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RESUMO

O dlifosato (Gly) e as nanoparticulas metalicas estdo coexistindo no ambiente devido
a sua demanda e uso na agricultura e nas industrias. No entanto, os efeitos dessas
combinagdes no ambiente e na biota ndo séo totalmente compreendidos. O objetivo
deste trabalho foi identificar os possiveis efeitos toxicologicos em niveis agudos, bem
como, em niveis crénicos multigeracionais da mistura binaria (MR) de nanoparticulas
de prata (AgNP) com glifosato (Gly) em D. magna. A metodologia de Abbott foi
utilizada na analise das possiveis interagbes agudas. O estresse oxidativo induzido
pela MR de AgNP/Gly, em termos de Unidade Téxica (UT), foi avaliado para o nivel
de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e MDA. Foi avaliada também a atividade
das enzimas antioxidantes Catalase (CAT), Superdxido Dismutase (SOD) e Glutationa
(GSH) em 0, 1,5, 1 e 1,75 UT. Nos testes cronicos foram avaliados, apos 21 dias, os
parametros de sobrevivéncia, crescimento, reproducéo e idade da primeira ninhada,
para os individuos parentais, e descendentes expostos (F1E) e nao expostos
(recuperagao) (F1NE). Ja para os individuos tratados com a MR, os contaminantes
testados individualmente foram utilizados em suas maiores e menores concentragcoes
dos crénicos individuais. A MR de AgNP/Gly, em nivel agudo, apresentou efeito
antagbnico em 1, 1,5 e 1,75 UT e efeito aditivo em 0,25, 0,50 e 2 UT, resultados
possivelmente associados a complexagdo da AgNP pelo Gly. Houve desregulagao
dos biomarcadores bioquimicos relacionados ao sistema de defesa antioxidante nas
D. magna expostas aos tratamentos, cujas enzimas antioxidantes avaliadas CAT,
SOD e GSH nao foram capazes de modular a produgcédo de EROs, resultando em
estresse oxidativo e danos por peroxidacao lipidica. Efeitos cronicos multigeracionais
referentes aos parametros reproducao e idade da primeira ninhada foram observados
nos descendentes dos compostos individuais, ndo havendo recuperagéo para F1E e
FINE. Nos organismos expostos a MR, ocorreu alteragdo relevante na idade da
primeira ninhada, com atraso em todos os tratamentos para F1E e FINE. Houve
alteracao significativa (p <0,05) no parametro reproducao, com forte reducao para os
parentais, F1E e F1INE, indicando uma maior toxicidade do que os compostos
isoladamente, sendo cumulativa e prejudicial ao equilibrio ambiental com o tempo.
Embora os resultados nos ensaios agudos n&do tenham fornecido evidéncias claras
acerca da interagao entre AgNP e Gly, os ensaios cronicos multigeracionais com MR
resultaram em uma toxicidade combinada inesperada em relagcdo aos tratamentos
individuais, 0 que gera uma preocupagao para esta coexposicdo em outros cenarios.
Portanto, apesar do tempo de exposicdo e dose serem varidveis a serem
consideradas, o modo de acido das misturas nos organismos ainda carece de
respostas. Contudo, este estudo traz resultados relevantes para futuras pesquisas.

Palavras-chave: Multigeracional. Mistura. D.magna. AgNP. Glifosato. Toxicidade.



ABSTRACT

Glyphosate (Gly) and metallic nanoparticles are coexisting in the environment due to
their demand and use in agriculture and industry. However, the effects of these
combinations on the environment and biota are not fully understood. This work aims to
identify the possible toxicological effects at acute levels, as well as at chronic
multigenerational levels of the binary mixture (MR) of silver nanoparticles (AgNP) with
glyphosate (Gly) in D. magna. We used Abbott's method to analyze possible acute
interactions. The oxidative stress induced by the AgNP/Gly binary mixture, regarding
the Toxic Unit (TU), it was evaluated for the level of Reactive Oxygen Species (ROS)
and MDA. We also evaluated the activity of the antioxidant enzymes named Catalase
(CAT), Superoxide Dismutase (SOD) and Glutathione (GSH) at 0, 1.5, 1 and 1.75 UT.
In the chronic tests, we evaluated, after 21 days, the parameters of survival, growth,
reproduction and age of the first brood for parental individuals, and exposed (F1E) and
unexposed (recovery) (FINE). For individuals fed with MR, the contaminants tested
individually were used in their highest and lowest concentrations of the individual
chronic ones. The binary AgNP/Gly mixture, at an acute level, presented an
antagonistic effect in 1, 1.5 and 1.75 TU and an additive effect in 0.25, 0.50 and 2 TU,
results possibly associated to the complexation of AgNP by Gly. There was
deregulation of the biochemical biomarkers related to the antioxidant defense system
in D. magna exposed to treatments, whose antioxidant enzymes evaluated CAT, SOD
and GSH were not able to modulate the production of ROS, resulting in oxidative stress
and damage by lipid peroxidation. We observed the chronic multigenerational effects
related to the parameters of reproduction and age of the first brood in the descendants
of the individual compounds, with no recovery for F1E and FINE. There was a relevant
change in the age of the first litter in organisms exposed to MR, with delay in all
treatments for F1IE and FINE. There was a significant change (p <0.05) in the
reproduction parameter, with a strong reduction for the parental F1E and FA1NE, which
indicates more toxicity than the compounds alone, being cumulative and harmful to the
environmental balance over time. Although the results in the acute tests did not provide
clear evidence about the interaction between AgNP and Gly, chronic multigenerational
tests with MR resulted in unexpected combined toxicity compared to individual
treatments. This raises a concern for this coexposure in other settings. Therefore,
although exposure time and dose are variables to be considered, the action mode of
mixtures in organisms still needs answers. However, this study brings relevant results
for future researches.

Keywords: Multigenerational. Mixture. D.magna. AgNP. Glyphosate. Toxicity.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

LISTA DE FIGURAS

Forgas repulsivas geradas pela adsorgdo de borohidreto separando as

AGNIP e 33
Efeitos das AGQNP em organismos .............ccueiiiiiiiiiiiieececcee e 36
Estrutura quimica da molécula de glifosato ..., 40

Representacdo de um esquema ilustrativo do composto formado pela

complexagao entre glifosato e prata.............coooeeiiiiiiii e, 42

Equilibrios e constantes de dissociacédo do herbicida glifosato.............. 43

Imagem de um individuo adulto de D. magna cultivado em

(F=T oo =1 (o 4 o J SRR RPPPRSSN

.............................................................................................................. 51
Esquema das etapas de desenvolvimento da pesquisa. ....................... 58
Espectro no UV-Vis de AgNP ... 69

Micrografias de MET para AgNP (insercdo) e histograma da curva

Gaussiana (n = 100 particulas). Barra de escala, 50 nm........................ 71

Espectro de FTIR demonstrando bandas caracteristicas do Gly. .......... 72

Curva de toxicidade aguda (CEso) de nanoparticulas de prata (AgNP) .73

Curva de toxicidade aguda (CEso) de glifosato (Gly). ........coovveeiiiiiinnns 74

Mortalidade induzida por nanoparticulas de prata (AgNP), glifosato (Gly)
e sua mistura (AgNP/Gly) em D. magna............ccccccouuueeeieeeeiniiieeeeennnnn, 75



Figura 14 - Biomarcadores bioquimicos apés exposicao a MR de AgNP e Gly, em D.
magna, para 0,5, 1e 1,75 UT ..., 78



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Demais bandas observadas no FTIR do Gly e seus referentes modos

VIDFACIONAIS ... 72



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Resultados das medidas de PZ, DE e pH nos meios H20 OR, ISO e M4

Concentracdo e unidade téxica (UT) de AgNP e glifosato usadas na

avaliagao toxica dos compostos individuais e da mistura binaria. ......... 75

Modelo de Abbott representando o tipo de interagdo entre AQNP e Gly em

uma mistura binaria sob diferentes exposi¢des de UT .............oeeee. 76

Resultados dos testes de sensibilidade para neonatos utilizados nos

testes cronicos, utilizando como substancia de referéncia o K2Cr20y....80

Resultados para os testes de toxicidade crénica, CEO e CENO para
parametros de longevidade, crescimento, reprodugcdo e de D. magna

expostos ao Gly € NA0 eXPOSIOS.....cccvveeeiiiiieieiice e 81

Resultados para os testes de toxicidade crénica, CEO e CENO para
parametros de longevidade, crescimento, reprodugcdo e de D. magna

eXPOStOS @ AGNP ..o 83

Resultados para os testes de toxicidade crbnica para parametros de
longevidade, crescimento, reproducéo e de D. magna expostos a mistura

binaria (MR) de AgNP e Gly € N80 eXpoStOS .........ccoeeevviiiiiieeeriiiiiiieeeees 86



ABNT
ANVISA
AC
AChE
AgNP
Al
AMPA
ATP
BSA
CAT
CES50
CL50
CEO
CENO
DDT
DDX
DE
DLS
DNA
DRf
DTNB
EDTA
EFSA
EPSPS
EROs
FTIR
F1E
FANE
Gly
GPx
GR
GSH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associagao Brasileira de Normas Técnicas
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Adigao de concentragéo
Acetilcolinesterase

Nanoparticula de prata

Acao independente

Acido aminometilfosfénico

Adenosina trifosfato

Albumina de soro bovino

Catalase

Concentracdo média efetiva

Concentracao letal média

Concentracao de efeito observado
Concentracao de efeito ndo observado
Dicloro-difenil-tricloroetano
4,4'-dicloro-difenil-dicloroetileno

Diametro efetivo

Espalhamento Dinamico de Luz

Acido Desoxirribonucleico

Dose de referéncia

5,5'-Dithiobis (acido 2-nitrobenzOico)
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos
Enzima 5-enolpiruvishiquimato-3-fosfato sintetase
Espécies reativas de oxigénio
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
Primeira geragao com exposi¢ao

Primeira geragdo sem exposi¢cao

Glifosato

Glutationa Peroxidase

Glutationa Redutase

Glutationa



GSSG
GST
H2DCFDA
IDA
LCME
LPO
MDA
MET
MR
NADPH
NM

NP
OMS
OR
PALS
PEG

PVA
PVP
PZ

RI

RNA
SOD
SDS
TBA
TDAH
TEP
Tesp
Tobs
Tris-HCI
UFSC
upP
USEPA
uT

Dissulfeto de glutationa

Glutationa-s-transferferase

Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina

ingestao diaria aceitavel

Laboratério Central de Microscopia Eletrénica
Peroxidacgao lipidica

Malondialdeido

Microscopia Eletrénica de Transmissao

Mistura binaria

Fosfato de dinucledétido de adenina de B-nicotinamida
Nanomaterial

Nanoparticula

Organizagcdo Mundial da Saude

Osmose reversa

Disperséao de Luz de Fase Alternativa
Polietilenoglicol

Potencial hidrogenidnico

Alcool polivinilico

Poli (N-vinilpirrolidona)

Potencial zeta

Razao de inibigao

Acido Ribonucleico

Superodxido Dismutase

Dodecilsulfato de sodio

4,6-Dihidroxipirimidina-2-tiol

Transtorno do Déficit de Atengao com Hiperatividade
1,1,3,3-tetraetraxipropano

Toxicidade esperada

Toxicidade observada

Cloridrato de 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol
Universidade Federal de Santa Catarina

Agua Ultrapura

Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos

Unidade Téxica



LISTA DE SIMBOLOS

Produto Registrado



1.2
1.2.1
1.2.2

2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.3
2.4
2.4.1
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.9.1
2.9.2
2.9.3
294

3.1
3.2
3.3

SUMARIO

13V 13 11 o7\ o O 21
HIPOTESES ... .ottt eenn et eenens 26
OBUETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nneees 27
(0 T3 Y0 I € T-Y - | 27
Objetivos ESpPecifiCos ........ccoiiimmmmiemmniiniii e 27
REVISAO BIBLIOGRAFICA ........cooeteeeerceeeeeeeae st eaeses e sas e ssesessesasseenesens 28
NANOTECNOLOGIA. ...ttt 28
NANOPARTICULAS DE PRATA .....ooviiiieeeeeeeeeee e, 30
Sintese e aplicagoes de AgNP........... s 30
AgNP e impactos ao meio ambiente ............ceeeeeiiiiiiii 35
AGROTOXICOS.......oeeeeeeeeeee ettt 37
GLIFOSATO ..ttt ettt e e e e e e e e e e e 39
Gly e suas ImpliCaGOEs .........cceiiimmeemmmniirrr s 44
MISTURAS ..ot e e e e e e e e e e e neeeeeeeens 46
TESTES DE TOXICIDADE .......cciiiitieiee ettt e e 49
MICROCRUSTACEOQ D. MAQNa.......c..coceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e, 50
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS).......cccovouieeeeeeeeeeeneennes 52
BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO....cocoiiiiiiiiiiiee e 53
(0 1 7= 1 F- 1Y = (037 N 1 T PP 55
Glutationa (GSH).....ceuu it s e 55
Superéxido Dismutase (SOD)........ceuuuiiiiiiniiiiiirirrre e 56
Peroxidagao lipidica (LPO) ..o s rreesce e s s s s s s e e e e e 56
MATERIAIS E METODOS ......coeoieueeirerneeesesessessesessessssssssssssessssesssssssessenens 58
Delineamento Experimental..............coooiiiiiii e 58
MATERIAIS ..ottt e e e e e e e e ee e s 58
METODOS ...ttt et en et e e eaeeeeens 59



3.3.1 Sintese das Nanoparticulas de Prata (AgNP) ........ccccceiiiiiiiiiiiiciccccccnns 59

3.3.2 Caracterizagao das AgNP ... e 60
3.3.3 Caracterizagao do Glifosato ..........ccccceiiiimieeiiiiiinrc s 61
3.3.4 EnNsaios TOXICOIOQICOS......ccueuuiiiiiirimniisiirrnnnssseresnnss s s s ssnnssssssresnnsssssssnnnns 61
3.3.5 Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo..........ccccceervenirreannnns 65
3.4 ANALISES ESTATISTICAS ...t 68
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......c.coeererirreereres e e e e e esesessessssesseens 69
4.1 CARACTERIZACAO DA NANOPARTICULA DE PRATA .......ccovoeeveeeennn 69
411 Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-ViS) ........ccccccmrmrrrrriririiiinnnnnn. 69
41.2 Medidas de Potencial Zeta e Diametro efetivo .........cccccmrrrrriiriiiiiiiinnnnnn, 69
41.3 Microscopia eletronica de transmissa@o (MET)..........ccooimmmmmmmmeennnnnnnnn, 70
4.2 CARACTERIZACAO DO GLIFOSATO .....ooiuiiieeieceeeeeeeeeeeeee e, 71
4.2.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

....................................................................................................................... 71
4.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA .......ooiiiiiiiieeee e 72
431 Toxicidade Aguda para 0 AgNP ... 72
4.3.2 Toxicidade aguda para 0 Gly ........cccoouiiiiimmmmmmmemmecrrss e s 73
4.3.3 Interacao entre AgNP e Gly usando o método de Abbott....................... 74
4.3.4 Biomarcadores BioqUimiCOS ........ccccivimmieeiiiiimmmcesisnirrress s s 77
4.3.5 Toxicidade cronica multigeracional com D. magna...........cccccccceerrreenune.. 79
5 CONSIDERAGOES FINAIS .......occeeeirereeeeeeseeeesessesassssssssessessessesssessenens 87
6 (o0 ]\ LoF I E=T0 ) 1= 88
7 RECOMENDAGOES.........co e s saesassassas e s e s s s snens 89
REFERENCIAS ..ottt e eee st eae et s e eas e eae st sseeas s ssesas e sae e saesassessesesssssssesssssns 90
ANEXO A — Artigos publicados em coautoria...........cccccciiiimmreeccsiinseesncsseeseenans 118
ANEXO B — Artigos publicados em coautoria..............ccccouinnimimmmmmnmmens. 119

ANEXO C — Artigos publicados em coautoria..............ccccviiiiiiimmmmmnmsmns. 120






21

1 INTRODUGAO

A expansao da tecnologia nos produtos consumidos nas mais diferentes areas
traz n&o s6 beneficios, como também preocupacao acerca dos possiveis danos para
saude humana e os impactos bioldgicos sobre animais e plantas, causados pelo uso
desordenado e consequente descarte ao meio ambiente dos variados produtos no
cotidiano.

Um exemplo desta expanséo tecnoldgica que pode ser observada nas ultimas
décadas é a ocorréncia de um incremento extensivo da tecnologia em nanoescala, a
tal ponto que os nanomateriais (NM) se tornaram constituintes de uma ampla gama
de produtos comerciais e domésticos (WALTERS; POOL; SOMERSET, 2014). NM
podem ser definidos, segundo a ISO/TS 80004-1 (2015), como material com qualquer
dimensao externa em nanoescala (faixa de comprimento aproximadamente de 1 nm
a 100 nm), com estrutura interna ou estrutura de superficie em nanoescala. Dentro
desta definicdo se encontram as chamadas Nanoparticulas (NP), que sédo definidas
como nano-objetos com todas as dimensdes externas na nanoescala, cujos
comprimentos dos eixos mais longo e mais curto ndo diferem significativamente
(ISO/TS 80004-1, 2015).

Estas NP possuem propriedades fisicas e quimicas unicas devido a sua
grande area superficial e tamanho reduzido, e incluem subespécies com fulerenos,
bem como NP cerémicas, poliméricas, metalicas, entre outras (KHAN; SAEED; KHAN,
2017). Exemplos de nanoparticulas metalicas amplamente utilizadas s&o as
nanoparticulas de prata (AgNP), que recentemente ganharam popularidade devido ao
seu bom e amplo espectro de atividade antimicrobiana (WEI et al., 2015; ZHANG et
al., 2016; CUI; CHAE; AN, 2017; PALLAVICINI et al., 2017).

A utilizacdo de AgNP em produtos comerciais estd aumentando de forma
rapida, representando a NP de maior uso na base de dados do site The Project on
Emerging Nanotechnologies, em que, dos 1833 produtos cadastrados contendo
alguma NP, 443 foram registrados com AgNP em sua composi¢ao (THE PROJECT
ON EMERGING NANOTECHNOLOGIES, 2020). Varios sdo os exemplos destes
usos, como em cosméticos, embalagens para alimentos, dispositivos médicos,
desodorantes, tratamento de agua, produtos téxteis, superficies funcionalizadas, entre
outros (CUI; CHAE; AN, 2017; ALE et al., 2019). Produtos de higiene pessoal, como
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sabonetes, xampus e cremes dentais, geralmente contém menos de 10 ug Ag/g de
produto, enquanto tecidos antibacterianos, empregados em diversos artigos de
vestuario, contém entre 30 a 45 ug Ag/g do produto. Mascaras e roupas meédicas
contém os niveis mais altos de Ag, variando de 270.000 até 230.000 ug Ag/g,
respectivamente (ALE et al., 2019).

A producao anual de AgNP, em nivel mundial, esta estimada em torno de 320
a 420 toneladas (TORTELLA et al., 2020). Isto pode resultar em um aumento na
liberagdo destas nanoparticulas nos variados efluentes domésticos e industriais,
acarretando em uma preocupacdo ambiental crescente para o6rgaos de controle
ambiental e pesquisadores, devido as suas caracteristicas quimicas, fisicas e a
toxicidade para organismos (MCGILLICUDDY et al., 2017), como algas (ANGEL et al.,
2013), peixes (RIBEIRO et al., 2014), microcrustaceos (KIM et al., 2016; RIBEIRO et
al., 2017), bactérias (KALWAR; SHAN, 2018), moluscos (ALE et al., 2019; RIBEIRO
et al., 2014; MCGILLICUDDY et al., 2017; ALE et al., 2019) e plantas (LALAU et al.,
2020).

Quando os AgNPs entram em ambientes naturais, eles sdo expostos a varias
transformagdes, como agregacgéo, oxidagao, dissolugado, sulfetacdo e cloragdo. A
liberacao de ions de prata no ambiente pode ser favorecida ou limitada se espécies
oxidantes (oxidacdo por oxigénio molecular ou perdxido de hidrogénio), cloro ou
enxofre estiverem presentes (PULIT-PROCIAK; BANACH, 2016). Entretanto, mesmo
com a possibilidade de sofrer modificagdes, as AgNP podem ser encontradas com
variadas concentragées no meio ambiente, na faixa de ng/L até pg/L, a depender da
urbanizagao e industrializacao da area (WANG et al., 2018).

Outro componente constante no dia a dia, sdo os agrotoxicos. De modo geral,
0 manejo de pragas na agricultura abrange principalmente uso destes. Devido a sua
toxicidade relacionada a organismos nao-alvos, os agrotoxicos podem representar
uma ameaga em multiplos ecossistemas (MERTENS et al., 2018; VAN BRUGGEN et
al., 2018). Em especifico, a ocorréncia de pesticidas no meio ambiente pode estar
ligada a contaminagao difusa ou pontual. Esta ultima vem a incluir a contaminagéao
proveniente de vazamentos ou manipulacdo inadequada de equipamentos de
aplicacao de agrotoxicos, descarte incorreto de residuos, lavagem de equipamentos
e até o uso indiscriminado de quantidades excessivas desses produtos (HUETE-
SOTO et al., 2017).
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Os herbicidas representam mais de 40% da totalidade de pesticidas utilizados
em todo o mundo. Entre eles, merece particular atengéo os que sdo a base de glifosato
(Gly) (N-(fosfonometil)glicina), que consiste numa substéncia ndo seletiva e de uso
pés-emergente que interfere diretamente no crescimento das plantas (DE AGUIAR et
al., 2016). Cabe salientar que o Gly é utilizado como principio ativo em mais de 750
diferentes formulagdes comerciais (KWIATKOWSKA et al., 2017). Estas formulagdes
a base de Gly estdo entre as mais empregadas para usos multiplos como na
agricultura, silvicultura, horticultura e usos domeésticos (LE et al., 2010; BENBROOK,
2016; CLEMENTS et al., 2017). Além disso, a introdugao de culturas geneticamente
modificadas, resistentes ao glifosato fez crescer a area e a quantidade utilizada em
todo o mundo nos ultimos anos, atingindo 56% do uso global de Gly (BENBROOK,
2016).

O principal modo de acg&o herbicida do glifosato € a inibicdo de uma enzima
importante das plantas, a 5-enolpiruvishiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) (VANNINI
et al., 2016). Ela é essencial para a sintese de aminoacidos aromaticos que conduzem
multiplos processos metabdlicos essenciais em plantas, fungos e algumas bactérias
(MYERS et al., 2016). Como este processo conduzido por EPSPS n&o existe nas
células vertebradas, alguns cientistas e muitos 6rgaos reguladores assumiram que o
glifosato representaria riscos minimos para o meio ambiente (MYERS et al., 2016;
RICHMOND, 2018). Entretanto, estudos demonstram que efeitos negativos do Gly em
variadas espécies de peixes (ROY et al., 2016; ROY; CARNEIRO; OCHS, 2016;
SULUKAN et al., 2017), moluscos (MOTTIER et al., 2015), mamiferos (CASSAULT-
MEYER et al., 2014; DAI et al., 2016), répteis (SCHAUMBURG et al., 2016), insetos
(DE AGUIAR et al., 2016), microcrustaceos (LE et al., 2010), bactérias (ZHANG et al.,
2018).

Portanto, por conta do aumento do uso mundial de Gly, é natural que ocorra,
em dado momento, algum tipo de liberagdo para o meio ambiente, como o
escoamento superficial ou transporte vertical através do solo demonstrado por Lupi et
al. (2019). Os autores observaram em seus experimentos que em torno de 88,1% do
Gly aplicado foi depositado na faixa superficial do solo, até 9 cm de profundidade.

Sendo assim, Gly representa o composto de maior utilizacdo em nivel
mundial. O Brasil ostenta o titulo de maior consumidor de agrotéxicos no mundo, € o

Gly representa a média de 62,4% dos pesticidas comercializados no pais (SANCHEZ
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et al., 2017), atingindo a marca de 173.150,75 toneladas comercializadas no ano de
2017, trés vezes mais que o0 segundo colocado da lista, o 2-4D
(acido diclorofenoxiacético), segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2017).

Cabe ressaltar que em 27 de agosto de 2019 houve a publicagdo no Diario
Oficial da Uniao do ATO n° 58, onde o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento autorizou alteragcbes das classificagbes toxicoldgicas e 93 produtos
formulados a base de glifosato tiveram a classificagao de toxicidade reduzida; destes,
24 produtos eram considerados como “Extremamente Toxico”, ndo existindo agora
qualquer produto que se enquadre na categoria maxima de toxicidade (BRASIL,
2019), o que pode refletir na intensificagao do uso indiscriminado.

Para as AgNP, uma rota de contaminagdo seria o descarte de aguas
residuarias relacionadas com o uso diario de produtos comerciais contendo AgNP,
como, por exemplo, a lavagem de tecidos tratados, tornando o composto biodisponivel
(MOHAN et al., 2019).

Em termos de pesquisa, nota-se que grande parte dos trabalhos de
mensuracao dos impactos ambientais dos poluentes tem enfoque usual na avaliagao
de produtos quimicos individualizados (PAPCHENKOVA; GOLOVANOVA;
USHAKOVA, 2009; VOLKER et al., 2013). No entanto, organismos habitam em
ambientes geralmente contaminados por misturas de produtos quimicos, sendo
expostos a potenciais efeitos adversos a partir das interacdes entre estes produtos,
em que a influéncia mutua pode vir a causar um aumento ou até mesmo atenuacgao
dos efeitos toxicos (Di POl et al., 2017; LIU et al., 2018).

Estudos dos impactos toxicolégicos sobre misturas estdo sendo realizados
utilizando diferentes contaminantes emergentes, como NPs, farmacos, agrotoxicos,
entre outros, devido a preocupacao crescente dos possiveis efeitos ao meio ambiente
(WEN et al., 2016; NAASZ; ALTENBURGER; KUHNEL, 2018; MARTIN-DE-LUCIA et
al., 2019). Isto se deve a possibilidade de que o contato aos quais 0s organismos ou
0s seres humanos estdo expostos se constituem geralmente por misturas. Tem-se,
entdo, uma vasta seara de estudos a serem realizados nesta linha, pois muitas das
respostas necessarias ainda nao estao claras (HU et al., 2018).

Diante da problematica ambiental relacionada a possivel coexposi¢cao de Gly
com AgNP, nota-se a importancia de conhecer as possiveis formas de interagdo nos

efeitos em organismos, avaliar impactos nos sistemas de defesa antioxidantes, bem
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como estudar o impacto da mistura binaria sobre toxicidade aguda e crénica em duas
geragdes do organismo teste D. magna, analisando sua sobrevivéncia, reproducao e
crescimento, bem como testes sobre uma possivel recuperagdo dos organismos sem
exposig¢ao. Esta investigacdo apresenta informagdes importantes sobre os efeitos a
curto e longo prazo, acerca de riscos e efeitos associados a exposi¢cdo de organismos
a misturas, com o foco em dois componentes com grande utilizacdo a nivel mundial,
o Gly e as AgNP, estudando suas formas de interacéo e fornecendo dados relevantes
para melhorar a avaliagao de risco ambiental. Vale ressaltar que estudos envolvendo
a interacao desses compostos sdo escassos e nao apresentam dados de exposicao
a longo prazo e multigeracionais, determinantes para proje¢cdes ao meio ambiente e

para saude.
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1.1 HIPOTESES

Avaliando a problematica exposta sobre o0 uso crescente de AQNP, bem como
de Gly, e levando em considerag¢do a caréncia de dados relacionados com a toxicidade
da mistura binaria AgNP/Gly (MR) em organismos, algumas hipéteses foram

formuladas, com o objetivo de nortear o desenvolvimento da tese.

e A exposicdo a MR resultara em efeitos toxicolégicos mais pronunciados
para D. magna em comparagdo com seus componentes isolados

(AgNP/Gly) em nivel agudo e cronico;

e QOcorrerao interagdes de antagonismo e aditivismo em D. magna para a MR

a partir dos diferentes tratamentos, bem como, estresse oxidativo.

o Efeitos multigeracionais negativos sobre longevidade, reproducéo,
crescimento e idade da primeira ninhada serdo verificados nos
descendentes, com e sem exposicdo aos componentes utilizados, nao

havendo recuperacao dos parametros afetados;
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial toxicoldégico da mistura de AgQNP com o herbicida Gly, bem
como identificar os possiveis danos biolégicos associados da exposi¢cao a mistura

binaria sobre o microcrustaceo D. magna.

1.2.2 Objetivos Especificos

¢ Sintetizar e caracterizar as AgNP e caracterizar o Gly;

o Estudar a toxicidade aguda utilizando D. magna para suspensdes de AgNP,
Gly e para a MR;

¢ Investigar as interagdes resultantes em D. magna para diferentes faixas de
UT, utilizando modelo de interagao;

e Avaliar o estresse oxidativo em D. magna para exposi¢gado ao composto
binario AQNP/Gly, para niveis de EROs, MDA, CAT, SOD e GSH,;

¢ Avaliar os efeitos multigeracionais de AgNP, Gly e para a MR causados
sobre D. magna quanto a longevidade, crescimento e reprodugéo,
empregando ensaios de toxicidade cronica;

e Comparar os efeitos toxicolégicos cronicos multigeracionais em
descendentes de primeira geracdo de D. magna com exposicdo e em

recuperagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

Recentemente, em meados do século XX, surgiu o conceito de uma tecnologia
interdisciplinar que envolve biologia, quimica, fisica e a ciéncia dos materiais: a
nanotecnologia. O prefixo nano é derivado a palavra grega 'nanos', que significa
"ando", se referindo a coisas de um bilionésimo de tamanho (1 nm = 10° m) (GAMA,
2013). Richard Feynman, um fisico americano que ficou conhecido por trazer este
novo conceito, explicou na reunido americana da sociedade fisica realizada em 1959,
que isso representaria, por exemplo, que todos os livros do mundo caberiam em um
panfleto (SHARMA et al., 2017).

A nanotecnologia cumpre um papel interessante, sendo definida como a
aplicacdo do conhecimento cientifico para manipular e controlar a matéria
predominantemente em nanoescala, para fazer uso de propriedades e fenbmenos
dependentes de tamanho e estrutura, distintos daqueles associados a atomos ou
moléculas individuais, ou extrapolagdo de tamanhos maiores do mesmo material
(ISO/TS 80004-1, 2015). Ela esta cada vez mais presente no cotidiano, sendo utilizada
em produtos de consumo (BASHARI; KOOHESTANI; SALAMATIPOUR, 2020), na
medicina (LUO; NGUYEN; LAI, 2020; RUSSELL; LIU; GRODZINSKI, 2020), industria
(RAMANATHAN et al., 2020), agricultura (BAKER et al., 2017), sensores (DE GOES;
MULLER; FABRIS, 2017), remediagdo ambiental (DASTKHOON et al., 2020),
catalisadores (LU; ASTRUC, 2020), tratamento de agua (SALEEM; ZAIDI, 2020),
entre outros (SHARMA; KANCHI; BISETTY, 2015).

A partir desta definicao, destacam-se as NP, que pela definicdo da norma
ISO/TS 80004-1 (2015) consistem em nano-objetos que apresentam pelo menos uma
das dimensdes em escalas nanométricas (faixa de comprimento aproximadamente de
1 nm a 100 nm), cujos comprimentos dos eixos mais longo e mais curto do nano-
objeto nao diferem significativamente.

As NP podem ser amorfas ou cristalinas e suas superficies podem atuar como
transportadoras de compostos quimicos. Pesquisas recentes descrevem
potencialidade clinica de NP atuando na liberagdo controlada em sistemas de

medicamentos e/ou substancias ativas no organismo (NISKA et al., 2017).
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Dois meétodos sao comumente empregados na obtencdo de NP: o
procedimento chamado bottom up (“de baixo para cima”); e o procedimento chamado
top down (“de cima para baixo”) (THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010b). O primeiro
se baseia na tentativa da construgdo da nanoparticula partindo de seus constituintes
basicos: seus atomos e suas moléculas. De outra forma, é igualmente possivel a
constru¢cao de uma nanoparticula pela eliminagao do excesso de material constituinte
do elemento convencional, utilizando, por exemplo, técnica de litografia, que
corresponde a uma série de fases de corrosdo quimica seletiva com grande precisao
para a elaboragcdo do material nanométrico a partir de um bloco macroscopico do
material (FARIA et al., 2013; SHARMA et al., 2017; BEYENE et al., 2017).

NP sao sdlidas, sendo projetadas em escala molecular ou atdmica, o que acaba
proporcionando um aumento da reatividade quimica entre estas NP e o meio onde
sdo empregadas (WONG; HU; BAEG, 2017). Isto confere propriedades novas ou
superiores que nao sao atingidas por solidos convencionais a granel, possibilitando
aplicagdes promissoras em materiais e dispositivos altamente especificos (FU et al.,
2014; SHRESTHA; KISHEN, 2016; UDDIN; DESAI; ASMATULU, 2020).

Qualquer material tem algum tamanho critico ou valor abaixo do qual suas
propriedades se alteram consideravelmente, onde, por exemplo, particulas abaixo de
100 nm de diametro apresentam propriedades unicas, que sao na grande maioria dos
casos diferentes das caracteristicas de seus sélidos convencionais (KHAN; SAEED;
KHAN, 2017). A reducdo do material para a escala nano pode transformar as
caracteristicas fisico-quimicas em relagdo ao mesmo material em dimensdes maiores,
alterar a relagdo superficie/massa, aumentar a reatividade e também favorecer a
liberacao de ions (PETERS et al., 2016).

Entretanto, todas estas caracteristicas podem acabar promovendo uma maior
mobilidade nos variados compartimentos ambientais, facilitando assim o transporte
bioldgico e possiveis interacdes celulares, elevando a necessidade de estudos acerca
da biodisponibilidade, degradabilidade, reatividade e toxicidade destes materiais
(GONCALVES et al., 2018). Dentro desta preocupacgao, a nanotoxicologia surge como
relevante ferramenta na avaliacdo dos possiveis impactos ambientais, enfatizando
estudos com nanomateriais em variados compostos e diferentes organismos
(ROSSETTO et al., 2014; FUZINATTO et al., 2015; MELEGARI et al., 2019;
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VICENTINI et al., 2019; COSTA PUERARI et al., 2020; LALAU et al., 2020;
NOGUEIRA et al., 2020).

Embora o nivel de ingestdo de NP seja muito baixo nos sistemas vivos e seu
nivel de toxicidade também seja estimado em uma escala menor, esses nanomateriais
geralmente levam ao acumulo nos organismos ocasionando efeitos adversos,
podendo se tornar um risco ecolégico (PANDIARAJAN; KRISHNAN, 2017). Bour et al.
(2015) trouxeram um estudo de revisdo sobre abordagens ambientalmente relevantes
para avaliar ecotoxicidade de NP, observando que os principais efeitos sdo a indug¢ao
de sistemas de defesa bioquimica, imunomodulagdo, efeitos no crescimento e

reproducao, alteracbes comportamentais e mortalidade.

2.2 NANOPARTICULAS DE PRATA

2.2.1 Sintese e aplicagées de AgNP

As AgNP recentemente entraram em evidéncia devido ao seu bom e amplo
espectro de atividade antimicrobiana, atuando em multiplos objetivos a partir da
interagdo com os grupos tidis das proteinas e do DNA, alterando a cadeia de ligagao
e interferindo na sintese/divisdao da parede celular (CUI; CHAE; AN, 2017;
PALLAVICINI et al., 2017; HAMOUDA et al., 2019). As AgNP séo conhecidas por
desestabilizar a membrana bacteriana e aumentar a permeabilidade, levando a danos,
bem como ao vazamento de constituintes celulares (SHRESTHA; KISHEN, 2016).

Porém, as caracteristicas antimicrobianas ja sdo conhecidas ha séculos, sendo
elas utilizadas para purificar agua no armazenamento em recipientes de prata.
Herddoto escreveu, em 425 a.C., que reis persas, como Ciro, o Grande, armazenavam
agua em vasos de prata para prevenir que ela se contaminasse durante as guerras
(MCGILLICUDDY et al., 2017).

As AgNP ou Ag°® (nano) consistem na prata metalica, com valéncia zero (Ag0)
que apresenta dimensao menor que 100 nm em pelo menos uma de suas dimensdes
(ZHANG; HU; DENG, 2016). AgNP possuem propriedades fisico-quimicas distintas,
incluindo alta condutividade elétrica e térmica, estabilidade quimica, atividade
catalitica e comportamento éptico nao linear (FABREGA et al., 2011).

Estas NP podem apresentar diversas morfologias controladas, como
nanoplacas (LUO et al., 2011) nanoagulhas (LI, 2019), nanofolhas (WANG et al.,
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2018), nanoflores (XIONGHUI; AIXIA, 2010), nanoesferas (CHEN; WANG,; LIU, 2016),
nanodiscos (BASHIR; KHAN, 2014), nano-hastes (TSUJI et al., 2007), nanocubos
(SARKAR; DAS, 2019), nanofios (LUO et al., 2011) e nanoprismas (KHODASHENAS,
BAHAREH, 2005), além da formagdo de associagbes com outros componentes
(PATIL et al., 2020). A forma e o tamanho das AgNP produzidas dependem de
diferentes condigdes experimentais, tais como: temperatura, concentracdo de
precursor de prata, pH da solugao, relagédo molar e forga da interagdo quimica entre
os reagentes (KHODASHENAS, BAHAREH, 2005). Estes aspectos resultam em
fatores cruciais, pois determinam os mecanismos preferenciais de internalizacdo e
eficacia da absorgao, definindo assim o comportamento toxicolégico destas NP em
ambientes bioldgicos (CABALLERO-DIAZ; VALCARCEL CASES, 2016).

Existem varios métodos utilizados para a fabricagao de AgNP que visam gerar
suspensdes estaveis, com NP de forma regular e distribuicdo de tamanho homogéneo
(KHODASHENAS, BAHAREH, 2005). Atualmente, variados métodos para produgao
de AgNP estdo sendo utilizados, como redugdao quimica, radiagdo gama,
microemulsdes, métodos eletroquimicos, ablagéo a laser, autoclavagem, micro-ondas
e redugao fotoquimica. Estes métodos sdo todos eficazes, mas alguns sofrem
limitacbes, como o uso de componentes toxicos, alto custo operacional e
necessidades energéticas (AKTER et al., 2018).

Trés sao as principais rotas envolvidas na sintese de NP: os métodos fisicos,
quimicos e bioldgicos. Na sintese bioldgica, ocorre produgéo e consequente liberagéo
natural ao meio ambiente de AgNP resultante da sintese que utiliza tecido inativado,
microrganismos, extratos vegetais ou plantas vivas. Basicamente estas NP s&o
geradas na catalise de reagdes especificas e ficam biodisponiveis (MARCATO et al.,
2012; RAl et al., 2015; GOPINATH et al., 2016; EL-NAGGAR; HUSSEIN; EL-SAWAH,
2017). O ponto positivo para as sinteses bioldgicas € que geralmente s&do muito
econbmicas e podem ser empregadas como uma alternativa econdmica de grande
valia para a produgcdo em larga escala de AgNP (THAKKAR; MHATRE; PARIKH,
2010).

Chandran et al. (2016) realizaram a sintese de AgNP utilizando o extrato das
folhas de manjericdo (Ocimum sanctum) em temperatura ambiente, encapsuladas na
matriz polimérica de (PVA), que resultou em alta atividade antibacteriana contra

Staphylococcus aureus gram-positivo e bactérias gram-negativas de Escherichia coli.
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Para os métodos fisicos, uma vantagem é que as AgNP formadas apresentam
uma estreita faixa de distribuicdo de tamanho. Estes métodos compreendem técnicas
de condensacéo fisica de vapor, descarga de arco, método de moagem de bolas de
energia e pulverizagdo por magnetron de corrente continua (WEI et al., 2015).
Algumas desvantagens estdo relacionadas com os processos fisicos, como uma baixa
taxa de producado de NP, geralmente ligada a um custo elevado, além do grande
consumo de energia para manter a alta pressdo e a temperatura frequentes nos
processos relacionados a sintese (HAIDER; KANG, 2015). No estudo de Zafar et al.
(2016), foi investigada a acdo antibacteriana de AgNP sintetizadas por vias quimica
(30-40 nm) e fisica por ablacdo a laser (20-30 nm) contra bactérias patogénicas
humanas E. coli, S. aureus e Salmonella, resultando em um melhor desempenho para
as AgNP que foram sintetizadas pela via fisica.

As metodologias mais classicas e de comum uso para a sintese de NP usam
processos quimicos e podem ser subdivididas em redugdo quimica, técnicas
eletroquimicas, métodos quimicos assistidos por irradiacéo e pirdlise (WEI et al.,
2015). As metodologias quimicas apresentam o6timo custo/beneficio, apresentado
também grande volume na produgado; entretanto, pode denotar pontos negativos,
como a contaminagao resultante dos componentes quimicos precursores, elevada
toxicidade de solventes e uma possivel geracdo de subprodutos danosos
(PANDIARAJAN; KRISHNAN, 2017). Tamanho, morfologia, estabilidade e
propriedades das NP s&o influenciados consideravelmente por condicdes
experimentais, como a cinética de interagdo com o agente redutor. Durante a sintese
de AgNP, o tamanho e a agregacao sao controlados pela estabilizagao que é realizada
por repulsao estérica ou eletrostatica (FABREGA et al., 2011).

A redugao quimica, frequentemente utilizada para o preparo de AgNP, ocorre
na forma de dispersao coloidal sintetizada em solventes organicos ou em agua, cuja
adicao de compostos estabilizantes serve para impedir o crescimento e a agregagao
das AgNP formadas, desempenhando um papel decisivo no sucesso da sintese (LU;
CHOU, 2008). Esta sintese ocorre geralmente por meio de agentes redutores, como
citrato, glicose, etilenoglicol ou borohidreto de sédio, com a presenca de
estabilizadores coloidais adequados (BASHIR; KHAN, 2014). Algumas condigbes da
reagcao, como concentragdes utilizadas, agente redutor, temperatura, presenca de
aditivos ou estabilizantes, sao fatores que resultam em diferentes morfologias e
tamanhos da NP (CHERNOUSOVA; EPPLE, 2013).
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No caso do borohidreto de sddio, a possibilidade de agregacao das NP
durante a sintese esta relacionada a adsor¢cdo deste, que desempenha um papel
fundamental na estabilizagdo de AgNP em formagao, fornecendo uma carga de
superficie de particulas. Para que isso ocorra, deve haver uma quantidade significativa
de borohidreto de sédio para estabilizar as particulas a medida que a reagao acontece,
conforme esquematizado na Figura 1 (MELO et al., 2012). Esse excesso na presenca
deste redutor facilita a geragao instantanea de nucleos, resultando na formagao de
coloides de AgNP de tamanho uniforme e monodisperso (AGNIHOTRI; MUKHERJI;
MUKHERJI, 2014).

Figura 1 - Forgas repulsivas geradas pela adsorg¢éo de borohidreto separando as AgNP.
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Fonte: Adaptado de Melo et al., (2012).

Frequentemente, apds a sintese de AgNP, estas tendem a se agregar depois de
algumas horas ou dias se a estabilizagdo coloidal for insuficiente. Como exemplos de
bons estabilizadores comumente utilizados pode-se citar os polimeros, como poli (N-
vinilpirrolidona) (PVP) e o alcool polivinilico (PVA), citrato, polietilenoglicol (PEG),
albumina de soro bovino (BSA) e polissacarideos (ANDREANI et al., 2017). Esta
adicao de cadeias poliméricas na superficie das NP pode levar a estabilizacio estérica
das particulas (LACAVE et al., 2017).

O alcool polivinilico (PVA) é um produto biodegradavel, sendo um polimero com
propriedades unicas, que apresenta boa resisténcia, alta cristalinidade, nao é toxico e
é utilizado na fabricagdo de medicamentos, filmes plasticos de embalagens, produtos
utilizados em cirurgia, bem como em sistemas controlados para entrega de farmacos
no organismo (SARWAR et al.,, 2018). O PVA tem sido amplamente utilizado em
sinteses de AgNP (KHANNA et al., 2005; ABDUL KAREEM; ANU KALIANI, 2011;
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CHANDRAN et al., 2016; ANDREANI et al., 2017; SARWAR et al., 2018), por
apresentar alta transmitancia e solubilidade em agua, onde as NP metalicas, como
AgNP, podem ser faciimente sintetizadas em meio aquoso, tornando a preparagéo
nao toxica e ecologica por causa do subproduto sélido nulo, quanto ao PVA (ABDUL
KAREEM; ANU KALIANI, 2011). Por exemplo, Becaro et al. (2015) realizaram a
sintese de AgNP utilizando PVA como agente estabilizador na redugéo do nitrato de
prata (AgNO3), na presenca de borohidreto de sddio (NaBHa4), produzindo nanoesferas
monodispersas com diametros na faixa de 2-18 nm.

A partir da grande variedade de métodos de sintese, bem como da ampla gama
de aplicacéo, a utilizacdo de AQNP em produtos comerciais estda aumentando de forma
rapida, representando a NP de maior uso (ZHANG et al., 2019). Atualmente, exemplos
de onde AgNP séo utilizados incluem filtros de agua, tintas, cosméticos, desodorantes,
téxteis e vestuario (YETISEN et al., 2016), embalagens de alimentos, plasticos
funcionalizados, dispositivos médicos, curativos para feridas, aparelhos elétricos,
como maquinas de lavar roupa, geladeiras, detergentes, biossensores e produtos
biomédicos. Portanto, o risco de exposicdo ambiental, onde provavelmente
bioacumularao e persistirdo, € cada vez mais significativo (FABREGA et al., 2011).

Mas este crescimento exponencial da sua utilizagdo também resulta num
aumento da liberacdo destas particulas para o ambiente, nos seus compartimentos
aquaticos e terrestres (RIBEIRO et al., 2017; WU et al., 2020), onde uma vez
liberadas, as condi¢des locais como pH e temperatura podem vir a alterar sua
mobilidade, agregacao, biodisponibilidade e toxicidade (ROMER et al., 2011).

As AgNP podem entrar em ecossistemas aquaticos a partir de efluentes de
estacdes de tratamento, liberagao direta de produtos contendo NP, escoamento de
fontes terrestres ou até pelo ar (MAHDI et al., 2017). Uma vez liberado no ambiente
aquatico, o seu comportamento vai depender de suas caracteristicas, como forma,
tamanho, composigdo quimica, carga de superficie, revestimento e estado da
particula (EL BADAWY et al., 2011). Estas NP podem também complexar com ligantes
e, em seguida, aglomerar, reagindo com a fragcdo orgéanica dissolvida e com
particulados naturais, de modo a liberar ions ou ainda se manter como NP no meio
(GONCALO VALE et al., 2015; CHATEL; MOUNEYRAC, 2017).
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2.2.2 AgNP e impactos ao meio ambiente

Como as AgNP produzidas e descartadas aumentam a cada dia, a quantidade
destas NP em sistemas aquaticos e terrestres também cresce consideravelmente (WU
et al., 2020) e podem ser liberadas no meio ambiente durante a fabricagdo, durante
seu uso, disposicao e indiretamente no final do ciclo de vida do produto (KRYSTEK et
al., 2016). Consequentemente, ha um esforgo consideravel para antecipar o destino
ambiental e a toxicidade de uma série de NM, como a AgNP. Como possiveis efeitos
téxicos nos ecossistemas podem aumentar, torna-se necessario avaliar o efeito da
toxicidade em organismos (MACKEVICA et al., 2015; CUI; CHAE; AN, 2017).

Como a exposicdo as NP vem suscitando preocupagdées com os potenciais
riscos para a saude, um campo especializado no estudo desta toxicidade surgiu para
avaliar os potenciais riscos associados as NP. Este campo ficou conhecido como
nanotoxicologia e envolve a compreensao de efeitos bioldgicos adversos de NP em
células, tecidos, 6rgaos e organismos em geral. Uma das principais causas de
nanotoxicidade é a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) por intermédio
da interacdo dos NP com moléculas bioldgicas, como proteinas, lipidios e DNA,
resultando em estresse oxidativo, peroxidagéo lipidica e inflamagéao (FU et al., 2014;
WONG; HU; BAEG, 2017).

Deve-se destacar que um dos maiores desafios da pesquisa de
nanotoxicologia é considerar a diversidade das composi¢des quimicas e propriedades
fisicas dos NP. Isto pode determinar seus mecanismos de interagdo com sistemas
biologicos, resultando em danos aos organismos, onde novas geragdes de NP estéo
aparecendo com enorme diversidade quimica e morfoldgica. Isso resulta em modos
de interacao diversificados com os organismos, dificultando assim o estabelecimento
de protocolos para avaliagdo (CABALLERO-DIAZ; VALCARCEL CASES, 2016).

Existem propriedades das NP que sdo comumente aceitas em estudos de
caracterizagao para fins de avaliagdo de nanotoxicidade. Estes podem incluir a
composi¢cao quimica, o tamanho, a forma, a organizagdo de sua superficie, sua
cristalinidade, o modo como se encontra a aglomeragdo e/ou agregacédo das
particulas, entre outras (CABALLERO-DIAZ; VALCARCEL CASES, 2016; KRYSTEK
et al., 2016).
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Havera diferenga entre materiais nanométricos e micrométricos em relagéo a
sua toxicidade e outros efeitos bioldgicos, e isto se deve ao fato de que os efeitos
biolégicos das NP serdo modificados devido ao tamanho, constituicdo quimica,
estrutura de superficie, solubilidade, forma e estado de agregacdo (WANG et al.,
2016). Estudos de toxicidade com AgNP demonstraram que particulas menores
apresentam-se um tanto mais eficientes em células, possibiltando uma maior
biodisponibilidade intracelular comparadas as substancias com particulas de tamanho
maiores (IVASK et al., 2014)

A nanotoxicidade relacionada ao tamanho das AgNP foi recentemente
verificada em estudos com glébulos vermelhos de peixes Carassius auratus, em que
NP com tamanho de 50 nm demonstraram niveis altos de adsorgéo e absor¢ao, mas
as NP de tamanho menor (AgNP 15 nm) foram mais citotéxicas, resultando em
fendbmenos como de estresse oxidativo (CHEN et al., 2015).

Alguns autores inclusive sugerem que, para serem consideradas como uma
variavel de maior relevancia nos resultados de seus efeitos bioldgicos, as NP deveriam
apresentar um limiar de até 15 nm de diametro, pois assim apresentam também uma
maior distribuicdo nos organismos afetados (DE JONG et al., 2008; PUZYN et al.,
2011; IVASK et al., 2014).

Os efeitos das nanoparticulas em ecossistemas aquaticos sao produzidos
essencialmente por danos oxidativos (internalizagéo nas células) e interagao entre as

NP e a membrana celular (neste caso sem internalizagcéo) (Figura 2).

Figura 2 - Efeitos das AgNP em organismos
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Fonte: Adaptado de McShan, Ray E Yu (2014).

Esta interacdo com a membrana celular esta relacionada a duas variaveis:
atragao eletrostatica ou presenca de grupos tiol localizados nas proteinas da parede

celular. Ambas as interagcdes desestabilizam a membrana. Varios biomarcadores e
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técnicas de expressao génica sao usadas para monitorar esses efeitos, com base em
proteinas tiol (resposta antioxidante que gera espécies quimicas) e enzimas, em que
varios metabdlicos relacionados a atividade e a integridade da membrana séao
estudados (LAPRESTA-FERNANDEZ; FERNANDEZ; BLASCO, 2012).

Os efeitos toxicos das AgNP nos organismos, propriamente como NP ou na
liberacao ions Ag®, estao principalmente relacionados a danos na membrana celular
e aos componentes celulares (PATIL et al., 2020). Em esséncia, o estresse oxidativo
induzido por AgNP e subsequente perturbac¢ao do equilibrio redox celular e da fungéo
mitocondrial tém sido reconhecidos como os maiores mecanismos de toxicidade da
prata que finalmente levam a morte celular in vivo e in vitro (AKTER et al., 2018; PATIL
et al., 2020).

A desestabilizacdo da membrana celular se deve a interacdo das AgNP com
a bicamada fosfolipidica, por meio da presenga de grupos tiol nas proteinas da parede
celular, causando perturbacdo da homeostase celular e resultando numa consequente
diminuicdo no gradiente eletroquimico que pode colapsar a membrana (SU et al.,
2009; LAPRESTA-FERNANDEZ; FERNANDEZ; BLASCO, 2012; AKTER et al., 2018).

Entretanto, como AgNP séo instaveis em ambientes fisiolégicos ou naturais
complexos — e esta instabilidade tende a transformar estas NP nas variadas
condi¢cbes de exposicao, inclusive reagindo com outros compostos quimicos —, a
natureza dos efeitos de possiveis coexposigdes em organismos necessita de maiores
estudos, de modo a compreender as interagdes com variados componentes em mais
organismos (ZHANG; XIAO; FANG, 2018). Estudo recente demonstrou que niveis de
MDA, GSH e atividades de SOD e CAT foram impactados no figado de C. gariepinus
apos a exposicao a AgNP, 6xido de cobre e sua mistura (OGUNSUY!I et al., 2019).
Zhang et al. (2015) em seu estudo, relataram que a reducdo com luz solar do ion de
prata para AgNP por matéria organica atenua a toxicidade aguda da prata para D.

magna.
2.3 AGROTOXICOS
Temos presenciado, durante as ultimas décadas, um aumento significativo da

produgao agricola para que a populagao tenha acesso a alimentos. Mas notadamente

este aumento esta diretamente ligado ao uso e desenvolvimento de novos pesticidas,
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que se tornaram fundamentais na moderna agricultura (MORILLO; VILLAVERDE,
2017).

Contudo, um grande percentual destes pesticidas aplicados acabam néao
atingindo os organismos alvo, sendo entdo lixiviados para o meio ambiente, podendo
ser detectados com facilidade em amostras de agua, ar, solo e também nos alimentos,
sendo necessario ter atengao tanto em nivel local, como global (NITI et al., 2017).

O aumento da contaminagao causada pela variedade e quantidades aplicadas
de agrotéxicos representa uma ameaca significativa para o meio ambiente, bem como
para a saude dos organismos (XU et al., 2017). Quando estes produtos quimicos séao
liberados no meio ambiente, os resultados muitas vezes trazem prejuizos, como
mudangas na dindmica populacional, ou na composicao e funcionamento dos
ecossistemas (JANSEN et al., 2011).

Quando um agrotoxico € aplicado no campo, uma ampla porcentagem acaba
indo para o solo e inumeros fatores podem afetar sua destinagao final — fatores como
o sistema de plantio, as transformagdes das propriedades hidraulicas do solo e o
transporte de aguas provenientes das chuvas através do perfil do solo (OKADA;
COSTA; BEDMAR, 2016). Existem aspectos que estdo atrelados as carateristicas
intrinsecas do produto quimico, como, por exemplo, adsorcdo, solubilidade e
persisténcia (LUPI et al., 2019). Outros fatores que influenciam a destinagao final
estdo ligados as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo, tais como a fragéao
organica, umidade, biomassa, porosidade e pH. Estas ultimas ainda podem sofrer
alteragbes relacionadas as caracteristicas climaticas da regido, como umidade e
temperatura (OKADA; COSTA; BEDMAR, 2016).

Os agrotoxicos basicamente podem ser definidos como substancias utilizadas
pelos seres humanos para matar organismos indesejaveis (pragas) e para preservar
os produtos agricolas. Com base na sua agdo em relagdo a pragas alvos, os
agrotoxicos mais empregados sdo inseticidas e herbicidas seguidos de fungicidas,
acaricidas, nematicidas, entre outros. A maioria destes traz sérios problemas
ambientais por serem poluentes organicos persistentes (RANI; SHANKER; JASSAL,
2017).

Dentre os agrotoxicos, os herbicidas estdo amplamente dispersos em todo o
ambiente devido ao seu uso extensivo pela agricultura, bem como seu uso domeéstico.
Embora a maioria dos herbicidas seja aplicada principalmente em ambientes

terrestres, estes podem ser carreados para ecossistemas aquaticos quando ha um
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maior grau de conectividade hidroldgica entre esses dois ambientes (LUPI et al., 2015;
MAHDI et al., 2017).

Comumente, herbicidas sao localizados em diferentes ambientes aquaticos,
ainda que em concentracdes variaveis. Esta frequente ocorréncia, bem como seus
efeitos potencialmente prejudiciais ao meio ambiente, destacam a necessidade
continua de se estudar a toxicidade relacionada aos herbicidas (LESSARD; FROST,
2012).

2.4 GLIFOSATO

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina, CsHsNOsP) (Gly) € um herbicida sistémico
de amplo espectro que também ¢ utilizado como dessecante de culturas. E um
composto organofosforado, que contém trés grupos funcionais: uma carboxila, uma
amina e um grupo fosfonato, que podem reagir e formar ligagdes covalentes, servindo
com um agente quelante (HANSEN; ROSLEV, 2016).

O Gly é altamente polar e soluvel em agua (12 g/L em 25 °C), sendo
praticamente insoluvel na presenca de solventes organicos, como por exemplo
acetona e etanol. Apresenta densidade aparente de 0,5 g/cm? e o
ponto de fusdo de 200 °C, sendo estavel na presenca de luz, até mesmo em
temperaturas acima de 60 °C (BATTAGLIN et al., 2005; CAETANO, 2011). Apresenta
também meia vida no solo e na agua, esta variando de dias a anos, dependendo da
composi¢ao do solo (ROY et al., 2016).

O Gly foi introduzido ao mercado na década de 70, formulado com a marca
Roundup®, apresentando grande eficacia para uma variedade de ervas terrestres e
aquaticas (YUSOF; ISMAIL; ALIAS, 2014).

Os herbicidas a base de Gly sdo comumente empregados, sobretudo, antes
do plantio de culturas agricolas tradicionais, como a soja e o milho, bem como apés o
plantio de espécies agricolas geneticamente modificadas, que resultam em resisténcia
ao glifosato. O agrotoxico é também utilizado em areas urbanas para o controle de
ervas daninhas, como nas ruas e nos parques, em horticultura, silvicultura e em jardins
(LE et al., 2010; VAN BRUGGEN et al., 2018). Até mesmo para o controle de plantas
aquaticas, da-se o uso do herbicida em questao (CLEMENTS et al., 2017).
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Gly é comumente utilizado como um ingrediente ativo em mais de 750
produtos comerciais herbicidas de amplo espectro, 0 que aumenta consideravelmente
a possibilidade de sua biodisponibilidade no ambiente. Ele € normalmente formulado
como sal de isopropilamina de glifosato (KWIATKOWSKA et al., 2017). A Figura 3

apresenta a estrutura quimica da molécula de Gly.

Figura 3 - Estrutura quimica da molécula de glifosato
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Fonte: (COUTINHO; MAZO, 2005).

A alta solubilidade do Gly em agua traz maleficios, pois durante a ocorréncia
de chuvas pode ser facilmente lixiviado de areas em que foi aplicado para corpos
d'agua circundantes, embora aplicado em ambiente principalmente terrestres
(LESSARD; FROST, 2012), podendo ser encontrado também em aguas subterréneas
(SILVA et al., 2018).

Pesquisas apontam que desde a década de 90 o Gly ja era encontrado em
corpos hidricos na regiao sul do Brasil (ZEBRAL et al., 2018). Um exemplo claro disto
€ o rio Parana, sexto maior do mundo, que transpassa areas agricolas, industriais e
urbanas em sua extensdo, que foi submetido a um estudo no ano de 2016. Os
resultados mostraram a presencga de residuos de glifosato na agua e nos sedimentos
do rio, na divisa com a Argentina e demais pontos neste pais (RONCO et al., 2016).
Esta facilidade no transporte pode indicar um potencial de se espalhar no ecossistema
e alcangar alvos nao intencionais, como plantas e animais em geral (SZEKACS et al.,
2014).

Sua atuacéao se deve a inibicao do crescimento da planta, interferindo na via
biossintética dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano)
essenciais para o crescimento da maioria das plantas, sendo precursores de outros
produtos, como lignina, alcaloides, flavonoides, acidos benzoicos e vitamina K,
inibindo a enzima 5-enolpiruvishiquimato-3-fosfato sintetase, (EPSPS) que existe
apenas em plantas, algas e bactérias superiores (VANNINI et al., 2016; SEGUIN et

al., 2017). Entretanto, diferentes estudos mostraram efeitos prejudiciais do Gly no
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desenvolvimento e crescimento de uma grande variedade de organismos (SULUKAN
et al., 2017; WANG et al., 2017; DUAN et al., 2019; TANG et al., 2020).

Efeitos adversos devido a exposigéo de seres vivos ao Gly tém sido relatados
na literatura, como por exemplo em peixes (LI et al., 2017; ROY et al., 2016; YUSOF
et al., 2014), em ostras (MOTTIER et al., 2015; SEGUIN et al., 2017), alteragbes no
sistema de defesa antioxidante da mosca-da-fruta Drosophila melanogaster (DE
AGUIAR et al., 2016), diminuicdo da acetilcolinesterase e alteragdo de nucleos de
espermatozoides em ratos (CASSAULT-MEYER et al., 2014; LARSEN et al., 2016),
indugdo da apoptose em cianobactérias Microcystis aeruginosa (WU et al., 2016),
reducao da fertilidade em Austrolebias nigrofasciatus (ZEBRAL et al., 2018).

Em seres humanos observou-se ligagao entre o aumento do uso de herbicidas
a base de Gly com um aumento na incidéncia de Transtorno do Déficit de Atengao
com Hiperatividade (TDAH) em criangas, seja este contato realizado através do ar, da
agua ou da alimentacado (FLUEGGE; FLUEGGE, 2016).

Em um estudo crénico, Vazquez et al. (2020) alimentaram larvas de abelhas
in vitro com alimentos contendo glifosato, e apesar de visualizarem 29% dos
individuos sem sinais de toxicidade, foram constatadas alteracdes transcricionais em
varios genes apos a ingestao crbnica de Gly.

Como na molécula de Gly existe uma ligacdo entre carbono e fosforo, a
degradacéao se torna mais dificil. Porém, no ambiente, ela acaba sendo realizada por
microrganismos do solo e em plantas, gerando o acido aminometilfosfénico (AMPA),
podendo, entdo, ndo somente o residuo do glifosato, como também o de AMPA serem
encontrados no ambiente, principalmente em lixiviados agricolas e efluentes de aguas
residuais urbanas. (LUPI et al., 2015; GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017; SILVA et
al., 2018).

Gly também tem a capacidade de complexar metais, que ocorrem
naturalmente no meio ambiente, e que também podem ser encontrados como
poluentes em aguas superficiais em coexisténcia com o Gly. A complexac¢ao do Gly
com metais pode resultar em substadncias com caracteristicas fisico-quimicas
alteradas quando relacionadas aos compostos originais (HANSEN; ROSLEV, 2016).
Alguns estudos acabam sugerindo que esta complexagdo com metais diminuira a
absorcao e aumentara a mobilidade ambiental (BARRETT; MCBRIDE, 2006).
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O grupo fosfonato (R-PO(OH)2) presente neste agrotdxico apresenta a
capacidade de formar complexos fortes na presenga de metais, como cobre, zinco e
niquel. Agbes de biodegradacéo, adsorcao e fotodegradagdo dos fosfonatos sao
alteradas na presenga de ions metalicos, ocorrendo entdo o surgimento de complexos
soluveis e n&o soluveis. No glifosato, os dois demais grupos funcionais (amino e
carboxila) também podem ligar-se intensamente com ions metalicos, sobretudo com
os de transigao, como a prata em pH na proximidade de neutro, em que a carboxila e
fosfonato estdo desprotonados (COUTINHO; MAZO, 2005)

O complexo formado com a prata, representado na Figura 4, € uma estrutura
de cadeia linear, ligada através do grupo carboxila e ions Ag* coordenados com os
oxigénios do outro grupo fosfonato (COUTINHO; MAZO, 2005). O resultado é a
alternancia de ligagdes com a molécula de Gly e seus centros de metal coordenados,
formando um complexo continuo com poucas associagdes intercadeia, resultando

numa estrutura com morfologia cristalina densa (SAGATYS et al., 2000).

Figura 4 - Representagdo de um esquema ilustrativo do composto formado pela complexacao entre
glifosato e prata
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Fonte: Sagatys et al. (2000)

Para ocorréncia destas ligagdes, o Gly apresenta um encadeamento de
equilibrios com as seguintes constantes de dissociacado acida (pKa): <2,0, 2,6, 5,6 e
10,6, como mostrado na Figura 5. Em pH abaixo de 2,0 o glifosato exibe carga
positiva, o que contribui para sua adsor¢do a argila e matéria organica do solo,
possuindo carga negativa. Enquanto em pH acima de 2,6, o glifosato apresenta carga
zero e 0 numero de cargas negativas conforme o pH vai aumentando. Ja em pH acima

de 12, praticamente todo o glifosato esta na forma trianiénica.
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Figura 5 - Equilibrios e constantes de dissociagdo do herbicida glifosato.
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Fonte: De Amarante Junior et al. (2002), Coutinho e Mazo (2005)

Estudos sobre a biodisponibilidade e a ecotoxicidade resultantes da
complexacgao glifosato-metal demonstram um aumento na persisténcia ambiental, que
se deve a uma biodegradagdo mais lenta e que acaba por atrasar uma possivel
desintoxicagdo bioldgica. Alguns estudos indicam que os complexos de glifosato-
metal podem aumentar a bioacumulacédo de metais e resultar em toxicidade alterada
em comparagao aos compostos individuais (O DUKE; B POWLES, 2008; HANSEN;
ROSLEV, 2016). Em muitas formulagdes comerciais, alguns compostos adjuvantes
sao adicionados ao principio ativo com a finalidade de melhorar a eficiéncia do produto
comercial, promovendo uma melhoria na penetragédo do ingrediente ativo na cuticula
da planta (YUSOF; ISMAIL; ALIAS, 2014).

Estes adjuvantes s&o comumente avaliados como biologicamente inertes
pelos fabricantes e agéncias de protecao, o que causaria poucas consequéncias em
termos de toxicologia ambiental (SEGUIN et al., 2017). Entretanto, estudos com o
surfactante polioxietileno amina (POEA) adicionado em formulagbes comerciais
demonstraram que este composto € considerado mais téxico que os glifosato puro,
bem como a combinagao dos dois é ainda mais toxica (YUSOF; ISMAIL; ALIAS, 2014).
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2.4.1 Gly e suas implicagoes

Os fabricantes do Gly anunciam a “baixa toxicidade e respeito ao meio
ambiente” dos herbicidas a base de Gly. No entanto, de acordo com as informagdes
das respectivas fichas de dados de seguranga quimica, os herbicidas a base de Gly
sdo classificados como perigosos para o ambiente aquatico (téxico para os
organismos aquaticos com efeitos duradouros) (SIHTMAE et al., 2013).

No Brasil, temos a Resolucdo CONAMA 410/09, que traz a classificacdo dos
corpos d’agua e estabelece a concentragdo maxima permitida de diversas
substancias, de acordo com as diferentes classes de agua. Nas aguas enquadradas
em classes 1 e 2, destinadas ao abastecimento para o consumo humano e a protegao
das comunidades aquaticas, a concentragdo maxima permitida de Gly é de 65 ug/L
(BRASIL, 2005). Porém, nenhuma norma estabelece a recomendagédo sobre dose
diaria de ingestao para o Gly no Brasil (SOLOMON, 2019).

Existem variados niveis aceitaveis de ingestao diaria estabelecidos por 6rgaos
fiscalizadores. Para a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA),
o limiar para ingestao diaria aceitavel proposta (IDA) foi calculado em 0,5 mg/kg por
dia. O nivel para efeito adverso nao observado corresponde a 100 mg/kg por dia. (XU
et al., 2019).

Ja a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) afirmou
que nao ha riscos de preocupagao para a saude humana quando o Gly é usado de
acordo com o rotulo. Atualmente, a classificagdo do glifosato como potencial
cancerigeno é controversa, mas a USEPA também afirma que é improvavel que o
Gly seja um agente cancerigeno humano (USEPA, 2020). A partir disso, o equivalente
da USEPA ao IDA ¢ a dose de referéncia (DRf), que foi calculada em 1,75 mg/kg de
peso corporal/dia. Nesse caso, o nivel para efeito adverso ndo observado corresponde
a 175 mg/kg por dia em estudos de teratogenicidade de coelhos (SINGH et al., 2020).
Entretanto, dois estudos atuais, publicados em revistas de qualidade, determinaram
uma ligagao entre a exposi¢cao ao Gly e o linfoma ndo-Hodgkin, sendo conflitante com
as normas locais (LEON et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

Mesnage et al. (2015) relataram que foram detectados efeitos adversos, como
pela ruptura enddcrina e estresse oxidativo, causadores de efeitos teratogénicos,
tumorigénicos e hepatorenais dentro da faixa da ingestdo diaria aceitavel

recomendada. Ja em quantidades maiores, estudos também relatam efeitos, como
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indugéo de danos no Acido Desoxirribonucleico (DNA) em leucdcitos e em células
mononucleares de sangue, causando metilagio de DNA em humanos
(KWIATKOWSKA et al., 2017).

A Organizagdao Mundial da Saude (OMS), em margo de 2015, decidiu alterar
a classificagado de glifosato na categoria 2A (Grupo de Trabalho do IARC, 2015),
significando que o Gly é considerado “provavelmente cancerigeno para humanos”. O
que se tém sao informagdes conflitantes e desconexas sobre os reais efeitos do Gly,
tanto pra a saude, quanto para o meio ambiente (MCCLELLAN, 2016).

A preocupagdo que surge € que 0 uso — na maioria das vezes indiscriminado
— de Gly afeta ndo apenas as culturas visadas, mas também apresenta riscos a saude
de espécies animais ndo visadas em diferentes compartimentos, como os
ecossistemas aquaticos, que podem ser contaminados com herbicidas a base de Gly
por lixiviacdo, escoamento ou pulverizagao, que podem acarretar em maleficios para
saude e para o meio ambiente (PEREZ; VERA; MIRANDA, 2011; LUPI et al., 2019;
SINGH et al., 2020). Assim, os produtos herbicidas que entram nos corpos d'agua sao
potencialmente prejudiciais para as populagbes de peixes e outras formas de vida
aquatica consideradas organismos nao-alvo (GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017;
SANCHEZ et al., 2017).

Nestes compartimentos, o Gly ndo se apresenta isolado ou inativo, estando
em contato com outras substancias e provocando efeitos muitas vezes diferentes se
comparados aos efeitos do Gly isolado (SOLONESKI; RUIZ DE ARCAUTE;
LARRAMENDY, 2016; WANG et al., 2017). Por exemplo, o estudo de Hansen e
Roslev (2016) traz respostas comportamentais de D. magna juvenil apds exposigao a
complexos de Gly e Gly-cobre, em que houve uma diminuigdo da toxicidade com o
com a mistura Gly-cobre em relagao ao Gly isolado.

O estudo de Jumarie, Aras e Boily (2017) revelou que misturas de Gly,
atrazina e Cadmio (Cd), em niveis ambientalmente relevantes em abelhas, podem
modificar o metabolismo do acido retindico em etapas a jusante da formagédo de
retinaldeido, resultando também em peroxidacgao lipidica. As misturas de Gly e Cd,

também reduzem os teores de a e B-caroteno nos individuos.
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2.5 MISTURAS

A mensuracgao dos impactos ambientais dos poluentes tem enfoque usual na
avaliagao de produtos quimicos individualizados. Contudo, os organismos habitam em
ambientes geralmente contaminados por misturas de produtos quimicos, sendo
expostos a potenciais efeitos adversos por meio das interagcdes entre estes produtos,
onde a influéncia mutua pode vir a causar um aumento ou até mesmo uma atenuagéao
dos efeitos toxicos (DI POI et al., 2017; JUMARIE; ARAS; BOILY, 2017; LIU et al.,
2018; GONZALEZ-DONCEL et al., 2020).

Os compartimentos ambientais sdo comumente poluidos com uma
abundancia de compostos e, consequentemente, representam condigdes complexas
em termos de avaliacdo de toxicidade. Acaba sendo dificil encontrar um sistema
aquatico, ou algum outro sistema ambiental que apresente contaminagdo por um
poluente isolado (GONZALEZ-DONCEL et al., 2020). Na maioria das vezes, diversas
substancias nocivas se encontram juntas, o que pode levar a provaveis interagdes
entre tais poluentes e alteragbes ambientais, bem como nos organismos testados
(MANSOUR; GAD, 2010; JUMARIE; ARAS; BOILY, 2017; ANYANWU et al., 2018;
YIN et al., 2020).

Na maioria dos estudos relacionados a misturas, a toxicidade & avaliada
levando em consideracao dois modelos de referéncia comumente usados: a adicao
de concentragdo (AC) — modelo proposto por Loewe, em 1926 — e a agéo
independente (Al) — proposto por Bliss, em 1939 (DERUYTTER et al.,, 2017,
PUCKOWSKI et al., 2017).

O modelo de AC é empregado para misturas de substancias que agem pelo
mesmo mecanismo (tem o mesmo modo de agado). De acordo com a AC, o efeito
toxico conjugado de uma mistura é o resultado da soma das concentragdes
ponderadas dos constituintes da mistura. Este chamado fator de ponderacédo é a
“‘poténcia toxica” relativa dos constituintes da mistura. A concentragao ponderada é
apresentada como unidade téxica (UT), que € a concentragdo de determinado
constituinte da mistura, dimensionado para sua concentracdo de efeito quando
aplicado isoladamente (NYS et al., 2017).

Um exemplo de trabalho com a utilizagao desta metodologia, foi o estudo da

coexposigcao da mistura de cadmio (Il) com o composto organico 4-n-nonilfenol, que



47

resultou em efeito sinérgico nos tratamentos, ocasionando a inibigdo do crescimento
e estresse oxidativo em Chlorella sorokiniana (WANG et al., 2018).

O conceito da Al, adota que os elementos da mistura ndo partiiham de um
mecanismo analogo de toxicidade, assumindo assim que a resposta combinada de
uma mistura pode ser calculada com base no produto das respostas esperadas dos
constituintes individuais da mistura, quando aplicados individualmente, podendo
utilizar também a UT como referéncia (RODEA-PALOMARES et al., 2015; NYS et al.,
2017).

Todavia, AC e Al sdo modelos aceitaveis de referéncia em muitos estudos
toxicoldgicos, sendo AC geralmente empregados em misturas de substancias com
modos de agao semelhantes, e Al em misturas de substancias com diferentes modos
de acdo (PUCKOWSKI et al., 2017). Cabe ressaltar que os variados modelos para a
previsdo e analise das interagdes em misturas nos fornecem uma estrutura de
referéncia, muitas vezes quantitativa, que ainda é questionavel devido as multiplas
formas de interagdo dos compostos nos variados organismos (SPURGEON et al.,
2010; ANYANWU et al., 2018).

As principais interagbes toxicoldogicas em uma mistura podem ser
classificadas como efeito aditivo, efeito sinérgico, antagonismo e potencializagao.
Efeito aditivo pode ser definido pelo somatdrio dos efeitos dos diferentes constituintes
da mistura. Ja efeito sinérgico se deve a um resultado final com efeito maior do que
se considerados os resultantes de cada constituinte isolado. Antagonismo refere-se a
um efeito diminuido ou a inativagdo de efeitos a partir da juncdo de dois ou mais
constituintes da mistura. Por ultimo, a potencializagdo pode ser definida quando um
constituinte que nao apresenta efeito toxico, o que potencializa os efeitos de um
segundo quando ocorre a mistura (RODEA-PALOMARES et al., 2015; VAZ, 2020).

Um exemplo de modelo utilizado para avaliar as interacbes € o modelo de
Abbott, que originalmente foi concebido como um método para o calculo da eficacia
de inseticidas (ABBOTT, 1925). Abbott € amplamente utilizado, e compara inibicdes
esperadas e observadas que se enquadram no conceito de Al (ZHONG et al., 2018).
A estimativa de interacao é realizada com base na relagao da mortalidade induzida de
individuos pelo tratamento com compostos individuais, estimando a relag&o da jungao

destas (efeito esperado) com a mortalidade observada nos testes. Esta relagao resulta
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na razao de inibicao (RI), onde para RI < 1 considera-se efeito antagbnico, Rl > 1
efeito sinérgico e RI = 1 efeito aditivo (ISWARYA et al., 2016).

Por exemplo, Gatidou e Thomaidis (2007) utilizaram o modelo de Abbott para
verificar as interagbes esperadas para uma mistura das substancias Irgarol 1051,
Diuron, seus metabdlitos, e cobre em Dunaliella tertiolecta e Navicula forcipata
tratadas com concentragdes diversas dos compostos. O modelo também foi utilizado
por Liu et al. (2019) no estudo dos efeitos de coexposi¢cdo de Gly e cobre sobre o
desenvolvimento e alteragao enzimatica em Salvinia natans.

Estudos de coexposig¢ao estédo surgindo devido a preocupagéo dos efeitos em
diversos organismos, como, por exemplo, de AgNP com o herbicida quiral
imazethapyr em Arabidopsis thaliana, que resultou em liberagdo de Ag* de AgNP e
gerou maior ecotoxicidade (WEN et al., 2016). Outro estudo de relevancia, quando se
leva em consideragdo a mistura de NP com agrotoxicos, foi o de Mukherjee et al.
(2017). Nesse estudo, foi testada a coexposicdo de AgNP com 4,4'-dicloro-difenil-
dicloroetileno (DDX), dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e Clordano, observando-se a
uma reducao do efeito toxicos destes pesticidas persistentes em minhocas, onde a
absorgao destes agrotoxicos foi reduzida, ndo resultando em efeitos na sobrevivéncia
das minhocas tratadas.

Outro exemplo é o estudo dos efeitos da toxicidade aguda em Aliivibrio fischeri
e D. magna usando 3 metais pesados (Cu, Cd, Pb), 3 pesticidas organicos
(Triazophos, Chlorpyrifos-Me e Profenofos) e suas misturas, que resultou em
potenciacdo dos efeitos para as misturas de Cu + Cd e Pb + Cd, enquanto a mistura
de Cu + Pb apresentou efeito aditivo em D. magna. Ja as misturas terciarias dos
pesticidas ou dos metais resultaram em efeitos antagénicos (MANSOUR et al., 2015).
Relevante resultado obteve-se com mistura entre agrotoxicos e NP, em que o Al203
de tamanho nanométrico reduziu os efeitos toxicos agudos do inseticida thiacloprid no
inseto Chironomus riparius (LORENZ et al., 2017).

A pesquisa de Campos-Gracia et al. (2015) demonstrou que exposi¢cao de
peixes Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ao carbofurano na presenga de
nanotubos de carbono levou a um aumento de mais de cinco vezes na toxicidade
aguda do carbofurano, demonstrando que os nanotubos de carbono atuam como
transportadores de pesticidas, aumentando o acumulo dessas toxinas em peixe de
agua doce, afetando a sobrevivéncia, o metabolismo e o comportamento dos

organismos testados.
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Como resultado da quantidade consideravel de agrotoxicos empregados na
agricultura e seus usos diversos, bem como o uso extensivo de AgNP em variados
produtos comerciais, essas substancias inevitavelmente estardo presentes em uma
coexposicdo no ambiente, simultaneamente a misturas binarias ou até
sequencialmente. Portanto, possiveis efeitos devem ser investigados (WILKE et al.,
2018).

Apesar do incremento no numero de estudos, ainda ha uma falta de dados
toxicologicos para o resultado de interagdes dos produtos comerciais habilitados com
NP e agrotoxicos, para que com estes dados, a avaliagdo de risco e a possivel
regulamentagdo com dados toxicolégicos sejam implementadas (PEREIRA et al,,
2019).

2.6 TESTES DE TOXICIDADE

Testes de toxicidade consistem em experimentos laboratoriais com a
finalidade de avaliar os efeitos danosos dos compostos a serem analisados, como
também o seu grau de toxicidade. Para isto, os organismos vivos sdo expostos a
variadas concentragdes dos compostos de interesse, analisando-se os efeitos
adversos resultantes sobre estes organismos, como imobilidade, morte, alteragdes
fisicas, morfolégicas e funcionais, entre outros (MATIAS, 2009; ROSSETTO, 2016).

Estes testes representam instrumentos de grande importancia na avaliagao
dos efeitos nos sistemas bioldgicos, bem como seus efeitos no ambiente, podendo
ser empregados na avaliagcdo do potencial de risco ambiental dos diversos
contaminantes (COSTA et al., 2008).

A duragdo do teste de toxicidade aguda consiste geralmente em uma
exposigao de até 96 horas. Este efeito de toxicidade geralmente € demonstrado por
meio da concentracao letal média (CLso) ou da concentragao efetiva média (CEso). A
CEso esta relacionada a concentracao real da amostra que causa efeito agudo a 50%
dos organismos no periodo de exposi¢cao, em determinadas condi¢des de teste, sendo
estas geralmente avaliadas pela imobilidade ou mortalidade (MATIAS, 2009;
ROSSETTO, 2016).

Ja os testes de toxicidade crénica se remetem a testes de longa duragao, cuja

exposigao é continuada por um periodo de tempo consideravel, que compreende todo
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ou parte do ciclo de vida do organismo a ser estudado. Mesmo néo apresentando
resultados significativos nos ensaios de toxicidade aguda, este nao ¢é indicativo de que
ndo havera alteragbes em niveis cronicos (MATIAS, 2009; ROSSETTO, 2016). Os
objetivos deste tipo de teste s&o avaliar os efeitos subletais, como as modificagbes
nas atividades bioquimicas, respiratérias, alteragdes no desenvolvimento morfoldgico
e fungdes bioldgicas, bem como efeitos na reprodugcédo e no crescimento, nao
resultando na morte do organismo (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

Comumente, os resultados dos testes de toxicidade crénica sdo expressos
por meio da concentragdo de efeito observado (CEO). A CEO consiste em identificar
a menor concentracdo que causa efeito sobre os organismos, bem como a
concentracgao de efeito toxico ndo observado (CENO), que nada mais € do que a maior
concentragdo do composto que ndo resulta em efeito sobre os organismos (COSTA
et al., 2008; MATIAS, 2009).

Um organismo-teste muito empregado para estes ensaios € o microcrustaceo
D. magna (MWAANGA; CARRAWAY; VAN DEN HURK, 2014; KIMBERLY; SALICE,
2015; KIM et al., 2016; QIU et al., 2017; GONCALVES et al., 2018; FAN et al., 2019;
NOGUEIRA et al., 2020).

2.7 MICROCRUSTACEO D. magna

A D. magna (Figura 6) € um microscrustaceo de agua doce, pertencente a
Ordem Cladocera (BOWNIK, 2017). Em condicbes adequadas, este organismo se
reproduz por partenogénese (reproducao assexuada), entretanto em condicbes
ambientais adversas a reprodugédo pode se dar sexuadamente (DAMASIO et al., 2007;
MANSOUR; GAD, 2010).

D. magna é um organismo que se reproduz por partenogénese ciclica, que
resulta, em sua maioria, em populagcdes quase inteiramente por fémeas. Devido a
perturbacbées como alteragbes na temperatura, disponibilidade de alimento, alta
densidade na populacdo com consequente liberagao e acumulo de excregdes, ocorre
uma produgao de espécimes machos. A partir destas condicdes, pode ocorrer a
indugao de ovos sexuados, chamados de efipios (EPA, 2002; FLOHR, 2007).
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Figura 6 - Imagem de um individuo adulto de D. magna cultivado em laboratério.
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Nota: Aumento de 50x (a), de um individuo utilizado nos testes (LABTOX). Representagdo esquematica
da anatomia interna e externa (ANTUNES; CASTRO, 2017) (b).
Fonte: O Autor (2020) (a), (ANTUNES; CASTRO, 2017) (b)

A biologia de D. magna ja foi amplamente estudada, sendo classificada
taxonomicamente no filo Arthropoda, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem
Diplostraca, subordem Cladocera, familia Daphnidae. Dentre os microcrustaceos, D.
magna pertencente ao zooplancton e ocupa uma importante posicdo nas cadeias
alimentares aquaticas, ligando produtores primarios e peixes, cujas alteragdes na sua
populagao, acabam afetando os ecossistemas aquaticos (LV et al., 2017).

Como estes organismos sao sexualmente partenogénicos e sua reproducao
clonal oferece uma uniformidade genética, aumenta a reprodutibilidade e a
repetibilidade dos resultados de testes toxicologicos. Tais organismos apresentam
também um tempo de vida relativamente breve, de simplificado cultivo e manipulacao
em laboratério, exibindo sensibilidade elevada quando exposta a uma grande
variedade de compostos toxicos, além de ser de ocorréncia mundial (ROSSETTO,
2016).

Isto se releva como um fator ambientalmente importante, em que a D. magna
€ comumente empregada como um organismo na determinagdo da toxicidade de
compostos quimicos para avaliagédo de risco ambiental, tanto para testes de toxicidade

crénicos, como para testes de toxicidade agudos. Isso porque a D. magna possui
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vantagens como alta fecundidade, boa taxa de crescimento, criagao facil e barata,
além de um ciclo de vida de facil avaliagdo (ZHENG et al., 2020).

Quando se considera que a D. magna se apresenta na base da cadeia
alimentar em ambientes aquaticos, o estudo da relagdo entre a agregacdo e o
transporte de NP neste organismo e sua consequente toxicidade aguda e crénica traz
subsidios expressivos sobre um possivel efeito genérico de NP em ecossistemas
aquaticos (GOKCE; KOYTEPE; OZCAN, 2018).

Por se tratar de um organismo-teste bem aceito, sdo variados os trabalhos
que utiizam D. magna, como, por exemplo, pesquisas com nanoparticulas
(ROSSETTO et al., 2014; TAN; WANG, 2014; LI et al., 2015; PUERARI et al., 2016;
VICENTINI et al., 2017; LIN et al., 2020), bem como em estudos relacionados com
agrotoxicos (LIU; YUAN; LI, 2012; SEELAND; OEHLMANN; MULLER, 2012;
ERICKSON et al., 2014; MCKNIGHT et al., 2015; HUETE-SOTO et al., 2017; KNAPIK;
RAMSDOREF, 2020).

2.8 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

Um dos mecanismos mais explorados relacionados a nanotoxicidade é a
geracao de espécies reativas de oxigénio intracelular (EROs) (CUI et al., 2017; ZHOU
et al., 2019; DE MELO et al., 2020). Quando em condigdes fisiolégicas normais, 0s
organismos mantém um equilibrio entre geracdo e neutralizagdo de EROs
(MASTELING et al., 2016). A presenca de substancias téxicas (como as NP) pode
perturbar estas condi¢des ideais, resultando no aumento da producdo de EROs,
sobrecarregando a capacidade de defesa dos organismos ao longo do tempo,
causando inativagdo de algumas enzimas, oxidagdo de proteinas, danos ao DNA e
outras biomoléculas essenciais, como lipidios (CUI et al., 2017; ZHOU et al., 2019).

A superproducgéo de EROs acaba extrapolando as barreiras antioxidantes das
células, resultando em estresse oxidativo e outros danos laterais, como alteracdo de
proteinas, peroxidagao lipidica, quebra de DNA e modulagédo da expressao genética
(CHATEL; MOUNEYRAC, 2017).

Sob o estresse ambiental, o oxigénio molecular pode ser convertido em
radicais livres, que sao produzidos no processo de metabolismo aerdbico e podem
regular o estado das células em termos de diferentes concentragdes. Radicais livres

de alta concentracdo tém capacidade de induzir apoptose e necrose, enquanto a
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concentracao fisiologicamente adaptativa de EROs pode facilitar a ativacao de fatores
de transcricdo, bem como promover a diferenciacao celular (WANG; TANG, 2018).

Este oxigénio molecular é usado como ferramenta oxidante na producéo de
adenosina trifosfato (ATP) em células nos organismos aerobicos, que em seguida
acaba sendo reduzido a agua. O oxigénio que nao foi reduzido forma superoxidos
(O2*) que também podem ser transformados em radicais hidroxila (OH®) que, por sua
vez, apresenta a maior potencialidade de reducao de todas as EROs. Em condi¢des
normais, estas sdo facilmente suprimidas por antioxidantes, como os polifendis e
enzimas, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). As enzimas SOD catalisam a dismutacdo de O2° em oxigénio
molecular ou perdxido de hidrogénio (H202), este que é decomposto pela CAT em
agua e oxigénio molecular. Apesar do H202 ser menos reativo em comparagéo as
espécies de radicais, este ainda € um oxidante forte que necessita ser minimizado. O
GPx também desempenha um papel na desintoxicagcdo do H202, consumindo a
glutationa (GSH) que atua como agente redutor. Durante o processo, ocorre a
conversao e oxidagao do GSH, resultando em dissulfeto de glutationa (GSSG), que é
reduzido novamente para GSH por enzimas glutationa-s-transferferase (GST),
finalizando deste modo e completando todo o ciclo. A atividade de enzimas
antioxidantes é considerada um reflexo do estado redox das células, que séao
avaliadas como biomarcadores de estresse oxidativo (SCHIEBER; CHANDEL, 2014;
GONCALO VALE et al., 2015).

Estes tipos de efeitos tém sido observados também para a espécie D. magna,
como exemplo de trabalho contemplando o estresse oxidativo, foi apontada nestes
organismos expostos para AgNP (0,5 a 10 pg/L) por 48 h uma alteragao significativa
nos niveis de EROs em comparacdo a forma soluvel do metal (ULM et al., 2015).

Estas modificacdes estao relacionadas a um maior dano mitocondrial por AgNP.

2.9 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Os organismos aquaticos estdo a cada dia mais sendo expostos a multiplos

contaminantes quimicos com distintos mecanismos de toxicidade, cooperando para

um resultado final de dano aos organismos. Para minimizar este dano oxidativo aos
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componentes celulares, organismos desenvolveram defesas antioxidantes (BARATA
et al., 2005).

As NP podem resultar em efeitos adversos aos organismos, sendo
reconhecidas por resultar na produgdo de EROs por meio da interagdo das NP com
moléculas biolégicas como proteinas, lipidios e DNA, resultando em estresse
oxidativo, lipoperoxidacéao e inflamacao (WONG; HU; BAEG, 2017).

Geralmente, tem-se a coexisténcia de sistemas oxidativo e antioxidante nos
organismos, sendo que em circunstancias normais tais sistemas se apresentam em
equilibrio dindmico (MASTELING et al., 2016). Quando em desequilibrio, pela
estimulagdo persistente dos xenobidticos no organismo, ocorre o aumento da
producao de EROs, entdo os organismos aumentam também a produgao das defesas
antioxidantes, como, por exemplo, a producédo de enzimas como a SOD, CAT, GPx,
GST, GSH e GR, cuja alteragao na produc¢ao pode ser mensurada, sendo empregada
em pesquisas envolvendo toxicologia (IUMMATO et al., 2019; DE MELO et al., 2020;
GALHANO et al., 2020).

No entanto, a falha na acdo destas defesas, resulta em danos oxidativos,
como a inativacdo de enzimas, deterioracdo de proteinas, danos ao DNA e
peroxidacao lipidica, podendo esta ultima ser considerada um dos principais
mecanismos em que os oxiradicais acabam causando danos aos tecidos, trazendo
alteracbes em propriedades fisico-quimicas em membranas celulares e ocasionando
perturbagdes importantes nas fungdes vitais (BARATA et al., 2005; GOMES et al.,
2015; WANG; TANG, 2018).

Biomarcadores sado ferramentas uteis que tém sido utilizadas como
indicadores precoces de poluicdo ambiental, sendo que consequentes resultados sao
avaliados devido a sua capacidade de detectar diferentes efeitos em niveis muito
baixos (PERINA, 2016).

Diferentes estudos toxicologicos demonstram a utilizagdo de biomarcadores
de estresse oxidativo, como por exemplo XU et al. (2017), que avaliaram os efeitos do
sulfonato perfluoroctano na imobilizagdo, alteragcdes do batimento cardiaco, bem
como o desempenho reprodutivo e bioquimico no microcrustaceo D. magna. Outro
exemplo de estudo foi a analise da bioconcentracdo do antidepressivo fluoxetina e
seus efeitos sobre a estado fisiolégico e bioquimico em D. magna, resultando na
significativa inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE), e alteragdes na
atividade da SOD e de MDA (DING et al., 2017).
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Nos variados estudos, a quantificacdo das atividades das enzimas
antioxidantes como CAT, SOD, GSH, bem como a quantificagdo dos niveis de EROs
e analise da peroxidacéo lipidica da membrana, tem sido amplamente utilizada como
biomarcadores do estresse oxidativo (KIM et al., 2010; MASTELING et al., 2016; VALE
et al., 2016).

2.9.1 Catalase (CAT)

Esta enzima exerce duas funcgdes: funciona como catalisador na dismutacao
de moléculas de peroxido de hidrogénio e realiza a peroxidagao se comportando como
aceptora de elétrons. Para que esta enzima desempenhe bem sua atividade, o ferro
e os tocoferdis (vitamina E) que se acham distribuidos na membrana celular sé&o
elementos essenciais. A estrutura molecular da catalase apresenta quatro
subunidades, cada uma contendo agrupamento (Fe Il -protoporfirina) e uma molécula
de NADPH ligada ao seu sitio ativo (ANDRADE-WARTHA, 2007; DORIA, 2014;
OLIVEIRA, 2014). Alterac&o na atividade da CAT é um indicador de uma dano celular
apos a exposigado de organismos a compostos quimicos e, assim, é considerada um
biomarcador inicial do estresse ambiental (PATRICIA et al., 2017). Por exemplo, Vieira
et al. (2019) estudaram os efeitos adversos em termos de estresse oxidativo que o
clotrimazol causou em D. magna, observando um aumento significativo na atividade

da CAT, causando estresse oxidativo e danos ao metabolismo dos organismos.

2.9.2 Glutationa (GSH)

A GSH consiste em um tiol de baixo peso molecular encontrado em variados
compartimentos celulares, como citosol, mitocéndrias, cloroplastos, vacuolos e
peroxissomos. A GSH esta relacionada a uma extensa gama de processos celulares,
como diferenciacado celular, crescimento e divisao celular, envelhecimento e morte
celular, regulagcdo do transporte de sulfato, desintoxicagcdo de contaminantes,
conjugacgao de metabdlitos, regulagdo da atividade enzimatica, sintese de proteinas e
nucleotideos, bem como expressao de genes responsivos ao estresse oxidativo (DAS;
ROYCHOUDHURY, 2014). Essa versatilidade do GSH se deve ao seu alto potencial

redutor. A GSH atua na supressao do H202, OH e Oz, que resulta na protecdo de
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biomoléculas e redugcdo de EROs, produzindo GSSG como subproduto. Este GSSG
produzido é transformado novamente em GSH pela sintese enzimatica da GR.
Portanto, este equilibrio das rea¢des é fundamental para manter preservado o estado
redox nas células, em que a diminuicdo nos niveis endogenos de GSH vem a
depreciar as defesas celulares contra a agdo téxica dos radicais livres (ANTUNES-
NETO; SILVA; MACEDO, 2006).

2.9.3 Superéxido Dismutase (SOD)

Outra enzima que apresenta importancia para a eliminacdo das EROs ¢é a
SOD, que representa um grupo de metaloenzimas que sao encontradas em todos os
reinos da vida (YOUNUS, 2018). A SOD, junto com a CAT, s&o as principais enzimas
que formam a primeira linha de defesa contra os radicais livres derivados de oxigénio
(LI et al., 2019). Um aumento na atividade da SOD se relaciona a um incremento na
producédo de H202 molécula esta de relevancia em varios processos metabdlicos
(NUNES; VIANA; NETO, 2015). A SOD é uma enzima antioxidante que catalisa a
dismutacéo do Oz, que danifica as células a uma concentragao excessiva em H202e
moléculas de oxigénio (NGUYEN; TRAN; NGUYEN, 2020).

Kumar et al. (2014) observaram um aumento expressivo na producido de
EROs e SOD, além de alteragdes morfoldgicas em bactérias de agua doce Bacillus
thuringiensis e Bacillus aquimaris expostas a 0,25 - 1ug/mL de AgNP, revestidas com
PVP.

2.9.4 Peroxidacgao lipidica (LPO)

Os lipidios compdem relevante constituinte na membrana plasmatica, que
serve como fonte de protecdo das células, auxiliando nas adaptagdes as mudancgas
ambientais. Entretanto, quando ocorre algum desequilibrio € os niveis EROs se
elevam para diante de um valor limite ocorre a LPO, fenbmeno este tdo danoso que a
LPO é frequentemente analisada como unico parametro na avaliacdo de danos
irreversiveis na membrana. A LPO inicia uma reagdo em cadeia e acentua ainda mais
o estresse oxidativo, criando radicais lipidicos que danificam proteinas e DNA (DAS;
ROYCHOUDHURY, 2014).
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O processo para LPO exerce elevado potencial como biomarcador, € isto se
deve ao fato de ser a oxidagado de acidos graxos polinsaturados uma consequéncia
do estresse oxidativo (MWAANGA; CARRAWAY; VAN DEN HURK, 2014). Esta
oxidagdo acaba ocorrendo por uma série de reagdes abrangendo trés etapas
diferentes: iniciagcdo, propagacgao e terminagédo. O término da LPO é o resultado da
interacado de radicais lipidicos e/ou formacao de espécies nao radicalares. Entre os
produtos finais formados durante o processo de LPO, destacam-se os gases de
hidrocarbonetos e os aldeidos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal. O
peroxido lipidico pode acumular-se até certo grau dentro do érgdo ou tecido,
resultando em dano irreversivel na fluidez da membrana, aumentando sua
permeabilidade e gerando perda da integridade da membrana e ruptura da célula
(OLIVEIRA, 2014). Como exemplo de estudo envolvendo a LPO, Sanchez et al. (2017)
avaliaram os efeitos de formulagdes de Roundup (Roundup Original ®, Roundup
Transorb ® e Roundup WG) em biomarcadores bioquimicos e na qualidade do
esperma masculino de peixes da espécie Jenynsia multidentata, exposto na faixa de
0,5-5mg/L. As amostras apresentaram um estado de desequilibrio oxidativo, que

causou LPO acentuada em seus figados.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi dividido em duas etapas, que podem ser observadas
na Figura 7. A primeira dessas etapas consistiu na sintese e caracterizagao fisico-
quimicas das AgNP, e também na caracterizagao quimica do composto comercial Gly.
Ja a segunda etapa consistiu na avaliagdo da toxicidade aguda e crdnica, para
tratamentos com os compostos individuais, bem como da MR de AgNP/Gly, em D.

magna.

Figura 7 - Esquema das etapas de desenvolvimento da pesquisa.

Desenvolvimento da Pesquisa

componentes individuais

Etapa — 1 Sintese e caracterizagado dos

Etapa — 2 Ensaios de toxicidade em

Daphnia magna

- Nanoparticulas de Prata (AgNP)
Ensaios de Toxicidade Aguda
o
- Potencial Zeta (PALS) Aplicacdo de Modelo de
% Interagdo na Mistura (Abbott)
a
g —[ Didmetro Efetivo (DLS) ]
P Biomarcadores de
= Estresse Oxidativo
E, -EROs
< Didmetro e Morfologia (MET)
- CAT
-S0D
. . - . - GSH
Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-vis) -LPO
- Glifosato (Gly)
o Ensaios de toxicidade Cronica
o Espectroscopia no Infravermelho do
Transformada de Fourier (FTIR) - Parental
- Primeira Gerac3o Exposta
- Primeira Geragdo com Recuperacdo
Fonte: O Autor (2020)

As AgNP foram sintetizadas no Laboratério de Toxicologia Ambiental -

LABTOX da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, com tamanho médio de
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4,37+0,30 nm, e o glifosato (N(Fosfonometil)Glicina) foi adquirido da Sigma Aldrich.
Além destes, foram usados no trabalho os seguintes materiais: Nitrato de prata
(AgNO3); Borohidreto de sédio (NaBHa); Alcool polivinilico (PVA); Cloridrato de 2-
amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (Tris-HCI); Cloreto de sédio (NaCl); Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA); Acido cloridrico (HCI); Dodecilsulfato de sédio
(SDS); 4,6-Dihidroxipirimidina-2-tiol (TBA) e 1,1,3,3-tetraetraxipropano (TEP); Fosfato
de potassio monobasico; 5,5'-Dithiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB); Solugao de
peroxido de hidrogénio (H202), Diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (H2DCFDA).
Tais materiais foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Agua de osmose
reversa (OR) (0,05 S/cm) e agua Ultrapura (UP) (18,2 mQ).

3.3 METODOS

3.3.1 Sintese das Nanoparticulas de Prata (AgNP)

A preparagao de AgNP foi realizada por meio da sintese quimica de redugao
do nitrato de prata (AgNO3s) com o borohidreto de sédio (NaBHa4) na presenga de um
agente estabilizante, o alcool polivinilico (PVA). A preparacdao de 100 mL da
suspensao (solucao estoque) de AgNP seguiu a metodologia de Lalau et al. (2020),
com pequenas modificagdes na quantidade de reagentes utilizados. A equagao pela

qual ocorre a redugao da prata esta apresentada a seguir.

AgNOs3 + NaBH4 > Ag + 72 H2 + 72 B2Hs + NaNOs

O PVA (1% em m/v) foi solubilizado em 50 mL de agua aproximadamente a
100 °C e, em seguida, a solugdo polimérica resultante foi resfriada até préximo de
3 °C. Paralelamente, a solugao de 2 mM de NaBH4 (25 mL) foi preparada e mantida a
3 °C em banho de gelo sob agitagdo. Em seguida, uma solugdo de 1 mM de AgNOs
(25 mL) foi preparada e adicionada gota a gota (1 gota/s) na mistura das solugdes de
PVA e NaBHs. A razéo estequiométrica entre AQNO3s e o NaBH4 foi de 1:2. A reacao
foi mantida sob agitagdo por mais 5 min. Por fim, a suspensao coloidal obtida foi

armazenada a aproximadamente 4 °C até o uso.
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3.3.2 Caracterizagao das AgNP

Para um efetivo estudo de toxicidade das AgNP e do composto binario com o
herbicida Gly em organismos vivos, €& necessario que sejam realizadas
caracterizagdes das suspensodes-teste com a finalidade de entender acerca dos
possiveis geradores de efeitos prejudiciais. Existem diferentes tipos de caracterizagao
que podem ser realizadas para uma NP, mas para este estudo serao utilizadas as
seguintes técnicas: microscopia eletrénica de transmissao (MET), Potencial Zeta (PZ)

e Diametro Efetivo (DE) e Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis).

3.3.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Os diametros médios das AgNP foram determinados a partir das imagens de
um Microscopio Eletrénico de Transmisséo (JEM-1011 MET — 100kV), localizado no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC. Para tal analise, as
suspensodes-teste foram gotejadas sobre uma grade de carbono-Cu (300 meshs) e
contidas em um dessecador a vacuo por 24h para a secagem. O programa ImageJ®
foi utilizado para determinar o didmetro das AgNP a partir da curva gaussiana gerada

com a analise das imagens MET.

3.3.2.2 Potencial Zeta (PZ) e Diametro Efetivo (DE)

O Potencial Zeta (PZ) e Diametro Efetivo (DE) das AgNP foram determinados
em agua de osmose reversa (H20 OR), e também para os meios de teste (ISO) e
cultivo (M4) pelas técnicas de Dispersdo de Luz de Fase Alternativa (PALS) e por
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), respectivamente, em triplicata a 25 °C, com a
utilizacao do equipamento NanoBrook 90Plus Zeta, do Laboratério de Toxicologia
Ambiental — LABTOX da UFSC. O pH também foi medido nos diferentes meios (Alfakit,

AT-355). Nestas aferigbes, as solugdes foram diluidas em proporgao 1/10 (v/v).

3.3.2.3 Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Para a caracterizagdo das AgNP quanto ao tamanho e possivel agregacao,

foi utilizado um espectrofotdbmetro (Shimadzu 1800) com duplo feixe que atua na
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regiao UV-Vis, com faixa espectral programada entre 300 e 700 nm. Para a leitura no
espectrofotdmetro, foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.
As solugdes foram diluidas em proporcao 1/10 (v/v) e a resolugao de leitura utilizada

foide 1 nm.

3.3.3 Caracterizacao do Glifosato

3.3.3.1 Espectroscopia no Infravermelho FTIR

Os espectros de absorg¢ao dos grupos funcionais e ligagdes caracteristicos do
composto, foram analisados por meio da analise de espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). Esta Andlise foi realizada sobre discos de KBr
preparados com uma pequena quantidade de Gly. O espectro de infravermelho foi
obtido em um equipamento Perkin-Elmer PC-16 com transformada de Fourier e com
resolucdo de 4 cm" na faixa situada entre 4000 e 400 cm-'. Localizado na Central de

Andlises do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC.

3.3.4 Ensaios Toxicoldgicos
3.3.4.1 Organismo teste D. magna

Por questdes praticas, dada a sua distribuicdo comum, ciclo de vida curto e
sensibilidade a toxinas, D. magna tem sido amplamente utilizado como organismo-
teste para testes de toxicidade, bem como para avaliar os efeitos de nanoparticulas
metalicas (LV et al., 2017; HU et al., 2018). Além disso, D. magna esta no inicio da
cadeia alimentar em ecossistemas aquaticos, onde qualquer mudanca na qualidade
de sua populacado ou quantidade pode resultar em mudancas nas populagdes de
outros organismos aquaticos superiores (ASGHARI et al., 2012).

Os procedimentos para manutengao foram realizados de acordo com a NBR
12713 (ABNT, 2016) e ISO 6341 (ISO, 1996). Em resumo, os animais adultos foram
mantidos em grupos de 20-30 individuos, em recipientes de vidro de 2 L, em
incubadoras com temperatura de 20 £ 2 °C e fotoperiodo de 16/8 h claro-escuro. O

meio de cultivo (M4) foi composto por agua destilada reconstituida com nutrientes e
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as D. magna foram alimentadas trés vezes por semana, cuja rotina de alimentacao
consistiu em Desmodesmus subspicatus em 3,5 x 107 células/mL.

Para validagcé&o dos testes de toxicidade com o organismo D. magna, foram
realizados semanalmente testes de sensibilidade com a substancia de referéncia
Dicromato de Potassio (K2Cr207). A sensibilidade consiste em efetuar um teste
expondo por 24 horas individuos jovens a diluigdes de uma solugcédo de Dicromato de
Potassio (K2Cr207) em meio de teste (ISO). A metodologia aplicada a este teste € a
mesma do ensaio agudo (descrito a seguir), porém as concentragdes ja sao
predefinidas, sendo 0,5; 0,7; 0,9; 1,1 e 1,3 mg/L. A faixa adequada da sensibilidade
para D. magna é entre 0,6 e 1,7 mg/L (ABNT 12713, 2016).

3.3.4.2 Ensaio de Toxicidade Aguda

As condi¢cbes de ensaio de toxicidade aguda de 48 h foram realizadas de
acordo com as diretrizes da NBR 12713 (ABNT, 2016). Os experimentos foram
conduzidos com cinco concentragdes de AgNP ou cinco de Gly, todos em duplicata.
Dez neonatos (< 24 horas de vida) foram selecionados aleatoriamente e colocados
nas solugcdes-teste em cada réplica. As concentragdes utilizadas para a AgQNP foram,
0; 0,0187; 0,037; 0,075; 0,15 e 0,3 ug/L. Ja para o Gly, as concentragdes utilizadas
foram 0; 40; 60; 80; 100 e 120 mg/L. Estas concentragdes para os dois compostos
foram obtidas a partir de ensaios preliminares.

Os testes foram conduzidos em condi¢des analogas as das culturas, contudo,
sem alimentacdo ou iluminagdo, e apdés 48h foram avaliados quanto a
imobilidade/mortalidade. A CEso foi determinada observando o numero de individuos

imoéveis apds 48 horas de exposigao e calculada por meio de métodos estatisticos.

3.3.4.3 Toxicidade de AgNP e glifosato individuais e da mistura binaria

Com base nos valores de CEso observados, a toxicidade individual de AgNP
e Gly, bem como a sua MR, foram avaliados em diferentes unidades toxicas (UT),
sendo 0, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 1,75 e 2 UT. A abordagem da unidade toxica (SPRAGUE;
RAMSAY, 1965) tem sido amplamente utilizada em estudos toxicolégicos para
determinar o efeito de diferentes substancias toxicas em uma mistura (BACKHAUS;
FAUST, 2012; FJORDBYJGE et al., 2013; MCKNIGHT et al., 2015; RASMUSSEN et
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al., 2015; ISWARYA et al., 2016; DI NICA et al., 2017). As UT individuais e da mistura

foram calculadas usando Equacgdes (1) e (2), respectivamente:

UT = <!
; CE50 Composto Individual

Onde:
UT = Unidade Toxica
Cl = Concentragao Individual

CE50 = Concentragcao média efetiva

>~ UT'= UT AgNP + UT Gly 2

Onde:

UT = Unidade Toxica

UT AgNP = Proporcao equivalente de UT para nanoparticulas de prata
UT Gly = Proporgao equivalente de UT para glifosato

Para os compostos individuais, a UT foi calculada utilizando-se a razao entre
a concentracédo individual (Cl) e a CEso do componente do tratamento (Equagao 1).
No calculo das UT utilizadas na MR (Equacado 2), o somatdério de baseou em
propor¢cdes equivalentes dos componentes individuais, onde, 1 UT da MR, por
exemplo, corresponde ao somatério de 0,5 UT de AgNP e 0,5 UT de Gly (FERREIRA;
LOUREIRO; SOARES, 2008; ISWARYA et al., 2016).

Os testes agudos com as respectivas UT de AgNP e Gly, bem como da MR,
seguiram os padroes da NBR 12713 (ABNT, 2016) adaptada para UT. Todos os
experimentos de toxicidade foram repetidos pelo menos cinco vezes (n = 5) para

garantir a reprodutibilidade dos resultados.
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3.3.4.4 Modelo de interagcéo na mistura binaria

Para a validacdo dos resultados em relacdo aos efeitos das misturas, as
interagdes foram previstas utilizando o modelo proposto por Abbott (ABBOTT, 1925),
de acordo com o trabalho de Kéerich et al, (in press). Este modelo foi inicialmente
desenvolvido para avaliagao de agrotdxicos e nos ultimos anos, tem sido utilizado para
nanoparticulas (GATIDOU, THOMAIDIS, 2007; ISWARYA et al., 2016; LIU et al.,
2019).

A partir deste modelo, foi calculada a toxicidade esperada (Tesp) da MR
(Equacéo 3). A Tesp estima o efeito a jungdo da poténcia tdxica observada nos
componentes individuais em relagdo a mortalidade (Mt) dos organismos expostos aos

tratamentos com AgNP e Gly (em %).

Tesp = Mr AgNP + My Gly — | M.AeNP M1 Gly
_ 100 -

Onde:

Tesp = Toxicidade Esperada

Mt AgNP = Mortalidade (%) para AgNP
Mt Gly = Mortalidade (%) para Gly

A relagao de interagao foi obtida através da Razao de Inibigado (RI), usando-
se a Equacao (4), onde Rl < 1 considera-se efeito antagbnico, Rl > 1efeito sinérgico e
RI = 1 efeito aditivo. Esta relagao foi obtida por meio da relagéo entre a toxicidade

esperada (Tesp) e a toxicidade observada (Tobs) para a mistura binaria.

RI = Tobs
Tesp (4)

Onde:
RI = Razao de Inibigao
Tobs = Toxicidade Observada

Tesp = Toxicidade Esperada
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3.3.5 Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo

Para a realizacdo dos ensaios com o0s biomarcadores, os tratamentos
escolhidos foram baseados nas UT para a MR de AgNP e Gly utilizadas nos testes de
toxicidade aguda, correspondendo a 0,5, 1 e 1,75 UT, respectivamente.

Na quantificacdo da geracéo de EROs, procedeu-se adotando o protocolo de
Xie et al. (2006) com algumas modificagbes. D. magna juvenis (com mais de 5 dias
de vida) foram expostas por 48h, e apos isso foram recolhidas e transferidas para um
béquer contendo 1 mL de H2DCFDA que apresentava concentracao final de 50 uM
durante 4h a uma temperatura de 25°C com auséncia de luz. Logo apds, as D. magna
foram lavadas com agua ultrapura, homogeneizadas com o auxilio de
homogeneizador manual e centrifugadas a 6500 RPM durante 5 min. Para a analise,
o sobrenadante foi recolhido e submetido a um leitor de fluorescéncia (SpectraMax
Paradigm, Molecular Devices) com excitagao 488 nm e emissdo 530 nm.

Como biomarcadores de estresse oxidativo, foram analisados os
antioxidantes enzimaticos catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e néo
enzimatico glutationa reduzida (GSH). Adotou-se, nestes ensaios de quantificagdo dos
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, a metodologia de extragao utilizada por
Barata et al. (2005), com poucas modificagdes. Apos 48h de exposicao, as D. magna
juvenis (aproximadamente 8 dias de vida) foram recolhidas, homogeneizadas em
tampéo fosfato salino (100 mM - pH 7,4), centrifugadas a uma taxa 10,000x g pelo
tempo de 5 min com uma temperatura de 4 °C e, logo apds, os sobrenadantes foram
utilizados para os ensaios cinéticos.

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito por Aebi
(1984), que consiste em misturar 10 yL de amostra com H202 (10 mM) em tampéao
fosfato salino (100 mM) para a degradagéo do substrato (H20:2), para a mensuragéo
e analise via espectroscopia de UV (UV-5100S) na faixa de 240 nm.

A determinacédo da atividade da SOD foi realizada em 50 yL de amostra,
conforme o método apresentado por Mccord e Fridovich (1969). A analise
fundamentou-se na inibigdo da diminuigao do citocromo C (0,075mM) pelo superéxido
produzido no sistema enzimatico xantina/xantina oxidase (56 mM). A quantidade de

xantina oxidase utilizada teve capacidade de produzir uma atividade de reducéo do
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citocromo C que pbde ser quantificada via espectroscopia de UV (UV-5100S), na faixa
de 550 nm.

A atividade da GSH foi determinada segundo método descrito por Beutler,
Duron e Kelly (1963), onde 500 pL de amostra foram precipitados com TCA 12% em
proporgao 1:10 (m/v). Logo apds, a amostra foi submetida a centrifugagcéo a 1.000
RPM pelo tempo de 15 minutos, acrescentado DTNB (2,5 mM) e tampao fosfato de
potassio (80 mM - pH 8,0), mantidos sob agitacdo por cerca de 1 minuto.
Sequencialmente, iniciou-se prontamente a avalicdo da absorbéancia registrada via
espectroscopia de UV (UV-5100S) na faixa de 412 nm. A normalizag&o dos resultados
de CAT, SOD e GSH seguiu o processo estabelecido pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando a massa total de proteina (mg).

Para a peroxidacgao lipidica (LPO) a determinagao ocorreu pela quantificagao
do conteudo de Malondialdeido (MDA), seguindo a metodologia de espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) estabelecido por Draper e Hadley (1990) com
minimas alteracbes. Juvenis (8 dias de vida) de D. magna foram expostos aos
tratamentos por 48 h, e logo apds foram recolhidos e homogeneizados com tampéo
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 15 mM) e misturados com 7% de SDS, 0,67%
de TBA e HCL 1M. Esta mistura foi aquecida a aproximadamente 95 °C (controlados
em termdmetro) pelo tempo de 90 minutos. Logo apds, a mistura foi resfriada,
centrifugada e realizadas as medidas de absorbancia via espectroscopia de UV (UV-
5100S) na faixa de 532 nm. As concentragdes de MDA foram calculadas usando TEP
como um padrao de referéncia. O resultado de LPO foi normalizado utilizando-se a
massa total de proteina (mg), obtida conforme o método de Bradford (BRADFORD,
1976).

3.3.5.1 Teste de Toxicidade Crbénica

A avaliacdo dos efeitos subletais das amostras foram realizadas a partir de
ensaios em que o periodo de exposigcdo compreende parte significativa do ciclo de
vida do organismo. No caso de testes crénicos com D. magna, o periodo de tempo
em que os organismos sao submetidos a amostra foi de 21 dias, sendo mantidas as
mesmas condigdes ambientais que os lotes de cultivo, ou seja, temperatura ambiente
controlada de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro, alimentadas

com a microalga D. subspicatus.
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Para realizagao dos testes foram utilizados organismos neonatos (< 24 horas
de vida). As concentracbes das amostras testadas foram definidas a partir da
concentragcdo que nao causou efeito no teste de toxicidade aguda para os
componentes individuais (AgNP e Gly), bem como para a MR, e seguiram uma razéo
de diluicdo de 1,5, objetivando a determinagdo da CEO e CENO.

Os parametros analisados no ensaio cronico com D. magna foram
longevidade (numero de organismos sobreviventes), reprodugdo (numeros de
neonatos gerados por réplica e idade da primeira ninhada) e crescimento (tamanho
da D. magna no final dos 21 dias). O teste com D. magna € uma adaptacéo da ISO
10.706 (ISO, 2000) e da ABNT 13.373 (NBR, 2017).

Para os ensaios com a MR, os dois componentes testados individualmente
foram utilizados em suas maiores (H) e menores (L) concentragdes para os ensaios
cronicos, sendo para AgNP 0,017 ug/L (L) e 0,09 pg/L (H), e para Gly as
concentragdes de 2,92 mg/L (L) e 14,86 mg/L (H). Foram 4 possiveis combinagdes
das concentragdes utilizadas ((L) AgNP + (L) Gly representando a MR 1; (L) AgNP +
(H) Gly representando a MR 2; (H) AgNP + (L) Gly representando a MR 3; e (H) AgNP
+ (H) Gly representando a MR 4). Durante os testes, os dafnideos foram mantidos nas
mesmas condi¢gdes da cultura, sendo verificados diariamente para registro dos
parametros de longevidade (niumero sobreviventes) e reproducao (idade da primeira
ninhada e numero de neonatos). E, ao final dos 21 dias, os individuos sobreviventes
foram visualizados em estereomicroscopio de fluorescéncia (Olympus, SZX16) e
medidos a partir de imagens analisadas no Image J® para avaliagdo do parametro
crescimento. Esses testes foram denominados FO (geracdo parental). Para a
continuidade do teste com a primeira geragdo, este foi composto por neonatos
isolados da geragao parental, do segundo dia do periodo de reprodugao para AgNP e
Gly, e, para o terceiro dia, para a MR. Para cada concentragdo testada, foram
utilizadas 10 réplicas de 1 neonato. As avaliagbes da primeira geragdo de
descendentes de FO foram realizadas com exposi¢cao a todas as concentragdes
testadas da mistura (F1E), e ndo expostos aos contaminantes (F1INE), somente em
M4 para verificagao dos resultados de recuperagao. Antes do inicio dos testes com
F1E e F1NE, a sensibilidade dos neonatos foi verificada para a confiabilidade do teste
seguindo o protocolo ISO 6341 (ISO, 2012). A renovagao do meio/solugao-teste trés

vezes por semana (sistema semi-estatico).
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados relativos aos efeitos para AgNP, Gly e sua respectiva MR nos
ensaios com D. magna foram analisados empregando as ferramentas disponiveis no
programa estatistico GraphPad Prism® v7.0 (StatSoft Inc). Para garantir que os
requisitos da distribuicdo normal fossem atingidos, o teste de Shapiro-Wilk foi
empregado antes da realizagdo das analises paramétricas nos conjuntos de dados.
Em seguida, com estes requisitos atendidos, o teste de Bartlett foi aplicado para
examinar a homogeneidade da variagao dos dados.

Os conjuntos de dados testados foram avaliados através da analise de
variancia (ANOVA), acompanhado pelo teste de Dunnett (que corresponde a
checagem entre os tratamentos e seus respectivos controles) ou pelo teste de Tukey
(comparagcado multipla), aplicados como testes post-hoc. Os ensaios de toxicidade
aguda em D. magna, com a andlise da CE50 e o correspondente intervalo de
confianga de 95% foram calculados a partir de curvas de regresséo nao-linear pelo
método probit (WEBER, 1991). A interagbes para as misturas foram analisados por
meio de ANOVA seguida pelo teste post-hoc de Tukey. A concentragao de efeito ndo
observado (CENO) e a menor concentracao de efeito observado (CEO) — avaliando
os parametros de longevidade, tamanho, tempo da primeira ninhada e reprodugéo —
foram obtidas utilizando o teste de Dunnett, considerando os tratamentos utilizados e
o controle para compostos individuais e MR. Os dados para biomarcadores
bioquimicos em relagdo a EROs, CAT, SOD, GSH e producédo de MDA para D. magna

foram calculados pelo teste de Dunnett. Os efeitos s&o exibidos como média = desvio

padréao (DP) e as diferengas foram consideradas estatisticamente relevantes para
p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA NANOPARTICULA DE PRATA
4.1.1 Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis)

O espectro no UV-vis das AgNP (Figura 8) apresentou uma banda
caracteristica com absorbancia maxima a 400 nm, indicando didametro da NP de
aproximadamente 5 nm (MULFINGER et al., 2007; GARCIA, 2011).

Observou-se também que o espectro exibiu uma banda pouco alargada na

base, indicativo de pouca aglomeracgao destas NP (GARCIA, 2011).

Figura 8 - Espectro no UV-Vis de AgNP
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Fonte: O Autor (2020)
4.1.2 Medidas de Potencial Zeta e Diametro efetivo

A Tabela 1 mostra os resultados das medidas de pH, potencial Zeta (PZ) e
didametro efetivo (DE) para as AgNP em agua de OR e nos meios ISO e M4.

Os resultados das medidas de pH e PZ das suspensdes de AgNP em todos
0s meios apresentaram pH neutro e elevada instabilidade se levada em conta a teoria
que estabelece os valores para o material ser considerado estavel no meio. A
estabilidade eletrostatica das nanoparticulas geralmente apresentam Potencial Zeta

acima de 30 mV, ou também com valores abaixo de -30 mV (ANGEL et al., 2013).
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Entretanto, a estabilidade do resultado da sintese de AgNP se baseia na
estabilidade estérica, que com polimeros (como o PVA e o PVP) e proteinas é
independente de pH e da concentracao eletrolitica, remetendo a uma barreira fisica
entre as NP. Esta estabilizagdo acaba prevenindo a aglomeracao de nanoparticulas
em meios fisiologicos (LOESCHNER et al., 2011; BECARO et al., 2015).

Tabela 1 - Resultados das medidas de PZ, DE e pH nos meios H20 OR, ISO e M4

AgNP pH PZ  DP (mV) DE £ DP (nm)
H,OOR | 7.6 -0,93 £ 0,07 36,40 +0,28
ISO 7,8 -4,79 + 0,37 42,66 + 0,30
M4 7,8 -4,40 £ 0,32 39,20 + 0,42

Fonte: O Autor (2020)

Os valores de Potencial Zeta e Diametro Efetivo estdo coerentes com os
valores apresentados pela literatura para a sintese de AgNP por redugcéo quimica,
utilizando o PVA como estabilizante (VRCEK et al., 2014; ANDREANI et al., 2017). Os
valores da amostra no meio ISO, bem como em M4, sdo resultantes de uma maior
concentragao de sais dissolvidos no meio.

Estes resultados remetem a uma barreira eletrostatica reduzida, o que
aumenta as chances de interagdes entre célula-particula, podendo resultar em maior
toxicidade. Quando esta barreira € superada, as NP interagem com a membrana
celular, causando danos como, por exemplo, a indugdo de espécies reativas de
oxigénio (EL BADAWY et al., 2011).

4.1.3 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Na imagem de MET das AgNP (Figura 9) é possivel visualizar que as NP
apresentam morfologia esférica, sem aglomeragéo e com didmetro médio de 4,37 +
0,30 nm. A Figura 9 mostra ainda a distribuicdo de diametros das AgNP, apresentando
variagdo entre 1-8 nm. O diédmetro das AgNP determinado na imagem de MET
corrobora o resultado obtido no espectro de UV-vis. Estes resultados se apresentam
conforme a literatura (CAVASSIN, 2013).
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Figura 9 - Micrografias de MET para AgNP (inser¢ao) e histograma da curva Gaussiana (n = 100

particulas). Barra de escala, 50 nm
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Fonte: O Autor (2020)

O tamanho médio das nanoparticulas individuais foi calculado a partir da curva
gaussiana gerada com a analise das imagens, avaliando-se o didmetro de cerca de
100 nanoparticulas escolhidas aleatoriamente das imagens TEM, analisadas com a

ajuda do software de imagem ImageJ®.

4.2 CARACTERIZAGCAO DO GLIFOSATO

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro vibracional na regidao do infravermelho do composto Gly
apresentou perfil dominado pelas bandas de vibracdo caracteristicas do herbicida
(Figura 10) (DANIAL et al., 2019). Considerando a estrutura quimica do glifosato,
observa-se a banda relativa deformacédo axial amina secundaria, banda fraca em
aproximadamente 3300 cm™'. Observa-se na regido de 3008 cm™' a presenca das
bandas atribuidas ao estiramento das ligagdes O-H de acido carboxilico ligadas ao
grupo fosfato. A banda em 1722 cm-', bastante intensa no espectro do Gly, é atribuida
ao estiramento C=0 do grupo carbonila da carboxila. Na regido de 1550 cm' encontra-
se a banda relativa a deformagao angular da ligagao N-H. Outra banda visualizada &

a deformagcéo axial da ligagdo P=0 de compostos organofosforados em 1243 cm-".
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Figura 10 — Espectro de FTIR demonstrando bandas caracteristicas do Gly.
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Fonte: O Autor (2020)

Além destas principais bandas caracteristicas, outras relacionadas ao Gly

podem ser observadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Demais bandas observadas no FTIR do Gly e seus referentes modos vibracionais

Comprimento de onda (cm™') Atribuicbes
1380 e 1460 Deformaﬁg:gaélr;gélﬁj Zl;ng:ﬂggsers:;;:etrlca da
1220-1020 Aminas alifaticas
1108-1104 Deformacgéo axial da ligagdo P-O

Fonte: (CARVALHO, 2017)

4.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

4.3.1 Toxicidade Aguda para o AgNP

Os resultados obtidos de CEso para os organismos expostos a AgNP podem
ser observados na Figura 11. As concentragdes utilizadas para a AgNP foram O;
0,0187; 0,037; 0,075; 0,15 e 0,3 pg/L, e o resultado obtido para CEso foi de 0,1799
(0,1682 a 0,1924) pg/L.
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Figura 11 - Curva de toxicidade aguda (CEso) de nanoparticulas de prata (AgNP)
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Fonte: O Autor (2020)

Estes resultados sugerem que a toxicidade relacionada as AgNP pode estar
associada ao tamanho reduzido da NP, no caso, didametro médio de 4,37 + 0,30 nm,
que acaba aumentando a area superficial, bem como a sua reatividade. Isto acaba
por facilitar a translocacado destas através da barreiras celulares, atingindo o meio
interno celular e causando danos (ANGEL et al., 2013; DURAN et al., 2016;
SUKHANOVA et al., 2018).

Um estudo semelhante da avaliag&do da toxicidade de AgNP estabilizadas com
PVA em algas e microcrustaceos (BECARO et al., 2015) observou uma CEso de 0,262
Mg/L em Daphnia similis. O trabalho de Asghari et al. (2012), também resultou em
relevante toxicidade, tanto para as AgNP coloidais (0,0020 e 0,0040 mg/L) quanto
AgNOs (0,0023 mg/L), utilizado como fonte de ions de prata, apresentando
semelhancas em termos de mortalidade em D. magna, atribuida a presenca de ions

Ag* liberados pelas NP, e também a interagdo entre as NP e as biomoléculas.

4.3.2 Toxicidade aguda para o Gly

Os resultados obtidos na andlise da toxicidade aguda (CEso) para os

organismos expostos ao glifosato podem ser observados na Figura 12. Para este
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teste, as contragdes utilizadas foram 0, 40, 60, 80, 100 e 120 mg/L. O resultado obtido
para CEso foi de 89,20 (88 a 90,41) mg/L.

Figura 12 - Curva de toxicidade aguda (CEso) de glifosato (Gly).
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Fonte: O Autor (2020)

Esta toxicidade era esperada, levando em consideragao que testes realizados
com formulagdes comerciais de glifosato podem conter adjuvantes e/ou aditivos em
concentragdes que podem contribuir para um aumento da toxicidade em comparacéao
ao ingrediente ativo glifosato (JANSSENS; STOKS, 2017).

Um estudo de efeitos toxicolégicos de diferentes formulacdes de glifosato
(SIHTMAE et al., 2013b) apresentou toxicidade para formulagdes comerciais Roundup
Max® e Roundup Quick®, sendo a CEso de 38.1 + 6.7 e de 48.9 + 5.5 mg/L
respectivamente em D. magna. Também com D. magna, a formulagdo comercial Ron-
Do® apresentou CEso de 61.7 mg/L (ALBERDI et al., 1996). Estes trabalhos

corroboram com o resultado obtido nas analises de toxicidade aguda do estudo.
4.3.3 Interagao entre AgNP e Gly usando o método de Abbott

A toxicidade para AgNP e Gly individualmente e para a MR AgNP/Gly para
exposic¢ao de D. magna foi testada em varias unidades téxicas, tais como 0,25, 0,5, 1,
1,5, 1,75 e 2 UT (Tabela 2). Os resultados, que representam a mortalidade induzida
por AgNP, Gly e AgNP/Gly e suas formas de interagdo podem ser visualizados na
Figura 13 e na Tabela 3.



75

Tabela 2 - Concentragao e unidade toxica (UT) de AgNP e glifosato usadas na avaliagao toxica dos
compostos individuais e da mistura binaria.

Total

uT Compostos Individuais Mistura Binaria
Concentragéo de Concentragéo de Concentragéo de Concentragéo de
AgNP pg/L (UT) Gly mg/L (UT) AgNP pg/L (UT) Gly mg/L (UT)

CEso  0,1799 89,20 - -

0 0 0 0 0

0,25 0,044  (0,25) 22,30 (0,25) 0,022 (0,125) 11,15 (0,125)

0,50 0,089 (0,50) 44,60 (0,50) 0,044 (0,25) 22,30 (0,25)

1,00 0,179 (1) 89,20 (1) 0,089 (0,50) 44,60 (0,50)

1,50 0,268  (1,50) 133,80 (1,50) 0,133 (0,75) 66,90 (0,75)

1,75 0,313 (1,75) 156,10 (1,75) 0,155 (0,875) 78,05 (0,875)

2,00 0,360 (2) 178,40 (2) 0,179 (1) 89,20 (1)

Fonte: O Autor (2020)

AgNP e Gly demonstraram mortalidade de aproximadamente 70 e 65%,

respectivamente, em 1 UT, sendo a primeira concentragdo a demonstrar toxicidade

efetiva para os compostos individuais. No entanto, com a mesma concentragao de 1

UT a mistura binaria ndo apresentou mortalidade significativa, representando uma

notavel diminuigdo da toxicidade. Para a mistura somente em 2 UT a porcentagem de

mortalidade em D. magna se equipara aos compostos individuais, resultando em

aditividade na toxicidade.

Figura 13 - Mortalidade induzida por nanoparticulas de prata (AgNP), glifosato (Gly) e sua mistura
(AgNP/Gly) em D. magna
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Fonte: O Autor (2020)
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A razéo de inibicao (RI) foi calculada para a mistura binaria. Observou-se estar
na faixa de 0-0,97. Foi possivel observar também que houve principalmente efeito
antagbnico nas UT intermediarias, ou seja, a interacdo entre os dois constituintes
apresentou uma toxicidade diminuida em relacéo a esperada pelo método de Abbott,
nas concentragdes de 1, 1,50 e 1,75 UT (p <0,05). Ja as misturas em 0,25, 0,50 e 2
UT, mesmo com valores de RI abaixo de 1, que resultaria em antagonismo, foram
consideradas como de efeito aditivo devido a insignificancia estatistica (p> 0,05) que
a mistura binaria apresentou.

Tabela 3 - Modelo de Abbott representando o tipo de interacéo entre AgQNP e Gly em uma mistura
binaria sob diferentes exposicbes de UT

uT Toxicidade Toxicidade Razao de P Relagdo
Observada (%) Esperada (%) Inibicao (RI)

0,25 0 0 0 p>0,05 Aditivo
0,50 0 0 0 p>0,05 Aditivo
1,00 1,67 £4,08 90 + 4,89 0,02 + 0,05 p<0,05 Antagobnico
1,50 10,00 + 6,32 100 £ 0,00 0,07 + 0,05 p<0,05 Antagbnico
1,75 20,00 + 8,94 100 £ 0,00 0,17 £ 0,09 p<0,05 Antagobnico
2,00 98,33 + 4,08 100 £ 0,00 0,97 £ 0,05 p>0,05 Aditivo

Fonte: O Autor (2020)

Neste contexto, a toxicidade em ambos os constituintes na mistura (Figura 13
e Tabela 3) é provavelmente alterada pela complexagdo da prata por anions de
glifosato nos agrupamentos carboxila e fosfonato que, quanto ao pH da mistura, se
apresentam desprotonados (SAGATYS et al., 2000; COUTINHO; MAZO, 2005).

E possivel que em 1, 1,50 e 1,75 UT os ions de Ag* livres tenham sido
complexados pelo anion Gly, reduzindo assim sua disponibilidade no meio, resultando
em uma menor absor¢do do metal, reduzindo significativamente a sua toxicidade.
Somado a isto, sugere-se também que pode ocorrer a perda dos efeitos herbicidas e
consequente alteragédo na biodisponibilidade tanto de Gly, como de AgNP (HANSEN;
ROSLEV, 2016; TSUI et al., 2005).

Resultado semelhante foi visualizado por Tsui et al. (2005), que estudaram a
influéncia do glifosato e sua formulagdo Roundup® na toxicidade e biodisponibilidade
de metais para Ceriodaphnia dubia. Nesta pesquisa houve uma reducéo drastica de
90% na mortalidade dos organismos quando a mistura de glifosato com Ag foi
analisada, havendo a complexagao do metal no organismo.

Também houve redugdo da toxicidade do Cobre (lI) em algumas

concentragdes de misturas com glifosato para D.magna em um estudo de respostas
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comportamentais apds exposicdo a complexos de glifosato-cobre (HANSEN;
ROSLEV, 2016). O efeito da redugao da toxicidade também ocorreu para a mistura
de glifosato e cobre com minhocas, demonstrando efeito quelante, o que reduziu a
toxicidade e biodisponibilidade no solo (ZHOU et al., 2013).

4.3.4 Biomarcadores Bioquimicos

O estresse oxidativo induzido pela mistura binaria AQNP/Gly em D. magna,
em termos de UT, foi avaliado para o nivel de EROs e MDA, e avaliada também a
atividade da CAT, SOD, GSH (Figura 14). Em relagao as faixas de tratamento, foram
utilizadas 0,5, 1 e 1,75 UT. O uso de biomarcadores tem sido uma importante
ferramenta na avaliacdo do impacto de diversos compostos em organismos, onde o
equilibrio entre relacdo do oxidante/anti-oxidante pode ser afetado (MODESTO;
MARTINEZ, 2010; ULM et al., 2015; CUI et al., 2017).

Para EROs, nas UT avaliadas, observou-se uma diminuicdo de 9,39% para
0,5 UT, um aumento de 17,46% para 1 UT, e um incremento significativo (p<0,05) de
58,63% em 1,75 UT em relagdo ao Controle (CT) (Figura 14 A). Este aumento na
producdo de EROs esta relacionado a geracdo de compostos prejudiciais que
resultam em estresse oxidativo, como, por exemplo, perdxido de hidrogénio (H202),
radicais hidroxila e superéxido, ocasionados pelo contato com poluentes, como
pesticidas e metais (GAO et al., 2018).

A atividade observada para a CAT foi aumentada em 13,72% para 0,5 UT, em
17,97% para 1 UT, e contou com aumento estatisticamente relevante de 23,04% em
1,75 UT, todos em relacao ao Controle (CT) (Figura 14 B). A CAT é determinante para
a avaliagdo do impacto dos xenobidticos nos individuos, sendo responsavel pela
decomposicdo do peroxido de H202 em agua e realizando um efeito protetor no
organismo contra as EROs (SIVULA et al., 2018). Este aumento gradativo de CAT
sugere um mecanismo de compensagao para remover o excesso de H202, enquanto

houve inibicao de outros mecanismo de protecao como a SOD (CUI et al., 2017).
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Figura 14 — Biomarcadores bioquimicos apés exposi¢do a MR de AgNP e Gly, em D. magna, para
0,5,1e1,75 UT.
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(SOD). (D) Atividade da Glutationa (GSH). (E) Quantificagao de malondialdeido (MDA). O asterisco (*)
resultado significativo para ANOVA de uma via (p <0,05).

Fonte: O Autor (2020)

Houve inibicdo da atividade de SOD em 6,96 e 8,30% em 0,5 e 1 UT,
respectivamente, sendo alteragcbes nao estatisticamente relevantes (p>0,05).
Entretanto, houve reducédo relevante (p<0,05) de 33,29% em 1,75 UT quando
comparado ao CT (Figura 14 C). Esta diminuicdo pode estar relacionada a um
aumento de EROs, em que a capacidade antioxidante se encontra com sobrecarga
(CUl et al., 2017; GAO et al., 2018).

Aconteceram decréscimos também em relacao a atividade de GSH, atingindo
25,49% em 1,75 UT em relacdo ao CT, no entanto as atividades foram apenas leves,
sem relevéancia estatistica para os tratamentos (p >0,05) (Figura 14 D).

Os individuos expostos a MR exibiram um aumento na producdo de MDA
resultante da peroxidagao lipidica, um dos apontadores de estresse oxidativo
(MODESTO; MARTINEZ, 2010), em todas as faixas de UT analisadas, demonstrando
resultado significativo (p<0,05) em 1,75 UT com alteracao de 26,49 %(Figura 14 E).

As consequéncias do mecanismo téxico da LPO s&o as modificagbes das bases, a
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inibicao da sintese proteica, a desnaturacdo do DNA e a formagao de adutos do DNA,
a qual pode induzir a processos genotoxicos, mutagénicos e ainda carcinogénicos.

Ulm et al. (2015) visualizaram um decréscimo da geragao de EROs, aumento
na atividade da CAT e da GSH, no entanto, ndo houve quaisquer alteracdes
significativas na atividade da SOD para neonatos de D. magna expostos a AgNP,
guando submetidos por 48h a 0,5-10 ug/L de AgNPs. LE et al. (2010) avaliaram os
efeitos em D. magna para a exposicdo com Gly de 190-234 mg/L, e obtiveram
alteragdes para citocromo P450 (CYP4), hemoglobinas e Arn t. Os efeitos de Gly em
D. magna foram quantificados por Qrsted e Roslev (2015) através da verificagao por
fluorescéncia, observando a liberacdo de enzimas hidroliticas, provenientes da
alteracao da estrutura e na permeabilidade das membranas celulares apdés tratamento
1- 100 mg/L de Gly.

Estes resultados demonstraram que a expressdo dos biomarcadores
bioquimicos envolvidos no sistema de defesa antioxidante foi desregulada em D.
magna quando exposta aos tratamentos com MR, onde os antioxidantes avaliados
(CAT, SOD e GSH) nao foram capazes de modular as EROs, ocasionando estresse
oxidativo e possivelmente resultando em danos por peroxidagao lipidica. A
desregulacdo da atividade enzimatica/ndo enzimatica também é verificada em
estudos com diferentes nanoparticulas (GONCALO VALE et al., 2015; NOGUEIRA et
al., 2020; VILLA et al., 2020), diferentes agrotéxicos (BARATA et al., 2007; CRISTINA;
MARTINEZ, 2014; CUIl et al., 2017) e para misturas de compostos variados
(GUILHERMINO et al., 2018; LECRIVAIN et al., 2018; GARCIA-GOMEZ et al., 2019).

4.3.5 Toxicidade crénica multigeracional com D. magna

Para validagcdo dos testes multigeracionais, a sensibilidade dos neonatos
coletados e utilizados no inicio de novos testes crénicos — tanto F1E, quanto F1INE
para os compostos individuais AgNP e Gly e para a MR — foi avaliada para CE50(24h)
ao composto K2Cr207. Os resultados podem ser observados na Tabela 4, e
demonstraram que a sensibilidade dos organismos utilizados estava de acordo com
os critérios de validagao do protocolo adotado. A faixa adequada da sensibilidade para
D. magna é entre 0,6 e 1,7 mg/L (NBR 12713, 2016). Entretanto, a sensibilidade ndo
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pbéde ser verificada para os neonatos das MR 3 e MR 4, devido a quantidade reduzida

de neonatos e atraso na geragao das primeiras ninhadas.

Tabela 4 - Resultados dos testes de sensibilidade para neonatos utilizados nos testes crénicos,
utilizando como substancia de referéncia o K2Cr207.
NPAg F1 Gly F1 MR

Concentragdo  CE50(a4n) ~ CE5024n) o CE5024n)
de exposigio  (mg L) | Soncentracdode g ) E;pos'falo (mg.L")
(ug.L") KoCro0; | XPOSicao(mg.L™) o co; arenta K2Cr207
Controle 1,01 Controle 1,00 Controle 1,02
0,017 0,91 2,92 0,91 1 0,96
0,026 0,89 4,38 0,86 2 0,96
0,04 0,99 6,57 0,99 3 -
0,06 0,94 9,86 0,91 4 -
0,09 0,96 14,8 0,90 - -

Fonte: O Autor (2020)

Quando os individuos parentais (FO) de D. magna foram expostos a diferentes
concentragdes de Gly no experimento cronico (0, 2,92, 4,38, 6,57, 9,86 e 14,86 mg/L),
nenhum resultado significativo (p <0,05) foi visualizado para os parametros de
longevidade, crescimento, reproducao e idade da primeira ninhada (Tabela 5). Para o
ensaio da primeira geragdao com exposic¢ao (F1E), para as mesmas concentragdes do
teste com parentais, o parametro crescimento ndao apresentou diferenga significativa
em comparagao ao controle. O parametro longevidade teve uma pequena diminui¢gao
de 10% nas concentragbes de 9,86 e 14,86 mg/L, ndo sendo estatisticamente
relevante (p >0,05).

Entretanto, o Gly produziu efeitos na idade da primeira ninhada em 14,86
mg/L, com a eclos&o dos ovos dois dias mais tarde, e também apresentou efeitos
adversos sérios quando considerada a reproduc¢do, onde desde a concentragdo mais
baixa testada (2,92 mg/L) até a maior (14,86 mg/L) houve diminui¢cdes
estatisticamente relevantes quando comparadas ao controle (p <0,05). Estudos
envolvendo Gly demonstraram que em concentragées de Roundup de 0,45 mg/L, o
microcrustaceo D. magna apresentou uma reducao da fertilidade, um aumento na taxa
de aborto de neonatos com alteragées morfoldgicas e uma redugao no tamanho dos
descendentes liberados, provavelmente ocasionados pelos efeitos genotdxicos que
podem condicionar a viabilidade das progénies, estes valores inferiores em analogia
a este trabalho, esta relacionado com a diferenca entre as toxicidades dos compostos
comerciais e seu principio ativo isolado (CUHRA; TRAAVIK; BOHN, 2013; RENO et
al., 2018).
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Para verificar se houve dano permanente para os dafnideos devido a
exposicao ao Gly, foi realizado um experimento de recuperagcao (R) com os
descendentes ndo expostos (FINE) para as faixas de concentragdo experimentais
dos organismos parentais. Observou-se, que mesmo para os individuos nado expostos
(FINE), ndo houve melhoria ou recuperagéo no periodo do teste para os parametros
reprodutivos, resultando, da mesma forma que para os neonatos expostos (F1E),
efeitos negativos sobre a reprodugcado em todas as faixas de tratamento, bem como,
efeitos sobre o tempo para a primeira ninhada, que foi aumentado em dois dias para

as faixas em 9,86 e 14,86 mg/L.

Tabela 5 - Resultados para os testes de toxicidade crénica, CEO e CENO para parametros de
longevidade, crescimento, reproducao e de D. magna expostos ao Gly e ndo expostos

c = Longevidade: Comprimento Reproducao: Idade da
Amostras oncentragao sobreviventes do corpo Neonatos/ Primeira
(mgl/L) o . .
(%) (mm) ninhada Ninhada (d)
Control 100 2,80 + 0,04 6,18 + 1,00 9,3+0,48
2,92 100 2,81+0,03 5,87 £ 0,82 9,1+0,31
4,38 100 2,83 +0,02 5,40 £ 0,97 9,3+0,67
Gly 6,57 100 2,78 +0,15 5,35+0,75 9.0+ 0.00
FO 9,86 100 2,79+0,10 5,22 £ 0,92 9,3+0,67
14,86 100 2,83 +0,04 5,38 £ 0,63 9,1+0,31
CEO (mgl/L) >14,86 >14,86 >14,86 >14,86
CENO (mglL) no no no no
Control 100 2,81+0,03 6,01 £ 0,98 11,00 + 1,56
2,92 100 2,80 + 0,02 3,51 +£0,82* 11,40 £ 1,77
4,38 100 2,82 +0,02 3,27 £ 0,94* 11,40 £ 1,17
Gly 6,57 100 2,76 £ 0,14 3,17 £ 0,92* 11,60 £ 1,77
F1E 9,86 90 2,76 £ 0,09 2,48 +1,10* 11,60 £ 4,45
14,86 90 2,78 + 0,02 2,61+0,32* 13,80 +1,03*
CEO (mgl/L) >14,86 >14,86 2,92 14,86
CENO (mg/L) no no <292 9,86
Control 100 2,80 £ 0,04 6,25 + 1,02 10,50 £ 0,70
R (2,92) 100 2,80 £ 0,02 3,50+ 0,78* 12,20 £ 1,93
R (4,38) 100 2,82 £ 0,01 3,26 + 0,86* 12,20 + 1,47
Gly R (6,57) 100 2,79+ 0,04 3,49+0,71* 10,90 + 0,87
F1NE R (9,86) 100 2,81 +£0,04 3,53+0,70* 12,50 +1,65*
R (14,86) 100 2,81 +£0,02 2,98 +0,52* 12,90 +1,85*
CEO (mgl/L) no no R (2,92) R (9,86)
CENO (mg/L) no no <R (2,92) R (6,57)

Nota: O asterisco (*) representa diferenca estatisticamente relevante (p <0,05) entre o controle e os
respectivos tratamentos. F1E representa os descendentes expostos e FINE os descendentes nao
expostos, em R (recuperagao) nas faixas de tratamento que os organismos parentais foram expostos.
Fonte: O Autor (2020)
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Estes resultados evidenciam um menor potencial de adaptacédo nas geracoes
sucessivas, resultando em uma toxicidade permanente. Resultados semelhantes
foram obtidos no estudo de Papchenkova et al. (2009), que analisaram parametros de
reprodugdo, tamanho e atividade de hidrolases em D. magna para sucessivas
geragdes expostas a uma formulagdo comercial de Gly. Para os parametros de
crescimento e longevidade, nao houve alteragdo em relagéo ao controle. Em recente
trabalho, Reno et al. (2018) realizaram um estudo de simulagdo de Monte Carlo, para
prever a dindmica populacional, apontando um valor médio de A sempre <1 para D.
magna, indicando que populagdes do microcrustaceo, apos uma exposigdao aguda ao
Gly entre 0,25 e 35 mg/L', ndo seriam capazes de sobreviver em condigdes
ambientais naturais.

Apds 21 dias de exposicao para as fémeas parentais, o teste crénico para
AgNP ndo demonstrou diferenga significativa (p <0,05) em nenhuma das
concentragdes testadas, para os parametros longevidade, crescimento e idade da
primeira ninhada (Tabela 6). Entretanto, em relagcao a reproducao, pode-se observar
efeitos relevantes em 0,06 e 0,09 ug/L, em comparagao ao controle.

Em um estudo crénico com uma geragdo, observou-se comportamento
semelhante, sem alteragcbes nos parametros tamanho e tempo para a primeira
ninhada e sem alteragdes sobre a reproducédo (divergindo deste estudo). Houve
alteracdo também para a sobrevivéncia, que pode ser explicada pela baixa
concentracédo utilizada nos tratamentos aqui utilizados (SAKKA et al., 2016).

O experimento multigeracional F1E e FINE com as AgNPs teve o objetivo de
determinar se existe o ganho de tolerancia ou se a toxicidade relacionada aumenta
com o tempo. Sobre o parametro crescimento, ndo houve alteracido relevante em
relacdo ao controle para F1E e FINE. Quanto a sobrevivéncia, a taxa de mortalidade
foi inferior a 10% nos tratamentos com 0,04, 0,06 e 0,09 pg/L para F1E e FINE, ndo
apresentando relevancia estatistica. O parametro idade para a primeira ninhada n&o
teve relevancia para a quase totalidade dos tratamentos, apenas em 0,09 ug/L houve
diferenca estatisticamente relevante em relagdo ao controle para os descendentes dos
parentais em F1NE. O parametro reproducéo foi o mais atingido a exposigao sub-letal
com AgNP. Impactos negativos (p <0,05) puderam ser observados em todas as
concentracdes de tratamento para F1E e em todas as faixas de recuperagao para
FANE.



Tabela 6 - Resultados para os testes de toxicidade cronica, CEO e CENO para parametros de

longevidade, crescimento, reproducdo e de D. magna expostos a AgNP
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c = Longevidade: Comprimento Reprodugao: Idade da
oncentragao . ..
Amostras (mg/L) sobreviventes do corpo Ne.onatos/ _Prlmelra
(%) (mm) ninhada Ninhada (d)
Control 100 2,65+ 0,04 6,12 + 1.51 11,10 £ 0,32
0,017 100 2,67 £ 0,05 5,93 +1,30 11,00 + 0,00
0,026 100 2,67 £ 0,05 5,82+ 0,95 11,10 £ 0,32
AgNP 0,04 100 2,66 + 0,05 5,45 + 0.67 11,10 £ 0,31
FO 0,06 100 2,66 + 0,06 4,65 +1,45* 11,30 £ 0,48
0,09 100 2,68 + 0,06 4,22 + 0,54* 11,20 £ 0,42
CEO (ug/L) >0,09 >0,09 0,06 >0,09
CENO (ug/L) no no 0,04 no
Control 100 2,66 + 0,02 6,00 + 0,80 11,30 £ 1,25
0,017 100 2,65+0,03 3,22 + 0,46* 10,60 + 0,52
0,026 100 2,67 £0,04 3,06 + 0,60* 11,00 + 0,66
AgNP 0,04 90 2,65+0,04 2,97 £0,32* 10,80 £ 0,42
F1E 0,06 90 2,66 + 0,05 2,48 £ 0,62* 11,30 £ 0,82
0,09 90 2,62 +0,04 1,70 £ 0,63* 10,80 3,96
CEO (ug/L) >0,09 >0,09 0,017 >0,09
CENO (ug/L) no no <0,017 no
Control 100 2,68 + 0,04 6,10 £ 0,62 10,90 + 0,56
R (0,017) 100 2,66 + 0,03 3,65 + 0,80* 11,50 £ 0,70
R (0,026) 100 2,65+ 0,03 3,02 + 0,50* 11,80 + 0,63
AgNP R (0,04) 90 2,65+ 0,03 2,84 +0,45* 10,50 + 0,52
F1NE R (0,06) 90 2,64 + 0,05 2,57 £ 0,22* 11,60 + 1,50
R (0,09) 90 2,65+ 0,04 2,30 +0,34* 12,70 £ 0,82*
CEO (ug/L) no no R (0,017) R (0,09)
CENO (pg/L) no no <R (0,017) R (0,06)

Nota: O asterisco (*) representa diferenga estatisticamente relevante (p <0,05) entre o controle e os
respectivos tratamento. F1E representa os descendentes expostos e FINE os descendentes nao
expostos, em R (recuperagao) nas faixas de tratamento que os organismos parentais foram expostos.
Fonte: O Autor (2020)

Considerando que organismos aquaticos como D. magna sao expostos

concomitantemente a contaminantes através da agua e das rotas alimentares,

podemos considerar que as AgNPs, quando ingeridas, sejam translocadas para seus

ovos, acarretando em efeitos negativos sobre seus descendentes (SA-PEREIRA et

al., 2018; FAN et al., 2019), bem como ficarem aderidas ao intestino, inibido a ingestao

de alimentos durante os experimentos, contribuindo assim para a diminuigdo das

reservas de energia, como os lipidios, sendo um fator limitante para a reprodugao
(COWGILL; WILLIAMS; ESQUIVEL, 1984; VOLKER et al., 2013; SAKKA et al.,
2016)(COWGILL; WILLIAMS; ESQUIVEL, 1984; VOLKER et al., 2013; SAKKA et al.,

2016).
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Estudo recente, sugere que alteragdes no conteudo de acidos graxos afetam
diretamente a reproducéo de D. similis, em que a diminui¢ao do acido linolelaidico, do
acido araquidonico e do acido estearidbnico alteram o desenvolvimento de D. similis
(WANG et al., 2018). Outro fator relevante que afeta negativamente o organismo da
D. magna sé&o as alteragbes nas células e nas membranas intracelulares resultantes
da interagdo com as AgNPs, acarretando danos para a respiragao celular e para a
replicacao pela ligagao ao RNA e ao DNA (SCHLUESENER; SCHLUESENER, 2013).

Apods o periodo de exposicéo, pode-se notar que para a mistura binaria e para
os parametros longevidade e crescimento, nenhum resultado significativo em relagao
ao controle foi visualizado para as amostras parentais (Tabela 7). Contudo, para o
parametro reprodugdo, em todos os tratamentos com AgNP e Gly (L+L=1, L+H=2,
H+L=3 e H+H=4) — sendo para AgNP 0,017 ug/L (L) e 0,09 ug/L (H), e para Gly as
concentragdes de 2,92 mg/L (L) e 14,86 mg/L — houve resultado estatisticamente
relevante em relacdo ao controle (p <0,05), demonstrando que a capacidade de
produzir descendentes foi fortemente reduzida. O parametro idade para a primeira
ninhada apresentou alteragao relevante na mistura 4 (H+H), sendo atrasada em torno
de 3 dias em relacao ao controle.

Este forte impacto nos parametros de reproducgao e idade da primeira ninhada
se mostrou como um limitador para a realizagao dos testes, sendo necessario utilizar
filhotes do terceiro dia de nascimento em cada concentracéo testada. Isto também
interferiu nos testes de sensibilidade com os filhotes na MR 3 e 4, ndo sendo possivel
a sua realizag&o devido a quantidade baixa de neonatos gerados.

Para F1E e FINE o fator crescimento ndo apresentou alteragcdo em nenhuma
faixa da exposicdao a MR, nem para a R com os descendentes dos dafnideos parentais
expostos. Houve mortalidade na faixa de 20 a 30% para as misturas 3 e 4,
respectivamente, em F1E, e de aproximadamente 10% em R3 e R4 com F1NE, mas
este ndo foi um resultado com alteragao estatistica relevante em relagado ao controle.

A capacidade de produzir descendentes foi reduzida na mistura, tanto em
relacdo ao controle, como em relacao aos resultados dos compostos individuais
anteriormente destacados, demonstrando um resultado negativo de forte impacto.
Tanto para o parametro reproducdo quanto para o parametro de idade da primeira
ninhada, em todas as faixas da mistura, seja F1E ou FINE, os testes demonstram

alteragdes estatisticamente relevantes (p <0,05).
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A diminuigcdo nos parametros reprodutivos pode estar ligada a alocagao de
energia e recursos, pois quando 0s organismos sao expostos a contaminantes
ambientais, esta energia e estes recursos séao alocados para combater os estressores
(LI et al., 2018). Em D. magna, aproximadamente 50% de sua alocac&o energética é
constituida por lipidios, que representa a fragdo mais sensivel e de consumo
primordial nestes organismos em condi¢cdes de estresse. Como esta fragao lipidica é
essencial a produgdo de ovos e ao desenvolvimento de embrides, a reproducéo €&
prejudicada (GONCALVES et al., 2018). Este efeito deletério dos parametros
reprodutivos converge com os resultados dos biomarcadores, que mesmo na menor
concentracao testada demonstrou desregulacado das defesas antioxidantes, portanto,
estes efeitos oxidativos possivelmente influenciaram a toxicidade crénica.

D. magna exposta a experimentos crénicos na mistura de NP de ouro com
microplasticos apresentou diminui¢cao reprodutiva relacionada ao atraso na liberagao
da primeira ninhada, fertilidade reduzida e efeitos na liberacdo de ovos abortados e
juvenis iméveis (PACHECO; MARTINS; GUILHERMINO, 2018).

Em um estudo sobre a exposi¢ao subletal de D. magna em misturas binarias
com diferentes proporgdes molares entre Cu (ll) e glifosato, demonstrou um efeito
téxico maior para os individuos expostos aos complexos glifosato-Cu (Il), em relagéo
ao glifosato sozinho, levando em conta fatores comportamentais de velocidade de
natacdo, aceleracao, distdncia movida e inatividade (HANSEN; ROSLEV, 2016).

Cabe salientar que os efeitos mais negativos em todos os parametros foram
observados na MR 4, que apresenta as maiores concentragdes (H+H) para AgNP e
Gly, respectivamente. Entretanto, levando em consideracdo as MR intermediarias, se
destaca a MR 3 com a maior concentragdo do composto AgNP e menor de Gly. Um
estudo sobre os efeitos da mistura de AgQNP com os enantidbmeros do herbicida quiral
imazethapyr em Arabidopsis thaliana apresentou uma amplificagdo na ecotoxicidade
enantiosseletiva, resultado de uma maior liberagado de Ag* a partir das NP nas maiores
concentragcdes de AgNP (WEN et al., 2016).
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Tabela 7 - Resultados para os testes de toxicidade crénica para parametros de longevidade,
crescimento, reproducao e de D. magna expostos a mistura binaria (MR) de AgNP e Gly e ndo

expostos

Longevidade: Comprimento Reprodugao: Idade da

Amostras MR sobreviventes do corpo Neonatos/ Primeira
(%) (mm) ninhada Ninhada (d)
Control 100 2,80 £ 0,05 6,13 £ 0,65 9,80+0,78
MR 1 100 2,80 £ 0,02 3,78 £0,87* 10,90 + 1,44
FO 2 100 2,81 +0,03 3,58 + 0,64* 10,60 + 1,35
3 100 2,79 £ 0,09 3,44 +0,27* 10,90 + 1,44
4 100 2,78 + 0,06 2,61+0,61* 13,30 + 1,76*
Control 100 2,79 £ 0,03 6,12 + 0,64 10,30 £ 0,67
MR 1 100 2,79 £0,01 3,71+£0,81* 11,40 £ 0,51%
F1E 2 100 2,79 £ 0,02 3,40 £ 0,65* 11,43 £ 0,52*
3 80 2,77 £ 0,03 3,11 £ 0,55* 12,00 + 0,66*
4 70 2,77 £ 0,06 2,57 +0,37* 13,10 + 1,72*
Control 100 2,81+£0.03 6,08 £ 0,74 11,20 £ 0,63
R1 100 2,80 £ 0.02 3,62 + 0,49* 12,50 + 0,70%
MR R2 100 2,80 +£0.03 3,67 +0,62* 12,50 + 0,52*
FINE R3 90 2,78 £0.08 3,36 + 0,69* 12,40 + 0,84
R4 90 2,78 + 0.06 2,88 + 0,56* 12,80 + 1,22*

O asterisco (*) representa diferenga estatisticamente relevante (p <0,05) entre o controle e os
respectivos tratamentos. F1E representa os descendentes expostos e FINE os descendentes nao
expostos em R (recuperacgao) nas faixas de tratamento que os organismos parentais foram expostos.
MR representa as faixas de mistura entre AgNP e Gly (L+L=1, L+H=2, H+L=3 e H+H=4,
respectivamente)

Fonte: O Autor (2020)

Os resultados indicam que a possibilidade da mistura de AgNP e Gly, mesmo
em condigdes subletais, pode trazer prejuizo ao sistema alimentar com um todo,
ocasionado pela diminuicdo na populacdo de microinvertebrados como D. magna,
sugerindo um potencial impacto e desequilibrio ambiental ao longo do tempo (KARIMI
et al., 2018).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, foi realizada um estudo, acerca dos efeitos associados a
toxicidade aguda e cronica multigeracional, para a mistura binaria entre AQNP e Gly,
em relagdo a exposigao in vivo para organismo teste D. magna. Apesar da literatura
fornecer uma vasta gama de informagdes sobre os efeitos toxicoldgicos para os
componentes isolados da mistura (AgNP e Gly), este estudo foi o primeiro a verificar
os efeitos da interacdo desta mistura para os parametros analisados in vivo.

Para os estudos das possiveis interagdes, a partir da metodologia proposta
por Abbott, resultados de inibicao de toxicidade puderam ser observados em algumas
faixas de tratamento, resultando em efeitos antagbnicos para a exposicédo a MR em
relacéo a exposi¢cdo com os componentes individuais (AgNP e Gly), para os ensaios
de toxicidade aguda. A mistura também resultou em estresse e dano oxidativo em D.
magna, resultado este que interferiu nos parametros reprodutivos para as exposi¢des
em niveis crbnicos. Outro fator relevante, que pode ser observado nas exposi¢coes
sub-letais, foi a ndo recuperacdo destes parametros para os descendentes nao
expostos, resultado que remete a um dano permanente e prejudicial.

Portanto, as hipéteses neste estudo foram confirmadas, o que demonstra um

potencial risco ambiental que pode ser extrapolado para diferentes organismos.
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6 CONCLUSOES

A sintese de AgNP foi bem-sucedida, apresentando morfologia esférica, sem
aglomeragao e com diametro médio de 4,37 £ 0,30 nm, resultados condizentes com
estudos ja realizados;

AgNP e Gly apresentaram efeitos em niveis de exposicdo aguda.
Considerando AgNP, o tamanho e morfologia das NP foram determinantes para o
resultado;

O modelo de Abbott utilizado para a previsdo das interacdes na mistura se
mostrou interessante quanto aos resultados, demonstrando efeitos de antagonismo e
sinergismo, provavelmente relacionados a complexagao da AgNP pelo Gly;

As concentragbes da MR investigadas induziram uma desregulagcdo dos
biomarcadores bioquimicos envolvidos no sistema de defesa antioxidante em D.
magna expostas aos tratamentos, em que atividade enzimatica/ndo enzimatica da
CAT, SOD e GSH néao foram capazes de modular a produ¢cédo de EROs, resultando
em estresse oxidativo e danos por peroxidagéo lipidica.

Os resultados demonstraram que os efeitos da mistura de AgNP e Gly, em mais
de uma geragdo, a niveis crbnicos, sao mais toxicos do que seus compostos
individuais, afetando principalmente os parametros reprodutivos. Para todos os
tratamentos na MR, tanto para os organismos parentais, como para seus descentes,
houve decréscimo relevante na quantidade de filhotes gerados, bem como atraso para
o surgimento da primeira ninhada nos descendentes da MR. Corroborando assim,
com os resultados do biomarcadores bioquimicos, onde a desregulacao das defesas
antioxidantes, resultante em efeitos oxidativos, influenciando os efeitos da toxicidade
cronica.

N&o houve recuperacao para os descendentes ndo expostos, demonstrando
uma preocupante toxicidade permanente e prejudicial na interagdo entre os
elementos, que pode ser extrapolada para outros organismos potencialmente
expostos.

Estes parametros fornecem dados relevantes para uma previsdo de um

possivel comportamento da populagao de dafnideos ao longo do tempo.
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7 RECOMENDAGOES

Com base nos resultados obtidos, algumas recomendagdes para pesquisas
futuras baseadas neste estudo sao:

e Sugere-se que mais pesquisas sobre os efeitos da coexposigdo de AgNP e
Gly sejam realizadas com diferentes organismos, sobretudo testes multigeracionais,
pois efeitos relevantes podem surgir ao longo do tempo, isto para que o real efeito
sobre populagdes seja elucidado;

e Sugere-se estudos de modelagem das possiveis interacbes entre AgNP
(com diferentes morfologias e tamanhos) e Gly, utilizando ferramentas variadas,
como, por exemplo, isobologramas, para um maior gradiente de concentragoes;

e Sugere-se avaliagbes comportamentais sobre os efeitos da coexposigao,
como, por exemplo, efeitos sobre a natacao, velocidade de movimentos, batimentos
cardiacos, entre outros, para uma avaliagao mais completa do real impacto sobre o
organismo;

e Sugere-se também, avaliagbes comportamentais sobre os efeitos da
coexposicdo, apods tratamentos nos organismos avaliados, com compostos
antioxidantes, como por exemplo, Vitamina C;

e Sugere-se ainda, estudos futuros para avaliar se os efeitos da MR binaria
sobre organismos testem vegetais, como macrofitas Landoltia punctata (lemna) ou
Lactuca sativa (semente de alface). Uma vez que esse agrotoxico tem seu uso
amplamente difundido em atividades de agricultura cujo foco principal é o cultivo de

alimentos que, em sua maioria, compreendem espécies vegetais.
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The

al test sy ynergistic, additive, or antagonistic behavior of the binary mixture
was also investigated. In toxicity experiments, cellular morphology, mitochondrial function (MTT
assay), apoptosis, nuclear size and shape, clonogenic assays, and damage based upon oxidative
stress parameters were assessed under control and NPs exposure conditions. Although Abbott
modeling results provided no clear evidence of the binary mixture of Al;O; and ZnO NPs
exhibiting synergistic toxicity, some specific assays such as apoptosis, nuclear size and shape,
clonogenic assay, activities of antioxidant enzymatic enzy catalase, superoxide dismutase, and
levels of glutathione resulted in enhanced toxicity for the mixtures with 1 and 1.75 toxic units (TU)
toward both cell types. Data demonstrated that co-presence of Al;0; and ZnO NPs in the same
environment might lead to more realistic environmental conditions. Our findings indicate cyto-
toxicity of binary mixtures of Al;0; and ZnO NPs produced greater effects compared to toxicity of
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ABSTRACT KEYWORDS

The objective of this study was to examine the cytotoxic effects of binary mixtures of Al;0; and  Binary tosicity;

Zn0 NPs using mouse fibroblast cells (L929) and human bronchial epithelial cells (BEAS-2B) as nanoparticles; aluminum

oxide; zin¢ axide; in vitro

either individual compound.

Introduction

The global market for nanoparticles (NPs) has
experienced growth over the past two decades in
diverse fields including aerospace, automotive,
energy, cosmetics, electronics and optics industries,
biosensors, and diagnostics (Alim et al. 2018; Angell
et al. 2018; Kaweeteerawat et al. 2017). In addition,
these substances are used in electrochemistry to
obtain catalysts, coatings, paints, pigments, compo-
sites, filtration and purification systems, textiles, and
many other products (Alim et al. 2018; Kengar et al.
2019; Wang and Nowack 2018). Due to unique char-
acteristics associated with reduced particle size NPs
exhibit a wide range of potential applications in
nanomedicine, oral care, and restorative dentistry
and as antimicrobials NPs (Callister et al. 2020;
Duran et al. 2016; Kaweeteerawat et al. 2017;
Kermanizadeh et al. 2016; Su et al. 2018; Zhao and
Castranova 2011). Consequently, humans may be

exposed to NPs during production processes or
through ingestion of contaminated water and food
or exposure to dermal products (Wiesner et al.
2006). Further, Donaldson et al. (2001) reported
that ultrathin metal-containing particles present in
the air exerted harmful effects on health. While
incorporating NPs into products improves our qual-
ity of daily life, concerns regarding the consequences
for human health and environment are growing
(Alaraby et al. 2016; Niska et al. 2018).

Among the most important NPs in production
are those comprised of zinc oxide (ZnO) and alu-
minum oxide (Al;O;) (Balasubramanyam et al.
2009; Kermanizadeh et al. 2016). Al,O; NP pos-
sesses important properties including good ther-
mal conductivity, reduced size and shape
capability, and high strength and stiffness (Kar
et al. 2008). Thus, Al,O; NPs are used in the
production of abrasives, refractories, ceramics,
electrical insulators, catalysts, paper, spark plugs,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Aluminum oxide nanoparticles (Al2Os NPs) can be found in different crystalline phases, and with the emergence
nfmnmadmnlogrﬂletehasheennmpjdinﬂeseinlhedemdfe:”zﬂ:ﬂllﬂﬂﬂum!enghwhgm
and for consumer products. However, a careful ion of the ial nndhnmlnhuhh
risks is required to assess the impli of the release of Al203 NPs into the Thus, the objecti
of this study was to investigate the toxicity of two crystalline phases of Al:O3 NPs, alpha (a-Al20s NPs) and eta
(n-Alz03 NPs), toward Daphnia magna and evaluate the risk to the aquatic ecology of Al:0s NPs with different
crystalline phases, based on a probabilistic Different mmﬁdfuwmdnmmriztimof
the Alz05 NPs. The toxicity toward Daphnia magna was i based on multipl 1] and
rhepmbabﬂ.m.lcqm:lumrjnrydlsnibmlon(?SSD]wumadmmmmﬂ:enslofM,ﬂ,N’Pﬂoﬂu.quauc
ecology. The results obtained verify the toxic potential of the NPs toward D. magna even in sublethal con-
centrations, with a more pronounced effect being observed for n-AI:O: NPs.szmltylsmtedwnhm
increase in the reactive oxygen species (ROS) content and dereg ic/non:
enzymes (CAT, SOD and GSH). ]naddmon.dungummAmehmohsm!ﬂ.mdmmgﬁmD magna was
under oxidative stress. The most prominent chronic toxic effects were ob: d in the d to q-
.I\JZO,NPS.MIMIowes:LOECIM&]Zmgﬂ.fwaﬂp«mwhdefwu—MgO,N%mehmeOECwas
6.25 mg/1. for long) , growth and reprods H , the risk results indi that, based on a

probabilistic approach, Al,O4 NPs (alpha, gamma, delta, eta and theta) only a very limited risk to organisms in

surface waters.

1. Introduction

The global demand for products based on nanotechnology has been
increasing continuously due to their differentiated properties, which
result mainly from the small particle size and large surface area
(Schirmer and Behra, 2013). Among the different forms of materials
produced at the le are particles (NPs), seen as one of the
main facilitators for a whole new generation of industrialized products,
such as cosmetics, clothing, electronics, pigments, pharmaceuticals,
pesticides and fertilizers (Vilchez et al., 2015), Metal NPs can be ob-
tained through physical (bottom-up) or chemical (top-down) methods;
however, most NPs are obtained by chemical hods (Cao and Wang,
2011). In addition, NPs can be produced from polymers (polystyrene)

G ponding author. Lak

(Rao and Geckeler, 2011), metals (Ag and Au) (Melo et al,, 2012) or
metal oxides (Subramanian et al., 2016).

Notable NPs produced from metal oxides are those obtained from
aluminum oxide (Alz03), which present different erystalline phases: a
(alpha), B (beta), y (gamma), & (delta), n (eta), 8 (theta), « (kappa) and
% (chi). Initially, the h and lication of Al;O5 NPs were fo-

cused only on abrasives and resi ings in the ive and
metallurgy industry, but in recent decades research has been carried out
in several areas seeking new applications for Alz03 NPs, including
personal care products, fire retardants, antifungal agents, insecticides
and catalysts (Federation of Aluminum Consumers in Europe, 2017).
Analysis of the consumer market for Al;0; NPs indicates a growth in
production, with 42,000 tonnes Al,O, NPs produced in 2010 and
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Abstract: There are few studies on nanoplastic that propose quantification of the amount ingested combined with evaluation
of the toxic effects on aquatic organisms. We propose 2 methods to quantify the amount of polystyrene nanoplastic (PSNP)
ingested by Daphnia magna: fluorescence intensity, where a fluorescent monomer (F) is added to the PSNP and quantified
through fluorescence light microscopy, and total aluminum quantification, where PSNP is synthesized with Al,O5 metal-core
nanoparticles and used for quantification of the nanoplastic ingested by the organism Daphnia magna using inductively
coupled plasma-mass spectrometry. In addition, the PSNP was functionalized with palmitic acid to simulate the environ-
mental conditions leading to biological and chemical transformations. Acute and chronic toxicity tests were performed with
fluorescent PSNP (PSNP/F) and palmitic acid-functionalized PSNP/F (PSNP/F-PA). The ingestion quantified was higher by
factors of 2.8 and 3.0 for PSNP/F-PA and 1.9 and 1.7 for PSNP/F applying the fluorescence intensity and total Al quantifying
methods, respectively, when compared to PSNP. These results are consistent with the data obtained in the toxicity tests,
which showed an approximately 3 times increase in the adverse effect of PSNP/F-PA on the mobility and reproduction of the

organisms. Thus, the strong inhibition of D. magna reproduction caused by PSNP/F-PA in the chronic toxicity tests could be

associated with a greater amount of this nanopl

being ingested by the organisms. Environ Toxicol Chem

2019;38:2101-2110. © 2019 SETAC

Keywords: Nanoplastic; Polystyrene; Palmitic acid; Ingestion quantification; Daphnia magna; Toxicity

INTRODUCTION

The impact of plastic pollutants is recognized as a threat to
ecosystems and to the sustainability of life on earth. Most
plastics are composed of synthetic polymers, additives, and
other chemicals (polymerization catalysts, initiators, and accel-
erators) used during the plastic production process (da Costa
et al. 2016; Wan et al. 2018). Plastics are widely used in
transportation, packaging, construction, and the medical and

This article contains online-only Supplemental Data.
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health-care industries because of their ease of manufacture,
low cost, and unique properties (durability, light weight,
transparency, low toxicity, and resistance to water, impact,
corrosion, chemicals, and temperature; da Costa et al. 2016;
Wan et al, 2018).

However, concerns have been raised about the ecotox-
icology not only of the macroform of plastic but also the plastic
debris products in the form of micro- and nanometric scale
particles (Martins and Guilhermino 2018; Mattsson et al. 2018).
There are divergences regarding the definition of particle size
applied to classify microplastics and nanoplastics (Alimi et al.
2018; Hartmann et al. 2019). However, a broad classification
defines particles <5 mm as microplastics and <1 pm as nano-
plastics (da Costa et al. 2016; Rist et al. 2017; Alimi et al. 2018;
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