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RESUMO

A nanotecnologia busca o desenvolvimento de novas metodologias para producéo de
produtos em nanoescala, auxiliando na resolugéo de problemas globais. Entretanto, com
a enorme gama de produtos existentes atualmente utilizando nanoparticulas (NP) €
consideravel a quantidade liberada nos ecossistemas aquaticos. Como exemplo de NP
temos a prata, que é o metal mais téxico encontrado nos corpos hidricos, podendo causar
graves danos ao ser humano e ao meio ambiente. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade aguda e cronica de suspensdes de nanoparticulas de
prata (AgNP), além de avaliar efeitos multigeracionais e os efeitos pos exposicdo ao
agente toxico, utilizando como organismo teste 0 microcrustdceo Daphnia magna. A
sintese e caracterizacdo das AgNP consistiu na metodologia tradicional de sintese
quimica utilizando o PVA como agente estabilizante. A caracterizacdo da NP mostrou
que a suspensao de AgNP néo estava em estado de aglomeracéo, confirmou-se o formato
esférico caracteristico as AgNP através do comprimento de onda de 401 nm e diametro
médio de 4,6 nm. Os testes de toxicidade agudos indicaram valores de CEsp 4sh média de
0,13 pg-L*. Partindo deste resultado realizaram-se os testes cronicos, para a geragio
parental (FO) onde foram verificados efeitos significativos para o parametro longevidade,
sendo a concentragdo de efeito observado (CEO) 0,065 pg. L™ e na fecundidade com o
aumento do nimero médio de filhotes/postura apresentando CEO 0,055 pg. L. Diferente
de FO, nos testes de toxicidade cronica pds exposicido (FOPF), percebeu-se efeitos
significativos na longevidade com reducdo no nimero de organismos nas menores
concentra¢des, porém nas maiores houve a reducédo de praticamente 50% dos organismos,
sendo assim obteve-se como CEO 0,025 pg.L™1.J4 na fecundidade e no nimero médio
de posturas os organismos conseguiram retomar o nimero de filhotes, podendo entender
esse aumento como um efeito de recuperacdo dos organismos. Os testes de toxicidade
crbnica para maltiplas geracdes, foram definidos como primeira geracao (F1) de neonatos
da geracdo FO e F4 a quarta geracdo. Ambas geracdes se tornaram mais resistentes ao
agente toxico do que a geracdo FO, em decorréncia do maior tempo em exposic¢ao das
méaes. Quanto a fecundidade, os organismos sofreram efeitos estressores, no qual
ocasionou no aumento da reproducdo, a fim de perpetuar a espécie. Os testes de pos
exposicdo da multigeracdo, geracdo F1°E e F4PE, os organismos possuiram maior
sensibilidade ao agente toxico desde pequenas doses, ainda a taxa de sobrevivéncia foi
menor do que os descendentes, visto 0 maior tempo em meio de teste, além de efeitos
toxicos no numero médio de posturas. Assim, com base no estudo pode-se concluir que
os resultados refletem em efeitos multigeracionais e de pds exposicao, visto as geracdes
apresentarem consequéncias em seu ciclo de vida.

Palavras-chave: D. magna. Nanoparticulas de prata. Toxicidade aguda. Toxicidade
cronica. Pos exposicao.



ABSTRACT

Nanotechnology seeks to develop new methodologies for the production of nanoscale
products, helping to solve global problems. However, with the huge range of products
currently using nanoparticles (NPs), the amount released into aquatic ecosystems is
considerable. As an example of NP we have silver, which is the most toxic metal found
in water bodies, and can cause serious damage to humans and the environment. Thus, the
present study aimed to evaluate the acute and chronic toxicity of silver nanoparticles
(AgNPs) suspensions, in addition to evaluating multigenerational effects and the post-
exposure effects to the toxic agent, using the crustacean Daphnia magna as a test
organism. The AgNPs synthesis and characterization consisted of the traditional chemical
synthesis methodology using PVA as a stabilizing agent. The NPs characterization
showed that the AgNPs suspension was not in a state of agglomeration, and the spherical
shape, characteristic of the AgNPs, was confirmed through a wavelength of 401 nm and
an average diameter of 4.6 nm. Acute toxicity tests indicated mean ECso 4sn values of 0.13
ug-LL. Based on this result, chronic tests were performed for the FO generation, where
significant effects were verified for the longevity parameter, with the observed effect
concentration (OEC) of 0.065 pg. L™ and fertility with an increase in the average number
of babies/posture and OEC of 0.055 pg. L. Unlike FO, in the post-exposure chronic
toxicity tests (FOPE), exposed only in M4 medium, significant effects on longevity were
observed with a reduction in the number of organisms in the lowest concentrations,
however in the largest there was a reduction of practically 50% of the organisms. Thus,
0.025 pg. L™ was obtained as OEC. In terms of fertility and the average number of
postures, the organisms managed to recover the number of babies, being able to
understand this increase as an effect of the organism recovery. The chronic toxicity tests
for multiple generations were defined as F1 the first generation of neonates of the
generation FO, and F4 the fourth generation. Both generations became more resistant to
the toxic agent than the FO generation, due to the longer exposure time of mothers. As for
fertility, the organisms suffered stressful effects, which caused an increase in
reproduction in order to perpetuate the species. In the post-exposure tests of the
multigeneration, generation F1PE and F4"E, the organisms had greater sensitivity to the
toxic agent since small doses, and the survival rate was lower than the descendants, given
the longer exposure time in the test medium, in addition to toxic effects in the average
number of postures. Thus, based on this study, it was concluded that the results reflect
multi-generational and post-exposure effects, since the generations have consequences in
their life cycle.

Keywords: D. magna. Silver nanoparticles. Acute toxicity. Chronic toxicity. Post-
exposure.
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1 INTRODUCAO

O ser humano busca constantemente pelo aperfeicoamento das tecnologias para
que seja possivel usufruir ao maximo dos recursos da natureza (SANTOS, 2014). Desta
forma surge a nanotecnologia, uma tecnologia nova e em expansdo com as principais
aplicacdes no desenvolvimento de metodologias inovadoras para a producao de novos
produtos, auxiliando na resolucdo de problemas globais (NASROLLAHZADEH et al.,
2019)

A nanotecnologia é a ciéncia dedicada ao uso de materiais em nanoescala,
abrangendo aplicagbes tanto em sistemas quimicos, fisicos e biologicos
(NASROLLAHZADEH et al., 2019).

A nanotecnologia viabiliza produtos finais melhores, mais eficientes, leves, e
principalmente buscando a reducdo do custo, muitos destes materiais encontram em fase
de comercializacdo em cosméticos, eletrodomésticos, vestimentas e em diversos
utensilios e equipamentos (MACIEL et al., 2014).

O avanco tecnologico nesta ciéncia proporcionou ao meio cientifico a producéo
de diversas publicagdes que chegam a mais de 1 milhao de resultados. Ao buscar na base
de dados Science Direct, utilizando a palavra-chave “nanotecnologia” sdao encontradas
mais de 4 milhdes de referéncias. Em inglés, quando a palavra-chave “nanotechnology”
é utilizada, sdo encontrados mais de 9 milhGes de resultados. Porém ao pesquisar na
mesma base de dados pelo termo “multiple generations Daphnia magna” resultam um
pouco mais de 3.000 pesquisas, assim como “multigenerational nanoparticles” que apenas
130 resultados sdo apresentados. Aprofundando as buscas, ao procurar especificamente
pelo termo anterior, porém com nanoparticulas de prata, sdo exibidos meramente 7
resultados. Ainda ao investigar por “recovery Daphnia magna” os resultados sdo de 73
estudos, porém ao incluir o termo nanoparticula de prata, os resultados sdo praticamente

nulos.

Porém quando comparamos alguns dos trabalhos que ja foram realizados in vitro
nos deparamos com a nogdo do comportamento destas particulas, porém in vivo ainda sao
poucos os trabalhos que demonstram relacdo entre a quantidade e as consequéncias das
exposicoes (DHAWAN; SHARMA, 2010; MATHIAS et al., 2014).

As nanoparticulas de prata (AgNP) que serdo empregadas no estudo desta

pesquisa, se destacam pela sua ampla utilizagdo mundial. Esta ampla utilizacdo €



principalmente devido a caracteristicas antifngicas e antibacterianas deste material
(SCHULZ et al., 2002; LOPES, 2015). Sendo utilizados também no meio ambiente para
processos de biorremediacdo ( MUKHERJEE et al. 2017 ,YADAYV et al. 2017) e no
tratamento de aguas residuais (MOUSTAFA, 2017 , KUHR et al. 2018).

Segundo Antony et al. (2015) e Weinberg et al. (2011) as AgNP s&o produzidas
comercialmente em larga escala e afirmam que neste ano de 2020 estima-se que serdo
fabricadas muito além de 5 milhGes de toneladas em todo o planeta. Ainda conforme
Nikmatin et al. (2017) as AgNPs apresentaram bom funcionamento na aplicabilidade
eletronica e elétrica, desta forma afirmam que a demanda nessa area deve aumentar muito
até 2022.

Sendo assim, visto a enorme gama de produtos existentes atualmente utilizando
as AgNPs, pode-se afirmar que a quantidade de nanoparticulas liberadas nos ecossistemas
aquaticos € consideravel, causando preocupacdo em relacdo a saude humana e a

capacidade de ocasionar efeitos adversos (JIANG et al. 2017).

Segundo Ribeiro et al. (2014) e Kleiven et al. (2019) dentre todos 0s metais
encontrados na agua, a prata € a mais toxica, e, contudo, ainda nao existem estudos
aprofundados em relagdo as AgNP, visto que a toxicidade esta diretamente relacionada
as propriedades fisico-quimicas como tamanho e carga superficial. Assim como também
pelas condi¢bes em que a mesma € exposta, relacionando-a com a composicao do meio,
pH e temperatura, desta forma torna-se imprescindivel a sua pesquisa (KLEIVEN et al.
2019).

Desta forma conforme Bhutada e Tang (2019) a ingestdo da prata em altas
concentracOes pelo ser humano causam algumas disfungbes tais como, problemas
neurologicos, nos rins, indigestdo, dores de cabeca e a Argiria, que € uma condicdo
causada por exposicao imprépria a compostos de prata que causa o0 azulamento da pele.
Sendo assim a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA,1991), publicou
a dose de referéncia para prata no qual ndo teria efeitos deletérios, estimativa oral diéria
de 5 pg kg™ d*, ao exceder esta concentracdo tem-se 0 azulamento da pele e outros efeitos

nos sistemas organicos.

Mundialmente a legislacdo referente aos langcamentos das AgNPS nos corpos
hidricos é inexistente, apenas possuindo alguns limites para metais. No Brasil a Resolucéo
n° 430 de 13 de maio de 2011 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente)


https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0665
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib1045
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0660
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0440

estabelece que “o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos
toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de

ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente”.

Com a inexisténcia de legislagdo mundial no controle da emissdo de
nanoparticulas, iniciou-se em 2013 o projeto proposto pela Unido Européia, denominado
NaNoREG, no qual busca a regulamentacdo internacional da nanotecnologia,
fundamentando-se no potencial econdémico e inovador dos nanomateriais (NM), e a
estudos referente a efeitos toxicoldgicos da exposicdo aos NM, porém ndo possuindo
dados suficientes para fins regulatérios. O Brasil aderiu ao projeto em 2014, e conforme
sitio do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inova¢es e Comunicacdes (BRASIL,2019)

brasileiro o projeto possui como metas:

1.Disponibilizar aos legisladores um conjunto de ferramentas de
avaliacdo de risco e instrumentos de tomada de decisdo a curto e médio
prazo, através da andlise de dados e realizagdo de avaliacdo de risco,
incluindo a exposi¢do, monitoramento e controle, para um ndmero
selecionado de nanomateriais j& utilizados em produtos;
2.Desenvolver, a longo prazo, novas estratégias de ensaio adaptadas a
um elevado nimero de nanomateriais em que muitos fatores podem
afetar o seu impacto ambiental e de satde;

3. Estabelecer estreita colaboracédo entre governos e industria no que diz
respeito ao conhecimento necessario para a gestao adequada dos riscos,
e criar a base para abordagens comuns, conjuntos de dados mutuamente
aceitaveis e praticas de gestdo de risco.

Além disso, segundo a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) em agosto de
2017 o Brasil e a Argentina firmaram acordo para desenvolver politicas publicas capazes
de avaliar os nanoprodutos em ambos os paises, estabelecendo parcerias nas areas de
ciéncia, tecnologia e inovacdo no prazo de cinco anos, através do Centro Brasileiro-
Argentino de Nanotecnologia (CBAN) (BRASIL, 2017).

A toxicologia tem sido definida como o corpo da ciéncia que se dedica a investigar
os efeitos nocivos produzidos através de compostos quimicos aos organismos Vivos
(COSTA, 2018). Em testes toxicoldgicos é fundamental determinar qual o organismo
teste mais se adequa, a fim de identificar a forma em que seus efeitos sdo manifestados.
O microcrustaceo Daphnia magna € sensivel a substancias toxicas e sdo de facil cultivo

em laboratorio, desta forma sdo modelo Uteis nessa area (BOWNIK, 2017).

Conforme Hu et al., (2018) foi partir da nomeacao dada pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos, em 1978 que este organismo comecou a tornar

representativo em testes toxicoldgicos.



Porém de acordo com Bownik (2017) a maior parte das pesquisas toxicoldgicas
utilizam a Daphnia magna apenas para testes de toxicidade aguda em sua concentracao
letal mediana (CL50) e para a concentracdo efetiva média (CE50). Os testes crénicos por
sua vez muitas vezes ndo sao utilizados com frequéncia devido ao maior periodo de
exposicao (21 dias) dos organismos (SAKKA et al., 2016).

Ainda conforme Maselli et al., (2017) apenas estes dois testes citados
anteriormente ndo representam uma avaliacao precisa das substancias toxicas presentes

no meio aquatico. Tem-se a necessidade de buscar estudos de longo prazo e exposicao.

Sendo assim surge um importante teste para avaliar o efeito toxicologico
prolongado das substancias tdxicas, sdo os testes de multigeracdes. Segundo Barata et al.,
(2017) “os efeitos observados dentro de uma geragdo desconsideram potenciais efeitos

prejudiciais que podem aparecer através das geragoes”.

Os testes de multigeracdes sdo testes que demandam maior tempo e muito
trabalho, entretanto, quando confrontados com os testes de toxicidade aguda ou o teste de
toxicidade crénico de uma geracdo, permitem com que se tenha melhores resultados do
risco potencial real do objeto de estudo (MASELLI et al., 2017).

Entretanto os efeitos toxicolégicos do contaminante podem diminuir ou aumentar
entre as geracdes ou até mesmo se manterem inalterados, sendo necessario avaliar
também a fase poOs exposi¢do dos organismos. De acordo com Campos et al., (2016),
grande parte dos procedimentos realizados em testes toxicoldgicos visam exclusivamente
a avaliacdo dos efeitos observados no periodo de apenas uma geracao, menosprezando 0s

efeitos potenciais que podem surgir entre as multigeragoes.

Ainda Marczylo et al. (2016) afirmam que pode ocorrer também com que o efeito
toxicologico se manifeste através das geragdes, ndo sendo perceptivel na primeira geragdo
de exposicdo, além do mais em muitos casos ocorre que as substancias toxicas afetam
tanto os organismos expostos quanto a sua progénie, sendo assim os efeitos podem ser

mais criticos nas subsequentes analises (MARCZYLO et al., 2016).

Além da escassez de informac0es referente aos testes multigeracionais a fase de
pos exposicdo também possui poucos estudos, a comunidade cientifica busca entender

qual o efeito nos organismos apos a exposicao ser removida e se estes efeitos continuam



nas geragcbes futuras, e como esta exposicdo continua podera afetar os organismos
(GONGALVES et al., 2018).

Por conseguinte, a justificativa do presente estudo se fundamenta na crescente
evolucdo na pesquisa das nanoparticulas e principalmente a nanoparticula de prata e as
incertezas de seus efeitos posteriores em organismos aquaticos. Além de contribuir para
elucidar quais os efeitos toxicoldgicos que as suspensdes de AgNP ocasionam para o
microcrustaceo D. magna e também para multiplas gerac@es deste organismo em fase de
exposicdo e de pds exposicdo a suspensdo de AgNP. Além disso, as informacgdes
referentes a testes de multigeracdo e pos exposi¢do sao extremamente escassas N0 meio

cientifico.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese de AgNP foi realizada de acordo com o descrito por Fernandes (2014),
com algumas modificacGes, pois foi considerado o processo de sintese através da reducao
do AgNO:z pelo agente redutor NaBHa. Desta forma inicialmente foi solubilizado 1g de
PVA (1% m/v) em 50mL de 4gua de osmose reversa. A solubiliza¢do ocorreu em agitagédo
média/intensa e a temperatura entre 80 e 90°C durante o periodo de 1 hora. Apds a

solubilizacdo completa, o PVA foi mantido na geladeira, visando seu resfriamento.

Na sequéncia foi diluido 3,15x103g de AgNOs (ImM) em 25mL de agua de
osmose reversa na temperatura de aproximadamente 3°C e 1,4x10%g de NaBH4 (2mM)
em 25mL de &gua de osmose resfriada (£3°C). Posteriormente, o PVA foi colocado em
um erlenmeyer, sob banho de gelo e com agitacdo constante, sequencialmente foi

adicionado o NaBH3 diluido ao erlenmeyer.

O AgNO:s diluido foi colocado em uma bureta sendo gotejado no erlenmeyer a
vazdo constante de aproximadamente 1 gota por segundo. Sucessivamente, foi mantido o
erlenmeyer sob agitacdo por mais 10 min. visando a homogeneizagdo completa da

solucéo.

A (ltima etapa do processo envolveu a vedagao do erlenmeyer com papel aluminio
a fim de conserva-lo em geladeira a 4°C até 0 momento do uso. O processo de sintese foi
efetuado a cada 30 dias, pois com o passar dos dias a suspensdo de AgNP pode aglomerar,

o que influenciaria nos resultados dos testes. Além disso, foi utilizada a suspenséo de



AgNP para testes ap6s decorrido um dia da sintese, devido ao fato de que neste periodo

de tempo ainda poderia ocorrer uma reacao residual de formacéo de AgNP.

Figura 1: Suspensio de AgNP com concentracio de 2 mg. L™ representada pela cor
levemente amarelada, caracteristica da sintese.
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Fonte: A Autora (2020)

2.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por técnicas de microscopia
eletrénica de transmisséo (MET), espectroscopia de absor¢cdo UV-VIS e potencial zeta.
Estas analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Central (LCME) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) por meio da colaboracédo do Laboratério
de Toxicologia Ambiental (LABTOX) também da UFSC.

2.2.1 Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)

Como descrito por Oscar (2015), a AgNP foi colocada em uma pelicula de
carbono sobre uma grade de cobre. A amostra permaneceu conservada a temperatura de
25°C por 24h, sendo que decorrido o tempo foi analisada na MET (JEM-1011 MET-
100KV).

Apbs a andlise na MET, a mesma forneceu uma imagem onde foi possivel

determinar o diametro médio das AgNP, além da sua area superficial.



2.2.2 Espectroscopia de absorcdo UV-VIS
Neste procedimento foi possivel analisar as bandas de absorcdo que representam
as AgNP, ou seja, a absor¢cdo maxima da AgNP e o seu respectivo comprimento de onda,

assim como a distribuicdo do tamanho de particula (SA, 2015).

Conforme S& (2015), foi ajustado o comprimento de onda na faixa de 300 a 600
nm, e a amostra disposta em cubetas de ensaio que foram lidas no espectrofotémetro,
(Spectro 3000W, Marte Cientifica).

2.2.3 Potencial Zeta

Quanto ao potencial Zeta, o mesmo foi utilizado para analisar as cargas
superficiais das NP, relacionando se as mesmas poderiam se ligar com outras substancias.
O equipamento que foi utilizado para realizar essa analise sera o Zetasizer Nano ZS com
angulo de retroespelhamento de 173° e temperatura de 25°C (VARENNE et al., 2018).

2.3 TESTE DE SENSIBILIDADE DO MICROCRUSTACEO Daphnia magna

Os testes de sensibilidade foram realizados para assegurar a qualificacdo dos
neonatos e garantir a validacdo dos testes desta pesquisa . A metodologia dos teste de
utilizando D. magna como organismo-teste foi realizada de acordo com a NBR 12.713
(ABNT, 2016) e consistiu na exposi¢do de neonatos (2 até 26 horas de vida) ao meio
basico (meio 1SO), e com a utilizacdo da substancia de referéncia, o dicromato de potassio
(K2Cr207) 10 mg. L™t por um curto periodo (24 horas).

Desta forma os testes foram realizados mensalmente , durante o periodo de testes

de toxicidade aguda e no inicio do teste de toxicidade cronica.

Apos finalizado o teste, verificou-se quantos organismos estavam imoéveis em
cada béquer e o valor de cada leitura anotado na ficha de controle. Enfim calculou-se o
valor da CEsp24n para verificar sensibilidade através do software Graphpad Prism verséo
6.0.

A norma NBR 12.713/2016 (ABNT, 2016), orienta para a elaboracdo da carta
controle, que apresenta um Limite Central (LC), que é a média do valores obtidos,
considerando dois (02) desvios padrao, Limite Superior (LS), sendo o valor maximo para

a sensibilidade e o Limite Inferior (LI), com valor minimo para a sensibilidade.

A faixa adequada para a sensibilidade dos organismos, conforme a ISO 6341/2012

é entre 0,6 mg. Lra 1,7 mg. L, utilizando como substancia de referéncia, o dicromato



de potassio.

2.4 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

A metodologia do teste de toxicidade aguda utilizando D. magna como
organismo-teste foi realizada de acordo com a NBR 12.713 (ABNT, 2016) e consistiu na
exposicdo de 10 neonatos de forma individual (2 até 26 horas de vida) a uma série de
diluicdes da substancia a ser testada por um curto intervalo de tempo (48 horas)

As concentragOes para realizar os testes preliminares partiram das analises feitas
por Wolf (2018), sendo a faixa determinada: 1ug. L*; 0,5ug. L; 0,25ug. L™; 0,125ug.
Lt 0,062ug. L™ e 0,031ug. L. Para o ensaio definitivo, foi calculado por meio da
Equacdo 1, descrita por Atkins e Jones (2012),0s volumes necessarios para formar cada
uma das concentracdes citadas anteriormente, partindo da solu¢gdo-mae de concentragéo

conhecida.

V. _ Cinat Vinal

inicial — Equacao (1)

Cinicial

Os volumes da suspensdo de AgNP que foram calculados anteriormente foram
dispostos em balGes de 50 mL, onde o volume ndo preenchido com a solugédo foi
preenchido com o meio ISO. Apds a homogeneizagao, cada uma das cinco solucGes foram
divididas em dois béqueres, e adicionou-se 0s nenonatos, assim como na amostra controle

que continha apenas o meio 1SO.

Posteriormente o teste foi coberto e mantido em temperatura de 20£2°C durante
0 periodo de 48 horas, em ambiente com fotoperiodo de 16h de luz difusa. Os organismos
ndo foram alimentados. Apds terminado o teste, foi analisado o nimero de mdveis e
imoveis e registrado em fichas de controle de teste. Para calcular a CEsp 4sh (Concentragdo
Efetiva que causa Imobilidade em 50% dos organismos expostos considerando um

periodo de 48 horas de exposicao), foi utilizado o software Graphpad Prism versao 6.0.

2.5 TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

Para o teste cronico foram utilizadas metodologias descritas nas normativas n°
211/2012 da OECD (OECD, 2012) e ISO 10.706/2000 (1SO, 2000). O teste de toxicidade
cronica teve como objetivo a verificacdo da longevidade, reproducédo e crescimento do
microcrustaceo D. magna. O teste teve duracdo de 21 dias e consistiu na exposicao de 10

neonatos de forma individual a diferentes concentrac@es de nanoparticulas de prata, além



de um controle negativo. Os testes de toxicidade cronica foram realizados em triplicata.

Apos o resultado da concentracao efetiva (concentracdo que causou a imobilidade
em 50% dos organismos expostos) obtida no teste de toxicidade aguda, foi definido as
diluicBes com valores menores que o resultado da concentracdo da CEso 4sn, ViSto que
estas ndo apresentariam efeitos letais, assim as concentragdes foram: 0,025pg. L7;
0,035ug. L%; 0,045ug. L*; 0,055ug. L™; 0,065ug. L™ e 0,075ug. L. O teste conteve no
total sessenta (60) réplicas, sendo dez (10) réplicas para cada concentracdo e dez (10) para
0 controle negativo.

Por meio da Equacéo 1 foram determinados os volumes necessarios da suspensao
de AgNP. Cada volume foi disposto em balGes volumétricos de 250 mL sendo o restante
preenchido com M4, e ap6s divididos em 10 béqueres, nos controles negativos 0s
organismos estavam em contato apenas com o0 meio M4. Posteriormente, adicionou-se
em cada recipiente 1 neonato com idade méaxima de 24h, totalizando 10 organismos por
diluicéo.

Cada teste cronico durou 21 dias, sendo um teste semi-estatico com manutencéo
(higienizacdo dos béqueres de cultivo,troca do meio M4 e alimentacdo dos organismos)
realizada trés (03) vezes por semana. Neste periodo o mesmo foi mantido a luz difusa
(fotoperiodo de 16h diarias) e com temperatura de 20+2°C. Esta metodologia é
diferenciada dos testes agudos, visto que neste é adicionado alimento aos organismos, 10°
céls.ml* por individuo conforme sugere DIN 38412 (DIN, 1989).

Durante a execucdo do teste foram observados os parametros de longevidade,
reproducédo, tempo para a primeira prole e crescimento. A longevidade foi verificada
através do acompanhamento de organismos moveis e retirada de organismos imdéveis do
teste.

A reproducéo foi acompanhada diariamente, sendo que apos o inicio do periodo
reprodutivo os neonatos foram contabilizados e para a primeira e pendltima postura
utilizados para os testes de multiplas geracgdes. O restante das posturas foi contabilidado
e descartado.

Assim como a reproducdo, o tempo para a primeira prole foi acompanhado
diariamente, ap6s os neonatos foram contabilizados e as informacGes anotadas para
posterior analise.

No final do teste cronico, cada organismo foi analisado por meio de uma lupa de
aumento 40x, a fim de medir seu tamanho e verificar alteragcdes morfologicas, apos as D.

Magna adultas foram dispostas no teste de pds exposicdo. Todas as informacdes



necessarias para analise foram anotadas em fichas de controle de teste.

Assim como no teste agudo, o software utilizado para a obtencéo dos resultados
foi o Graphpad Prism versdo 6.0. Por meio do teste ANOVA, empregando o teste de
Dunnett, pode-se comparar os resutados obtidos no controle com as concentracfes
analisadas, possibilitando determinar a diferenca significativa de 95% entre as mesmas.
Além disso foi analisado a menor concentracdo que causa efeitos deletérios
estatiscamente significativos nos organismos (CEQ), e a maior concentracdo do agente

toxico que ndo causa efeito deletério (CENO)

2.6 TESTE DE MULTIPLAS GERACOES

A metodologia utilizada para os testes de mdaltiplas geracdes se baseou em
Gongalves et al., 2018 com pequenas adaptacdes. De acordo com tal metodologia as
concentracOes utilizadas no teste de multiplas geracdes foram as mesmas realizadas no
teste cronico. O teste teve duracdo de 21 dias e foram mantidos expostos a suspensédo de
AgNP, apds foram analisados alguns pardmetros tais como, o crescimento e a
longevidade, o tempo até a primeira prole, 0 nUmero de neonatos, e estes comparados
com os do controle.

Para cada concentragdo foram utilizados 1 neonato (<24h) por replica contendo
25 mL do meio de teste. Foram mantidos os testes nas mesmas condi¢des da cultura/teste
crénico, ou seja, com temperatura ambiente controla de 20° C(+2°C) e fotoperiodo de 16
horas. A cada dois dias foram renovados os meios das amostras e do controle negativo, e
os individuos foram alimentados com uma suspensdo da alga D. subspicatus. A
nomenclatura utilizada inicialmente para o teste parental foi FO, para a primeira geragao
de neonatos nascidos entre o 10° e o 12° dia de teste foi denominada como F1, e os
organismos nascidos no 19° e 20° (quarta postura) como F4.

Apos finalizado o teste, os dados obtidos foram processados estaticamente por
meio do teste ANOVA empregando o teste de Dunnett com o auxilio do software

GraphPad Prisma verséo 6.0.

2.7 TESTE POS EXPOSICAO A SUSPENSAO AgNP

A metodologia de p6s exposicao foi realizada de acordo com Barata et al., (2017)
com algumas modificages. As Daphnias adultas provenientes de testes cronicos e dos

testes de multigeragdo com exposicdo a AgNPs foram expostas ao M4 (meio de cultura)



e realizado o mesmo procedimento de manutengdo e acompanhamento do teste cronico,
ou seja um teste semi-estatico, com trocas do meio/substancia de exposi¢do trés vezes por
semana, fotoperiodo (16/8 — claro/escuro) temperatura controlada (20°C), alimentacéo e
duracdo de 21 dias. O parametro de reproducdo foi avaliado e comparado aos efeitos das

D. magna durante e apds cessar o contato com as AgNPs.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 CARACTERIZAQAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
3.1.1 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Os pontos destacados em coloragéo preta, apresentados na Figura 2, representam
as AgNP. Desta forma, foi possivel definir que as AgNP sintetizadas para o presente
estudo, possuem forma esférica e estdo dispersas no meio. Além disso, 0 tamanho médio
das nanoparticulas individuais foi calculado a partir da medida de 100 (cem)
nanoparticulas aleatoriamente, por meio do Software Imagem J. Desta forma conclui-se

que o diametro que prevalece de particulas é de dimenséao 4,6 nm (Figura 2).

Resultado semelhante aos observados nos estudos de Linet al. (2020),
Kudryashov et al. (2020), Prymak et al. (2018) e Balaz et al. (2017), atestando a
confiabilidade do resultado obtido nesse estudo. Além disso, considerando a disperséo
das nanoparticulas, pode-se indicar que as mesmas nao estdo em estado de aglomeracao,

como também verificado por Majeed et al. (2018).

Figura 2: Imagem de Microscopia Eletronica de Transmisséo obtida para a suspensao
das AgNP.

Fonte: Laboratério de Microscopia Central da UFSC.



3.1.2 Espectroscopia de absor¢do UV-VIS

Através da Figura 3, é possivel visualizar a curva caracteristica de AgNPs no
espectro UV-VIS, no qual relaciona a absorbancia com o comprimento de onda. Desta
forma, pode-se obter o resultado da absorcdo méxima e a distribuicdo do tamanho de
particulas. No presente estudo, a absorbancia maxima transcorreu no comprimento de
onda de 401nm, confirmando o formato esférico caracteristico as AgNP, em
conformidade com Badineni et al. (2020) e Rosa et al. (2017).

Becaro et al. (2015) realizaram a sintese da AgNP por meio da redugédo quimica e
utilizaram o PVA como agente estabilizante, e assim assemelhando, obtiveram a
absorbancia maxima em 400nm. Do mesmo modo, Prymak et al. (2018) obteve uma
absorbancia maxima em 406nm, com as mesmas rotas quimicas e agente estabilizante.
Rosa et al. (2017), também comprovaram os resultados semelhantes aos desta pesquisa,
e obtiveram a absorbancia centrada em 420 nm. Ainda assim, conforme Hegazy et
al. (2018) o formato equivalente a gaussiana do pico, demonstra uma adequada

distribuicdo de tamanho de particula.

Figura 3: Curva da AgNP no espectro no UV-VIS, relagdo da absorbéancia e do

comprimento de onda.
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Fonte: Laboratério de Microscopia Central da UFSC.

3.1.3 Potencial Zeta

Segundo Uskokovic et al. (2011) o Potencial Zeta (PZ) permite determinar a carga
superficial das AgNPs, e pode ser utilizado como indicador da estabilidade das



suspensdes. Desta forma considerou-se trés (03) meios diferentes para analise: AgNP

pura, AgNP diluida em M4, e AgNP diluida em meio I1SO, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das medidas de PZ e pH em trés meios de analise.

AgNP pH PZ + DP (mV)

H20 OR 7.7 -0,95 + 0,08
M4 7.9 -4,80 +0,39
1SO 7.9 -4,39+0,35

Fonte: A Autora (2020)

Além disso, segundo Ahmed et al. (2017), a carga superficial interfere na
toxicidade dos AgNPs e nas suas relagcbes com os organismos. Desta forma, conforme
Bechtold (2011), quando o valor do PZ for menor ou igual a -30mV e maior ou igual a
30mV, as particulas podem ser consideradas estaveis, ndo ocorrendo aglomerac@es das
AgNP. Ainda assim, quando o valor do PZ estd proximo de Omv, a velocidade de
aglomeracéo aumenta (BECHTOLD, 2011).

Desta forma, analisando a Tabela 1, pode-se perceber que todas as analises
encontram-se fora da faixa apresentada por Bechtold (2011), compreendendo assim que
as particulas possuem certo grau de instabilidade. Em razdo disso, as maiores
aglomeracGes ocorreram na AgNP pura, as demais condigdes, distaram
significativamente do ponto isoelétrico (ponto menos estavel), estando mais estavel

quando diluida no meio ISO ou M4.

Assim sendo, os resultados obtidos nesta pesquisa em relacdo a NP pura sdo
semelhantes aos resultados apresentados por Becaro et al. (2015), sendo assim, mesmo
que o valor do potencial Zeta esteja discrepante com a literatura, a estabilizacdo esférica
da suspensdo da AgNP pode ser considerada pela presenca do PVA, justificando o valor

reduzido da carga superficial, através do potencial de estabilizacdo da mesma.

Ainda assim, de acordo com Zawrah et al. 2016 a analise do pH torna-se essencial
na avaliacdo do PZ, sendo que as NP estaveis, encontram-se afastadas do ponto
isoelétrico, visto que neste ponto a atracao entre as particulas € maximizada. Desta forma
ao mudar alterando o pH ocorrera a mudanga da carga superficial na superficie das
nanoparticulas e as mesmas exercerdo uma forca repulsiva entre elas (KHAIRUL et al.,
2016).



3.2 TESTES DE SENSIBILIDADE COM Daphnia magna

Na Figura 4, estdo apresentados os resultados dos testes de sensibilidade
realizados durante o periodo de execucdo dos testes de toxicidade aguda, e inicialmente
ao teste cronico. Neste periodo a sensibilidade variou de 0,50 mg. L™ a 1,00 mg. L?,
sendo assim ndo foram utilizados os neonatos do periodo de teste que apresentaram
valores fora da faixa recomendada pela 1ISO 6341/2012 (1SO, 2012).

Figura 4. Carta-controle da sensibilidade do organismo teste Daphnia magna

considerando como substancia de referéncia o dicromato de potassio 10 mg. L.
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Fonte: A Autora (2020)

Desta forma, como apresentado na Figura 4, os resultados obtidos estdo
representados pelos tridngulos em preto, o Limite Central (LC), que reproduz a média dos
resultados, o Limite Inferior (LI) calculado por meio da média menos dois desvios padrao

e o Limite Superior (LS) calculado somando-se a média com dois desvios padréo.

Sendo assim, obteve-se uma CEs 54, Média de 0,66 mg. L™ e o desvio padréo foi
aproximadamente 0,17 mg. L™, estando na faixa ideal para a realizacdo dos testes,
estabelecida pela norma 1SO 6341/2012 (ISO, 2012).

3.3 TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM Daphnia magna

Para a obtencdo da CEsosh foram realizados sete (07) testes de toxicidade aguda
com D. magna, sendo assim, na Tabela 2 estdo apresentados os respectivos resultados,
conjuntamente com o intervalo de confianca (IC) de 95%. A analise estatistica foi
realizada no programa GraphPad Prism vers&o 6.0.



Tabela 2: Parametros registrados de pH e OD e valores de CEsosn (1g-L™) calculados

com base nos resultados dos testes de toxicidade com Daphnia magna, para IC de 95%.

Oxigénio CEs0,48n

Teste pH Dissolvido (Mg-LY) IC (95%)
(mg. LY
1 11,50 7,15 0,13 0,10+0,16
2 6,80 6,50 0,19 0,15+ 0,23
3 8,12 7,90 0,13 0,10+0,16
4 7,37 7,45 0,08 0,06 £ 0,10
5 6,97 7,60 0,19 0,17 +£0,16
6 7,36 7,89 0,11 0,07x1,17
7 8,16 6,67 0,08 0,07 £ 0,09

MEDIA 0,13 0,11+ 0,17

Fonte: A Autora (2020)

Analisando a Tabela 2, pode-se perceber que a os valores apresentaram resultados
variados entre 0,08 pg-L™* (testes 4 e 7) e 0,19 pg-L* (testes 2 e 6) com uma média global
da CEsoshde 0,13 pg-L™.

Pode-se afirmar que a variacdo da CEso 4sh esta relacionada com o comportamento
instavel da AgNP em testes e condicdes de exposi¢cdo. Dessa forma a alteragdo do pH
(YIN et al., 2014) e a estabilidade da forga idnica influenciam diretamente na rota e na
toxicidade das AgNPs (AKAIGHE et al. 2012). Além disso segundo Yue et al. (2015)
quando ocorre agregacdo de AgNP e aumenta a liberacdo de ions de prata,

consequentemente aumenta a forga idnica, e desta forma causando maior toxicidade.

Ainda assim, segundo Duran et al. (2018) devido a instabilidade das AgNP, ha
possibilidade de ocorrer oxidagdo para formacdo de Ag™, quando expostas a agua e ao
oxigénio. Além disso a area superficial influencia diretamente na toxicidade das NPs de
Ag, visto que uma maior area consequentemente podera proporcionar maior liberacéo de

fons Ag".

3.4 TESTES DE TOXICIDADE CRONICA COM Daphnia magna

3.4.2 Teste de toxicidade cronica geracao parental FO
Os resultados para longevidade, fecundidade, inicio da primeira postura, numero
médio de posturas e crescimento obtidos nos testes estdo apresentados na Tabela 3, e

foram comparados com o controle negativo por meio da ANOVA empregando o teste de


https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0025

Dunnett, com efeitos significativos de 95% (p<0,05), 99%(p<0,01) e 99,9% (p<0,001).
Desta forma, pode-se determinar a CEO e a CENO.



Tabela 3: Resultados para o teste de toxicidade cronica da geracdo parental FO com a suspensdo de AgNP utilizando como organismo teste o

microcrustaceo Daphnia magna.

Inicio da Numero Crescimento
FO Concentragdo  Longevidade n Fecundidade n primeira n médiode n (mm) n
(ng/L) (%) postura posturas
(dias)

Controle negativo 100 30 9,80 £ 4,95 30 1283+199 30 2,40£1,07 30 2,76 £0,14 30
0,025 83,33 30 8,65 +2,13 26 1219+200 26 2,77£0,65 26 2,71 £ 0,09 24
AaNP 0,035 83,33 30 9,22+2,31 27  12,19+141 27 2,67x048 27 2,70 0,11 26
9 0,045 83,33 30 9,36 + 3,53 22 12;77+£2,04 22 2,73x0,76 22 2,70 £0,12 22
0,055 60,00** 30 11,56 £ 3,15*** 18 1239+2,06 18 2,89+0,90 18 2,81+0,11 18
0,065 56,67*** 30 12,44 + 3,19*** 18 1247+2,76 19 3,00£0,84 18 2,83+0,12 15

CEO 0,055 0,055 SE SE SE

CENO 0,045 0,045 SE SE SE

Obs.: os asteriscos correspondem ao grau de significancia, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
Legenda: n: numero de organismos representantes da amostra, SE: Sem Efeito e ND: N&o Determinado
Fonte: A Autora (2020).




A partir dos resultados obtidos e dispostos na Tabela 3, analisou-se que o teste FO
apresentou efeitos estaticamente relevantes para o parametro longevidade e fecundidade.
Em relacdo ao parametro longevidade, ao fim de 21 dias (periodo de teste) percebeu-se
nas maiores concentracdes a reducdo do nimero de organismos expostos a suspensédo de
AgNP quando comparado com o controle negativo (CN), como € possivel observar na
Figura 4a. Sendo assim, a CEO para a longevidade é de 0,055 pg. L™*a CENO 0,045 pg.
Lt

Distinto a longevidade, no pardametro fecundidade o numero médio de
filhotes/postura aumentou gradativamente conforme o aumento da concentracdo, ao
comparar com o controle negativo, conforme Figura 4b. Desta forma a CEO para a
fecundidade € de 0,055 pg. Lt e a CENO 0,045 pg. L

Figura 4: Efeito crénico na geracdo FO para o parametro longevidade (a) e fecundidade
(b), ap6s contato com a suspensdo de AgNP e utilizando o organismo teste o

microcrustaceo Daphnia magna
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Obs: os asteriscos correspondem ao grau de significancia, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
Fonte: A Autora (2020)

Sakka et al. (2016), realizaram testes cronicos de duas nanoparticulas de prata com
estabilizacdes diferentes, com tamanho de 143 nm e 96 nm, respectivamente, utilizando
também o organismo teste D. magna. Os resultados obtidos por Sakka et al. (2016)
indicaram que a mortalidade dos organismos aumentou nas concentragcdes mais elevadas

(19,2 e 38,5 pg. L™) de AgNP, o que corrobora os resultados do presente estudo.



Da mesma forma, Mackevica et al. (2015) apresentaram resultados acerca da taxa
de sobrevivéncia da D. magna, sendo que a mortalidade aumentou 60% na concentracdo
mais alta de 1,6 ug. L* de AgNP, assim como o observado neste estudo, através da

avaliacdo percentual no parametro longevidade.

Ainda assim Hu et al. (2018) estudaram a faixa de exposicéo de 0,1-3,2 e 10-320
ng. AgNP L e também encontraram alteragGes na taxa de sobrevivéncia, onde o niimero
de organismos diminuiu com o aumento da concentracdo de exposic¢do, sendo a taxa de

sobrevivéncia de 45% na concentragdo mais alta.

Segundo Rossetto et al. (2014), o aumento da fecundidade nas concentra¢des mais
altas em comparacao ao controle negativo, pode ser justificado pela exposi¢do as AgNP,
na qual causam uma situacdo adversa ou estressante aos organismos. Nessas
circunstancias de desequilibrio os organismos se reproduzem em maiores quantidades
para continuidade de sua espécie, sendo assim, essa alteracdo é uma resposta frente a uma

perturbacéo.

Ainda assim, como identificado neste estudo, Sorensen et al. (2016) verificaram
que apds a exposicdo dos individuos para a faixa de tratamento de 10, 50 e 200 pg. L™ de
AgNP obteve-se dados em que o numero de neonatos aumentou estatisticamente
insuficiente com a concentracdo de AgNP. Esse resultado também foi relatado por

Mackevica et al. (2015), para 0 mesmo tipo de AgNP a 10 ug Ag L™,

Entretanto, Sakka et al. (2016), investigaram a exposicdo dos individuos na faixa
de tratamento de 5, 10, 15, 30 e 60 pug. L ' de AgNP e perceberam que nas maiores
concentragdes (19,2 e 38,5 ng. L 1 para AgNP estabilizadas com citrato e 27,5 pug. L *
estabilizadas com detergente), o numero de neonatos diminuiu abaixo dos niveis do
controle negativo, contrariando os dados estudados na pesquisa, visto o aumento da
reproducdo em 0,055 pg. L ' e 0,065 pg. L 1. Apesar disso, como também pdde ser
verificado neste estudo, Sakka et al. (2016), perceberam que o nimero de posturas e a
data de inicio da reproducdo ndo foram estatisticamente significativos em comparacgéo ao

controle negativo.

Assim como nesta pesquisa, Sakka et al. (2016) e Sorensen et al. (2016) néo
encontraram efeitos significativos no comprimento do corpo, nao existindo diferencas
entre o controle e todas as concentracdes testadas de AgNP. Entretanto, Hu et al. (2018),

encontraram efeitos no comprimento da D. magna nas maiores concentracdes testadas.



Além dos efeitos apresentados anteriormente, no final do periodo de teste

verificou-se alteracdes morfoldgicas nos organismos, como mostrado na Figura 5.

Figura 5: Alterac6es morfologicas visualizadas na D. magna ap0s o periodo de teste
crénico da geracdo parental FO. a) organismo do controle negativo; b) e ¢) organismos da
concentragéo 0,055 pg. L, d) organismo da concentragdo 0,065 pg. L™

a)

,.-nrii_k

Fonte: A Autora (2020)

A partir das imagens apresentadas na Figura 5, pode-se perceber alteragdes na
morfologia dos organismos em razdo da exposi¢cdo a AgNP. Ao comparar 0 organismo
do controle negativo (Figura 5a) com os demais organismos, nota-se reducao do espinho
apical, assinalados com um circulo (Figura 5b e 5c¢). Além disso foram visualizados
organismos com manchas escuras na bolsa incubadora (Figura 5a, 5b e 5¢) ou em outra

parte do corpo, podendo ser indicativo de acimulo de AgNP.

Ainda assim, essa alteragdo morfologica também foi percebida por Becaro et
al. (2015), onde tanto em individuos jovens como adultos verificou-se aglomeragdes de
AgNP em partes do corpo no periodo de teste.

Avaliando os organismos de cada concentracdo testadas, pdde-se verificar as
alteragdes indicadas superior a 35% dos organismos. Sendo assim, constata-se que as



alteracdes morfologicas provenientes da exposicdo a AgNP podem ser consideradas

graves.

Foi verificado durante o decorrer do teste o surgimento de ovos de resisténcia
(anomalia oriunda de condi¢bes desfavoraveis como falta de alimento, temperatura, e
agentes toxicos, sendo assim fémeas diploides produzem assexuadamente fémeas e
machos dipléides que sexuadamente produzem ovos de resisténcias, os efipios) na
concentracdo 0,065 pg. L, no qual surgiram em decorréncia de condigGes adversas em

gue 0 organismo estava exposto.
3.4.3 Teste de toxicidade cronica pos exposicio (FOPE)

Os organismos dos testes de toxicidade cronicos pds exposi¢do, sdo provenientes
da geracdo parental FO, onde apos a finalizacdo do teste crbnico, 0s organismos
sobreviventes foram dispostos em meio M4 permanecendo durante o periodo de 21 dias,

realizando a manutencdo trés (03) vezes na semana.

Foram comparados o0 CN com a geracéo FO e a FOPE nos parametros longevidade,
fecundidade, nimero médio de posturas e crescimento, apresentados na Tabela 4. A
analise estatistica ocorreu por meio da ANOVA e o teste de Dunnett com efeitos
significativos de 95% (p<0,05), 99%(p<0,01) e 99,9% (p<0,001). Desta forma, pode-se
determinar a CEO e a CENO.



Tabela 4: Resultados do teste de toxicidade do cronico pds exposicdo (FOPE) para a geragdo parental (FO) mantido em meio M4 pelo periodo

de 21 dias, utilizando o organismo teste 0 microcrustdceo Daphnia magna.

NUmero
FOe FO®  Concentracdo Longevidade n Longevidade n Fecundidade n Fecundidade n médio de n NuUmero n Crescimento n Crescimento n
¢
(ug/L) FOPE (%) FO (%) FOPE FO posturas médio de FOPE FO
FOPE posturas (mm) (mm)
FO
Controle 83,33 30 100 30 8,04 £ 3,49 25 9,80 +4,95 30 2,79 £1,23 28 2,40+1,07 30 2,89 +£0,07 25 2,76 £0,14 30
negativo
0,025 46,67* 30 83,33 30 8,00 £ 3,01 14 8,65+2,13 24 3,00 1,45 21 2,77+0,65 26 2,85+0,10 14 2,71 +0,09 24
AgNP 0,035 46,67* 30 83,33 30 8,86 £ 3,25 14 9,22+231 25 2,91 +1,44 23 2,67+0,48 27 2,89 0,12 14 2,70 £0,11 26
0,045 70,00 30 83,33 30 10,44 + 4,37 18 9,36 + 3,53 21 3,60+1,35 20 2,730,76 22 2,85 0,17 20 2,730,12 22
0,055 53,33 30 60,00%* 30 1287+4,66*** 15  1156+315*** 17  4,00%1,37* 17 2,89+0,90 18 287+013 15  2,81+0,11 18
0,065 53,33 30 56,67*** 30 11,50 + 2,90% 14 12,44 +31,89%** 17 3,37 £1,41 16 3,000,84 18 2,83 0,10 14 283+0,12 15
CEO 0,025 0,055 0,055 0,055 0,055 SE SE SE
CENO 0,045 0,045 0,045 0,045 0,045 SE SE SE

Obs.: os asteriscos correspondem ao grau de significancia, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
Legenda: n: nimero de organismos representantes da amostra, SE: Sem Efeito e ND: N&o Determinado.

Fonte: A Autora (2020)



A partir dos resultados expostos na Tabela 4 percebeu-se que para esta condicdo
de pos exposicio (FOE) houveram efeitos significativos para os pardmetros longevidade,
fecundidade e no nUmero médio de posturas. Em relacdo a longevidade pode-se perceber
reducdo no numero de organismos no final do periodo de 21 dias em relacdo ao CN, nas
concentragdes 0,025 pg.L™! e 0,035 ug.L™! como é possivel verificar na Figura 5a,
entretanto nas maiores concentragdes pode-se perceber reducao de praticamente 50% dos
organismos. Sendo assim obteve-se como CEO 0,025 ug.L™! , e os efeitos ndo foram

observados, a partir da concentragdo, 0,045 pg. L™, desta forma definida como a CENO.

Ainda assim, divergente dos resultados da geracéo FO, onde os organismos foram
afetados significativamente nas maiores concentragdes, em FOPE houveram reducdes nas
menores concentragdes, porém, essa dissemelhanca € minimizada quando analisado o
tempo de vida dos organismos. As D. magnas completaram 42 dias de vida, desta forma
ocorreu a mortalidade natural das mesmas, assim como também pdde ser verificado no
controle negativo. Desta maneira como afirma EPA (2002), o ciclo de vida médio da D.
magna ¢é de 40 dias em condi¢Oes de temperatura na faixa de 25°C e de 56 dias para

temperatura de 20°C.

Ja em relacédo a fecundidade, foram observados efeitos a partir da concentragdo
de 0,055 pg.L™1, sendo assim foi definida como CEO para a fecundidade. Abaixo desta
concentracdo, ndo foram observados efeitos, logo a CENO é 0,045 pg. L™, conforme
Figura 5b. Além disso ao comparar a geragdo FO com FOPE pode-se perceber o aumento
gradativo no namero de filhotes na geracdo pos exposicdo, em relacdo ao CN. Esse
resultado revela que os organismos em ambiente ndo toxico, conseguiram retomar o
numero de filhotes, podendo entender esse aumento como um efeito de recuperagdo dos
organismos. Nas concentracbes mais baixas onde o0s organismos ndo foram
significativamente afetados na pos exposicdo ndo obteve-se efeitos estatisticamente
relevantes, em razdo dos mesmos conseguirem se manter nas condicdes de contato com

baixas concentracOes de NP.

Quanto ao nimero médio de posturas, analogo aos dados obtidos da fecundidade
em FO, os organismos tiveram resultado superior em relagdo a prole, quando comparado
com o CN, compreendendo assim que as menores concentra¢des ndo séo tao prejudiciais
ao longo do tempo. Ainda assim pode-se perceber que na geracdo FO o niUmero médio de

posturas aumentou ligeiramente, porém sem efeito significativo, mas ao analisar a FOPE,



em todas as concentracdes houve o aumento da prole, entendendo assim como um efeito

positivo em relacdo a recuperacao dos organismos.

O parametro crescimento aumentou ligeiramente em FOE ao comparar com FO,
ambos sem efeitos significativos, entretanto esse resultado é favoravel para a recuperacao

dos organismos ao longo do tempo.

Figura 5: Resultado grafico do teste cronico pés exposicdo (FOPE) em meio M4, com o
organismo teste 0 microcrustaceo Daphnia magna para a) Longevidade e b) Fecundidade.
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Obs: os asteriscos correspondem ao grau de significancia, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Fonte: A Autora (2020)

3.4.3 Teste de toxicidade crénica para multiplas geracdes, geracdo F1 e F4 do

microcrustaceo Daphnia magna

Na Tabela 5 e 6 estdo apresentados os resultados referentes ao teste de maltiplas
geracOes, realizado com a primeira geragdo (F1) e a penultima geracdo (F4) de neonatos
da geracdo parental (FO) do microcrustaceo D. magna. A fim de avaliar os parametros de

longevidade, fecundidade, nimero total de posturas, primeira prole e crescimento.



Tabela 5: Resultado do teste de multigeracdo com suspensdo da AgNP, ap6s 21 dias de exposi¢do, utilizando o organismo teste o microcrustaceo Daphnia magna

Longevidade (%0) Crescimento (mm)

png. L1 FO n F1 n F4 n FO n F1 n F4 n
CN 100 30 96,67 30 9333 30 2,76+0,14 30 2,71+0,18 29 2,77 £0,23 28

0,025 83,33 30 86,67 30 8000 30 2,71+009 24 2,74+0,09 25 2,74+0,14 24
0,035 83,33 30 7333 30 90,00 30 2,70+0,11 26 2,75+0,13 22 2,73+0,10 27
0,045 83,33 30 80,00 30 90,00 30 2,73+0,12 22 2,72+0,16 22 2,76 £0,09 26
0,065 60,00 30 7333 30 8667 30 281+011 18 2,76+0,09 22 2,82+0,09 26
0,065 56,67*** 30 9333 30 80,00 30 283+012 15 2,77+0,15 28 2,81+0,10 24

* = diferente significativamente em relagdo ao controle
Fonte: A Autora (2020)

Tabela 6: Resultado do teste de toxicidade crénica de multigeracdo com suspensdo da AgNP, apds 21 dias de exposigdo, utilizando o organismo teste o
microcrustaceo Daphnia magna

Inicio da primeira Postura

Fecundidade NuUmero total de posturas (dias)
ug. L1 FO n F1 n F4 n FO n F1L n F4 n FO n F1 n F4 n
CN 9,80 £ 4,95 30 7,72+214 29 5,57 2,59 28 72 30 66 29 64 27  12,83+1,99 30 1348095 29  13,00+1,30 26

0,025 8,65£213 26 1058 +357** 26 7,58 +4,44** 20 72 26 79 28 53 20 12,19+ 2,00 26 12,32#1,52 28 12,20+1,82 20

0,035 9,22+231 27 8,27 £3,10 22 8,14 +3,65* 26 72 27 61 23 73 28 12,19+1,41 27 13,68+2,23 22 12,57+2,36 28

0,045 9,36 £3,53 22 8,67 4,10 24 10,1943,48*>** 26 60 22 57 25 78 29 12,77+ 2,04 22 1452+2,79 25 11,36+0,91** 28

0,055 11,56+315** 18 9,09 +3,78 22 7,89 £5,34** 24 52 18 56 24 65 26 12,39 +2,06 18 13,67£2,26 24  11,00£2,27*** 25

0,065 12,44+31,89*** 18 9,50 +3,45 28 8874850 15 54 18 78 29 50* 15 12,47 +2,76 19 13,70£2,77 29 11,93+2,06 14

* = diferente significativamente em relagdo ao controle

Fonte: A Autora (2020)



A partir dos resultados apresentados na Tabela 5, pode-se perceber que somente
na geracdo parental FO houve efeitos significativos no parametro longevidade, sendo que
nas concentragdes 0,055 pg. LT e 0,065 pg. L™ ocorreram as maiores taxas de
mortalidade. Ainda assim é possivel verificar que os neonatos da geragdo F1 e F4
tornaram-se mais resistentes ao agente toxico do que a geracdo FO, em decorréncia a

estarem um maior tempo expostos.

Em relacdo ao crescimento ndo foram apresentados efeitos significativos em
nenhuma prole, entretanto verificou-se 0 aumento no comprimento da D. magna em todas
as geragoes (FO, F1 e F4) nas concentragdes mais altas, quando comparado ao controle
negativo. Ainda Hartmann et al. (2019) estudaram os efeitos nos organismos na faixa de
concentracdo de (1,25; 2,5; 5,0 e 10) pg. L e obtiveram efeitos estatisticamente
significativos no comprimento do corpo apenas na concentracdo mais alta, resultando no
comprimento corporal maior em comparacdo ao CN, nas demais concentracGes 0s

resultados nédo deferiram entre o controle e as concentragdes testadas.

Na Tabela 6, estdo apresentados os resultados referentes a fecundidade, nimero
total de posturas e inicio da primeira postura. Pode-se perceber que em relacdo a
fecundidade todas as geragdes com exce¢do da concentracdo 0,025 pg. L™ em FO, se
reproduziram em maior quantidade do que o controle negativo. Na geracdo F1, foram
verificados efeitos significativos na primeira concentracdo de teste, ja em F4 os efeitos
foram percebidos em todas as concentragOes, sendo assim pode-se perceber que 0S
organismos até mesmo nas menores concentraces sofreram efeitos estressores,

ocasionando no aumento da reproducdo, a fim de perpetuar a espécie.

Porém Hartmann et al. (2019) ao analisar o efeito multigeracional de varias
geracdes verificou que o nimero médio de filhotes nas maiores concentragdes foi inferior
em comparacdo com o controle negativo, contrariando os dados desta pesquisa. Ainda
percebeu que na geragdo F1 na concentracdo mais baixa e nas duas mais altas ocorreram
as menores taxas de reproducdo, dados contrarios ao estudo. Ainda Volker et al. (2013)
estudaram os efeitos multigeracionais de cinco gerac6es de D. magna da na faixa 2,5, 5 e
10 pg AgNP L e perceberam que em todas as concentragdes testadas houveram

reducbes do nimero de neonatos, quando comparado ao CN.

Em relacdo ao nimero total de posturas, foram observados efeitos significativos

em F4 na concentragdo 0,065 pg. L7, esse resultado confere com a Tabela 7, onde



apresenta o numero de organismos que ndo se reproduziram por concentracdo. E as
Figuras 6a e 6b onde verificou-se a presenca de machos oriundos da reproducdo da

geracdo parental, diminuindo o nimero total de posturas.

Tabela 6: Nimero de organismos que ndo se reproduziram nas geracdes F1 e F4.

AgNP (ug. L) F1 F4
0,025 - 4
0,035 - 1
0,045 - -
0,055 - 4
0,065 - 9

Controle Negativo
Fonte: A Autora (2020)

Figura 6: Machos visualizados na finalizacdo do teste de toxicidade crbnica de
multigeragdo com suspensdo de AgNP. a) e b) organismos da concentracéo 0,065 pg.L™

que ndo se reproduziram.

ra)

Fonte: A Autora (2020)

O inicio da primeira postura foi reduzido na geragdo FO ao comparar com o
controle negativo. Enquanto na geragdo F1 a prole aumentou a partir da concentracéo
0,035ug. L comparando com o CN. Ja na geracio F4 todas as concentracoes
apresentaram reducdo no inicio da primeira postura, quando analisado com o controle
negativo, ainda foram percebidos efeitos significativos na concentragéo 0,045 pg. Lt e
0,055 ug. L™

Hartmann et al. (2019) estudaram os principais pardmetros do ciclo de vida da D.

magna (reproducdo, mortalidade, tempo até a primeira prole e comprimento do corpo)



durante seis geracoes, e perceberam que somente na segunda e terceira geracdo o tempo

para a primeira prole foi significativamente afetado.

Os resultados apresentados refletem em efeitos multigeracionais, visto que os
neonatos provenientes da geracdo parental, apds caracterizados como geracdo F1 e F4,

apresentaram consequéncias em seu ciclo de vida.

3.4.4 Teste pos exposicdo da multigeracéo, geracdo F17E e F4”E - Descendentes da
geracéo FO.
Os resultados do teste pds exposicdo da multigeraco, geragio F1™E e F4PE —

Descendentes da geracdo FO estdo apresentados na Tabela 7 e Tabela 8.



Tabela 7: Resultado do pardmetro longevidade e crescimento apds 21 dias de teste de pds exposicdo dos testes de toxicidade cronica de multigeragdo, disposta em meio
M4, utilizando o organismo teste o microcrustaceo Daphnia magna.

Longevidade (%) Crescimento (mm)

pg. L1 F1 n F4 n F1PE n F4PE n F1 n F4 n F1PE n F4PE n

CN 96,67 30 93,33 30 93,33 30 8333 30 271018 29 277023 28 288+008 28 2,91 40,08 27
0,025 86,67 30 80,00 30 60,00 30 53,33* 30 2,740,090 25 2,74%0,14 24 289009 18 2,87 0,20 14
0,035 7333 30 90,00 30 70,00 30 8333 30 275013 22 273010 27 290009 21 2,96 0,08 25
0,045 80,00 30 90,00 30 70,00 30 8000 30 272016 22 276009 26 289009 32 2,91 40,08 24
0,055 7333 30 86,67 30 5333 30 7000 30 276%0,00 22 2821009 26 287006 18 2,86 0,08 17
0,065 9333 30 80,00 30 5333 30 7667 30 277+015 28 281010 24 289007 22 2,95 0,07 14

* = diferente significativamente em relacdo ao controle

Fonte: A Autora (2020)

Tabela 8: Resultado do parametro fecundidade, numero total de posturas e inicio da primeira postura apés 21 dias de teste de pos exposic¢do dos testes de toxicidade
crénica da multigeracéo, disposta em meio M4, utilizando o organismo teste o microcrustaceo Daphnia magna.

Fecundidade Ntmero médio de posturas
pg. Lt F1 n F4 n F1PE n F4PE n F1 n F4 N F1PE n F4PE n
CN 772214 29 5574259 28 1048532 20 1296£7,36 25 228:059 29  2,37¢056 27 341£1,00 20  354t162 28

0,025 10,58 +3,57** 26 7,58 +4,44** 20 11,04+4,86 23 8,95+6,27 21 2,82+0,90 28 2,65+0,74 20 3,74+1,14 23 3,06+1,43 18

0,035 8,27 +£3,10 22 8,14 £3,65* 26 11,29+486 21  11,38+#595 26 2,65+0,88 23 2,61+0,92 28 3,82+0,96 22 3,63+1,28 27

0,045 8,67 +4,10 24 10,19+3,48**** 26  11,75+#5,06 24 8,50+2,87 24 2,28+0,89 25 2,69+0,97 29 4,46£121* 24 3,31+1,05 26

0,055 9,09 £3,78 22 7,89 £5,34** 24 10,96+6,84 23 9,15+5,13 26 2,33+0,87 24 2,50+0,81 26 3,48+1,44 23 3,36+0,73 22

0,065 9,50 + 3,45 28 8,87 +850**** 15  11,82+6,17 28 9,35+8,50 23 2,69+1,04 29 3,33+0,82** 15 3,75+1,46 28 4,43+1,16 14

* = diferente significativamente em relacdo ao controle

Fonte: A Autora (2020)



Através da Tabela 7, pode-se verificar que no parametro longevidade foram
identificados efeitos significativos em F1°E e F4PE. Na pds exposicdo da primeira
geracéo (F17F)todas as concentracdes reduziram o ndmero de individuos de D. magna
adultas, percebe-se ainda que os organismos sofreram efeitos toxicos na menor
concentracdo e também nas duas concentracdes mais altas, entende-se que 0S
organismos possuem maior sensibilidade ao agente toxico desde pequenas doses.
Ainda ao verificar as geragdes F1 e F4 percebe-se que a taxa de sobrevivéncia é maior
do que as geragdes pos exposicao, justifica-se pelo qual os organismos estavam em
meio de teste a mais de 40 dias, observado a média do ciclo de vida da D.magna de
56 dias, com temperatura controlada de 20°C (RAND, 1995).

O crescimento em ambas analises nao resultaram em efeitos significativos,
porém, na maior concentragéo 0,065 pg. L os organismos possuiam o comprimento
do corpo maior, comparado ao CN, desta forma compreende-se que apds o término
da exposicdo a AgNP as D. magnas conseguiram reagir e aumentar o seu tamanho.

No parametro crescimento ndo foram obtidos efeitos significativos para
nenhuma concentracdo de pds exposicdo, entretanto, em quase todas as
concentracOes, inclusive no controle negativo 0s organismos aumentaram a
reproducdo quando comparado com F1 e F4, comprovando que a finalizacdo da
exposicdo da AgNP interfere na capacidade de multiplicacdo da espécie.

Em relacdo ao numero médio de posturas, pode-se perceber que em F1 ndo
foram observados efeitos significativos, enquanto na pos exposicdo (F17F) na
concentracdo 0,045 pg. L os organismos se reproduziram mais vezes, ainda assim
todas as concentracdes tiveram efeito positivo comparando conjuntamente com o
controle negativo. O mesmo ocorreu em F4, onde todas as concentragdes tiveram o
aumento de proles, comparando com o CN, entretanto efeitos significativos foram
observados somente na maior concentragdo, porém em F4PE ocorreu discrepancias
nos resultados, em algumas concentracdes os organismos desenvolveram mais
posturas, e outras o valor ficou abaixo do controle negativo. Ainda assim, ao comparar
a geracdo F1 e F4 e a p6s exposicdo com a geracdo parental (Tabela 3), pode-se
perceber que FO ndo apresentou resultados significativos para nenhuma concentragao
no namero médio de posturas. Apesar disso, segundo Kim et al. (2013) e Arndt et al.
(2014) em muitas pesquisas os efeitos toxicos nos organismos sdo verificados em
geracdes poOs exposicdo, apesar de ndo apresentar nenhuma toxicidade na geracao
parental.



4 CONCLUSOES

O presente estudo confirma claramente que o cenario de exposi¢ao, pds exposicdo
e multiplas geracOes é de grande importancia para avaliar a toxicidade de nanoparticulas

de prata para organismos aquaticos, desta forma é possivel concluir que:

o As AgNP sintetizadas nesta pesquisa, possuem forma esférica (caracteristico da
NP) e didmetro de 4,6 nm ndo estando em estado de aglomeracdo e estando estavel
quando diluida no meio ISO ou M4.

o Nos testes de toxicidade aguda a média global da CEso 4sh foi de 0,13 pg-L™.

o Na geragéo parental (FO) no teste de toxicidade cronica nas maiores concentracfes
verificou-se a redugdo do numero de organismos sobreviventes, j& a fecundidade
aumentou gradativamente conforme o aumento da concentracao.

o Na pos exposicdo (FO™E) da geracdo parental os efeitos foram significativos na
longevidade nas menores concentragcdes, porém houve reducdo de 50% dos organismos
nas concentracdes mais altas, justifica-se pelo tempo de vida da D. magna, visto que ja
estavam a mais de 40 dias em teste.

o Ainda na fecundidade em FOE os organismos conseguiram retomar o nimero de
filhotes ao comparar com o controle negativo, entendendo assim como um efeito de
recuperacdo dos organismos, ja nas menores concentracdes ndo foram identificados
efeitos perceptiveis considerando que nestas condigdes 0S mesmos conseguiram se
manter, resultado positivo em relacdo a recuperacdo dos organismos. Assim como 0
namero medio de posturas foi superior em relagdo a prole, compreendendo assim que as
menores concentragdes ndo sdo tdo prejudiciais ao longo do tempo.

o No teste de toxicidade cronica para multiplas gera¢des, ndo foram identificados
efeitos perceptiveis na longevidade em nenhuma geracdo (F1 e F4), diferentemente da
geracdo parental, entretanto 0s organismos tornaram-se mais resistentes ao agente toxico
do que a geracao FO, em decorréncia do maior tempo em exposicdo. Ainda a fecundidade
aumentou em praticamente todas as geracoes, desta forma, pode-se dizer que o0s
organismos até mesmo nas menores concentragdes sofreram efeitos estressores,
ocasionando no aumento da reproducdo, a fim de perpetuar a espécie.

o Ja em relacdo ao numero total de posturas, foram observados efeitos significativos
na geracdo F4 na maior concentracdo, devido a presenca de machos oriundos da

reproducdo da geracdo parental. Pode-se afirmar que os resultados obtidos refletem em



efeitos multigeracionais, visto que 0s neonatos apresentaram consequéncias em seu ciclo
de vida.

o Nos testes de pds exposicdo da multigeracdo 0s organismos apresentaram
sensibilidade ao agente toxico desde pequenas doses além da reducdo da taxa de
sobrevivéncia pelo ciclo de vida natural da D. magna. Também foram percebidos efeitos
no nimero médio de posturas na geracdo F1°E onde os organismos se reproduziram mais
vezes em todas as concentragbes em comparagio com o CN, porém em F4"E ocorreu
discrepancias nos resultados, entretanto em muitas pesquisas os efeitos toxicos nos
organismos sdo verificados em geracdes pOs exposicdo, apesar de ndo apresentar
nenhuma toxicidade na geragéo parental.

o N&o foram identificados efeitos significativos em relagdo ao crescimento em
nenhum dos testes realizados.

o Verificou-se também a importancia do estudo da toxicidade das AgNPs,
evidenciando efeitos multigeracionais e pds exposi¢cdo em organismos aquaticos, além da

contribuicdo na pesquisa, visto que a escassez de informacdes € significativa.



5 RECOMENDACOES
Com a finalizacdo desta pesquisa € possivel indicar algumas recomendacdes para

pesquisas futuras e desta forma pode-se citar as seguintes:

e Analisar separadamente a influéncia dos parametros temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e luminosidade na toxicidade da amostra de AgNP;

e Avaliar os efeitos de diferentes condi¢Ges de alimentacdo para a Daphnia magna;

e Realizar testes com a suspensdao de AgNP em amostras de dgua de ambiente
natural/modificado buscando verificar alteragdes na toxicidade da AgNP devido
a presenca de matéria organica e outros compostos;

e Realizar estudos da cinética de absor¢do e bioacumulacdo das AgNPs na D.
magna;

e Realizar testes para avaliar as interacOes intraespecificas em diferentes fases da
populacédo de D. magna;

e Realizar testes de localizacdo e ingestdo das AgNPs para D. magna para observar
a localizacdo dos aglomerados de NP;

e Realizar testes para analise do comportamento de natacdo da D. magna.
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