada). Para os ensaios de embriotoxicidade e toxicidade, um estudo (Gércia et al., 2021)
descreveu apenas a faixa de concentracdo utilizada nos experimentos, sem descrever o

namero de concentracgdes utilizadas.

Como pode ser visto, um numero variavel de concentrac6es foi usado em todas as
classificacOes de teste. Uma prevaléncia do nimero de concentragdes utilizadas inferior
a 5 pode ser observada nos estudos avaliados (n = 19; 73,1%). Este nimero contraria a
recomendacéo das diretrizes da OCDE. De acordo com a OCDE, o uso de pelo menos
cinco concentragfes é recomendado para obter uma curva de concentracdo-resposta,
concentracéo de efeito ndo observado, concentracdes letais e concentracdo de efeito mais
baixa observada (OCDE, 2016). Por outro lado, considerando a recomendacdo da OMS,
em que para as primeiras analises de triagem de toxicidade quimica, pelo menos trés
concentragdes (10, 100 e 1000 mg/L) devem ser utilizadas, um maior nimero de estudos
(n =21; 80,8%) atendem a essa recomendacdo (OMS, 1965).
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Interacdo molusco de 4gua doce e poluentes

A interacdo dos compostos quimicos (poluentes) com o molusco de agua doce
depende basicamente das propriedades fisicas, metabolismo, meio de exposi¢do, tempo
de exposicédo e concentracdo da substancia. Em Biomphalaria glabrata, a interagéo entre
objetos estranhos e hemacitos ocorre via padrfes de reconhecimento e producdo de
lectinas (Martins-Sousa et al., 2006; Pereira et al., 2008; Pila et al., 2016, Humphries e
Deneckere, 2018). Apds reconhecimento e ativacdo, os hemdcitos produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Pereira et al., 2006) e mediadores inflamatérios como o
BgMIF, uma proteina homologa ao fator inibidor de migracdo de macrofagos de
mamiferos (MIF) (Garcia et al., 2010). Além disso, outras proteinas funcionalmente
homdlogas as citocinas de mamiferos TNF-a, IL-1B ¢ IL-17 ja tiveram sua participacao
descrita no sistema de defesa interno de Biomphalaria glabrata (Castillo et al., 2020).
Assim, a quantificacdo da concentracdo dessas citocinas pode ser um potencial

biomarcador a ser explorado e elucidado.

Nos embrides, que possuem membrana gelatinosa composta principalmente por
membrana externa, substancia coloidal, capsula ovigera e substancia perivitelina
(Kawano et al., 2008), a interacdo com poluentes pode ser influenciada, pois esta
membrana constitui uma barreira que reduz a absorcdo de alguns produtos quimicos
(Araujo et al., 2020; Duarte et al., 2015). No entanto, essa diferenca de resposta de acordo
com o tipo de poluente estudado ainda é limitada (Caixeta et al. 2022). Assim, mais
estudos devem ser realizados para elucidar a interacdo entre o embrido e os diferentes

tipos de poluentes.

No geral, este molusco de agua doce integra os efeitos das variacdes ambientais
de curto prazo, respondendo rapidamente ao estresse. Além disso, considerando seu ciclo
embrionario de oito dias (Tallarico et al., 2014), pode ser facilmente monitorado e
analisado ao longo do periodo, quando comparado a outros organismos como 0 peixe-

zebra (Danio rerio) que possuem um ciclo embrionario de 35 dias (Adrian et al., 2005).
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Biomarcadores
Ensaio de toxicidade

Dentre os testes de toxicidade, é possivel avaliar alguns parametros relacionados
ao molusco de agua doce apds a exposicdo, como mortalidade e respostas
comportamentais anormais (Cheng e Sullivan, 1973, Tallarico et al., 2014; Lima et al.,
2019). Pardmetros como mortalidade foram avaliados durante a exposicdo a
Biomphalaria glabrata, muitas vezes com o objetivo de determinar a concentragao letal
para 50% dos organismos (CL50) (Sullivan e Cheng, 1976; Munzinger e Guarducci 1988;
Sullivan et al., 2005; Tallarico et al., 2014; Kaur et al., 2016; Lima et al., 2019; Oliveira-
Filho et al., 2019; Siqueira et al., 2020; Siqueira et al., 2021; Caixeta et al., 2021; Pena
etal., 2022). As principais caracteristicas que foram consideradas para a classificacdo dos
moluscos mortos sdo: (i) perda de hemolinfa; (ii) despigmentacdo da casca; (iii)
imobilidade; e (iv) falta de batimentos cardiacos. Além disso, diferente de outros modelos
utilizados para estudos ecotoxicol6gicos, como cianobactérias, Daphnia sp. e Artemia
sp., 0 molusco de agua doce Biomphalaria glabrata permite uma maior facilidade de
avaliacdo da recuperacdo apds a exposicao, pois podem ser facilmente lavados com agua
filtrada e sem cloro para remover vestigios da substancia exposta (Tallarico et al., 2014;
Limaetal., 2018; Lima et al., 2019).

Além de avaliar a mortalidade dos moluscos, existe a possibilidade de realizar
analises comportamentais com este organismo. Esta analise baseia-se na observacdo de
alteracdes comportamentais causadas pela exposicdo a uma determinada substancia,
como frequéncia de ir & superficie e sair da agua, distribuicdo pelo aquério (Pieri e
Jurberg, 1981), reclusdo na concha, letargia e evasao de agua (Caixeta et al. al., 2021).
Além disso, a existéncia do albino Biomphalaria glabrata facilitou a analise da
frequéncia cardiaca durante e apds a exposicao. Esta caracteristica € vantajosa para avaliar
o0s batimentos cardiacos, pois a concha deste molusco é quase transparente, e 0 coracao

pode ser visto por meio da concha ao microscopio (Cheng e Sullivan, 1973).

Ensaio de embriotoxicidade

O ensaio de embrido de Biomphalaria glabrata foi proposto ha cerca de 60 anos

para avaliar a toxicidade do pesticida pentaclorofenol (Olivier et al., 1962). No entanto,
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somente ap6s a decada de 1970, quando os estagios embrionarios do molusco foram
descritos detalhadamente (Camey e Verdonk, 1970), um maior nimero de estudos de
embriotoxicidade pode ser observado (Caixeta et al., 2022). O molusco de agua doce
Biomphalaria glabrata tem um periodo embrionario médio de oito dias (Camey e
Verdonk 1970; Kawano et al. 1992; Kawazoe, 1976; Tallarico et al., 2014). Para estudos
ecotoxicoldgicos, este parametro é comumente utilizado para avaliar o desenvolvimento
embrionario do molusco nos estagios de blastula (0-15 horas ap6s a primeira clivagem),
gastrula (24 - 39 horas), trocoforo (48 - 87 horas) e véliger (96 - 111 horas) (Camey e
Verdonk, 1970).

Considerando que a maioria dos estudos utilizou as diretrizes da OCDE n° 243,
muitos autores iniciardo a exposic¢do no estagio de blastula < 15 horas apos a fertilizagéo
(de Albuquerque et al., 2014; Tallarico et al., 2014; Kaur et al., 2016; Oliveira- Filho et
al., 2016; Santos et al., 2018; Siqueira et al., 2020; Garcia et al., 2021; Siqueira et al.,
2021; Pena et al., 2022). Durante o periodo de exposi¢do do embrido, multiplas respostas
podem ser analisadas, como mortalidade (Salice e Roesijadi, 2002; de Albuquerque et al.,
2014; Tallarico et al., 2014; Oliveira-Filho et al., 2016; Santos et al. , 2018; Lima et al.,
2019; Siqueira et al., 2020; Caixeta et al., 2021; Garcia et al., 2021; Siqueira et al., 2021;
Pena et al., 2022), tempo de desenvolvimento (de Albuquerque et al., 2014; Tallarico et
al., 2014; Kaur et al., 2016; Garcia et al., 2021; Pena et al., 2022), alteracGes morfologicas
(Minzinger e Guarducci 1988; Salice e Roesijadi, 2002; Nakano et al., 2003; Ansaldo et
al., 2009; de Albuquerque et al., 2014; Tallarico et al., 2014, Oliveira-Filho et al., 2016;
Santos et al., 2018; Lima et al., 2019; Siqueira et al., 2020; Caixeta et al., 2021; Garcia
etal., 2021; Siqueira et al., 2021; Pena et al., 2022) e taxa de eclosdo embrionaria (Salice
e Roesijadi, 2002; Ansaldo et al. al., 2009; de Albuquerque et al., 2014; Kaur et al., 2016;
Oliveira-Filho et al., 2016; Limaet al. al., 2019; Siqueira et al., 2020; Caixeta et al., 2021,
Siqueira et al., 2021; Pena et al., 2022), esses biomarcadores sao normalmente analisados
desde o estagio de blastula (< 15 h) até a ecloséo (168 h).

A taxa de mortalidade é um dos principais parametros avaliados em estudos de
embriotoxicidade. Varios critérios sdo usados para classificar os moluscos recém-
nascidos mortos, como auséncia de batimentos cardiacos, imobilidade e descoloracéo da
concha (Minzinger e Guarducci 1988; Salice e Roesijadi, 2002; Nakano et al., 2003;
Ansaldo et al., 2009; Ansaldo et al. ., 2009; de Albuquerque et al., 2014; Tallarico et al.,
2014; Oliveira-Filho et al., 2016; Santos et al., 2018; Lima et al., 2019; Siqueira et al.,
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2020; Caixeta et al., 2021; Garcia et al., 2021; Siqueira et al., 2021; Pena et al., 2022).
Dentre as diversas causas associadas a mortalidade embrionaria, como dano oxidativo e
producdo de ROS, as alteraces morfologicas sdo as mais exploradas. Essas
malformacdes podem ocorrer de forma hidrépicas, cefalicas, na concha e/ou no pé do
molusco. Em uma revisao foram apresentadas as principais causas que levam a essas

alteracdes em moluscos do género Biomphalaria (Caixeta et al., 2022).

O tempo de desenvolvimento de embrifes de Biomphalaria glabrata é outro
biomarcador utilizado em estudos de ecotoxicidade. Normalmente, o desenvolvimento do
embrido é monitorado e avaliado diariamente para observar possiveis alteracfes. Em
alguns estudos, foi possivel observar que o teste de substancias utilizado foi capaz de
inibir o desenvolvimento do molusco nas fases iniciais (de Albuquerque et al., 2014;
Tallarico et al., 2014; Oliveira-Filho et al., 2016; Santos et al., 2018; Siqueira et al., 2020;
Garcia et al., 2021; Siqueira et al., 2021; Pena et al., 2022) e desenvolvimento tardio
(Salice e Roesijadi, 2002; Tallarico et al., 2014; Caixeta et al., 2021; Pena et al., 2022).

Ap6s um periodo de 168 horas apds a fertilizagdo, os embrifes de Biomphalaria
glabrata comecam a eclodir. Este é outro importante biomarcador utilizado em ensaios
de embriotoxicidade, pois a inibicdo da eclosdo causada pela exposicdo do embrido a
determinada substancia pode induzir sua morte. A reducao na taxa de eclosdo dos caracois
pode reduzir sua populagéo e, consequentemente, agravar os danos ambientais (Kristoff
et al., 2011). Essa reducdo pode ser consequéncia de atraso no desenvolvimento ou
malformacdo embrionaria causada pela exposicao a substancia teste, como ja relatado em
varios estudos (Caixeta et al., 2021; Lima et al., 2019; Ansaldo et al., 2009; MUnzinger
e Guarducci, 1988; Tallarico et al., 2014).

Analises de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade baseia-se na capacidade de uma determinada
substancia promover alteracbes metabolicas ou estruturais, resultando ou ndo em morte
celular. Embora ndo seja um teste muito sensivel, o ensaio com corante azul de tripano é
um método simples para avaliar a integridade da membrana plasmatica. As células mortas
que perderam a seletividade da membrana plasmatica absorvem o corante e se tornam
invidveis, enquanto as células com membranas intactas ndo se coram com o corante e

permanecem viaveis (Avelar-Freitas et al., 2014). Este ensaio tem sido utilizado em
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hemacitos de Biomphalaria glabrata com o objetivo de avaliar sua viabilidade, antes e

apos a exposicao a uma determinada substancia (Douglas e Sullivan, 1992).

No entanto, este método ndo permite a diferenciacdo do tipo de morte celular,
como a apoptose. Assim, por meio da coloracdo de Giemsa, foi possivel superar essa
limitacdo, além de permitir a avaliacdo de alteragBes celulares, como micronucleos e
bindcleos (Lima et al., 2019). Assim, hemdcitos de Biomphalaria glabrata tém sido
utilizados como biomarcadores em estudos ecotoxicolégicos ha décadas. No entanto,
assim como os demais biomarcadores apresentados neste estudo, hd uma falta de

padronizacdo deste ensaio.

Alguns autores (Limaet al., 2018; Lima et al., 2019; Siqueira et al., 2020; Siqueira
et al., 2021) utilizam critérios desenvolvidos para classificar microntcleos em linfocitos
humanos (HUman MicronNucleus Project — HUMN) ou hemacitos de mexilhdo (Mussel
MN cytome Project — MUMNCcyt) como método de pontuacdo para genotoxicidade
(Fenech et al., 2003; Bolognesi e Fenech, 2012). No entanto, ndo ha critérios especificos
para pontuar alteracfes celulares, como microndcleos em hemdcitos de Biomphalaria
glabrata. Considerando a semelhanca entre os dois critérios de classificagdo de
micronucleos em linfocitos humanos e hemdcitos de Biomphalaria glabrata, o uso de
ambos os critérios ndo é tecnicamente errado, desde que todos os pontos sejam atendidos

integralmente.

Diversas metodologias foram utilizadas para avaliar os efeitos genotoxicos sobre
a Biomphalaria glabrata. Entre eles, a eletroforese € utilizada para avaliar a toxicidade
apo6s exposicdo aguda e crbnica de moluscos a substancias especificas, como lodo
industrial e doméstico, por meio do ensaio cometa alcalino (Siqueira et al., 2020; Siqueira
et al., 2021), para os herbicidas atrazina e glifosato por eletroforese (SDS-PAGE), para
avaliar proteinas e isoenzimas, e em conjunto com a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), para avaliar o dano ao RNA e DNA do molusco (Mona et al., 2013).

A concentracdo de hemdcitos circulantes no hemoglifo de Biomphalaria glabrata
pode ser usada para determinar a citotoxicidade. Este ensaio permite a avaliacdo
quantitativa da populacdo de hemacitos circulantes antes e ap0s a exposi¢do usando um
hemocitémetro de Neubauer (Sullivan et al., 2005). No entanto, o tamanho da concha
deve ser considerado na contagem, pois esta relacionado a idade do molusco e,

consequentemente, a sua maturidade sexual, o que influencia na concentragéo de
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hemaocitos na hemolinfa (Sminia et al., 1974; Borges et al., 2006). Como um macréfago
humano, os hemdcitos sdo células que podem realizar a fagocitose envolvendo e

destruindo substancias exdgenas, como bactérias.

Com base nessa caracteristica, o ensaio de fagocitose pode avaliar a citotoxicidade
de uma determinada substancia medindo quantitativa ou qualitativamente a taxa
fagocitaria do hemacito apos a exposicao (Douglas e Sullivan, 1992). Além de usar o
corante para avaliar os danos nucleares, o ensaio cometa alcalino, descrito por Singh et
al. (1988) e Grazeffe et al. (2008), tem sido utilizado em hemacitos de Biomphalaria
glabrata para avaliar esses efeitos genotoxicos ap0s a exposicdo a substancia teste
(Siqueira et al., 2020; Siqueira et al., 2021).

Para interpretacdo do resultado, existem diferentes abordagens para analise como:
(i) medir o comprimento da cauda do cometa em um fotomicrografo ou usando um
raldlculo; (ii) classificacdo de cometas por inspecdo visual, tipicamente em cinco
categorias; (iii) analise de imagem, com uma camera de dispositivo acoplado a carga
ligada a um computador com software apropriado, disponivel comercialmente ou da
Internet; e (iv) sistemas automatizados, que buscam cometas e realizam a anélise com

minima intervengdo humana. (Collins et al., 2008).

No inicio, para 0 ensaio cometa, a coloracdo era realizada com brometo de etidio
(Singh et al., 1988; Grazeffe et al., 2008), mas foi adaptada utilizando solucdo de SYBR
safe (Invitrogen) (Siqueira et al., 2020; Siqueira et al., 2021). Essa mudanca na
metodologia de coloragdo com brometo de etidio para fluorescéncia (SYBR safe) foi
desenvolvida especificamente para reduzir a mutagenicidade, tornando-a mais segura
para coloracdo de DNA em géis de agarose ou acrilamida. Além disso a sensibilidade de
deteccdo € comparavel a do brometo de etidio, sendo adequada também para coloracao
de RNA em géis.

COMPILACAO DE RESULTADOS

Os resultados deste estudo mostram a grande variedade de ensaios possiveis
utilizando Biomphalaria glabrata, com respostas a substancias sollveis e insollveis em
agua, o que a torna um modelo bioldgico com potencial para estudos ecotoxicolégicos.

Esta resposta as substancias insoluveis decorre do habito de forrageamento do molusco,
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que pode contribuir para a bioacumulacdo de substancias precipitadas no fundo do

aquario. Por fim, as principais informacGes sobre Biomphalaria glabrata, foram

resumidas e apresentadas na tabela 3.

Tabela 3. Resumo dos requisitos para realizacao de ensaios de ecotoxicidade utilizando

0 molusco Biomphalaria glabrata como modelo biolégico.

Condigdes do ensaio

Mudancas
comportamentais

Respostas anormais

Malformacdes

Tempo de
desenvolvimento

Tempo de ecloséo

Requisitos Toxicidade Embriotoxicidade Citotoxicidade
Tempo de 7 dias para exposicdo | 7 dias para exposi¢do | 7 dias para exposi¢do
ensaio: aguda aguda aguda
35 dias para 15 dias para exposigéo 35 dias para
exposicdo cronica cronica exposicao cronica
Biomarcadores: Mortalidade Mortalidade Viabilidade
Concentracéo letal Concentracdo letal | Atividade metabdlica
Bioacumulacao Bioacumulacgéo Atividade fagocitica

Mudancgas citologicas

Dano ao DNA / RNA

Hemolinfa

Amostra Adultos e recém- x
analisada: nascidos Embriges (hemacitos)
Temp_o ~d e. 24 horas paraaguda | 24 horas paraaguda | 24 horas para aguda
exposi¢ao:
28 dias para conica | 192 horas para conica | 28 dias para conica
Formfa 96. Agquario Placas de 12 poc¢os Aquario (molusco)
exposi¢ao:
Tubos de ensaio
(hemolinfa)
Material do

meio de Plastico ou vidro Plastico ou vidro Plastico ou vidro
exposicao:

Tempode | oo mats 7 dias | maie? aiasapes | A01ongods
observacao: PosI¢ > as ap exposicao.
apds exposicao. exposicao.

Meio de Agua filtradae sem | Agua filtradaesem | Agua filtrada e sem
exposicéo: cloro. cloro. cloro.
Volume do

meio: 100 mL 10 mL NA
Temperatura: 25+3°C 25+3°C 25+3°C
pH: 7.0+£0.2 7.0+£0.2 7.0+£0.2
Lo 12/12 horas . . 12/12 horas
Fotoperiodo: (dia/noite) 12/12 horas (dia/noite) (dia/noite)
Réplicas: 3 3 5
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Tamanho
amostral por 10 moluscos 100 embrides 1000 hemocitos
réplica:
Controle Agua filtradae sem | Agua filtradaesem | Agua filtrada e sem
negativo: cloro. cloro. cloro.
Estagio do 2 meses (molusco . 2 meses (molusco
organismo: adulto) 0 - 15 horas (blastula) adulto)
10 dias (recém- .
nascido) 24 - 39 horas (gastrula)
48 - 87 horas
(trocoforo)
96 - 111 horas (estagio
de veliger)
) 12 £ 2 mm (molusco 12 £ 2 mm (molusco
Tamanho: adulto) NA adulto)
Aceitacdo do Mortalidade do Mortalidade do Inviabilidade do
teste: controle < 10% controle < 10% controle < 10%

Legenda: NA — ndo se aplica.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados obtidos neste estudo, observou-se que Biomphalaria glabrata
foi viavel para a avaliacdo da ecotoxicidade de diversos tipos de substancias quimicas.
Apesar de existir um protocolo padronizado para moluscos L. stagnalis (OCDE n° 243),
seu uso em regides tropicais, como no Brasil, ndo é recomendado, pois seu uso acarretaria
0 risco de introducdo de mais uma espécie exdética. Além disso, 0 uso de uma espécie
representativa de ecossistemas de regides tropicais € uma ferramenta necessaria para o
monitoramento ambiental tropical, uma vez que o género Biomphalaria possui ampla
distribuicdo em regides tropicais. Por esta razéo, o uso da espécie Biomphalaria glabrata
como modelo bioldgico para estudos ecotoxicolégicos ajudarda a aumentar a

representatividade do ambiente aquatico em estudos laboratoriais.

Cada vez mais, o molusco de 4gua doce Biomphalaria glabrata tem sido utilizado
como modelo bioldgico para estudos ecotoxicoldgicos, exemplificado pelo aumento do
namero de estudos sobre esse molusco. Esta revisdo considerou trés pontos principais:
primeiro, a viabilidade do uso de Biomphalaria glabrata como modelo biologico; por
fim, a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos causados por essas substancias no organismo
ou nas células do molusco. Os estudos incluidos nesta revisdo forneceram informagdes a

respeito do potencial deste molusco de dgua doce como modelo biolégico, pois possui
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um sistema imunologico diversificado e interacdes e possibilidades complexas entre o

molusco e substancias.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Descobrimos que o molusco de agua doce Biomphalaria glabrata tem sido usado
em testes de toxicidade ha décadas. Apesar da crescente utilizacdo do molusco como
modelo bioldgico, e com base nos dados desta revisao, vérias lacunas merecem atencéo

e pesquisa, tais como:

1) Desenvolvimento de estudos com o objetivo de padronizacdo metodoldgica, utilizando

a Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico, em estudos ecotoxicologicos.

2) Desenvolvimento de guias para padronizacdo das condi¢Ges experimentais como agua
(pH, temperatura, dureza, condutividade, alcalinidade e nitrato), fotoperiodo e
alimentacdo antes e durante o experimento. Assim como o tempo de exposi¢ao, método
de exposicdo, tamanho e quantidade do molusco, nimero minimo de repeticGes e

concentragoes.

3) Estabelecimento de especificacfes robustas que permitam a interpretacdo dos
resultados dos testes, através da descricdo das principais alteragdes no molusco

(comportamento, toxicidade, citotoxicidade e embriotoxicidade)

4) Realizacdo de estudos que avaliem os efeitos da substancia-teste ndo s6 no molusco
adulto, mas também em diferentes fases da vida, desde o desenvolvimento embrionéario

até a maturidade sexual.
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CAPITULO 3: Padronizacéo in vitro do ensaio de citotoxicidade utilizando os
hemacitos de Biomphalaria glabrata como marcador bioldgico para estudos
ecotoxicologicos de residuos farmacéuticos

RESUMO

Durante decadas, os moluscos tém sido utilizados como modelo bioldgicos para
estudos ecotoxicolégicos. Biomphalaria glabrata é uma espécie de agua doce
considerada como bioindicadores de qualidade da agua. Levando em consideracdo a
importancia da implementacdo de novos modelos biolégicos em estudos
ecotoxicolégicos, o objetivo com este trabalho foi padronizar o ensaio de citotoxicidade
utilizando os hemdcitos de Biomphalaria glabrata, para estudos da ecotoxicologia de
residuos farmacéuticos. Para isso, moluscos, com tamanho aproximado de 12 mm foram
selecionados (n = 100/réplica) e em seguida, foi coletada sua hemolinfa por meio de
puncdo cardiaca. Em seguida os hemdcitos foram expostos ao Fumarato de Tenofovir
Desoproxila (TDF) nas concentragdes, 300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300 pg/L, 30 pg/L,
3 Mg/L e 300 ng/L e incubados por 1, 3, 6 e 24 horas em banho maria a 28 °C. Em seguida,
foi avaliada a viabilidade, atividade metabdlica, indice de fagocitose dos hemdcitos apds
exposicao em diferentes meios de cultura. A partir desse estudo, foi possivel otimizar os
melhores parametros, como tempos de incubacdo com o farmaco, o tempo de incubacéo
com as microparticulas, corantes e meio de exposicao das células ao TDF. Destaca-se
também, a necessidade da realizacdo de novos estudos para avaliar outros tipos de

residuos.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata; ecotoxicidade; padronizacdo; residuos

farmacéuticos.

INTRODUCAO

Durante muitos anos, os gastropodes tém sido utilizados como modelo biolégicos
para estudos ecotoxicoldgicos de diversos poluentes emergentes, incluindo residuos
farmacéuticos. Nesse sentido, os moluscos de agua doce tém se mostrado um potencial
modelo bioldgico para analises ecotoxicoldgicas do meio ambiente aquéatico (Baynes et
al., 2019; Kaur et al., 2016; Melo et al., 2019; Caixeta et al., 2022; Lima et al., 2019;
Oliveira-Filho et al., 2019; Siqueira et al., 2020; Samsi et al., 2017; Druart et al., 2012;
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Subba et al., 2021). O meio ambiente aquético representa mais de 70% do planeta Terra
e é composto, em sua maioria, por seres vivos invertebrados. Esses seres sdo vitais para
sustentar muitos ecossistemas, pois desempenham papéis importantes fornecendo
alimento para diversos consumidores nas cadeias troficas (Abilio et al., 2007; Alberto-
Silva et al., 2020).

Biomphalaria glabrata € uma espécie de molusco invertebrado pertencente a
familia Planorbidae (Lewis et al., 2001). Por ser um ser vivo com capacidade de filtracéo,
esses moluscos sdo considerados excelentes bioindicadores de qualidade da agua, pois
sdo particularmente sensiveis as mudancas provocadas nesse ambiente aquatico.
Entretanto, a utilizacdo destes moluscos, em especifico, para analises ecotoxicoldgicas
ainda estd pouco padronizada. Varios quesitos devem ser atendidos para o
desenvolvimento de protocolos de padronizacdo de ensaios para sua utilizacdo na
ecotoxicologia. Para isso, todos os métodos disponiveis utilizados na avaliacdo

ecotoxicoldgica devem ser considerados e avaliados (Tallarico et al., 2015).

Desta forma, varios aspectos sdo importantes no desenvolvimento de ensaios para
avaliacdes ecotoxicologicas utilizando o molusco Biomphalaria glabrata como modelo
bioldgico. Contudo, alguns aspectos, como avaliagGes citotoxicoldgicas ndo estdo bem
padronizadas. Por este motivo, no presente trabalho teve-se como objetivo avaliar alguns
pontos importantes em ensaios de citotoxicidade utilizando os hemdcitos de
Biomphalaria glabrata, a fim de contribuir para a padronizacdo desses ensaios no ambito

da ecotoxicologia.

MATERIAIS E METODOS
Biomphalaria glabrata

Para a realizacdo da padronizagdo dos experimentos, foram utilizados moluscos
da espéecie Biomphalaria glabrata linhagem Belo Horizonte (Imagem 5), obtidos na
Lagoa da Pampulha (WGS84 19°51'09” S; 43°58'42” O), os quais s@o mantidos no
Laboratorio de Helmintologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).



75

Figura 5. Fotografia do molusco Biomphalaria glabrata linhagem Belo Horizonte.

Fonte: Autor.

Manutencéo do molusco

Os moluscos sdo mantidos e criados em caixas de agua (0,75 x 0,75 x 0,65 m),
com volume aproximado de 200 litros de agua (filtrada e livre de cloro). A temperatura
de criacdo é de 25 + 2 °C, com renovacao constante da agua e semanalmente, é realizada
a limpeza e a renovacao total da dgua do aquéario. Todos os moluscos do aquério de
criagdo sdo alimentados, sem restricdo, com alface orgénica (Lactuca sativa) livre de
pesticida e higienizado com solucdo de acido acético (CH3COOH) a 0,005%. Uma vez
por semana, 0s moluscos sao suplementados com cerca de 200 mg de carbonato de calcio
(CaCO3) (Pellegrino e Katz, 1968).

Caracteristicas da agua do aquario de criacdo

As analises de agua foram realizadas no Laboratdrio de Satde Piblica / Agua da
Faculdade de Farmécia da UFMG. Antes da realizacdo de quaisquer experimentos, um
volume aproximado de dois litros de agua é coletado do aquério de criagéo para avaliacao

de suas propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas.
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Dureza total e parcial

Para a analise da dureza total (2340 C), de magnésio (3500-Mg) e de calcio (3500-
Ca B) da agua, foram utilizados os ensaios titulométricos padronizados pela Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (SMEWW). A mensuracao da
dureza total da 4gua do aquério de criagdo dos moluscos, segue o principio de que o acido
etilenodiaminotetracético e outros sais (EDTA) formam um complexo soltvel quelatado
quando adicionados a uma solucdo de certos cations metélicos. Com a adicdo de uma
pequena quantidade de corante (Negro de eriocromo T), a uma solu¢do com pH ajustado
de 10, a titulacdo com EDTA (padronizado) provoca a mudanca da coloracéo da solucéo
de vinho para azul, assim sendo possivel quantificar a dureza da dgua. A dureza de célcio,
segue 0 mesmo principio, porém utilizando um indicador que combina apenas com célcio
(Murexida) (Baird e Bridgewater, 2017).

Alcalinidade

Assim como a dureza, a alcalinidade (2320 B) da agua foi determinada pelo
método titulométrico padronizado pela SMEWW. A anélise baseia-se no principio de que
os ions hidroxila presentes em uma amostra reagem com adi¢des de acido padrdo. A
titulacdo € feita utilizando uma solucdo volumétrica de acido sulfarico 0.1N acompanhada
com um indicador de pH, fenolftaleina. Esse indicador produz uma coloracdo résea na
solucdo na presenca de hidroxidos e/ou carbonato. Um segundo indicador é utilizado
(Laranja de metila), para indicacdo de bicarbonato na amostra (Baird e Bridgewater,
2017).

pH

A analise do pH da amostra de agua foi realizado de acordo com a Farmacopeia
Brasileira 62 edicdo, método 5.2.19 (ANVISA, 2017). O valor de pH é a medida da
concentracdo do ion hidrogénio de uma solucdo aquosa e diluida. A determinacao
potenciométrica do pH, aplicada neste estudo, foi realizada utilizando um eletrodo
combinado de prata/cloreto de prata e vidro, acoplado em um pHmetro (Hanna - H15222-
01).
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Cloro residual livre

Para a quantificacdo de cloro residual livre presente na amostra, foi utilizado o kit
Spectroquant® Chlorine Test (Merck - 1.00598.0001) e o espectrofotdmetro
Spectroquant® Prove 100 (Merck). Em solugédo fracamente &cida, o cloro livre reage com
dipropil-p-fenilenodiamina (DPD) formando uma coloracéo rdsea, proporcionalmente a
concentracdo de cloro residual livre presente na amostra, o qual pode ser mensurado

fotometricamente.

Nitrato

Para determinacdo da concentracdo de nitrato na amostra, foi utilizado o método
de salicilato com adaptacdes (Yang et al., 1998). Esse método baseia-se na formacéo de
ions nitronio, na presenca de um meio &cido (acido sulflrico) e com aquecimento. Esses
ions interagem com salicilato, em meio bésico (tartarato de sddio e potassio), formando
um composto de cor amarela. A intensidade da coloracdo formada € proporcional a
concentracdo de nitrato presente na amostra, a qual pode ser mensurado por

espectrofotometria (Spectrogquant® Prove 100).

Coliformes totais e Escherichia coli

A andlise microbioldgica foi realizada utilizando o kit Readycult® Coliforms 100
(Merck — 1012980001). Esse kit € um caldo de enriquecimento seletivo para a detec¢do
simultanea de presenca ou auséncia de coliformes totais e Escherichia coli em amostras
de agua. Para o ensaio, uma ampola é adicionada em 100 mL de amostra de agua e
incubados por 24 horas a 36 °C. A presenca de coliformes totais € indicada quando o caldo
apresentar uma coloracéo azul e E. coli pela emissao de fluorescéncia sob luz ultravioleta
(SMEWW 9223 B) (Baird e Bridgewater, 2017).

Solucéo salina balanceada de Chernin

Para o preparo da solucdo salina balanceada de Chernin (CBSS) (Tabela 4), ¢é
necessario dissolver os sais cloreto de sodio (48 mM), cloreto de potassio (2 mM), fosfato

de dissodico (0.5 mM), bicarbonato de sodio (0,6 mM) e sulfato de magnésio (1.8 mM),
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em 800 mL de agua purificada. Em seguida, em outro recipiente, deve-se dissolver
isoladamente o cloreto de célcio (3,6 mM), em 150 mL de agua purificada. Apos
dissolvido completamente, juntar ambas as solucdes e adicionar glicose (5,5 mM). O

volume final deve ser ajustado para 1 litro com agua purificada (Chernin, 1963).

Tabela 4. Preparo da solugéo salina balanceada de Chernin.

Reagente MM (g/mol) Formula quimica Quantidade
Cloreto de sddio 58,5 NaCl 2,809
Cloreto de potassio 74,5 KCI 0,159
Fosfato de dissodico 141,9 NazHPO4 0,07¢
Sulfato de magnésio 246,5 MgS04.7H20 0,45¢
Cloreto de calcio 147,0 CaCl2.2H.0 0,53 ¢
Bicarbonato de sédio 84,0 NaHCO3 0,05¢g
Glicose 180,2 CeH1206 109¢g
Agua purificada (g.s.p.) 18,0 H20 10L

Legenda: MM = Massa Molar

Solucao teste de Fumarato de Tenofovir Desoproxila

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF) (Figura 6) foi selecionado como
substancia teste para esta pesquisa e servird como padrdo para as pesquisas futuras. Esse
farmaco foi obtido por meio da Fundacdo Ezequiel Dias (Funed). Para realizacdo dos
ensaios, o antirretroviral foi solubilizado em CBSS na concentracdo de 3,0 g/L. Em
seguida, a solucdo de CBSS+TDF foi diluida para a obtencdo das concentracdes teste:
300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300 pug/L, 30 pg/L, 3 pg/L e 300 ng/L.

Figura 6. Estrutura quimica do Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF).
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Fonte: Autor.
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Obtencéo dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata

A obtencdo dos hemdcitos seguiu a metodologia descrita por Pereira et al., 2006,
com adaptacdes. Resumidamente, moluscos com tamanho aproximado de 12 £ 2 mm,
foram selecionados (n = 100/réplica) do aquério de criacdo e transferidos para um
recipiente de plastico contendo a mesma agua do aquéario de criacdo. Em seguida, a
concha dos moluscos foi limpa com alcool 70% borrifado em um pedaco de papel toalha.
Apos limpo, com auxilio de uma seringa (agulha 23G), a concha foi perfurada na regido
cardiaca do molusco, em um angulo de 45°, e a hemolinfa depositada sobre a concha, foi
coletada. A hemolinfa coletada, foi cuidadosamente transferida para um tubo de vidro
siliconizado com Sigmacote (Sigma-Aldrich - SL2), limpo com CBSS, onde ficou
sedimentando por trés minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado com auxilio de
uma pipeta Pasteur e transferido para outro tubo, enquanto os fragmentos de concha e/ou
impurezas maiores, ficaram depositadas sobre o fundo do tubo. O sobrenadante recolhido
foi centrifugado (Sigma 4K15) a 700 rpm (80 G) durante 10 minutos a 4 °C. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com CBSS, respeitando o

volume original.

Quantificacao de hemdcitos

Antes da exposicdo dos hemacitos, o pool de células obtidas por meio da
hemolinfa coletada do Biomphalaria glabrata deve ser quantificado. Para quantificacdo
dessas células, a amostra € diluida na concentracdo de 1:10 em CBSS e transferida para
uma camara de Neubauer (Global Optics — 7301-1B), posicionada em um microscopio
optico (Nikon Eclipse E200). Em seguida, os hemdcitos presentes nos quatro quadrantes
externos da camara (Figura 7) sdo contatos e sua concentracdo da amostra é dada pela
formula: hemacitos por mililitro = média dos hemacitos contatos x fator de diluicdo x
10%. Apos contagem, a concentragdo de hemocitos era ajustada para obter uma

concentragéo de 1,0 x 10° hemdcitos em 250 pL (Pereira et al., 2006).
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Figura 7. Imagem representativa da camara de Neubauer.

Legenda: Os quadrados vermelhos indicam a éarea que deve ser feita a contagem dos
hemacitos para quantificacdo total na amostra. Fonte: Autor.

Modelo de exposi¢ao in vitro dos hemdcitos

O método de exposicao in vitro dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata foi
adaptado de Pereira et al., (2006). Resumidamente, um total de 250 pL de amostra (1,0 x
10° hemocitos) foram distribuidos em tubos de vidro siliconizado contendo 250 pL de
CBSS (9 tubos por tempo de exposicao). Em seguida, adicionaram-se 500 pL de TDF nas
concentracdes 300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300 pg/L, 30 pg/L, 3 pg/L e 300 ng/L nos
grupos tratamento. Para o controle positivo e negativo, foram adicionados 500 pL de
CBSS e metanol a 5%, respectivamente. Os tubos foram entéo vedados e incubados por
1, 3,4, 6 e 24 horas em banho maria a 28 °C.

Andlise de viabilidade

A andlise de viabilidade foi realizada por meio do ensaio Azul de Tripan (Dean et
al., 2004). Para este propdsito, os hemadcitos previamente tratados foram diluidos na
proporcao 1:10 em CBSS contendo 0,4% de Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, T8154) e
imediatamente transferidos para uma camara de Neubauer (Global Optics — 7301-1B),
posicionada em um microscopio 6ptico. Em seguida, os hemdcitos presentes nos quatro
guadrantes externos da camara (Figura 7) foram quantificados, diferenciando as células

coradas e ndo coradas de azul. A viabilidade dos hemacitos presentes na amostra foi dada
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pela seguinte formula: hemdcitos viaveis (%) = numero de hemdcitos ndo corados / total

de hemdcitos (Pereira et al., 2006).

Anélise de diferenciacao celular

Para a diferenciacdo celular dos hemacitos em granuldcitos ou hialinécitos, 10 pL
da amostra foi diluida em CBSS contendo 0.33% de vermelho neutro (Sigma-Aldrich,
N2889) na propor¢éo de 1:10 e transferida para uma camara de Neubauer (Global Optics
— 7301-1B), posicionada em um microscopio Optico. Em seguida, as células coradas
foram examinadas no microscopio Optico, ampliacdo de 200 e 400x. Neste estudo,
robustamente os hemécitos corados em vermelho foram classificados como granulécitos
e 0s ndo corados como hialindcitos (Bezerra et al, 1997; Martins-Souza et al., 2003;
Pereira et al., 2006).

Ensaio de atividade metabolica

Para avaliacdo da atividade metabdlica dos hemdcitos, o0 ensaio colorimétrico
MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio)) (Sigma-Aldrich - M2128),
previamente descrito por Bezerra et al. (1997), foi utilizado com modificacdes.
Resumidamente, foram adicionados 20 pL de MTT (5 mg/mL) em cada tubo de vidro
contendo hemdcitos previamente tratados. Em seguida, os tubos foram vedados e
incubados em banho maria a 28 °C por 1, 3, 6 e 24 horas, no escuro. Apds incubacdo, foi
adicionado 0,5 mL da solucdo de Acido cloridrico 0,1N em Isopropanol absoluto ou
dimetilsulfoxido (DMSO) e incubados novamente por 10 minutos. Os tubos foram entao
agitados com vortex e centrifugados a 1.400 rpm (160 g) durante 10 minutos a 4 °C. Em
seguida, 250 pL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de transferéncia 96
pocos, em triplicata. A leitura foi feita a 570 nm, em um leitor de microplacas (Thermo
Scientific Multiskan FC). O branco era composto por todos os reagentes envolvidos na
analise, sem a presenca de hemdcitos. O branco de solvente era composto por todos 0s

reagentes mais 5% de metanol, sem a presenca de hemacitos (Pereira et al. 2006).



82

Analise do indice de fagocitose celular

A andlise do indice de fagocitose dos hemaocitos apds exposicdo ao TDF foi
determinada de acordo com Fryer e Bayne (1996), com modifica¢des. Microparticulas de
dioxido de silicio de 1 um de diametro (Sigma, 56798-5ML-F), foram adicionadas as
amostras contendo hemocitos tratados com TDF ou CBSS (controle negativo) e
incubadas por 1, 3 e 24 horas a 28 °C em banho maria. Apos a incubacao, 100 pL de cada
amostra foram transferidos para laminas de microscopia, as quais ficaram em camara
Umida por 60 minutos para adesdo celular. As imagens, 100 células por grupo, foram
capturadas por meio do microscépio Nikon Eclipse E200 equipado com uma camera
digital e o software NIS Elements, versdo 2.3 (colocar pais). O valor do indice de
fagocitose é dado pela razdo entre o nimero de hemdcitos capazes de fagocitar as
microparticulas administradas pelo nimero total de hemdcitos registrados (Hillyer et al.,
2005)

RESULTADOS E DISCUSSAO
Manutencéo do molusco

Folhas de alface (Lactuca sativa), s&o amplamente utilizadas na alimentacéo de
moluscos, incluindo a espécie Biomphalaria glabrata, porém, varios estudos destacam a
importancia de uma dieta suplementada (Tabela 5). Essa suplementacao resulta em maior
capacidade reprodutiva, aumento no tamanho das conchas, aumento da taxa de
sobrevivéncia (Eveland & Ritchie, 1972; Chieffi, 1975; Andrade et al., 1978; Rosa et al.,
2013; Paz et al., 2020). Além disso, o fotoperiodo no qual os moluscos estdo submetidos
também é capaz de influenciar no desenvolvimento embrionario e na fertilidade dos
moluscos. Assim, é recomendado controla-lo, utilizando o fotoperiodo de 12:12 horas
(Barbosa et al., 1987).

Tabela 5. Exemplo de opcGes de suplementagéo alimentar para Biomphalaria glabrata.

Referéncia Suplementacéo Quantidade Frequéncia
Racdo mais 200
Carbonato de calcio mg/molusco

Pellegrino e Katz, 1968 Semanalmente

Eveland & Ritchie,
1972

Andreade et al., 1978 Racdo de peixe 3 mg/molusco Diariamente

Férmula padréo ad libitum Diariamente
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(Aquariol)

Paz et al., 2020

Sulfureto de calcio

20 mg/L

Diariamente

Wang et al., 2022

Racdo de peixe
(TetraMin)

10% da massa

do molusco

Dias alternados

Caracteristicas da agua do aquario de criacdo

Na tabela 6 estdo apresentadas uma média da analise de cinco amostras, coletadas

em diferentes semanas da agua do aquério de criagéo.

Tabela 6. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da d&gua do aquario de cria¢éo

dos moluscos de cinco amostras distintas coletadas antes dos experimentos.

Parametros 1 2 3 4 5 Média
Alcalinidade
bicarbonato 35,2 35,6 35,4 35,7 35,3 354+0,2
(mg/L de CaCQg)
Alcalinidade
carbonato (mg/L 0 0 0 0 0 0,0+0,0
de CaCQO:s)
Alcalinidade
hidréxido (mg/L 0 0 0 0 0 0,0+£0,0
de CaCQO:s)
Cloro residual 0 0,1 0 0,1 0,2 0,1+0,1
livre (mg/L)
Dureza total
(mg/L de CaCO) 49 48,6 47,8 48,8 48,1 485+0,5
Dureza de calcio
(mg/L de Ca) 15,7 15,9 16,4 16,2 16,4 16,1+ 0,3
Dureza de
magnésio (mg/L 2,2 2,1 2,3 2,1 2,1 2,2+0,1
de Mg)
pH 7,1 7 7,2 7.1 7,2 71+0,1
Nitrato (mg/L) 0,3 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3+£0,1
Coliformes totais + + + + + Positivo (+)
Escherichia coli - - - - - Negativo (-)

Testes envolvendo moluscos da espécie Biomphalaria glabrata como modelo

biologico para ecotoxicologicos requerem a padronizagdo dos parametros, incluindo a

dureza da agua. Levando em consideracdo a importancia do céalcio na reproducdo e

desenvolvimento dos moluscos no aquério de criagdo, a dureza da dgua ndo pode ser

inferior a 10 mg/L CaCOs. Por este motivo, esse parametro deve ser monitorado durante
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todo o experimento para evitar oscilagfes entre os resultados. Além disso, a agua com
maior dureza tem um efeito de reducdo da toxicidade, principalmente com metais
(Oliveira-Filho et al., 2014). Ao mesmo tempo, a dureza da &gua ndo pode ser baixa, uma
vez que favorece diretamente o desenvolvimento do molusco dado que 80% do célcio do

molusco vem diretamente da 4gua (Borght e Puymbroeck, 1966).

Neste estudo, os moluscos foram suplementados semanalmente com carbonato de
calcio (Pellegrino e Katz, 1968) com o objetivo de reduzir problemas durante seu
desenvolvimento, como conchas frageis (Figura 8) (Oliveira-Filho et al., 2014). Antes da
suplementacédo alimentar dos moluscos, a dureza total e de calcio da 4gua do aquario de
criagédo era 48,5 = 0,5 mg/L CaCOs e 16,1 £ 0,3 mg/L Ca, respectivamente. Por este
motivo, a suplementacdo semanal dos moluscos com carbonato de célcio é necessaria,
elevando consideravelmente a dureza total e de célcio da adgua para 116,8 + 0,9 mg/L

CaCOsz e 42,9 £ 0,6 mg/L Ca, respectivamente.

Figura 8. Fotografia de dois moluscos da espécie Biomphalaria glabrata.

Legenda: O molusco da esquerda é do tipo albino enquanto o da direita é pigmentado. O
molusco pigmentado apresenta pontos de fragilidade na concha (seta vermelha),
ocasionados pela baixa disponibilidade de calcio na agua, ambos com 65 dias de vida.
Fonte: Autor.

Mesmo que alguns moluscos possam apresentar pontos de fragilidade na concha
em algum momento, por meio da suplementacdo de calcio, apds alguns dias € possivel
recupera-la (Paz et al., 2020). Levando em consideracdo a importancia do controle da
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dureza da agua para o desenvolvimento do molusco, 0 monitoramento, desse e outros
pardmetros, da agua, durante o experimento, é essencial para realizacdo de estudos
ecotoxicoldgicos. A caréncia de calcio na agua pode provocar problemas durante seu
desenvolvimento e influenciar no resultado da analise. Mortalidade, crescimento, ganho
de peso, fertilidade e tamanho da concha sdo indicadores essenciais para estudos
ecotoxicolégicos pois indicam o estado fisioldgico do molusco (Eveland & Haseeb, 2010;
Thomas et al., 1974)

Além da dureza, a temperatura da agua é outro importante parametro, o qual deve
ser controlado. A temperatura da agua utilizada, principalmente durante a exposic¢ao do
molusco apresenta grande variagdo na literatura. Grande parte dos estudos de
ecotoxicidade, envolvendo Biomphalaria glabrata, utilizam a temperatura de 25°C
durante a exposicdo. Contudo, essa temperatura pode variar de 20 (Mdinzinger e
Guarducci, 1988) até 29 °C (Mona et al., 2013). A padronizacao da temperatura da dgua
é necessaria, visto que pode alterar o desenvolvimento inicial dos moluscos, bem como a
fertilidade (Kalinda et al., 2017; McCreesh et al., 2014; Tallarico, 2015).

Apos andlise, foi observado que a 4gua utilizada para exposi¢do e manutengdo dos
moluscos apresenta alcalinidade apenas na forma de bicarbonato na concentracdo de 35,5
mg/L CaCOs. Para as demais formas, hidroxido e carbonato, ndo foram encontradas
concentracdes mensuraveis pelo método. Tal como a dureza, a alcalinidade desempenha
um papel importante no desenvolvimento dos moluscos, mesmo que pouco explorada
(Oliveira-Filho et al., 2014).

Mesmo apresentando alta resisténcia a diferentes faixas de pH (O'Sullivan et al.,
2012), Biomphalaria glabrata tem maiores taxas de sobrevivéncia e fertilidade em faixas
de pH neutro (7). Neste estudo, durante a realizacdo de todos os ensaios de citotoxicidade,
0 pH da &gua foi acompanhado e teve como média 7,1 com desvio padréo de 0,1.

A partir das andlises microbioldgicas, foi possivel observar a presenca de
coliformes totais e auséncia de Escherichia coli na d&gua. Resultado esperado, visto que a
agua presente no aquario de criacdo possui baixa concentracéo de cloro residual livre (0,1
mg/L). Essa presenga de bactérias pode provocar um aumento da concentragdo de
hemacitos na hemolinfa do Biomphalaria glabrata, estimulando sua producédo. Por este

motivo, além da renovacao da dgua do aquario, é recomendado a realizagdo de analises
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microbiologicas da dgua para evitar variagcdes entre 0s experimentos, ocasionados pela

diferenca da concentracdo dos hemacitos.

Solucéo salina balanceada de Chernin

A solucdo salina balanceada de Chernin foi desenvolvida baseando-se nas
determinacg6es quimicas da hemolinfa do molusco Australorbis glabratus e adaptado para
0 género Biomphalaria. Todos os sais, exceto o calcio, devem ser dissolvidos juntos em
agua purificada enquanto o calcio deve ser dissolvido separadamente em &gua purificada.
Como descrito anteriormente, a dissolucdo separada desse sal se deve ao fato de que,
guando presentes na solucdo, os ions sulfatos reagem com o cloreto de célcio deixando a
solucéo turva. Essa turbidez formada pode influenciar nos ensaios, principalmente nos
colorimétrico, e por este motivo, deve ser dissolvido de forma separada dos demais sais.

Além dos sais, é adicionado glicose na composi¢do do CBSS (Chernin, 1963).

Apos o preparo, a solucdo deve ser esterilizada por filtracdo e armazenada em
recipientes com tampa a 5 °C. Além disso, o preparo da solucdo em condicOes estéreis
(capela de fluxo laminar) é essencial para reduzir as contaminag6es e aumentar a vida Gtil
da solucédo (3 a 4 semanas), visto que ndo ha adicdo de penicilina ou estreptomicina na
solucdo. A ndo adicdo de antibiotico na solucdo é devido ao efeito que pode causar sobre
o hemacito, como a estreptomicina que causa efeitos deletérios em caracOis intactos
(Chernin, 1957). Por fim, o pH do meio recem preparado é mensurado (7,4 + 0,2) e caso
necessario ajustado com 0,1N HC1 (Chernin, 1963).

Alternativamente ao CBSS, outra solucdo usualmente utilizada para ensaios
utilizando hemécitos de Biomphalaria glabrata € a solugédo salina fosfato-tampéo (PBS)
(Portet et al., 2021; Melo et al., 2020; Garate, et al., 2020). A composic¢do do PBS pode
variar, mas normalmente é composto por uma combinacg&o de sais, como cloreto de sodio,

fosfato de sadio, cloreto de potassio e fosfato de potassio (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacéo entre a composi¢do quimica das solugdes CBSS e PBS.

Reagente MM CBSS PBS

(9/mol)
Cloreto de sddio (NaCl) 58,5 2,80 g 8,06 g
Cloreto de potéassio (KCI) 74,5 0,159 0,22 g
Fosfato de dissddico (NazHPQOa4) 141,9 0,07g 1,15¢
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Sulfato de magnésio (MgSQ04.7H,0) 246,5 0,45¢g -
Cloreto de célcio (CaCl2.2H20) 147,0 0,539 -
Bicarbonato de sodio (NaHCO:s) 84,0 0,05¢g -
Glicose (CsH1206) 180,2 109 -
Fosfato monopotassico (KH2PO4) 136,1 - 0,209

O PBS é um tampdo isotdnico utilizado para diluir diferentes biomoléculas
(proteinas, enzimas e células) ou para limpeza celular, podendo ser combinado com outras
substancias para desempenhar diferentes funcdes. Além disso, é capaz de manter
constante um determinado valor de pH por meio da adi¢do de acidos ou bases durante sua
preparacdo. Contudo, quando comparado ao CBSS, é notoria a diferenca da concentragao
de calcio entre as solucdes, ion de grande relevancia na fisiologia do molusco (Rosa et
al., 2013; Paz et al., 2020; Oliveira-Filho et al., 2014) visto que a osmolaridade
aproximada do CBSS e da hemolinfa do molusco é de 110 + 2 mOsm/L (Chernin, 1963;
Lee e Cheng, 1972).

Solugéo teste de Fumarato de Tenofovir Desoproxila

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila possui solubilidade de 13,4 g/L em agua
purificada a 25 °C (de Christoforo e Penzak, 2004). Contudo, neste estudo, a solubilizagédo
do farmaco foi realizada no proprio meio de cultura dos hemdcitos, o CBSS. Assim,
concentracdo maxima atingida de solubilizacéo foi de 3,0 + 0,2 g/L. Ap0s a solubilizacdo
do TDF em CBSS na concentracéo de 3 g/L, uma diluigéo seriada foi realizada para obter
as concentracOes testes: 300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300 pg/L, 30 pg/L, 3 pg/L e 300
ng/L. Um total de 25 mL de cada concentracdo foi preparada, dividida em eppendorfs de
1,5 mL e armazenada a 4°C para posterior analise in vitro. Para analise in vivo, um volume
maior de TDF foi preparado em todas as soluc¢des para posteriormente serem misturadas
aos aquarios dos moluscos expostos ao farmaco. Para ambos, as mesmas solugcfes foram
utilizadas durante todo o experimento para evitar influéncias sobre o resultado devido a

diferentes concentragdes.

Obtenc¢do dos hemocitos de Biomphalaria glabrata

Para este experimento, um total de 100 moluscos foi necessario. Destes, 30 foram

destinados para o ensaio de atividade metabolica MTT (10 por réplica / triplicata); 30
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para a atividade fagocitica (10 por réplica / triplicata); 30 para avaliacdo de 6xido nitrico
(10 por réplica / triplicata); e por fim 10 para andlise de viabilidade e morfologia dos
hemacitos. Durante a limpeza da concha do molusco, deve-se tomar cuidado para nao
expor o0 molusco diretamente ao alcool 70%, pois 0 molusco pode se retrair para o interior
da concha e expelir sua hemolinfa em seguida. Essa hemolinfa ndo deve ser coletada pois
ao entrar em contato com o alcool, os hemacitos sofrem lise celular, inviabilizando o

ensaio (Figura 9).

Figura 9. Hemdcito lisado de Biomphalaria glabrata exposto ao alcool 70% e corado

com Azul de Tripan.

Fonte: Autor.

Apos a preparacdo do molusco, a obtencdo dos hemacitos deve ser realizada por
meio da puncdo cardiaca no molusco. Durante a puncdo, deve-se evitar a succdo interna
da hemolinfa. Essa pratica pode acabar captando células que ndo sdo de interesse, como
tecido epitelial, para os estudos citotoxicos com Biomphalaria glabrata. Para evitar a
contaminagdo da amostra, apenas a hemolinfa que ficar depositada sobre a concha e deve

ser coletada (Figura 10) (Bezerra et al., 1997).
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Figura 10. Fotografia exemplificando o processo de coleta da hemolinfa sobre a concha

do molusco Biomphalaria glabrata para posterior obtencdo dos hemdcitos.

Fonte: Autor.

Quantificacao de hemdcitos

Os ensaios de citotoxicidade envolvendo hemdcitos de Biomphalaria glabrata
exigem uma padronizacdo do nimero de células expostas em cada grupo. Esses ensaios
estdo diretamente relacionados a quantidade de hemacitos expostos a uma determinada
substancia. Por este motivo, em todos os experimentos realizados neste estudo (atividade
metabdlica, indice de fagocitose, producdo de 6xido nitrico, viabilidade e diferenciacdo
celular) foi utilizada uma concentragéo celular de 1,0 x 10° hemdcitos em 250 pL. Para
populacdo de Biomphalaria glabrata linhagem BH, a média de hemdcitos presente na

amostra de hemolinfa de 100 moluscos foi de 11,4 + 1,5 x 10° por mililitro.

Modelo de exposi¢do in vitro dos hemdcitos

A exposi¢do dos hemacitos in vitro foi realizada fora do organismo dos moluscos,
envolvendo diferentes meios de exposicao. Para saber qual a melhor forma de tratamento
dos hemacitos fora do organismo do molusco, durante o tratamento dos hemadcitos ao
farmaco (TDF), trés diferentes meios de exposicdo foram testados para avaliar qual
melhor se adapta ao ensaio: (i) microplacas de 96 pocos (KASVI), (ii) tubos de cultura

de plastico (Duran®) e (iii) tubos de vidro (Vacuette).



90

As microplacas de 96 pocos sdo ideais para tratamentos com mdaltiplos grupos.
Observamos que essas microplacas, quando comparadas aos tubos, sdo mais simples de
se trabalhar, ndo havendo a necessidade de transferir a amostra para outro lugar para
leitura da atividade metabolica por exemplo. Contudo, para alguns ensaios essa forma de
exposicdo nao € ideal, como viabilidade e indice de fagocitose. Nessas microplacas, 0s
hemacitos acabam aderindo as paredes e ha uma reducdo consideravel de células. Além
disso, no caso da microplaca de 96 pogos, o limite de volume por poco é de 300 uL,

exigindo uma mudanca na concentracdo de células por microlitro.

Os tubos de pléastico séo faceis de se manusear e permitem volumes maiores de
amostra. Contudo, devido ao material de sua composicdo, assim como a microplaca,
ocorre adesdo dos hemacitos na parede do tubo. Além disso, durante o ensaio de atividade
metabolica, foi observada a adeséo de formazan na parede. Mesmo apds a adi¢do do 0,1N
HCI-Isopropanol ou DMSO o sal permaneceu na parede do frasco. Por este motivo, essa

forma de exposicéo foi considerada como ndo adequado para esse tipo de ensaio.

Por fim, tubos de vidro siliconizados com Sigmacote (Sigma-Aldrich - SL2) foram
usados para exposicdo dos hemacitos. Comparando com as demais formas, tubos de
plastico e microplacas, os tubos de vidro siliconizados apresentaram baixa agregacéo de
hemdcitos e maior viabilidade da utilizacdo nos experimentos. Essa baixa agregagéo foi
confirmada pela contagem total de células antes e ap0s a exposi¢do de 5 experimentos,
ndo apresentando diferenca significativa entre elas. Contudo, esses tubos de vidro devem
ser siliconizados, uma vez que sem a presenca do silicone ocorre a agregacdo dos
hemdcitos nas paredes dos tubos. Além disso, os tubos devem ser bem limpos com CBSS
antes do experimento, pois a presenca de residuos do silicone no tubo € tdxica para 0s

hemdcitos, elevando até cinco vezes o numero de células inviaveis no experimento.

Analise de viabilidade

A qualidade da amostra celular é essencial para experimentos in vitro. A avaliacao
da viabilidade celular através do ensaio de exclusdo do corante Azul Tripan € um dos
métodos mais antigos, comum, rapido e pratico para medir a viabilidade. O Azul de
Tripan é uma molécula impermeavel a membrana celular e, portanto, s entra em células
com membranas comprometidas e acumula-se em seu interior (Figura 11). Dentro da

célula, o Azul Tripan liga-se as proteinas intracelulares deixando-as com coloragéo
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azulada. Esse ensaio permite uma identificacdo e quantificacdo de células vivas (sem

coloracdo) e mortas (azuladas) em uma determinada amostra (Strober, 2015).

Figura 11. Microfotografia de hemacitos, tirada em microscépio optico com ampliacao

de 400x, apds coloracdo com 0,4% de Azul de Tripan.

Legenda: A figura A representa um hemdcito invidvel (corado em azul). A figura B

representa um hemacito viavel (ndo corado). Fonte: Autor.

Neste estudo, antes e ap6s o tratamento, os hemdcitos de Biomphalaria glabrata
foram avaliados quanto a sua viabilidade pelo ensaio de exclusdo do corante Azul Tripan.
Observou-se que a média de viabilidade dos hemacitos do grupo controle (expostos ao
CBSS), antes da exposicéo foi de 93,2 £ 6,7% e ap0s exposicdo 90,4 + 3,3%. Além disso,
é possivel observar uma correlacdo direta entre tempo de exposicdo e reducdo da
viabilidade celular. Essa correlagdo também foi encontrada para a concentracao de TDF,

quanto maior a concentragdo do fa&rmaco, maior a inviabilidade celular (Figura 12).

Figura 12. Anélise de viabilidade dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata pelo ensaio
de exclusdo do corante Azul Tripan, ap6s exposi¢cdo ao TDF por 1, 3, 6 e 24 horas.
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Legenda: Controle 1 = média da viabilidade dos hemacitos pertencentes ao grupo
exposto ao CBSS por 1, 3 e 6 horas (linha pontilhada preta). Controle 2 = média da
viabilidade dos hemdcitos pertencentes ao grupo exposto ao CBSS por 24 horas (linha

pontilhada vermelha). Fonte: Autor.

N&o ha dados na literatura sobre a avaliacéo, in vitro, da toxicidade do TDF sobre
hemacitos de moluscos. Contudo, neste estudo, observou-se que o TDF em baixas
concentragdes (< 300 pg/L), ndo provocou diferenca significativa (p > 0,05) na
viabilidade dos hemdcitos quando comparado ao controle negativo. Contudo, em
concentracdes mais altas (> 30 mg/L), a citotoxicidade do Fumarato de Tenofovir
Desoproxila é notdria, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) quando comparado
ao controle negativo. Apdés 24 horas de exposicdo, foi observado um aumento
consideravel da quantidade de hemdcitos inviaveis, tanto no grupo controle como
tratamentos. Essa reducdo pode ser consequéncia da incapacidade do meio (CBSS) de

manter as células viaveis por longos periodos.

As limitaces deste tipo de ensaio € que existe uma grande diferenca entre as
formas de administracdo do farmaco. Em estudos, in vitro, a substancia é injetada
diretamente sobre a célula, e por isso, ndo é apenas uma representacdo da resposta de um
organismo. Porém, ao mesmo tempo, essa forma de administracdo € altamente especifica,
favorecendo a analise e interpretacao dos resultados, visto que a concentracao testada no

ensaio é conhecida.

Anélise de diferenciacédo celular

Devido a citotoxicidade do vermelho neutro (Lowe e Pipe, 1994), neste estudo o
corante foi utilizado exclusivamente para caracterizacdo da populacdo de hemacitos
presentes na amostra. Para isso, é necessario realizar a diferenciacdo dos diferentes tipos
de hemdcitos (granuldcitos ou hialinécitos). Os hialindcitos possuem um citoplasma
agranular (baséfilo), enquanto os granuldcitos possuem um citoplasma granular
(acidofilo). O corante vermelho neutro liga-se aos granulos formando manchas
vermelhas, sendo possivel realizar assim a diferenciacdo celular (Figura 13). Na tabela 8
estdo apresentados os resultados da caracterizagdo da populacéo de hemdcitos do molusco

Biomphalaria glabrata utilizado neste estudo.
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Figura 13. Microfotografia de hemdcitos, realizada em microscopio Optico com

ampliacdo de 400x, apos coloracdo com 0.33% de vermelho neutro.

A B
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e

Legenda: Na figura A esta representado um hemacito do tipo granuldcito (corado de
vermelho). Na figura B esta representado um hemacito do tipo hialindcito (ndo corado).

Fonte: Autor.

Tabela 8. Contagem total e diferencial celular (média + desvio padrdo) de hemdcitos de

Biomphalaria glabrata.

Populac¢édo de hemdcitos (10° células por mL de hemolinfa)

Grupo Granuldcitos | Hialindcitos Total
Controle 3,77 £0,26 6,35 + 0,44 10,12 £ 1,21

Ensaio de atividade metabolica

Para realizacdo do teste de atividade metabdlica dos hemacitos de Biomphalaria
glabrata, o ensaio proposto por Bezerra et al. (1997) e Pereira et al., 2006, utilizado para
avaliar a atividade fagocitica dos hemdcitos Biomphalaria tenagophila, foram adaptados
e utilizados neste estudo. Em resumo, este ensaio baseia-se no principio da correlacdo
entre a capacidade dos hemacitos de reduzirem o MTT em cristais de formazan (de cor
azulado) dentro das células com a atividade metabdlica. Assim, a intensidade de redugao

do MTT é proporcional as atividades metabdlicas dos hemdcitos.

Neste ensaio, a mesma quantidade de celulas foi utilizada em todos os
experimentos (1 x 10°) para avaliar sua atividade metabdlica apos exposicdo ao TDF.
Despois da exposicdo dos hemocitos ao residuo farmacéutico por uma hora, foi

adicionado o MTT nas amostras e em seguida vedadas e incubadas em banho maria a 28
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°C por 1, 3, 6 e 24 horas, no escuro. A vedacgdo é necessaria para minimizar a evaporagdo
e as chances de contaminagdo da amostra. Essa vedacdo deve ser feita com um material
opaco, como papel aluminio, por exemplo, uma vez que o reagente utilizado é
fotossensivel. Apds incubacdo, a solubilizacdo do formazan foi testada utilizando 0,1N
HCI-Isopropanol ou DMSO.

Tempo de exposicdo ao TDF

Para determinar o melhor tempo de incubacao das células com TDF, todos grupos
foram simultaneamente incubados em diferentes periodos de tempo com o Fumarato de
Tenofovir Desoproxila. Como pode ser visto na Figura 14, houve um aumento da
atividade metabdlica dos hemacitos apos 1 e 3 horas de exposicdo ao farmaco, enquanto
6 e 24 horas ndo foi observado aumento, quando comparado ao controle. Esses achados
sugerem que a visualizacdo dos efeitos da exposicdo do residuo sobre os hemdcitos de
Biomphalaria glabrata, é mais bem visualizada entre 1 e 3 horas de exposi¢do ao TDF.
Além disso, por ndo haver adicao de antibioticos (penicilina ou estreptomicina) no meio
CBSS, longos tempos de incubacdo (24 horas) favorecem o crescimento de bactérias,
influenciando diretamente no resultado da analise. Essas bactérias naturalmente se

encontram na amostra, uma vez que sua origem vem do préprio organismo do molusco.

Figura 14. Atividade metabolica (ensaio de MTT) de hemdcitos de Biomphalaria
glabrata expostos por diferentes tempos, in vitro. Os dados sdo apresentados a partir da

leitura da absorbancia (570 nm) em média e desvio padrdo de trés ensaios (triplicata).
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Legenda: A linha pontilhada (---) indica o valor médio da atividade fagocitica do grupo

controle negativo, exposto ao CBSS. Fonte: Autor.
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Tempo de incubacdo com MTT

Para determinar o melhor tempo de incubagdo das células com MTT, todos 0s
grupos foram simultaneamente incubados por uma hora com Fumarato de Tenofovir
Desoproxila em diferentes concentracfes. Com o tempo de incubacdo das células com
MTT por 3 e 6 horas (tabela 10 e 11, respectivamente), foi possivel observar um aumento
da atividade metabolica, resultado da conversdo do MTT em formazan pelas células. Por
outro lado, o tempo de incubacdo de 1 e 24 horas (tabela 9 e 12, respectivamente), resultou
em uma drastica reducdo da atividade metabdlica das células. O resultado da baixa
atividade metabdlica ap6s uma hora de incubacdo ao MTT é resultado do tempo de
incubacdo, insuficiente para as células converterem corretamente o MTT em formazan.
O resultado apos 24 horas, a baixa atividade metabolica é consequéncia do alto numero

de células mortas devido ao longo tempo de exposicao.

Tabela 9. Atividade metabolica de hemacitos de Biomphalaria glabrata incubados por
uma hora com MTT. Os dados sdo apresentados a partir da leitura da absorbancia (570

nm) em média e desvio padrdo de trés ensaios (triplicata), apos exposi¢do ao TDF por

uma hora.
Grupo 0,1N HClI-Isopropanol DMSO
Branco do solvente 0,143 + 0,005 0,143 + 0,003
Controle negativo 0,023 + 0,004 0,018 =+ 0,003
Controle positivo 0,002 + 0,002 0,002 = 0,001
TDF 300 mg/L 0,015 £ 0,002 0,013 + 0,002
TDF 30 mg/L 0,021 £+ 0,002 0,013 £ 0,002
TDF 3 mg/L 0,013 + 0,004 0,012 + 0,003
TDF 300 pg/L 0,015 + 0,002 0,014 + 0,005
TDF 30 pg/L 0,017 + 0,003 0,012 + 0,004
TDF 3 pg/L 0,017 £ 0,001 0,016 £ 0,002
TDF 300 ng/L 0,014 £+ 0,002 0,014 + 0,004

Legenda: TDF = Fumarato de Tenofovir Desoproxila; HCI = acido cloridrico; DMSO =

dimetilsulféxido.
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Tabela 10. Atividade metabolica de hemdcitos de Biomphalaria glabrata incubados por
trés horas com MTT. Os dados s&o apresentados a partir da leitura da absorbancia (570
nm) em média e desvio padrdo de trés ensaios (triplicata), apos exposi¢do ao TDF por

trés horas.
Grupo 0,1N HClI-Isopropanol DMSO
Branco do solvente 0,131 + 0,009 0,142 + 0,006
Controle negativo 0,024 + 0,003 0,014 + 0,002
Controle positivo 0,002 + 0,002 0,001 = 0,001
TDF 300 mg/L 0,077 £ 0,004 0,014 £ 0,003
TDF 30 mg/L 0,081 + 0,003 0,013 £ 0,004
TDF 3 mg/L 0,079 £ 0,001 0,015 £ 0,005
TDF 300 pg/L 0,086 + 0,005 0,014 + 0,003
TDF 30 pg/L 0,067 + 0,004 0,011 + 0,003
TDF 3 pg/L 0,077 + 0,005 0,008 £ 0,002
TDF 300 ng/L 0,055 + 0,003 0,012 + 0,002

Legenda: TDF = Fumarato de Tenofovir Desoproxila; HCI = &cido cloridrico; DMSO =

dimetilsulfoxido.

Tabela 11. Atividade metabdlica de hemdcitos de Biomphalaria glabrata incubados por
seis horas com MTT. Os dados sdo apresentados a partir da leitura da absorbancia (570

nm) em média e desvio padrdo de trés ensaios (triplicata), apos exposicdo ao TDF por

seis horas.
Grupo 0,1N HClI-Isopropanol DMSO
Branco do solvente 0,126 + 0,004 0,131 + 0,003
Controle negativo 0,014 + 0,002 0,009 + 0,002
Controle positivo 0,001 + 0,001 0,001 + 0,001
TDF 300 mg/L 0,057 + 0,004 0,012 + 0,002
TDF 30 mg/L 0,050 + 0,001 0,014 + 0,005
TDF 3 mg/L 0,050 + 0,002 0,011 + 0,002
TDF 300 pg/L 0,056 + 0,005 0,010 £ 0,001
TDF 30 pg/L 0,052 + 0,002 0,014 £ 0,002
TDF 3 pg/L 0,074 £ 0,003 0,021 £+ 0,003
TDF 300 ng/L 0,051 + 0,002 0,009 £ 0,002

Legenda: TDF = Fumarato de Tenofovir Desoproxila; HCI = acido cloridrico; DMSO =

dimetilsulféxido.




97

Tabela 12. Atividade metabolica de hemdcitos de Biomphalaria glabrata incubados por
24 horas com MTT. Os dados sdo apresentados a partir da leitura da absorbancia (570
nm) em média e desvio padrdo de trés ensaios (triplicata), apds exposi¢cdo ao TDF por 24

horas.
Grupo 0,1N HClI-Isopropanol DMSO
Branco do solvente 0,143 + 0,004 0,141 + 0,005
Controle negativo 0,022 + 0,004 0,020 + 0,005
Controle positivo 0,003 = 0,002 0,002 £ 0,001
TDF 300 mg/L 0,015 + 0,002 0,016 + 0,004
TDF 30 mg/L 0,017 +£ 0,003 0,014 £ 0,002
TDF 3 mg/L 0,015 + 0,003 0,014+ 0,004
TDF 300 pg/L 0,016 + 0,003 0,014 £+ 0,003
TDF 30 pg/L 0,016 + 0,004 0,011 + 0,004
TDF 3 pg/L 0,016 + 0,002 0,015 £+ 0,003
TDF 300 ng/L 0,015 + 0,003 0,014 + 0,003

Legenda: TDF = Fumarato de Tenofovir Desoproxila; HCI = acido cloridrico; DMSO =

dimetilsulfoxido.

Solubilizacdo do Formazan

Para determinar a melhor forma de solubilizagdo do formazan, uma réplica foi
adicionada em todos os grupos para solubilizar em 0,1N HCI-Isopropanol ou DMSO.
Observou-se que a solucao de acido cloridrico 0,1N em isopropanol foi mais eficiente na
solubilizacdo dos cristais de formazan do que quando comparado ao DMSO. Mesmo
agitando e centrifugando a amostra com DMSO, parte do formazan ainda se encontrava
no interior da célula e consequentemente, refletindo na atividade metabdlica, a qual foi

menor quando comparado ao acido cloridrico 0,1N em isopropanol (Figura 15).

Figura 15. Microfotografia de hemacitos, tirada em microscopio éptico com ampliacdo

de 400x, apds 3 horas de incubagdo com MTT e solubilizagdo com DMSO.
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Legenda: Na figura A esta representado um hemacito sem formazan no interior da célula
(coloracdo amarela). Na figura B estd representado um hemdcito com formacdo de

formazan em seu interior (coloragdo azul/violeta). Fonte: Autor.

Anélise do indice de fagocitose celular

Para este ensaio, a variavel tempo foi avaliada com o objetivo de estabelecer a
melhor hora para avaliagdo da atividade fagocitica dos hemdcitos de Biomphalaria
glabrata (Figura 16). Para isso, 1 x 10° células foram incubadas primeiramente com TDF
por 1 hora e em seguida adicionadas 1 x 10° microparticulas na amostra (1:10) e incubadas
novamente por 1, 3 e 24 horas a 28 °C em banho maria. Apds incubac¢éo, 100 pL de cada
amostra foram transferidos para laminas de microscopia, as quais ficaram em camara
Umida por 60 minutos. Levando em consideracao a capacidade de adesdo dos hemacitos
(principalmente os do tipo granulécitos), ap6s incubagdo em camara Umida, cada lamina
deve ser lavada com CBSS para retirar excessos de microparticulas e células ndo aderidas.
Esse processo de lavagem é essencial para garantir uma boa interpretacao do resultado,
visto que o excesso de microparticulas que fica na amostra pode interferir no resultado da

analise.

Figura 16. Microfotografia de hemdcito do tipo granuldcito de Biomphalaria glabrata,
tirada em microscopio Optico com ampliagdo de 400x, ap6s uma hora de incubagéo com

TDF 300 mg/L e uma hora de incubacdo com microparticulas de diéxido de silicio.

Legenda: As setas vermelhas presentes na figura indicam a presenca intracelular de

microparticulas. Fonte: Autor.
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A utilizacdo de microparticulas de dioxido de silicio contribui para avaliar o efeito
do residuo de TDF sobre os hemacitos. Algumas outras particulas podem ser utilizadas
neste ensaio, como Zymosan, contudo essas particulas acabam induzindo um aumento da
atividade celular dos hemdcitos (Bezerra et al., 1999), dificultando a visualizacdo do

efeito do residuo, que muitas vezes é pequeno.

Por isso, por meio dos resultados obtidos (Tabelas 13, 14 e 15) foi possivel
observar que 1 hora de incubacdo com as microparticulas é o suficiente para avaliar a
atividade fagocitica. Esse tempo de incubacdo leva em consideragdo dois fatores: (i) a
capacidade limitada do meio (CBSS) de manter as células viaveis, por isso longos
intervalos de tempo ndo é viavel para este experimento; e (ii) a toxicidade do TDF, como
visto anteriormente, longos periodos de incubacdo com farmaco, principalmente em altas

concentragdes, reduz a viabilidade das células.

Tabela 13. Atividade fagocitica (média + desvio padrdo) dos hemacitos de Biomphalaria

glabrata, ap6s uma hora de exposicdo ao Fumarato de Tenofovir Desoproxila.

Populac¢éo de hemdcitos circulantes (10° por mL de hemolinfa)

- . . Total de
Indice de Microparticulas )
Grupo _ ) microparticulas
fagocitose por célula _
intracelulares
Controle (-) 27,87 £ 1,54 0,73+0,04 73,33+ 4,04
TDF 300 mg/L 47,63 +2,59 1,25+ 0,07 125,33 £ 6,81
TDF 30 mg/L 46,49 + 4,37 1,22 +0,12 122,33 £ 11,50
TDF 3 mg/L 39,14 +2,12 1,03 + 0,06 103,00 £ 5,57
TDF 300 pg/L. 52,31 +2,30 1,81 +0,05 95,06 + 4,50
TDF 30 pg/L 35,72 +2,37 0,94 £ 0,06 94,00 £+ 6,24
TDF 3 pg/L 26,60 = 1,52 0,70 £ 0,04 70,00 £ 4,00
TDF300ng/L  26,73+2,70 0,70 £ 0,07 70,33 £ 7,09
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Tabela 14. Atividade fagocitica (média + desvio padrao) dos hemacitos de Biomphalaria

glabrata, ap0s trés horas de exposi¢cdo ao Fumarato de Tenofovir Desoproxila.

Populacéo de hemdcitos circulantes (10° por mL de hemolinfa)

. ) ) Total de
Indice de Microparticulas _ ]
Grupo ] ) microparticulas
fagocitose por célula _
intracelulares
Controle (-) 26,60 £ 0,76 0,70 £ 0,02 70,00 + 2,00
TDF300mg/L 41,17 +£2,29 1,08 = 0,06 108,33 £ 6,03
TDF 30 mg/L 43,57 £ 3,16 1,15+ 0,08 11,67 + 8,33
TDF 3 mg/L 36,26 + 2,32 0,95+ 0,06 95,33+6,11
TDF 300 pg/L 29,13 + 12,16 0,77 £ 0,32 76,67 + 32,01
TDF 30 pg/L 32,81+£1,80 0,86 + 0,05 86,33 £ 4,73
TDF 3 pg/L 26,35+ 1,87 0,69 + 0,05 69,33 + 4,93
TDF 300 ng/L 25,84 £ 2,31 0,68 + 0,06 68,00 + 6,08

Tabela 15. Atividade fagocitica (média + desvio padrdo) dos hemacitos de Biomphalaria

glabrata, ap0s vinte e quatro horas de exposicdo ao Fumarato de Tenofovir Desoproxila.

Populacgéo de hemdcitos circulantes (10° por mL de hemolinfa)

o ) ] Total de
Indice de Microparticulas ) ]
Grupo ) ] microparticulas
fagocitose por célula )
intracelulares

Controle (-) 4,94 +1,01 0,13 £0,03 13,00 £ 2,65
TDF300mg/L  60,8+1,01 0,16 £ 0,03 16,00 £ 2,65
TDF 30 mg/L 532+1,01 0,14 £ 0,03 14,00 £ 2,65
TDF 3 mg/L 5,70 £ 1,37 0,15+ 0,04 15,00 £ 3,61
TDF 300 pg/L 5,95+ 0,79 0,16 £ 0,02 15,67 £ 2,08
TDF 30 pg/L 6,08 +1,14 0,16 £ 0,03 16,00 £ 3,00
TDF 3 pg/L 5,95+ 0,79 0,16 £ 0,02 15,67 £ 2,08
TDF 300 ng/L 5,07 £ 0,22 0,13+0,01 13,33+ 0,58
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A andlise do indice de fagocitose dos hemdcitos apds exposicdo ao TDF
demonstrou um aumento consideravel da quantidade de microparticulas fagocitadas pelos
hemacitos de Biomphalaria glabrata, em relacdo ao controle negativo. Assim, pode-se
dizer que o residuo farmacéutico TDF foi capaz de estimular as células e aumentar sua
atividade fagocitica. Contudo, esse estimulo é limitado, reduzindo ao longo do tempo de
exposicdo. Apds algumas horas, ocorre uma inibicdo da atividade fagocitica dos
hemacitos. Apenas durante a primeira hora de exposicao, foi possivel observar a presenca

de filopddios nos hemdcitos (Figura 17).

Figura 17. Microfotografia de hemdcito do tipo granuldcito de Biomphalaria glabrata,
tirada em microscopio Optico com ampliacdo de 400x, ap6s uma hora de incubagdo com
TDF.

Legenda: A Figura A é o grupo controle, exposto apenas ao CBSS. A FiguraB, Ce D
sdo as células expostas nas concentragfes 300 mg/L, 30 mg/L e 3 mg/L, respectivamente.
As setas vermelhas presentes na figura indicam a presenca filopddios emitidos pelos
hemdcitos. Fonte: Autor.

Assim como para os demais ensaios, para avaliar a taxa de fagocitose dos
hemdcitos de Biomphalaria glabrata, as células foram incubadas por uma hora com o
farmaco e em seguida incubadas por mais uma hora com as microparticulas. A lavagem
das laminas apds incubacdo na camara himida por uma hora é crucial para producédo de
bons resultados, visto que o excesso de microparticulas pode influenciar no resultado da

analise.
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CONCLUSAO

Para obter bons resultados, ndo basta apenas um bom delineamento do
experimento in vitro. O bem-estar fisico e biolégico do molusco € essencial para obter
esses resultados e para isso, a suplementacéo e alimentagdo do molusco deve ser realizada
corretamente. Aqui discutimos os principais pontos que influenciam no desenvolvimento
do molusco e que devem ser levados em consideracdo durante um ensaio de
citotoxicidade utilizando Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico. Além dos
cuidados com os moluscos, a manutencgéo e controle da qualidade da 4gua do aquério de
criagdo também devem ser respeitados. Estes testes requerem a padronizacao de diversos
parametros, incluindo a dureza da agua, que também pode influenciar no

desenvolvimento do molusco, como no efeito da toxicidade no ensaio.

Neste estudo demonstramos a importancia de se avaliar as op¢des disponiveis para
0 ensaio, desde o meio de cultura até os diferentes tempos de exposicdo dos hemacitos ao
Fumarato de Tenofovir Desoproxila. A obtencdo dos hemdcitos seguida pela avaliacao
da viabilidade e diferenciagéo celular auxilia na obtencdo dos resultados da atividade
metabdlica e fagocitica. Durante a exposicdo dos hemadcitos ao TDF, observamos que 0
tempo de exposicao de 1 hora é suficiente para visualizar o efeito do residuo farmacéutico
sobre os hemdcitos de Biomphalaria glabrata. Alem disso, observamos que o meio CBSS
preparado ndo € capaz de suprir as necessidades das células, sendo um dos motivos do

aumento de células inviaveis.

Mesmo com bons resultados no tempo de exposicao ao residuo por 6 horas, esse
tempo de exposicao ndo é recomendado, pois em seguida outras incubacgdes (ensaio de
atividade metabdlica e fagocitose) irdo correr, prolongando ainda mais o tempo de
exposicdo dos hemocitos ao farmaco. Desta forma, a somatoria total dos tempos de
incubacgdo do farmaco e do ensaio ndo deve ultrapassar as 6 horas e devem ser realizados
em tubos de vidro siliconizados. O tempo de incubacdo ideal com MTT foi de 3 horas,
sendo que a solucdo de &cido cloridrico 0,1 N diluido em isopropanol, apresentou
melhores resultados quando comparados ao DMSO, para solubilizagdo do formazan

formado a partir da metabolizacdo do MTT pelos hemacitos.

A partir dessa padronizagdo do ensaio, foi possivel estabelecer os melhores
tempos de incubagdo com o farmaco, o tempo de incubacdo com as microparticulas e com

o corante MTT. Além disso, confirmamos qual o melhor meio para exposicao das células,
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em tubos de vidro siliconizado, para ensaios de citotoxicidade em estudos de
ecotoxicologia. Esse estudo ird contribuir para futuros estudos de ecotoxicidade,
utilizando hemdcitos de Biomphalaria glabrata como biomarcador. Destacamos também
a necessidade de realizacdo de mais estudos para avaliar outros biomarcadores, como 0s

embrides, como também outros ensaios, ensaio cometa, bioacumulagéo e entre outros.
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CAPITULO 4: Avaliagdo ecotoxicoldgica do antirretroviral Fumarato de
Tenofovir Desoproxila sobre o molusco Biomphalaria glabrata e seus hemdcitos.

RESUMO

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF) € um farmaco, comprovadamente,
presente no meio ambiente. No entanto, poucas informacdes sobre seu impacto ambiental
estdo disponiveis na literatura cientifica. Deste modo, 0 objetivo com esse trabalho foi
avaliar os potenciais efeitos ecotoxicologicos do TDF sobre o molusco Biomphalaria
glabrata e seus hemacitos. Para a analise in vitro, os hemdcitos foram expostos a
diferentes concentragdes do farmaco por uma hora e avaliados quanto a viabilidade,
atividade fagocitica e metabdlica. A andlise in vivo consistiu na exposicdo de grupos de
cinco moluscos, em triplicata, nas mesmas concentragdes por 72 horas e 21 dias,
avaliando a mortalidade, comportamento do molusco e hemolinfa. As exposi¢des do
molusco ao TDF nas concentracbes testadas ndo provocaram reducdo de sua
sobrevivéncia, apenas mudancgas comportamentais. Por outro lado, quando sua hemolinfa
foi avaliada, observou-se uma toxicidade do TDF para os hemadcitos de Biomphalaria
glabrata, sendo capaz de estimular a atividade metabdlica, fagocitica e reduzir sua
viabilidade, similar aos resultados in vitro. A partir destes resultados, foi possivel avaliar
0s impactos causados pela exposi¢cdo do farmaco in vitro e in vivo, em uma perspectiva
complementar aos testes de embriotoxicidade com o molusco. Mesmo gue aparentemente
haja toxicidade sobre 0 molusco e seus hemdcitos, mais estudos devem ser realizados
para contribuir com o entendimento dos efeitos desse residuo no meio ambiente. Isto
porque, de acordo com o GHS, os resultados obtidos para ecossistemas aquaticos foram
classificados como tdxicos, capazes de causar efeitos nocivos em concentracdes abaixo
de 10 mg/L.

Palavras-chave: Fumarato de Tenofovir Desoproxila; Biomphalaria glabrata;

Hem©citos;
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INTRODUCAO

Desde 2001, o Fumarato de Tenofovir desoproxila (TDF) é utilizado,
mundialmente, para o tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS)
causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), com uma dosagem diéria de 300
mg por via oral (Masho et al., 2007). Seu mecanismo de acdo consiste em bloquear a
transcriptase reversa, enzima necessaria para a producdo viral, permitindo o
gerenciamento da carga viral do HIV por meio da diminuicdo de sua replicacdo (Murphy
& Valentovic, 2017). Além disso, TDF apresenta elevada eficicia na reducdo da carga
viral (Meintjes et al., 2017) sendo um dos poucos farmacos que desempenha atividade
anti HIV-1, comumente encontrado pelo mundo, e HIV-2, encontrado na Africa Ocidental
(Kearney et al., 2004; Andreatta et al., 2013; Leite et al., 2015).

O farmaco TDF é uma molécula polar que apresenta baixa biodisponibilidade
guando administrado por via oral e uma grande resisténcia a metabolizacdo por sistemas
bioldgicos (Geboers et al., 2015; Moss et al., 2017). Desta forma, cerca de até 80% da
dose do medicamento absorvida pelo usuério pode ser eliminada pela urina na forma
inalterada dentro de 72 horas apds sua administracdo (Kearney et al., 2004; Murphy &
Valentovic, 2017).

Desta forma, diversos farmacos, como o TDF sdo diariamente eliminados para o
meio ambiente por meio das excre¢fes humanas, como fezes e/ou urina, permitindo que
os residuos desses farmacos alcancem o meio ambiente por meio do esgoto urbano e/ou
hospitalar (Mahmood et al., 2019). Outro agravo ambiental provocado pela eliminagéo
desses residuos nas redes de esgoto, é a ineficiéncia das estacGes de tratamento de

eliminarem totalmente esse residuo. (Badawy et al., 2009; Godoy et al., 2015).

Por este motivo, 0 monitoramento de residuos farmacéuticos nos efluentes de agua
deve ser priorizado, pois seus efeitos sobre organismos aquéaticos ndo sdo completamente
conhecidos (Silva et al., 2019). Na Africa, foram detectadas concentragdes entre 145 —
243 ng/L de Tenofovir em corpos de agua, comprovando a necessidade de desenvolver
métodos aprimorados para detectar residuos farmacéuticos e avaliar sua toxicidade no

meio aquatico (Wood et al., 2015).

Uma forma de avaliar o impacto ambiental causado por residuos farmacéuticos é
a realizacdo de ensaios ecotoxicologicos de individuos ou células teste, 0s quais sdo

expostos a uma determinada substancias (Costa et al., 2008). No geral, esses testes sao
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rapidos e de baixo custo, tornando-se importantes para avaliar os efeitos nocivos das
atividades humanas, sobre o0 meio ambiente. Desta forma, estes testes tentam simular as
condicBes ambientais em laboratdrio, ajudando assim a analisar e interpretar os resultados
obtidos. Porém, a total simulacdo da complexidade do ecossistema aquético, continua

sendo um desafio (Costa et al., 2008).

Contudo, mesmo com a utilizacdo de varios organismos nos ensaios
ecotoxicolégicos, a ampliacdo de modelos bioldgicos em diferentes niveis troficos,
utilizados nesses ensaios, torna-se necessaria a fim de aproximar a simulacéo laboratorial
do ecossistema. Assim, a implementacdo de um modelo bioldgico, como Biomphalaria
glabrata, que possui todas as caracteristicas necessarias para realizacdo desses ensaios
ecotoxicolégicos, contribuird diretamente para alcancar esse objetivo (Barbosa &
Barbosa, 1994; Tallarico, 2016).

Dentre as inUmeras caracteristicas que favorecem sua utilizacdo como modelo
bioldgico teste, destacam-se o baixo custo de criacdo e manutencdo, alta reprodutividade,
sensibilidade a alteracGes do meio, relevancia clinica, capacidade de desempenhar
resposta frente a substancias sollveis e insollveis em agua além de possuir periodo
embrionéario rapido e bem descrito. Por isso, os moluscos dessa espécie vém sendo
utilizados como organismo teste em ensaios ecotoxicolégicos, mas sem explorar
completamente todo seu potencial (Oliveira-Filho et al., 2017; Lima et al., 2019; Siqueira
et al., 2020).

Outro ponto forte para sua utilizacdo como modelo bioldgico € o conhecimento
sobre o seu sistema imunolégico o qual é capaz de desenvolver respostas celulares e
humorais inatas frente a patdgenos invasores, respondendo a todo tipo de agressdo
(Rowley & Powell, 2007). Mesmo com algumas diferencas, sabe-se que existem muitas
semelhancas entre a resposta de defesa inata dos invertebrados com o sistema de defesa
interno dos vertebrados (Hoffmann, 2003).

Seu sistema interno de defesa é composto principalmente pelos hemdcitos
presentes na hemolinfa (Van Der Knaap & Loker, 1990; Sokolova, 2009) capazes de
reconhecer e destruir patégenos por meio de uma resposta de encapsulacéo celular (Helal
et al., 2014; Abaza et al., 2016). Os hemacitos possuem morfologia variavel, podem ser

divididos em subpopula¢des que apresentam diferentes respostas de defesa (Cavalcanti et
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al., 2012), sendo compostos, principalmente, por duas populacdes celulares: hialindcitos

e granuldcitos (LoVerde et al., 1982).

Levando em consideracGes essas vantagens na utilizacdo do Biomphalaria
glabrata como modelo biolégico, somada ao conhecimento de que os residuos
farmacéuticos representam risco para incontaveis espécies, principalmente do meio
aquatico. No presente estudo teve-se como objetivo avaliar os potenciais efeitos
ecotoxicoldgicos do Fumarato de Tenofovir Desoproxila sobre o molusco Biomphalaria
glabrata e seus hemacitos a fim de entender melhor os efeitos desse farmaco no meio

ambiente aquético.

MATERIAIS E METODOS
Biomphalaria glabrata

Foram utilizados moluscos da espécie Biomphalaria glabrata linhagem Belo
Horizonte, obtidos na Lagoa da Pampulha (WGS84 19°51'09” S; 43°58'42” O) e mantidos
por sucessivas geragdes no Laboratorio de Helmintologia Veterinaria do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
moluscos foram mantidos e criados em caixas de agua (0,75 x 0,75 x 0,65 m), com volume
de 200 litros de agua filtrada, livre de cloro, pH 7,1 £ 0,1 a uma temperatura de 25 + 2
°C, com limpeza e renovagdo semanal da dgua do aquario. Todos os moluscos mantidos
sobre criacdo s@o alimentados, diariamente, com Lactuca sativa livre de pesticida e
higienizado com solucéo de acido acético (CHsCOOH) a 0,005%, ad libitum. Uma vez
por semana, a alimentacdo dos moluscos era suplementada pela férmula de Pellegrino e

Katz (1968) com cerca de 200 mg de carbonato de calcio (CaCOs) por molusco.

Analises da 4gua do aquario de criacéo

Antes da realizagdo dos experimentos, amostras de 4gua do aquério de criacdo dos
moluscos eram coletadas e avaliadas quanto as propriedades fisico-quimicas e
microbiologicas. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram: alcalinidade, dureza
total, dureza de calcio, dureza de magnésio, pH, cloro residual livre e nitrato. Quando aos
pardmetros microbioldgicos da agua, avaliou-se a presenca ou auséncia de coliformes

totais e Escherichia coli.
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Fumarato de Tenofovir Desoproxila

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (TDF) foi gentilmente doado pela
Fundagéo Ezequiel Dias (Funed), por meio da Diretoria Industrial (DI), com emisséo de
certificado com avaliacdo completa para sua identificacdo e caracterizacdo. Para 0s
ensaios, o principio ativo do antirretroviral foi solubilizado em solucdo salina balanceada
de Chernin (47,7 mM de NaCl, 2,0 mM de KCI, 0,49 mM de Na2HPO4, 1,8 mM de
MgS0O4.7H20, 3,6 mM de CaCl2.2H20, 0,59 mM de NaHCO3, 5,5 mM de glicose, pH
7,2) (in vitro) ou agua purificada (in vivo) na concentracdo de 3,0 g/L e em seguida,
filtrado e diluido para a obtengdo das concentragdes, 300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300
pg/L, 30 pg/L, 3 pg/L e 300 ng/L.

Exposicao in vivo

Moluscos adultos com tamanho médio de 12 + 2 mm foram expostos a cada
concentracdo de TDF (300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300 ug/L, 30 pg/L, 3 pg/L e 300
ng/L) em aquérios de plastico de 500 mililitros contendo 250 mililitros da solucdo
tratamento (5 moluscos por aquério; 50 mL por molusco), juntamente com um grupo
controle negativo, mantido em &gua filtrada e sem cloro, e um grupo controle positivo,
mantido em solucdo de 10% de metanol, durante 72 horas (exposi¢do aguda) e 21 dias
(exposicdo cronica). A exposicdo foi realizada em triplicata (5 moluscos por réplica, 15
moluscos por grupo experimental) em dois experimentos, em que 0 meio de exposi¢do
era trocado semanalmente para todos os grupos, incluindo os controles. Os moluscos
foram alimentados com folhas de alface (Lactuca sativa), ad libitum. Durante a
exposicdo, os moluscos foram avaliados quanto a mortalidade e comportamento. Apés
exposicdo, os moluscos foram sacrificados e sua hemolinfa coletada para posterior
avaliacdo de seus hemdcitos quanto a concentracdo, viabilidade, atividade metabdlica,

fagocitica e produgéo de dxido nitrico, apos exposi¢do ao TDF.

Andlise de sobrevivéncia e comportamento dos moluscos

A taxa de sobrevivéncia foi determinada, diariamente, durante o periodo de
exposicao de 72 horas e 21 dias, com observacdo a cada 12 horas. Essa taxa € dada pela

razdao entre o nimero de moluscos vivos sobre o nimero de moluscos do inicio da
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exposicdo. Os critérios utilizados para classificacdo de morte dos moluscos foram: (i)
presencga do animal em decomposic¢do no fundo do aquério e (ii) imobilidade. Diariamente
os moluscos foram observados quanto a sua localizagcdo no aquério para determinar seu
comportamento frente ao residuo, sendo classificado como: estado de (i) repouso,
molusco localizado no fundo do aquério; (ii) respiracao, molusco localizado na superficie

da agua; e (iii) fuga, molusco localizado completamente fora d’agua.

Obtencéo dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata

Os moluscos foram selecionados do aquéario de criacao (andlises in vitro) ou dos
aquarios de tratamento (andlise in vivo). Foi utilizado alcool 70% borrifado em um pedaco
de papel toalha para desinfectar a concha de cada molusco, em seguida, com auxilio de
uma seringa (agulha 23G), a concha foi perfurada e a hemolinfa coletada por puncao.
Essa hemolinfa foi transferida, lentamente, para um tubo de vidro siliconizado com
Sigmacote (Sigma-Aldrich - SL2), onde ficou sedimentando por 3 minutos para remocao
de fragmentos de concha e/ou impurezas maiores. O sobrenadante foi recolhido e
transferido para outro tubo siliconizado, que foi centrifugado a 700 rpm (80 G) durante
10 minutos a 4 °C (Sigma 4K15). O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi

resuspendido com CBSS (pH 7,2), respeitando o volume original (Pereira et al., 2006).

Exposicao in vitro

Um total de 1,0 x 10° (250 puL) hemdcitos foram distribuidos em tubos de vidro
siliconizado de 4 mL contendo 250 pL de CBSS. Em seguida, os tubos foram separados,
5 tubos por grupo, e expostos por uma horaa 250 uL de TDF ou CBSS (controle negativo)
ou 10% metanol (controle positivo). Apo6s a exposicdo, os hemdcitos foram avaliados

quanto a viabilidade, citotoxicidade e atividade fagocitica.

Analise de viabilidade

A analise de viabilidade e a contagem total de células foi realizada por meio do
ensaio Azul de Tripan (Dean et al., 2004). Para este propdsito, 0s hemadcitos tratados e 0s

controles foram diluidos na proporg¢éo 1:10 em CBSS contendo 0,4% de Azul de Tripan
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(Sigma-Aldrich - T8154). Para a diferenciacéo celular de granulécitos e hialindcitos, 10
puL da hemolinfa foram coetados de cada grupo e diluido em CBSS (1:10) contendo
0.33% de vermelho neutro (Sigma-Aldrich - N2889) (Martins-Souza et al., 2003, Pereira
et al., 2006). Imediatamente apos as coloragdes, as células coradas foram examinadas no
microscopio optico (Nikon Eclipse E200), ampliacdo de 200 e 400x, com auxilio de uma
Cémara de Neubauer (Global Optics — 7301-1B). Neste estudo, as células coradas em
vermelho foram classificadas como granulécitos e as ndo coradas como hialinécitos
(Bezerra et al, 1997).

Teste do MTT

Para avaliacdo da atividade metabolica dos hemdcitos, o ensaio colorimétrico
MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio)) (Sigma-Aldrich - M2128),
previamente descrito por Bezerra et al. (1997), foi utilizado com modificacdes. Apos
tratamento das células (1 x 10° hemacitos) foi distribuido em cada tubo de vidro 250 pL
de CBSS e 20 puL de MTT (5 mg/mL), os quais ficaram incubados em banho maria a 28
°C por 3 horas, no escuro. Apds incubacdo, foi adicionado 0,5 mL da solucéo de Acido
cloridrico 0,1N diluido em Isopropanol absoluto, para dissolver o formazan. Os tubos
foram agitados com vortex e centrifugados a 1.400 rpm (160 G) durante 10 minutos a 4
°C. Em seguida, 250 pL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de
transferéncia de 96 pocos, em triplicata. A leitura foi feita a 570 nm, em um leitor de
microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC). O branco era composto por todos 0s

reagentes envolvidos na analise, sem a presenca de hemécitos (Pereira et al. 2006).

Mensuracdo do 6xido nitrico na hemolinfa

Ap0s exposicdo in vivo, a produgéo de Oxido nitrico foi avaliada diretamente na
hemolinfa de Biomphalaria glabrata pela reacdo de Greiss (Green et al., 1982), que
quantifica o conteddo de nitrito dos sobrenadantes. Para isso, ap0s exposicdo dos
moluscos, 100 pL da hemolinfa foi coletada de cada grupo (tratamento e controle) e
distribuida em triplicata na placa de 96 pocos, adicionado 100 pL do reagente de Greiss
(1% de Sulfanilamida, 0,1% de Dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina e 5% de

Acido Fosférico) e 100 pL do 4cido tricloroacético (10%). Apds 10 minutos, a
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absorbancia foi mensurada a 570 nm e a quantidade de nitrito em cada amostra foi
estimada contra uma curva padréo de NaNO2, com nivel de detec¢éo de 0,15 nM (Pereira
et al. 2006). O branco era composto por todos os reagentes envolvidos na analise, sem a

presenca de hemolinfa.

Analise do indice de fagocitose celular

A anélise do indice de fagocitose dos hemacitos apds exposicdo ao TDF foi
determinada de acordo com Fryer e Bayne (1996), com modifica¢fes. Microparticulas de
diéxido de silicio de 1 pum de diametro (Sigma- Aldrich, 56798-5ML-F), foram
adicionadas nos grupos basal e tratamento na proporcao de dez microparticulas para cada
hemacitos (1:10). Em resumo, 1 x 10° beads (50 pL) foram adicionadas em cada tubo,
contendo 1 x 10° (250 pL) hemécitos e incubadas por 1 hora a 28 °C em banho maria.
Apbs a incubacdo, 100 pL de cada amostra foi transferido para laminas de microscopia,

as quais ficaram em camara umida por 60 minutos para adeséo celular.

A fagocitose das microparticulas foi avaliada pela observacdo microscopica, na
ampliacdo de 200 e 400x, de 100 células por meio do microscopio Nikon Eclipse E200
equipado com uma camera digital e o software NIS Elements, versdo 2.3. As imagens de
100 células por grupo, em triplicata, foram capturadas para obtencdo do valor do indice
de fagocitose. Esse indice se da pela razdo entre o numero de hemocitos observados
capazes de fagocitar as microparticulas administradas pelo nimero total de hemdcitos
registrados. Calculou-se um valor para cada grupo, basal e tratamento, para determinar a

proporcao de hemacitos envolvidos na fagocitose.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando os softwares R (verséo 4.2.1) e Prisma
— GraphPad (versdo 6.0). Inicialmente foi realizado um teste de Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade dos dados. Em seguida, os resultados obtidos em cada tratamento
foram estatisticamente comparados com o grupo controle negativo, utilizando-se anélise
de variancia para dados ndo paramétricos (Wilcoxon). Valores de p < 0.05 (ou seja, 95%

de confianca) foram considerados como diferenca estatisticamente significativos.
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Os modelos log-logistic, log-normal e Weibull foram testados utilizando o drc do
pacote de extensdo para o software estatistico R (versdo 3.4.2) para estimar a melhor
funcdo de montagem (Ritz et al., 2015). Os modelos estatisticos de regressdo dose-
resposta representam a relacdo entre a variavel independente (dose ou concentracao) e a

variavel dependente (resposta ou efeito).

RESULTADOS
Qualidade da 4gua do aquario de criacéo

Um total de sete amostras de &gua foram coletadas antes dos experimentos, in vivo

e in vitro. Na tabela 16 estdo apresentadas a média da analise dessas amostras.

Tabela 16. Avaliacdo da qualidade da agua do aquario de criagdo dos moluscos

Biomphalaria glabrata utilizada neste estudo.

Parametros Unidade de medida Resultado
Alcalinidade bicarbonato mg/L de CaCO3 38,2+4,8
Alcalinidade carbonato mg/L de CaCO3 0,0+0,0
Alcalinidade hidroxido mg/L de CaCO3 0,0+0,0
Cloro residual livre mg/L 0,0+0,0
Condutividade puS/cm 1128+7,7
Dureza total mg/L de CaCO3 150,6 + 9,7
Dureza de célcio mg/L de Ca 46,0+ 34
Dureza de magnésio mg/L de Mg 2,4+0,8
pH - 71+0,1
Nitrato mg/L 0,6+04
Coliformes totais - Positivo
Escherichia coli - Negativo

Analise de mortalidade e comportamento dos moluscos

Durante a exposi¢do dos moluscos ao farmaco por 72 horas, néo foi observado
mortalidade em nenhum dos grupos do tratamento e controle negativo, apenas no controle
positivo com mortalidade de 60% (n = 18). Por outro lado, durante o periodo de exposicao
crbnica (21 dias), a taxa de mortalidade dos moluscos no grupo 300 mg/L, 300 ug/L e 3
pg/L foi maior, quando comparada ao grupo controle, mas sem diferenca significativa (p
> 0,05). Com a exposi¢cdo do molusco ao TDF nas concentragdes de 300 mg/L, 30 mg/L

e 3 mg/L, foi observada uma diferenca significativa (p < 0,05) quanto ao seu
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comportamento durante a exposicdo, quando comparado ao controle. Esses moluscos se
encontravam mais agitados que os demais, sendo a fuga d’agua e repouso, os principais
indicadores dessa caracteristica. Para o grupo controle positivo, foi observado uma taxa
de mortalidade de 100%. Os resultados da mortalidade e analise comportamental do

molusco estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17. Mortalidade e analise comportamental de Biomphalaria glabrata (n = 30)

expostos por 21 dias ao TDF.

Grupo Mortalidade Repouso Respiracao Fuga
(%) (n) (n) (n)
Controle (-) 6,6 £ 3,3 250+£25 3818 10£1,2
TDF 300 mg/L 13,2+6,6 16,9 + 3,2* 3417 9,0+3,1*
TDF 30 mg/L 99+33 17,6 £ 2,3* 3014 9,3+2,6*
TDF 3 mg/L 99+33 19,9 +1,4* 3214 6,9 +1,4*
TDF 300 pg/L 13,2+9)9 21,4+2,0 44+17 40x19
TDF 30 pg/L 6,6 +3,3 228+1,7 41+16 30+£19
TDF 3 pg/L 132+9,9 24,0+ 1,0 34+16 24+18
TDF 300 ng/L 6,6 +3,3 236+21 34+£25 29+18

* indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

Contagem e viabilidade dos hemacitos

Durante a exposicdo in vivo, a quantidade total de hemdcitos do Biomphalaria
glabrata, em condicdes basais (controle negativo), foi de 125,8 + 3,2 x 10% e 127,3 + 3,6
x 10* hemocitos por mililitro de hemolinfa para exposicdo aguda (Tabela 18) e cronica
(Tabela 19), respectivamente. Apenas exposicdo cronica a 300 mg/L de TDF resultou em
uma queda estatisticamente significativa (p < 0,05) da populacdo de hemdcitos e sua
viabilidade, quando comparadas ao grupo controle. Além disso, para essa mesma
concentracdo, a razdo entre os granulocitos e hialinocitos apresentou uma diferenca
significava, indicando um possivel efeito tdéxico do TDF sobre os hemdcitos de
Biomphalaria glabrata. A contagem total de hemdcitos circulantes na hemolinfa do grupo
controle positivo ndo foi mensurada devido o total de mortalidade dos moluscos durante

a exposicéo.
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Tabela 18. Viabilidade e concentracdo total de hemdcitos (média + desvio padréo)

presentes na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, apds 72 horas de exposicéo.

Populacgéo de hemdcitos circulantes (10* por mL de hemolinfa)

Grupo Células mortas  Granulocitos  Hialindcitos Total
Controle (-) 7,0+£10 53,0+2,0 728+21 125,8 + 3,2
TDF 300 mg/L 6,8+0,8 52,8+1,8 75,0 +2,00 127,8 + 3,3
TDF 30 mg/L 7,0+£10 52515 71,7+18 1243+ 2.2
TDF 3 mg/L 6,8+1,3 57,8+14 73,3+238 126,0+ 1,5
TDF 300 pg/L 58+23 53,0+ 4,0 73,3+28 126,3+ 3,9
TDF 30 pg/L 8,0+15 53,035 73,3%+0,9 126,3 + 3,3
TDF 3 pg/L 6,8+23 528+1,8 720+4,0 124,8 + 3,7
TDF 300 ng/L 6,8+1,3 525+0,5 725%+25 125,0+ 3,0

Tabela 19. Viabilidade e concentracdo total de hemdcitos (média + desvio padrdo)

presentes na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, apds 21 dias de exposigao.

Populacéo de hemdcitos circulantes (10* por mL de hemolinfa)

Grupo Células mortas  Granul6citos  Hialindcitos Total
Controle (-) 6,8+1,3 53,0+2,0 743+2,3 127,3+ 3,6
TDF 300 mg/L 11,0+1,0* 47,0 + 3,0* 55,0+2,00 * 102,0 £ 5,0*
TDF 30 mg/L 11,8+3,8 435+ 25 56,8 +5,3 100,3 +4,6
TDF 3 mg/L 95+25 523+1,3 71,0+£2,0 1238+1/4
TDF 300 pg/L 6,5+1,2 525+15 73,3+238 1258 +4,3
TDF 30 pg/L 70+25 58,0 + 6,0 718+4,3 129,8 +10,3
TDF 3 pg/L 6,25+1,9 53,7+7,0 72,3+3,3 1248+ 7,3
TDF 300 ng/L 6,5+0,8 53,3+1,3 75,3+2,3 1285+ 3,5

* indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

Antes da exposic¢éo, a quantidade total de células (hemadcitos) foram quantificadas
com auxilio de uma camara de Neubauer. Ap0s a exposic¢éo, in vitro, ao farmaco por uma
hora, foi observada uma queda estatisticamente significativa (p < 0,05) da quantidade
total de hemacitos vidveis, para as concentragcdes 300 mg/L, 30 mg/L, 3 mg/L, 300 pg/L

e 3 pg/L, quando comparadas ao grupo controle negativo (Tabela 20). No entanto, a
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concentracdo de granulocitos e hialindcitos ndo apresentaram alteracdes estatisticamente
significavas (p > 0,05), entre os grupos controle e tratamento, resultado esperado para um
estudo in vitro. No controle positivo, a exposi¢ao ao metanol a 10% provocou a morte de
mais de 90% dos hemaocitos. Nao foram observadas alteracdes significativas entre a
quantidade total de células avaliadas em cada grupo, que possam influenciar no resultado
da anélise.

Tabela 20. Contagem total e diferencial de celulas (média + desvio padrédo) circulantes

na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, apds uma hora de exposic&o.

Populacédo de hemécitos circulantes (10° células por mL de hemolinfa)

Grupo Células mortas  Granulécitos  Hialindcitos Total
Controle (-) 0,63 +0,25 6,75+ 0,20 3,63+0,14 10,00 + 0,20
Controle (+) 9,69 + 0,55* - - 10,44 £ 0,47
TDF300mg/L  2,25+0,35* 6,50 + 0,35 3,81+0,24 10,44 £ 0,13
TDF 30 mg/L 2,19+0,31* 6,38 £ 0,14 3,19+0,31 10,25 + 0,54
TDF 3 mg/L 2,75 +0,89* 6,13 0,25 3,31+ 0,46 10,06 + 0,43
TDF 300 pg/L 1,50+0,20*  5,88+0,60 4,06 £ 0,55 10,81+ 0,47
TDF 30 pg/L 0,50 + 0,20 7,13+0,25 2,94 +0,38 10,56 + 0,38
TDF 3 pg/L 1,25 + 0,54* 6,19 + 0,43 3,13+0,32 10,56 + 0,38
TDF 300 ng/L 0,81+0,38 6,19 £ 0,52 3,81+0,13 10,19 + 0,63

* indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

As curvas da inviabilidade dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos ao
TDF sdo mostradas na Figura 18. Com base na inviabilidade em func¢éo das concentracfes
de TDF, a concentracdo efetiva (CE50), de TDF para hemdcitos de Biomphalaria
glabrata foi estimado em 0,30 (0,24; 0,36) mg/L em uma hora de tratamento in vitro. A
CE50 de TDF para hemacitos de Biomphalaria glabrata exposto por 21 dias (in vivo) foi
de 2,65 (1,98; 5,29) mg/L. N&o foi possivel estimar a concentracao efetiva apds exposicdo
de 72 horas (in vivo) dos moluscos.
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Figura 18 - Inviabilidade dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos ao aumento

das concentracfes de TDF por uma hora (in vitro) (A) e 21 dias (in vivo) (B).
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Como pode ser visto anteriormente nas tabelas 19 e 20, houve uma diminuigao
estatisticamente significativa do nimero de hemacitos vidveis ap0s a exposicdo ao
farmaco in vivo por 21 dias e in vitro por uma hora. Assim, nossos resultados
demonstraram que a exposicado direta e indireta dos hemacitos ao TDF é responsavel por

danos citotéxicos as células internas de defesa do molusco.

Além disso, a partir do ensaio de avaliacdo da atividade metabdlica celular, pelo
método do MTT, in vitro (Figura 19 - A), foi possivel observar um aumento da atividade,
estatisticamente significativo (p < 0,05), das células sob exposicdo ao farmaco, em
relacdo ao controle negativo, para todas as concentracBes testadas. Porém, apenas as
concentracdes de 300 mg/L e 30 mg/L de TDF foi capaz de aumentar significativamente
a atividade metabolica dos hemdcitos quando expostos 0s moluscos, in vivo (Figura 19 -
B). Esses achados sugerem que o TDF induz um aumento da atividade metabdlica dos

hemacitos diretamente e indiretamente.
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Figura 19. Resultado da analise de atividade metabolica dos hemacitos de Biomphalaria

glabrata apds exposicdo ao TDF.

A
0.10-

0.08- - *

0.06-

0.04

ABS 570 nm

0.02-

1 1 |
Control (+) 300 mg/L 30 mg/L 3 mg/L 300 pg/L 30 pg/L 3 pg/L 300 ng/L

0.10
0.08
0.06-

%k

0.04 - -

0.02- . - T, T
0.00 - .

1 1 I 1
Control (+) 300 mg/L 30 mg/L 3 mg/L 300 pg/L 30 pg/L 300 ng/L 3 ug/L

ABS 570 nm

Legenda. A: Atividade metabdlica (ensaio de MTT) de hemdcitos de Biomphalaria
glabrata expostos por uma hora, in vitro. B: Atividade metabdlica (ensaio de MTT) de
hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos por uma hora, in vivo. (+) Controle
positivo, expostos ao metanol 10%; (TDF) Grupo tratamento, exposto ao Fumarato de
Tenofovir Desoproxila em diferentes concentra¢bes (300 mg/L; 30 mg/L; 3 mg/L; 300
ug/L; 30 po/L; 3 ug/L e 300 ng/L); * indica diferencas significativas em relacdo ao grupo
controle negativo in vitro (p < 0,05); ** indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle negativo in vivo (p < 0,05); A linha pontilhada em preto (---) representa o valor

do grupo controle negativo. Fonte: Autor.

As curvas da atividade metabdlica dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata
expostos ao TDF sdo mostradas na Figura 20. Com base na atividade metabolica em
funcdo das concentragdes de TDF, a concentragéo efetiva (CE50), de TDF para hemécitos
de Biomphalaria glabrata foi estimado em 0,028 (0,025; 0,031) mg/L em uma hora de

tratamento in vitro. A CE50 de TDF para hemocitos de Biomphalaria glabrata exposto
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por 21 dias (in vivo) foi de 1,62 (0,73; 2,51) mg/L. Néo foi possivel estimar a
concentracdo efetiva apos exposicao de 72 horas (in vivo) dos moluscos.

Figura 20 - Atividade metabdlica dos hemadcitos de Biomphalaria glabrata expostos ao

aumento das concentragdes de TDF por uma hora (in vitro) (A) e 21 dias (in vivo) (B).
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Producéo de éxido nitrico

Anélises prévias a este estudo mostraram que ndo foi possivel determinar a
concentracdo de 6xido nitrico na amostra ap0s exposicdo in vitro dos hemdcitos de
Biomphalaria glabrata, por isso, neste estudo a producdo de éxido nitrico (NO) foi
estimada indiretamente apenas na fracdo soltvel da hemolinfa de Biomphalaria glabrata,

apos a exposicado in vivo ao Fumarato de Tenofovir Desoproxila.

Foi possivel observar uma baixa producdo de 6xido nitrico em todos 0s grupos
tratamento, inclusive no grupo controle. No entanto, foram encontradas diferencas
significativas (p > 0,05) no nivel médio de 6xido nitrico na hemolinfa apenas no grupo
tratamento de 300 mg/L de TDF (3,55 + 0,13 nM/mL) e 30 mg/L de TDF (3,06 £ 0,29
nM/mL) quando comparado ao controle (1,97 + 0,07 nM/mL), ap0s exposi¢do ao TDF

(Figura 21).
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Figura 21. Resultado da analise de oOxido nitrico quantificado na hemolinfa de

Biomphalaria glabrata apds exposicéo ao TDF.
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Legenda: Producdo de 6xido nitrico pelos hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos
por 21 dias ao CBSS (controle negativo); TDF 300 mg/L; TDF 30 mg/L; TDF 3 mg/L;
TDF 300 ug/L; TDF 30 pg/L; TDF 3 pg/L e TDF 300 ng/L. Os dados sdo apresentados
a partir da leitura da absorbancia (570 nm) em média e desvio padrdo. A linha pontilhada
em preto (---) representa os valores do grupo controle negativo. * indica diferencas

significativas em relagé&o ao grupo controle negativo (p < 0,05);

A curva de producéo de 6xido nitrico de Biomphalaria glabrata expostos ao TDF
é apresentada na Figura 22. Com base na producdo de d6xido nitrico em funcdo das
concentracdes de TDF, a concentracdo efetiva (CE50), de TDF para Biomphalaria
glabrata foi estimado em 13,25 (6,84; 19,66) mg/L em 21 dias de tratamento in vivo. Nao

foi possivel estimar a concentracdo efetiva apos exposicdo aguda (in vivo) dos moluscos.

Figura 22 - Producdo de 6xido nitrico de Biomphalaria glabrata expostos ao aumento

das concentragdes de TDF por 21 dias in vivo.
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Avaliacao da atividade fagocitica

Durante as 72 horas, ndo foram observadas alteracbes quanto a atividade
fagocitica dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata ao TDF. Apds exposi¢do de 21 dias
ao farmaco, os moluscos foram sacrificados e sua hemolinfa coletada para obtencdo do
hemacitos. Foi observado um aumento no indice de fagocitose apenas no grupo exposto
ao farmaco, em relacdo ao grupo controle, na concentracdo de 300 mg/L e TDF 3 ug/L
(Tabela 21), indicando que a exposic¢do do molusco ao antirretroviral pode estimular suas
células de defesa interna e aumentar sua atividade fagocitica na presenca do TDF. Antes
da andlise, a quantidade de células foi mensurada, assim como sua viabilidade, com
auxilio de uma camara de Neubauer, para garantir uma padronizacdo do numero de

celulas em cada grupo.

Tabela 21. Atividade fagocitica (média + desvio padrao) dos hemacitos de Biomphalaria

glabrata, apds 21 dias de exposicdo ao Fumarato de Tenofovir Desoproxila.

Populacéo de hemdcitos circulantes (10° por mL de hemolinfa)

Grupo I'ndicTa de Beads por Total de beads Total .de
fagocitose célula intracelulares hemdcitos
Controle (-) 28,39 +1,41 0,74 + 0,04 74,72 £ 3,72 10,47 + 0,33
TDF 300 mg/L 38,84 +2,04* 1,02+0,05* 102,20+5,37* 10,52+0,23
TDF 30 mg/L 27,44 £ 1,76 0,72 £ 0,05 72,20 + 4,64 10,15+ 0,41
TDF 3 mg/L 27,61+1,31 0,73+0,03 72,57 £ 3,45 10,24 + 0,30
TDF 300 pg/L 27,89 +2,13 0,73 +£0,06 73,38+5,60 10,46 +0,18
TDF 30 pg/L 28,32 +1,32 0,75+0,03 74,52 + 3,47 10,42 + 0,36
TDF 3 pg/L 26,53+1,02*  0,70+0,03 69,82+2,68  10,31+0,39
TDF 300 ng/L 26,74 +£1,80 0,70+ 0,50 70,37 £ 4,75 10,45+ 0,19

* indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

O ensaio de atividade fagocitica foi realizado em triplicata com diferentes
amostras de hemacitos expostos, in vitro, por uma hora ao TDF. Foi demostrado no ensaio
um aumento no indice de fagocitose nos grupos expostos ao farmaco em relagao ao grupo
controle nas concentragdes 300 mg/L; 30 mg/L; 3 mg/L; 300 pg/L; 30 pg/L e 3 pg/L,
sugerindo que a exposi¢do ao antirretroviral pode estimular a atividade fagocitica dos

hemacitos de Biomphalaria glabrata.
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Para essas concentracdes, a exposi¢do aumentou significativamente (p < 0,05) a
atividade fagocitica, visto que, foi possivel observar um aumento na quantidade de beads
intracelulares, na razéo beads por célula e no indice de fagocitose, quando comparados
ao grupo controle. Antes da exposicao, a quantidade de células total (hemdcitos) foi
mensurada com auxilio de uma camara de Neubauer em que foi possivel observar que

ndo houve altera¢des significativas entre a quantidade total de células (Tabela 22).

Tabela 22. Atividade fagocitica (média + desvio padrdo) dos hemadcitos de Biomphalaria

glabrata, ap6s uma hora de exposicdo ao Fumarato de Tenofovir Desoproxila.

Populacéo de hemdcitos circulantes (10° por mL de hemolinfa)

Grupo indice de Beads por Total de beads Total de
fagocitose célula intracelulares hemdcitos
Controle (-) 26,91 + 1,05 0,71+0,03 70,81 £5,44 10,75+ 0,75
TDF 300 mg/L 46,79 £1,70* 1,23 +0,04* 123,13 +4,48* 10,56 + 0,38
TDF 30 mg/L 45,01 £ 2,22* 1,18 £ 0,06* 118,44 £5,83* 10,77 +£0,74
TDF 3 mg/L 34,82 +1,15* 0,92 +0,03* 91,63 +3,04* 10,19 +0,63
TDF 300 pg/L  36,12+£0,79* 0,95+0,02 * 95,06 +2,08* 10,50 + 1,57
TDF 30 pg/L 28,57 +£0,74*  0,75+0,02* 75,19 +195* 10,94 +0,38
TDF 3 pg/L 2519+2,19* 0,66+0,06* 66,38+575* 10,31+0,66
TDF 300 ng/L 26,91 + 1,69 0,71+ 0,04 70,81 + 4,46 10,19+ 1,14

* indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05).

A curva do indice de fagocitose dos hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos
ao TDF ¢é apresentada na Figura 23. Com base no indice de fagocitose em funcdo das
concentracdes de TDF, a concentracdo efetiva (CE50), de TDF para hemocitos de
Biomphalaria glabrata foi estimado em 9,84 (1,60; 13,56) mg/L em uma hora de
tratamento in vitro. N&o foi possivel estimar a concentragdo efetiva ap0s exposicao in

vivo, aguda e crbnica, dos moluscos.
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Figura 23 - Atividade fagocitica dos hemadcitos de Biomphalaria glabrata expostos ao

aumento das concentrac@es de TDF por uma hora in vitro.
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DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo que avalia os efeitos ecotoxicoldgicos do Fumarato de
Tenofovir Desoproxila sobre 0 molusco Biomphalaria glabrata (in vivo) e seus hemdcitos
(in vitro). Verificou-se neste estudo que o Biomphalaria glabrata demonstrou resisténcia
frente a exposicdo ao TDF por 72 horas e 21 dias, tolerando concentracdes de até 300
mg/L, uma vez que ndo foram observadas mortalidades significativas, comparando ao
grupo controle. Contudo, quando avaliados outros parametros, como comportamento e
citotoxicidade sobre os hemacitos, observou-se que o farmaco foi capaz de provocar

alteracdes significativas (p < 0,05) quando comparado ao controle negativo.

Os ensaios realizados in vitro, apresentaram resultados que comprovam que 0
TDF é capaz de estimular as células de defesa dos moluscos. Contudo, acredita-se que,
inicialmente, o TDF induz o0 aumento da atividade metabdlica e fagocitica dos hemacitos
de Biomphalaria glabrata, mas com a persisténcia desse estimulo, pode haver um
aumento da morte dessas células, mesmo que em baixas concentra¢des (300 pg/L). Por
outro lado, o aumento da mortalidade dos hemdcitos, assim como a redugdo de sua
concentracdo na hemolinfa, foi observado apenas durante a exposi¢do cronica dos

moluscos in vivo a maiores concentragdes do farmaco (300 e 30 mg/L).
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O aumento da ativacdo celular foi determinado por meio de MTT, pode ser
explicado pela presenca do estimulo, neste caso o TDF. Quando o MTT e reduzido pelo
hemacito, ocorre a producéo de cristais de formazan, de forma proporcional as condicoes
metabolicas das células (Bezerra et al., 1997; Pereira et al., 2006). Assim, os resultados
indicam que as células estariam ativadas pelo contato com o residuo, provocando o
estimulo ndo apenas de atividades metabolicas, mas também sua capacidade fagocitica,
uma vez que existe uma correlacdo direta entre os ensaios de fagocitose e atividade
metabolica (Bezerra et al., 1999). Como pode ser visto, um aumento, estatisticamente
significativo, na taxa de fagocitose dos hemacitos circulantes foi observada, uma hora

pos-exposicao do hemdcito.

Apdbs exposicdo in vivo dos moluscos ao TDF, observou-se que quantidade de NO
sofreu um aumento significativo apenas nas concentracdes de exposicao de 300 e 30 mg/L
de TDF. A ativacdo dos hemacitos, estimada, in vitro, pela atividade metabolica celular
(teste MTT) corroboram com os achados, in vivo, da producdo de Oxido nitrico,
principalmente em concentra¢fes mais elevadas do farmaco, sugerindo que o TDF ¢é
capaz de provocar o aumento da produgdo de NO pelos hemacitos. Esse aumento, pode
ser resultado da capacidade do TDF de estimular a quinase extracelular regulada por sinal
(ERK), responsavel pela regulacdo da producdo de NO em hemdcitos de Biomphalaria
glabrata, e consequentemente, aumentar os niveis de 6xido nitrico presentes na hemolinfa
(Pereira et al. 2006; Zahoor et al., 2009).

A partir da analise comportamental, foi possivel observar que quando expostos ao
farmaco em altas concentracGes, os moluscos tendem a apresentar uma maior frequéncia
do comportamento de fuga, ficando mais tempo fora da dgua do que o grupo controle e
0s demais tratamentos. Esse comportamento pode contribuir para uma reducdo da
exposi¢do do molusco ao TDF e consequentemente, uma reducdo da concentragcdo do

farmaco em seu organismo (Pieri & Jurberg, 1981).

A partir dos resultados observados in vitro, previa-se que a exposicdo dos
moluscos ao TDF resultaria em uma reducdo na concentragdo de hemacitos na hemolinfa,
ou seja, hemocitopenia. No entanto, apenas durante a exposicdo cronica foi possivel
observar alteracfes quanto a concentracdo total de hemaocitos presentes na hemolinfa em
moluscos expostos ao TDF na concentragéo de 300 e 30 mg/L. Esta hemocitopenia pode

ser resultado da persisténcia cronica ao estimulo e/ou pela baixa producéo de células pelo
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orgdo produtor de amebdcitos, levando uma reducdo da concentracdo de hemdcitos na
hemolinfa (Sullivan et al., 2005; Nelson et al., 2016).

Além do antirretroviral TDF, outros estudos utilizando o Biomphalaria glabrata,
como modelo bioldgico, para avaliacdo da toxicidade de diferentes farmacos, como
antineoplasico (Nakano et al., 2003), anti-inflamatorio (Sullivan et al., 2005) e hormonais
(Rivero-Wendt et al., 2014; Kaur et al., 2016), foram realizados. Os moluscos expostos
por dez dias ao antineoplasico Ciclofosfamida, apresentaram alteracbes no
desenvolvimento embrionario (Nakano et al., 2003). Aqueles expostos por 72 horas ao
anti-inflamatorio Colchicina, apresentaram aumento da frequéncia de figuras mitoticas e
hiperplasia, aumento da concentracdo média de hemacitos, aumento da mortalidade dos
moluscos e sinais claros de intoxicacdo, como a dificuldade de fixacdo do molusco
(Sullivan et al., 2005). Por fim, os moluscos expostos por quatro semanas e 30 dias aos
residuos hormonais de 17a-methyltestosterone (MT) e 5x-dihydrotestosterone (DHT)
apresentaram um aumento da producéo de espermatozoides, reducdo na sobrevivéncia,

alteracdes no tamanho da concha e peso (Rivero-Wendt et al., 2014; Kaur et al., 2016).

Quanto ao residuo farmacéutico TDF, outros organismos foram utilizados como
modelos bioldgicos para avaliar os potenciais efeitos ecotoxicoldgicos desse farmaco,
como o0 microcrustaceo A. salina. Essa espécie, assim como Biomphalaria glabrata, é um
organismo filtrador capaz de bioacumular substancias em seu organismo (More et al.,
2014; Riisgard et al., 2015). Em concentracdo de 111.82 mg/L, ap6s 24 horas de
exposicdo, A. salina apresentou a inibicdo de 50% dos organismos (Silva et al., 2019),

concentracdo capaz de provocar alteracfes em Biomphalaria glabrata.

Além do molusco Biomphalaria glabrata e A. salina, consumidores primarios da
cadeia alimentar, outros organismos como cianobactérias (Microcystis novacekii) e
bactérias (Aliivibrio fischeri), produtor primario e decompositor, respectivamente, foram
utilizados como modelos biologicos para avaliagbes ecotoxicologicos do TDF. M.
novacekii, exposta por 96 horas ao TDF apresentou IC 50% de 161.01 mg/L, enquanto a
A. fischeri exposta por 15 minutos apresentou 1C 50% de 14.83 mg/L (Silva et al., 2019).

Essa variacdo na toxicidade do TDF observada para as diferentes espécies de
organismos deve-se a diferentes fatores. Além do tempo de exposicéo, a interagéo entre
o farmaco e o organismo de cada espécie, deve ser levada em consideracdo. Apesar do
conhecimento da presenca do residuo do TDF em diferentes corpos de agua pelo mundo
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(Wood et al., 2015; Wilkinson et al., 2022), poucos estudos ambientais sobre o impacto

desse residuo, no meio ambiente aquatico, foram descritos na literatura.

Além disso, no tratamento do HIV, na maioria dos casos, 0 TDF é administrado
em conjunto com outros farmacos, os quais ndo foram testados neste trabalho. Sendo
assim, a presencga desses outros residuos no ambiente pode contribuir e potencializar
efeitos toxicos sobre o molusco, aumentando os danos causados ao ecossistema. Por este
motivo, para avaliar a ecotoxicidade de determinada substancia, € preciso levar em
consideracdo a utilizacdo de organismos de diferentes niveis troficos, pois cada espécie

pode reagir de maneira propria aos efeitos da substancia.

CONCLUSAO

Neste estudo foi apresentada a utilizacdo do Biomphalaria glabrata como modelo
biolbgico para estudos ecotoxicoldgicos em uma nova perspectiva. Sua utilizagdo, tanto
para avaliacBes in vivo como in vitro se mostraram vidveis para avaliar poluentes
emergentes, como residuos farmacéuticos, pois além de apresentarem possibilidades de
resposta in vivo e in vitro, sdo capazes de desenvolver resposta frente a substancias
insolGveis. A partir dos ensaios utilizados para estimar a toxicidade do TDF sobre
Biomphalaria glabrata, a exposicao, cronica, nas concentra¢fes 300 mg/L, 30 mg/L e 3
mg/L, mostraram-se toxicas para o molusco. Além disso, avaliou-se a hemolinfa destes
moluscos, foi possivel observar uma reducéo significativa da concentracdo de hemdcitos,
provocando uma possivel reducdo de sua capacidade de defesa interna. Embora essa
reducdo ocorra apenas em concentracdes mais altas do TDF, € necessario considerar sua
estabilidade, atividade e capacidade de se bioacumular no ambiente e em organismos
aquaticos. A partir desses resultados, para ecossistemas aquaticos, de acordo com 0 GHS
(GHS, 2011), o TDF pode ser considerado como uma substancia tdxica para
Biomphalaria glabrata, pois foi capaz de causar efeitos nocivos em concentragdes entre

1 mg/L e 10 mg/L apés exposigdo cronica (21 dias) do molusco.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir da revisdo no capitulo 2, foi possivel observar que um nimero
consideravel de artigos utilizando Biomphalaria glabrata em ensaios de ecotoxicidade
vem sendo realizados. Contudo, poucos estudos déo énfase aos efeitos da exposicdo de
residuos farmacéuticos e seus metabolitos sobre os hemacitos. Além disso, ndo foram
encontrados estudos que realizem ensaios como atividade metabdlica e producéo de 6xido
nitrico na hemolinfa de Biomphalaria glabrata, ambos potenciais bioindicadores para
estudos de ecotoxicidade.

Jano capitulo 3, observamos que para obter bons resultados, ndo basta apenas um
bom delineamento do experimento in vitro, mas também o bem-estar fisico e biolégico
do molusco. Além dos cuidados basicos com a manutengdo e criagdo dos moluscos, 0
controle da qualidade da &gua do aquério de criacdo também deve ser respeitado. Neste
capitulo foi demonstrada a importancia de se avaliar as op¢oes disponiveis para o ensaio,
desde o meio de cultura até os diferentes tempos de exposi¢do dos hemaocitos. A partir
dessa padronizacgdo do ensaio, foi possivel estabelecer os melhores tempos de incubacéo

com o farmaco, as microparticulas e o corante MTT para ensaios de citotoxicidade em
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estudos de ecotoxicologia, contribuindo para o desenvolvimento de novos estudos na

area.

Desta forma, no capitulo 4 teve-se como objetivo apresentar novas possibilidades
de ensaios utilizando o Biomphalaria glabrata como modelo bioldgico em estudos de
ecotoxicidade, com énfase em residuos farmacéuticos e seus efeitos citotoxicos sobre 0s
hemacitos. Além disso, sua utilizacdo, tanto para avaliagdes in vivo como in vitro se
mostraram viaveis para avaliar poluentes emergentes, como residuos farmacéuticos, pois
além de apresentarem possibilidades de resposta in vivo e in vitro, sdo capazes de

desenvolver resposta frente a substancias insoluveis.

Deve-se destacar também que, no caso da doenca AIDS, a maioria dos tratamentos
sdo realizados utilizando um conjunto de farmacos, os quais ndo foram testados neste
trabalho e que também se encontram no ambiente aquatico. Sendo assim, as presencas
desses outros residuos presentes no meio ambiente aquatico podem contribuir, ou ndo,
para a potencializacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos sobre o molusco e seus hemdacitos,

aumentando ainda mais 0s danos causados ao ecossistema.

Sabendo-se da existéncia de diversos residuos farmacéuticos em corpos de agua
por todo mundo, somada a dificuldade de sua remocdo e aos efeitos deletérios para
incontaveis espécies, avaliar seus efeitos é fundamental para promover formas de
tratamento e reducdo dos residuos. Isto porque, a responsabilidade da producdo de
conhecimentos sobre o impacto ambiental desses residuos € tanto do setor farmacéutico
como da academia. Para isso, a avalia¢do ecotoxicol6gica de determinada substancia deve
levar em consideracgdo a utilizacdo de organismos de diferentes niveis troficos, pois cada
espécie pode reagir de maneira propria aos efeitos da substancia. Desta forma, a promocao
de estudos como este podem contribuir para minimizacdo dos riscos tanto ao ambiente,

guanto a satde humana.
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