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RESUMO

MAZIERO, Joana S. Avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas de prata em
microcrustaceos aquaticos e em embrides de Danio rerio. 2019. 91 p.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares - IPEN - CNEN/SP. Sao Paulo.

Devido aos seus diversos atributos como tamanho, elevada area superficial,
formato variado e alto poder bactericida, as nanoparticulas de prata (NPAg) vem
sendo amplamente utilizadas em diversos setores da industria: curativos, devido a
sua capacidade bactericida; no interior de refrigeradores de alimentos, para retardar
a deterioracéo; em palmilhas antimicrobianas, para evitar odores; em purificadores
de ar; em instrumentos cirargicos e etc. A utilizacdo abrangente das NPAg tem
provocado grande preocupacdo na area académica, principalmente
ecotoxicolégica, quanto aos impactos e riscos potenciais que estas podem causar
ao meio ambiente e a saude humana. Baseado nessas consideracfes, este
trabalho teve como objetivo verificar e comparar o nivel de toxicidade de duas
amostras de NPAg, estabilizadas com goma arabica (GA) e reduzidas com Tri-
Alanina (Amostra 1: NPAg com tamanho aproximado de 25 nm e Amostra 2: NPAg
com tamanho aproximado de 75 nm), utilizando ensaios in vitro e in vivo. O teste in
vitro de citotoxicidade, foi realizado seguindo a norma ISO 10993 - 5 pelo método
de incorporacao do corante vermelho neutro, em células da linhagem NCTC-L929,
para obtencéo do ICso (indice de citotoxicidade, concentragdo da amostra que induz
50% de lise ou morte celular); os ensaios in vivo de ecotoxicidade aguda, de acordo
com a norma brasileira ABNT NBR 12713, utilizando como organismo teste a
Daphnia similis, para obtencdo da CEso (concentracédo efetiva da amostra que
causa imobilidade em 50% dos organismos expostos); e embriotoxicidade aguda
de acordo com o protocolo da OECD 236, utilizando como organismo teste o Danio
rerio, para obtencéo da CLso (concentracéo letal da amostra que causa mortalidade
em 50% dos organismos expostos). Os resultados obtidos para a Amostra 1: foram
ICso de 2,57 mg L1, CEso de 4,40 ug L, e CLso de 177 ug L%, Amostra 2: ICso de
2,61 mg L1, CEso de 6,55 ug L't e CLso de 673 ug L. Estes resultados mostram
que 0s organismos aquaticos sdo mais sensiveis as NPAg do que as células em
cultura, elevando a importancia de se realizar mais estudos relacionados as

adversidades que essas nanoparticulas podem causar. Além disso, mostra-se



necessario verificar o descarte das mesmas no meio ambiente, visto que no Brasil
ainda ndo ha legislacbes que quantifiguem os limites permissiveis para esse

descarte.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes. Nanoparticulas de Prata.
Citotoxicidade. Microcrustaceos aquaticos. Peixes.



ABSTRACT

MAZIERO, Joana S. Evaluation of the toxicity of silver nanoparticles in aquatic
microcrustaceans and Danio rerio embryos. 2019. 91 p. Dissertacdo (Mestrado
em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN -
CNEN/SP. Séo Paulo.

Due to its diverse attributes such as size, high surface area, varied shape and high
bactericidal power, silver nanoparticles (NPAg) have been widely used in several
sectors of the industry: dressings due to their bactericidal capacity; inside food
coolers, to retard spoilage; in antimicrobial insoles to prevent odors; in air purifiers;
surgical instruments and so on. The comprehensive use of NPAg has caused great
concern in the academic field, mainly ecotoxicological, regarding the potential
impacts and risks that these can cause to the environment and human health. Based
on these considerations, this work aimed to verify and compare the toxicity level of
two GA-stabilized and reduced with Tri-Alanine (NPAg samples (Sample 1: NPAg
with an approximate size of 25 nm and Sample 2: NPAg with an approximate size
of 75 nm) using in vitro and in vivo assays. The in vitro cytotoxicity test was
performed according to 1ISO 10993-5 by the method of incorporation of the neutral
red dye in cells of the NCTC-L929 line, to obtain the 1Cso (cytotoxicity index, sample
concentration inducing 50% lysis or cell death); the in vivo tests of acute ecotoxicity,
according to Brazilian standard ABNT NBR 12713, using Daphnia similis as the test
organism to obtain ECso (effective concentration of the sample causing immobility
in 50% of the exposed organisms); and acute embryotoxicity according to the
protocol of OECD 236, using Danio rerio as the test organ to obtain LCso (lethal
concentration of the sample causing mortality in 50% of the exposed organisms).
The results obtained for Sample 1 were ICso of 2.57 mg L%, ECso of 4.40 ug L1, and
LCso of 177 ug L*; Sample 2: ICso of 2.61 mg L1, ECso of 6.55 ug L* and LCso of
673 ug L. These results show that aquatic organisms are more sensitive to NPAg
than cells in culture, raising the importance of conducting further studies related to
the adversities that these nanoparticles can cause. In addition, it is necessary to
verify the disposal of the same in the environment, since in Brazil there is still no

legislation that quantifies the permissible limits for this disposal.

Keywords: Emerging contaminants. Silver nanoparticles. Cytotoxicity. Aquatic
microcrustaceans. Fish.
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1. INTRODUCAO

A Nanotecnologia compreende a investigacdo e o desenvolvimento de
projetos e materiais em nivel molecular e atdmico, dentro da escala nanométrica
de 1-100 nm (Miller, Serrato e Kundahl, 2005). A nanotecnologia verde é uma area
especifica da nanotecnologia, que busca o desenvolvimento de protocolos para
gerar produtos e processos sustentaveis, a partir da utilizacao de produtos naturais.
O objetivo é minimizar os impactos ambientais gerados, do processo de producao
ao produto final (Karn e Bergeson, 2009; Mittal et al., 2013).

Na industria brasileira a utilizacdo de materiais nanoestruturados esta cada
vez mais difundida. As nanoparticulas de prata (NPAg), devido as suas
propriedades como: tamanho pequeno, formato variado, elevada area superficial e
capacidade bactericida, podem ser incorporadas facilmente a diversos materiais:
curativos, no interior de refrigeradores, em palmilhas antimicrobianas, em
purificadores de ar, em instrumentos cirargicos e etc (Berni Neto et al., 2008;
Nogueira et al., 2013; Souza et al., 2013).

As NPAg ndo sdo soluveis em agua, portanto durante sua sintese é
necessario a utilizagdo de agentes estabilizantes, como por exemplo a goma
ardbica (GA). A GA é um exsudado de goma seco, comestivel, proveniente dos
caules e ramos de Acacia senegal e A. seyal, que € rico em fibra solivel ndo viscosa
(Ali, Ziada e Blunden, 2009).

As NPAg podem ser liberadas ao meio ambiente de diversas formas, durante
sua sintese, fabricacdo, utilizacdo e processo de reciclagem de materiais que
contenham a mesma em sua composicdo. Desta forma, podem atingir o
ecossistema aquatico e apresentar riscos a biota, podendo ser responsaveis por
causar efeitos nocivos para seres humanos e outros organismos vivos. Estima-se
que as NPAg estejam presentes entre 0,00003 e 0,5 ug L't em aguas néo tratadas,
e seus efeitos nos organismos aquaticos sao pouco elucidados (Mathias et al.,
2014; Nogueira et al., 2013; Wal, 2010; Souza et al., 2013).

Na literatura h& varios relatos sobre os possiveis mecanismos de acéo das
NPAg em sistemas biolégicos. Uma questdao importante quanto a toxicidade das
NPAg, € se a mesma € ocasionada pelos Ag+ (ions de prata), liberados da
superficie das nanoparticulas ou pelas proprias nanoparticulas. Estudos

demonstraram que a toxicidade aguda para organismos aquaticos € principalmente



18

atribuida ao Ag+ liberado (Newton et al., 2013; Kittler et al., 2010).

A toxicidade das NPAg pode ser verificada em testes tanto in vitro como in
vivo. O teste in vitro de citotoxicidade minimiza a utilizacdo de animais de
laboratério. E a primeira etapa a ser realizada para avaliar o nivel de toxicidade de
qualguer material para utilizagdo em dispositivos biomédicos, e apds a
comprovacdo da sua ndo toxicidade € que o estudo da biocompatibilidade do
produto pode ter continuidade, realizando-se 0s ensaios necessarios em animais
de laboratério (Cruz et al., 1998; Rogero et al., 2003).

Os testes in vivo podem ser realizados utilizando ensaios ecotoxicologicos.
No meio aquético a toxicidade de agentes quimicos € avaliada por meio de ensaios
ecotoxicolégicos com organismos representativos da coluna d’agua ou dos
sedimentos de ambientes de agua doce, estuarina ou marinha. O conhecimento da
toxicidade desses agentes a diferentes organismos aquéticos permite averiguar o
impacto tempordrio que esses poluentes causam a biota dos corpos hidricos, além
da determinacdo dos limites permissiveis de varias substancias quimicas para
protecao da vida aquatica (Zagatto e Bertoletti, 2006).

A Daphnia similis (Crustacea, Cladocera), é um microscrustaceo
plancténico, com comprimento maximo de 3,5 mm. Atuam como consumidores
primarios na cadeia alimentar aquatica e se alimentam por filtracdo de material
organico particulado em suspensao. Os organismos deste género séo vulgarmente
conhecidos como pulga d’agua e tem larga distribuicdo no hemisfério norte (ABNT,
2016).

O Danio rerio, é popularmente conhecido como peixe-zebra (zebrafish) ou
paulistinha, € uma espécie de peixe tropical, ovipara, omnivora, de comprimento
médio de 4 a 5 centimetros. Atuam como consumidores secundérios na cadeia
alimentar aquatica. Estes organismos s&o originarios da india e Paquistio e foram
introduzidos em diversas partes do mundo (ABNT, 2011). O modelo do Danio rerio
€ muito usado nos ensaios biolégicos pois, seu DNA tem cerca de 70% de
semelhanca com o DNA humano (Zhang et al., 2003).

O aumento na producdo e utilizacdo das NPAg em diversas areas tem
provocado grande preocupacao quanto aos impactos e riscos potenciais que estas
podem causar ao meio ambiente e a saude humana, o que eleva a importancia da

determinacéo da toxicidade em varias espécies de interesse bioldgico.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo verificar a toxicidade das NPAg em
organismos aquaticos, utilizando Daphnia similis no teste de ecotoxicidade aguda

e Danio rerio no teste de embriotoxicidade aguda.

2.1. Objetivos especificos:

o Realizar o ensaio de citotoxicidade das NPAg para a obtencao da ICso;

e Realizar o ensaio de ecotoxicidade aguda para obter a CEso das NPAg
em Daphnia similis;

« Realizar o ensaio de embriotoxicidade aguda para obter a CLso das NPAg

em Danio rerio.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Nanotecnologia

O termo nanotecnologia foi proferido inicialmente em 1974 por Norio
Taniguchi, pesquisador da Universidade de Téquio no Japéo, para descrever as
tecnologias que permitem a construcdo de materiais na escala nanométrica (Borm
et al., 2006).

Para Miller et al (2005), a nanotecnologia compreende a investigacéo e
desenvolvimento de materiais em nivel molecular e atbmico, dentro da escala
nanométrica, de um a cem nanémetros. Porém, ainda h&a algumas divergéncias
quanto a sua definigao.

De acordo com a Royal Society e Royal Academy of Engineering (2004), a
nanociéncia pode ser definida como: o estudo de fenbmenos e manipulacdo de
materiais em escalas atbmicas, moleculares e macromoleculares, onde as
propriedades diferem significativamente daquelas em escala maior; e a
nanotecnologia pode ser definida como: o design, caracterizagdo, producdo e
aplicacao de estruturas, dispositivos e sistemas controlando forma e tamanho em
escala nanométrica.

De modo geral, a nanotecnologia engloba um conjunto de técnicas com
aplicacdes potenciais na maioria dos setores industriais existentes na atualidade
(Bastos, 2006). E considerada uma ciéncia multidisciplinar e € muito utilizada por
inUmeras areas: biotecnologia, biologia molecular, medicina, eletrdnica, industria
quimica, farmacéutica, entre outras (Lines, 2008). Acredita-se que a
nanotecnologia tenha um profundo impacto na economia e na sociedade durante o
século 21, talvez comparavel a tecnologia da informacdo ou aos avancos na
biologia celular e molecular (Bastos, 2006).

Uma das descobertas mais importantes da nanotecnologia foi o fato de que,
em cada tamanho, um mesmo material pode apresentar caracteristicas muito
diferentes (Antunes et al., 2013).
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3.1.1. Nanotecnologia verde

Catéastrofes ambientais frequentes, perda de biodiversidade ecolégica e
impactos a saide humana incitaram a comunidade cientifica a avancar em direcao
a uma nova visao para o desenvolvimento de novas tecnologias (Kanchi e Ahmed,
2018).

A nanotecnologia verde € a vertente da nanotecnologia que tem como
objetivo o desenvolvimento de protocolos para gerar produtos e processos de
producédo sustentaveis, a fim de minimizar a utilizacdo de compostos toxicos, bem
como a diminuicdo de custos e o0 descarte apropriado dessas substancias quimicas.
O intuito € diminuir os impactos ambientais gerados do processo de producdo ao
produto final, principalmente de nanoparticulas metalicas, amplamente utilizadas
atualmente. A esséncia da nanotecnologia verde tem como objetivo ndo causar, ou
pelo menos minimizar os danos causados ao meio ambiente (Karn e Bergeson,
2009; Kanchi e Ahmed, 2018).

A sintese de nanoparticulas metélicas é realizada por reducdo de um ion
metdlico. As metodologias convencionais empregadas para a sintese dessas
nanoparticulas, geralmente sdo métodos quimicos em que ha utilizagcdo de
solventes toxicos (hidrato de hidrazina, hidroxido de sodio, borohidreto de sédio,
dimetilformamida e etilenoglicol), que podem ser adsorvidos na superficie das
nanoparticulas. Além disso, pode resultar na geracao de subprodutos téxicos e
envolver elevado consumo de energia (Silva, 2014).

Devido a esses fatores, o principio da Nanotecnologia verde, parte da
utilizacdo de meios nao perigosos e do desenvolvimento de novas técnicas de
solubilizagdo ambientalmente aceitaveis. Sendo assim, o0 uso de extratos vegetais
é amplamente difundido nesse segmento (Mittal et al., 2013; Thakkar et al., 2010).

A utlizacdo de extratos vegetais para a fabricagdo de nanoparticulas
metalicas € barato, reprodutivel, facilmente escalavel e ambientalmente seguro.
Essas sinteses, conhecidas também como “Sintese Verde” ou “Biossintese”,
resultam em nanoparticulas estaveis, com boa durabilidade e livres de
contaminantes téxicos, conforme necessario para cada area de aplicacdo. A
sintese baseada em extratos de plantas pode fornecer nanoparticulas de tamanho

e morfologia controlados (Mittal et al., 2013; Iravani, 2011).
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3.1.1.1. Goma Arébica (GA)

As gomas de plantas e arvores sao produzidas por um processo conhecido
como gomose, que consiste no produto da decomposi¢édo da celulose. Na area da
nanotecnologia, as gomas vegetais sdo usadas como agentes redutores,
estabilizadores, moldes, precursores, formadores de filme, encapsuladores, e
durante a sintese e modificacbes pos-sintese, de nanoparticulas e
nanocompositos. Também tem amplo uso industrial na area alimenticia e da saude
(Kanchi e Ahmed, 2018).

Dentre as gomas vegetais existe a Goma Ardbica (GA), que é a mais antiga
e conhecida de todas as gomas naturais. Seu uso pode ser rastreado até o terceiro
milénio a.C., o tempo dos antigos egipcios. As primeiras frotas egipcias vendiam
GA como um artigo de comércio, amplamente utilizado como aglutinante de
pigmentos e adesivo em tintas para fazer hieroglifos. Em inscricdes antigas se
referem a GA como kami (Verbeken et al., 2003).

De acordo com o Joint Expert Committee for Food Additives (JECFA), a GA
€ definida como: uma exsudacao seca obtida das hastes de Acécia senegal ou
espécies de acécia da familia Leguminosae (Figura 1) (Ali et al., 2008). E
comumente cultivada nas regides subsaarianas da Africa, Austrélia, india e América
do Sul (Mariod, 2018).

Figura 1 — (A) Arvore de Acacia senegal e (B) Exsudag&o seca proveniente das hastes de Acacia
senegal.

Fonte: Quintanilha, 2015.

A GA é um material altamente heterogéneo e de estrutura complexa.

Quimicamente é descrita como uma combinacdo de sais de calcio, potassio,
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magnésio, oligbmeros e polissacarideos ramificados que contém arabinose,
galactose, ramnose e acidos urénicos e uma pequena fracao de glico-proteinas. A
composi¢cao quimica, bem como a estrutura da GA pode variar de acordo com a
espécie de origem, idade da arvore, tempo de exsudagdo, tempo de
armazenamento e condigfes climatica. Contudo, de modo geral, em sua estrutura
quimica (Figura 2), ha trés fracdes com diferentes teores protéicos e massas
moleculares distintas: arabinogalactana (AG), complexo proteina-arabinogalactana
(AGP) e glicoproteinas (GP) (Kattumuri et al., 2007; Kanchi e Ahmed, 2018;
Quintanilha, 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica da GA e os principais grupos terminais e formadores da cadeia
principal.
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Fonte: Quintanilha, 2015.

As propriedades presentes na estrutura da GA, determinam sua capacidade
de solubilidade, viscosidade e microencapsulacdo. Além de todos os atributos
sensoriais e texturizantes, a GA possui excelente acdo antioxidante, como por
exemplo, a capacidade de eliminacdo de radicais livres, 0 que justifica sua ampla

utilizacdo na area da saude (Mariod, 2018; Ali et al., 2008).

3.1.1.2. Tri-Alanina
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A Tri-Alanina ou Alanina Trimérica, € um composto desenvolvido pelos
inventores Kattesh V. Katti, Douglas E. Volkert, Alan R. Ketring e Robert Churchill
(Columbia - EUA), cuja patente esté registrada no niumero 5,948,386 de 1999. A
estrutura quimica da Tri-Alanina esta representada na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura quimica da Tri-Alanina.
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Fonte: US 2006/004.5916A1.

Nao foram encontrados dados na literatura quanto as propriedades e
aplicacdes da Tri-Alanina. Mas os inventores Kannan Raghuraman e Kattesh K.
Katti (Columbia - EUA), patentearam uma metodologia em que a Tri-Alanina é
utiizada como agente redutor para a sintese de nanoparticulas de prata (US
2006/004.5916A1).

3.2.  Nanoparticulas de prata

Os elementos metalicos (puros ou em combinagdo), possuem elétrons
deslocalizados em sua estrutura e caracterizam-se pela alta condutividade elétrica
e térmica, brilho, maleabilidade, ductibilidade e resisténcia mecéanica (Zarbin,
2007).

As nanoparticulas sédo formadas a partir de um determinado tamanho critico,

abaixo do qual, ao menos uma das propriedades do solido bulk (sdlido
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macroscopico) passa a ser modificada. As nanoparticulas metalicas destacam-se
dentre os nanomateriais, pois abaixo desse tamanho critico, suas propriedades
(dentre elas, as propriedades Opticas) podem ser drasticamente modificadas,
sendo que tais modificacdes sdo dependentes do seu tamanho, sua forma e ainda
do meio em que se encontram (Kaucz, 2017).

As nanoparticulas sao diferentes de substancias quimicas tradicionais, ainda
que apresentem a mesma composicao, diferem devido ao tamanho da particula,
seu metabolismo e interacdo com o sitio de acao (Miller et al., 2005). Estudos
demonstraram que as particulas ultrafinas podem causar mais danos que as
particulas maiores, na mesma concentracdo (Asharani et al., 2008).

Dentre as nanoparticulas, encontram-se as NPAg que possuem excelente
atividade antimicrobiana, boa condutividade, elevado efeito catalitico e alta area
superficial. Podem ser empregadas para reduzir infecgdes, prevenir a colonizacao
bacteriana em superficies de prétese, em cateteres e em materiais odontoldgicos
(Berni Neto, Ribeiro e Zucolotto, 2008). Devido a todas essas propriedades as
NPAg séo utilizadas em diversos setores da industria, porém pouco sabe-se sobre
sua bioatividade, biodistribuicdo e seus impactos ao meio ambiente e a saude
humana (Asharani et al., 2008).

As NPAg podem ser liberadas ao meio ambiente de diversas formas, durante
sua sintese, fabricacao, utilizacdo e processo de reciclagem de materiais que as
contenham em sua composi¢édo (Mathias et al., 2014). Desta forma podem atingir
0 ecossistema aquatico e apresentar riscos a biota, podendo ser responsaveis por
causar efeitos nocivos para seres humanos e outros organismos vivos. Estima-se
que as NPAg estejam presentes entre 0,00003 e 0,5 ug Lt em aguas néo tratadas,
e seus efeitos nos organismos aquaticos sdo pouco elucidados (Nogueira et al.,
2013; Wal, 2010; Souza et al., 2013).

3.2.1. Mecanismos de acao das NPAg

Na literatura h& varios relatos sobre os possiveis mecanismos de acéo das
NPAg em sistemas biolégicos. De acordo com Asharani et al. (2009), que avaliou
a toxicidade das NPAg utilizando fibroblastos de pulmdo humano e células de

glioblastoma humano, a presenca de NPAg no ndcleo e na mitocondria indicou a
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ruptura da cadeia respiratdria mitocondrial originando espécies reativas de oxigénio
(ROS) e blogueio da sintese de ATP causando dano ao DNA. Huh e Kwon (2011),
sugerem que quando as NPAg entram em contato com microorganismos, ocorre a
producao de ROS, ruptura da membrana celular, dano mitocondrial e dano ao DNA.

Estudos realizados indicaram que as nanoparticulas podem causar efeitos
adversos a saude humana, como efeitos toxicos no tecido celular, subcelular e
niveis biomoleculares, como genes e proteinas, contudo as relacbes diretas de
causa-efeito ainda estéo pouco elucidadas (Pan et al., 2007).

Uma questdo importante quanto a toxicidade das NPAg, é se a mesma é
ocasionada pelos Ag+ liberados da superficie das nanoparticulas. Estudos
demonstraram que a toxicidade aguda para organismos aquaticos é principalmente
atribuida ao Ag+ liberado (Newton et al., 2013; Kittler et al., 2010).

Em organismos aquéticos o0 mecanismo de toxicidade para Ag sdo o
distarbio ionorregulatério ou a falha associada a inibicdo competitiva ou nao
competitiva da atividade da trifosfatase de adenosina (Na*, K* -ATPase),
dependente de ions sodio ou potassio. Isso resulta na inibicdo da absorcao de Na*
nas branquias, o que acarreta a uma sequéncia de eventos que culminam em
parada cardiaca e morte (Hogstrand e Wood, 1998; Bianchini e Wood, 2003).

No entanto, outras pesquisas sugerem gue a toxicidade é ocasionada pelas
proprias NPAg, em que o provavel mecanismo de toxicidade é a producédo de
espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo. Isso resulta em dano
mitocondrial, peroxidacgéo lipidica da membrana e danos no DNA e nos lipidios, o0s

quais levam a apoptose celular (Asharani et al., 2008; Choi et al., 2010).

3.3. Ecotoxicologia

A toxicologia € o estudo dos efeitos adversos de agentes quimicos ou fisicos
em organismos Vvivos, e é capaz de examinar e comunicar a natureza desses efeitos
na saude humana, animal e ambiental (Casarret e Doll’s, 2008). A ecotoxicologia é
considerada uma subdivisdo da toxicologia ambiental (Costa et al., 2008).

O termo ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez por René Truhaut, em
junho de 1969, na reunido do Committe of the International Council of Scientific

Unions (ICSU), em Estocolmo (Truhaut, 1977). Agrupando a designac¢ao eco (do
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grego oikos, elemento de composi¢cado com o significado de casa, domicilio, habitat:
ecologia) e a palavra toxicologia (ciéncia dos agentes toxicos, dos venenos e da
intoxicacao) (Azevedo e Chasin, 2003).

A partir deste evento, o conceito foi muito discutido, e em 1976 definiu-se
ecotoxicologia como sendo: a ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, populacdes e comunidades,
animais ou vegetais, terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo
assim a interacdo das substancias com 0 meio nos quais 0s organismos vivem num
contexto integrado (Plaa, 1982; Cairns e Niederlehner, 1995).

Segundo SCOPE (1978), a ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos
ocasionados por agentes quimicos e fisicos nos organismos vivos, principalmente
sobre a dindmica de populagdes e comunidades, integrantes de ecossistemas
definidos. E considerada multidisciplinar, envolvendo as areas da fisica, quimica e
biologia (Costa et al., 2008).

O estudo da ecotoxicologia parte do principio que a sobrevivéncia humana
depende do bem estar de outras espécies, e que 0s agentes quimicos podem
causar efeitos nocivos em organismos vivos e em processos ecoldgicos (Yu et al.,
2005).

De acordo com Brentano (2006), os objetivos da ecotoxicologia sao: avaliar
a toxicidade de poluentes “in situ” e “ex situ”, compreender os mecanismos de acao
de substancias toxicas e avaliar o risco que 0s agentes quimicos apresentam para
0S ecossistemas.

Consideram-se o0s pilares da ecotoxicologia, a regulamentacao e a pesquisa.
A regulamentacéo garante testes padronizados que séo rapidos e econdmicos, com
resultados que podem ter inimeras aplicagdes. Por outro lado, a pesquisa revela a
importancia de se obter mais informacgdes sobre as interagbes entre organismos,
processos fisiolégicos, fatores ambientais e multiplas substancias quimicas
antropogénicas (Yu et al., 2005).

Na Década de 70, a pressdo da opinido publica sobre as induastrias
potencialmente poluidoras permitiu 0 avanco na area da ecotoxicologia, pois as
agéncias de protecdo ambiental, principalmente na Europa e nos Estados Unidos
comecaram a desenvolver os primeiros protocolos padronizados de testes de
toxicidade, utilizando espécies nativas daquelas regides (Magalhaes e Ferréao Filho,
2008).
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Nas décadas de 70 e 80, testes de ecotoxicidade foram desenvolvidos no
Brasil, contudo, essa area de estudo se consolidou na década de 90 com a
elaboracéo de procedimentos e normas técnicas (Abessa, 2002). Em 1975 ocorreu
a primeira tentativa em termos de metodologia, em um programa de padronizacao
de testes de toxicidade aguda com peixes, conduzido pelo Comité Técnico de
Qualidade das Aguas da International Organization for Standarctization (ISO), com
a participacdo da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado
de Sdo Paulo (CETESB), a convite da Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) (Veiga e Vital, 2002; Zagatto e Bertoletti, 2006).

Atualmente, os ensaios de toxicidade e estudos de monitoramento sdo
utilizados com a finalidade de avaliar e conhecer os efeitos da introducéo direta

e/ou indireta de compostos quimicos no meio ambiente (Martini, 2013).

3.3.1. Ecotoxicologia aquatica

A 4gua é um elemento essencial para a sobrevivéncia, porém os
ecossistemas aquaticos tem sofrido alteragdes significativas em funcéo de diversos
impactos ambientais advindos de atividades antropicas, tais como derrames
acidentais de lixos quimicos; langamentos de efluentes domésticos e industriais ndo
tratados; construcdo de barragens e represas; mineracao; retilinizacéo e desvio do
curso natural de rios; desmatamento e uso inadequado do solo em regides riparias
e planicies de inundacéao; superexploracdo de recursos pesqueiros; introducao de
especies exoticas, entre outros (Goulart e Callisto, 2003).

O ambiente aquatico compreende varios tipos de ecossistemas: rios, lagos,
estuarios, mares e oceanos; tais ecossistemas sao altamente complexos, abertos
e dinamicos, portanto sofrem modificagfes continuas na sua composi¢do quimica.
Esses ambientes sdo produtos dinamicos de interacdes complexas entre 0s
componentes bioticos e abiodticos caracteristicos de cada um deles (Costa et al.,
2008).

A toxicidade de uma substéancia quimica depende das propriedades (fisico-
quimicas), concentracdo e tempo de exposi¢cao a que o organismo é submetido. Os
efeitos toxicos causados pela exposicdo a diversos contaminantes pode se

manifestar em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, desde estruturas
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celulares até populacbes e comunidades. Deste modo, a vulnerabilidade do
ambiente aquatico depende das propriedades fisicas e quimicas do composto, de
sua concentracao e das caracteristicas fisicas e quimicas do ecossistema (Rand et
al., 1995).

Os organismos aquaticos podem ser expostos aos agentes quimicos
presentes na agua e nos sedimentos. A bioacumulacao, resultante do acumulo dos
poluentes nos tecidos dos organismos vivos, quando ndo metabolizados ou
excretados, pode contribuir para o processo de biomagnificacdo, onde este
acumulo é transmitido para o nivel superior da cadeia tréfica (Baptista et al., 2001).

A ecotoxicologia aquatica avalia os efeitos de substancias quimicas sobre os
organismos representativos do ecossistema aquatico. Engloba o transporte, a
distribuicdo, a transformacdo e o destino final dos contaminantes no ambiente
aquético (Costa et al., 2008).

O conhecimento da toxicidade desses agentes a diferentes organismos
aquaticos permite, averiguar o impacto temporario que esses poluentes causam a
biota dos corpos hidricos, aléem da determinacao dos limites permissiveis de varias
substancias quimicas para protecdo da vida aquética (Zagatto e Bertoletti, 2006).

No meio aquatico a toxicidade de agentes quimicos é avaliada por meio de
ensaios ecotoxicolégicos com organismos representativos da coluna d’agua ou dos
sedimentos de ambientes de agua doce, estuarina ou marinha. O conhecimento da
toxicidade desses agentes a diferentes organismos aquaticos permite averiguar o
impacto temporario que esses poluentes causam a biota dos corpos hidricos, além
da determinacdo dos limites permissiveis de varias substancias quimicas para

protecao da vida aquatica (Costa et al., 2008; Zagatto e Bertoletti, 2006).

3.3.2. Ensaios Ecotoxicoldgicos

A utilizacéo de ensaios ecotoxicoldgicos integra os conceitos da ecologia, ha
diversidade e representatividade dos organismos e seu significado ecolégico, e da
toxicologia, em relacdo aos efeitos adversos dos poluentes sobre comunidades
biolégicas (Plaa, 1982).

De acordo com Abessa (2002), a utilizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos

apresenta diversas finalidades, dentre as quais destacam-se:
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e O conhecimento da qualidade de aguas, sedimentos, solo e ar;

e Os fins de regulacdo e a definicdo de limites maximos permissiveis
para o langamento de efluentes e substancias quimicas;

e As estimativas do efeito de descargas de contaminantes sobre as
populacdes naturais;

e A definicdo de areas criticas;

e Andlises de risco ecolégico;

¢ Como integrantes em programas de monitoramento ambiental;

e A deteccdo dos primeiros sinais de impacto devido a compostos
quimicos ("early warning");

e O fornecimento do significado bioldgico para dados de contaminagao.

Atualmente, os ensaios de toxicidade e estudos de monitoramento ambiental
tem sido amplamente utilizados com a finalidade de se avaliar e conhecer os efeitos
da introducéo direta e/ou indireta de compostos quimicos emergentes no meio
ambiente.

Os ensaios ecotoxicologicos podem ser classificados de acordo com o
método de adicionar a solugéo-teste (sistema estético, semi-estatico e de fluxo
continuo), propadsito (teste de composto isolado; monitoramento da qualidade de
efluente; toxicidade relativa; sabor ou odor; taxa de crescimento; entre outros) e
duracao (agudo, sub-cronico ou cronico) (Rubinger, 2009).

O ensaio de toxicidade aguda pode ser esclarecido como aquele que avalia
as respostas rapidas e severas dos organismos aquaticos a um estimulo que se
manifesta geralmente por agentes quimicos ou amostras ambientais num intervalo
de 0 a 96 horas, o efeito observado na maioria dos casos, para peixes € a letalidade
e para invertebrados a imobilidade, ou outras manifestagcdes do organismo que as
anteceda (Zagatto e Bertoletti, 2006).
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3.4. Organismos-teste

Para a escolha do organismo-teste € indispensavel que o mesmo apresente
sensibilidade a diversos agentes quimicos, e que sua sensibilidade seja constante.
E de extrema importancia entender sobre a biologia da espécie a ser utilizada,
como habitos alimentares, reproducéo, fisiologia e comportamento. Os organismos
de pequeno porte e ciclo de vida ndo muito longo, sdo ideais aos ensaios
ecotoxicolégicos (Domingues e Bertoletti, 2006; Rand e Petroceli, 1985).

Para Zagatto e Bertoletti (2006), os critérios mais importantes paraa escolha
do organismo-teste, € sobre tudo, as boas experiéncias de seu manuseio e a sua
relevancia na cadeia alimentar, bem como a sua ampla disseminacao e facil
disponibilidade.

Os organismos utilizados em ensaios de toxicidade podem ser obtidos
através de produtores especializados, coletados em ambientes naturais ou
cultivados em laboratério (Domingues e Bertoletti, 2006).

Nos ensaios de toxicidade é recomendado a utilizacdo de organismos de
trés niveis troficos diferentes, porém, por razdes praticas e econémicas, em grande
parte 0os ensaios de ecotoxicidade sdo realizados com uma Unica espécie de

organismo-teste (Ribo, 1997).

3.4.1. Daphnia similis

A importancia da utilizacao de invertebrados em estudos de monitoramento
ambiental se da pelo fato de que essas espécies constituem 95% do total de
espécies viventes no planeta. Estdo presentes em praticamente todos o0s
ecossistemas e encontram-se em grande abundancia populacional (Fossi et al.,
1998).

Os cladoceros séo microcrustaceos plancténicos que pertencem a Ordem
Cladocera, do Filo Crustacea e sé@o vulgarmente conhecidos como pulgas d'agua.
Atuam como consumidor primario na cadeia alimentar aquatica e se alimentam por
filtracdo de material organico particulado em suspenséo e microalgas. Apresentam

em sua morfologia, pernas toracicas compostas por cerdas que agem como
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peneiras, retendo algas, bactérias e pequenas particulas de matéria organica
provenientes da agua (Buikema e Sherberger, 1977).

Dentre os organismos de agua doce, estdo os cladéceros do género
Daphnia: D. magna, D. pulex e D. similis. A Daphnia similis (Figura 4), apresenta
comprimento maximo de 3,5mm e possuem ampla distribuicdo na América do Norte
(Burton et al., 2002; ABNT, 2016).

Figura 4 - Daphnia similis
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Fonte: Adaptado de http://petecologiaufrpe.blogspot.com.br./2013/02/artigo-o0-uso-do-
bioindicador-daphnia.

Os Daphnideos se reproduzem por partenogénese (reproducao assexuada),
dando origem a populacgfes constituidas inteiramente por fémeas. O que garante a
obtencao de individuos geneticamente idénticos, resultando em organismos-teste
com sensibilidade constante. Estes organismos encontram-se amplamente
distribuidos nos corpos d’agua doce, sendo fonte significativa de alimento para
peixes e importantes em muitas cadeias alimentares. Sao organismos facilmente
cultivados em laboratério, sensiveis a varios contaminantes do ambiente aquatico
e devido ao seu tamanho reduzido, necessitam de menores volumes de amostras-

teste e agua de diluicdo (Domingues e Bertoletti, 2006; Costa et al., 2008).
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3.4.2. Danio rerio (Zebrafish)

Os peixes sao utilizados como bioindicadores por terem um bom
desenvolvimento em cultivos laboratoriais e por serem de facil observagédo. Os
ensaios que utilizam peixes, tem por objetivo compreender como um agente téxico
afeta organismos de maior grau de estruturacdo como os vertebrados (Zagatto e
Bertoletti, 2006; Rubinger, 2009).

Os peixes sdo animais muito sensiveis a alteracfes ambientais. A espécie
Danio rerio (Figura 5), apresenta grande sensibilidade quando exposta a produtos
quimicos, por absorver rapidamente 0s compostos que sdo diretamente
adicionados na agua e acumula-los em varios tecidos (Albinati et al., 2009;
Sant'anna, 2009).

Figura 5 - Danio rerio adulto: (A) Fémea e (B) Macho.

Fonte: https://green-chapter-shop.myshopify.com/products/danio-rerio-zebra-danio

O Danio rerio € popularmente conhecido como zebrafish ou paulistinha.
Originario ao redor das bacias dos rios Ganges e Brahmaputra no nordeste da
india, Bangladesh e Nepal. Foi inicialmente descrito como habitando corpos d'agua
l6ticos, corregos e valas, particularmente adjacente aos campos de arroz (Sterba,
1962; Jayaram, 1999).

Trata-se de um peixe teledsteo pertencente a classe dos ciprinideos. E
omnivoro, consome diversos crustaceos bentdnicos e planctonicos e € resistente a
uma grande variacdo de temperatura, porém, em laboratério € recomendado que
seja mantido em temperaturas entre 24°C e 30°C (Santos, 2012). Nao € necessario

um grande espagco para 0 manejo e criagdo, e ja que vivem em cardumes na
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natureza, em condi¢des laboratoriais podem ser cultivados em grande nimero em
um mesmo aquario (Schneider et al., 2009).

Dentre os diversos atributos do zebrafish que o torna uma espécie modelo
para utilizacdo em pesquisas cientificas, inclui-se sua natureza robusta e social,
taxas de crescimento rapidas, alta reprodutividade durante o ano todo, embrides
transparentes e genoma estabelecido (Lawrence, 2007; Spence e Smith, 2005).

De acordo com Grunwald e Eisen (2002), o Danio rerio € um importante
modelo animal nas areas de genética, biologia de desenvolvimento e biomedicina
(Grunwald e Eisen, 2002). Este modelo pode ser utilizado para prever efeitos de
toxicidade em humanos, ja que apresenta 70% de homologia ao nosso DNA, bem
como semelhancas fisiologicas e anatbmicas, incluindo células endoteliais,
presenca de barreira hematoencefélica e respostas imunogénicas (Zhang et al.,
2003; Hill et al., 2005; Bar-llan et al., 2009).

Em comparacdo com outras espécies de peixe, o Danio rerio atinge a
maturidade sexual em trés meses de vida e podem produzir de 200 a 300 ovos por
desova. Como a fecundacdo é externa, o cérion transparente e relativamente
grande (0,5mm - 0,7mm), é possivel acompanhar o desenvolvimento do embrido
utilizando um estereomicroscépio simples. Os precursores de todos os 6rgaos ja
estdo presentes 36 horas apos a fertilizacédo (hpf). As larvas eclodem entre 48 e 72
hpf e no quinto dia apods a fertilizacdo (dpf), a maioria dos tecidos ja estdo
desenvolvidos (Kimmel et al., 1995; Silveira, 2012). Na Figura 6, apresenta-se o

ciclo de vida do Danio rerio.
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Figura 6 - Ciclo de vida do Danio rerio. O desenvolvimento do Danio rerio ocorre de forma rapida:
a clivagem, gastrulacéo e organogénese ocorrem em 24 hpf. Apés 48 e 72 hpf, as larvas eclodem
apresentando células de pigmentacéo. Posteriormente a fase juvenil, torna-se adulto 90 dias hpf.

Adulto /7 k T}. — .
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Fonte: Rezende, 2013.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas duas amostras de NPAg (Figura 7), sendo a Amostra 1:
NPAg na concentracdo de 147 ppm, com tamanho aproximado de 25 nm; e
Amostra 2: NPAg na concentracao de 174 ppm com tamanho aproximado de 75

nm, ambas estabilizadas com GA e reduzidas com Tri-Alanina (Figura 8).

Figura 7 - Amostras de NPAg.

Fonte: Joana da S. Maziero

Figura 8 - Amostras do agente estabilizante (GA), e do agente redutor (Tri-Alanina).

Tri-Alanina

Fonte: Joana da S. Maziero

As solucdes de NPAg e os controles da GA e Tri-Alanina foram fornecidas

pela empresa indiana Dhanvantari Nano Ayushadi Private Limited (DNA).
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4.1. Caracterizagdo das NPAg

A caracterizacdo das nanoparticulas metalicas, nos fornecem informacdes
guanto a estrutura, tamanho, disperséo, estado de oxidacdo e estabilidade dos
elementos contidos na amostra (WHITE et al, 2009). Os esclarecimentos dessas
informacdes foram fundamentais para uma analise mais efetiva dos resultados de

toxicidade das amostras estudadas.

4.1.1. Caracterizacdo por Espectroscopia de UV-Vis

As andlises por espectrofotometria de UV-Vis das solu¢des de NPAg, foram
realizadas no Laboratério de Biomateriais Poliméricos e Nanotécnicos do Centro
de Quimica e Meio Ambiente (CQMA), do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN/CNEN-SP), espectrofotbmetro modelo Spectramax i3 (Molecular

Devices, EUA), (Figura 9), comprimento de onda entre 230 e 900 nm.

Figura 9 - Leitura de UV-Vis em espectrofotbmetro Spectramax i3.

Fonte: Joana da S. Maziero

Nos elementos metalicos, a oscilacdo do plasma é a excitacdo coletiva de
um gés formado pelos elétrons de conducdo. Ao propagar-se em estruturas
nanomeétricas, esta onda de excitacdo possui uma frequéncia que depende da
geometria e do tamanho destas particulas, sendo denominada de superficie

plasmon. Medidas de absor¢céao de luz pelo plasmon de nanoparticulas metalicas



38

podem ser obtidas nas regides do ultravioleta visivel e infravermelho préximo.
Alteracbes no tamanho das particulas, resultam no deslocamento da banda
plasmon de superficie do metal, ou seja, se 0o tamanho das nanoparticulas
aumenta, o plasmon se desloca para a regido espectral de maior comprimento de
onda (Bechtold, 2011; Perkampus, 2013).

Com base nessas informacgdes, esta analise foi realizada para verificar a
presenca de nanoparticulas de prata nas amostras, e também para acompanhar

sua estabilidade.

4.1.2. Caracterizacdo por Microscopia Eletrédnica de Transmisséao
(MET)

Para analisar a morfologia e determinar o tamanho das nanoparticulas, as
amostras foram analisadas por Microscopia de Transmisséo Eletrénica (MET), no
Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Ciéncias Biomédicas (USP-
SP), utilizando o microscépio FEI modelo Tecnai G20 200 kV.

Para a preparagdo das amostras foram utilizadas grades de cobre de 400
mesh, cobertas por uma fina camada de filme de carbono continuo (Ted Pella, Inc.,
EUA). Nas quais, foram aplicadas uma carga negativa de 15 mA, durante 25 s,
utilizando o equipamento Glow-descharge (PELCO easiGlow™). Apés aplicado a
carga, foi depositado 3 pL de cada amostra. Decorrido 1 min, foi retirado o0 excesso
de amostra utilizando um papel filtro e a grade foi lavada 3 vezes com agua de
0SMose reversa.

O principio da técnica utilizada no MET, consiste na irradiacdo de um feixe
de elétrons de densidade de corrente uniforme, na superficie de uma amostra fina.
O feixe de elétrons é gerado por um canhdo de elétrons através da emissao
termibnica (aquecimento de um filamento, que pode ser de tungsténio ou
hexaboreto de lantanio) ou emissao de campo (pontas de filamento de tungsténio).
Os elétrons interagem fortemente com os atomos através de espelhamentos
elasticos e inelasticos. Por forgcas couldmbicas, ocorrem os espelhamentos
elasticos, que sdo os mais importantes dentre as interacbes que criam o contraste
na imagem do MET. Por fim, as lentes produzem uma imagem ampliada ou um

padrédo de eletrodifracdo da amostra em uma tela de visualizagéo, ou sistema de
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camera. A resolucao espacial da imagem depende muito da qualidade e do design
dessas lentes (Otubo, 2005; Egerton, 2005).

4.1.3. Caracterizacao por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Como analise complementar, foi realizado o Espalhamento de Luz Dinamico
(Dynamic Light Scattering - DSL), para determinar o tamanho médio das
nanoparticulas. Esta andlise foi realizada no Laboratério de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia do Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo, utilizando o equipamento Zetasizer, Nano - ZS (Malvern Intruments, EUA).

Esta andlise é realizada com base na taxa de difusdo das particulas através
do fluido. A amostra é iluminada por um feixe de luz a 90° com comprimento de
onda igual a 532 nm, que se espalha pelas particulas e entdo é captada por um
cabo de fibra ética que se encontra em um determinado angulo, desta forma é
transmitida para o tubo fotomultiplicador e pulso amplificador /discriminador, onde
ocorre a transformacédo para um sinal elétrico (Bechtold, 2011; Berne e Pecora,
2000).

A intensidade da dispersao da luz € proporcional ao tamanho da particula. O
equipamento calcula o diametro da nanoparticula de acordo com o movimento
browniano, que é o movimento aleatério de particulas suspensas em um fluido,

resultante de sua colisdo com atomos ou moléculas rapidas no liquido.

4.1.4. Caracterizacao por medidas do Potencial Zeta

Essa analise também foi realizada no Laboratério de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia do Instituto de Quimica da Universidade de Séo
Paulo, utilizando o equipamento Zetasizer, Nano - ZS (Malvern Intruments, EUA).

Muitas das propriedades importantes dos sistemas coloidais sé&o
determinadas direta ou indiretamente pela carga elétrica (ou potencial) das
particulas. O potencial zeta € uma propriedade fisica caracteristica de particulas
em suspensdo. O esclarecimento de sua magnitude, permite determinar a

estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais. A estabilidade do coldide
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depende do seu potencial total, que é a soma do potencial do solvente, da atracao
e do potencial repulsivo, ou seja, da adsorcéo de ions. Sendo assim, a medi¢cdo do
potencial zeta se da, pela aplicacdo de um campo elétrico na dispersdo (Hunter,
2013; Bechtold, 2011).

4.2. Ensaio de citotoxicidade

Com o propésito de minimizar a utilizacdo de organismos nos testes in vivo,
0s ensaios de citotoxicidade (in vitro) foram realizados como ferramenta auxiliar
para verificacdo da toxicidade.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com base na norma ISO
10993-5 (1999), para determinacdo do indice de citotoxicidade, que é a
concentracdo da amostra que induz 50% de lise ou morte celular (ICso). As
microplacas utilizadas para os ensaios foram preparadas e cedidas pelo Nucleo de
Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz e os ensaios foram realizados no
Laboratério de Ecotoxicologia do Centro de Quimica e Meio Ambiente (CQMA), do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP).

Foram utilizadas células fibroblasticas da linhagem NCTC-clone 929 (CCIAL
020), de tecido conectivo de camundongo, € o meio de cultura foi o Meio de Eagle
(MEM) com adicao de 10% de soro fetal bovino, amino&cidos ndo essenciais e
piruvato de sodio (MEM-uso).

O cultivo das células foi realizado em meio MEM-uso e apds o crescimento,
elas foram destacadas e a suspenséo celular foi acertada para 3,5x10° células/mL.
200 pL da suspenséo foram distribuidos em cada poc¢o da microplaca de 96 pocos
(Figura 10), e a placa foi mantida em incubadora umida a 37°C e atmosfera com

5% CO: por cerca de 24h, para atingir a confluéncia desejada.
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Figura 10 - Microplacas de 96 pocos.

Fonte: Joana da S. Maziero

Foi utilizada a alumina como controle negativo e o latex de borracha natural
como controle positivo. Os extratos dos controles, assim como as solu¢des das
NPAg foram submetidos a diluicdo seriada com MEM-uso obtendo-se
concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25%. No ensaio propriamente dito, foram
depositados 200 uL de cada diluicdo, em triplicata, tanto das nanoparticulas como
dos controles, em cada poco da microplaca.

A placa foi mantida em estufa imida a 37°C e atmosfera com 5% CO:2 por
24h. Decorrido este periodo os meios foram trocados por solugdo de vermelho
neutro em MEM-uso e a placa incubada por mais 3h para a incorporacdo do
corante. ApOs esta etapa a placa foi lavada duas vezes com tampéo fosfato (PBS)
pH 7,4, uma vez com a solucao de lavagem (1% CaCl2 em formaldeido 0,5%) e em
seguida foram adicionadas em cada poco 200 uL da solucéo de extracdo (50%
etanol em &cido acético 1%). Apos agitacdo por 10 min foi realizada a leitura da
densidade optica (DO) da microplaca em espectrofotdmetro leitor de ELISA Sunrise

da Tecan, em 540 nm e filtro de referéncia de 600 nm (Figura 11).



42

Figura 11 - Leitura das DOs em espectrofotdmetro leitor tipo ELISA.

Fonte: Cavalcante, 2017.

Este ensaio serviu como base para a determinacédo das concentracdes das
NPAg para a realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade aguda com Daphnia similis.
Considerando que este organismo é aproximadamente 1000x mais sensivel que as

células em cultura (Maziero et al, 2016).

4.3. Ensaio de ecotoxicidade aguda com Daphnia similis

Os ensaios de ecotoxicidade aguda foram realizados baseados na norma
ABNT NBR 12713 (2016), para determinacédo da concentracédo efetiva que causa
imobilidade a 50% dos organismos expostos (CEso), das NPAg. Os organismos
foram cultivados e mantidos no Laboratdrio de Ecotoxicologia do Centro de Quimica
e Meio Ambiente (CQMA), do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN/CNEN-SP), de acordo com a mesma norma.

Os organismos foram cultivados em béqueres de 500 mL, em incubadora
com temperatura controlada de 20 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas-luz e
luminosidade difusa. A agua utilizada tanto para os cultivos quanto para as diluigdes
nos testes, foi o Meio MS, com dureza ajustada entre 40 e 48 mg L de CaCOs e
pH na faixa de 7,0 - 7,6. A alga utilizada como alimento foi a Pseudokirchneriella
subcapitata, uma alga cloroficea, unicelular, administrada diariamente na

concentracdo de 1 a 5 x 10° células por organismo. Para a alimentacédo
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complementar foi utilizado uma solugcdo a base de racdo para peixe da marca
Tetramin, fornecida 3 vezes por semana na concentracao de 0,02 mL de alimento
por organismo.

Nos ensaios definitivos, conforme sugerido pela ABNT NBR 12713, optou-
se pelo fator de diluicdo de 2, tendo as seguintes concentragcbes: Amostra 1: 1; 2;
4;8¢e 16 ug L%, e Amostra 2: 3,125; 6,25; 12,50; 25 e 50 pg L.

As solucdes-teste foram preparadas no momento da realizacéo do ensaio, a
partir da solucéo-estoque de 100 pg L para Amostra 1 e 174 ug L para Amostra
2. Para o controle da GA foi utilizado 0,4 g em 200 mL de Meio MS, e para o controle
de Tri-Alanina, foi utilizado 0,001 g em 1000 mL de Meio MS.

Os ensaios foram realizados em triplicata, e os organismos na fase neonatal
(de 6 a 24 horas), foram expostos aos controles (Meio MS, GA, KP1 e KP2) e as
concentragbes de NPAg, por 48 horas. A exposi¢ao (Figura 12), ocorreu em 4
réplicas para cada concentracdo, contendo 10 mL de solug¢éo, com 5 organismos

por réplica, totalizando 20 organismos por concentracao.

Figura 12 - Ensaio de ecotoxicidade aguda com Daphnia similis.

Fonte: Joana da S. Maziero

Os organismos foram mantidos a temperatura de 20 * 2°C, com
luminosidade difusa e fotoperiodo de 16 horas de luz. Os parametros como
condutividade (Condut.), concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) e pH foram

verificados previamente e ao término dos ensaios.
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Na Tabela 1 estdo descritas as condicdes gerais dos ensaios de

ecotoxicidade aguda com Daphnia similis.

Tabela 1 - Resumo dos requisitos para o ensaio de ecotoxicidade aguda com Daphnia similis.

Requisitos Condicdes
Ensaio Estatico
Duracgao 48 horas
Idade do organismo 6 a 24 horas

Agua de diluicio

Volume minimo de solucdo-teste por
organismo

NUmero minimo de diluicbes

Numero minimo de organismos por diluicdo
Numero minimo de replicatas por diluicdo
Alimentacao

Temperatura

Fotoperiodo

Efeito observado

Expresséo dos resultados

Agua reconstituida (Meio MS)
2mL

5 concentracdes + Controle
20

4

Nenhuma

18°C a 22°C

Escuro ou 12h a 16h de luz
Imobilidade

CEso

Fonte: Adaptado de ABNT NBR 12713, 2016.

No final do periodo de exposicdo, com base no niumero de organismos

imoveis em fungcdo da concentracdo das NPAg, foi calculada a CEso usando o

programa Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977).

Para assegurar a adequada sensibilidade dos organismos, conforme

prescrito pela ABNT NBR 12713, foram realizados mensalmente testes de

sensibilidade. Esses ensaios foram feitos nas mesmas condicbes dos ensaios

definitivos, utilizando como substancia de referéncia o cloreto de sodio (NaCl) na

concentracdo de 5 g L. A partir desta solucéo, foram preparadas as diluicoes nas

concentracoes de 1; 2; 2,5; 3 e 4 g L. Os resultados de CEso obtidos, foram

inseridos na carta-controle, que consiste em um gréafico contendo a média da CE50

+ 2 DP.
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4.4. Ensaio de embriotoxicidade aguda com Danio rerio

Os ensaios de embriotoxicidade aguda foram realizados baseados na norma
OECD n° 236, 2013 (Guideline on Fish Embryo Toxicity Test - FETT), para
determinacgao da concentracéo letal que causa mortalidade a 50% dos organismos
expostos (CLso), das NPAg. Os embrides do peixe Danio rerio, foram cedidos pelo
Laboratério de Ecotoxicologia da Companhia Ambiental do Estado de Séao Paulo
(CETESB) e depois transportados para o Laboratorio de Ecotoxicologia do Centro
de Quimica e Meio Ambiente (CQMA), do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN/CNEN-SP), onde os ensaios foram realizados.

Neste ensaio, 0s ovos recém-fertilizados do Danio rerio foram expostos a
diferentes concentragdes das amostras de NPAg e aos controles negativo (Meio
MS), positivo (ZnCl2), GA e Tri-Alanina. Primeiramente foram realizados 2 ensaios
preliminares, onde constatou-se que a concentracdo que causou mortalidade a
100% dos organismos, para Amostra 1 foi 1250 pg L e para Amostra 2, foi 2500
ug L™

Com base nesses resultados, para os ensaios definitivos foram utilizadas as
seguintes concentracdes: para a Amostra 1: 78; 156; 312,5; 625 e 1250 ug L*; e
para Amostra 2: 156; 312,5; 625; 1250; 2500 ug L.

As solucdes-teste foram preparadas no momento da realizagéo do ensaio, a
partir da solucéo-estoque de 10000 pg L* para as Amostras 1 e 2. Para o controle
da GA foi utilizado 0,4 g em 200 mL de Meio MS, e para o controle de Tri-Alanina
foi utilizado 0,001 g em 1000 mL de Meio MS.

Foram utilizadas microplacas de 24 pocos, e em cada poco foram inseridos
2 embrides com 2 mL de solugdes-teste (Figura 13). Em cada microplaca, 4 pogos
foram utilizados como controle interno, contendo apenas agua de diluicdo (Meio
MS). As microplacas foram mantidas em incubadora, sob temperatura controlada
de 25°C, por 96 horas.
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Figura 13 - Modelo esquematico da disposi¢do das microplacas de 24 pocos.
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Ag = Concentracdes das NPAg (5); Ci = Controle interno da placa (Meio MS); Cn = Controle
negativo (Meio MS); Cp = Controle positivo (ZnClz); Cs = Controle solvente (GA e Tri-Alanina).
Fonte: Adaptado de OECD 236, 2013.

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra, com 40

organismos por concentracao (Figura 14).

Figura 14 - Ensaio de embriotoxicidade aguda com Danio rerio.

zif

Fonte: Joana da S. Maziero

A leitura das microplacas foi realizada em microscoépio invertido Olympus
CK40. A cada 24h foram analisados os indicadores de letalidade: coagulacdo de
ovos fertilizados, auséncia de formacdo de somitos, auséncia de batimentos

cardiacos e ndo desprendimento da cauda (Figura 15).
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Figura 15 - Indicadores de letalidade: (A) Ovo coagulado; (B) Nao desprendimento da cauda; (C)
Auséncia de formacao de somitos; (D) Auséncia de batimentos cardiacos.

Fonte: Adaptado de OECD 236, 2013.

Ao término do ensaio, os valores positivos de letalidade, foram inseridos no
programa Trimmed Spearman-Karber, para obtencao da CLso. Na Tabela 2, estdo

descritas as condi¢des gerais dos ensaios de embriotoxicidade aguda.
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Tabela 2 - Resumo dos requisitos para 0 ensaio de embriotoxicidade aguda com Danio rerio.

Requisitos Condicgdes

Ensaio Estético

Duracao 96 horas

Agua de diluicio Agua reconstituida (Meio MS)

Numero de diluicbes 5 concentra¢des + Controles

Numero de embries por diluicdo 40

Ovos 2 70% dos ovos coletados devem ser
fertilizados

Temperatura 26 £ 1°C
Coagulacéo de ovos fertilizados, auséncia de

Efeitos observados formacé&o de somitos, auséncia de batimentos
cardiacos e ndo desprendimento da cauda.

Expresséo dos resultados Clso

Fonte: Adaptado de OECD 236, 2013.

A utilizacdo do Danio rerio no presente estudo foi autorizado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/IPEN), sob coordenacdo do Centro de
Biotecnologia (CB), do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN/CNEN-SP), sob o parecer N° 174/16/CEUA-IPEN/SP.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da amostra

5.1.1. Caracterizagéo por Espectroscopia de UV-Vis
Na Figura 16 estdo apresentados os espectros UV-Vis das Amostras 1 e 2.

Figura 16 - Grafico dos espectros de extingdo oOptico das 2 Amostras de NPAg obtidos em
espectrofotdmetro na faixa de 230 a 900 nm.
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Fonte: Joana da S. Maziero.

Na espectrofotometria na regido do UV-vis, a absorbancia méxima ocorreu
no comprimento de onda de 406 nm para ambas as amostras, 0 que indica a
presenca de nanoparticulas de prata esféricas (Noguez, 2007). Para verificar a
estabilidade das amostras foi realizado esta andlise trimestralmente, e n&o foi

observado deslocamento no comprimento de onda, o que evidencia a estabilidade
das amostras.
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5.1.2. Caracterizacdo por Microscopia Eletrbnica de Transmissao
(MET)

As imagens obtidas por MET da Amostra 1, estdo apresentadas na Figura
17.

Figura 17 - Imagens obtidas por MET da Amostra 1. (A): magnificancia de 29.000x (Escala de
200nm); (B): magnificancia de 280.000x (Escala de 20nm); (C): magnificancia de 700.000x
(Escala de 10nm).
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Fonte: Joana da S. Maziero.

As imagens obtidas por MET da Amostra 2, estdo apresentadas na Figura
18.

Figura 18 - Imagens obtidas por MET da Amostra 2. (A): magnificancia de 29.000x (Escala de
200nm); (B): magnificancia de 280.000x (Escala de 20nm); (C): magnificancia de 700.000x
(Escala de 10nm).
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Fonte: Joana da S. Maziero.
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As imagens obtidas por MET de ambas as amostras, mostraram
nanoparticulas de prata de tamanho e morfologia variados. As particulas com
tamanho inferior a 20 nm apresentaram morfologia predominantemente esféricas,
nanoparticulas com tamanho entre 20 e 40 nm apresentaram morfologia cristalina
pentagonal e hexagonal. E por fim, particulas com tamanho superior a 40 nm,
apresentaram morfologia cristalina irregular.

Em ambos os sistemas foram encontradas nanoparticulas com tamanhos
variados, entre 5 e 200 nm, propriedade caracteristica de sistemas polidispersos.
Contudo, a Amostra 1 possui particulas menores em comparagdo com a Amostra
2.

5.1.3. Caracterizacédo por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores obtidos pela técnica de DLS,

para as Amostras 1 e 2.

Tabela 3 - Valores obtidos pela técnica de DLS para as amostras 1 e 2.

Tamanho @ (nm)

Amostras _ Z-Average IPd
Intensidade Volume NUmero

Amostral 32,85+ 22,06 10,20+6,19 6,36 +2,21 24,51 0,372

Amostra?2 87,53+ 16,18 12,39+6,64 8,51+2,76 25,33 0,457

Fonte: Joana da S. Maziero.

A mediana (Z-Average), do tamanho hidrodindmico pela técnica de DLS para
Amostra 1 foi de 24,51 e para Amostra 2 foi de 25,33, ou seja, em termos de
populacdes de nanoparticulas, ambos os sistemas ndo apresentaram diferenca. No
entanto, os valores de intensidade da Amostra 1 (32,85 + 22,06) demonstraram que
esse sistema possui hanoparticulas de prata menores comparadas com a Amostra
2 (87,53 £+ 16,18). Para ambos os sistemas, os valores de nimero evidenciam que

h& presenca significativa de nanoparticulas menores que 10 nm.
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5.1.4. Caracterizacéo por medidas do Potencial Zeta

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores obtidos pela técnica de Potencial

Zeta, para as Amostras 1 e 2.

Tabela 4 - Valores obtidos pela técnica de Potencial Zeta para as amostras 1 e 2.

Amostras  Potencial Zeta (mV)
Amostra 1 -17,5+ 3,61
Amostra 2 -17,0 £ 2,96

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados obtidos pela técnica de potencial zeta para Amostra 1 foi de -
17,5+ 3,61, e para Amostra 2 foi de 17,0 £ 2,96, esses valores garantem a repulsao
eletrostatica entre as nanoparticulas de prata, impedindo a colisdo e a precipitacao

da suspenséo coloidal, o que garante sua estabilidade.

5.2. Ensaio de citotoxicidade

Neste ensaio in vitro de citotoxicidade das Amostras 1 e 2 de NPAg, com
base na DO resultante de cada po¢o da microplaca, foram calculados os valores
médio das DO e seus respectivos desvios padrdo, que representam os efeitos
celulares provocados durante o periodo de contato direto das amostras e dos
extratos dos controles negativo e positivo com a cultura celular.

A porcentagem de viabilidade celular, foi calculada em relagéo ao controle
de células do ensaio, que correspondem a 100% de viabilidade, de acordo com a
equacao:

% Viabilidade Celular = (DOs. x 100) / DOcc

Onde, DOs. corresponde ao valor médio das DO de cada concentracdo das
amostras de NPAg e dos extratos dos controles negativo e positivo, e DOcc 0 valor

médio das DO do controle de células.
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5.2.1. Controles de Ga e Tri-Alanina

Os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade dos Controles de GA e Tri-

Alanina, apresentam-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Porcentagens de viabilidade celular dos extratos dos controles negativo e positivo, e
dos Controles de GA e Tri-Alanina.

% Viabilidade celular + cv*

Concentragdo Controle Controle
Extrato (%) . . GA Tri-Alanina

negativo  positivo

100 103+3 333 9245 88+4

50 10745 10745 10043 99+6

25 106+6 10545 9745 101+2

12,5 108+1 108+2 102+1 96+11

6,25 105+1 10943 103+3 102+4

*Coeficiente de variagéo
Fonte: Joana da S. Maziero.

Langando em grafico a % de viabilidade celular em fungdo da concentracao
do extrato foram obtidas as curvas de viabilidade celular do ensaio, apresentado na
Figura 19.

Figura 19 - Curvas de viabilidade celular dos Controles de GA e Tri-Alanina, no ensaio in vitro de
citotoxicidade pelo método de incorporacéo do vermelho neutro.
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Fonte: Joana da S. Maziero.
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A utilizagédo dos controles, garante a eficiéncia do ensaio. As amostras que
apresentam curva de viabilidade celular acima da linha ICso séo consideradas nao
citotoxicas, como observado no controle negativo e nos controles de GA e Tri-
Alanina. No entanto, as amostras cujo as curvas de viabilidade celular cruzem ou
se projetem abaixo da linha ICsp séo consideradas citotoxicas, como observado no
controle positivo

A estimativa do ICso, € obtida da intersecgédo entre a curva de viabilidade
celular e a linha de 50% de viabilidade no géfico. O controle positivo apresentou
ICso de 85%.

5.2.2. Amostra l- 147 ppm -25nm

Os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade da Amostra 1,

apresentam-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Porcentagens de viabilidade celular dos extratos dos controles negativo e positivo, e
da Amostra 1.

Concentracéao % Viabilidade celular + cv*
NPAg Extrato Controle Controle
i . . Amostra 1

(mg.L?Y) (%) negativo positivo

9,19 100 102+3 1+0 3+12

4,59 50 105+2 9+7 3219

2,29 25 106+3 95+1 54+5

1,15 12,5 106+2 97+10 9944

0,58 6,25 10545 9915 109+2

*Coeficiente de variagéo
Fonte: Joana da S. Maziero.

Lancando em grafico a % de viabilidade celular em fungcéo da concentracéo
do extrato foram obtidas as curvas de viabilidade celular do ensaio, mostrado na
Figura 20.
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Figura 20 - Curvas de viabilidade celular da Amostra 1 no ensaio in vitro de citotoxicidade pelo
método de incorporacéo do vermelho neutro.
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Fonte: Joana da S. Maziero.

O controle positivo apresentou ICso de 36% e a Amostra 1, ICso de 28%,

equivalente ao valor de 2,57 mg L%, uma vez que as diluicdes foram feitas a partir

da concentragdo de 9,19 mg L (100% do extrato).

5.2.3. Amostra2-174 ppm -75nm

Os

resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade da Amostra 2,

apresentam-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Porcentagens de viabilidade celular dos extratos dos controles negativo e positivo, e
da Amostra 2.

Concentracéo % Viabilidade celular + cv*
NPAg Extrato Controle  Controle Amostra 2
(mg.L?) (%) negativo  positivo
17,40 100 94+9 1+10 2+16
8,70 50 92+11 1+9 1+16
4,35 25 94+10 50+10 3+22
2,18 12,5 94+10 81+16 67+9
1,09 6,25 91+14 8318 99+4

*Coeficiente de variacdo
Fonte: Joana da S. Maziero.

Lancando em gréfico a % de viabilidade celular em funcdo da concentracdo
do extrato foram obtidas as curvas de viabilidade celular do ensaio, mostrado na

Figura 21.

Figura 21 - Curvas de viabilidade celular da Amostra 2 no ensaio in vitro de citotoxicidade pelo
método de incorporacéo do vermelho neutro.
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Fonte: Joana da S. Maziero.

O controle positivo apresentou ICso de 25% e a Amostra 2, ICso de 15%,
equivalente ao valor de 2,61 mg L, uma vez que as diluicGes foram feitas a partir
da concentracéo de 17,40 mg L (100% do extrato).

Nao foram encontrados dados na literatura referente a toxicidade em células
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de tecido conectivo de camundongo (NCTC-L929), para amostras de NPAg
estabilizadas com GA e reduzidas por Tri-Alanina. Contudo, no estudo comparativo
de Rogero et al. (2015), foram utilizadas solucbes de NPAg obtidas por duas
metodologias, e os valores de ICso obtidos foram: 1,32 mg L* para a solugdo na
concentracdo de 22 ppm; e 3,40 mg L para a solucédo na concentracédo de 10.000
ppm. Leitch et al. (1993), reportou ICso de 6,25 mg L para NPAg esféricas com
tamanho entre 7 e 12 nm.

Os valores mencionados acima, demonstraram que as NPAg apresentaram
ICso na mesma ordem de grandeza que os resultados obtidos neste estudo, sendo
o resultado da Amostra 1, ICso = 2,57 mg L, e Amostra 2, ICso = 2,61 mg L?,
independente da concentracdo da amostra e do processo utilizado para o preparo

da sintese.

5.3. Ensaio de ecotoxicidade aguda com Daphnia similis

5.3.1. Ensaio de sensibilidade

Os resultados da CEso dos ensaios de sensibilidade da Daphnia similis,
foram inseridos no grafico para elaboracdo da carta-controle, que esta apresentada

na Figura 22. A média acumulada e os limites superiores e inferiores também foram

estabelecidos.

Figura 22 - Carta controle de sensibilidade da Daphnia similis ao NaCl apos 48 h de exposicéao.
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Fonte: Joana da S. Maziero.
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Os lotes dos organismos utilizados nos ensaios definitivos foram
considerados qualificados apenas aqueles que apresentaram sensibilidade dentro
dos limites estabelecidos (limites superior e inferior). Os resultados de CEso

encontrados nos ensaios de sensibilidade variaram de 2,00 a 2,75 g L de NaCl.

5.3.2. Controles Ga e Tri-Alanina

Os resultados obtidos nos ensaios de ecotoxicidade aguda dos controles de
Ga e Tri-Alanina, apresentam-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Percentual de imobilidade obtido nos ensaios de ecotoxicidade aguda dos controles de
Ga e Tri-Alanina em neonatas de Daphnia similis.

Imobilidade (%)

Controles
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
0 0 0 0
GA 0 0 0
Tri-Alanina 5 5 0

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados da % de imobilidade em relacdo as concentracdes dos
controles de Ga e Tri-Alanina, foram lancados em grafico, apresentado na Figura
23.

Figura 23 - Curva de imobilidade das neonatas de Daphnia similis em fun¢éo das concentracdes
dos controles de Ga e Tri-Alanina no ensaio de ecotoxicidade aguda.
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Fonte: Joana da S. Maziero.
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Conforme apresentado na Tabela 5 e na Figura 7, os organismos expostos
aos controles de Ga e Tri-Alanina, apresentaram imobilidade inferior ou igual a 5%,
nos 3 ensaios realizados. Sabe-se que o recomendado para a norma da ABNT
12713 (2016), € que a mortalidade no controle negativo (Meio MS), ndo ultrapasse
10% do valor total de organismos expostos. Com base nessa informacéo, pode-se
inferir que o agente estabilizante (GA) e o agente redutor (Tri-Alanina), ndo

influenciaram na toxicidade das NPAg.

5.3.3. Amostral- 147 ppm -25nm

Os resultados obtidos nos ensaios de ecotoxicidade aguda da Amostra 1,
apresentam-se na Tabela 9.

Tabela 9 - Percentual de imobilidade obtido nos ensaios de ecotoxicidade aguda da Amostra 1 em
neonatas de Daphnia similis.

Concentragéao Imobilidade (%)

NPAg

(ug LY Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
0 0 0 0
1 0 0 0
2 15 10 15
4 20 45 40
8 85 a0 90
16 100 100 100

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados da % de imobilidade em relacdo as concentragées da Amostra
1, foram lancados em grafico (Figura 24), onde podemos visualizar o0 aumento da

imobilidade dos organismos com o0 aumento da concentracdo das NPAg.
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Figura 24 - Curva de imobilidade das neonatas de Daphnia similis em fun¢éo das concentracdes
da Amostra 1 no ensaio de ecotoxicidade aguda.
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Fonte: Joana da S. Maziero.

Os valores das CEso e os intervalos de confianca dos ensaios de
ecotoxicidade aguda da Amostra 1 foram obtidos pelo software Trimmed
Spearman-Karber. Na Tabela 10 s&o apresentados os valores das CEso, 0s
intervalos de confianga, a média e o desvio padréo (DP).

Tabela 10 - Valores das CEso, intervalos de confian¢a, média e desvio padréo para os ensaios de
ecotoxicidade aguda da Amostra 1.

Limite de
Ensaio (H(;Eit_)l) Confiabilidade
Inferior Superior

1 4,92 4,03 6,01

2 4,14 3,38 5,07

3 4,14 3,36 511
Média 4,40 3,59 5,40
Desv~|o 0,45 0,38 0,53
Padréo

Fonte: Joana da S. Maziero.

O valor médio da CEso da Amostra 1 obtido nos ensaios de ecotoxicidade
aguda realizado em neonatas de Daphnia similis, apds 48h de exposicéo foi de 4,40
ug L

Na Figura 25 estdo apresentados exemplares de Daphnias similis expostas
a diferentes concentrag6es de NPAg da Amostra 1, apos 48h de exposicao.
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Figura 25 - Daphnia similis no ensaio de ecotoxicidade aguda de NPAg: (A) Controle; Daphnia
similis em diferentes concentragdes de NPAg: (B) 1 ug L™, (C) 2 ug L™, (D)4 ug L™, (E) 8 ug L~
le(F)16 ug L™

Fonte: Joana da S. Maziero.

Na Figura 25 (A), temos um organismo exposto ao Meio MS (Controle);
Figura 10 (B) e (C): organismos expostos a concentracfes de NPAgde 1e 2 ugL-
! respectivamente. Nestas concentracdes 0s organismos ainda mostravam
mobilidade; Figura 25 (D), apresenta um organismo exposto a concentracéo de 4
ug L%, que mostrou mobilidade restrita e foi observado em seu trato digestivo uma
coloracéo escura, possivelmente de NPAg; Figura 25 (E) e (F), sdo organismos nas
concentragdes de 8 e 16 ug L~* de NPAg respectivamente. Os organismos estavam
imoveis e apresentaram mudancgas em suas estruturas morfoldgicas.

A imobilidade na Daphnia similis, para a Amostra 1 foi observada a partir da
concentragdo de 2 ug L= de NPAg (10-15%), e cresceu de acordo com o aumento

da concentracdo de NPAg, atingindo 100% de imobilidade na concentracao de 16

ug L™
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5.3.4. Amostra2-174 ppm -75nm

Os resultados obtidos nos ensaios de ecotoxicidade aguda da Amostra 2,
apresentam-se na Tabela 11.

Tabela 11- Percentual de imobilidade obtido nos ensaios de ecotoxicidade aguda da Amostra 2 em
neonatas de Daphnia similis.

Concentragao Imobilidade (%)
NPAg
(ug L) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
0 0 0 0

3,125 0 0 0
6,25 45 50 35

12,50 100 100 100
25 100 100 100
50 100 100 100

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados da % de imobilidade em relacdo as concentragées da Amostra
2 foram lancados em grafico (Figura 26), onde podemos visualizar o aumento da

imobilidade dos organismos com o0 aumento da concentracdo das NPAg.

Figura 26 - Curva de imobilidade das neonatas de Daphnia similis em funcdo das concentracbes
da Amostra 2 no ensaio de ecotoxicidade aguda.
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Fonte: Joana da S. Maziero.
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Os valores das CEso e os intervalos de confianca dos ensaios de
ecotoxicidade aguda da Amostra 2, foram obtidos pelo software Trimmed
Spearman-Karber. Na Tabela 12 s&o apresentados os valores das CEso, 0s

intervalos de confianga, a média e o desvio padrédo (DP).

Tabela 12 - Valores das CEso, intervalos de confianga, média e desvio padréo para os ensaios de
ecotoxicidade aguda da Amostra 2.

. CEso Lir_nit.e.de
Ensaio (g L) Confiabilidade
Inferior Superior

1 6,47 5,55 7,55

2 6,25 5,35 7,30

3 6,93 5,98 8,04
Média 6,55 5,63 7,63
Desv~|o 0,35 0,32 0,38
Padrao

Fonte: Joana da S. Maziero.

O valor médio da CEso da Amostra 2 obtido nos ensaios de ecotoxicidade
aguda realizado em neonatas de Daphnia similis, apds 48h de exposicao foi de 6,55
ug L

Na Figura 27 estdo apresentados exemplares de Daphnias similis
submetidas a diferentes concentracdes de NPAg da Amostra 2, apds 48h de

exposicao.

Figura 27 - Daphnia similis no ensaio de ecotoxicidade aguda de NPAg: (A) Controle; Daphnia
similis em diferentes concentragdes de NPAg: (B) 3,125 ug L™, (C) 6,25 yg L2, (D) 12,50 pug L,
(E)25ugL?te (F)50 pg L.
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D E F

Fonte: Joana da S. Maziero.

Na Figura 27 (A) temos um organismo exposto ao Meio MS (Controle);
Figura 27 (B): organismo exposto a concentragdo de NPAg de 3,125 ug L. Nesta
concentracdo todos os organismos estavam moveis; Figura 27 (C) apresenta um
organismo exposto a concentragdo de 6,25 ug L1, a partir desta concentracdo os
organismos comecaram a apresentar imobilidade; Figura 27 (D), (E) e (F) séo
organismos nas concentragées de 12,50, 25 ug L e 50 ug L= de NPAg
respectivamente. Os organismos estavam imoveis e apresentaram mudancas em
suas estruturas morfologicas.

A imobilidade na Daphnia similis, para a Amostra 2 foi observada a partir da
concentragéo de 6,25 ug L' de NPAg (35-50%), e atingiu 100% de imobilidade a
partir da concentragdo de 12,50 ug L.

N&do foram encontrados dados na literatura referente as alteracdes
morfolégicas e ecotoxicidade aguda em Daphnia similis para amostras de NPAg
estabilizadas com GA e reduzidas por Tri-Alanina. Contudo, em publicagbes
anteriores foram identificados valores de CEsp na mesma ordem de grandeza das
obtidas no presente estudo, como: 4,70 ug L= (Maziero et al., 2016); 6,90 yg L e
13,93 ug L (Rogero et al., 2015), apesar das NPAg terem sido sintetizadas por
diferentes metodologias.

A Daphnia magna, também é um modelo experimental amplamente utilizado
em ensaios de ecotoxicidade aguda, porém, estudos demonstraram que sua
senbilidade é menor que a da Daphnia similis (Costa et al., 2008; Beatrici et al.,
2006).

Newton et al. (2013), obteve o valor de CEso entre 2,14 ug L™* e 3,48 ug L,

para NPAg com tamanho aproximado entre 7,5 nm e 17,9 nm, estabilizadas com
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GA, em Daphnia magna, apos 48h de exposicdo (Newton et al., 2013). Neste
trabalho, a sensibilidade da Daphnia magna nao foi consideravelmente menor que
a da Daphnia similis, comparadas a encontrada no presente estudo para as
amostras: 1 (CEso de 4,40 ug L™* para NPAg de 25 nm), e 2 (CEso de 6,55 ug L™
para NPAg de 75 nm).

Volker et al. (2013), obteve o valor de CEso de 121 mg L1, para NPAg com
tamanho aproximado de 15 nm, estabilizadas com Polivinilpirrolidona (PVP) em
Daphnia magna, ap6s 48h de exposicdo (Volker et al., 2013). Entretanto, Li et al.
(2010), obteve o valor de CEso entre 3 ug L* e 4 pg L1, para NPAg com tamanho
aproximado de 36 nm, estabilizadas com citrato de sédio (Li et al., 2010). Estes
resultados corroboram ao fato de que a utilizacdo do agente estabilizante, pode
interferir na toxicidade da amostra. Porém, vale ressaltar que outros fatores também
influenciam nessa toxicidade, como a utilizagcdo do agente redutor e o tamanho da

nanoparticula.

5.4. Ensaio de embriotoxicidade aguda com Danio rerio

Como controle positivo foi utilizado a substancia de referéncia ZnClz na
concentracdo de 100 mg L, que causou a coagulacédo de 100% dos embrides
expostos. Além disso, também foi utilizado o controle somente com o meio MS, que
nao causou mortalidade. Sabe-se que o recomendado para a norma da OECD, é
gue a mortalidade no controle de placa e no controle do meio n&o ultrapassem 10%

do valor total de organismos expostos.

5.4.1. Controles Ga e Tri-Alanina

Os resultados obtidos nos ensaios de embriotoxicidade aguda dos controles

de Ga e Tri-Alanina, apresentam-se na Tabela 13.
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Tabela 13 - Percentual de letalidade obtido nos ensaios de embriotoxicidade aguda dos controles
de Ga e Tri-Alanina em embriGes de Danio rerio.

Imobilidade (%)

Controles
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
0 0 0 5
GA 5 5 0
Tri-Alanina 0 5 5

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados da % de letalidade em relacdo as concentra¢des dos controles

de Ga e Tri-Alanina, foram lancados em grafico, apresentado na Figura 28.

Figura 28 - Curva de letalidade dos embriGes de Danio rerio em funcdo das concentracdes dos
controles de Ga e Tri-Alanina no ensaio de embriotoxicidade aguda.
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Fonte:; Joana da S. Maziero.

Conforme apresentado na Tabela 5 e na Figura 7, os organismos expostos
aos controles de Ga e Tri-Alanina, apresentaram letalidade inferior ou igual a 5%,
nos 3 ensaios realizados. Sabe-se que o recomendado para a norma da OECD, é
gue a mortalidade no controle de placa e no controle do meio néo ultrapassem 10%
do valor total de organismos expostos. Com base nessa informacéo, pode-se inferir

que o agente estabilizante (GA) e o agente redutor (Tri-Alanina), ndo influenciaram
na toxicidade das NPAg.
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5.4.2. Amostral- 147 ppm -25nm

Os resultados obtidos nos ensaios de embriotoxicidade aguda da Amostra
1, apresentam-se na Tabela 14.

Tabela 14 - Percentual de letalidade obtido nos ensaios de embriotoxicidade aguda da Amostra 1
em embrides de Danio rerio.

Concentragao Letalidade (%)
NPAg
(ug L) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
0 0 0 0
78 0 0 0
156 68 45 45
312,5 a0 77,5 87,5
625 100 97,5 92,5
1250 100 100 100

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados da % de letalidade em relacdo as concentracdes da Amostra
1 foram lancados em grafico (Figura 29), onde podemos visualizar o aumento da

letalidade dos organismos com o aumento da concentracdo das NPAg.

Figura 29 - Curva de letalidade dos embrides de Danio rerio em funcdo das concentracbes da
Amostra 1 no ensaio de embriotoxicidade aguda.
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Fonte: Joana da S. Maziero.
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Os valores das ClLso e os intervalos de confianga dos ensaios de
embriotoxicidade aguda da Amostra 1, foram obtidos pelo software Trimmed
Spearman-Karber. Na Tabela 15 sdo apresentados os valores das Clso, 0S

intervalos de confianga, a média e o desvio padréo (DP).

Tabela 15 - Valores das CLso, intervalos de confianca, média e desvio padrdo para os ensaios de
embriotoxicidade aguda da Amostra 1.

: ClLso Limites de confianga
Ensaio (ng LY Inferior Superior
1 150 130 170
2 190 170 220
3 190 160 210
Média 177 153 200
Desvlo 23,09 20,82 26,46

Padrao

Fonte: Joana da S. Maziero.

O valor médio da CLso da Amostra 1 obtido nos ensaios de embriotoxicidade
aguda realizado em embrides de Danio rerio, apds 96h de exposicao foi de 177 pg
Lt

Na Figura 30 estdo apresentados exemplares de Danio rerio expostos a
diferentes concentracdes de NPAg da Amostra 1, apds 96h de exposi¢do. Onde é
possivel observar algumas alteragdes morfologicas: tamanho reduzido da cabeca,
tamanho reduzido do organismo, curvatura da coluna vertebral, edema cardiaco

e/ou vitelinico.
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Figura 30 - Danio rerio no ensaio de embriotoxicidade aguda, sendo os controles (A) 24 hpf e (B)
96 hpf; e concentragdes da Amostra 1, 96 hpf: (C) 78 ug L™, (D) e (E) 156 pg L2, (F) 312,5 ug
L™ (G)e (H) 625 ugLte (I) e (J) 1250 ug L.
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Fonte: Joana da S. Maziero.

Na Figura 30 (A) observa-se um embrido apés 24h de exposicao e na Figura
30 (B) uma larva apo6s 96h de exposicdo. Ambos o0s organismos foram expostos
somente ao Meio MS (controle) e em todos os estagios apresentaram
desenvolvimento normal; na Figura 30 (C): organismo exposto a concentracdo de
78 ug L de NPAg, nesta concentragdo todos 0s organismos estavam vivos e sem
anomalias; na Figura 30 (D) e (E) apresentam-se organismos expostos a
concentragéo de 156 ug L-* de NPAg, sendo (D), ovo coagulado e (E), larva, onde
foram observados altera¢cfes na curvatura da coluna vertebral, edema cardiaco e
vitelinico; na Figura 30 (F) sdo organismos expostos a concentracdo de 312,5 ug
L' de NPAg, apresenta-se um ovo coagulado e uma larva, onde é possivel
observar o tamanho reduzido da cabeca, tamanho reduzido do organismo e edema
cardiaco; na Figura 30 (G) e (H) apresentam-se organismos expostos a
concentragéo de 625 ug L=t de NPAg, sendo (G), ovo coagulado e (H), larva, onde
observa-se o tamanho reduzido da cabeca, tamanho reduzido do organismo,
curvatura da coluna vertebral, edema cardiaco e vitelinico; na Figura 30 (I) e (J) séo

ovos coagulados na concentragdo de 1250 ug L=! de NPAg.
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A letalidade no Danio rerio, para a Amostra 1 foi observada a partir da
concentragdo de 156 ug L' de NPAg (45-68%), e cresceu de acordo com o
aumento da concentracdo de NPAg, atingindo 100% de letalidade na concentracao
de 1250 pg L.

5.4.3. Amostra2-174 ppm -75nm

Os resultados obtidos nos ensaios de embriotoxicidade aguda da Amostra
2, apresentam-se na Tabela 16.

Tabela 16 - Percentual de letalidade obtido nos ensaios de embriotoxicidade aguda da Amostra 2
em embribes de Danio rerio.

Concentragao Letalidade (%)
NPAg
(ug LY Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
0 0 0 0

156 0 0 0
312,5 10 12,5 15
625 30 37,5 42,5
1250 92,5 92,5 87,5
2500 100 100 100

Fonte: Joana da S. Maziero.

Os resultados da % de letalidade em relagdo as concentracdes da Amostra
2 foram lancados em grafico (Figura 31), onde podemos visualizar 0 aumento da

letalidade dos organismos com o aumento da concentracao das NPAg.
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Figura 31 - Curva de letalidade dos embrides de Danio rerio em fungcéo das concentracdes da
Amostra 2 no ensaio de embriotoxicidade aguda.
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Fonte: Joana da S. Maziero.

Os valores das CLso e os intervalos de confianga dos ensaios de
embriotoxicidade aguda da Amostra 2, foram obtidos pelo software Trimmed
Spearman-Karber. Na Tabela 10 sdo apresentados os valores das Clso, 0S
intervalos de confianca, a média e o desvio padréo (DP).

Tabela 17 - Valores das CLso, intervalos de confianca, média e desvio padrdo para os ensaios de
embriotoxicidade aguda da Amostra 2.

. CLso Limites de confianga
Ensaio 1 . .
(ugL™ Inferior Superior
1 710 620 810
2 660 570 760
3 650 560 750
Média 673 583 773
pesvio 32,15 32,15 32,15
Padréo

Fonte: Joana da S. Maziero.

O valor médio da CLso da Amostra 2 obtido nos ensaios de embriotoxicidade
aguda realizado em embrides de Danio rerio, apos 96h de exposicao foi de 673 ug
L,

Na Figura 32 estéo apresentados exemplares de Danio rerio submetidos a

diferentes concentragdes de NPAg da Amostra 2, apos 96h de exposicdo. Onde é
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possivel observar algumas alteracdes morfolégicas: tamanho reduzido da cabeca,
tamanho reduzido do organismo, curvatura da coluna vertebral, edema cardiaco

e/ou vitelinico.

Figura 32 - Danio rerio no ensaio de embriotoxicidade aguda, sendo os controles (A) 24 hpf e (B)
96 hpf; e concentragdes da Amostra 2, 96 hpf: (C) 156 ug L™, (D) e (E) 312,5 pug L™, (F) 625 ug
L™, (G) e (H) 1250 pug L™t e (1) 2500 pg L™
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Fonte: Joana da S. Maziero.

Na Figura 32 (A) observa-se um embrido apos 24h de exposicdo e na Figura
32 (B) uma larva apos 96h de exposicdo. Ambos o0s organismos foram expostos
somente ao Meio MS (controle) e em todos o0s estagios apresentaram
desenvolvimento normal; na Figura 32 (C): organismo exposto a concentracao de
156 ug L' de NPAg, nesta concentracdo todos os organismos estavam vivos e sem
alteracdes morfoldgicas; na Figura 32 (D) e (E) apresentam-se organismos
expostos a concentracdo de 312,5 ug L' de NPAg sendo (D), larva sem alteracdes
morfologicas e (E) ovo coagulado; na Figura 32 (F): organismo exposto a

concentragdo de 625 ug L-*de NPAg, onde é possivel observar curvatura da coluna
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vertebral, edema cardiaco e vitelinico; na Figura 32 (G) e (H) apresentam-se
organismos expostos a concentracdo de 1250 ug Lt de NPAg, sendo (G), larva
onde observa-se o tamanho reduzido da cabeca, tamanho reduzido do organismo,
curvatura da coluna vertebral, edema cardiaco e vitelinico e (H) organismo com
auséncia de batimentos cardiacos; na Figura 32 () sdo ovos coagulados na
concentracdo de 2500 ug L.

As taxas de alterac6es morfologicas observadas nos organismos durante os
ensaios, foram avaliadas pelo Teste t de Student, para verificar se as amostras de
NPAg apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos organismos em
comparacao com o controle, com nivel de significancia de p <0,05. Com base nos
resultados obtidos neste teste, as alteracbes morfolégicas nao foram
estatisticamente significativas comparadas ao controle.

A letalidade no Danio rerio, para a Amostra 2 foi observada a partir da
concentragdo de 312,5 ug L' de NPAg (10-15%), e cresceu de acordo com o
aumento da concentracdo de NPAg, atingindo 100% de letalidade na concentracao
de 2500 pg L.

Uma questédo importante quanto a toxicidade das NPAg, € se a mesma €
ocasionada pelos Ag+ liberados da superficie das nanoparticulas. Estudos
demonstraram que a toxicidade aguda para organismos aquéaticos é principalmente
atribuida ao Ag+ liberado (Newton et al., 2013; Kittler et al., 2010).

Em organismos aquéaticos o mecanismo de toxicidade para Ag sdo o
disturbio ionorregulatério ou a falha associada a inibicdo competitiva ou nao
competitiva da atividade da trifosfatase de adenosina (Na*, K" -ATPase),
dependente de ions sodio ou potassio. Isso resulta na inibicdo da absorcao de Na*
nas branquias, o que acarreta a uma sequéncia de eventos que culminam em
parada cardiaca e morte (Hogstrand e Wood, 1998; Bianchini e Wood, 2003).

No entanto, outras pesquisas sugerem gue a toxicidade é ocasionada pelas
proprias NPAg, em que o provavel mecanismo de toxicidade € a producdo de
espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo. Isso resulta em dano
mitocondrial, peroxidagéo lipidica da membrana e danos no DNA e nos lipidios, os
quais levam a apoptose celular (Asharani et al., 2008; Choi et al., 2010).

N&o foram encontrados dados na literatura referente a alteragoes
morfologicas e embriotoxicidade aguda em Danio rerio, decorrentes de amostras

de NPAg estabilizadas com GA e reduzidas por Tri-Alanina. Entretanto, em
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trabalhos anteriores como o de Asharani et al (2008), foram estudadas NPAg
estabilizadas com Amido de batata e Albumina de soro bovino (BSA), com tamanho
aproximado de 5 nm a 20 nm, cujo o valor de CLso obtido, para embrides de Danio
rerio, ap6s 72h de exposicéo, foi de 25 mg Lt e 50 mg L (Asharani et al., 2008).

O trabalho de Xin et al (2015), realizado também com embrifes de Danio
rerio, mostrou o valor de CLso de 4,120 mg L1, ap6s 96h de exposicdo, para NPAg
(neste trabalho ndo ha informagbes quanto ao agente estabilizante), com tamanho
aproximado de 3 nm a 6 nm; e CLso de 5,909 mg L para NPAg com tamanho
aproximado de 8 nm a 10 nm (Xin et al., 2015). Nesses estudos foi possivel
observar que quanto menor o tamanho da nanoparticula, maior pode ser o seu
efeito toxico. Contudo, € importante ressaltar que outros fatores também podem
influenciar na toxicidade das amostras, como a utilizacdo do agente estabilizante e
do agente redutor.

Griffitt et al. (2008), obteve o valor de CLso de 7,07 mg L™, em adultos de
Danio rerio, para NPAg (neste trabalho ndo ha informac6es quanto ao agente
estabilizante), com tamanho aproximado entre 20 nm e 30 nm, apdés 48h de
exposi¢cdo. No estudo de Azevedo et al. (2019), o valor de CLso obtido foi de 8,18
ug L, em adultos de Danio rerio, para NPAg (neste trabalho, também ndo ha
informacdes quanto ao agente estabilizante), com tamanho aproximado de 89 nm,
apos 48h de exposigao.

No trabalho de Bilberg et al (2011), foram estudadas a toxicidade de NPAg
estabilizadas com Polivinilpirrolidona (PVP), com tamanho aproximado de 81 nm, e
também a toxicidade de ions de Ag, em adultos de Danio rerio, apés 48h de
exposicdo. Os valores de CLso obtidos para as NPAg, foi de 84 ug L e para os
fons de Ag, foi de 25 ug L (Bilberg et al., 2011). Estes resultados corroboram aos
estudos de Newton et al.,, 2013 e Kittler et al., 2010, sobre os ions de Ag
apresentarem maior toxicidade que as NPAg em si.

No presente estudo, 0s organismos aquaticos demonstaram grande
sensibilidade as amostras de NPAg estudadas, aproximadamente 1.000 vezes
maior que a sensibilidade de células em cultura, no teste de citotoxicidade. Isso
evidencia a grande necessidade de atencdo quanto ao descarte de NPAg pelas

empresas que as utilizam, visando evitar danos aos ecossistemas aquaticos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados das andlises de caracterizacdo, mostraram que ambas as
amostras sao parecidas, contudo a Amostra 1 possui nanoparticulas

menores em comparacdo a Amostra 2;

Os controles de GA e Tri-alanina ndo apresentaram toxicidade, ou seja, a

toxicidade é atribuida as NPAg;

O ICso0 obtido nos ensaios de citotoxicidade para as duas amostras foram

semelhantes (Amostra 1 = 2,57 mg L' e Amostra 2 = 2,61 mg L?);

A CEso obtida nos ensaios de ecotoxicidade aguda em Daphnia similis, para
as duas amostras foram semelhantes (Amostra 1 = 4,40 ug L' e
Amostra 2 = 6,55 ug LY);

A CLso obtida nos ensaios de embriotoxicidade aguda em Danio rerio, para

a Amostra 1 foi de 177 ug L e para a Amostra 2 foi de 673 ug L?;

A sensibilidade dos organismos aquaticos mostrou-se aproximadamente

1000x maior que as células de mamifero em cultura;

A sensibilidade da Daphnia similis € maior que a do Danio rerio;

A Amostra 1 mostrou-se mais toxica do que a Amostra 2, o que corrobora ao

fato de que nanoparticulas menores tendem a ser mais toxicas;

Este trabalho proporcionou dados inéditos sobre a toxicidade das NPAg

estabilizadas com GA e reduzidas com Tri-alanina;

Os valores te toxicidade obtidos, revelaram a importancia de se realizar mais
estudos relacionados as adversidades que as NPAg podem causar ao meio

ambiente. Além disso, mostra-se necessario verificar o descarte dessas
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nanoparticulas no meio ambiente, visto que no Brasil ainda ndo ha

legislacdes que quantifiguem os limites permissiveis para esse descarte.
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