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RESUMO

A utilizacdo de nanoparticulas, de diferentes tipos e finalidades, vém crescendo a cada ano.
Provocando uma inevitavel exposicdo ao meio ambiente e a salide humana, o que tem
motivado a realizacdo de estudos direcionados aos impactos desses nanomateriais. Entre essas
nanoparticulas, estdo os nanocristais fluorescentes de semicondutores, 0s pontos quanticos
(PQs), que vém sendo bastante aplicados nas areas biomédica e eletronica. Dentro deste
contexto, estudos com bioindicadores ambientais sensiveis, tais como o0s moluscos
Biomphalaria glabrata, se faz relevante. Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
impacto de suspensdes de PQs de CdTe no meio aquatico, através do molusco Biomphalaria
glabrata. Foram utilizadas suspensdes de PQs de CdTe, estabilizados com 4cido
mercaptossuccinico (AMS) - 3 nm de diametro e pH 7,0. Para os bioensaios, primeiramente
retirou-se o excesso de precursores da sintese, utilizando-se colunas de ultrafiltracdo, 10 kDa.
Para os estudos de toxicidade aguda, foram utilizados embribes na fase de blastula e caramujos
adultos pigmentados. Os embrides foram expostos as concentracdes de 1,2; 2,5; 5; 10 e 20 nM
e 0s animais adultos a 50; 100; 200 e 400 nM de PQs de CdTe, ambos por 24 h. Com a finalidade
de verificar a fonte dos efeitos toxicos, os animais foram submetidos ao AMS (50%) e ao
sobrenadante da suspensédo (SBS), em volumes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 pL para embrides e 200;
400 e 800 pL para adultos. O grupo controle negativo continha agua filtrada e declorada e o
grupo controle positivo, niclosamida (Bayluscide-Bayer) a 3 uM, submetidos as mesmas
condicdes dos grupos testes. Os embrides foram observados por 8 dias consecutivos através de
microscopio estereoscopico. Os pardmetros observados foram viabilidade (eclosdo) e
inviabilidade (mortos e malformados). Os moluscos adultos foram avaliados quanto a
sobrevivéncia e a mortalidade. Os individuos que sobreviveram a exposi¢do foram submetidos
a analise mutagénica, por meio do ensaio do micronucleo. Em cada grupo foram analisadas
1000 células, em triplicata. Os PQs apresentaram aproximadamente 60 e 80% de mortalidade
de embrides, para as concentracdes de 1,2 e 2,5 nM respectivamente, e 100% de letalidade para
as demais concentracbes. A mortalidade teve um comportamento dose-dependéncia,
aproximadamente 20; 56 e 68% para as concentracfes de 50; 100 e 200 nM respectivamente, e
100% para 400 nM. Testes com AMS e o SBS néo apresentaram mortalidade dos moluscos
adultos e nem diferenca significativa nos embrides. O controle negativo apresentou 100% de
sobrevivéncia, o controle positivo 100% de mortalidade em relagdo aos embrides e aos
moluscos adultos. Os hemdcitos dos moluscos adultos sobreviventes as exposicoes
apresentaram micronucleos (MN), binucleacdes (BN) e apoptose celular (AP), e a AP
apresentou diferenca significativa quando comparada ao grupo controle negativo e demais
grupos testes. Portanto, os resultados demonstraram que quanto maior a concentracdo de PQ de
CdTe maior a toxicidade aos moluscos B. glabrata. Sugere-se que estes eventos estejam
relacionados ao tempo de exposicao & suspensdo e a concentracéo de Cd?*. Assim o B. glabrata
mostrou ser um bioindicador sensivel para avaliar a toxicidade de PQs de CdTe em ambientes
aquaticos.

Palavras chaves: Pontos quanticos. CdTe. Toxicidade. Bioindicador. Biomphalaria glabrata.



ABSTRACT

The use of nanoparticles, of different types and purposes, has been growing every year. It causes
an unavoidable exposure to the environment and to human health, which has motivated the
realization of studies directed to the impacts of these nanomaterials. Among these nanoparticles
are semiconductor fluorescent nanocrystals, quantum dots (QDs), which have been widely
applied in biomedical and electronic areas. Within this context, studies with sensitive
environmental bioindicators, such as the mollusks Biomphalaria glabrata, become relevant.
The objective of this work was to evaluate the potential impact of suspensions of CdTe QDs on
the aquatic environment, through the mollusks Biomphalaria glabrata. CdTe QDs suspensions,
stabilized with mercaptosuccinic acid (MSA) - 3 nm in diameter and pH 7.0, were used. For
bioassays, first the excess precursors came from the synthesis were removed using 10 kDa
ultrafiltration columns. For the acute toxicity studies, it was used embryos in the blastula phase
and adult pigmented snails. Embryos were exposed to CdTe QDs concentrations of 1.2; 2.5; 5;
10 and 20 nM and the adult animals at 50; 100; 200 and 400 nM, both for 24 h. In order to
verify the source of the toxic effects, animals were also submitted to MSA (50%) and to the
supernatant of the suspension (SBS), in volumes of 2.5; 5; 10; 20 and 40 pL for embryos and
200; 400 and 800 uL for adults. The negative control group contained filtered and dechlorinated
water and the positive control group, niclosamida (Bayluscide-Bayer) at 3 uM, submitted to the
same conditions as the test groups. Embryos were observed for 8 consecutive days using a
stereomicroscope. The parameters observed were viability (embryos that hatch) and non-
viability (dead and malformed). Adult mollusks were evaluated for survival and mortality. The
individuals who survived the exposure were submitted to mutagenic analysis, by means of the
micronucleus assay. In each group, 1000 cells were analyzed in triplicate. The QDs presented
approximately 60 and 80% of embryo mortality, for the concentrations of 1.2 and 2.5 nM
respectively, and 100% of lethality for the other concentrations. Mortality had a dose-
dependence behavior, approximately 20; 56 and 68% for the concentrations of 50; 100 and 200
nM respectively, and 100% for 400 nM. Tests with AMS and SBS showed no adult mollusks
mortality and no significant difference in embryos. The negative control presented 100%
survival, the positive control 100% mortality in relation to the adult embryos and mollusks. The
hemocytes of adult mollusks which survive the exposures presented micronuclei (MN),
binucleations (BN) and cellular apoptosis (AP), and AP presented a significant difference when
compared to the negative control group and other test groups. Therefore, results demonstrated
that the higher the CdTe QDs concentration, the greater the toxicity to B. glabrata mollusks. It
is suggested that these events are related to the time of exposure to the suspension and the
concentration of Cd?*. Thus, B. glabrata showed to be a sensitive bioindicator to evaluate the
CdTe QDs toxicity on aquatic environments.

Key words: Quantum dots. CdTe. Toxicity. Bioindicator. Biomphalaria glabrata.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é um dos ramos da ciéncia que mais tem se desenvolvido atualmente.
Muitos dos nanomateriais se encontram em produtos inovadores, como cosméticos e
eletrbnicos, e até mesmo nas areas da biologia e medicina. Devido a crescente producédo e
aplicacdo de nanoparticulas (NPs), sabe-se que a maior parte dos rejeitos produzidos nas
industrias é liberado no meio ambiente, em especial nos ecossistemas aquaticos, e isto tem
provocado uma ampla discussdo sobre os riscos potenciais destes nanomateriais, sua liberacao
no meio ambiente e para a saude humana, bem como sua interacdo, bioacumulacdo ou
transferéncia em cadeias alimentares aquaticas (KIM et al., 2003; JACKSON et al., 2012; MA;
LIN, 2013).

Pontos quéanticos (PQs) sdo nanocristais fluorescentes de semicondutores com tamanhos
que variam de 2 a 10 nm. E vém sendo bastante empregados em Ciéncias da Vida e na produgéo
de dispositivos eletrdnicos, por apresentarem Unicas propriedades Opticas, tais como: largo
espectro de absorcdo; estreito espectro de emissdo; comprimento de onda sintonizavel com o
tamanho; superficie ativa e resisténcia a fotodegradacdo (RESCH-GENGER et al., 2008;
PEREIRA et al., 2016; WANG et al., 2016).

Muitos desses PQs podem vir a ser descartados, tendo como destino final o0 ambiente
aquatico, e este fato representa uma atual preocupacdo, visto que podem causar danos diretos
ou indiretos a saude e a sobrevivéncia dos organismos quando expostos. Quando constituidos
por cadmio, a ecotoxicologia relaciona a liberacdo desse ion como o principal mecanismo de
toxicidade associado a esses nanocristais, porém outros fatores também podem modular a sua
acdo bioldgica, tais como: tamanho, forma e composicdo da superficie dessas nanoparticulas,
além do tipo de organismo exposto (TANG et al., 2013; ALl et al., 2014; BOUR et al., 2015;
ABD-ALLA; NAFDY; KHALAF, 2016). Como a nanotecnologia é uma area relativamente
nova e os parametros relacionados a sua toxicidade s&o muitos, ndo ha protocolos totalmente

estabelecidos e avaliados para muitas nanoparticulas, 0 que mantém essa discussao aberta.

O monitoramento das aguas, até recentemente, era feito basicamente utilizando apenas
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, os quais ndo sdo suficientes para demonstrar a
toxicidade que pode vir a ser induzida nos organismos habitantes desses ecossistemas. O

CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) tem sugerido a investigacao
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ecotoxicolégica com organismos e ensaios adequados, 0s quais sdo determinados pelos 6rgaos
estaduais. Atualmente, parte dos estudos de toxicidade aquéatica tem gerado respostas com base
em efeitos agudos observados em peixes, anfibios e algas. No entanto, a maior parte dos
organismos existentes nesses ecossistemas € de invertebrados, e 0s moluscos merecem

destaque, pois sdo 0s mais abundantes nesse habitat (KRISTOFF et al., 2010).

Neste sentido, 0 molusco Biomphalaria glabrata tem sido aplicado como um sensivel
bioindicador de agentes quimicos (agrotoxicos, Oleo essencial, extratos vegetais) e fisicos
(radiacdo ionizante e ndo ionizante) e 0 mesmo tem se mostrado um promissor modelo
experimental (OKAZAKI et al., 1996; TALLARICO et al., 2004; ESTEVAM et al., 2006;
CANTINHA et al., 2010). Isso se deve as suas caracteristicas bioldgicas e ambientais, ideais a
um bioindicador, tais como ampla distribuicdo geografica, facil manutencdo em laboratério,
alta sensibilidade, curto ciclo de vida e facil reproducéo facilitando assim a deteccdo de fatores
que podem interferir no curso normal do ecossistema (ESTEVAM et al., 2006; CANTINHA et
al., 2010). Dentro desse contexto, este trabalho explorou a sensibilidade do caramujo B.
glabrata, contemplando tanto sua fase embrionaria como adulta, a fim de avaliar parametros de

toxicidade quando estdo expostos aos pontos quanticos de Telureto de Cadmio (CdTe).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

Avaliar os efeitos toxicos e citotoxicos de suspensdes de pontos quanticos (CdTe) em ambientes

aquaticos utilizando os moluscos Biomphalaria glabrata.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar os PQs do CdTe com o agente estabilizante: acido
mercaptossuccinico (AMS).

e Analisar os efeitos toxicos das suspensdes de CdTe sobre os embrides, no estagio de
blastula, de moluscos Biomphalaria glabrata.

e Avaliar a toxicidade aguda das suspensdes de CdTe em caramujos adultos B. glabrata,
por meio dos seguintes parametros: mortalidade e sobrevivéncia

e Verificar a citotoxicidade das suspensdes de CdTe por meio da andlise das células

hemocitarias dos caramujos adultos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pontos quénticos

Pontos quanticos (PQs) sdo nanocristais de semicondutores, que representam uma nova
classe de sondas fluorescentes, e que estdo ganhando popularidade frente aos fluor6foros
organicos em diversas aplicagdes bioldgicas, tais como em ensaios bioanaliticos, aquisicdo de
imagens in vitro de células e tecidos, além da aquisicdo de imagens in vivo de pequenos animais
(SINGH et al., 2012; PROBST et al., 2013; ZHANG et al., 2014), além da sua vasta aplicacdo
em dispositivos eletronicos, tais como displays, sensores e telefones celulares (WANG et al.,
2016; SHEHAB; EBRAHIM; SOLIMAN, 2016, QUESADA-GONZALEZ, MERKOCI,
2017).

Os semicondutores solidos apresentam um band gap relativamente pequeno (menor que
4 eV) localizado entre as bandas de valéncia (BV) e de conducdo (BC). Se for fornecida energia
suficiente através de fotons, por exemplo, assim como mostra a Figura 1, ird ocorrer a excitagdo
de elétrons da BV para a BC, gerando um par elétron-buraco (éxciton). Com o decaimento
energético os elétrons vdo retornar para a BV, resultando assim na emissdo de luz ou
fluorescéncia por esses materiais (SMITH; GAO; NIE, 2004; YONG et al., 2012).

Figura 1 — Fluorescéncia em semicondutores: o elétron (e”) é excitado e promovido para a banda de
condugdo (BC), ha formacdo de éxciton, e apds relaxacdo e recombinacdo excitbnica, finalmente é
gerada a emissdo de fluorescéncia. Onde: h* representa o buraco gerado na banda de valéncia (BV), pela
excitacdo do elétron; hv € a energia de um foton (E) necessaria para excitar a amostra (E = hv, onde h é
a constante de Planck e v é a frequéncia de luz).

el A [ =] [CeJec
,-\_,-332\_,. l I l J AN Hluorescéncia
" h’ =

Excitacéo Exciton  Relaxacdo Recombinacdo Emisséo
excitonica

Fonte: PEREIRA, 2014.

Em relacdo aos corantes organicos convencionais, 0s PQs possuem varias propriedades
unicas que lhes conferem algumas vantagens, dentre elas: (1) largo espectro de absorcéo,
propiciando que uma Unica fonte de luz possa excitar a fluorescéncia de varias nanoparticulas

(NPs), assim como observado na Figura 2; (2) estreito espectro de emissao permitindo maltiplas
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marcacOes simultaneas; (3) forte resisténcia a fotodegradacdo, permitindo o estudo de sistemas
bioldgicos por um longo periodo de tempo (Figura 3); (4) emisséo de luz em diferentes regides
do espectro, sendo o comprimento de onda de emissdo sintonizavel com o tamanho (Figura 4)
(PENG et al., 1997; JAISWAL et al., 2003; RESCH-GENGER et al., 2008).

Figura 2 — Espectros de absorcao e emissao tipicos de PQs e corantes organicos convencionais.
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§

Fonte: Adaptada de FARIAS et al., 2007.

Figura 3 — Comparacao da resisténcia a fotodegradacdo dos PQs ao longo do tempo em comparagéo ao
corante organico AlexaFluor. Antigenos nucleares marcados por PQs (630 nm), em vermelho, e
microtibulos marcados pelo corante organico (488 nm), em verde. Barra de escala, 10 pum.

Fonte: Adaptada de WU et al., 2003.

Figura 4 — Relagéo entre tamanho e comprimento de onda de fluorescéncia dos PQs.
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Fonte: AUTORA.
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PQs apresentam didmetros que podem variar aproximadamente de 2 a 10 nm, e serem
controlados pelos seus pardmetros da sintese, tais como tempo de reacdo e quantidade de
precursores, e dependendo dos elementos quimicos ¢é possivel obter determinadas “cores” de
fluorescéncia, podendo sintonizar no comprimento de onda de emissao do azul (menores PQs)
até o comprimento de onda vermelho (maiores PQs), dependendo do semicondutor utilizado
(CHAN; NIE, 1998; YANG et al., 2016). As propriedades Opticas dos PQs podem ser entdo
moduladas espectralmente por meio do ajuste do band gap. Quando uma nanoparticula de
semicondutor é menor do que o raio de Bohr?, ela esta em regime de confinamento quéntico e
é chamada de quantum dot. O band gap sera menor conforme o aumento do tamanho dos PQs,
gerando nesse caso nanocristais fluorescentes na regido do vermelho (uma vez que o

comprimento de onda emitido é inversamente proporcional ao band gap).

PQs apresentam uma estrutura complexa, onde o ntcleo ou “core”, responsavel pelas
propriedades dpticas (como absorcdo e emissdo de fluorescéncia), € frequentemente revestido
por uma camada de passivacao, composta geralmente de outro material semicondutor, chamada
de casca ou “shell”, a qual esta relacionada com a fotoestabilidade e com a qualidade de emisséo
das nanoparticulas (FONTES et al., 2012; ESTUPINAN-LOPEZ et al., 2016; PEREIRA et al.,
2016). Ambos (nucleo e casca) normalmente sdo feitos de semicondutores compostos por
elementos dos grupos da tabela periddica, 11-V1 ou I11-V. Sendo os do tipo 11-VI os sistemas
mais estudados, onde se enquadram o CdTe (telureto de cadmio) e o ZnSe (seleneto de zinco),
por exemplo (ALIVISATOS; GU; LARABELL, 2005; FONTES et al., 2012).

No decorrer da sintese, em meio organico ou aquoso, 0s PQs podem ser revestidos por
moléculas organicas ou inorganicas — que agem como estabilizantes/funcionalizantes (Figura
5) (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; PEREIRA et al., 2016). A sintese aquosa dos
nanocristais é de grande interesse, pois, é reprodutivel, de baixo custo e hidrofilica (LI et al.,
2004; PILLA et al., 2012). Para os procedimentos da sintese aquosa, as principais classes de
moléculas organicas utilizadas como agentes estabilizantes/funcionalizantes sdo: &cido
mercaptopropidnico (AMP), L-cisteina (CYS) e &cido mercaptossuccinico (AMS), entre outros
(FONTES et al., 2012).

! Quando um elétron (e") € excitado e vai para a BC, ele deixa um “buraco” na BV, o elétron-buraco. Uma forca
atrativa mantém este par elétron-buraco movendo-se juntos e sempre com uma distancia média entre eles (distancia
entre " e h*), 0 que é entdo chamado de raio de Bohr, em referéncia ao &tomo de hidrogénio.
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Figura 5 — Representacdo esquematica de um PQ revestido por um agente estabilizante.

estabilizante

QD (nicleo)

Camada de passivacao

Fonte: AUTORA.

Os agentes estabilizantes utilizados na sintese dos PQs apresentam em sua estrutura o
grupamento tiol (~SH), como podemos analisar na Figura 6, possibilitando que os a&tomos de
enxofre se liguem aos atomos de cddmio do nucleo, formando assim, a camada de passivagédo
da nanoparticula. Adicionalmente, estes agentes estabilizantes possuem normalmente um
grupamento carboxilico ou amina, que podem ainda atuar como funcionalizantes, permitindo a
ligacdo com outras biomoléculas, como proteinas e lipideos (SHAVEL; GAPONIK;
EYCHMULLER, 2006; ROGACH et al., 2007).

Figura 6 - Formulas das estruturas quimicas dos principais agentes estabilizantes utilizados para

obtencdo de PQs: (A) é&cido mercaptopropionico (AMP), (B) L-cisteina (CYS) e (C) é&cido
mercaptosuccinico (AMS).

0 0 0
~ OH
HS O oS S, M O SH
(A) (B) (C)

Fonte: Adaptada de CABRAL FILHO, 2013.

Pontos quéanticos sdo tidos como sondas promissoras para dispositivos
quimicos/biologicos, diagndstico e compreensdo de processos bioldgicos. Por exemplo, Geng
et al. (2016) utilizaram PQs-hemina como modelos de sondas fluorescentes na deteccdo da
absorcdo do grupo heme, pelas células Caco-2 (adenocarcinoma). Cabral Filho et al. (2016)
demonstraram que PQs de CdTe conjugados a transferrina permitiram uma melhor
compreensdo do trafego dos receptores dessa proteina presentes na superficie celular em
glioblastomas, através da incubacgédo de PQs com as linhagens celulares U87 (glioblastoma) e

DBTRG-05MG (glioblastoma recorrente). O principal obstaculo para o éxito dessas aplicacdes
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é o controle da sua possivel toxicidade, que pode depender, por exemplo, do tamanho, da
composicdo e principalmente da quimica da superficie desses nanocristais (BEARD et al.,
2009).

3.2 Toxicidade relacionada aos PQs

Conforme as suas propriedades o&pticas j& mencionadas, os PQs estdo sendo
extensivamente explorados em diversos campos da biologia em experimentos in vitro e in vivo,
e no campo dos dispositivos eletrénicos, sendo portanto expostos a diversos grupos de seres
vivos e ao meio ambiente, assim € importante investigar a biocompatibilidade dessas
nanoparticulas. Até agora, pouco se sabe sobre os efeitos nocivos da introducdo de alguns
metais sob a forma de nanoparticulas e as consequéncias para 0s ecossistemas naturais, bem
como a sua interacdo, bioacumulacdo ou transferéncia em cadeias alimentares, uma vez que
com sua popularizacdo também védo precisar ser descartados (KIRCHNER et al., 2005;
JACKSON et al., 2012; MA; LIN, 2013; YONG et al., 2013; ZENG et al., 2014).

Algumas caracteristicas que geralmente sdo associadas com a toxicidade dos PQs sdo: (1)
o tamanho da nanoparticula, (2) o revestimento de sua superficie, (3) a sua interacdo bioldgica,
associada a liberacao de ions (4) a producdo de espécies reativas de oxigénio e (5) até mesmo
0 tipo de sistema biolégico envolvido no estudo (ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012;
LOVE et al., 2012).

Com os diferentes tipos existentes de PQs, as diferentes vias sintéticas, diferentes formas
de concentracGes de NPs aplicadas, além das diversas linhagens celulares e/ou sistemas in
vivo que sdo testados, tais como ratos, peixes, moluscos, torna-se bastante complicado

padronizar de fato a real toxicidade desses nanomateriais.

3.2.1 Tamanho

O tamanho e a morfologia das nanoparticulas sao fatores importantes que, provavelmente,
regulam as interagcdes nano-bioldgicas. Pontos quéanticos menores podem ter uma velocidade
de adsorcdo mais rapida do que as nanoparticulas maiores (ZHANG; RITTMANN; CHEN,
2011). Devido ao tamanho pequeno das nanoparticulas, elas podem ser transportadas pelo
sangue e ir em direcdo a varios 0rgaos e tecidos, tais como figado e baco, podendo entrar nos
Orgdos por meio da absorcdo pelas membranas celulares, dependendo do tamanho das NPs, ou

serem endocitadas por células, como os macrofagos (WANG et al., 2013).
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PQs de CdTe cationicos de tamanho 5,7 nm foram localizados em todo o citoplasma de
células N9 (linhagem de células da microglia), mas ndo no nicleo, em contraste, aos PQs de
2,3 nm foram observados predominantemente no compartimento nuclear. Apés 1 h de
exposicao foi possivel observar que as células comecaram a mudar sua morfologia, exibindo
nacleos picnéticos (em processo de apoptose). Assim, neste exemplo, o tamanho, e ndo a carga,
foi um fator determinante na localizacio subcelular (LOVRIC et al., 2005a).

Em estudos sistematicos com camundongos, observou-se que os PQs de CdSe/ZnS
revestidos com Cys (cisteina) e com menores didmetros hidrodindmicos? (HD = 4,36 nm) foram
eliminados de maneira mais rapida e eficaz, através do processo de depuracgdo renal, do que 0s
PQs de diametros hidrodinamicos maiores (HD = 8,65 nm), que ndo foram encontrados na

bexiga, mas ficaram presos no figado, pulméao e baco (CHOI et al., 2007).

A parede celular de microrganismos, como as algas, é o principal meio de interacdo com
PQs, porém como o tamanho dos poros na parede é em média de 5-20 nm de diametro, esta
acaba atuando como uma barreira impedindo a absor¢do dos PQs, pois apesar de apresentarem
didmetros entre 2-10 nm, possuem também a capacidade em se agregar em meio aquoso
(podendo chegar a HD > 50 nm) (ROCHA et al., 2017).

3.2.2 Superficie

PQs catidnicos hidrofilicos (positivamente carregados), ou hidrofébicos, podem em geral
causar maior toxicidade celular do que os PQs anidnicos (negativamente carregados) e
hidrofilicos. A toxicidade dos PQs catiénicos pode ser atribuida as interacdes de cargas, uma
vez que as membranas celulares sdo negativas e essas NPs sdo positivas, 0 que pode levar até a
desestabilizacdo da membrana, porém essa toxicidade pode ser reduzida com a adicdo de
polietilenoglicol (PEG) na superficie dos PQs, tornando-os mais biocompativeis (HARDMAN,
2006; TAN et al., 2010; ZENG et al., 2014).

No entanto, alguns estudos sugerem que PQs, mesmo revestidos, podem afetar o
crescimento e viabilidade celular. PQs de CdSe/ZnS com nucleo hidrofdbico revestido com n-
polietilenoglicol fosfatidiletanolamina (PEG-PE) resultou em anormalidades celulares

(viabilidade, motilidade) quando injetados em blastdbmeros de embriGes de Xenopus em

2 0 tamanho fisico dos pontos quanticos é determinado pelo raio-X ou por microscopia eletronica, ja o didmetro
hidrodinamico é medido pelo DLS (Dynamic light Scattering - Dispersdo de luz dindmica) e inclui as cargas de
superficie.
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concentragdes de 5x10° PQs/célula, enquanto que as células injetadas com 2x10° PQs/célula
exibiu um fendtipo normal e estatisticamente semelhante aos embrides ndo injetados
(DUBERTRET et al., 2002), indicando também o papel da concentracdo dessas NPs.

Em outro estudo, Hoshino et al. (2004) avaliaram a toxicidade em células de
linfoblastoma (WTK-1) com 12 h de tratamento através do ensaio do cometa. Para o primeiro
grupo foi utilizada a concentracédo de 4 uM de PQs estabilizados com cisteamina e para 0
segundo grupo foi aplicada uma concentracdo de 2 UM de PQs estabilizados com acido
mercaptoundecandico (AMU), este por sua vez, tratado também por 2 h. Os autores observaram
que os PQs com cisteamina apresentaram-se sendo fracamente genotoxicos apos as 12 h de
tratamento. Enquanto que PQs/AMU, mostraram maior genotoxicidade, com aumento
significativo no comprimento da cauda dos cometas, ao serem tratados por 2 h, e logo ap6s o

tratamento de 12 h eles ndo visualizaram danos ao DNA, supondo assim o reparo celular.

Lovri¢ et al. (2005a) avaliaram a toxicidade de PQs de CdTe carboxilados estabilizados
com AMP (negativamente carregado) e cisteamina (positivamente carregado) e observaram que
eles eram citotoxicos para células de feocromocitoma de rato em culturas em concentracdes de
10 pg/mL, e os PQs de CdTe ndo revestidos (sem a presenca de estabilizantes) foram citotoxicos
a1l pg/mL, e ndo houve diferenca em relacéo a carga. Galeone et al. (2012) trataram Drosophila
melanogaster com PQs de CdTe/ZnS revestidos com AMU e também com PC-PQ-PEG
(polimero anidrido maleico octadeceno e PEG) a uma concentracdo de 130 nM, e eles
observaram que com AMU houve uma queda no tempo de vida dos insetos, cerca de 58%,
enguanto que com PC-PQ-PEG foi de apenas 18% de mortalidade. Assim, estudos como esses

mostram a falta de consenso que ainda existe sobre a toxicidade de PQs.

3.2.3 Interacdo bioldgica - Liberacao de ions

Os nanomateriais podem entrar na corrente sanguinea apo6s inalagéo, injecéo, ingestao, ou
exposicdo dérmica, circulando rapidamente dentro do corpo e podendo ser absorvidas por
células de 6rgdos e tecidos (WANG et al., 2013). A maioria das pesquisas, nesta area de estudo,
conclui que a via de endocitose constitui o principal processo do transporte final de PQs ao
interior das celulas. Quando armazenadas no interior das células, as NPs podem causar efeitos
prejudiciais, mesmo que sejam absolutamente inertes e que ndo sejam degradadas ou ndo reajam
(JORDAN et al., 1999; LAM et al., 2004; KIRCHNER et al., 2005).
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As nanoparticulas, tais como os PQs, podem ser excretadas do corpo através da urina ou
fezes. Porém, os PQs podem acabar ndo sendo totalmente excretados do organismo, ficando
retidos nas células, 6rgdos e tecidos, por exemplo, no interior do trato digestivo, impedindo as
trocas normais (absorcao de nutrientes), resultando na perturbacéo das fungdes dos 6rgaos ou
tecidos, e consequentemente, podem induzir a toxicidade crénica do 6érgdo (metabdlica,
imunotoxica ou até mesmo a genotdxica) (GEYS et al., 2009; LI et al., 2014; BOUR et al.,
2015; CABALLERO-DIAZ; CASES, 2016).

PQs de CdTe hidrofilicos podem chegar a ultrapassar a barreira bioldgica e entrar no
sistema circulatério dos animais, como ja foi demonstrado no inseto Drosophila, devidamente
facilitado por possuir o sistema circulatério aberto, assim como os moluscos, 0 que pode
promover a ocorréncia de danos as células, levando a formacdo de ROS (espécies reativas de
0xigénio) e induzindo a morte celular (REY, 2001; PESSOA; MARTINS, 2011; GALEONE et
al., 2012; LIU et al., 2014).

Ma-Hock et al. (2012) investigaram a toxicidade por inalagdo de um aerossol liquido
composto por PQs de CdS/Cd(OH)2 em ratos e constataram que apos a inalagdo durante 6 h por
5 dias consecutivos o cadmio foi detectado nos pulmdes, figado, rins e fezes, mas ndo na urina.
E que os PQs que se sedimentaram nos bronquios poderiam passar para faringe, e acabar
entrando no trato gastrointestinal, o que explicaria a excre¢do de Cd?" nas fezes. Apds 3
semanas de exposicao, os pulmdes ainda apresentavam sinais de Cd?*, o que foi definido como
pertencente ao PQ, uma vez que cadmio livre ndo perduraria por tanto tempo. Os resultados
deste estudo indicam que existe pouca eliminacdo de PQs depois que eles se tornam acessiveis
no organismo, apesar de ndo terem sido observados sinais de toxicidade durante o periodo de

exposi¢cdo em nenhum dos animais em estudo.

Peixes adultos da espécie Fundulus heteroclitus foram alimentados com dieta rica em
PQs CdSe/ZnS (10 pg/dia) e CdCl2 (5,9 pg/dia) ambos durante 85 dias. Apesar da dieta de PQs
conter mais cadmio que na dieta de CdCly, foi encontrada uma concentragdo menor de cadmio
no intestino e no figado dos peixes alimentados com a primeira dieta, aproximadamente 180 e
130 vezes menor do que os peixes que receberam a dieta com Cd?* livre, respectivamente
(BLICKLEY etal., 2014).

Mexilhdes Mytilus galloprovincialis, ap6s a ingestdo de PQs de CdTe a uma concentragdo

de 10 pg/L (6 nm) apos 14 dias, apresentaram concentracdo de Cd?* em seus tecidos referente
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aos PQs (branquias = 35 vezes; glandula digestiva = 55 vezes) e Cd?* dissolvido (branquias =
84 vezes; glandula digestiva = 135 vezes) quando comparado com 0 grupo ndo exposto. Um
acumulo maior pelas células da glandula digestiva, que ocorreu através do mecanismo de
endocitose, corrobora com a funcdo desta glandula em armazenar e desintoxicar ambas as
formas de Cd?* nos organismos (ROCHA et al., 2015a).

A liberacéo de ions é bastante relatada como um dos principais aspectos de toxicidade
relacionada aos PQs, principalmente o ion cadmio (Cd?*), alguns pontos quanticos ao serem
endocitados pelas células, sofrem dissolucéo e liberam Cd?* a partir das particulas, que acabam
se alojando no reticulo endoplasmaético (Figura 7) (CHEN et al., 2012; MORELLI et al., 2012;
TANG et al., 2013; ROCHA et al., 2015c).

Figura 7 - llustragdo esquematica da citotoxicidade induzida por PQs & base de cadmio (Cd?*). As
nanoparticulas de PQs de CdTe sdo transportadas através da membrana celular para o interior da célula,

enquanto que os fons de Cd?* que compdem os PQs séo liberados no citoplasma e se acumulam no
reticulo endoplasmético.

- PQs CdTe

Fonte: CHEN et al., 2012.

O cadmio é um metal ndo-essencial, que pode alterar as vias metabdlicas, danificar as
células, tecidos e 6rgaos, romper as cadeias de DNA e inibir a sintese de biomoléculas,
classificado como uma substancia carcinogénica humana pela Agéncia Internacional de
Investigacdo sobre o Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC) (IARC,
1993; BAE; LIM, 2012; LIl et al., 2014; FILIMONOVA et al., 2016).

3.2.4 Producédo de ROS (espécies reativas de oxigénio)

De acordo com Yan; Gu; Zhao (2013), pode também ocorrer a produ¢do de ROS mediada
por nanomateriais, tais como os PQs. Devido ao tamanho dos nanomaterias, sua area de

superficie é elevada fazendo com que esses materiais se tornem altamente reativos. Em especial,
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como o0s PQs séo fluorescentes, ao serem ativados pela luz, pode ocorrer uma maior produgéo
de ROS por mecanismos do tipo | e tipo Il. No mecanismo tipo | pode haver transferéncias de
elétrons para moléculas que contém oxigénio, levando a producdo de superoxido, radical
hidroxila e peréxido de hidrogénio, por exemplo. Ja no mecanismo tipo Il pode acontecer
também a transferéncia de energia para o oxigénio molecular presente no meio, gerando assim

a sua forma tdxica, o oxigénio singleto.

A formacéo de ROS por sua vez pode contribuir para a inflamacao de células, resultando
na desregulacdo de suas funcGes fisioldgicas normais, além de outros danos oxidativos, tais
como a peroxidacao lipidica e genotoxicidade (danos ao DNA) (WILLARD; VAN ORDEN,
2003; LOVRIC et al., 2005b; GAGNE et al., 2008; FU et al., 2014). Devido & exposicio a ROS
pode ocorrer 0 aumento nos niveis de célcio intracelular, desse modo a interferéncia atraves de
PQs nos sinais de calcio também pode ser um possivel mecanismo de toxicidade, uma vez que
a alteracdo na quantidade de célcio intracelular pode prejudicar diversas fungfes no organismo,
por exemplo, desregular a fungdo mitocondrial, causar danos a cromatina, e pode também
ocasionalmente acarretar a morte da célula (WANG; JOSEPH, 2000; MACREZ;
MIRONNEAU, 2004; LIU et al., 2014).

Lovri¢ et al. (2005b) analisaram células de cancer de mama (MCF-7) incubadas com 0s
PQs CdTe revestido com AMP - &cido mercaptopropionico (10 pg/mL) e verificaram a
producdo de ROS ap6s 4 h de incubagdo, mesmo sem ativacdo direta da luz, provavelmente
devido a exposicdo minima a luz visivel durante a preparacdo do experimento. Em 24 h, as
mitocondrias estavam agregadas a regido perinuclear das células incubadas com PQs CdTe,
enquanto que as células do controle mostravam a viabilidade celular normal. Um estudo com
Daphnia magna expostas a PQs de CdSe/ZnSe revestido com oOxido de tri-n-octilfosfina/goma
arabica (GA), e irradiado com UV-B, verificou-se um aumento significativo para a geracdo de
ROS (p <0,01) a uma concentracdo de 30 pug/L, durante 24 h (KIM et al., 2010).

Um estudo com Drosophila melanogaster demonstrou que PQs de CdTe/ZnS induziram
a liberagdo de ions de cadmio a partir do ambiente lisossomal aumentando assim os niveis de
ROS, reduzindo entdo a capacidade hematopoiética (GALEONE et al., 2012). Em outro estudo
feito com PQs de CdSe/ZnS a uma concentracdo de 0,5 a 2,5 nM, exposi¢do durante 4 dias,
observou-se um aumento dose-dependéncia na producao de ROS em células de Phaeodactylum

tricornutum, mas o mesmo nao ocorreu nas células de Dunaliella tertiolecta. Na concentracéo
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méaxima, o nivel de ROS em P. tricornutum foi de aproximadamente trés vezes maior do que
no controle negativo (MORELLI et al., 2013).

3.3 Bioindicadores aquaticos

As nanoparticulas ndo sdo uma invencdo da humanidade, existem naturalmente desde o
inicio da histdria da Terra, como por exemplo, poeira vulcanica, minerais de erosdes no solo,
nanoparticulas de carbono encontradas em nucleos de gelo, entre outras. Levando em
consideracdo as diversas formas dos nanomateriais naturais presentes no ambiente, e dentro das
estruturas bioldgicas de organismos, supde-se que 0s organismos evoluiram e se adaptaram a
viver com esses materiais. Porém, a questdo ainda é até que ponto 0S organismos estdo
adaptados as nanoparticulas naturais, e se a forma de exposi¢éo, a dose e a velocidade com que
essas nanoparticulas chegam aos organismos, iram mudar as condi¢des de habitat da fauna e da
diversidade ambiental (LEAD; WILKINSON, 2006; HANDY; OWEN; VALSAMI-JONES,
2008).

Biomonitoracdo consiste na teoria em que 0s organismos sao os indicadores da saude do
ambiente que estdo inseridos (USEPA, 2002). A utilizacdo de bioindicadores permite detectar
os impactos acumulativos de agentes fisicos e quimicos (radiacdo, temperatura, pH, nutrientes
dissolvidos, etc) que sdo antagbnicos as atividades de um sistema natural (CALLISTO;
GONCALVES JR; MORENO, 2005; BIRK et al., 2012; MEHARI et al., 2014).

Os bioindicadores sdo espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas as quais
estdo em grande quantidade e distribuicdo, indicando "sinais de alerta" do desequilibrio
ambiental em um ecossistema (CALLISTO; GONCALVES, 2002; WU; SIU; SHIN, 2005;
GALLOWAY, 2006). De acordo com Rosenberg e Resh (1993), um bioindicador “ideal” deve
possuir caracteristicas como: (1) ser sensivel aos diferentes impactos de maneira gradual e em
funcdo da intensidade e magnitude; (2) ser abundante na maioria dos ecossistemas aquaticos;
(3) ser de facil amostragem e apresentar reduzido custo de processamento; (4) possuir ciclo de
vida curto e responder espaco-temporalmente aos impactos; (5) ser de fécil identificacéo; (6)
ser relativamente sedentario e de ampla distribuicao e (7) ter possibilidade de uso em estudos

ecotoxicologicos.

Os organismos aquaticos sao geralmente expostos a numerosos contaminantes quimicos,

dentre eles, 0s metais essenciais ou ndo-essenciais, esses Ultimos em geral sdo toxicos para 0s
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organismos aquaticos, e a bioacumulacio dos mesmos pode causar efeitos adversos ao longo
prazo. Os efeitos conjugados da bioacumulacéo e da toxicidade aguda podem levar a mudancas
dos ecossistemas aquaticos (CAREW et al., 2007: JOHNSON et al., 2011; STEPHANSEN et
al., 2016; FILIMONOVA et al., 2016).

A compreensdo das propriedades fisicas, quimicas e ecotoxicoldgicas das nanoparticulas
em sistemas aquéaticos sdo importantes, a fim de proteger os consumidores primarios e
secundarios em cadeias alimentares dos seus efeitos nocivos, adequando da melhor maneira o
destino bioldgico destas quando eliminadas no meio ambiente (JACKSON et al., 2012).
Atualmente a utilizacdo de invertebrados aquéaticos tém se destacado como organismos teste
para ecotoxicidade das nanoparticulas (TiO, ZnO, CdTe, etc.) (BAUN et al., 2008; ZHANG et
al., 2012; TANG et al., 2013).

Os invertebrados representam cerca de 95% das espécies de animais, possuem um
importante papel ecoldgico, e representam um grande potencial em transferéncia de particulas
e nanoparticulas atravées das cadeias alimentares (BAUN et al., 2008). Entre os invertebrados,
0s moluscos sdo essenciais na sustentabilidade de muitos ecossistemas, e sdo por sua vez
considerados bons indicadores da salde do ecossistema, por serem principalmente muito
sensiveis as mudancas do ambiente, alertando entdo na deterioracdo dos habitats (WELLS;
CHATFIELD, 1992; TALLARICO, 2015).

3.3.1 Modelos ecotoxicologicos

Visto que estas nanoparticulas podem ser descartadas, direta ou indiretamente, no
ambiente aquético, é necessario a compreensao ecotoxicoldgica dessas NPs em ecossistemas
naturais e seus efeitos sobre organismos, em diferentes niveis troficos. A toxicidade de PQs tem
sido bastante estudada em varios modelos bioldgicos, tais como células, camundongos, ratos,
peixes e até mesmo primatas (YOUNG et al., 2009; KING-HEIDEN et al., 2009; HAUCK et
al., 2010; YE et al., 2012). Se os PQs estiverem no sistema aquatico, por exemplo, eles podem
interagir com diversos organismos, promovendo efeitos toxicos e desregulando o metabolismo
das células em diferentes niveis, dependendo da concentragdo e do tempo de exposicdo
(GIRARDELLDO et al., 2016). Os possiveis efeitos genotdxicos e cancerigenos de metais, por
exemplo, o do ion Cd?*, para organismos aquaticos tém sido relatados pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos EUA (U.S. Enviromental Protection Agency) (USEPA, 1999).Estudos com
Daphnia magna tem mostrado grande sensibilidade as suspensées de PQs de CdSe/ZnS. Alguns

autores demonstraram que a toxicidade dos PQs em dafinideos pode estar relacionada com a
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sua absorcdo e acumulagdo no trato digestivo, devido a interagdes entre o lumen do intestino e
0s grupos carboxilicos funcionais dos PQs (LEWINSKI et al., 2010; FESWICK et al., 2013).

Estudos em embrides de peixe-zebra relataram que o PQs de CdTe induziram
malformacdes, incluindo edema no pericardico e cisto vitelino (ZHANG et al., 2012; DUAN et
al., 2013). Estudo em mexilhdes marinhos, Mytilus galloprovincialis, expostos a PQs de CdTe
demonstraram o acimulo de cadmio na glandula digestiva do Mytilus e a retencao de agregados
de PQs no lumen do sistema digestivo, 0 que pode facilitar a sua digestao e absorcao, bem como
a liberac&o de fons de Cd?* livres no sistema digestivo (ROCHA et al., 2015b).

Morelli et al. (2013) avaliaram a toxicidade de PQs de CdSe/ZnS (concentragdes de 0,5
a 2,5nM) em Dunaliella tertiolecta e Phaeodactylum tricornutum, em exposicéo durante 4 dias
em meio de cultura, e observaram que de 1 a 2,5 nM a taxa de crescimento de P. tricornutum
diminuiu progressivamente, tendo uma inibicao de 50%. Ao contrario da alga D. tertiolectam,
que apresentou um efeito estimulador de crescimento (em torno de 16%), entre 1 e 2,0 nM.
Nenhum efeito nos parametros indicando estresse oxidativo foi observado para essa Gltima alga.
No entanto, um aumento da taxa de crescimento pode ser considerada uma resposta adaptativa
e de compensacao do sistema bioldgico e portanto um sinal de estresse celular (CALABRESE;
IAVICOLI; CALABRESE, 2012).

Na deteccdo dos danos ocasionados nos sistemas bioldgicos, a ecotoxicologia faz uso de
inimeras metodologias, tais como: teste do micronucleo, teste do cometa, letal dominante e
troca de cromatides irmas (BICKHAM et al., 2000). Apesar da grande quantidade dos
gastropodes estarem presentes em habitats de dgua doce, ainda é pequena a sua utilizacdo em
estudos ecotoxicoldgicos, porém dados descritos na literatura evidenciam o potencial desses
organismos na avaliagcdo dos danos ambientais, referentes a diversas substancias organicas e
inorganicas, tais como pesticidas, (ESTEVAN, 2006; SILVA et al., 2008). Dentre estes, 0
Biomphalaria glabrata vem se destacando, devido as suas caracteristicas intrinsecas, tais como

curto ciclo de vida, facil reproducédo e ampla distribuigdo geogréafica.

3.4 Moluscos

Pertencem ao reino Animallia, filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata,

ordem Basommatophora, familia Planorbidae e género Biomphalaria (REY, 2001).
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Algumas das principais caracteristicas dos gastrépodes, que compdem a maior classe do
filo, sdo: (1) presenca de radula (dentes quitinosos mdveis dispostos em séries), (2) cavidade
do manto: onde ocorrem a circulacdo, a respiracdo, a excre¢do e a reproducdo, (3) sistema
circulatério aberto; respiracao branquial, pulmonar ou tegumentar, (4) tubo digestivo completo,
isto €, com boca e anus, além de glandulas anexas, (5) sistema nervoso ganglionar, (6) concha:
geralmente univalva e espiralada, (7) reproducdo: hermafroditas ou dioicos, (8) habitats:
marinhos, limnicos (agua doce) e terrestres (AMARAL; THIENGO; PIERI, 2008).

A espécie Biomphalaria glabrata € o maior molusco da familia Planorbidae, e vem
desatacando-se como modelo de estudo perante os agentes fisicos (NEVES, 2005; CANTINHA
etal., 2010; CANTINHA et al., 2013; SILVA et al., 2013) e quimicos (FERREIRA et al., 2005;
ANSALDO et al., 2006; ANSALDO et al., 2009; KRISTOFF; GERRERO; COCHON 2010),
devido a sua ampla distribuicdo geografica, curto ciclo de vida, alta sensibilidade, facilidade na
coleta e manutencgdo, acomodac&o as condi¢des laboratoriais e por se reproduzirem o ano inteiro
(NAKANO et al., 2003; TALLARICO et al., 2004; ESTEVAM et al., 2006; CANTINHA,
2008).

3.4.1 Biomphalaria glabrata

Habitantes preferencialmente das cole¢Ges de aguas doces com temperatura entre 20 a 30
°C, com pH de 6,8 a 7,8, boa insolacdo, ricas em matéria organica e vegetacdo enraizada ou
flutuante (REY, 2001). Em geral sdo encontrados em pequenas cole¢bes de agua com
velocidade inferior a 30 cm/s, podendo ocorrer também em pantanos, corregos, lagoas,
reservatorios ou colegdes artificiais (pequenos agudes, caixas d’agua etc.) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Sua alimentacio ¢ baseada em folhas e algas; possuem vida média de
aproximadamente um ano, podendo refletir as mudancas ambientais rapidamente através de
mudancas na composicdo da sua comunidade, em condicGes laboratoriais podem atingir um
pouco mais de tempo; atingem a maturidade sexual por volta de um més apos a ecloséo; ocupam
pouco espaco fisico com baixo custo de manutencdo laboratorial, e possuem grande
sensibilidade a poluentes (REY, 2001; NEVES, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

3.4.2 Caracteristicas anatémicas

Cor natural da concha é amarelo-palha, mas quando em contato com substancias corantes

dissolvidas na agua dos criadouros pode se modificar, como o oxido de ferro, que confere as
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conchas coloracdo mais escura, passando por varios tons de marrom até o negro (Figura 8)
(AMARAL; THIENGO; PIERI, 2008; REY, 2008; CANTINHA, 2012). Os caramujos adultos
apresentam um didmetro de concha que varia de 10 a 40 mm; de 5 mm a 8 mm de largura e
cerca de 6 a 7 giros, as paredes laterais dos giros sdo arredondadas, com a funcao de protecéo,
mineralizada, com presenca de mais de 95% de carbonato de célcio, além disto, a concha é o
abrigo do corpo do molusco, encontrando-se as visceras envolvidas pelo manto (Figura 9)
(AMARAL; THIENGO; PIERI, 2008).

Figura 8 - Molusco Biomphalaria glabrata, concha 10 a 14 mm.

Fonte: AUTORA.

Figura 9 - Imagem de um animal do género Biomphalaria retirado da concha, para a visualiza¢do dos
orgdos internos. Massa cefalopodal (ms), cavidade pulmonar (cp), mufla (mf), tentaculo (te), colo (c),
abertura genital masculina (om), colar ou borda do manto (cm), pseudobranquia (ps), pneumdstoma
(pn), abertura anal (an), masculo columelar (mc), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia
pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (rt), glandula do albumen (ga), intestino anterior (ia), intestino médio
(im), intestino posterior (ip), estbmago (et), glandula digestiva (gd), pé (p), ovoteste (ot).

Fonte: PARAENSE, 1975.

Esses moluscos sdo hermafroditas, podendo realizar a autofecundacéo ou a fecundacao
cruzada, e possuem gdnada em forma de cacho, o ovoteste, no qual os 6vulos e espermatozdides
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sdo produzidos lado a lado. O ovoteste composto por vérios foliculos, onde cada unidade
corresponde a producgdo de gametas femininos e masculinos. Por viverem em coldnias, esses
moluscos optam pela fecundacéo cruzada, o que propicia uma maior variabilidade genética e
realizando a autofecundacdo em circunstancias criticas (NEVES, 2005; CANTINHA, 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Nos moluscos, em geral, a maturacao do ovo acontece independentemente da fertilizacdo,
e continua até a metafase da primeira divisdo meiética de maturagdo, permanece nesse estadio
até a penetracdo do espermatozoide; ovos que ndo foram fertilizados ficam blogueados nesse
estagio, apds a ovoposicdo da desova, 0 ovo maduro tem 100 um de didmetro (Figura 10).
(KAWANO; NAKANO; WATANABE, 2008). Além disso, fase embrionaria dos moluscos em
geral, demonstram alta eficiéncia na sensibilidade para uma vasta gama de poluentes (USEPA,
2003).
Figura 10 — Ciclo embrionario do B. glabrata. (A) Blastula, (B) Gastrula, (C) Trocéfora Jovem, (D)
Trocdéfora, (E) Véliger Jovem, (F) Véliger, (G) Hipo stage e (H) animais eclodidos.
B '3 D \Ji

Fonte: ALBUQUERQUE et al., 2014.

O trato digestivo desses animais consiste em uma boca, cavidade bucal, es6fago,
estdmago, intestino, reto e anus (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). A radula, 6rgao de
alimentacdo altamente desenvolvido, usada para ralar e cortar os alimentos, encontra-se no
interior da cavidade bucal (REY, 2001; CANTINHA, 2008; PARAENSE, 2008). As glandulas
salivares secretam muco, que misturam-se ao alimento ingerido pelo animal, e por acdo de cilios

s&o direcionados ao es6fago e estdbmago. Orgdo que por sua vez, se comunica com a glandula
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digestiva, onde sdo produzidas as enzimas digestivas, encarregadas da digestdo extracelular,
ocorre também a absor¢do dos nutrientes, reserva e excre¢cdo (MOORE, 2003; RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005; REY, 2008). Ansaldo et al. (2006) apontam a glandula digestiva como
sendo o depdsito final de certos poluentes do meio ambiente, como 0s metais. Logo em seguida
vem, o0 intestino e 0 &nus que participam na reabsor¢do da agua e evacuacdo dos residuos,
respectivamente (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005; REY, 2008).

Os moluscos pertencentes ao género Biomphalaria, possuem na regido entre o pericéardio
e 0 epitélio posterior da cavidade do manto, uma estrutura que € considerada como o 6rgao
principal para hematopoiese. Segundo alguns autores, este seria 0 6rgdo responsavel pela
producdo de células circulantes, denominadas de hemadcitos ou amebdcitos. Tais células, apds
sua formacdo, podem ser encontradas tanto na hemolinfa quanto nos espacos intersticiais
(SALAMAT; SULLIVAN, 2009).

Como o sistema circulatorio é aberto, os hemacitos (constituidos por dois tipos celulares,
os granuldcitos e hialindcitos), que séo as principais células efetoras do sistema de defesa do
caramujo, se movem espontaneamente por entre 0s vasos, banhando os tecidos, retornando
posteriormente ao coracdo. O plasma € rico em agua, cloreto de sodio, bicarbonatos e
hemoglobina contendo ferro dissolvido, o que permite a utilizacdo do oxigénio a baixa tenséo.
A hemoglobina constitui 97% das proteinas totais presentes na hemolinfa (KNAAP; LOKER,
1990; BUGGE; WEBER, 1999; REY, 2001; PESSOA; MARTINS, 2011). Diferentemente de
outros invertebrados, a hemolinfa dos moluscos ndo apresenta grande capacidade de coagulacéo
(IWANAGA, 1993). De acordo com Pan (1965), comparavel a um tecido linfoide, a hemolinfa
se torna frequentemente hiperativa durante as cinco primeiras semanas de infeccdo, mas
comumente os elementos celulares se tornam escassos no momento em que as respostas

teciduais generalizadas aparecem.

As células hemocitéarias apresentam um papel essencial no sistema de defesa dos
moluscos, operando em atividades fagocitarias, encapsulacdo, liberacdo de substancias
citotoxicas e no transporte de calcio no reparo tecidual (BAYNE; BUCKLEY; DEWAN, 1980;
AMEN et al., 1992). Os granulécitos (Figura 11) possuem muitos pseudépodes, tém em média
7-11 um de didmetro, similares na aparéncia, em sua forma com os macréfagos dos animais
vertebrados, séo responsaveis pela fagocitose e a imobilizacdo de parasitas por encapsulamento.
Os granulos basofilicos distribuidos no citoplasma dessas células, s@o conhecidos como
lisossomos (CHENG; GARRABRANT, 1977; RATCLIFFE et al., 1985; BARRACCO;
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STEIL; GARGIONI, 1993; CAVALCANTI et al., 2012). Por sua vez, os hialindcitos (Figura
12), sdo menores (5-8 um de didmetro) do que os granulécitos, possuem um contorno circular
quando em contato com superficies, nucleo localizado numa posicédo central, pouca tendéncia
para formar pseudopodes e estrutura lisossdmica escassa. Ndo ha um papel definido na defesa
e h& evidéncias de que eles reagem ao antigeno solivel (CHENG; GARRABRANT, 1977,
BARRACCO; STEIL; GARGIONI, 1993; CAVALCANTI et al., 2012).

Figura 11 — Células da hemolinfa: granuldcito.

Fonte: AUTORA.

Figura 12 - Células da hemolinfa: hialindcito.

Fonte: AUTORA.

Os granuldcitos e hialindcitos tém sido sugeridos como sendo de dois tipos celulares
diferentes (SMINIA; VAN DER KNAAP; VAN ASSELT, 1983; LIE, 1987), embora alguns
pesquisadores acreditem que estas células representam diferentes fases de desenvolvimento e
que em condicGes apropriadas os hialindcitos podem tornar-se granuldcitos (SETA;
MAGALHAES; CARVALHO, 1996; PAN, 1996).
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Hé& cada vez mais ensaios biolégicos com fins de avaliar os riscos subletais de poluentes
ao ecossistema mesmo em baixas concentragdes. O molusco Biomphalaria glabrata vem
apresentando uma elevada sensibilidade, sugerindo ser uma espécie adequada para o
monitoramento de agua doce. Como Tallarico et al. (2014) que constataram a sensibilidade dos
embribes na presenca de amostras de agua com cromo, avaliando a taxa de mortalidade e as
malformacdes que induzem a inviabilidade do animal. Os aspectos mais relatados em estudos
para deteccdo dos efeitos toxicos de substancias quimicas em Biomphalaria glabrata sédo os
testes de mortalidade (a taxa de sobrevivéncia dos moluscos diante da substancia testada), a
avaliacdo protéica, danos ao DNA e atividade ou inibicdo enzimatica, além do
acompanhamento do desenvolvimento no periodo embrionéario (KRISTOFF et al., 2012;
MONA et al., 2013; ESTEVAN, 2006; SILVA, 2008, SILVA, 2013).

3.5 Testes ecotoxicologicos

Quando um organismo esta sob condicGes de estresse é possivel estimar sua tentativa
de reverter a agressdo causada pelo agente xenobidtico por meio da avaliagdo comportamental
e/ou biologica (biomarcadores). Em protocolos experimentais, os moluscos sdo utilizados tanto
na fase embrionaria quanto na fase adulta (MUNZINGER, 1987; ALLEN; MOORE, 2004;
BOLOGNESI; FENECH, 2012).

Os principais parametros observados apos o efeitos da exposicéo de substancias nocivas
ao organismo bioldgico, tende avaliar crescimento, metabolismo reprodutivo, anomalias no
processo embrio-larval, bem como mutages e até mesmo a morte do individuo (ou populagao)
(SILVA, 2002). Os testes de toxicidade aguda s@o caracterizados pela curta duragdo da
exposicao, onde a letalidade (resposta severa e rapida) e a imobilizacdo dos organismos jovens
sdo os efeitos mais avaliados (ABEL, 1996; FIGUEIREDO, 2011).

3.5.1 AlteracGes embrioldgicas

Programas de monitorizacdo ambiental tém intensificado a analise dos potenciais
perigos subletais para os ecossistemas aquaticos mesmo em baixas concentracdes de poluentes,
verificando os danos sobre gametas, fecundag&o, reproducéo e desenvolvimento embrionério e
larval (LLANOS-RIVERA et al., 2009). Mortalidade e malformagdes no desenvolvimento
embrionario sdo empregadas como biomarcadores em testes de mutagenicidade, uma vez que
sdo um dos efeitos da inducdo de mutacbes nas células germinativas (KAWANO; OKAZAKI;
RE, 1992; NAKANO et al., 2003).
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A fase de blastula, a primeira fase do ciclo embrionario, é também a que mais ocorre
proliferacdes celulares, além do que, a massa que protege 0s ovos, por ser constituida de
gelatina, pode ndo estar predominantemente igual ao redor do ovo, variando a sua protecao e
facilitando assim a penetracao de substancias quimicas (GOMOT, 1998; RAPADO et al, 2011;
BANDOW; WELTIJE, 2012).

As anormalidades durante o desenvolvimento embrionario (Figura 13) séo classificadas
de acordo com: (1) EmbriGes mortos; (2) Exogastrulacdo: aparecimento de vesiculas, em que
0s embrides com estas anomalias ndo se desenvolvem e morrem em poucos dias; (3)
Malformacdes inespecificas, embribes teratomorficos e (4) malformagdo na concha ou rédula
(GEILENKIRCHEN, 1966).

Figura 13 - Embrides de Biomphalaria glabrata com desenvolvimento anormal. (A) Embrido
teratomarfico (et) e (B) embriGes mortos (em) e malformacao de concha (mc).
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Fonte: Adaptada de TALLARICO et al., 2014.

3.5.2 AlteracGes Morfoldgicas

A hemolinfa é proposta como o tecido mais adequado para estudos de
biomonitoramento, devido ao seu papel fisiologico no transporte de materiais toxicos e em
varios mecanismos de defesa, significando entdo que ela esta diretamente em contato com
contaminantes ambientais (MERSCH; BEAUVAIS; NAGEL, 1996). O ensaio do microntcleo
(MN), avalia indiretamente ambas as quebras cromossomicas e disfungdes mitoticas,
mostrando danos clastogénicos e aneugénicos, podendo ser utilizado como bioindicador de
mutagenicidade, para analise a nivel celular (VILLELA et al., 2006; ARIAS et al., 2007,
SCHAUMBURG et al., 2012; ZAPATA et al., 2016).

Os micronucleos (Figura 14-A) séo nucleos estruturalmente pequenos, que representam
o material genético perdido pelo nucleo principal, como consequéncia de um dano genético que

pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, capazes de interferir no processo
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de ligagdo do cromossomo as fibras do fuso ou que possam induzir a perda de material genético,
COmMo cromossomos inteiros ou fragmentos de cromossomos, e portanto eles ndo possuem um
centrdmero. Os fragmentos de DNA deixados para tras sdo incorporados dentro de nucleos
secundarios, e por serem muito menores que o ndcleo principal da célula, recebem o nome de
microntcleos (HEDDLE et al., 1983; FENECH, 2000; VILLELA et al., 2006; SILVA, 2010).

Outro fendbmeno relatado em estudos feitos com o ensaio do MN, sdo as células
binucleadas ou binucleagédo (Figura 14-B), que podem ser formadas através de um processo de
divisdo celular incompleta, ou como um resultado da divisdo mitdtica atrasada. Relatos na
literatura indicam o aparecimento de células binucleadas como decorrentes de agentes toxicos
e mutagénicos em varios tipos celulares. O aparecimento dessas alteracdes celulares serve como
um bioindicador de acbes antropicas em uma variedade de organismos em diversos
ecossistemas (RODILLA, 1993; SILVA et al., 2013).

Apoptose, morte celular programada (Figura 14-C), reconhecida morfologicamente como
um fendmeno distinto de morte ha mais de 30 anos por Kerr; Wyllie; Durrie (1972), geralmente
encontradas ap0s a exposicao as substancias que elevam o nivel de estresse do organismo. Inclui
a formacdo de vacuolos citoplasmaticos, encolhimento e diminui¢do do contato entre células
vizinhas, fragmentacdo da membrana nuclear e condensacdo da cromatina (MCCONKEY,
1998; MELO et al., 2000). Sendo portanto, um importante mecanismo envolvido nas respostas
adaptativas a estresses, estando envolvida no apuramento das células danificadas para
manutencio da homeostase do organismo (ROMERO et al., 2011; ESTEVEZ-CALVAR et al.,
2013).

Figura 14 - AlteracGes celulares encontradas apos o teste do micronucleo. Hemaocito com micronucleo
(A). Hemacito com Binucleagéo (B). Hemocito em apoptose (C).
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4 MANUSCRITO ASER SUBMETIDO A ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL
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Abstract

Quantum Dots (QDs) have aroused a great interest due to their optical properties, both to life
sciences and electronics applications. However, the possible risks to human and environmental
health, when these nanoparticles are deposited in the aquatic environment, are still under
discussion. The Biomphalaria glabrata mollusk has been applied as an aquatic environmental
bioindicator for physical and chemical agents. Thus, the aim of this study was to evaluate the
toxicity of CdTe QDs on embryos and adult mollusks of B. glabrata species. In order to define
the main source of the toxic effects, tests with the stabilizing agent and the suspension
supernatant were also carried out. Evaluations of embryotoxicity, acute toxicity in adults, and
cytotoxicity in hemocytes were performed. Animals were exposed to CdTe QDs for 24 h at
concentrations from 1.2 to 20 nM for embryos at blastulae phase, and at concentrations from
50 to 400 nM for adults. Results showed that QDs induced malformations and mortality in
embryos, and mortality in adults, in a dose-dependent way. In addition, the frequency of
apoptosis observed in hemocytes was statically different from control, also in a dose-dependent
behaviour. Exposures to the stabilizing agent and the suspension supernatant did not change the
embryo or adult survival rate, showing that the toxicity came from Cd?* presented in
nanocrystals composition. Thus, the present study demonstrates that B. glabrata is a sensitive

bioindicator for assessing risk factors related to CdTe QDs in aquatic environments.

Key words: Quantum dots, CdTe, toxicity, Biomphalaria glabrata.
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1. Introduction

The widespread use of nanomaterials in the electronic and/or in the biomedical field tends
to introduce nanoparticles (NPs) into the waterways after their disposal, leading to major
concerns about the possible impacts on human and environmental health (Jackson et al., 2012;
Baker et al., 2014). NPs when released into aquatic systems may interact with organisms in this
ecosystem and induce toxic effects at different levels of the biological organization (Rocha et
al., 2015).

Quantum dots (QDs) are semiconductor fluorescent nanocrystals, with nanometer sizes
from 2 to 10 nm, that have been widely applied in electronic materials and as fluorescent probes
for biological investigation, due to their unique optical properties, specially their resistance to
photobleaching (Yang et al., 2016; Pereira et al., 2016). Despite the numerous benefits, little is
still known, or standardized, about the overall health risks associated with exposure to these
nanomaterials. Taking into account that many types of QDs are composed by cadmium, there
Is a crescent interest in identifying the risks involved with these exposures. Much has been
discussed regarding the release of Cd?* as the main cause of QDs’ toxicity, but other parameters
such as size, surface modification, biological system under investigation, and others, can affect
on the toxicity of these nanocrystals. Since there are no fully established and evaluated
protocols yet, it makes this discussion extremely important.

Much emphasis has been placed on the importance of invertebrates to monitor the aquatic
toxicity, since they represent about 95% of the animal species in this environment. Among
aquatic invertebrates, the Biomphalaria glabrata mollusk has been revealed as a potential
experimental model to perform this kind of study, since presents a short life cycle, easy
reproduction and high sensitivity (Cantinha et al., 2010; Kristoff et al., 2010; Tallarico et al.,
2014; Pila et al., 2016).

The study with bioindicators sensitive to chemical pollutants is of great value to evaluate
the water quality. B. glabrata embryos can be considered a valuable developing system model
of embryotoxicity, where embryogenic mortality and malformations suggest morphogenic
effects caused by teratogenic substances (Camey; Verdonk, 1969; Kawano et al., 1992; Rapado
et al., 2011; Tallarico et al., 2014). Moreover, the adult animal mortality and cytogenetic
damages consist additional tools for early warning of environmental risk assessments, since
physiological changes and chromosomal damage are the result of exposure to genotoxic
pollutants (Schaumburg et al., 2012; Habib et al., 2016; Zapata et al., 2016). In this work we
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evaluated the toxicity of CdTe QDs by using adult mollusks and embryos of B. glabrata as an

environmental bioindicator.
2. Materials and methods

2.1 Synthesis and characterization of QDs

CdTe QDs were synthesized according to a method previously reported by Cabral Filho et
al. (2016). QDs were prepared in two simultaneous steps: (1) metallic tellurium (Te°, Sigma-
Aldrich) was reduced to telluride (Te?) using sodium borohydride (NaBHa, Sigma-Aldrich), at
high pH adjusted with NaOH (2M), under inert nitrogen atmosphere and heating at 80 °C; and
(2) a cadmium chloride solution (CdClz, Sigma-Aldrich) in the presence of MSA
(mercaptosuccinic acid — Sigma-Aldrich) as a stabilizing/functionalizing agent was prepared at
pH > 10, also adjusted with NaOH (2M). Finally, the NaHTe solution obtained in the first step
was added into the Cd**/MSA solution (prepared in the second step) and the reaction proceeded
during 9 h under constant stirring and heating at 80 °C. The molar ratio was 5:1:6 of
Cd:Te:MSA, respectively.

After the synthesis, QDs were optically characterized by absorption and emission
spectroscopies, carried out on a spectrophotometer Shimadzu 1800 UV-VIS (Thermo
Scientific) and on a spectrometer LS 55 (PerkinElmer). The emission spectrum was obtained at

365 nm excitation.

Before experiments, QDs suspension were purified with ultracentrifuge filters (10 KDa
MWCO — Vivaspin 6, GE Healthcare), in order to remove excess of residues from the synthesis,

in five centrifugation cycles (525 x g for 3 min) at 25 °C.
2.2 Bioassays
2.2.1 Maintenance of Biomphalaria glabrata

In this work, we used pigmented adult mollusks of Biomphalaria glabrata species, with
two months old and a shell diameter between 10 — 14 mm, obtained from S&o Lourengo da
Mata (Pernambuco state, Brazil). Animals, serologically Schistosoma mansoni negative, were
created in the Radiobiology Laboratory at the Biophysics and Radiobiology Department at the

Federal University of Pernambuco. Animals were maintained in a plastic aquarium with filtered
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and dechlorinated water (exchanged once a week), ina pH = 7.0 at 25 °C (x 3 °C), in light and
dark cycle, and nourished by fresh lettuce (Lactuca sativa).

2.2.2 Embryotoxicity Assay

The embryotoxicity assay was performed according to the methodology described by
Kawano et al. (1992). Groups, comprising approximately by 100 embryos each, were selected
in the blastula stage and placed in 24 wells cell culture plates containing 2 mL of QDs
suspension diluted in water. Embryos were exposed during 24 h to different QDs concentrations
(1.2, 2.5, 5, 10 and 20 nM). After the exposure time, embryos were washed with filtered and
dechlorinated water, then they were kept in a Petri plates (7 mL capacity) for 8 days.

In the analysis, the embryos were classified into unviable embryos (malformed or dead
embryos) and live (viable) embryos (hatched embryos). The egg masses containing the embryos
were analyzed by a stereomicroscope (Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland). The negative
control consisted of embryos exposed only to filtered and dechlorinated water and, the positive
control compromised embryos exposed to niclosamide (3 UM - Bayluscide Bayer), a
molluscicide recommended by the World Health Organization (WHQ). This molluscicide is
used against vector mollusks, hosts of the S. mansoni, and acts on the respiratory system of
these vectors, causing death by suffocation in early stages of the development. Assays were

performed in triplicate for each QDs concentration.

In order to try to distinguish toxic effects came from the nanoparticles to other
components of the suspension, the embryos were also evaluated using MSA (at 50% of the
concentration used for the synthesis) and the suspension supernatant (SBS), in volumes of 2.5;
5; 10; 20 and 40 pL, equivalent to that ones applied for the whole CdTe suspension. All
experiments were performed at the same conditions used for embryos exposed to the full

suspension.
2.2.3 Acute toxicity test in Biomphalaria glabrata

In the acute toxicity test, we used adult and sexually mature mollusks. For verification of
sexual maturity, 150 mollusks with shell size between 10 - 14 mm, were placed in individual
tanks with filtered and dechlorinated water (180 mL capacity). The mollusks selected for
experiments produced only healthy embryos, 100% alive. After the pre-selection, 5 animals
were separated by groups, specified as follows: (1) negative control; (2) positive control; (3)
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QDs suspension at 50 nM; (4) QDs suspension at 100 nM; (5) QDs suspension at 200 nM, and
(6) QDs suspension at 400 nM. Assays were performed in quintuplicate for each group.

The same procedures were repeated for adult animals also submitted to MSA (at 50% of

the concentration used for the synthesis) and SBS, applying volumes of 200; 400 and 800 pL.

Mollusks were incubated for a period of 24 h and subsequently washed with filtered and
dechlorinated water to remove all suspension of QDs. After this time, mollusks were placed
individually in containers (180 mL capacity) with filtered and dechlorinated water and
nourished by fresh lettuce. Then, after 48 h, the rate of survival and mortality was assessed. The
parameters analyzed related to mortality considered aspects such as shell depigmentation, lack
of body movements, loss of hemolymph and absence of heartbeats. Live mollusks should
present body movements and heart rate. To observe these characteristics we used a stereoscopic

microscope.
2.2.4 Cytotoxicity assay in hemocytes of Biomphalaria glabrata

To evaluate the cytotoxic effect of the QDs, MSA and SBS the surviving adult mollusks
of the toxicity tests were used. The technique used in this experiment was established by Pavlica
et al. (2000) and Silva et al. (2013). For this, we collected the hemolymph (100 uL) of each
mollusk, which was added to microscopic slides. Then, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA
—100 pL) in Ringer 10 mM solution was deposited on the sample to prevent cells’ aggregation.
After this procedure, slides remained for 40 min in a humid chamber. Afterward, cells were

fixed with 200 pL of glutaraldehyde in Ringer's solution at 1% (v/v), for 10 min.

Subsequently, slides were cleaned using Ringer's solution and stained with Giemsa (5%)
for 8 min. Then, slides were washed with distilled water and dried at room temperature (25 °C).
We analyzed 1.000 cells/group using an optical microscope (Medilux), performed in triplicate
for each group. Morphological changes observed were classified in cell apoptosis (AP),
micronuclei (MN) and binucleates (BN).

2.3 Statistical analysis

Statistical analyses of the results for embryotoxicity and acute toxicity of mollusks were
performed using GraphPad Prism 5.0 software for Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA), applying the ANOVA (analysis of variance) test followed by the Newman-Keuls
post-test. The results were considered significant when p < 0.05.
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The significant difference related to cells alterations between the groups was calculated
using the nonparametric Kruskal-Wallis test, with 95% of confidence and p < 0.05. In this study,
statistical analyses were performed using the BioEstat 5.0 software for Windows (Institute

Mamiraud — Amazon Conservation, Brazil).
3. Results and discussion

3.1 CdTe QDs Optical Characterization

Figure 1 presents the optical characterization of the CdTe QDs aqueous suspension
stabilized in MSA, showing a maximum absorption peak at 552 nm and maximum emission at
595 nm. From the absorption spectrum, the mean particle diameter was 3 nm and the QDs

concentration was estimated as 5.4 x 10% particles/mL or 9.1 uM.
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Figure 1 - CdTe QDs absorption (dashed line) and emission (solid line) spectra.

3.2 Embryotoxicity Assay

Figure 2 shows the toxicity of QDs on B. glabrata embryos after 24 h of exposure. It is
noted that the concentrations of 5; 10 and 20 nM presented 100% embryo lethality after the
sixth day of exposure. The number of unviable embryos was approximately 80% and 60% at
concentrations of 2.5 and 1.2 nM, respectively. Results suggest a dose-dependent
embriotoxicity, where all concentrations presented a significant difference when compared to

the negative control group (the group that developed normally) (p <0.001).
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Figure 2 - Toxicity of Biomphalaria glabrata embryos exposed to CdTe QDs suspension,
where C is negative control and NCL is niclosamide. Asterisks indicate significant results when
compared to negative control *** p <0.001.

Teratogenic abnormalities were observed in the embryos (atrophied growth) after
exposure to concentrations of 5; 10 and 20 nM. Few animals in the groups exposed to 1.2 and
2.5 nM were able to hatch, as opposed to the negative control, which had 96% hatching (Figure
3). There are no data in the literature that define which defects in embryonic development will
result in higher numbers of mortality. Ansaldo et al. (2009) demonstrated that exposure to
metals, such as lead and cadmium, caused a reduction in the viability of B. glabrata eggs.
Similar data were found in this work with CdTe QDs.

Figure 3 - Abnormalities in Biomphalaria glabrata embryos resulting from exposure to
different concentrations of CdTe QDs suspensions: (A) 1 — hatched animal (negative control);
(B) 2 — stunted growth and death, 3 — hatched animal (1.2 and 2.5 nM); (C) stunted growth and
death (5 nM); (D) 4 — Stunted growths and death (10 and 20 nM) and (E) 5 — dead embryos
(niclosamide — 3 uM).
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The vast majority of embryos failed to develop and those who tried promptly were
blocked at the Young Veliger stage (96 h after first cleavage), similar aspects were observed
with Lymnaea stagnalis, which exhibits toxic effect induced by cadmium on the development
and reproduction of these snails (Gomot, 1998). Heavy metals act generally as a mitotic poison,
as an inhibitor of morphogenetic disruption in cellular metabolism, and also disturb ions
equilibrium, such as calcium, retarding embryonic development and causing abnormalities in

embryogenesis (Gomot, 1998).

Moreover, our results also showed that the blastula stage was sensitive to CdTe
suspensions, probably due to the high permeability of the embryo egg membrane to QDs, which
are small nanoparticles. According to Rapado et al. (2011), the greater sensitivity in the stage
of blastula could be attributed to an intense activity of the cellular proliferation in this phase.
Furthermore, embryotoxicity in B. glabrata may be correlated with solubility, polarity, and size
of the tested samples, because for chemicals reaching the embryos, they must penetrate the

gelatinous capsule and cross the egg membrane (Miyasato et al., 2012).

The permeability of the altered membrane may intensify access to cadmium ion,
presented in QDs, reducing essential growth metabolism, which generates insufficient energy
for development and stops the mechanics of hatching (De chavez; De lara, 2003; Factor;
Chavez, 2012).

3.3 Acute toxicity test in Biomphalaria glabrata

The effect of the CdTe QDs suspension on adult mollusks showed that the mortality for
the concentrations of 100 and 200 nM was 56% and 68%, respectively. For the concentration
of 400 nM, 100% mortality was observed. These results showed a significant lethality when
compared to the negative control (p <0.001) (Figure 4).
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Figure 4 - Acute toxicity of adult snails of Biomphalaria glabrata exposed to CdTe QDs
suspension: C: negative control and NCL: niclosamide. Significant results compared to
negative control *** p <0.001.

One aspect observed in mollusks that died after exposure to CdTe suspensions was the
release of hemolymph (one of the mortality signals). This type of behavior is often caused by
rupture of the outer membranes, then the hemolymph can be released by the hemal pore, that is

the structure responsible for fluid circulation and defense of the organism (Duncan, 1985).

Evaluating the toxicity of CdSe/ZnS QDs (concentrations from 0.5 to 2.5 nM — 4 days of
exposure in culture medium) on algae Dunaliella tertiolecta and Phaeodactylum tricornutum,
Morelli et al. (2013) observed that from 1 to 2.5 nM, the P. tricornutum obtained a 50%
inhibition of growth rate. On the other hand, D. tertiolectam showed a growth of around 16%
between 1 and 2.0 nM. We obtained 56% mortality of the mollusks at 100 mM. Considering
that a concentration smaller than 200 nM are sufficient to label cells and that the mollusk has
an open circulatory system, favoring the flow of substances throughout the whole organism,
making it a very sensitive bioindicator, this result can be considered quite reasonable (Pess6a;
Martins, 2011; Cabral Filho et al., 2016). Nanotoxicity can vary according to size, composition,
shape, surface coating and aggregation state of QDs, as well as the type of exposure (in vivo or
in vitro), the type of the biological system, and also the conditions under which they were
exposed (Hardman, 2006; Ali et al., 2014).

Other indications of QDs suspensions toxicity observed in this study, included a reduction
in food consumption and mollusk reproduction, resembling results reported by Salice and
Roesijadi (2002) which studied B. glabrata mollusks exposed to cadmium, and found that the

degree of mortality was followed by a reduction in lettuce consumption and egg production.
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Although death is an obvious sign of metal toxicity, in this study it is not known exactly
how it was caused. Until now, it has been known that the reduction in alimentation can change
the survival rate, besides the reproduction of the species, and is, therefore one of the first altered
behaviors in aquatic organisms that are exposed to environmental pollutants (Jensen et al.,
2001; Khangarot; Das, 2010).

Another important factor, which has been demonstrated in the literature, is that the ions
of Cd?*, compete for Ca?* binding sites in cells, disturbing calcium homeostasis, which can
cause harmful effects on central nervous system (CNS) function and can lead to the death of
the organism (Kobayashi et al., 1994; Przelecka et al., 2004; Mebane, 2006). This may explain
why the animals were immobile and insensitive to the withdrawal of the hemolymph during the

micronucleus test.
3.4 Cytotoxicity assay in hemocytes of Biomphalaria glabrata

The cellular morphology of Biomphalaria glabrata hemocytes exposed to CdTe QDs
suspensions was also analyzed. During the analysis of the slides, normal cells (hyalinocyte and
granulocyte) were observed as well as the presence of different morphological changes in the
mollusks hemocytes submitted to the suspensions. These modifications were: binucleations
(BN), micronucleus (MNs) and apoptosis (AP). Figure 5 shows the presence of normal

hemocytes and with alterations, found in the slides.

Figure 5 - Biomphalaria glabrata hemolymph cells (100x objective): (A) Hemocyte normal —
hyalinocyte; (B) Hemocyte normal — granulocyte; (C) Binucleation; (D) Micronucleus and (E)
Apoptosis.
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The hemocytes represent a well-established model for in vivo studies with the objective
of evaluating DNA lesions and the response of the immune system, which are directly linked
the toxic substances that are absorbed by gastrointestinal tissue. The MN assay is considered a
sensitive tool to determine the chromosomal damage induced by DNA breakage (Carmona et
al., 2011; Bolognesi; Fenech, 2012). Reports in the literature indicate the appearance of
binucleate cells as a result of toxic and mutagenic agents in several cell types. The appearance
of these cellular alterations serves as a bioindicator of anthropic actions in a variety of

organisms in diverse ecosystems (Figure 5) (Rodilla, 1993; Silva et al., 2013).

The data presented in Figure 6 A present a dose-dependence relation regarding the
presence of binucleate cells, although there was no significant difference between the
experimental group and the control group (p >0.1). The appearance of BN cells is related to
decreased cytokinesis, and this may be caused by the cellular internalization and the following
Cd?* interaction with limbs during the cell cycle (Bolognesi; Fenech, 2012). Despite the small
frequency of BN cells (around 6%, observed at the highest concentration tested), this work is
corroborated by the study of Rocha et al. (2014) that exposed hemocytes of Mytilus
galloprovincialis to CdTe QDs, reporting the onset of BN, around 13%.

Figure 6 B shows the frequency of MNs found in the hemocytes of the exposed and not-
exposed CdTe QDs, with no significant difference between the groups (p >0.1). Bolognesi and
Fenech (2012) suggests that the frequency of MNs in hemocytes is probably related to the type
and amount of contaminants and is also modulated by other environmental factors, such as

salinity, temperature, pH, and food availability.

Analysis of the results showed that the highest concentration (200 nM) leads to the highest
incidence of cell apoptosis (Figure 6 C), with a statically significant difference when compared
to the control group (p <0.001). This confirms that the higher the dose, the greater the damage
caused to cells, consequently cells entered their last stage of defense against the aggressive
agent, the cellular apoptosis. Metals such as cadmium, which can be released from QDs, are
considered to be a major cause of cytotoxicity. When absorbed by mollusks this ion can
interfere in the modulation of their immune response and interact in the hemocytes function,
which play a phagocytic role in these mollusks (Santos et al., 2005; Ambrosone et al., 2012).
The presence of apoptotic cells was also found in hemocytes of mollusks of the species Mytilus
galloprovincialis, after exposure to different nanomaterials such as N-oxides (N-TiO2) and
CdTe QDs (Barmo, et al., 2013; Rocha et al., 2014).



49

= 0.010- = 0.004-
> A 2 B
e [—]
= 0.0084
= S 0.003-
= -—
T 0.008- —
S I £ 0.002-
= 0.004- 2
g 5 S i
-1 0.001-
S 0.002- ] =
£ S t
o 0.000 . . . . = 0.000 I . . .
C 50 100 200 c 50 100 200
nM ni
. 0.020- o
o
(%]
o 0.015- i
[—]
S i
e
— -
&5 0010
2
0.005
e : 1
< 0.000 n T T
c 50 100 200
nM

Figure 6 - Alterations analyzed in the hemocytes of B. glabrata exposed to CdTe QDs
suspension: (A) Frequency of binucleations; (B) Frequency of micronucleus; (C) Frequency of
apoptosis, where C is negative control. Asterisks indicate significant results compared to
negative control *** p <0.001.

3.5 Tests with MSA and SBS

In tests with MSA and SBS, results presented no significant difference either with embryos
or adult mollusks when compared to the control. Embryos and adult mollusks showed no
mortality when exposed to MSA and SBS. In relation to cytotoxicity, the amount of 800 puL
showed a significant difference in AP frequency when compared to the negative control group,
MSA (p <0.001) and SBS (p <0.001). BN and MN cells were not found. This evaluation
suggested that the toxic effects, observed in the experiments exposing embryos and adult

mollusks to CdTe QDs suspension, came from the Cd?* presented in nanoparticles.

4. Conclusion

Malformations in embryonic development, adult mortality, and the presence of apoptotic
cells in the immune system were observed after exposure to QDs suspensions. We conclude
that adult embryos and adult mollusks of Biomphalaria glabrata have been shown to be
sensitive species to evaluate the embryotoxicity and acute toxicity of QDs suspensions in
aquatic environments. More studies are needed to evaluate the toxic mechanisms

(developmental delay and death) induced by these nanoparticles in the mollusk organism.
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5 CONCLUSOES

e A suspensdo de PQs induziu toxicidade sobre os embrides da espécie Biomphalaria
glabrata, levando ao retardo do desenvolvimento e letalidade em todas as concentragdes

testadas;

e Atoxicidade aguda induziu a uma letalidade dose-dependente dos caramujos adultos, a
partir de 56% em 100 nM, chegando a 100% em 400 nM;

e Os hemocitos dos moluscos expostos apresentaram binucleacBes, microndcleos e
apoptose celular em todas as concentragdes utilizadas. No entanto, as frequéncias de

binucleactes e micronucleos néo foi significativa em relacdo ao controle;

e Das concentracGes analisadas a de 200 nM foi a que mais induziu alteracdes

hemocitarias, principalmente a apoptose celular;

e Os ensaios com o0 agente estabilizante e com o sobrenadante da suspensdo indicaram

que a toxicidade observada esta relacionada a presenca dos nanocristais;

e A sensibilidade dos embrides e dos caramujos adultos de Biomphalaria glabrata
atestam sua sensibilidade e classificagdo como um bioindicador ambiental frente a acéo

de agentes quimicos.
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6 PERSPECTIVAS

As perspectivas para o fechamento deste trabalho sdo:

e Quantificar o acimulo do cadmio presente nos 6rgaos do caramujo (glandula digestiva,
gbnadas e resto do corpo), avaliando assim as vias preferenciais de acumulagdo dos

elementos quimicos pelo Biomphalaria glabrata, por meio do ICP-MS;

e Avaliar a genotoxicidade nas células dos moluscos adultos, por meio da técnica do

Ensaio do Cometa.
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If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included
in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure your paper has consecutive line numbering - this is an essential peer review
requirement.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant
text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

REVISED SUBMISSIONS
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Use double spacing. All pages must be numbered, beginning with the abstract. All lines must
be numbered, preferably continuously throughout the entire manuscript.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with
an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide
to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-
check’ functions of your word processor.

Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text'. Any
subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be
reproduced. It is mandatory to give formal assurance that any study involving humans or
experimental animals were conducted in accordance with national and institutional guidelines
for the protection of human subjects and animal welfare. No manuscript will be considered
unless this information is supplied.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results/Discussion

Results should be clear and concise. Discussion should explore the significance of the results
of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate.
Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
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subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1,
etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should
be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file
types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration
Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
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points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example
Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of"). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxXx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. Specially please note, the
values reported on research papers should be limited to 3 significant figures, unless required
otherwise. ppm or ppb are not accepted and this should be presented as mg/kg or g/kg.
Centrifugation speed should be presented in x g, not rpm.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).
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Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article.

Artwork
Electronic artwork
General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

« Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

« For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within
a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source
files. A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500
dpi is required.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution
is too low.

« Supply files that are too low in resolution.

 Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a
minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further under
Electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or ‘Personal communication’. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

All citations in the text should refer to:

Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication; Two authors: both authors' names and the year of publication; Three or more
authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication. Citations may be
made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically,
then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Pleasenote that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination
may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already
contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full
citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never
to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a
citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E.,
Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
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http://dx.doi.org/10.1029/2001JB000884i. Please note the format of such citations should be in
the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list)
under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations
in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted
in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of
the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/ecotoxicology-and-environmental-safety

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish
to format the references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified
by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.
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Examples:
Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J.
Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article
are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done
in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting
in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so
that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation
material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with
a preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published
online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video
or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will
personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video
instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of
the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of
the article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution
images, background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published
online exactly as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data
supplied as an Excel file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the
material together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. If
you wish to make any changes to supplementary data during any stage of the process, then
please make sure to provide an updated file, and do not annotate any corrections on a previous
version. Please also make sure to switch off the "'Track Changes' option in any Microsoft Office
files as these will appear in the published supplementary file(s). For more detailed instructions
please visit our artwork instruction pages.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access
to relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please
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refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). More information and a full list of
supported databases.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their
own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail
to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Interactive plots

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a
data file. Full instructions.
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