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RESUMO

Diversos setores da indistria estdo utilizando panizulas (NP)
metalicas. Contudo, € dificil prever 0 comportaroetéssas no meio
ambiente sem estudos toxicologicos. Dadas as tedsdicas
particulares das NP, como reduzido tamanho, ma&a duperficial e
capacidade de aglomeracdo/dispersdo, estas podertrasgocar
facilmente pelos compartimentos ambientais potéraiao os riscos
ao meio ambiente e ao homem. A NP de éxido de ctdnfidP Cr,Os)

é aplicada na industria principalmente como pigo®ntatalisadores e
material refratario, contudo o seu efeito toxice aoganismos vivos &
pouco conhecido. Assim, o objetivo deste estudavialiar o efeito da
NP CrOs; na populacdo de algas unicelular€&lamydomonas
reinhardtii, bactéria luminescente marinh&liivibrio fischeri,
microscrustace®aphnia magnae investigar o efeito citotoxico, através
do ensaio de MTT e lipoperoxidagcao, sobre célulasoV AsC.
reinharditii foram expostas as NP Lg para avaliar os efeitos sobre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROB)date esterase,
viabilidade celular e fotossistema Il. Para o estedm D. magna
foram realizados teste de toxicidade aguda e @bRioram feitos testes
de inibicdo de luminescéncia cdfischerj para os tempos de 15 e 30
minutos. As células Vero foram expostas as NP pgbh@ras, para
observacao do efeito citotéxico e quantificacadvd¥A. Os testes com
algas mostraram, em 24 horas, um aumento sigmificaip nivel de
ROS para toda a populacdo exposta a NRLr Ckg o4nde 1,57+0,53

g Lt D. magnamostrou-se sensivel a NP ,Os, apresentando uma
CEsp 4gnde 101,74 mg L. Foi observado efeito crénico solemagna
com vanr de CEO de 10 mg'lpara reproducéo e crescimento, e CEO
50mg L! para o parametro longevidade. A bactétia fischeri se
mostrou menos sensivel & NP apresentando valore3Egdga smin de
769,17+#19,69 mg £ e CEosomn de 980,00+134,35 mg L O
resultados obtidos nas avaliagBes toxicologicas a@tulas Vero
demonstraram que a NP ,Og possui um potencial efeito citotédxico,
pois reduz a viabilidade celular das células VeEs{on =
0,97+0,56 g [1). Os resultados demonstraram que a NfOLpossui
potencial para causar efeito de toxicidade agudedbmica, bem como
alteracdes a nivel celular em organismos de agtmelsalgada.

Palavras-chave Nanoparticula, Oxido de cromo (Ill), Espéciedivea
de oxigénio,Chlamydomonas reinhardtiDaphnia magna;Aliivibrio
fischeri célula Vero.






ABSTRACT

Metallic nanopatrticles (NPs) are being used in dviadustrial fields.
However, the toxicologic studies default hindens dibservation of the
behavior of these particles on the environment. Tih&insic
characteristics of NPs such as: low size, larggase area and capacity
to agglomeration / dispersion, facilitate its de&mment through of
environmental compartments potentiating the enviremt and humans
risks. Although Chromium (lll) oxide nanoparticl¢€r,0; NP) are
applied in industry mainly as pigments, catalystd sefractory material
forms, studies developed to evaluate its toxicotffm living organisms
are scarce. Thus the present study has aimed lizaéxghe toxic effects
of Cr,Oz; NP on the unicellular algae populatidbhlamydomonas
reinhardtii, the marine luminescent bacteridiivibrio fischeri, the
microcrustaceaaphnia magnand to investigate the cytotoxic effect
by MTT and lipid peroxidation assay on Vero ce@ls.reinhardtiiwere
exposed to GOz NP to evaluate its effects on reactive oxygen isjgec
(ROS) production, esterase activity, cell viabiltyd photosystem ID.
magnawere exposed to NPs suspensions to perform aodtetaonic
toxicity tests. A. fischeriwas exposed to NPs suspensions at 15 and 30
minutes to perform luminescence inhibition testserd/ cells were
exposed to GO; NPs to a 24h period to observe the cytotoxic éffec
through the MTT assay and to MDA quantification.eTiesults with
algae showed in 24 hours, an significant increddeQ@s levels for the
entire population exposed to O NPs and E; o4n0f 1.57+0.53 g L.
TheD. magnawas sensitive to @D; NPs, at EGy 45,0f 101.74 mg L.
With respect to chronic toxicity, gD NPs showed a statistically
significant effect (p < 0.05) on the growth androgfuction parameters
(OEC = 10 mg L). In relationship toA. fischeriassay, the results
showed less sensitivity to NP demonstrating valaeECsg 15min =
769.17+19.69 mg T and EGozomn = 980.00+134.35 mg L The
results obtained of Vero cells showed thaiGgrNPs has the cytotoxic
effect potential because it reduces cell viabiityero cells (Chg 24n=
0.97+0.56 g [). The results showed that the,Gs NPs have potential
to cause toxic effects (acute and chronic), as waelichanges at the
cellular level in fresh and salt water organisms.

Keywords: Nanoparticle, Chromium (lll) oxide, Reactive oxyge
species, Cell viabilityChlamydomonas reinhardtiDaphnia magna;
Aliivibrio fischeri; Vero cell.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

A nanotecnologia (NT) é um dos ramos da ciénciamars se
desenvolve atualmente, abrangendo praticamentes todosetores da
industria e de servigos (PASCHOALINO et al., 2018Iguns setores
que ja utilizam materiais nanoestruturados saebimtiogia, industria
farmacéutica e cosmeética, eletrbnica, alimentiniedicina, agricola
entre outros (NGO & VAN DE VOORDE, 2014).

As nanoestruturas mais estudadas séo: os fuleresroggrande
aplicacdo na medicina como componentes de corgradt@nsporte de
medicamentos (TROCHE, 2007); os nanotubos de carbsendo
aplicados na industria de eletrbnicos como condatorou
semicondutores (BIAZI, 2012; MARIANO, 2012; GOUVEA
MURAD, 2001); nanoparticulas (NP) metalicas, tendplicacdes
magnéticas, oOpticas e eletrbnica, como também paEmaplicadas
como pigmentos de corantes e elementos anti-imeriest em tintas
(BESSON et al., 2005; MEDEIROS, 2007; GABBAY et, &006);
dendrimeros, que tem a funcdo de serem captadeteBves em
produtos cosméticos, como batom e cremes antirrugagrodutos
medicinais e encapsuladores de NP metélicas (CANDBEA&
MAJORAL, 2005; NANJWADE et al., 2009; WILCZEWSKA etl.,
2012; RAZZINO, 2013) ; as nanoemulsdes, aplicadmase todos os
ramos da ciéncia como sistemas de liberagdo derndesslos
elementos; NP poliméricas, que sao utilizadas ceamweadoras de
farmacos, a exemplo as nanocapsulas e nanoedférakAMP et al.,
2011).

A NT abre muitas e variadas perspectivas para fesedtes
ramos da industria. Segundo o inventario de pradal® consumo
baseados em NT publicado no sitioPréject on Emerging
Nanotechnologies PEN” (2014) até outubro de 2013 foram registrados
1.628 produtos introduzidos no mercado que declgrablicamente
conter nanotecnologias em suas composicdes. Igicesenta um
aumento de 768% em relacdo ao primeiro inventadbligado em
2006, quando havia 212 produtos comercializadagg€tron Emerging
Nanotechnologies, 2014). O consumo mundial de natermais foi
estimado em cerca de 10,3 milhdes de tonelada®&t(ABDI, 2010).
Isto implica em uma inevitdvel exposicdo humananwiantal aos
nanomateriais (NM) ja disponiveis aos consumid@Pé@sSCHOALINO
et al., 2010).
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Com o desenvolvimento rapido da NT, um dos possivei
problemas é a nanopoluicdo, que é gerada duractafaccéo, uso e
descarte de NM. Os riscos sobre a satde humananeiacambiente
causados pela exposicdo aos NM aumentam (CURTI&. 2006,
HANDY et al., 2008). Apesar dos esforcos de diverpaises no
desenvolvimento da nanotoxicologia, como por exempbrmas ISO
(ISO/TR 16197:2014, ISO/TR 13014:2012, ISO/TS 129(2D14),
ainda néo foi aprovada nenhuma politica especffara controlar os
efeitos dos NM sobre o meio ambiente e a saude ufMOREIRA,
2006; LIN, 2007).

A grande importancia dos estudos sobre a toxicaldgs NM
estd no fato da maioria destes nanopoluentes néetirem
naturalmente, mas terem sido sintetizados pelo horien vista disso,
0s seres vivos provavelmente ndo terdo meios apdosr de lidar com
eles, causando danos ainda desconhecidos. Os hamps podem
entrar nas células de seres humanos, animais plarais facilmente,
por apresentarem tamanho reduzido. Estes nanopedupadem ainda
se acumular na cadeia alimentar como muitos contanes ja
conhecidos (FURLANETO, 2011).

A producédo e comercializagdo de um produto sentdegitévio
dos seus efeitos toxicos traz um grande risco paaide humana e o
meio ambiente. Este fenbmeno é agravado pelo &atud os NM tém
caracteristicas fisicas e quimicas diferentes da@mpostos
convencionais, como o pequeno tamanho de part@dtama variada e
a elevada area superficial, que aumentam a interdedtas com os
tecidos biolégicos e podem ser responsaveis pdtogfeocivos aos
organismos vivos, conforme indicios reportados pestudos
toxicolégicos com microrganismos, algas, peixedpsrae células
humanas (PASCHOALINO et al., 2010; OBERDORSTER!.ePa05).

Esses efeitos séo dificeis de prever a partir dagripdades
conhecidas da mesma matéria na escala micro e soapioa, referida
como granel (em inglésulk), ou de extrapolacdes teéricas com base em
propriedades atdmicas ou moleculares. De acordoccoonhecimento
atual, os efeitos toxicos dos NM dependem da relemdre suas
propriedades fisicas e quimicas, seu transporiédiio, evolucdo no
ambiente, pontos de entrada nos organismos, n@rg células e
resposta celular para a exposicdo. O estudo dpssEEssos € chamado
nanotoxicologia.

As NP podem provocar toxicidade por uma ou Varias, Vv
como exemplos, podem causar danos na integridaxlendmbranas e
acidos nucléicos; a oxidacdo e a desestabilizag8gpbteinas; danos
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celulares através da formacéo excessiva de espéaiéss de oxigénio
(ROS - do ingléReative Oxigen Spec)es interrupcéo do transporte de
elétrons na respiracdo (BROWN et al., 2001; LIVINGSBIE, 2001;
MOORE, 2002; PERKEL, 2004; HOWARD, 2004; NEL et 2D06).

A nanotoxicologia, através de estudos da interagdie NP e
proteinas, mostrou que a estrutura e funcéo deftamfluenciadas pela
guimica, dimensédo, composi¢cédo das NP, a estequiandet complexo
(NP-proteina), o sitio de acdo da proteina e darewd da ligagcdo entre
as NP e as proteinas (AUBIN-TAM & SCHIFFERLI, 2008)mudanca
gue a NP provoca nha estrutura da proteina afetatsidade enzimatica
(AUBIN-TAM & SCHIFFERLI, 2008; DYAL et al. 2003).
Recentemente, Dawson et al. (2009) mostraram g€ gedem alterar
as propriedades fisico-local dos lipidios membresar

Os NM estdo sendo vistos com grande potencial {arer
beneficios as diversas areas da industria e pesguom isso atraindo
rapidamente investimentos de todos os setores gpdedbricacdo de
novos materiais em escala nanométrica. Deve-se gatos NM ja
estdo difundidos pelo planeta, desde alimentosténsas de tratamento
de ar e 4gua. Contudo, esse rapido crescimentoadatatnologia
também traz desafios em relagdo a seguranca desses compostos,
tanto & saude do homem como ao meio ambiente. ®dados sobre o0s
NM manufaturados aumentam ainda mais a inseguramceelacdo a
deteccdo e ao monitoramento da presenca e congiEggram matrizes
complexas como alimentos, agua, sedimentos e A&DI( 2010). Por
isso, um dos desafios que as autoridades regutaderdeparam sobre a
nanotecnologia vem da necessidade de garantir @raseg publica,
uma vez que os riscos desta nova tecnologia s&oopoenhecidos.
Além disso, o desenvolvimento ndo controlado aptaséscos a curto e
longo prazo para a saude dos seres humanos, anémdis meio
ambiente (PASCHOALINO et al., 2010; AOUADA, 2009).

Outra preocupacéo atual em relacéo ao potencialologico
das NP esta no fato de serem produzidos e utikzadolarga escala e o
risco de alcancarem os diferentes compartimentosieatais
(atmosfera, aguas e solo) tornando-se ambientadémdigponiveis
(PASCHOALINO et al.,, 2010; LYON et al., 2006). Egieoblema é
uma das necessidades prioritarias no campo da macmbgia
(MONSERRAT, 2010). Também, deve-se atentar paraalta fde
técnicas analiticas com sensibilidade suficienta pletectar as NP no
ambiente.

Atualmente, os éxidos metdlicos tém atraido a aeuigvido o
interesse da ciéncia e NT para suas propriedaslead] principalmente



32

magnéticas, condutoras e quimicas. Entre os vaxrid®s de metais de
transicdo, o 6xido de crémio ou 6xido de croma@i,O3) esta sendo
amplamente estudado devido a sua natureza de selaioo (TOBIA et
al., 2010; SABYASACHI et al., 2011; GUO et al., 2010 CrO3; em
sua formabulk possui caracteristica antiferromagnética (até BQa
temperatura de Neel), e quando nanoestruturadaranpsopriedades
magnéticas (VOLLATH et al.,, 1996; MAKHLOUF, 2004putras
aplicacbes da NP €D; ja foram estudadas, como seu uso em
dispositivos 6pticos e eletrdnicos, em reacBesatfdise, para aumentar
a resisténcia de materiais, e em corantes (CAO, &086; ABU-ZIED,
2000, KITSUNAI et al., 1991; GUPTA et al., 2014).

Esse interesse tecnolégico na NRGzraumenta a necessidade
de uma investigacéo toxicoldgica, pois sao poustsdes realizados
sobre a toxicidade desta NP.

1.2 JUSTIFICATIVA

O rapido desenvolvimento da é&rea de nanotecnolegia
crescente inclusdo de NM no mercado consumidor @AM
preocupacdo da comunidade sobre esses novos ligatésima-se que
em 2020 aproximadamente 20% de todos os produtnafaiarados no
mundo estardo baseados, de alguma forma, na céilizade
Nanotecnologia (OIT, 2010). Isso mostra um granddurme de
produtos disponiveis no mercado, e que ja possuknimdbrporados, e
gue no final de suas vidas Uteis geralmente sez8cadados no meio
ambiente.

Poucos investimentos estdo sendo feitos na arezomteole
ambiental para NM, quando comparado aos investirsenh pesquisa e
desenvolvimento de NT. Embora estudos de toxicidadeNM estejam
se tornando continuamente disponiveis, ndo existahos conclusivos
sobre o0s potenciais riscos causados pela NT soamgbiente e a salde
do homem e com relevancia para as entidades regata(SEATON et
al., 2010; LOURO et al., 2013; DAMASCENO et al..12].

No ambito legal, j& é possivel identificar trabalhealizados
em nivel de regulacdo de nanomateriais — NANoOREGue é um
projeto para entregar as respostas necessariaggims reguladores e
legisladores sobre seguranca e saude ambientahdbiigos a uma
avaliacao cientifica dos dados e métodos de e(NANOREG, 2014).
Contudo a auséncia de padrdes especificos queianorte uso e a
seguranca de NM ainda é realidade no pais e muomathiéd. Isso torna
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necessario constantes estudos investigativos dzologia desses NM,
para assim fornecerem informacgfes sobre seusafeitiss.

Diversos estudos ja realizados demonstram quesvépos de
nanoparticulas, entre elas as metalicas, tém efiikicos comprovados
através ensaios toxicoldgicos (HANDY & OWEN, 20@8%;INOVA et
al., 2010; PEARREAUT et al.,, 2011; MELEGARI et ak013).
Entretanto a NP @D; ainda foi pouco investigada quanto aos seus
efeitos nocivos a salde humana e ao meio ambienieformacdes
sobre a toxicidade desta NP sobre organismos ihaliea como
microcrustaceos, bactérias marinhas, algas verdeslulares ainda séo
escassos. Assim, o tema do presente estudo indbeomeom uma base
de dados em relacéo a toxicologia da NP de crohmath auxiliar nas
tomadas de decisdo em relacdo a NanotecnologiscaBum-se ainda
respostas para o mecanismo de internalizacdoadade das NP @D;
pela possivel expressdo de alteracbes morfologicatylares e
subcelulares dessa interagdo. Utilizaram-se conoanfentas os
bioensaios, técnicas de microscopias, citometrigude e quantificacao
de ions.

Neste contexto o Laboratério de Toxicologia Ambaént
(Labtox), do Departamento de Engenharia Sanitariambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina, vem debemdn estudos
toxicologicos de NP desde 2009, sendo que o Lalpmssui um
histérico de cooperacédo internacional Brasil-Canditéanciado pela
CAPES e faz parte do projeto “Rede cooperativa ésgqusas em
nanotoxicologia aplicada a nanoparticulas de issereda industria
petrolifera e de tintas” cujas instituicbes enwidd sdo UFSC
(Florianépolis, Brasil), UQAM (Montreal, Canadd)]G& (Houston,
EUA), Boredeaux 2 (Bordeaux, Franca), UNIFESP (Baolo, Brasil),
UNIVILLE (Joinville, Brasil) e Polinova (Rio de Jaimo, Brasil).
Dentre as atividades desenvolvidas, destaca-sscuipa realizada por
Perreault et al. (2011), que avaliou a toxicidadeNP de ouro em
diferentes culturas de células animais. Outro thabdesenvolvido em
parceria com o Labtox foram os estudos realizadosPprreault et al.
(2012) e Melegari et al. (2013) que avaliaram actdade da NP de
Oxido de cobre em alga ver@hlamydomonas reinhardtiRosseto et
al. (2014b) estudaram os efeitos agudos e cronig@d$P e MP de CuO
em Daphnia magnee Vibrio fischeri Lalau et al. (2014) avaliaram a
toxicidade da NP CuO em espécie de macrbfifadoltia punctata
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1.3 HIPOTESES

Considerando o0 exposto até o momento, algumas esipst
foram elaboradas acerca da toxicidade da N®LiEstas hipéteses
foram consideradas orientadoras para o desenvoitindesta tese e
sdo apresentadas a seguir.

Primeira Hipétese:

A NP CrOsinduz a producéo de espécies reativas de oxigénio e
pode provocar estresse oxidativo.

Segunda Hipotese:

O tamanho da particula £z implica no aumento da toxicidade
da substancia.

Terceira Hipotese:

Em virtude da maior reatividade das NP metalica$PaCrO3
pode liberar mais ions de cromo que a MEOgr

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade da NP db; através de ensaios
toxicoldgicos e citotoxicoldgicos.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar morfologicamente a NBQx.

- Avaliar o potencial toxicolégico da NP £ sobre o
crescimento, viabilidade celular e fotossistema @rtiura de
algas unicelulare€hlamydomonas reinhardtii.

- Avaliar a toxicidade da NP gbD; através de ensaios de
toxicidade aguda e crbnica utilizando microcrustade agua
doceDaphnia magna.

- Avaliar a toxicidade da NP &D; empregando ensaios de
toxicidade aguda em bactéria maridiavibrio fischeri.
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Avaliar o efeito citotéxico da NP €b; sobre o crescimento e
viabilidade em cultura de células Vero.

Avaliar o efeito de inducdo a estresse oxidativoNia CpOs
sobre cultura de células Vero, através dos nivees d
lipoperoxidacéo celular.

Comparar a toxicidade do £ em tamanho de NP e MP,
através de ensaios agudos com organidbnaragnaA. fischeri

e células Vero.
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CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia (NT) é baseada no conhecimentongrdo
do muito pequeno. O estudo desses materiais coantara diminutos
deu origem a nanociéncia e por consequéncia a Nilai©o da NT foi
em 29 de dezembro de 1959, onde Richard Feynmacursigi na
reunido anual da Sociedade Americana de Fisicae sab vastas
oportunidades presentes nos materiais, quando smasepossuem
dimensdes proximas do nivel atdmico. O interesse dhateriais
nanoestruturados é modificar as propriedades qasmic fisicas dos
materiais, 0 que da uma ampla possibilidade emagiles tecnolégicas.
Efeitos da reducdo de tamanho, mudanca de dimetisiade e da
mistura de diferentes elementos quimicos estéo tadiente
relacionados com a ativacdo e controle das novgzipdades destes
compostos (CAMPOS, 2005).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estadio®s
(U.S. Environmental Protection Agency - USEPA),dirdicdo de NT
engloba apenas os NM que tenham sido “intenciomdbrgroduzidos”.
A NT constitui um campo de pesquisa e desenvolvimen
multidisciplinar que envolve a fabricacdo de noweeteriais € novos
dispositivos usando ferramentas ou técnicas pdrat@sr a matéria
atbmica, molecular e supramolecular. Esse novoeaitinde materiais e
produtos com estruturas nhanométricas sédo chamasd$évil que, por
definicdo, possuem uma de suas dimensdes em natwesude o
aparecimento de fendmenos que dependem do tamanhalteracéo
de alguma de suas propriedades, permite novasigfdis (ISO/TC 229,
2005; MOORE, 2006; SMITH et al., 2007; CHEN & SCHESENER,
2008). Outro tipo de NM s&@o os nanocompa@sitos, mémedos assim
por serem formados pela unido de dois ou mais coerges, em que
um deles possui dimens@es da ordem nanométricadZAR) 2006).

A nanociéncia é o ramo da ciéncia que estuda endslse
produtos e processos, que possuem pelo menos omeasdio na escala
de nanbmetros (DOWLING et al., 2004; WHITESIDES, 020
LISBOA-FILHO & MONTEIRO, 2013). A nanociéncia tém
beneficiado varios segmentos da industria, comadmealicio,
eletrénico, farmacéutico, biotecnoldgico, cosmétiv@dico-hospitalar,
agricola e de seguranca nacional (PASCHOALINO ,e2@10; CHEN
& SCHLUESENER, 2008).
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A NT permite a descoberta de novos e diversos mter
nanoestruturados e que viabilizar produtos finagsreficientes, leves,
adequados e de baixo custo. Assim, o mercado ponlliza uma
gama de manufaturados que utilizam nanotecnolodiases novos
insumos trazem implicacdes tanto ambientais, éticqsridicas, mas
também sobre a salde do trabalhador, o qual estémsato direto com
esses materiais, seja nos centros de pesquisaeevdkeg&mento, nas
fabricas, nos institutos tecnolégicos ou nas usidades e, também aos
consumidores de produtos nanotecnolégicos (PASCHRN@ALet al,
2010; LENZ & SILVA, 2008).

Apesar do rapido e intenso desenvolvimento de posdu
nanoestruturados, a legislacdo sobre NT, tanto rasilBcomo no
mundo, esta atrasada em relagdo ao avanco daE&nermos gerais,
as normas de regulamentacdo exigem que a avalidedperigo
(nocividade intrinseca do material) e avaliacdopdababilidade ou
duragdo da exposi¢cdo se combinem para produzirado dsco para
qualquer populacéo biolégica exposta. Contudo, dmuardio € possivel
informar os impactos causados por um agente ourialgper falta de
plena certeza cientifica, o Principio da Precaudgie ser adotado. Este,
preconiza a necessidade de atuar na reducdo dgsogotenciais antes
de gerar os danos, tendo em consideracdo 0s pisvéustos e
beneficios da acassinacdo (LOURO et al., 2013).

2.2 NORMATIZACAO E NANOTECNOLOGIA

Devido a falta de harmonizacdo de metodologia ifieatpara
aferir os efeitos positivos e negativos da NT, dsg& agéncias
normalizadoras estdo referenciando normas e/ouoqumios para
padronizar os dados referentes a caracterizacéaliagio do risco de
NM.

Em nivel internacional a Organizacdo para Cooperaca
Econdmica e Desenvolvimento (OCDE) aprovou uma ldg 13 NM
comercialmente relevantes. Em 2006, a OCDE criou Grupo de
Trabalho sobre Nanomateriais Manufaturados (WPMi) o objetivo
de aconselhar sobre questdes emergentes da céndé inovacéo
relacionados com o desenvolvimento e uso da namatega. As
principais iniciativas em relacdo a normatizacdoNd¢ sdo: ISO/TR
12885:2008, que dispbe sobre préticas relevantesaéie e seguranca
no ambiente de trabalho para as nanotecnologi@dTF5 13121:2011,
sobre avaliacdo de risco de nanomaterial; 1ISO/TBR142012, que
consiste de um relatério técnico preparado pelatéa@cnico 1ISO 229
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e fornece orientagédo sobre a caracterizacao figibmica de materiais
produzidos em nanoescala para avaliacado toxic@pd®0O/TS 12901-
1:2012 - Gestdo ocupacional de risco aplicado amsomateriais

artificiais - Parte 1: Principios e abordagens; /T$12901-1:2012 -
Gestdo de risco ocupacional aplicada a nanomatexitificiais - Parte
2. Utilizacdo do método de controle de bandas; TRO16197:2014 -
Compilacdo e descricdo dos métodos de avaliacdicotogica de

nanomateriais manufaturados, o qual fornece infod@s dos métodos
de avaliacao toxicoldgica mais indicados para deterdos NM.

2.3 LEGISLACAO AMBIENTAL E NANOTECNOLOGIA

Apesar do rapido e intenso desenvolvimento de posdu
nanoestruturados, a legislacdo sobre NT, tanto rasilBcomo no
mundo, esta atrasada em relacdo ao avanco daAdmea. ndo existe
nenhuma legislacdo especifica que estabeleca dsdigle seguranca
das NP no meio ambiente.

No entanto, podem-se citar alguns esfor¢cos dosrgosee
entidades privadas para avaliar os potenciaisgidos NM na saudde e
meio ambiente. Por exemplo, internacionalmente ws€lbo da OCDE,
através do grupo WPNM estuda as praticas de segumpara NM
estabelecidas nos paises membros da OCDE e desemetodologias
necessarias para avaliacdo dos riscos desses NdMo®reguladores
como a USEPA e a Direcdo de Protecdo a Salude ewmkuidor e a
Comissao Europeia comecaram a investigar os paisniscos das NP.
Outro exemplo é um grupo de peritos da Organizat@® Nacbes
Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura (NB<riado para
avaliar os aspectos éticos da NT, e que publicdos/élatérios sobre o
assunto.

Um grande avanco na area de legislacao/regulagadlilioé o
projeto europeu intitulado por NANOREG. Trata-seude projeto que
visa dar suporte técnico e cientifico para todo®mgios e agéncias,
internacionais ou nacionais, para a tomada de dakxise
regulamentacfes, elaboracdo de leis e para todasitess questdes
relacionadas a regulamentacdo e regulacdo da wpaotmgia.
Atualmente, a NANOREG envolve 64 instituicdes de péises
europeus, além de Austrdlia, Canad4, Coreia doESthdos Unidos e
Japao (1° Informativo NANOREG, 2014). No dia 26adesto de 2014,
o Comité Interministerial de Nanotecnologia (Cligy@/ou a adeséo do
Brasil ao projeto europeu NANOREG (PORTAL BRASID12).
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E relevante, ainda, citar o principio 15 da Degéoadas
Nacdes Unidas sobre Meio Ambiente e DesenvolviméDerlaracdo
do Rio de Janeiro 1992, EC0O-92), denominado prioaip prevencao,
gue se institucionalizou no direito ambiental. Gngipio orienta que
guando presente o perigo de dano grave ou irreebrsi atividade ou
substancia em questdo deverd ser evitada ou rigonesdge controlada.
Assim, devem ser observados o0s riscos desconhecidas
nanotecnologia, sobre a qual ainda ndo se temzasrteientificas a
respeito de seus efeitos no meio ambiente.

No Brasil, o projeto de lei sobre o assunto, o PZ&32005,
cuja ementa era: "Dispde sobre a pesquisa e oausartbtecnologia no
Pais, cria Comissdo Técnica Nacional de Nanossegaira CTNano,
institui o Fundo de Desenvolvimento de NanotecrialegrDNano, e da
outras providéncias", foi arquivado por se entendgre a
nanotecnologia faz parte do assunto regulamentadta pei
11.105/2005 (BRASIL, 2005), que estabelece normeasafuranca e
mecanismos de fiscalizacdo de atividades que emvolgrganismos
geneticamente modificados e seus derivados.

Recentemente, o Ministério da Ciéncia, Tecnologiaogacéo

(MCTI), criou em 2013 a Iniciativa Brasileira de iddecnologia (IBN).
A IBN é coordenada e gerida por um Comité Interstémial de
Nanotecnologia (CIN), instituido pela Portaria tmisterial n°® 510,
de 09/07/2012. O CIN tem como objetivo principabessorar 0s
ministérios na integracdo da gestdo, na coordereapaaprimoramento
das politicas, diretrizes e acBes voltadas ao dekémento das
nanotecnologias no Brasil. Cabe ao comité, enttea®uatribuicdes,
propor mecanismos de acompanhamento e avaliacé@bivigades na
area, bem como formular recomendacdes de planogigmnas, metas,
acOes e projetos integrados para a consolidacdoegolcdo das
nanotecnologias no Pais (PORTAL MCT, 2014).

Porém, em termos de legislacdo, até o presente mtome
aplica-se no pais o previsto no texto da ConsétuiEederal de 1988
(BRASIL, 1988) que em seu artigo 225, reconhece ieeitol
fundamental ao meio ambiente:

“todos tém direito ao meio ambiente
ecologicamente equilibrado, bem de uso comum
do povo e essencial a sadia qualidade de vida,
impondo-se ao poder publico e a coletividade o
dever de defendé-lo e preserva-lo para as
presentes e futuras geragfes”.
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Assim, atualmente, para o controle desses novogriaiat
deve-se proceder com a aplicacdo da legislaciceatabexistente.

2.4 CROMO
2.4.1 Elemento Cromo e seus principais compostos

O cromo é um metal relativamente raro na crosteste
(aproximadamente 0,03%), podendo ser encontradolopassim como
em gases de vulcdes, poeiras e sedimentos. Nao cénteado
naturalmente no estado livre, ocorrendo geralmasseciado ao ferro,
chamado de cromita (FeO0g) e ao chumbo, chamado de crocoita
(PbCrQ).

O metal cromo € branco, duro e brilhante, possnigde fusdo
1903 + 16C e ponto de ebulicdo & 2944° C. E extremamenistaate
aos agentes corrosivos normais, ndo sendo oxideldoap mesmo em
presenca de umidade. E considerado insollvel na, &gas solivel em
acidos fortes. O metal dissolve facil e prontamemeacidos minerais
oxidantes, como por exemplo, &cidos cloridricol&isno, mas ndo em
agua régia fria (mistura de &cido nitrico e acittridrico) ou &cido
nitrico. Em temperaturas elevadas o cromo se uoatgmente aos
halogénios, enxofre, silicio, boro, nitrogénio,bmaro e oxigénio. Em
temperaturas baixas € bastante resistente (OHLWHEILE973;
RICHARD & BOURG, 1991).

O cromo (Cr) possui vérias relacdes estequiométrigae
dependem do seu estado de oxidagéo, que varialeat¥®, mas apenas
o trivalente (+3) e o hexavalente (+6) sdo comueemicontrados. O
Cr** oxida rapidamente para Cre os estados +4 e +5 s&o encontrados
apenas como intermediarios na conversao entrdamosst3 e +6.

De acordo com Barros & Souza-Aguiar (2001), o Qr@ o
estado mais estavel do cromo, prevalecendo quami se encontra
entre 4,0 e 9,0. As formas e concentragbes delCnd ambiente
dependem de propriedades fisico-quimicas como mifplexacao,
redox e adsorcdo. O Cr(lll) forma oOxidos altamemmsolaveis,
hidréxidos e fosfatos, e € adsorvido por particulas suspensao
(MASSCHELEYN et al., 1992). Em &guas naturais, sfséeies mais
comuns sdo Cr(OH) Cr(OH)', Cr(OH) (KOTA'S & STASICKA,
2000). A possivel complexacéo do’*Opor compostos organicos, como
0s acidos humicos, torna o cromo (lll) menos sdllevediminui a
possibilidade de oxidacdo e mobilidade no meio (KGT &
STASICKA, 2000), ja os acidos fulvicos formam coexas sollveis
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que permitem tanto o transporte como a oxidagaerdmo no solo
(WITTBRODT & PALMER, 1995). O cromo trivalente tasim é capaz
de se complexar com radicais negativos como hildromitrato, cloreto,
brometo, iodeto, etc (BARROS & SOUSA-AGUIAR, 2000s ions
cloretos (Cl), mesmo em baixas concentragbes (0,01 M), sdesfort
complexantes inorganicos no ambiente, em espeaalambiente
marinho, onde se complexa com metais, gerando iesp@etélicas na
forma de cloretos (DI TORO et al., 2001; GROSELlakt 2007). Em
solucdes, o Cf na forma de complexo pentaguomonoclocromato (l11)
[Cr(H,0)sCI**] adquire a solucéo coloracdo verde e, quando emafo
de tetraquodiclorocromato [Cr{8),Cl]4 conferem a solucao cor violeta
(VOGEL, 1992).

Embora o ion trivalente seja muito estavel em sasc@cidas,
pode ser oxidado ao hexavalente quando em solaéalinas ou na
presenca de substancias receptoras de elétrotes fodidantes, como
H,O, (PETTINE & MILLERO, 1990; LEE, 2000; SILVA &
PEDROZO, 2001). Contudo, a oxidacdo do cromo uivial a
hexavalente em aguas naturais aeradas requerrstibkstmergia devido
a diferenca de potencial elétrico entre as duadneas (WHO, 1988;
ATSDR, 2000). Estudos observaram que em pH acimé deCr* é
oxidado & CY naturalmente em solos com presenca de 6xidos de
manganés (BARTLETT, 1991; FENDORF & ZASOSKI, 1992;
MILACIC & STUPAR, 1995; KOTA'S & STASICKA, 2000;
ZANELLO et al., 2009), implicando em um aumento potencial
toxico e mutagénico para 0s animais superiores,ntgda e
microrganismos devido a alta solubilidade e moadel da forma
hexavalente (CASTILHOS et al.,, 1999). Contudo, o(VOr é
rapidamente reduzido a Cr(lll) na presenca de &obsts organicas,
ions sulfetos e ferro (II) em condi¢cdes anaerdlmasyutros compostos
redutores (doadores de elétrons), precipitandocmaf de hidréxidos
(KAMALUDEEN et al., 2003).

As caracteristicas fisicas e bioquimicas e ososfalb cromo
dependem dos seus estados de oxidacao, pois emaguardmo (VI) é
téxico por ser um agente carcinogénico (HOLMESI et2808; XIE et
al., 2008; PROCTOR et al., 2011), o cromo (lll) énsiderado um
nutriente essencial para o metabolismo animalyingb os humanos. A
forma trivalente esta presente no ar, em alimemogo sistema
bioldgico, sendo essencial ao homem, participar@andtabolismo da
glicose, lipidios e proteina (SHRIVASTAVA et alQ@®; ANDERSON,
1997). Em baixas concentra¢gbes o cromo pode estirnutrescimento
vegetal (TERRY, 1981; BONET et al., 1991; HU et 2010). O grupo
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de trabalho da Organizagdo Mundial da Saude (désigorld Health
Organization —WHO) (1988) relatou que estudos sobre o homem e
animais experimentais comprovaram o0 papel essergalcromo
trivalente para a manutencao normal do metaboldanglicose, lipidios

e proteinas, sendo que a deficiéncia de cromo dvaumento da
glicose no sangue.

O o6xido de cromo Il (GO3), derivado do mineral cromita, é
um composto inorgéanico, insolivel em agua e naheate encontrado
no mineral tskolaité. Apresenta-se como um solido verde e possui
composi¢cdo elementar de 68,43% de cromo e 31,57%xigénio e
peso molecular de 151,99 g/mol. Sua densidade2égfica? (VOGEL,
1981; MASTERTON, 1990; MEDEIROS, 2007). O ,Of possui
estrutura com base hexagonal (Figura 2.1) commetanions 6xidos
com dois tercos dos buracos octaédricos ocupadasqroo.

Figura 2.1- Estrutura cristalina do 6xido de crdiho

Fonte: Newnham (1962), adaptado por Medeiros (2007)

Por apresentar grande estabilidade, resisténcideagaste e
protecdo térmica, as principais aplicacbes do Oxidacromo Il sdo
relacionadas ao fato de este ser um importanterialatefratario, com
ponto de fusdo de 2330°C e ebulicdo 3000°C (PATNAOO3).

O estado hexavalente do cromo raramente ocorreowmheaf
natural, sendo usualmente originado por fonte®pagénicas. O cromo
geralmente estd combinado com outros compostosp @piwxigénio,
por exemplo, formando o 6xido de cromo VI (GrQue € um composto
solido granular de coloracdo marrom escuro laram@amelhado, o qual
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é estavel puro, porém é um forte oxidante quandtunaido com muitas
substancias, tais como o glicerol e o etanol. Rassater acido e dele
deriva o &cido crémico, acido dicrémico »E,0;), acido tricrémico
(H2Crs04) € acido tetracrémico ¢€r,0,3). Os sais derivados do cromo
IV, especialmente os cromatos, de cor amarelad@r@ematos, com cor
laranja (VOGEL, 1981), sdo bastante estaveis e rtapi@s para as
industrias. Os compostos de cromo ainda incluenochaitos,
derivados do ion cromilo, C@@j, e peroxocompostos oxidantes
(BARROS, 2001).

2.4.2 Cromo e a Questdao Ambiental

O cromo é um elemento trago, que apesar de serdecmso
um micronutriente para plantas e animais, em cdragies elevadas e
no estado de oxidagdo +6, torna-se um micropoluéntmntaminacao
ambiental por cromo no mundo se deve principalmpala eliminacao
de residuos de diferentes industrias com a formairdmte de Cr(lll).
Contudo, apesar da estabilidade do cromo trivgleedée pode ser
oxidado a Cr(VI) em agua superficiais, subterrareeas solo, como ja
mencionado anteriormente (ver Figura 2.2). De acadm Fan &
Harding-Barlow (1988), este elemento estd presemée,ordem de
poucospg L™, nos compartimentos ambientais (a4gua, ar, solaftas,
alimentos, animais, incluindo o homem. As quan@dadiependem
muito da proximidade ou ndo com areas industrisiERTZ, 1969;
DAUDT & CANTO, 1995).
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Figura 2.2 — Representagdo esquematica do cicloodaminagdo ambiental
por cromo.

Atmosfera .;:
(Cr205, CrOs, HaCrOg, etc)) &

Plantas

Cr(Ill) © Cr(VI)
Cr(Ill) >>> Cr(VI)

Animais e Humanos

/ Cr(VI) - Cr(Ill)

Fonte: adaptado de Glak—Golonka (1996) e Bielicka et al. (2004).

As maiores fontes de Cr(VI) antropogénicas saaddailes das
industrias téxteis, de galvanoplastia, mineracaesiduos sélidos
urbanos, fabricacdo de cimento, baterias, aco icerdmica, atividades
de pintura a revélveispray) com tinta a base de cromo e de curtimento
de couro (WANG et al., 1999; BOOMINATHAN & DORAN,0D3;
SUSSULINI & ARRUDA, 2006).

No Brasil, o curtimento de couro é a mais impogaattvidade
relacionada a contribuicdo de residuos de crommeaio ambiente. Um
dos principais problemas ambientais da industria coero € a
eliminacdo de residuos ricos em cromo. Apesar dgeseresiduos
prevalecer o cromo trivalente, suas formas facitmenl(veis poderiam
ser potencialmente oxidada ao Cr(VI) depois dees&luos terem sido
eliminados no ambiente, principalmente em solos LAMIIC &
STUPAR, 1995).

Na industria, o cromo foi empregado inicialmentsocorante
em pinturas e no final do século XIX comecgou a siizado na
fabricacdo de agos inoxidaveis e outras ligas meatalCerca de 85% do
cromo consumido é utilizado em ligas metélicas restante aplica-se



46

diretamente como material refratario e na obtendao diferentes
compostos de cromo para a inddstria quimica (RORES, 2007). Na
forma do mineral cromita, € empregado na induskeiaefratarios para
fazer tijolos de fornos metaldrgicos.

No setor industrial, alguns dos compostos maigzatibs séo o
oxido de cromo VI (Crg), altamente téxico, corrosivo e carcinogénico,
geralmente utilizado para preservacdo da madeste geralmente é
utilizado na fabricacdo de fitas magnéticas, e urasio ao acido
sulfdrico na limpeza de vidrarias laboratorial. ©rdmato de potassio
(K.Cr,0O7), outra fonte de cromo hexavalente, é utilizadmedorte
agente oxidante e para colorir couros, reativo guinem analises
volumétricas ou na limpeza de vidrarias de laboi@atdO sulfato
cromico (Cp(SQy)s), devido as suas propriedades é comumente
utilizado no curtimento de couro e mordente emitiegto. O oxido de
cromo (lll) € um pigmento empregado na pintura désma e coloracéo
de vidros e pecas ceramicas (FREITAS, 2006; MEDER@007;
PASCHOALINO et al., 2010). Embora o Cr(VIl) seja itix e
cancerigeno, sua presenca ha hatureza é rarapquesser facilmente
reduzido a cromo(lll) (LOSI et al., 1994; MARTIN3001; SILVA &
PEDROZO, 2001).

2.4.3 Toxicidade do Cromo

O cromo estd entre os elementos com maior potétanie
téxica a diversos organismos (NELLESSEN & FLETCHERS9S;
McBRIDE, 1994; BIANCHIN, 2011) e é considerado palgéncia de
protecdo ambiental americana como um dos polueptiesitarios
(BIANCHIN, 2011; USEPA, 2014).

O cromo teve sua acdo cancerigena evidenciada &8 19
(CHRISTIANI, 1998; FILHO & KITAMURA, 2006), sendatluido no
grupo 1 dos agentes cancerigenos piternational Agency for
Research on CancerlARC em 1990 (IARC, 1990). As valéncias zero
ou trivalente do cromo, ndo se mostraram téxicasascinogénicas em
animais de laboratorio. Entretanto, o cromo 6+ sgma elevada
toxicidade e estudos epidemiolégicos tém mostralacdio entre a
exposicao dos trabalhadores da industria de prodde&cromatos e a
ocorréncia de cancer de pulméo (IARC, 1990; ABREMDE).

Os principais efeitos deletérios a salude humanads&wms
renais, dermatites e alergias, lesdes nasais,adlagastroduodenais,
conjuntivites crénicas, rinofaringites, além détagéo brénquica, asma
e cancer pulmonar; causados por absorcdo cut®@aAJIETER et al.,
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2003; HANSON, 2003; ABREU, 2006). A forma de conitzacao,
din&mica (absorcéo, transporte, adsor¢éo), digtébue eliminacdo do
cromo nos seres humanos e animais € dependentetelenithados
fatores, tais como, solubilidade, estado de oxwmlagamanho de
particula, e taxa de exposicao.

Segundo o grupo de trabalho da WHO (1988), a wad2 do
cromo para a maioria dos microrganismos ocorre Igerde as
concentracdes de 0,05 a 5 mg-kg

Estudos realizados por Nguyen et al. (1999) mastiague o
cromo causou efeitos sobre a sobrevivéncia do éamhe peixeClarias
gariepinus(conhecido como peixe gato africano) em concedésgle
36 mg L' E para larvas, em estado inicial, concentracée20dmg [*
provocaram alteragéo no seu desenvolvimento.

A espécie hexavalente do cromo pode acumular-se
organismo. A Organizacdo Mundial de Saude (WHOavas do
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPC8o-inglés
International Programme on Chemical Sajetgvelou que o Cf
causou varios danos genéticos em testes de mutalpeld de curto
prazo. O estudo revela ainda que doses superidr@sray kg de CP*
sdo suficientes para afetar o trato gastrointdstosarins e o sistema
hematologico, e que a dose oral letal para humadiokos esta entre 50
e 70 mg kg de peso corpéreo na forma de cromatos soltiveisGyWH
1988).

no

Ensaiosin vitro e in vivo em estudos demonstraram que o

Cr(VI) induz o estresse oxidativo através do aumentproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a sdamm DNA
genbmico e deterioracdo oxidativa dos lipidios@ginas (BAGCHI et
al., 2001; SHRIVASTAVA et al., 2002).

Outro ponto importante que esta relacionado aittedge é que
0 cromo hexavalente tem a mesma forma tetraéduieas| ions sulfatos
e fosfatos. Em virtude disso a membrana celulardiféoencia o CY'
dos ions essenciais, 0 que permite a sua inteagabzcelular através
dos canais idnicos. Quando o ion Cr(VI) entra nopthsma este reduz
ligeiramente & Cr(lll), reagindo com ascorbato tajiona ou cisteina,
doadores de elétrons (ATSDR, 2000; SHRIVASTAVA &t a002).
Entdo o Ct' ligado ao peptideo Glutationa (GSH) forma o grde
GSH que se difunde para o plasma e liga-se ao DdtAransferéncia
de elétrons, formando complexos Cr-DNA e ligacOeszadas DNA-
DNA, podendo causar alteracdes genéticas (TSOU B Aet al.,
1996; COTTON & WILKINSON, 1999; STANDEVEN &
WETTERHAHN, 1991; ORTEGA et al, 2005; BENITE, 2007
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JOMOVA, et al.,, 2011). Essa interacdo entre o0 cra@mos &cidos
nucleicos foi identificada primeiramente por Hermaf Speck em

1954 (FREITAS, 2006). O cromo (VI) ainda alteraiadgéo de enzimas,
0s parametros quimicos do sangue, reduz a ressténcagentes
patogénicos e pode causar inibicdo da fotossinf@d4dO, 1988).

Estudos desenvolvidos com macrdfitas e plantas dstinamam que altas
concentracbes de cromo causaram mudancas essuturas

cloroplastos, estresse oxidativo e até inibicadotlassintese (PANDA
& CHOUDHURY, 2005; LIMA, 2010).

2.4.4 NP Cr,0;

O o6xido de cromo Il (GOz) nanoparticulado possui uma
grande variedade de aplicacBes, podendo ser usatm catalisador em
reacOes de oxidacdo, hidrogenacéo e isomeracaefidws, pigmentos,
material refratario, agente de sinterizacéo, r@westtos para protecéo
térmica e resisténcia ao desgaste (TONIOLO, 20@9;,L8RD et al.,
2009; WANG et al., 2012; GUNNEWIEK et al., 2014)tualmente, a
NP CpO; é um composto amplamente estudado devido a sua
propriedade natural de semicondutor (GUPTA ebéll4),

As suas aplicacbes dependem do tamanho das NRcuRext
com tamanhos de aproximadamente 200nm sdo prefendaa
fabricacdo de pigmentos verdes (BALACHANDRAN et &D95), pois
além da facilidade de uso e uma 6tima relacdo <hesteficio, possui
opacidade elevada, alto poder de cobertura e lahisarcdo de Oleo. Ja
particulas com tamanho menor que 50nm podem seatasiseomo
corantes transparentes e particulas ainda menéoesexessarias para
melhorar as propriedades de sinterizacdo (MEDEIRXDGY).

Estudos mostraram que a NP.@ytambém pode ser usado em
reagOes cataliticas, como por exemplo, do mond&éoarbono, sulfeto
de hidrogénio, oxidagdo do dioxido de enxofre, dlasacdo e
deshidrogenacdo do alcool, sintese de metanol, rauéas duplas
ligacBes nas olefinas, polimerizacdo do etilenoirdese catalitica
alternativa de clorofluorcarbono — CFC (UHM et 2099; PRADIER et
al., 2000; SANTULLI et al., 2011).

2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DA NP
Em relacdo aos materiais nanoestruturados, induasdNP, a

caracterizacdo se faz importante, pois através tiliazagdo de tais
técnicas € possivel obter informacdes complementasebre
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propriedades como forma e distribuicdo de tamaebtabilidade em
suspensdo, composicdo elementar, propriedades plfisie, que
facilitam o entendimento dos efeitos nocivos dess#eriais.

Algumas técnicas de caracterizacdo de NP sdo: &wdio
Potencial Zeta e Diametro Hidrodindmico; Microseofletronica de
Transmisséo, Microscopia Eletrénica de Varreduiiagfio de raios-X
e area superficial usando o método BET.

2.5.1 Diametro Hidrodindmico e Potencial Zeta

O diametro hidrodindmico () é uma técnica para
determinacdo do tamanho de NP em suspenséo e @odeterminado
através do uso da técnica de espalhamento derlamitio (DLS). Essa
técnica leva em consideragdo o movimento translatidas particulas
em suspensdo. Assim, o DLS usa a emissdo de ura Gxluz
monocromatica (laser) sobre a amostra, onde aslalleada é captada
em um detector gerando graficos de flutuacdo densidade e
distribuicdo de frequéncia.

Relacionando os dados do espalhamento com temperatu
viscosidade do solvente pode-se obter @ dravés da equacdo 1
(MALVERN, 2014).

KgT

Dy = —2—
H 3mtnD

1)

Onde kg é a constante de Boltzmannp,é a viscosidade do
solvente, T é a temperatura e D € o coeficientdifdedo.

A tendéncia a agregacéo e sedimentacdo das NRsdispem
funcdo do tempo, pode ser observada pela distébuile tamanho de
particulas através do DLS.

Para a avaliagdo da estabilidade das NP em suspersta
pode ser realizada através da medida do potencéh 4Pz)
(MALVERN, 2014). O Pz relaciona o0 movimento desom@#n e
continuo que corre devido aos choques produzidas meoléculas do
liguido com as particulas solidas dispersas, egsnt® € conhecido
como movimento Browniano (MORO, 2010). O Pz é oepoial
elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamentoseja, é a diferenca
de potencial entre o meio de dispersdo e a cansaeianaria de fluido
na superficie da particula dispersa, refletindootemcial de superficie
das particulas (ORTEGA et al., 1997; METCALF & EDD2003). Seu
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valor pode ser influenciado pelo meio de disped@® particulas, em
razdo da dissociac@o de grupos funcionais na dcipedfa particula ou
da adsorcdo de espécies ibnicas presentes na olliiEnte
(MAGENHEIM & BENITA, 1991; MOSQUEIRA et al., 2000QQuanto
maior for o seu valor em modulo, maior sera a canggerficial da
particula, conferindo uma maior estabilidade depesnsio, ou seja,
maior resisténcia a agregacéo. Quando o potendiix®, a atracédo
supera a repulsdo e as particulas tendem a apresémanais,
aumentando a probabilidade de uma colisdo, ocasraratjlomeracéo e
floculagdo (METCALF & EDDY, 2003; GOUVEA & MURAD, @01;
TRINDADE & MANUEL, 2006).

2.5.2 Difragdo de Raios-X (DRX)

A difrac&o de raios-X (DRX) é um dos métodos mailizados
e simples para estudar a estrutura interna de iaiataristalinos e
consequentemente identifica-los (SCAPIN, 2003; MBEDES, 2007,
COSTA et al., 2009). Materiais cristalinos exibem wlifratograma
caracteristico, o que simplificadamente quer digee os materiais
podem ser identificados e caracterizados segusda aristalinidade.

Os raios-X sdo classificados como radiacdo ionézaat
consistem na emissdo de ondas eletromagnéticadp st mesma
natureza que compdem a luz branca visivel. A técécDRX consiste
em uma radiacdo monocromatica, com feixe paralelongorimento de
onda}, direcionada sobre o material a ser caracterizagy por sua
vez, os difrata em determinado angulo (reflexadoyg). A medida
desse angulo de difracdo pode elucidar a dist@losia@tomos no cristal,
fornecendo a estrutura cristalina. Os raios diffledasdo detectados e
transformados em sinais, representados por unmcgrég intensidade.
Esses sinais, em forma de picos, sdo comparaditenadura a fim de
verificar a presenca dos sinais desejados e idmmtifo material
(CULLITY, 1978; BANDEIRA, 2011).

Para a determinacdo do tamanho médio dos cristalfto
necessario conhecer o vatte espacamento interlamelar, que foi obtido
através do tratamento matematico e aplicacdo ddd 8ragg (equacéo
2).

2d sef=n. (2)
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Onde: n =ndmero inteiro
d = distancia entre planos atdbmicos
6 = angulo de incidéncia em relacdo ao plano coresiide
A = é o comprimento de onda da radiacéo incidente

O tamanho médio do cristalito é dado pela equaedbabye-Sherrer
(equacéo 3).

D (A= s rseos ()

Onde: K = fator de forma (constante usualmentg 0,9
A = é o comprimento de onda da radiacéo incidente
B = largura observada da linha difratada a meiaaldo pico,
expressa em radianos.

A técnica de DRX mais frequentemente usada é odoélos
pés. Nesta técnica, usa-se uma amostra em poé,gparaxista uma
orientacdo aleatdria de muitos cristais, assegaorasdim que algumas
das particulas estédo orientadas, em relacao amdeixaios-X, de modo
a satisfazer as condi¢des de difracdo da lei dgdBmgue da a relacéo
entre as posi¢des angulares dos feixes difratados.

Essa técnica é considerada um ensaio nao destrstoy@, nao
€ necessario retirar uma amostra da estrutura ga para fazer a
quantificagdo (MEDEIROS, 2007).

2.5.3 Microscopia Eletrdnica de Transmisséo - MET

A MET utiliza uma técnica na qual um feixe de e é
emitido em dire¢cdo a uma amostra ultrafina passaodaim conjunto
de lentes eletromagnéticas localizadas dentro de eimara a vacuo.

Os elétrons transmitidos interagem através da @amos
formam uma imagem que é ampliada e focada em uixa @l de
aumento de 1.000 a 300.000 vezes o tamanho or{(REAMER, 1997).

O microscépio de MET é capaz de exibir imagens a um
resolucdo significativamente maior em comparacdom c®s
microscopios Oticos devido ao pequeno comprimergoodda dos
elétrons. Tal caracteristica permite ao usuariomear detalhes
infimos, até mesmo uma simples coluna de atomqgaabké dezenas de
milhares de vezes menor do que o menor objeto hecdivel em um
microscopio 6tico. A MET é um dos principais métediz analise em
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uma vasta gama de campos cientificos, tanto enciag&fisicas quanto
bioldgicas, sendo bastante aplicada em pesquishie so céncer,
virologia e na ciéncia dos materiais, além das yieag de poluicéo,
nanotecnologia e semicondutores (MALISKA, 2003; REMCOOK et
al., 2007).

A coluna do MET deve estar em vacuo para evitar a
contaminacdo da amostra sob o feixe de elétromspgssuem energia
suficiente para atravessar a amostra. O sinalbaletr transmitido é
magnificado por uma série de lentes eletromagreéteapode ser
observado em duas maneiras, através de difracata dormacéo de
imagem direta em campo claro (feixe direto ndolaspa pela amostra)
ou escuro (feixe direto espalhado pela amostra) s§ieeusados para
determinar a estrutura cristalografica e microéstay respectivamente,
de um material (FERREIRA, 2010).

2.5.4  Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

A MEV utiliza um tipo de microscopio eletrénico eapde
produzir imagens de alta resolugdo da estrutur@ricipl de uma
amostra. O microscopio de MEV é um instrumento onuigrsétil e
amplamente utilizado para a analise microestrutigahateriais solidos.
Apesar da complexidade dos mecanismos para a @lotelacimagem, o
resultado é uma imagem de muito facil interpretag@AN
MEERBEEK et al., 2000; MALISKA, 2003; FERREIRA, 201

A grande vantagem da MEV em relacéo ao microscdijgo é
sua alta resolucdo, com uma faixa de aumento #0tee50.000 vezes.
Atualmente existem instrumentos com resolucdo meadiculas na
ordem de 1 a 5 nm (10 - 50°)Aenquanto que no Otico é de 0,5 um.
Comparado com o MET a grande vantagem do MEV estfacilidade
de preparagado das amostras (MALISKA, 2003).

A MEV é usualmente utilizada para caracterizacamateriais,
incluindo NM, por possibilitar elevada profundidade foco (imagem
com aparéncia tridimensional) e mostrar a estruguestequiométrica
dos materiais, sendo este Ultimo através da téaec&DX Energy
Dispersive X-Raly disponivel no equipamento (MALISKA, 2003).

2.5.5 Area Superficial Especifica
A é&rea superficial é considerada uma das medidaafoentais

para discutir sobre as propriedades fisico-quinmdeasm material, pois
gera informacdes, por exemplo, sobre sua atividagidetividade.
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Para particulas sélidas, o0 método mais usual padico nesse
pardmetro tem sido o método desenvolvido por BremaEmmet e
Teller, o qual ficou conhecido como método BET (BRAUER et al.,
1938). Este método, também conhecido como TeoridAd&orcao
Multimolecular, consiste na adsorcdo fisica de ufs inerte (por
exemplo, o nitrogénio - §l a baixas temperaturas, onde esses dados séo
aplicados em uma sequéncia de formulas do prépoimedimento BET.
Assim, a é&rea superficial especifica é obtida asaga isoterma de
adsorcdo, que relaciona o volume de gas adsoruidofumcdo da
presséo relativa. A isoterma de BET utiliza a setguequacao 4 para
representar os dados experimentais (FIGUEIREDO BERRO, 1989):

P 1 (c-1)P
V (Po—P)  CVm = CVmPo

(4)

Onde P e pPséo a pressao medida no estado de equilibrio e
a pressdo de saturacdo inicial do sistema, V é amtigade de gas
adsorvido (por exemplo, em unidades de volume),, ecdrresponde a
monocamada de gas adsorvida quando o sélido estaletamente
recoberto, e C € a constante de BET, deduzidawéq 5 a sequir:

E1—EL)

C= exp( — (5)

Com o valor de Vm conhecido, calcula-se a areaugerficie
especifica de um material através da equacao 6:

S = Vm Lav Aad (6)
Mv
Onde: S é a area de superficie especifica.
Vmn € 0 volume de gas adsorvido quando a superficigotido
esta completamente coberta por uma monocamada.
lav € 0 NUMero de Avogadro (6,02214179%10
Ag € érea de secdo transversal da uma molécula deatis
M, é o volume ocupado por 1 mol da molécula de adswrb
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2.6 TOXICOLOGIA AMBIENTAL E NANOTOXICOLOGIA

Toxicologia é definida como a ciéncia que estudefaito
adverso de poluentes sobre os organismos vivosteElaa finalidade
principal de identificar os riscos relacionados ¥posicdo de um
poluente e assim possibilitar tomadas de decisda peevenir o
aparecimento destes efeitos, ou seja, estabeleserinutes de
lancamento dos poluentes no meio ambiente (CHASIREDROZO,
2003; KNIE, 2004; MATIAS, 1996).

De acordo com Yu (2005) a toxicologia € uma ciéncia
multidisciplinar, que abrange uma vasta area déhnemimento, onde
atuam profissionais de diversas formacdes: QuimMatematica,
Biologia, Bioquimica, Pedagogia, Botanica, Ecolp@&ologia, Salde
Publica, Farmacologia, Fisiologia, Alimentos, Ga&tExperimental,
Estatistica e outras &reas. Ela relaciona-se amfiite com essas
diversas ciéncias, pois sem essa inter-relagdo cdodiecimentos,
dificilmente poderd atingir seus objetivos: prevediagnosticar e tratar.

A toxicologia ambiental considera que a sobrevii#hamana
depende do bem estar de outras espécies e da itikgade e
gualidade de ar, 4gua, solo e alimentos, se praadapcom o destino
dos agentes toxicos, seus metabdlitos e produtodedeadacdo no
ambiente e nas cadeias alimentares sobre os oargmie as
populacdes. De forma geral o termo toxicologia amiail € utilizado
para referir-se ao estudo dos efeitos nocivos warads originados pela
exposicdo de sistemas bioldgicos aos poluentes deenatureza fisica,
guimica ou bioldgica.

Por ser uma ciéncia ampla, a Toxicologia Ambiergal
subdivide conforme a necessidade e especificidadestido requerido.
Assim, com o rapido desenvolvimento industrial @btdogico (a partir
do inicio do século XX) e consequentemente da g@duiambiental
vinculada a esta, principalmente aos graves a&demmbientais
decorrentes da época (metade do século XX), fizexam que se
desenvolvessem estudos toxicol6gicos envolvendoulpofles e
comunidades biolégicas e suas interacdes, dandgenori a
Ecotoxicologia, o ramo da toxicologia que relaciasaefeitos toxicos
dos poluentes sobre ecossistemas, incluindo o homemestudo dos
caminhos de transferéncia desses xenobidticos enteracdo com o
ambiente, onde o primeiro relato do uso desse tdongor René
Truhaut em 1969. (AZEVEDO & CHASIN, 2003; NEWMAN &
ZHAO, 2008; KAHRU & DUBOURGUIER, 2010).
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Com a mesma preocupacao, a Nanotoxicologia surge ama
area dentro da Toxicologia Ambiental pela necedsidespecifica de
avaliar o impacto do uso dos NM, tanto no meio amiei quanto seus
riscos eventuais a saide humana, assim como exatovéas de entrada
de NP no organismo e estudar os mecanismos malesula toxicidade
das NP (OBERDORSTER, OBERDORSTER & OBERDORSTER,
2005; FISCHER & CHAN, 2007). Com o desenvolvimerdpido da
nanotecnologia, 0s riscos sobre a salude humananee@moambiente
causados pela exposicdo aos NM (de fonte antrofmajéaumentam
(CURTIS et al., 2006; HANDY et al., 2008). A Nanximplogia tem
por missdo nortear o desenvolvimento seguro e rgast da
Nanotecnologia (ABDI, 2011). Os autores Oberdor<tdyerdorster e
Oberddrster (2005) salientam que embora os serearfas tenham sido
expostos as particulas (naturais ou incidentais) dimensdes
nanométricas ao longo do tempo, tal exposicdo \amimentando
drasticamente no decorrer do século passado, daviesenca de NP
artificiais ou sintéticas, fabricadas pelo homewnhecidas como NP
engenheiradas.

Os primeiros registros cientificos n&/eb of Science of
Thomson Scientifisobre estudos da toxicidade de NM foram na década
de 1990, onde o trabalho de Oberdérster et al.2j198estigou o
aumento da toxicidade em células pulmonares des rakpostos a
particulas ultrafinas de dioxido de titanio (3jOcom aproximadamente
20 nm quando comparado aos expostos as particiamses (menor
que 200 nm).

Alguns exemplos de estudo sobre a toxicidade des@i citados

abaixo:

e« Um estudo publicado em julho de 2004 reporta qlerdnos
(Ceg) podem desencadear danos cerebrais em peixes
(OBERDORSTER, 2004a).

e Estudo mostrou uma direta relagéo entre a inaldgadNP de
TiO,, muito utilizadas pelas industrias alimenticiaosraética,

e o0 desenvolvimento de céancer do pulmdo em ratos

(HAMILTON et al, 2009).

¢ Petkovt et al. (2011) estudaram os efeitos da NP, &@bre
células de hepatoma humano (HepG2) e demostraratacéio
com a reducdo do tamanho e forma cristalina com a
citotoxicidade e genotoxicidade. As NP de IiG&o
encontradas em cosméticos, incluindo os protesmieges, em
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tintas e também em revestimentos autolimpantegperficies
bactericidas.

¢ Srinivas et al (2011) demostraram que ratos expgsto um
periodo de 4 horas, através de inalacdo de umaicoacio de
641 mg/ni de NP de Ce§ apresentaram uma inducdo da
citotoxicidade através do estresse oxidativo poddedar a
uma resposta inflamatéria crénica.

e Elder et al. (2006) demonstraram que o Oxido degaiaés
nanoparticulado, através de inalacdo, pode atiagioulbo
olfativo no cérebro frontal de animais experimetai

e Perreault et al. (2012a) avaliaram a toxicidaxdetro da NP de
CuO em cultura de células Neuro 2A. Apés 24 horas d
exposicéo, a concentracdo de 400 rifgde NP CuO causaram
37 % de inibicho na viabilidade celular. Também foi
observados danos em nivel do DNA das células expastssa
concentracdo. Outro estudo realizado por Perretalt (2014)
avaliaram a toxicidade de NP Au recobertos com PMviEnN
diferentes modelos celulares.

¢ Melegari et al. (2013) avaliaram a toxicidade da GlFO em
algaChlamydomonas reinharditiOs autores demostraram que
a NP CuO se apresentou toxica & 0,1 rifg ihduzindo uma
inibicdo na taxa de crescimento das algas e déti@stos
niveis de carotenoides.

Outro sistema importante para a contribuicdo deittede de
NM é o mecanismo tipo “Cavalo-de-Troia”. Essa deinagfo esta
ligada ao efeito de NM que facilitam a internal&age poluentes ou
particulas que possam facilitar a entrada de NM odsilas e
compartimentos celulares (LIMBACH et al., 2007; LICE, 2008).

2.6.1 Teste de Toxicidade Aguda

Os testes de toxicidade aguda sdo experimentosatabais,
realizados sob condi¢6es especificas e controladfigs visam avaliar a
toxicidade de um agente nocivo, sobre uma espésie-fjluando esta é
exposta & um curto periodo de tempo. Seus ressltpdssibilitam
determinar uma concentracdo confidvel da substaguimica ou
efluente para serem lancados ao meio ambiente (R1IB@7; RONCO
et al., 2004), como também elencar informacdesesohbisco ambiental,
com o proposito de contribuir na gestao de acidemtgbientais.
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O principio desses ensaios é a exposi¢cao dos emgasitestes
a diferentes concentracdes da amostra com o abjetvobservar e
guantificar os efeitos deletérios produzidos sobles. Os testes de
toxicidade realizados em laborat6rio ndo permitdrterouma resposta
absoluta sobre o risco que uma determinada amagtesenta para a
populagdo humana, pois os resultados de toxicidédieos para os
organismos-teste ndo podem ser extrapolados pasgres humanos
(RIBO, 1997; COSTA et al., 2008).

Em geral, sdo utilizados seres aquaticos como mmareste
que sejam representativos de um ambiente em estudantagem do
teste agudo refere-se a obtencdo de resultadasosapi reprodutiveis
em curvas de concentracdo-resposta, facilitando ismalizagéo,
identificagdo e estimativa dos efeitos de subst&nauimicas na
populacdo em estudo (MATIAS, 2010). Neste tipo dstet os
organismos sdo expostos as concentracdes conheeidasa amostra
durante um determinado periodo (de 24 a 96 hotqe)s a exposicao,
séo avaliados os possiveis efeitos letais causageupo de individuos
submetidos a tal procedimento.

Os parametros avaliados nos testes de toxicidagdaagfio a
mortalidade, no caso de peixes; imobilidade, no ocade
microcrustaceos; e crescimento, no caso de alga&NIDR &
PETROCELLI, 1985; BRENTANO, 2006; COSTA et al., 300

Os resultados da avaliacdo dos efeitos agudosbdéasgias ou
efluentes potencialmente toxicos, através de tistexicidade aguda,
sdo fornecidos geralmente através do calculo dacéfwracédo Letal
(CLso) ou a Concentracdo Efetiva (6gEa 50% da populacdo em teste.
Estes resultados expressam somente uma estimatteaididade aguda
global da substancia, ndo podendo ser extrapolaal@s resultados de
toxicidade subaguda e crénica (COSTA et al., 20@8t, 1989; 1SO,
2012). Assim, os testes de toxicidade aguda oferectormacgdes que
sao suficientes para iniciar agdes de controle.

Na toxicologia, o organismo-teste escolhido é amuglie
representa os diferentes niveis troficos e mellvigeacia o tipo de
efeito toxicolégico, ou seja, com melhor sensibilld, sem
necessariamente apresentar mais semelhancas commemh Na
ecotoxicologia, varias espécies vém sendo comunugitiEados, dentre
0s principais grupos de organismos utilizados erersaios destacam-
se: algas, bactérias, peixes, microcrustaceos equptds para
ecotoxicologia aquatica e sementes de hortalicadigequetas para
ecotoxicologia terrestre (AZEVEDO & CHASIN, 20030GTA et al.,
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2008; SHAW & CHADWICK, 1998; BURATINI et al, 2004;
CHANDRA et al., 2005; MAGALHAES & FILHO, 2008).

2.6.2 Teste de Toxicidade Cronica

Os testes cronicos sdo ensaios laboratoriais a€lakzpor um
longo tempo de exposi¢éo e que possibilitam avaligrossiveis efeitos
adversos de uma amostra sob condi¢cdes de expogigdlesgadas a
concentracdes sub-letais. O teste crénico expdeganismo-teste a
concentracdes nao letais do agente potencialm@&xitst durante parte
ou todo seu ciclo de vida, incluindo estagios sefisicomo juventude,
crescimento, maturidade sexual e reproducdo (RONCA@Al., 2004;
RAND et al., 1995; ABNT, 2010). Neste tipo de temtaliam-se efeitos
como desenvolvimento, reproducédo, crescimento déamalteracdes
morfologicas. O resultado é expresso em ConcemtrdedEfeito N&o
Observado (CENO), sendo esta a mais alta concantide uma série,
em que o agente testado ndo provoca efeito quasrdpacado com o
controle; e em Concentracdo de Efeito Observad®jC& mais baixa
concentracdo, de uma série, que causa efeito isaghib sobre a
populagdo quando comparada ao controle.

O teste cronico é importante para complementaeste tigudo,
pois a auséncia de efeito agudo nédo caracteriZmeiasde efeito sobre
a biota. Segundo Terra e Feiden (2003) os efaiitsds somente sao
visiveis quando os poluentes ambientais estdormessem altas doses.
Entretanto, quando eles existem em por¢6es mesevssefeitos podem
nao ser visiveis em um primeiro momento, mais fetem nas funcdes
fisiologicas, alteram a frequéncia reprodutiva e@uqualidade e
gquantidade de organismos gerados.

A acdo lenta de poluentes sobre a biocenose é pettas
importante a ser considerado e que hoje ja se gacoontemplado em
legislacdo nacional (FUZINATTO, 2009).

No Brasil, os testes cronicos sdo contemplados esolRcéao
CONAMA n° 357 (BRASIL, 2005) e exigidos para reafao do
enquadramento dos corpos hidricos. Para fins derphetacdo da
resolucéo, efeito tdéxico crénico € definido comefmstos deletérios aos
organismos vivos causados por agentes fisicos mniaps que afetam
uma ou varias funcdes biolégicas dos organismos, ¢amo a
reproducdo, o crescimento e o comportamento, empeariodo de
exposicdo que pode abranger a totalidade de skeudscvida ou parte
dele.
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Apesar de estar contemplado na legislagcdo, nadeexisa
norma brasileira que oriente os ensaios de toxdeidabnica conD.
magna assim, a metodologia para os testes cronicoe tlastalho estao
baseados no protocolo da norma americana 1ISO 120W@&/ que trata
da determinacéo da toxicidade em longo prazo dst&utias sobrB.
magnae da norma brasileira ABNT NBR 13373/2005, qudatrda
toxicidade crénica cor@eriodaphnia dubia

2.6.3 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

A ocorréncia de Espécies Reativas de Oxigénio (RO8n
processo que acontece naturalmente durante o rfistabocelular.
Quando encontrado em concentragbes habituais, oS R@&o
importantes para a defesa contra agentes infesgicsistemas de
sinalizacdo celular, como a ativagcdo da guanildtdase com a
formacdo do segundo mensageiro da guanosina momadfdica, e
inducdo da divisao celular. Os organismos saudfassuem sistemas
de controle de ROS, limitando seu aparecimento romgvendo sua
remocao. Porém, sob uma condicdo onde ha um aurdenROS, o
sistema de defesa amplia seu arsenal enzimatié@-enzimatico para
controlar os niveis intracelulares destas moléc({&8LKO et al.,
2006).

A formacdo de ROS pode ser relacionada com agerézaos
(endbgena) ou externos (exdgenas), estando ass faridogenas
relacionadas com o processo de respiracdo celii@canismos
fisiolégicos, como fagocitose de corpos estranhdefedcéo
microbiana), metabolismo de xenobioticos, hidrapédla de prolina e
lisina e oxidacdo de xantina também estdo reladmmna geracao
endbégena de ROS (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; MA&RII,
2008). Os agentes externos que podem induzir aipiodde ROS séo a
radiacdo solar, os agentes quimicos e os metamd@esque estdo
frequentemente presentes no ambiente.

Alguns exemplos destas espécies reativas sédo osaisad
superoxido, hidroxila e hidroperoxila (derivada li@operoxidacao),
denominados de radicais livres por apresentaremeldtnon livre e
desemparelhado.

Em situacbes em que a quantidade destas espéetbsmse
ultrapassa a capacidade de defesa antioxidanteétidas, ocorre o que
se chama de estresse oxidativo (MARIANI, 2008; MAS] 1999). Esta
condicdo de estresse pode ser resultado tambémalaliminuicdo da
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capacidade de defesa celular antioxidante (COSTAM@RADAS-
FERREIRA, 2001).

A avaliacdo do ROS pode ser realizada utilizandoaocador
H,DCFDA. Esse marcador € um composto ndo-polar quenaar nas
células sofre uma reacdo deacetilagdo para suaaf@otar nao-
fluorescente 2,7- diclorodihidrofluoresceing@€CFH) (SRIVASTAVA
et al., 2009). Quando a formacédo de ROS é indubindro da célula,
pelo xenobidtico, o composto,BICFDA reage principalmente com
peréxido de hidrogénio @#D,), produzindo o composto 2,7-
diclorofluoresceina (DCF) com uma alta intensiddedluorescéncia na
cor verde (513 a 530 nm) (HOFFMAN et al., 2008)s&Eemisséo de
fluorescéncia é convertida em niveis de ROS inlinéare

2.6.4 Avaliacdo da Viabilidade Celular através do Diacettn de
Fluoresceina (FDA)

Para avaliar o efeito de um contaminante sobre o
comportamento metabdlico de uma cultura de célélasecessario
avaliar o parametro de viabilidade das células emspensdo. A
viabilidade celular pode ser quantificada atrawésatividade da enzima
esterase, normalmente determinada utilizando oermgagFDA (do
inglés,Fluorescein diaceta)e

O FDA é um composto apolar permeével a membrandace,
no interior da célula é decomposto pelas esterasedluoresceina e
acetato, sendo que a fluoresceina absorve a loamprimento de onda
de 475 nm e emite fluorescéncia verde em 540 nran@u o acetato
nao esta associado a fluoresceina, a moléculasiddeoada polar. Dessa
forma, esse composto ndo consegue atravessar a ramamb
naturalmente. As células nao viaveis apresentam demecdo das
esterases e com isso tornam-se incapazes de decampeter a
fluoresceina, ndo emitindo fluorescéncia (CANHO2010). De forma
geral, pode-se interpretar que a diminuicdo dadka®ncia indica uma
inibicdo da atividade esterase.

2.6.5 Avaliacdo da Densidade Celular

Na avaliacdo da densidade celular, o objetivo érebs o
efeito causado por um contaminante sobre o crestimga cultura
celular.

Assim, a densidade celular ou crescimento, consiatecalizar
a contagem das células vivas por mililitro presentefinal do tempo de
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exposicdo. Essa contagem pode ser feita em migioscatravés de
camaras de contagem de células, ou em equipamesgesificos como
citbmetros de fluxo ou contadores de células.

2.6.6 Avaliacdo da Fluorescéncia Clorofiliana

Os contaminantes ambientais podem afetar o mecangam
fotossintese das algas. Esta acdo toxica podevakada estudando a
cinética da fluorescéncia emitida pelo organism@NEAU &
POPOVIC, 1999; LIMA, 2010). A fotossintese repreéaamm indicador
fisioldgico quando o metabolismo é alterado poraunrmais fatores de
estresse ambiental. Portanto, em um sistema fotésb, reacbes
luminosas e rea¢bes bioquimicas podem ser afefamlasim agente
estressante. Quando ocorre a fotoinibicdo induzma danos
provocados por agentes estressores, verifica-se dimauicdo do
rendimento quéntico da fotossintese acompanhanditeracdes nas
atividades do fotossistema Il (FSII). Isso podeaiea alteracdes na
emissao de fluorescéncia (KRAUSE & WEIS, 1991).

A mudancga na atividade fotossintética indica nda salde do
organismo da planta, mas também os efeitos toxieepoluentes sobre
0 organismo vegetal ap0s exposicdo (POPOVIC et 24103). A
avaliacdo da fluorescéncia clorofiliana traz infag@es sobre o estado
do FS Il e pode ser usada para medir parametros osmendimentos
fotossintéticosguenchingfotoquimico e ndo fotoquimico e transporte
de elétrons (JUNEAU & POPOVIC, 1999; LIMA, 2010; REEAULT
et al., 2010).

Os organismos fotossintetizantes usam a luminosidzata
oxidar a molécula de agua e reduzir 0,CBsse processo pode ser
dividido em duas fases: a fotoquimica, que ocoros tilacéides
(membranas internas dos cloroplastos), e a faspiioiica, que ocorre
nos estromas do cloroplasto (FOYER, 1984; VANKOOT&MNNEL,
1990; ANDERSSON & STYRING, 1992; THORNBER, 1996).

Os pigmentos fotossintéticos, clorofdaprincipal), clorofilab
(pigmento acessorio) e carotendides, localizades membranas dos
tilacéides dos cloroplastos, absorvem a energi@nhsa que € utilizada
no processo fotossintético (Figura 2.6). A enelgiainosa (fétons)
captada pelas antenas do fotossistema altera doedtgses pigmentos
de basal (baixa energia) para estado excitado @itxgia). Essa
excitacdo é temporéria (duracéo d& &De para retornar ao estado basal
a molécula de clorofila (Chl a) pode dissipar essa energia por trés
formas (BARUFI, 2010; CAMPOSTRINI, 1997):
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em processos fotoquimicos da fotossintese (pamadaigiio de ATP
-Trifosfato de adenosina). Esta dissipacdo de enérgenominada
como coeficiente de extingdo fotoquimica oguenching
fotoquimico (gP) causado pela utilizacdo da engrgra a reducéo
do NADP. Seus valores indicam a proporcdo de cem&acionais
do FSIl que estdo abertos (oxidados) (KRAMER et 2004) e,
decresce na proporcdo do fechamento dos centrosealgio
(bloqueio da transferéncia de, Qara @) do FSIl (SCHREIBER et
al., 1986; CAMPOSTRINI, 1997).

em forma de fluorescéncia, emitindo radiacao né&ocedo visivel
(vermelho).

em processos nao-fotoquimicos, onde a energia ditagho é
dissipada no complexo antena do FSlI, principalmem forma de
calor, através de xantofilas e alteracbes nas amteo sistema
(POGSON & RISSLER, 2000). Esse parametro € defimpdia
reducdo do rendimento quéntico maximo do FSIl (EHE:&
BJORKMAN, 1990). Esta dissipacdo de energia ¢ darama por
guenchingnao-fotoquimico (gN) ou coeficiente de extingdm-na
fotoquimica e funcionam como sistema de protecab%ib contra
os fotodanos.

Figura 2.3 - Esquema do processo fotossintéticoeviagGes: ADP: adenosina
difosfato; ATP: adenosina trifosfato; NADP: Fosfatde dinucle6tido
nicotinamida adenina; Fd: ferrodoxina; RuBP: rilzaldisfosfato.

Evolugédo do Oxigénio Fixacdo do Dioxido de Carbono
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Fonte: adaptado de CAMPOSTRINI (1997).
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Na etapa bioguimica da fotossintese (processoguinticos)
ocorre a conversdo da energia luminosa absorvidanamgia quimica.
Os fétons (energia luminosa) depois de captadoaspehtenas do
sistema séo transferidos para os centros de relacBSI1. No centro do
PSII uma molécula de clorofimdenominada de P68B,.{x de 680 nm)
torna-se excitada (P680’). Em condicOes ideais pargrocesso
fotossintético, o elétron doado pela P680’ reduz ageptor primario
denominado de feofitina. Esta molécula comeca msfeaéncia de
elétrons através dos quinonasa(@ @), plastoquinona (PQ) e os
citocromos (Cyts). Esta transferéncia esta assaaath a producgéo de
ATP. Assim, os elétrons sdo transferidos para od&luma segunda
molécula de clorofilea, chamada P700\(.x de 700 nm). Da mesma
forma, o P700 absorve a energia luminosa e torrexsiéado (P700).
Entdo, a P700’ reduz a molécula de ferredoxina, (Bdyual esta
relacionada com a reducdo do NADP para NARPEhtretanto, no
processo de conversdo da energia luminosa em argrignica ocorrem
perdas, pois nem todos os elétrons das moléculatoddila excitada
séo transferidos para os aceptores. Estas moléaitasam ao estado
inicial sem a produgcdo de ATP e NADPRHA0 retornar ao estado
inicial, a energia € dissipada (perdida) em fornea cdlor ou luz
(fluorescéncia) (CAMPOSTRINI, 1997).

A fluorescéncia que é medida provém quase totabndat
clorofilas associadas ao FSll, sendo um bom indizata qualidade do
fotossistema. A medicdo de emissdo da fluorescétmiafiliana pode
ser realizadain vivo, e depende do estado de oxido-redugdo dos
aceptores de elétrons do FS 1l

Um dos métodos para avaliacéo da cinética da Beéreia da
clorofila € o método fluorométrico por Pulso de Aitojple Modulada
(Imaging-PAM). A partir dessa técnica, 0s seguip@fimetros podem
ser avaliados (SCHEREIBER et al.,, 1986; GENTY et 4bB89;
ROHACEK & BARTAK, 1999):

« Rendimento Quantico Maximo do FSH.{l): mede a capacidade
fotoquimica maxima do FSIl quando os complexosoeat&os. A
faixa normal do {F, esta entre 0,75 — 0,85 e sua diminuicdo pode
indicar uma possivel fotoinibicdo resultante dedano nos centro
reacionais.

« Rendimento Quantico Efetivo do PSIlipll): representa a
eficiéncia de captura de energia de excitacdo pedvsros de
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reacdo oxicidados (abertos) do PSIl (SCHREIBERI,e1386) e
esta relacionada a dissipacdo da energia termalrgtiativa) no
sistema antena (KITAJIMA & BUTLER. 1975; GENTY elL,a
1989).

« Rendimento da dissipacdo de energia nao-fotoquimégalada
(¢’'npo): € a dissipagédo termo regulada de energia relad@dao gN
(KLUGHAMMER & SCHREIBER, 2008).

* Rendimento da dissipa¢do de energia nao-fotoquindioaregulada
(¢’ no): corresponde as perdas de energia por vias méguionicas
do FSII, sendo a soma da emisséo de fluorescérissipacio de
calor (KAMER et al., 2004; KLUGHAMMER & SCHREIBER,
2008).

« Taxa de transporte de elétrons (ETR): relacionaxio & propor¢éo
de elétrons usados na etapa fotoquimica (respastallyl a
determinada densidade de fluxo de fétons (KRALL BVEARDS,
1992; CAMPOSTRINI, 1997).

2.7 CITOTOXICIDADE: ENSAIOSIN VITRO

O uso de animais no desenvolvimento de pesqéidsstante
criticado e vem sendo questionado mediante o desamento de
ensaiosin vitro. Em 1959, Russel & Burch publicaram o livro “The
Principle of Humane Experimental Technique” queirdefo conceito
de Reducdo, Refinamento e Reposic&eduction, Refinement and
Replacemenidos ensaiosm vivo

Os ensaiodn vitro vém sendo empregado como alternativa ao
uso de animais em testes de laboratério. Os testesulturas celulares
tém demonstrado grandes vantagens, como boa dielasiej rapidez
nos resultados e boa reprodutibilidade.

A citotoxicidade é a propriedade que uma substatesia de
causar danos a uma célula ou sua estrutura, podandcasos mais
graves, acarretar em morte celular. Esses efeisnp ser gerados pelo
estresse oxidativo causados pelos poluentes amisi¢MAKES & Van
DER KRAAK, 2003; ERDTMANN, 2003).

Ensaios citotdéxicos podem ser realizados atravéerdaio
colorimétrico que visam medir a reducdo brometo 3&¢4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) am produto insoltvel de
cor parpura, o formazan. Outro teste que pode avalicitotoxicidade
do agente poluidor é a lipoperoxidacdo biol6ogicaQHR, 2011). A
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metilacdo do DNA, também é considerada uma avaliada
genotoxicidade que indica possiveis alteracdesnpias.

2.7.1 Citotoxicidade pelo Ensaio do MTT

O ensaio do metil tiazol tetrazdlio (MTT) é um miadeaseado
na colorimetria e que avalia a viabilidade celutde, forma rapida e
objetiva. O principio deste ensaio é a reducdo dol Num sal de
coloracdo amarela e sollvel em agua) ao compaostdiirel em agua, o
sal formazan (de coloragcédo arroxeada). Essa tramafdo ocorre nas
mitocondrias de células vivas, sendo um indicatol® atividade
mitocondrial e, portanto, da integridade celulassif, quando as
células sdo expostas ao reagente MTT, este irdrreagn enzimas
denominadas succinato-desidrogenases, presentéssiexaente em
células vivas, e entdo sera quebrado e transforemmdam composto de
cor violeta, o formazan, indicando assim a ativelada cadeia
transportadora de elétrons. Assim, quando as s&olrem algum dano
decorrente do contato com o xenobibtico, a atiedatetabdlica é
alterada levando também a uma alteragdo na prodigasétrons e
assim da atividade das desidrogenases mitocondsigjge diminui ou
até anula a reducdo do MTT a formazan. A quantidederistais de
formazan produzidos, medidos por espectrofotomeéialiretamente
proporcional atividade mitocondrial e viabilidaddutar (MOSMANN,
1983, WAN et al., 1994).

O ensaio de MTT originalmente foi utilizado paraaler a
citotoxicidade de farmacos (AYAKI et al., 2010; HDRGEN et al.,
2006; ALLEY et al., 1988), no entanto vem sendadrde empregado
para avaliar a citotoxicidade de efluentes tratadusrocontaminantes
(SMITAL et al., 2013) e compostos quimicos (HSOUR#al., 2011,
2006; SAUER, 2014).

2.7.2 Avaliagdo da Lipoperoxidacao pela Dosagem do MDA

Outra forma de se avaliar a citotoxicidade de unuge é
através do processo de lipoperoxidagéo (LPO).

A lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia, cataliszal
maioria dos casos por metais de transicdo, que sEdigaduzida pelas
etapas de iniciacdo (fase lenta), propagacéao (&msda) e terminacao.
Segundo Matias e Creppy (1998b) a LPO ou Peroxidagaidica
caracteriza-se por uma sequéncia de eventos bimgsimesultantes da
acdo dos radicais livres sobre os &cidos graxosiraiturados das
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membranas celulares. Essa acdo oxidativa causa danestrutura da
membrana, podendo levar a alteracbes de permesatglithumentando
o fluxo de nutrientes e téxicos), alteracbes npirasdo celular e
producdo de ATP, faléncia dos mecanismos de trecanetabdlitos,
alteracbes no DNA e, em uma condicdo extrema, aemuelular
(BABER & HARRIS, 1994; BENZIE, 1996; MATIAS & CREPR
1998b; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Como consequia da
LPO, ocorrem a formacdo de produtos citotoxicos aorm
malondialdeido (MDA), acroleina e 4-hydroxynonenédHNE)
(HERSHKO, 1989; CATALA, 2006). O MDA est4d segurarmen
relacionado com danos as proteinas (TRAVERSO ,e2@04; FLOHR,
2011).

A LPO também faz parte dos mecanismos que levam ao
envelhecimento e ao cancer, e de resposta a tadieide xenobidticos
(SHAN et al., 1990; FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Em uma avaliacdo toxicolégica, o MDA tem sido mélio
como um biomarcador produzido nesta reacdo e quie [EEr
quantificado e usado para avaliacdo do processtPd2 indicando
estresse oxidativo das células expostas ao xermhiot

2.8  DEFINICAO DO MODELO BIOLOGICO

O conhecimento da toxicidade das substéncias moasdse
obtém através de experimentos em laboratério aitip modelos
biolégicos (animais, vegetais ou células), quemigaedizer o impacto
potencial de um xenobiético (agente téxico) ao meimbiente
(CHASIN & AZEVEDO, 2003; MATIAS, 2010) ou a saudarhana.

A escolha do modelo bioligico como sistema expertalegem
influéncia principal na complexidade e relevancia, sucesso, e na
interpretacdo de um teste de toxicidade. E nedesypée a espécie dos
organismos-teste ou a linhagem celular sejam saRsia uma
diversidade de agentes quimicos, de maneira quebpids a obtengéo
de resultados precisos, garantindo desta formadpradutibilidade dos
resultados (RAND, WELLS & McCARTY, 1995; EPA, 2002b
ARAGAO & ARAUJO, 2006). Em relacdo aos organismeste, iSso
reflete também em optar pelo uso de organismosngoveara a
realizacdo destes testes. Outros requisitos impega sdo a
disponibilidade e facilidade de cultivo em labor&tp abundancia do
organismo no ambiente (para coleta e busca de epEs) e também
conhecer a biologia da espécie.
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Os testes de toxicidade tém sido realizados com ammgla
variedade de espécies representantes de diferaftess troficos.
Devido a essa imensa quantidade e diversidadepdeies, a definicdo
do organismo a ser utilizado deve ser baseada eamidevacOes
especificas do problema a ser solucionado, po#aaimdo existe uma
espécie que atenda a todos estes requisitos, quira 0s ecossistemas
(RAND, WELLS & McCARTY, 1995).

Os organismos aquaticos sdo bastante utilizadosrerde dos
ecossistemas aquaticos serem o0s principais recégacde
contaminantes, seja por langcamento direto de d#seliquidos nos
corpos hidricos, como por meio da transferénciacdetaminantes
emitidos no ar ou depositados nos solos (GHERARDLDBSTEIN et
al.,, 1990; ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008). Para a rieatdo de
testes de toxicidade utilizando organismos aguatieérios autores
(RAND, WELLS & McCARTY, 1995) sugerem a utilizaca® no
minimo trés espécies representantes do ecossistgumico: uma
espécie de alga (representando os produtores)espégie de crustaceo
(representando os consumidores primarios e/ou dados) e uma
espécie de peixe (representando 0s consumidoresdsg®ms e/ou
terciarios).

Uma espécie que atende a varios critérios parfegdsede um
organismo-teste € o microcrustaceo do gébemmagna Este organismo
tem sido utilizado como organismo-teste em divepsates do mundo,
tendo a sua metodologia de teste padronizada atiemalmente.

Para uma avaliacdo toxicolégica especifica os essai
citotéxicos e genotoxicos sdo importantes ferraggepara determinar
quais os danos que substancias poluentes poderar s modelos
bioldgicos (SILVA, 2003). O uso de linhagens celedapara a avaliagéo
toxicoldgica in vitro € amplamente empregado em Farmacologia e
Toxicologia, pois fornecem melhor reprodutividadegsultados
confiaveis, rapidez, reducdo dos custos em relagdoso de animais.
Outra vantagem é a disponibilidade de grande \adiedle linhagens
celulares (bancos de células), possibilitando agati toxicolégica em
compartimentos-alvo (BROADHEAD et al., 2000; BERNER) et al.,
2005).

2.8.1 Microalga verde C. reinhardtii
As microalgas sao organismos de ocorréncia abumdant

requerendo apenas luz e umidade suficientes parasaorevivéncia.
Representam o primeiro nivel tréfico da cadeia atitar aquatica, os



68

produtores, sendo assim importantes indicadorekdidms em um
monitoramento ambiental.

A alga verdeC. reinhardtii (Clordéfita, Volvocida) é uma
microalga unicelular com cerca de 10 micrometrosdidenetro, que
possui dois flagelos para sua locomocao (Figurh ES8sa espécie é
encontrada tanto em Agua salgada como doce e empsalendo ser
encontrada em varias regibes geograficas do muatdomesmo na
Antartica. Elas possuem uma parede celular feitglideproteinas ricas
em hidroxiprolina, um grande cloroplasto em forma cbpo e um
grande pirendide (JAMERS et al, 2009).

Figura 2.4 — llustracdo da microal@a reinhardtii (A) Imagem das células em
cultura, (B) Estruturacéo celular @areinhardtii
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Fonte: adaptado do sitio www.sbs.utexas.edu/u@k(2

Dada a facilidade de cultivo e manutencdo em labiooa estes
organismos unicelulares sdo usados como modeloriggregal em
areas como: a genética, a biologia celular e mtaleewa fisiologia.

Em laboratérioC. reinharditii so cultivadas em um meio com
sais inorgénicos e na presenca de luz, usandm asfitossintese para
prover energia. Contudo, essas algas podem tambyéstec em
escuriddo total, utilizando-se acetato como a fafee carbono para
o catabolismo (LIRA, 2011).

2.8.2 MicrocrustaceoD. magna

A D. magna STRAUS, 1820 (Crustacea, Cladocera),
vulgarmente conhecida como pulga d'dgua, néo é ralatente

s

encontrada no Brasil, pois € um microcrustaceocpiamico de agua
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doce, sendo encontrada em grande escala em retidgeradas
(hemisfério norte). AD. magnapossui um comprimento médio de 0,5
mm, na fase juvenil a 5 mm, na fase adulta (KNIE@PES, 2004).
Sobrevivem em aguas com dureza superior a 150 (@fCQ), pH
entre 6,5 e 9,5 e com oxigénio dissolvido menor 4jumeg/L (USEPA,
2002). Este organismo possui o corpo envolvido pma carapaca
bivalve transparente que termina em um espinhoakpamnforme
mostrado na Figura 2.4 (FINKLER, 2002).

Figura 2.5 - Estruturagéo celular do microcrustdgemagna
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Fonte: adaptado do sitio www.7daphnia.blogs.sap@p14).

E um organismo facilmente cultivivel em laborator®
amplamente utilizado em ensaios ecotoxicologicascipalmente por
se tratar de uma espécie sensivel a uma grand=dade de agentes
nocivos e de manuseio simples. Seus descendemtggeraticamente
idénticos, assegurando uniformidade de respostasmsaios e seu ciclo
de vida é curto, facilitando sua utilizacdo emewstrénicos (KNIE &
LOPES, 2004).

Estes microcrustaceos atuam na cadeia alimentatieg@omo
consumidor primario entre os metazoarios, alimeatdase por filtracdo
de material organico particulado, principalmente decroalgas
unicelulares e bactérias (KNIE & LOPES, 2004). @vtde alimento e
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sua abundancia afetam a sensibilidade das espBaphnia aos
poluentes e a sua taxa de reproducédo (USEPA, 2002).

Os organismos da espéci®. magna se reproduzem por
partenogénese ciclica, gerando clones prépriosmAskirante a maior
parte do ano, as populagbes consistem quase imtgita de fémeas,
sendo o aparecimento de machos mais frequente stasfes da
Primavera e Outono ou quando existir algum estrasggental, como
baixas temperaturas, alta densidade de individuosulesequente
acumulacdo de produtos de excrecdo, presencaideladd, escassez
de alimento ou ainda interferéncias antropicase®ciclo de vida, que
compreende a fase do ovo ao adulto, é varidvera elm média cerca
de 50 a 60 dias, a 20°C. Seu crescimento, assino dodps 0S
pertencentes ao filarthropoda da-se apds a ecdise (muda).

2.8.3 Bactéria A. fischeri

As bactérias sdo organismos microscépicos unigekila@u
pluricelulares, e que possuem uma organizacdo acelsimples,
apresentando uma parede celular externa, membtasmgtica, DNA
circular disperso no citoplasma sem nenhuma s&@amgibossomos.
Sao seres procariontes e se reproduzem atravésviddodcelular
simples. O organismAliivibrio fischeri, anteriormente conhecida como
Vibrio fischerié uma bactéria marinha luminescente, possui forchat
bastdo com comprimento médio de |Bn. E considerada uma
enterobactériagram-negativa anaerobia facultativa e pertencente a
familia Vibrionaceae que é caracterizada pela cooperacao e interagcdo
com tecidos de outros animais (FUZINATTO, 2009)AAfischerié
comumente encontrada em aguas temperadas e sohiSOEIOSSUI
flagelos para sua locomocéo e pode ser enconteattama livre ou em
simbiose dentro dos organismos de muitas espé@esnamiferos
marinhos, lulas e peixes (NEALSON & HASTINGS, 19HARMEL,
2004).
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Figura 2.6 - Estruturagéo celular da bactérifischeri
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Fonte: adaptado do sitio www.deviantart.com (2014).

Em condicbes ambientais favoraves, fischeri emite luz
naturalmente, necessitando somente de condicdesiginio acima de
0,5 mg/L (KNIE & LOPES, 2004). A producéo de lugpresentada de
forma resumida na equacdo 7, depende da reacd® &nénzima
luciferase e o substrato luciferina.

Luciferina + Q Luciferase/ATP/Mg2+

Oxiluciferina + Luz @)

O mecanismo de emissao de luz inicia-se com aelic#, na
presenca de ATP e Mg sendo convertida no complexo luciferil
adenilato pela enzima luciferase, liberando pifatoslivre (PPi). Este
complexo, ainda em catalise enzimatica, combinaese o oxigénio
molecular (descarboxilagdo oxidativa) trasnformasel@m oxiluciferil-
adenilato-enzima, eletronicamente excitado. Patarm& ao estado
basal de excitacdo, o complexo se dissocia, formaadenzima
luciferase, monofosfato de adenosina, diéxido debare (CQ),
oxiluciferina e consequente emissdo de fétons dg MUNHA et al.,
2013; SANTOS et al., 1993).

Como a emissdo de luz pdéafischeriutiliza parte da energia
obtida no Ciclo de Krebs, ao entrar em contato afguma substancia
toxica que seja capaz de inibir a producéo dessgiana bactéria cessa
ou diminui a producéo de luz. Esta diminuicdo naacalade de emitir
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luz é medida em porcentagem de inibicdo de luméresa
(UMBUZEIRO & RODRIGUES, 2004; FUZINATTO, 2009).

A capacidade de producéo da bioluminescéncia/elischeri
€ utilizada em varios testes de toxicidade paraficar os efeitos
toxicoldgicos de compostos quimicos presentes na, &m sedimentos
contaminados, efluentes industriais e domésticarstre outros.

A bactéria A. fischeri é considerada bom indicador de
contaminacdo em ambientes marinhos e por isso s#almente
utilizadas em ensaios de avaliagdo toxicologicaxeeobidticos ou
efluente que possam causar algum efeito nocivoeao ambiente.

2.8.4 Células Vero

A técnica de cultivo de células foi desenvolvidanco objetivo
inicial de estudar o comportamento de células asiniara do
organismo, em condi¢cdes ambientais controladasultva de células
iniciou-se com Harrison, em 1907 e posteriormertm cCarrel, em
1912 (FRESHNEY, 2005). Atualmente, essa técnicam@oitante
ferramenta de pesquisas para diversas areas, comex@mplo, testes
de vacinas e avaliagcao toxicologica de farmacosuitas substancias
quimicas.

Um dos modelos celulares bastantes utilizadosithadem de
células Vero, que foi estabelecida a partir delaglfibroblasticas de
rim de macaco verde african@drcopithecus aethiopsdulto normal
por Y. Yasumura e Y. Kawakita da Universidade déb&hJapao, em
1962. Esta linhagem celular é utilizada principalteeem estudos de
replicacdo viral, producdo de vacinas e ensaioplanas i1 vitro). A
utilizacdo da linhagem de células Vero em avaliatgiacoldgica é
justificada pelo fato de estas células serem pientrs de células do
epitélio de rim (de macaco verde), 6rgao respothgile eliminagcéo de
substancias exdgenas e/ou toxicas, regulacdo asm®tiambém pela
regulacéo producdo de hormonios.



CAPITULO Ill - MATERIAIS E METODOS

Os ensaios com microalgas unicelulagsreinhardtii foram
realizados na Université du Québec a Montréal — MQAurante o
estagio doutoral com bolsa de doutorado sanduihélP CrOj
utilizada nesses ensaios foi da marca Sigma-Aldriote codigo
1000884883 (Sigma-Aldrich Chemistry, CHN; diametol100 nm,
pureza: 99%), adquirida pela UQAM.

Os estudos de efeitos toxicos da NBGgrsobre cultura de
células animal, bactéria luminescente e microcces® foram
realizados no Laboratorio de Toxicologia Ambientalabtox) da
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. &@s ensaios foi
adquirido um novo lote da NP £, cédigo 1001025977, também da
marca Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemistry, EUdidmetro < 100
nm, pureza: 99%).

Para efeitos de comparacgéo, optou-se em realizapagalelo,
testes rapidos de avaliacdo toxicoldgica com amakgbulk Cr,Os, que
serd denominada neste trabalho como micropart{6ii) Cr.Os, por
esta amostra apresentar-se na forma de particilidasscom tamanho
que variam entre 1 a 10Q0n (Burgess & Hickey, 1994). Os testes
escolhidos foram: teste agudo cdh magna teste agudo cord.
fischeri e ensaio de MTT para avaliagdo da viabilidade laelcom
células Vero. O reagente na forma MP dgOgutilizado nos ensaios
foi da marca Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich ChemistBUA, diametro:
50y, pureza: 99%).

3.1 PREPARACAO DA AMOSTRA

Para os ensaios com al@a reinhardtii, as NP CiO; foram
diluidas no meio de cultura enriquecido com sa8MHdo inglésHigh
Salt Mediun), a fim de se obter uma concentracéo inicial de 109. A
solucéo foi entdo suspensa e homogeneizada utibzam aparelho
ultrassénico com sonda metélica (marca VibraCellp\W), por 5
minutos em 50 % de sua poténcia (200W).

Para os testes coB. magnaas NP C4O; foram diluidas nos
meios M4 (dgua de cultivo) e ISO (dgua de diluicBaYyaA. fischerias
NP foram diluidas no meio salino (diluente NaCl 2%} solucdes
foram suspensas e homogeinizadas com o auxilio mirelho
ultrassénico com sonda metalica (marca QSonicac&on-Q500, 500
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W, Newtown, CT06470, U.S.A), por 5 minutos em 5084sda poténcia
(250W).

Para os testem vitro com células da linhagem Vero a NP
Cr,0O3 foram solubilizadas no meio de cultura RPMI e g foi
suspensa com auxilio de uma sonda metélica dessdira (marca
QSonica, Sonicator-Q500, 500 W, Newtown, CT0647(.A), por 5
minutos em 50 % de sua poténcia (250W). Ap6s a hem&izacdo da
suspensdo, a solucdo permaneceu sobre incidéndiz détravioleta
(UV) por 15 minutos em fluxo laminar.

A amostra MP GOs foi suspensa nos meios dos teste®de
Magna A. Fischerie células Vero. Contudo a suspensdo de MP né&o
passou pelo processo de homogeinizacdo com apaifelssonico.

3.2 CARACTERIZACAO DA NP CiO;
3.2.1 Estabilidade em Suspenséo

Para a verificacdo da estabilidade da solucdo d€KNP; em
suspensédo foram realizadas as leituras da Pz das suspensfes nos
diferentes meios de teste. As medicdes foram esl&z no aparelho
Zeta Plus (modelo 90/Plus BI-MAS, da Brookhaventrimaents
Corporation - BIC), localizado no Laboratério dep&stroscopia do
Departamento de Quimica e Bioquimica Waiversité du Québec a
Montréal (UQAM), e no aparelho Zetasizer Nano ZS localizao
Laboratorio de Farmacotécnica e Cosmetologia doaf@mento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federahdia Eatarina.

As suspensdes foram preparadas na concentracédd del0
de NP CyO; em &4gua ultrapura e meio de cultivo das al@as
clamydomonagmeio HSM).

Para a verificagdo da estabilidade da solucdo dE€MNP; nos
meios de cultivo e teste @ magna(M4 e I1SO),A. fischeri(NaCl 2%)
e célula Vero (meio RPMI), foram preparadas sugpEsiscom
concentracao de 0,1 ¢'lnos respectivos meios diluentes.

3.2.2 Difracdo de Raios-X

A analise de DRX foi realizada no Laboratério de
Caracterizacdo Microestrutural — LCM, do Departaimele Engenharia
Mecanica da Universidade Federal de Santa Catarina.

As amostras de NP &; foram analisadas em Difratbmetro de
raios-X da marca Philips, modelo X'Pert. O anguéodifracdo 2 foi
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registrado de 20 a 80° em temperatura ambienteileooutilizado como
fonte dos raios- X foi de cobre, CuKcomA = 1,54056 A. Para a
identificagdo das fases presentes utilizou-se ocdate dados da
Inorganic Crystal Structure DatabasdCSD.

3.2.3 Imagens das NP CsO; pela MET

As imagens de MET para caracterizacdo de formadeste
aglomeracdo e tamanho das NRQgrforam realizadas nos diferentes
meios de culturas dos ensaios utilizados. Apé®parp das suspensdes
de NP (conforme item 3.1), estas foram gotejadasesdiscos de grades
de cobre com 30fheshcoberto com filme de carbono e deixados para
secar em dessecadores com cAmara a vacuo poras4 hor

As imagens apresentadas foram obtidas com o magpas€EEI
Tecnai 12 de voltagem 120 kV equipado com camereesi@ucédo 13
Mpixel da marca Morada (University of M'Gill, Carddde TEM JEM
1011 (JEOL Ltd., Tokyo, Japan, 100kV), localizadw loaboratorio
Central de Microscopia Eletrénica — LCME (UFSC, $l)a

3.2.4 Area Superficial Especifica

A analise da éarea superficial foi realizada no lrativio de
Materiais Elétricos — LaMatE, do Departamento dgefaria Elétrica
da Universidade Federal de Santa Catarina.

Para a analise, a amostra foi resfriada a temparat 77 K,
sob vacuo, durante uma hora no préprio equipamergobmetidas a
ciclos de adsorcdo e dessorcéo através da injegadrdgénio liquido.
Os dados coletados de pressdo e volume de gasvidds@ao
apresentados na forma de isoterma de BET. A apeafiial especifica
foi calculada pelo software do equipamento atraleésquacao BET.

A amostra de NP @D; foi analisada na forma de p6 através do
equipamento NOVA® Surface Area Analyzer, modelo MOY200e
(Quantachrome Instruments).

3.3 BIOENSAIO COM ALGA VERDEC. reinhardtii
3.3.1 Cultura de C. reinhardtii

Os ensaios com alg&hlamydomonas reinhardtiiforam
realizados no laboratorio de pesquisa do profdRadpvan Popovic, do
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Departamento de Quimica e Bioquimica da UniverditéQuébec a
Montréal (UQAM).

A cultura de C. reinhardtii, chamada de CC125 — cepa
selvagem, foi obtida d&€hlamydomonassenetic Center (Duke Uni-
versity, Durham, NC, USA). As célul& reinhardtii foram cultivadas
em frasco de erlenmeyer com volume de 1000 mL de d® cultura
HSM (HARRIS, 1989), sob iluminacdo continua (100oiphotons rf
s, provenientes de lampadas fluorescentes de lubreaca (Sylvania
Grolux F36W; Osramsylvania Ltd., Mississauga, ONan&la), e
temperatura controlada de 23 + 1 °C (PERREAULTI.e2812b). Foi
fornecida aeracdo constante a cultura de algas ma@nNtir
concentracéo adequada e constante den@@neio na cultura.

3.3.2 Exposicao daC. reinhardtii a NP Cr,O3

As microalgasC. reinhartdii foram expostas a NP por um
tempo maximo de 72 h. As leituras foram realizagdasada 24 h de
exposicao. Para a realizacéo do teste, adotou-selume total de 100
mL para cada frasco. Com o0 objetivo de garantir weasidade
conhecida de algas no inicio dos testes foi reddizaquantificacdo de
células deC. reinhardtii por mililitro de meio. Assim, a densidade
inicial de células adotada nos testes foi de 2,8°xcélulas por mililitro.

A contagem celular da cultura de algas foi reaizasando o contador
Multisizer Z3 (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CASA).

As concentra¢fes utilizadas inicialmente nos tekiemm de
0,01; 0,1; 1,0 e 10 gtde NP CsO; Durante o tempo de exposicéo, as
células deC. reinhartdii foram mantidas nas mesmas condicbes de
iluminacdo e temperatura do cultivo. Todas os gsuexperimentais
foram avaliados em ftriplicata. Para o controle tiegafoi usado a
mesma quantidade de células, porém sem a adicAdPdaD teste
permaneceu sob agita¢do continua durante toddadpede exposicao.

Na Figura 3.1, é possivel visualizar imagens dtetesm aC.
reinhartdii j& exposta a NP, sob a mesa agitadora.
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Figura 3.1- Imagens do teste de toxicidade Emeinhardtii

S
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3.3.3 Densidade Celular

A avaliacdo da densidade celular foi feita atrawdes
guantificacdo do numero de células de algas pdhtroilno final do
periodo de exposicdo (72 h). No entanto, a cadaogds de exposi¢éo
foram separadas uma aliquota de 100 pL de volumteatiomento de
cada concentracéo feita e, esta transferida pbos @propriados para a
leitura e esse volume foi diluido em 400 pL de mEBM. Essa
diluicdo se fez necesséria para que a leitura aocl fosse possivel.
Como controle foi utilizado apenas algas e o meioudtura.

A densidade celular foi medida adicionando no mdmeta
leitura 10 pL de suspensao de microesferas fluentss (Fluospheres®
carboxilate-modified microbeads 2um - Molecularli®s cat. #F8827)
numa concentracdo conhecida de 70752 microesfdras/m
(PERREAULT et al., 2012b). O aparelho utilizadogparleitura foi o
citbmetro de fluxo FACScan (da marca Becton Diakm#struments)
equipado com laser de Argbnio (488nm) e detectdeedispersdo para
tamanho e complexidade interna.

O limite do tamanho da citometria foi fixado logba&o do
tamanho das microesferas. Para cada analise, 16@8ftos foram
mensurados, em velocidade alta, em escala lineaficGs baseados no
tamanho (FSC Forward Light Scattere na granulometria (SSCSide
Light Scattey das células de algas foram construidos em funigdo
fluorescéncia no vermelho (FL3 — Fluorescéncia @ilisna) usando-se
janelas discriminatérias para as populacdes doadarce das células.
Os dados foram analisados usando-se o softwarediyfll.2.1. Os
resultados foram expressos em células por mililitro
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3.3.4 Viabilidade Celular (FDA)

Para a determinacdo da viabilidade celular anabsogomo
parametro a atividade enzimatica das esterasess pefeeis de
fluoresceina, segundo descrito por Franklin e{2401) e Regel et al.
(2002).

A solucdo estoque do marcador FDA foi preparad@suuro
usando acetona como diluente, para obter uma cwac&a final da
solucéo de 10mM. Esse marcador € um composto applarentra na
célula de forma passiva, onde é transformado em composto
fluorescente, a fluoresceina, e se acumula naonidas células.

A C. reinhartdii foi exposta nos tempos de 24, 48 e 72 h, nas
concentracdes iniciais de 0,001 a lO"gde NP CyO;. Como controle
foi utilizado apena<£. reinhartdiie o meio de cultura. Tratamentos e
controle foram avaliados em duplicatas. Em umauaty de 1mL de
tratamento, foi adicionado 20 pL da solucéo estatpumarcador FDA.
Apé6s incubacdo de 15 minutos, a fluorescéncia dardbceina foi
medida com um citbmetro de fluxo FACScan (BectorckDison
Instruments) equipado com laser de Argbnio (488andetectores de
dispersdo para tamanho e complexidade interna,iaadal a
fluorescéncia em 530 nm. Para cada analise, 10086tas foram
adquiridos em velocidade alta em escala linear.arRorgerados
histogramas baseados no tamanho (FSC) das cétukdgat em funcéo
da fluorescéncia no verde (FL1, Fluorescéncia dacstior). Os dados
foram analisados usando-se o software Cyflogid 1.2.

Os dados dos histogramas foram expressos com nédia
intensidade de fluorescéncia e os valores médiogectidos através da
equacao proposta por Reader et al. (1993) (eq@céo

%F =100 — [100 2

| (8)

Onde k= a média de fluorescéncia das células do controle
k= a média de fluorescéncia das células do trat@men

Para avaliagdo destes resultados utilizou a meigdolde
tratamento de Franklin et al., (2001). Trés estatstividade foram
definidos baseados no histograma de eventos deotmmtegativo do
teste: um estado de baixa atividade, M1, correspurda atividade
esterase das células abaixo do normal, um estadmahoM2,
correspondente a distribuicdo de atividade de umulpcdo sem
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tratamento de algas cultivadas em meio HSM e urdestle maior
atividade, M3, correspondente a uma atividade &steacima da faixa
normal (Figura 3.2). Os dados foram analisadosdesaa o software
WinMDI 2.8.

Figura 3.2 - Histograma de citometria de fluxo meosio mudanca na atividade
da esterase da. reinhardtii

128

M3

Events

M2

M1
— ——

o 0, e — g '
10° 10' 10* 10° 10*
FL1-DCFDA

3.3.5 Estresse Oxidativo: nivel de ROS

Para a avaliacdo do estresse oxidativo, foi queautid o nivel
de ROS intracelular através do marcador 2',7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate fBICFDA) (Invitrogen Molecular
Probe, Eugene, EUA), de acordo com Knauert & Kng2e08) e
Perreault et al., (2012b). A solucéo estoque s2GFDA foi preparada
no escuro usando etanol, para obter uma conceatfiexgé da solucao
de 10 mM.

Para a determinacdo do nivel de ROS intracelutateituras
foram feitas em 24, 48 e 72 h de exposicdo. Untpuatdh de 1mL de
cada uma das exposicdes (incluindo o controle)séparada a este
volume e foi adicionado 20 pL da solugdo estoquenwocador
H,DCFDA. As amostras foram incubadas por 15 minutm®scuro e
suas fluorescéncias foram medidas com um citdmeto fluxo
FACScan (da marca Becton Dickinson Instruments)pegio com laser
de Arg6nio (488nm) e detectores de dispersdo pamaartho e
complexidade interna, avaliando a fluorescéncia ®8Onm para
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H,DCFDA (DCF). Para cada andlise, 10000 eventos fadquiridos
em velocidade alta em escala linear. Gréficos lbaseao tamanho
(FSC) das células de algas foram construidos entafunda
fluorescéncia no vermelho (FL3 — Fluorescéncia@iiiana). Os dados
obtidos foram analisados através do software Cigflbg.1.
As alterac8es nos niveis de ROS nos tratamentodNébforam

expressas sempre em comparacdo ao controle negatmndo a
equacao 9:

% de ROS= 1+ (Média ROS [Tratamento] — Média ROShle]) x 100 (9)
Média do ROS [Caiet

O valor do percentual relativo de ROS represeritec@mento
na formacdo de ROS nos tratamentos com a NP;@m relacédo ao
controle.

3.3.6 Dosagem de Pigmentos Fotossintéticos

A dosagem de clorofila foi necessaria para quaatifo volume
de algas necessério para proceder com a avaliag@otabsistema do
organismo.

A quantificagdo dos pigmentos clorofilianos, cldeofa,
clorofila b, clorofila total (clorofilaa + clorofilab) e carotenoides foram
realizada apés 72h de exposicdo. Para cada réplitsste, utilizou-se 2
mL da amostra que foram transferidos para tubas eégpendorfse
centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos. Apds atrifegacao,
descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1mLedenah, para a
extracdo dos pigmentos. O material permaneceu athokaaria a
65°C, na auséncia de luz branca, por 10 minutosib&erbancias foram
medidas nos comprimentos de onda de 470; 652,42 @350 nm, de
acordo com Lichtenthaler (1987). As seguintes ebgm¢foram
utilizadas para calcular a clorofila, clorofila b, clorofila total e
carotenoides (equacfes 10-13):

Clorofila Total (Mg/ML)[24,93 X (Agszs — Arso) + 1,44 X (Aggs2 — Agso)]| X uetancl (1)

Vcultura

Clorofila a(ug/mL): [16,72 x (Aggs.2 = Arso) = 9,16 X (Agspq — Agso)] X L2etanel  (171)

Vcultura

Clorofila b (g/ML)[34,09 X (Agszs — Asso) — 15,28 X (Aggsz — Agso)| X LMetanel  (12)

Vcultura
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Carotenoides (ug/mL[)lOOO X (Agz0 — Arse) — w] x Metanol (1] 3)

221 Vcultura

3.3.7  Avaliacao do nivel de Fluorescéncia Clorofiliana

A avaliacdo da supressdo de fluorescéncia clzoél foi
mensurada com o objetivo de verificar a atividadefatossistema |l
(FSII).

As células de microalga foram expostas as conagsa
iniciais de 0,01; 0,1; 1,0 el10 gllde NP CsO3 durante um periodo de
72 h. Ap6s o tempo de exposicdo, as microalgagatantento e do
controle foram adaptadas a escuriddo por 30 mirarttes da medicao,
para completa oxidacdo dos centros de reacdo, adénobter o
equilibrio do FS Il. Uma aliquota de 5ug de cldeofiotal de cada
réplica foi filtrada em filtro de fibra de vidro d48n (Millipore). As
algas depositadas nesse filtro foram inseridaspaoetho para leitura
onde foram submetidas a irradiagfes crescentes.

A cinética da fluorescéncia clorofiliana foi meaidom um
sistema de fluorimetro (MAXI Imaging-PAM, Walz, Amnha) de
acordo com Rohacek & Bartak (1999) e Perreault.et2810). Apds
adaptacdo ao escuro (centros de reacdo abertos)luzmmodulada
inicial de baixa intensidade (gfhol m? s?) foi aplicada na amostra
para medicdo dooFApds, uma segunda luz com cerca de @00l m?
s*, chamada de luz actinica, induz a cinética daacuara efetuar as
analises doguenchinggdissipacdes) e do rendimento de fluorescéncia
efetivo, uma luz com elevada intensidade lumin&€®Eumol m? s*)
foi utilizada para “fechar” os centros de reacaxidacdo), e o valor
obtido logo apoés esse pulso de saturacdo correspam valor de f
(CAMPOSTRINI, 1997; PERREAULT et al., 2010).

Os dados § Fo, Fn F'n foram obtidos na leitura direta do
equipamento com a amostra recebendo um determfheaode fétons
fotossintéticos, e os parametros analisados estionidos na Tabela
3.1.
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Tabela 3.1 — Parametros fotossintéticos obtidos agtirpda cinética de
fluorescéncia modulada.

Parametro Definicao Célculo Referéncia
¢l Rendimento Quéntico (Fm-F) Genty et al.
(AF/F ) Efetivo do FSII = (1989)
¢’ no Rendimento de F Hendrickson
dissipacédo de energia — et al. (2004)
nao-fotoquimica nédo Fm
regulada
¢’ nPo Rendimento de Q-9 - ¢'no Kramer et al.
dissipacéo de energia (2004)
nao-fotoquimica
regulada
ETR Taxa de Transporte de ¢l xPARX0,84x0,5 Genty et al.
Elétrons (1989)

onde: F, = fluorescéncia maxima da alga adaptada ao escuro;
F'm = fluorescéncia maxima apés iluminacao da alga;
Fs = fluorescéncia no estado estacionario
PAR = densidade do fluxo de fétons, constante dipagqento
(PAR = 146);
o valor 0,84 corresponde a 84% de luz absorvida;
o valor 0,5 é o fator de distribuicdo de energiteens dois
fotossistemas (FSI e FSII) envolvidos na fotorreaca

3.3.8 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatareédia e o
desvio padrdo foram estimados para cada tratamdbiferencas
estatisticas, considerando valores de p menor 0B, &ntre os
tratamentos e o grupo controle foram determinaghsaado o teste de
analise de variancia simples (ANOVA com um fatotjiaando o
programa R software (v 3.0.2. R Core Group, 20R4)densidade
celular foi avaliada em relacdo a concentracdo Be¥O; (curva
concentrac@o-dependente) para estimar os valoreg&gdem 24 e 72 h
de exposicao.
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3.3.9 Avaliacao Microscopica

Para a avaliacdo da interacdo entre a Nf©OLe a algaC.
reinhardtii foram realizadas visualizagbes em microscApio o6tic
invertido. As imagens foram obtidas apds o temp@xjmsicdo 72 h,
das algas do controle e das concentracdes de 0,4t de NP C5O,.

As imagens dos tratamentos e do controle foramucagéds
utilizando um microscoépio 6tico Nikon Eclipse TS1606m aumento de
400x e equipado com camera PixeLINK.

Para avaliacdo das possiveis alteracfes ultragsiisitausadas
pela penetracdo da NP,Og pela parede celular, foi necessario fazer a
fixacdo e cortes ultrafinos das células de algasim, procedeu-se com
a recuperagdo das algas, onde 50 mL das suspetsdescroalgas
controle e tratamentos foram centrifugados. Assalfgaam separadas
das NP através de gradiente decrescente de sa¢hp@se100, 80, 60,
40, e 20%), conforme Eroglu & Melis (2008) e Peuteat al. (2012b),
preparado em meio HSM. O gradiente foi preparadouemtubo de
vidro para centrifugacéo inclinado com angulo d& 8dde adicionou-
se lentamente 3 mL de cada solugdo de sacarosdiane® em seis
camadas de diferentes densidades. O centrifugadlef( de algas e NP
foi adicionado lentamente na primeira camada ddignée. Os tubos
foram centrifugados a 1.000 rpm durante 20 minatosuma centrifuga
swing-buckeb810R (Eppendorf, Canada). Apds esse processigas
estavam separadas das NRQzr e foram recuperadas com pipeta de
vidro tipo Pasteur.

Em seguida, as células foram fixadas com 500 ptamipéo de
fixacdo (2,5 % glutaraldeido em 0,1 M de tamp&olal@agem) e
permaneceram nessa solucdo a 4°C, durante aBpitseguida lavadas
com solugéo tampéo de lavagem (0,1 M cacodilal8o@aC}, pH 7,2)
por trés vezes 10 minutos cada. Apds a lavagentéhsas foram
coradas com tetroxido de 6ésmio (1% QsD5% KFeCN em &gua) e
deixadas sobre agitacé@o por rotacéo por 2 horasedguida, as células
foram novamente lavadas com solugdo tampéo fogfaio7,2 e
desidratadas com um gradiente crescente de ad@@nz0, 70, 80, 90 e
100% acetona), trés vezes por 10 minutos em cddgdso Procedeu-se
com a infiltracdo da resina epon preparado em aaet@as seguintes
propor¢cdes: 1:1 (durante a noite); 2:1 (4h); 3:64dte a noite). Em
seqguida, ellet foi colocado em epon puro, onde permaneceu por 4h
sob vacuo e apés aquecido a 58°C por 48h. Forawws febrtes de
600nm de espessura com o auxilio de lamina de digneaestes foram
depositados sobre grelha de ouro para posteridureage imagens em
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um Microscopio Eletrénico de Transmissao (TEM - FEetnai 12 120
kV).

3.4 ENSAIOS DE TOXICIDADE COMD. magna
3.4.1 Cultura do microcrustaceoD. magna

Os organismos jovens (neonatos) Dlemagna utilizados na
realizacao dos bioensaios, foram provenientes Hiwawdo Laboratério
de Toxicologia Ambiental (Labtox) — ENS/UFSC. O tmd dessa
espécie é realizado segundo as normas ISO 6342)(2DIN 38412
(1989) e NBR 12713 (2009).

O cultivo dos organismos é realizado em recipiedtesidro
com capacidade de 2000 ml contendo &gua recodstit@imo meio de
cultivo (M4), meio utilizado para crescimento dagjanismos. Uma
populacéo de 30 a 35 individuos fémeas foi coloesaim volume de
1500 mL de meio M4, e mantida em ambiente com tesy@
controlada a 20 + 2°C e com fotoperiodo de 16 hdeakiz, condi¢cdes
obtidas com o uso de uma estufa incubadora. Osnigrgas sao
alimentados diariamente com cultura de alga veSdenedesmus
subspicatugISO, 1989).A renovacdo do meio foi realizada trés vezes
por semana, onde se faz o controle do nimero dmisrgos adultos e
higienizag&o dos recipientes.

Periodicamente s&@o realizados testes de sensildlidam a
substancia de referéncia dicromato de potassigCriR;), como
prescreve as normas NBR 12713 (ABNT, 2009) e 1S@16@SO,
2012), para avaliar a sensibilidade dos organiss@xjo que os valores
da Ckgo4n devem estar entre 0,6 — 1,7 mg/L para assegurar a
qualificacdo do cultivo no padrédo internacional agagtir a validacao
dos testes realizados conforme (ABNT, 2009; FINKIEIR?2).

3.4.2 Ensaios de Toxicidade Aguda

A metodologia para realizacdo dos testes de t@adedaguda
seguiu a NBR 12.713 (2010). As amostras foram atati baseando-se
na exposicdo de neonatos Memagra de 2 a 26 horas de idade, em
diferentes diluicdes da amostra, por um periodd&l& de exposicao.
As dilui¢cBes foram preparadas com precisédo voluoaes partir de uma
solugdo-mée com concentracdo de 10'g L

Para o grupo controle, foi utilizado somente a apidiluicdo,
conhecido como meio ISO, descrito na norma ISO 830, 2012).
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Este meio foi preparado conforme norma e permanaesndo por 24
horas. O grupo controle tem a funcédo de validaestet agudo, ndo
sendo permitidos valores de organismos imoveisergstpo acima de
10%.

As solugBes-teste eram preparadas com precisamétioa e
dispostas em béqueres de 50mL, colocando-se 25emdold¢éo-teste
em cada e disposto 10 organismos por béquer. Cafda gxperimental
foi feito em triplicata, totalizando 30 organismpsr diluicdo. Os
béqueres com a solugéo-teste e or organismos facandicionados em
um recipiente de plastico com tampa e levados parecubadora de
testes, com controle de temperatura entre 18°C@, 22m alimentagao
e com fotoperiodo de 16 horas. A metodologia dtetds toxicidade
aguda esta ilustrada na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Esquema representativo dos testesxitedade aguda.

Aferir para 25mL *

AMOSTRA :
%

MEIO 1SO

(DILUENTE)

0% 6,25% 12,5% 25% 50% 100%

i 4 4 4 1

10 organismos em cada béquer Tios
~ z >y - = & > g - > Neonatos
T-‘f Mg == ,*.,.4 Ti....J‘ e
8h/16h B =)
600 a 1000 lux &= 7\

Duragdo: 48h
T=20£2°C

Controle 6,25% 12,5% 25% 50% 100%

Para efeitos de comparacgéo, optou-se em realizaests com
amostra de MP GD; em paralelo, sob as mesmas condi¢des de ensaio
realizado para a NP.

A leitura foi realizada apds o periodo de exposi¢@® h)
observando-se o numero de individuos imoéveis poceatracdo e a
partir destes valores, calculou-se a porcentagenmdbilidade. Essa
porcentagem é expressa em Concentracdo EfetivaaWiedi Ckp,agn,
gue corresponde a concentracdo da amostra no ithiciensaio, que
causa efeito agudo (imobilidade) a 50% dos orgarssaxpostos em 48
h e Fator de Diluicdo (FD), que representa a premgde uma série de
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diluicdes de uma amostra no qual ndo mais se absdeitos toxicos
agudos aos organismos-teste (ABNT, 2010; FLOHR lgt2@05;
BARROS & DAVINO, 2003)

A CEsgqenfoi calculada utilizando-se os métodos estatisticos
Probit Method (WEBER, 1993) para dados paramétresobrimmed
Sperman-Karber Method para dados ndo paramétricos.

3.4.3 Ensaios de Toxicidade Crbnica

Nos estudos de toxicidade crdnica verifica-se opmtamento
de D. magnapor um periodo de 21 dias, para determinar ososfeit
causados pelo agente toxico sobre o organismo. tifgiede teste
permite avaliar os efeitos subletais, estimandoc@scentracbes do
agente toxico.

O teste crbnico foi baseado na metodologia propustaorma
ISO 10706 (ISO, 2000) e Bianchini & Wood (2002)nca@lgumas
modificagdes. A metodologia deste teste baseiasseexposicdo de
neonatos (filhotes com idade entre 2 e 26 horasdgs a partir da
guarta postura de fémeas ndo expostas anteriormemteagente
agressivo. Assim, eles sdo mantidos no meio congatoi por um
periodo correspondente a uma parcela significatb/aeu ciclo de vida
— em torno de 1/3 do ciclo vital, sendo possiveleotar a longevidade,
0 crescimento e maturacao dentre outros parametros.

Para este teste foram realizadas cinco diluicbesrdastra,
mais um controle negativo, constituido somente @éonde cultivo
(M4). As diluicdes realizadas foram correspondemtesoncentracdes
de 2,5 mg [; 5,0 mg LY 10 mg L% 25 mg * e 50 mg ! de NP
Cr,0s. A Figura 3.4 possibilita a visualizacdo esquetaatio teste de
toxicidade cronica.
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Figura 3.4 - Esquema do teste de toxicidade cr@doaD magna

Concentragdo Amostra (mg L?)

Béquer 50mL

Na realizacdo do teste crénico, as solucdes-tebhgicfes)
foram preparadas utilizando-se o meio de culturapteto M4 como
diluente. Cada diluicdo foi preparada com precigdlamétrica com o
auxilio de uma proveta de 500 mL. Assim, as solsigéste foram
preparadas no momento da exposicdo do organisnizando as
devidas proporcdes de amostra e agua reconstituigia M4). Apos o
preparo, a solucao foi entdo dividida em 10 béguele vidro com
capacidade de 50 mL cada. Cada béquer recebeuligmata de 45 ml
da solucdo-teste e um individuo jovem (neonatoDdenagnae foi
coberto com filme de PVC para evitar a evaporacéonéaminacao do
teste com possiveis residuos suspensos no arnféoppara cada grupo
experimento foi realizado 10 réplicas.

Os testes de toxicidade crénica cBmmagnaforam mantidos
em condigcbes ambientais controladas, as mesmas utlivoc do
organismo, ou seja, temperatura ambiente de (20°Q°@) e
luminosidade difusa (fotoperiodo de 16 horas). Anahtacdo foi
fornecida diariamente, sendo a base de alga aemScenedesmus
subspicatusgultivada em laboratério.

Durante o teste, os organismos foram acompanhados
diariamente nas duas primeiras semanas, e apoOspestedo, as
observacdes foram feitas trés vezes por semarmacatdndo os dias:
nas segundas, quartas e sextas-feiras. Foram atasre registradas a
sobrevivéncia e o nimero de jovens gerados poradéRar se tratar de
um teste semi-estatico, nos dias de leitura tambénrealizava a
renovacdo da solucdo-teste, ou seja, troca do Meionanutencéo, foi
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realizada a substituicdo da solugdo-teste antigaup@ nova, sempre
preparada antes da exposi¢do. Teve-se 0 cuidaamalea solucdo estar
em uma temperatura similar a anterior (20°C + 2%¢€)momento da
transferéncia dos organismos.

Na realizagcdo da troca da solucdo-teste, os orgesisdultos
foram retirados do béquer, acondicionadas temponarnte em um
recipiente livre de contaminagcdo contendo M4. Osnats foram
contados e registrados. Os organismos jovens @adost mortos ndo
foram contabilizados. Apoés, os jovens foram deadad, juntamente
com a solugéo-teste antiga do béquer. Em seguideegeu-se com a
higienizacdo do béquer, utilizando um pedaco dedgig ou gaze para a
remocao de impurezas presentes na parede intemnegigi@nte e lavou-
se 0 mesmo com agua destilada. O béquer ja hig@dmiecebeu nova
aliquota de 45 mL de solucdo-teste e entdo se\dmaval organismo
adulto ao recipiente contendo a nova solucao-teste.

3.4.3.1 Parametros analisados durante o testecorbni

Para a avaliagdo das amostras testadas, trés pasirfeam
analisados na execucdo do teste: longevidade, imedE0 e
fecundidade.

A longevidade corresponde ao tempo de vida de wganismo
sob um determinado conjunto de condi¢cdes de delsememto. Nos
testes de toxicidade crbnicos realizados, essemetn@ foi obtido
através do acompanhamento da sobrevivéncia dosismyas-teste até a
finalizacdo do teste (21 dias apds o inicio dosnmes}. Este valor foi
expresso em numero de organismos sobreviventeapfias.

O crescimento é avaliado através de uma variacdande
dimensao do individuo, que pode ser pelo cresconetdl ou peso, em
funcdo da idade. Neste estudo, foi adotada a nedig&comprimento,
que foi realizada ao final dos 21 dias de teste aamilizacdo de uma
lupa de aumento de 40 vezes e uma lamina com estkieetrada.
Para a medicdo do comprimento, foi considerado rapdonento da
cabeca até o final da carapaca, compreendenddrthespical (Figura
3.5). A medida de eventuais machos presentes stestedo foram
contabilizados para geracdo das médias de credcingmvido ao
dimorfismo sexual.
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Figura 3.5 - Medida do comprimento total Demagnarealizada apés 21 dias
de teste.

COMPEIMENTO

Fonte adaptado de Brentano & Lobo (2003).

A fecundidade foi avaliada através da contagem fillostes
gerados por réplica no periodo de duracdo do {@dtedias). Para a
avaliacdo da fecundidade foi calculado a médiaildetés por réplica
considerando o numero de posturas da cada régligea¢ao 14):

Média de filhotes por réplica = n“ total de filhotes (14)

n? de posturas

Caso houvesse morte do individuo adulto em um gerio
anterior ao 18° dia de teste, os filhotes prodjulr esta sdo excluidos
do somatério. Entretanto, se o organismo adultoenentre o 18° e 21°
dias de teste, os filhotes postulados por estamntio somatdrio total
de filhotes em virtude de que a reproducdo, apb8°adia de teste, é
bastante flutuante e a auséncia de filhotes nestedm ndo ocasionara
interferéncia nos dados levantados (ISO 10706, 2086 caso de
existir um macho entre os organismos-teste aduyjtes estdo sendo
testados, deve-se usa-lo como dado para avaliacangevidade, mas
ndo podera entrar nos dados de crescimento e fidagied
(BRENTANO, 2006).

Para o calculo da média de filhotes por diluic@oaplicada a
seguinte equacao (15):
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Xmédia de filhotes por réplica (15)

Média de filhotes por diluicio =

n? de réplicas
3.4.3.2 Determinacao dos resultados do teste dddade cronica

Os dados obtidos para os parametros da longevidade,
fecundidade e crescimento obtidos nas diferentdscd@ies foram
comparados com os resultados obtido no grupo dentds resultados
foram analisados estatisticamente de acordo coeca@mendacdo da
EPA 821-R-02-013 (EPA, 2002), empregando o testeDdanett,
guando o numero de réplicas entre 0s grupos expetéis (controle e
diluicbes) foi similar, e o teste Dunnett com aguste Bonferroni,
quando o numero de réplicas ndo foi 0 mesmo padeostoos
tratamentos. Estes testes foram executados udlivam software
Dunnett Program versdo 1.5 (EPA, 2008). Os trattwserioram
comparados com o grupo controle a fim de verif@srconcentracdes
que apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05).

A menor concentracdo em que esta diferenca excteevalor
€ considerada como CEO. Determinada a CEO é pbsigiegminar a
CENO como sendo a maior concentracdo testada datramgue n&o
causa efeito deletério estatisticamente significatios organismos, ou
seja, a concentracdo inferior a CEO (ABNT, 2010;ZRNATTO,
2009).

3.4.4 Avaliacdo Microscopica

Para avaliacdo de possiveis alteracdes ultragstisicausadas
pela internalizacdo da NP L, foi necessario fazer a fixagédo e corte
ultrafinos dos organismos expostos a NEOgrOptou-se em realizar a
avaliacdo microscépica para amostras Ke magna expostas as
concentracdes subletais de 25 e 50 MNP CpO; para exposicao por
48 horas &. magnaexpostas as concetracfes subcrbnicas de 0,5; 1,0 e
2,0 mg L* para exposicdo por 21 dias. Assim, procedeu-se @om
recuperacdo dos organismos expostos as solucdesetedo controle
para preparo das amostras e avaliagdo microscépica.

3.4.4.1 Microscopia de luz (ML) e Histoquimica
Os organismos dos tratamentos e do controle foranepsados

para analises citoquimica e morfologica. As daphfoeam fixadas em
solucéo de paraformaldeido 2,5 % em tampéo fo€fdtav, pH 7.2,
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durante 6 a 8 h, a temperatura de 4° C (SCHMIDAl.e2009). Apds a

fixacdo, o material foi lavado em tampdo fosfatoaslvezes, por 10
minutos em cada troca, seguido da desidratacdo reen série de

solugbes aquosas de etanol em concentragfes d¢essceam duas

trocas de 15 minutos em cada concentracdo a tetupzeeanbiente. A

pré-infiltracdo dos organismos foi realizada cormaumistura de 1:1 de
etanol a 100% e historesina glicolmetacrilato (GMAyrante 4 h,

posteriormente o material foi infiltrado em resipara por 24 h. As

amostras foram seccionadas em microtomo manuaaddina modelo

Leica RM 2135, com navalhas de tungsténio. As ssc¢dm espessura
de 5um foram distendidas em l&aminas de vidro sobre gdéasgua

destilada e secas em chapa de aguecimento a 40°C.

Os materiais seccionados foram submetidos ao teste
histoquimico com azul de toluidina (AT-O) para aacterizacdo
estrutural. Este corante foi utilizado para idéraif polissacarideos
acidos através da reacdo de metacromasia. As l&ncotendo as
seccgOes foram tratadas com solugédo aquosa de AB%, @cidificada
com HCI 1N para pH 3,0, por 30 segundos a 2 minlawadas em agua
destilada e secas ao ar (GORDON & McCANDLESS, 19YBRIEN
& MCCULLY, 1981). Para cada grupo experimental forteitas duas
repeticdes; trés cortes de cada repeticdo foramoestaminados e
fotografados com o microscopio Epifluorescent (Qiusm BX 41),
equipado com o sistema de captura Image Q Captoré.P Software
(Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidas Aimérica) no
Laboratorio de Multiusuéario de Estudos em BioldgiaMEB).

3.4.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para as andlises com MEV e EDX foram utilizadasesten
organismosD. magnado tratamento controle e expostas a 0,5 mg NP
Cr,03 L_l.

Por observacdo ao MEV, as amostras de cerca de Sdenm
comprimento foram fixados durante a noite com 2de¥glutaraldeido
em tamp&o de cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2)saate de 0,2 M de
sacarose. Em sequéncia, o material foi desidragatséries crescentes
de etanol e seco sobre o ponto critico EM-DPC-08cé, Heidelberg,
Alemanha). As amostras foram depositadas sobrertegpmetalicos
(stuby e em seguida revestido com ouro-paladio antesarddise,
segundo Schmidt et al. (2012). Para cada gruporiexpetal foram
feitas duas repeticdes e as amostras foram exaasirafbtografadas no
MEV JSM 6390 LV (JEOL Ltd., Téquio, Japdo, em 10)k¥ presenca
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de cromo nas paredes das branquias dos organighosrfficada
usando MEV (NORAN System 7, Thermo Scientific lostents)
acoplada a um espectrometro de energia dispersivaids-X (SEM-
EDX), sem a poOs-fixagdo das amostras em tetréxédasdio.

3.4.4.3 Microscopia eletrénica de Transmissédo (MET)

O procedimento de fixagdo para observacdes no MET f
idéntico aos utilizados para MEV. Em seguida, aestras foram pos-
fixadadas com tetréxido de 6ésmio a 1% durante dyatesidratadas em
série de solucbes aquosas de concentracdes cessamitacetona
(SCHMIDT et al., 2012). Apos etapa de desidratag@@mostras foram
embebidas em resina Spurr (SPURR, 1969). As secdibaBnas foram
contrastadas com acetato de uranila aquoso 5%dsegar citrato de
chumbo. Duas réplicas foram feitas para cada gemperimental; duas
amostras (grids) foram analisadas e fotografadasdaso microscopio
MET JEM 1011 (JEOL Ltd., Téquio, Japdo, a 80 k\égdlizado no
LCME (UFSC, Brasil).

3.5 ENSAIOS DE TOXICIDADE COMA. fischeri

Os testes de toxicidade realizados neste estudo baseados
na norma americana ISO 11348- parte 3 que se refaestes de
toxicidade utilizando bactérias liofilizadas (IS@Q07) e na norma
brasileira NBR 15.411 — parte 3, que de maneirdlasira 1ISO 11348
trata de testes de toxicidade utilizando bactdiiditizadas. Além das
normas americanas existe também a norma alema 812337 (DIN,
1999). Para a realizacdo de testes de toxicidad@aagomA. fischeri
foi utilizado bactérias do lote 10L1004, denominadeagente
bacteriano, provenientes da S@Newark, DE, USA).

O teste de toxicidade foi realizado no equipamafitotox, o
gual mantém as diluicées do teste em temperatunzotada de 15°C +
1°C e o reagente bacteriano em 3°C. A medigaoteasidade luminosa
emitida pelas bactérias foi realizada em trés méwsemo tempo zero
(antes da bactéria entrar em contato com a amo&fa@ 30 minutos
apos o contato da bactéria com a amostra.

Os procedimentos executados para a realizagdostio ftwam
controlados pelo software Microtox Omni 4.0.

Para a realizacdo do teste utilizam&ldfischeriforam tomados
alguns cuidados relacionados a amostra a ser dedtacialmente, foi
verificado o pH, oxigénio dissolvido e salinidada dmostra. Se a
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amostra apresentava pH entre 6 e 8,5 o teste ghdealizado sem a
necessidade de ajustes de pH.

Para a validacdo do teste foi realizado previamemdeste de
sensibilidade do lote de bactérias utilizado. Asshiicia de referéncia
utilizada foi o sulfato de zinco heptahidratado$?a 7H,0) 100mgL™.

A CEsg 1sminpara o sulfato de zinco deve ser um valor enti® 3rg Lt

As amostras de NP €); foram suspensa no meio diluente
especifico do teste (NaCl 2%) com concentracadéainie 1000 mg L.
Em seguida a amostra foi centrifugada por 5 minatns3000 rpm para
garantir a ndo interferéncia da cor nos ensaios/ofischeri O pH foi
verificado estando na faixa apropriada para o téA®RNT, 2006).
Foram realizadas oito diluicbes com fator de dividél,25, iniciando
com a concentracdo de 62,5 my Que corresponde ao fator de diluicéo
(FD) 16; 83,3; 125; 166,7; 250; 333,3; 500 e 800Lr'ﬁgcorrespondente
ao FD 1.

Para efeitos de comparacao, optou-se em realizaests com
amostra de MP @D; em paralelo, sob as mesmas condi¢des de ensaio
realizado para a NP.

Os resultados do teste foram determinados atrav€ad, que
corresponde a concentracdo efetiva que causa igéiilde 50% da
luminescéncia em 15 e 30 minutos de exposi¢do.alesilos da Ck
foram realizados pelo software do equipamento NMicr@mni v. 4.0
software (AZUR Environmental — Carlsbad, CA, USA).

3.6 CITOTOXICIDADE: ENSAIOSN VITRO
3.6.1 Cultura Celular

Para os testeim vitro com células foi empregada a linhagem
celular Vero, oriunda de rim de macaco verde afocalodos o0s
procedimentos foram realizados em condi¢gbes deilelstde numa
camara de fluxo laminar classe I, tipo Al, com paaa UV (VECO,
S&o Paulo, BRA).

A pré-cultura foi iniciada com células Vero prowamtes do
Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo, Brasil) e culttlas no meio de cultura
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro de fetonbof®BF), 2%
de L-glutamina (200 mM), 1% de penicilina (50U/me_estreptomicina
(50 ug/mL) e mantidas a 37°C e atmosfera com 5% dg(@BATIAS &
CREPPY, 1998b; MANGER et al, 2003; MELEGARI, 2010pdos os
reagentes foram provenientes da Sigma-AldrichL@tis, EUA).
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Durante periodo antecedente aos experimentos, O di
cultura celular foi trocado a cada 48 horas paitaregtensidade elevada
de células garantindo a qualidade da cultura.

3.6.2 Ensaio MTT: Determinacéo da Cky

Os teste de MTT foram realizados com base em Huenpiagl.
(2007) e Perreault et al. (2011) com modificac@esiabilidade celular
das células Vero foi avaliada através da atividai®condrial pelo
ensaio com [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-22|p-difeniltetrazolio]
(MTT, Sigma-Aldrich, EUA).

Uma suspens&o com concentracéo inicial de 1 odlolas mr*
foram incubadas em microplacas de 96 pogos powogastcom o0 meio
de cultura suplementado nas mesmas condicdes tiodd7°C e 5%
de CQ). Apos esse periodo, o meio completo foi retiradeglas foram
expostas por um periodo de 24 horas a 37°C e 5%C@e as
concentracdes de NP £ entre 0,001 e 10,0 g'LA NP foi suspensa
em meio de cultura RPMI conforme item 3.1 desta.tApos o preparo
da suspensdo, esta permaneceu em repouso por lodopeie 10
minutos sob incidéncia de luz UV (luz germicidagrgdo aliquotas da
solucéo inicial foram transferidas para os pocopldea de teste para
realizacdo das diluicbes. As concentracdes foraatiaglas em seis
réplicas. No grupo de controle negativo foi utitizeapenas meio RPMI
e para o grupo de controle positivo utilizou-seus@ab de KCr,O,
1mM.

Apés, o tempo de exposicao, foi retirado cuidadesden o
meio por inversdo da placa e adicionadop20@e solugdo MTT/RPMI
0,5 mg mL' preparada imediatamente antes do uso. A placa foi
recoberta com papel aluminio para proteger da éncid de luz e
incubada por 2 horas nas mesmas condigfes doccuhdsteriormente,
a solucdo foi removida cuidadosamente com aux#ionitropipetas e
adicionou-se 20QL de solvente orgéanico dimetil- sulféxido - DMSO
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Procedeu-se aagib do DMSO nos
pocos por 2 minutos, para total diluicdo dos destke formazan. Em
seguida foi realizada a leitura da absorcdo emlaiteaa automéatica de
microplacas (marca Biotek EL800, USA) no compriroedé onda de
570 nm. Os valores de absorbancia foram normalizadexpressos em
percentual de viabilidade celular através da equa6a

0, — (DOamostra—DOmin)
A]VC 100 (DOmax— DOmin) (16)
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Onde: %VC = viabilidade celular;
DOmax= absorbancia do controle negativo;
DOmin = absorbancia do controle positivo;
DOamostr= absorbéncia da amostra.

A concentragdo efetiva que causa inibicdo no crestio a
50% da populacdo (GB foi determinada através da regressao linear
multipla (polinomial) da curva % V@s log da concentragéo.

Para efeitos de comparacao, optou-se em realizaests com
amostra da MP @D; em paralelo, sob as mesmas condi¢cdes de ensaio
realizado para a NP.

3.6.3 Lipoperoxidacdo: Extracao e Quantificacdo do MDA

As células foram incubadas com meio de culturaesnghtado
em microplacas de seis pog¢os por 24h nas mesmedg@des do cultivo
(37°C e 5% de C¢. Apos esse periodo, o meio foi removido e as
células foram expostas ao meio RPMI contaminado NBCrOs. As
concentracdes utilizadas na exposicdo foram 0@1 g L'*. Um grupo
de controle negativo, utilizando apenas o meioutte@, e um grupo de
controle positivo, utilizando a solucdo ,&,0; 1mM foram
empregados. A avaliacéo foi realizada em triplea® cada caso. Apos
incubacao de 24h, as células foram recuperada®impara a dosagem
do MDA conforme Matias & Creppy (1998-b) e Melegatrial. (2012).
A suspenséo celular foi centrifugada durante 5 togwa 800g e 4°C
para retirada das células mortas. O meio sobretadaineliminado, e
as células foram ressuspendidas em 250uL de ta8fpagNaCl 0,1M;
EDTA 20mM; Tris-HCI 50mM, pH 8) e agitadas vigorosente.
Separou-se uma aliquota de 25uL da suspensdao rcdiultodas as
amostras e réplicas para posterior dosagem deimast¢APENDICE
C). Paralelamente foram preparadas solucdes padvéo 1,1,3,3 -
Tetra-methoxypropano (Sigma-Aldrich, Steinheim, rAdanha) na faixa
de concentracdo de 3,75nM a 6000nM para constrdgdourva de
calibracdo (APENDICE D).

O procedimento de quantificagdo do MDA, consistim e
transferir 25uL das suspensfes celulares para tatigo eppendorf de
1,5mL e adicionar 25uL de SDS 7%, 300uL de HCI 0,48uLL de
acido fosfotunguistico 1% e 300uL de acido 2-tibhiérico (TBA)
0,67% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Os tubosdior agitados em
vortex por cerca de 30s, apds mantidos no escu®®°@, durante 1
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hora, e depois resfriados com banho de gelo durkhteninutos ao
abrigo de luz. O complexo TBA-MDA formado foi extta
adicionando 600uL de n-butanol. Apés centrifugapdol0 minutos a
5.000g em temperatura controlada a 4°C, a fasendlida contendo o
complexo TBA- MDA foi retirada e o malondialdeidoi fjuantificado
por HPLC-fluorescéncia. Foi empregada uma colunasHe1l8, SB -
Fenil de 5um de porosidade (250 x 4,6mm) com imjegitomatica de
40pL. A fase movel isocrética utilizada foi uma tmia metanol:agua
4:6 (v/v), pH 8,3 ajustado com KOH 0,5M, a um fluk® 0,5mL mifi.
O detector de fluorescéncia empregado foi o FLD-1280 (Agilent,
Califérnia, EUA) com comprimento de onda de exéitage 515nm e
comprimento de onda de emissao de 553nm.

Foi necessario deduzir a concentracdo de protefma p
normalizacdo dos dados de MDA. Para a dosagem ateimas foi
utilizado o Método de Bradford (BRADFORD, 1976). blmliquota de
25 uL das amostras foram adicionado 975 pL dove&iorad® (Bio-
Rad, Califérnia, EUA) diluido em &agua ultra-purad 1(v/v). Esta
solucdo foi homogeneizada e a absorbancia medE#baam em um
espectrofotdbmetro de absorcdo molecular (UV-Vis,defm Spectro
3000W, Marte Cientifica, Sado Paulo). A curva deibcatao foi
construida com solucdo-padréo de albumina bovin@AJB(Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA).

3.7 QUANTIFICACAO DE CROMO (VI

A determinacdo de Cr(VI) biodisponivel foi baseadoNBR
13738 (ABNT, 1996) com algumas modificacbes. Pamnalise, as
amostras de NP gD; foram suspensa nos diluentes agua ultrapura,
meio ISO, meio M4, meio NaCl 2% e meio RPMI.

A quantificacdo de Cr(VI) foi realizada empregaradtécnica
de espectrofotometria de absorcdo molecular nd@oedd UV-visivel
pelo método da 1,5-difenilcarbazida como reagerimagénico. Esse
método é baseado na reacao do Cr(VI) presente lngdsocom o
reagente 1,5-difenilcarbazida em meio &cido (pH)=fdrmando a
difenilcarbazona, produzindo uma solucéo violetd GEL, 1992).

A solucdo de 1,5-difenilcarbazida (DFC) foi preprg@esando
0,5 g desse reagente e dissolvendo em 100 mL denaceO pH da
solucéo foi ajustado para4 com HSO,. A solucdo foi armazenada em
frasco ambar a 4°C por até uma semana.

Uma aliquota de 5 mL da amostra foi separada eoadito
H,SO, até pH< 2. Em seguida, foram adicionados 100 pL de DFC e
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deixado em repouso por 5 minutos para ocorrer@icead\ absorbancia
da solucdo colorida resultante foi medida. Comandwa foi usado
apenas o0s meios diluentes e todos 0s reagentesegadps no
procedimento de colorimetria. A absorbancia do dwaanalitico foi

subtraida do sinal de absorbancia da respectivasteanoOs

experimentos foram realizados em triplicata.

Para efeitos de comparacéao, foi realizada a anddisemostra
de MP CpOs; nos meios de diluicdo ISO, M4, NaCl 2% e RPMI nas
mesmas concentracdes que a NP.

A curva de calibracao foi construida usando solygrao de
dicromato de potassio 500 mg dissolvido em &gua ultrapura. Foram
utilizados oito pontos com concentraces de 095 ang L.

O espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular (UV-Xfisdelo
Spectro 3000 W, Marte Cientifica, Sdo Paulo) fdlizsido para as
determinacdes de Cr(VI), apos reacdo desse iorsohmdo de DFC. O
comprimento de onda empregado nas determinaco€x (8¢ foi de
540 nm.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAQAO DA NP CjO,
4.1.1 Potencial Zeta e Diametro Hidrodinamico

A Tabela 4.1 apresenta os resultados da variacatiagdaetro
hidrodinamico ([p) e do potencial Zeta (Pz) da NP,Qs suspensa em
diferentes meios diluentes. Cada valor de dado & onédia de trés
medidas * desvio padréo.

Tabela 4. 1 - Valores do,e Pz para as NP £, (concentragdo 100 mg).
suspensas em diferentes meios diluentes.

Diluente pH Dy (nm) Pz(mV)

H,O ultrapura” 6,89+0,00 107,51+2,02 -70,22+2,85
Meio HSM® 6,40+0,00 200,71+24,43 -42,6445,20
H,O ultrapura”™  5,83%0,05 185,7 -17,17+0,38
Meio 1SO” 5,53+0,12  1139,33+57,57 -4,93+0,36
Meio M4™ 5,66+0,03  1461,67+56,59  -10,87+0,23
Meio NaCl 2%~  5,70+0,02  1354,33+34,39 -5,77+1,97
Meio RPMI™ 7,47+0,05 1782+47,66 -30,9349,40

;NP CrO; lote cédigo 1000884883
NP CrO; lote codigo 1001025977

Pode-se observar um incremento significativo (ps)0r@ valor
médio de [} quando se compara a NP,Qy lote 1000884883 suspensa
em agua ultrapura (107,51+2,02) e meio HSM (20@4143). Em
relacéo ao Pz, houve uma reducéo, significativ@,i® no valor médio
observado no meio HSM (-42,64+5,20) quando comjpasasuspenséo
em agua ultrapura (-70,22+2,85). Este resultad® mstar associado a
presenca de sais dissolvidos no meio HSM, que padrar a carga
superficial das particulas possibilitando a fornoadéd aglomerados e
com isso diminuindo a estabilidade da NP na su§genElevados
valores absolutos (>30,0) indicam estabilidade daoséra em
suspensédo. Assim, essas duas suspensdes foranecadas estaveis.

Para a NP GO; lote 1001025977, podemos observar
variabilidade nos valores deyDe Pz com a alteracdo do meio de
suspensdo. A NP @D; suspensa nos meios diluentes 1SO, M4, NaCl
2% e RPMI demonstrou uma forte aglomeracado, vizsaddi pela
aumento de tamanho (Pem relacdo a mesma NP suspensa ¢t H
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ultrapura. Foi verificado uma reducdao significatf{pa0,05) nos valores
de Pz para os meios ISO e NaCl 2% quando comparadspensdo em
agua ultrapura, caracterizando um aumento na ifidede dessas
suspensdes. Ja para a suspensdo de NP em meio @Rtk celular),
foi observado um aumento significativo (p<0,05) walor de Pz
(-30,9349,40) em relacdo a suspensdo em agua urlramostrando
uma tendéncia para a estabilidade da NP neste @dtotencial Zeta é
influenciado pelo pH (BERG et al., 2009), concegditae tipo de ions
presentes (forca ionica) e a concentracdo de outd&culas, como
proteinas (DOORLEY & PAYNE, 2011) no dispersantanteracéo do
RPMI com as NP GO; devido a forca idnica do meio bioldgico,
provocada pela sua composicao (sais organicogydnimos, proteinas,
etc.) e pH causaram alteragcdo na carga superfidas NP,
principalmente através da adsorcdo de proteinasgxmmplo. Estes
resultados sugerem que as proteinas do meio podenuns bom
dispersante para NP fx, aumentando a estabilizacdo de NP na
suspenséo, efeito também foi relatado por Pan €Gil4) e Wells et al.
(2012).

4.1.2 Difragcdo de Raios X (DRX)

Na Figura 4.1, é apresentado o difratograma da NB;(lote
cédigo 1001025977) correspondente a analise de DRXvés deste, €
possivel verificar a regularidade e homogeneidade edtrutura
cristalina, indicando a pureza da amostra. Os paddbservados no
difratograma estdo de acordo com os valores paf@; @o banco de
dados ICSD coll code 75577, e revela uma Unicautesér cristalina
presente composta por fase romboédrica (R-3c).
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Figura 4. 1 - Difratograma da amostra de NROg(lote cod. 1001025977).
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A base dos picos sugerem cristalitos de pequenantam
Através dos picos foi estimado a tamanho médio riktatito da NP
Cr,0; calculado através da relacdo de Debby-Scherrervafr
encontrado do didmetro do cristalito foi de 66,8rifste valor esta
proximo ao didmetro das particulas indicado pdboi¢ante (< 100 nm),
pelo qual se pode assumir que uma NFOEé formada por um ou dois
cristalitos.

Medeiros (2007), ao sintetizar NP,Os pelo processo Sol-gel,
encontrou uma variagdo de tamanho de cristalitoga®do com o
tempo e temperatura de calcinagao. A autora idemiif & temperatura
de 500 °C, a 30 minutos, cristalitos com tamanhédionde 51 nm.
Quando a sintetizacdo ocorre a mesma temperator@mnpcom tempo
de calcinagdo de 1h, obteve-se tamanho médio adalitns menor, de
41 nm. Gunnewiek et al. (2014) sintetizaram NP,Ogr por
decomposicao térmica e obtiveram cristalitos cameiro médio de 57
nm. Sabyasachi et al. (2011) obtiveram tamanhoorgglicristalito para
NP CrO3 de 60 nm.

Em estudos realizados por Toniolo (2009) as naticp&s de
cromo, sintetizadas pelo processo de combustdo cdngéd® (SCS),
apresentaram cristalitos com tamanho médio de 18 nm
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4.1.3 Microscopia Eletrbnica de Transmissdo (MET)

A seguir, serdo mostrados os resultados da METgaraostra
de NP CyO; suspensas em meio algal HSM.

Figura 4.2 - Imagem de micrografia em MET da NROgr(lote cod.
1000884883) (A) e (B): NP suspensas em agua ulmapC) e (D): NP
suspensas em meio HSM.

0.198 um

100 nm

500 nm

As NP da micrografia Figura 4.2-A e B apresentatamanhos
variando de tamanho de 30 a 96,6 nm e aglomeratiodomenséo de
198 nm. Melegari et al. (2013) também observaraformacao de
pequenos aglomerados (217,7 nm) para NP CuO suasmggnsmeio
HSM. Porém, no presente estudo foi possivel obseiaxmbém a
formacdo de grandes aglomerados como mostra a nmageFigura
4.2-D.

A imagem a seguir (Figura 4.3) corresponde a miafig da
nanoparticula correspondente ao lote 1001025977.
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Figura 4.3 - Imagem de micrografia em MET da NROgr(lote cod.
1001025977) suspensa em diferentes meios dilugtes.(C): NP CpO; em
H,O ultrapura; (D) - (F): NP GD; em meio ISO; (G) - (I): NP @D; em meio
M4; (J) - (L) NP Cs05; em meio NaCl 2%; (M) — (O) NP €; em meio RPMI.
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As particulas suspensas em agua ultrapura apresenta
didmetros na ordem de 100 nm (Figura 4.3-A) e I@5Figura 4.3-B).
Gunnewiek et al. (2014) analisaram a morfologisamanho de NP
Cr,03 sintetizada pelos autores por MET de alta resoluG& autores
encontraram particulas com tamanho entre 9 a 3@gnédia 16 nm).

A suspensdo de NP £; em meio diluente ISO apresentou
tamanho de particulas com aproximadamente 164 rinser@ou-se
também a formacdo de aglomerados de NP (Figur& 4.3-igura 4.3-
F). Também foram notadas particulas com tamanherisu@ 100 nm
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(Figura 4.3-G) e formacdo de aglomerados (Figu@&Hd.e 1) na
suspensdo em meio M4. Rossetto (2012) identificdioranacdo de
aglomerados quando NP CuO foram suspensas em iheotd [SO,
um dos meios utilizados no presente estudo.

Em meio NaCl 2% foram observadas NP com tamanhé6de
nm e forte presenga de grandes aglomerados. Asidfferssas em meio
RPMI demonstraram grandes didmetros, cerca de aDQFigura 4.3-
0), mas foi possivel observar pequenas particata®o mostrado na
Figura 4.3-N. Assim, verificou-se a interferéncia domposicdo do
meio RPMI no tamanho das particulas e formacao giemerados.
Perreault et al. (2012a) também observaram a imfiaé do meio RPMI
na distribuicdo de tamanho da NP CuO. Os autorestifitaram a
formacgéo de agregados (complexos NP-proteinasipmarpdos de NP
que influenciaram no aumento das particulas em essdp,
apresentando valores médios de 356 + 70 nm. Eesakados estdo de
acordo com os valores encontrados deeDPz mensurado para cada
uma das suspensoes.

Vale ressaltar que de acordo com os dados do &aipei¢Sigma
Aldrich), a NP utilizada neste estudo foi caragea com tamanho <
100 nm. Contudo, a presenca de aglomerados nasnsdgs pode estar
associada com a carga superficial formada nas NPsuspenséo e
também com a cristalizacdo dos ions de sais do cogipa NP. Essa
cristalizacdo ocorre devido ao procedimento degreggdio das amostras
para andlise em MET, onde a suspencdo de NP eméragpositada
sobre a grelha gfid) de carbono e deixado evaporar a &gua
(MELEGARI et al., 2013).

4.1.4 Area Superficial Especifica

A area superficial especifica encontrada para a&Ci@; (lote
1001025977) foi de 11,44’y (laudo no Apéndice A). Esse valor esta
abaixo do encontrado por Horie et al. (2011) quémes a area
superficial especifica pelo método BET para a NFOCencontrando
valor de 43,41 g’ Contudo os autores analisaram particulas com
tamanho médio de 60 nm, o que justifica a diferedega valor
encontrado no presente estudo, pois a reducdonmanke implica em
um aumento na area superficial especifica. Gunhkewieal. (2014)
sintetizaram NP GO; pelo método de decomposicdo térmica, e
obtiveram NP com &rea superficial especifica pof BE 21,14 rhg™,
para particulas com tamanho médio de 16 nm.
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Segundo Brito et al. (2005), o £» em tamanho
microparticulado (diametro médio de 3,1dm) apresenta &area
superficial especifica com valor de 2,3% g, medida pela técnica
BET. Assim, comparando os valores da area espeaficNP GiOs;
(11,44 ni g%, encontrada neste trabalho, e da MBOgrretirada da
literatura, verifica-se um aumento de quase 500% vatores da NP
sobre a MP. Esse incremento de area especificeiomd@o com a
reducdo do tamanho implica em um aumento da iréierdg NP e meio,
sendo importante fator para a determinacdo da itiexle das NP
(HOECKE et al., 2008).

4.2 BIOENSAIO COM ALGA VERDEC. reinhardtii

Os resultados referentes aos ensaios realizadosis@igasC.
reinhardtii correspondem ao realizado durante o periodo dmiest
doutoral na Universidade de Quebec a Montreal (UQAMesses
ensaios foram utilizadas as NP.@Qydo lote cddigo 1000884883.

4.2.1 Avaliacdo da densidade celular
Pelo grafico apresentado na Figura 4.4, pode-senarsum
decréscimo na concentracdo de algas a partir desig&io a 1,0 g Lde

NP CrO; apds 72 h de exposicao.

Figura 4.4 - Avaliacao populacional da densidadel@ede alga<. reinhardtii
exposta a NP GD; em 24, 48 e 72 h.
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Na maior concentracéo (10 &)Lfica evidente a mortalidade da
populagdo de&. reinhardtiiem relacdo ao controle (p < 0,06).valor
encontrado para a Gffoi de 1,57+0,53 e 6,16+0,27 g'lpara 24 e 72
horas, respectivamente. Os valores da densidadéagamal mostram
que em 24 horas o efeito inibidor da NP,@rsobre a taxa de
crescimento das microalgas € mais evidente quemads mais longos
de exposicéo (72 h), onde a populacdo algal densonstuperar sua
tendéncia normal de exposi¢cdo, com estimulacdoregcimento nas
menores concentracdes de exposicdo (0,01 e 0,1) e lqueda da
populacéo algal na maior concentracéo de expoglgtg LY). Entre 24
e 48 h de exposicao é verificado um incremento laspnal para todas
as concentragfes testadas. Esse efeito pode g$ewiddr a uma
resisténcia ou tolerancia ao estresse por Cr atrdeéproducdo de
metabolitos, como por exemplo, os peptideos fittaduas e
aminoacidos histidina que podem complexar o me&8&HMUGER,
2001; KERKEB & KRAMER, 2003; ZHENG et al., 2013Em estudos
realizados por Vignati et al. (2010) sobre a taladie do cromo em
algas, os autores verificaram uma alta toxicidaoleCdlll) para alga
verdeP. subcapitatacom valor médio de Gk, de 983+216.9 Lt
para Cr(NQ)s- 9H,0O em meio ISO modificado. Outro estudo realizado
por Pereira et al. (2013) verificaram uma taxardbigdo de 50% da
populacdo de microalgB. chlorelloidessilvestre exposta ao cromo
trivalente (CrCJ-6H,O) a uma concentracdo de 188388 (cerca de
0,502 g ).

4.2.2 Avaliacdo Microscépica
As imagens capturadas em microscopio Optico (Figut

ilustram um efeito de aglomeragcédo das algas quangostas a NP
Cr0s.
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Figura 4.5 - Imagens de microscopio oOtico: intevagfitre NP GO; e C.
reinhardtii em 24 h de exposicdo. (A) populagdo controle, gBpulacio
exp?sta a 0,1 g1, (C) populagéo exposta a 19 & (D) populacdo exposta a 10
gL

Pode-se observar na Figura 4.5-C que as N®;@omecam a
formar pequenos aglomerados, que se intensificam @a@umento da
concentracdo da NP no meio. Na Figura 4.5-D tera-peesenca de
grandes aglomerados para a maior concentracdo derJ9e (10 g L),
causando assim a fixacdo das células Gdereinhardtii as NP e
impedindo sua locomocao. Esse efeito pode prejudit@comocao das
células de algas influenciando na alimentacdo degtadendo resultar
até na morte celular. Esse efeito de agregacdauliarec de algas é
comumente resultante das interacdes NP-alga, dévattsor¢cdo da NP
Cr,0s na superficie das células, como ja observado®yioos autores
para diferentes NP (RODEA-PALOMARES et al., 2011EPIKAPIC
etal., 2012 e PERREAULT et al., 2012b).

As micrografias de MET (Figura 4.6 B e C, seta gyret
revelaram que a NP @ foi internalizada pelas células provocando
danos visiveis nas membranas e organelas.



108

Figura 4.6 - Micrografias de MET dd&. reinhardtii tratadas com NP gDb;
apoés 72 h de exposicdo. (A) populagdo controlep(iulacao exposta a 0,1 g
L™* NP CpO; e (C) populacéo exposta a 1§ NP CkO,. Barra: 500 nm; seta
branca: alteragBes ultraestruturais; seta pretg: G¥. gréo de amido; M:
mitocondria; T: tilacdide; Pr: pirenoide; Vc: vadtio
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A parede celular das algas funciona como uma hbarseietiva
e semipermedavel com poros que variam de 5 a 2HARRIS, 2009).
Contudo, a liberacdo, no meio de cultura, de ioosc pela NP GO;
pode danificar a parede e membrana celular e indutormacéo de
novos poros com tamanhos maiores, permitindo atped® das NP.
Apds a internalizacdo das NP,Of nas células, esta por sua vez pode
liberar mais ions de cromo, incluindo o hexavalestsmdo que em pH
biolégico o Cf* sofre reducéo a €i formando intermediarios (€re
Cr*), espécies envolvidas no ciclo oxidativo de Fentgarando
radicais livres (TSOU, et al., 1996; BAGCHI et @002), amplificando
assim os danos celulares, através do mecanismoaltCale Tréia”
(LIMBACK et al.,, 2007; PARK et al.,, 2010; WANG et.,a2011;
MELEGARI et al., 2013). Dificiimente, em condi¢ddisioldgicas
normais, o cromo (lll) gera este tipo de radicAEEDR, 2000).

4.2.3 Avaliacdo da viabilidade celular (FDA)

A Figura 4.7 mostra a alteracdo na atividade daésreses
celulares da€. reinhardtiiexpostas a NP gDa.
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Figura 4.7 - Mudancas na atividade da esteras€ desinhardtii exposta a NP
Cr,0s. (A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72 h. Regido “M2” repeeta a atividade
esterase normal; regido “M1” indica um decréscimoatividade da esterase;
regido “M3” indica um aumento na atividade da eser *p < 0,05 em relacao
ao controle.
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Em todos os tempos de exposicdo, a concentrac@ioLT0de
NP CrO; provocou forte reducdo da atividade normal dasnes
(regido M2) com valores muito proximos de zero, | aumento
bastante significativo da proporcdo de algas calug&o na atividade
esterase (M1). Isso indica que essa concentrag@&oeteito sobre o
metabolismo deC. reinharditi, pois geralmente as esterases sdo
essenciais para o metabolismo dos fosfolipidosr#asbranas celulares
(LI et al., 2011), o que pode resultar na mortal@da populacéo.

Apoés 24 h de exposicédo, foi observado uma redugaesthdo
normal "M2", e um aumento no estado de atividadeirdiida "M1"
com incrementos na concentracdo de NOLCESse mesmo efeito foi
observado por Franklin et al. (2001) e Melega&le(2013). O aumento
do percentual da fluorescéncia na regido M1 indica diminuicao da
atividade das enzimas esterases ou a perda dadatdgyda membrana
celular (MELEGARI et al., 2013).

Em 48h (figura 4.7-B), até o tratamento de 1'gle NP Cj0;
foi observada uma recuperagédo no estado normal,“M2jue pode ser
explicado pela possivel adaptacdo da populacapasie@o a NP. Para
os tempos de exposicdo de 48h e 72h, até a coac@atde 1,0 g T,
houve um ligeiro aumento no percentual de algasstado "M3",
indicando possivelmente, numa tentativa de repasaefeitos toxicos
causados pela exposicdo a NP. No entanto, estacditendo apresentou
diferenca significativa quando comparado ao coattpb 0,05). Essas
respostas de adaptacdo da populagdo de algas sicgdxppodem ser
justificadas pela producdo de metabdlitos, como exemplo, o0s
peptideos quelantes de metal, conforme ja mencionaditem 4.2.1
deste capitulo.

4.2.4 Avaliacao do estresse oxidativo (ROS)

Pelos dados obtidos de avaliacdo de ROS na Fi@qaode—se
observar que para as menores concentracdes (A, 01gal’") de NP a
maiores taxas de incremento de ROS ocorre apdédel8rposicdo. Em
48h de exposi¢cdo observou-se efeito significatve: (0,05 em relacéo
ao controle) no incremento de ROS em quase todasraentraces,
exceto para 0,01 gL Na Figura 4.8 foi possivel verificar que em 24
horas a populacdo exposta a 10'gtéve a maior concentracdo de ROS,
correspondendo a um incremento de 114% quando cadpaa
populagéo controle.
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Figura 4.8 — Avaliagao do estresse oxidativo asal&producédo de ROS @e
reinhardtii exposta a NP @D; em 24, 48 e 72 h.
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Véarios estudos mostraram que metais de transic&m oo
cromo (Cr) estdo envolvidos na producdo de ROSvedrados
mecanismos como Haber-Weiss ou reacgfes do tipof¢éMANKE et
al, 2013; VALKO et al., 2006; YIP et al., 2005; KMREN et al., 2004;
WILSON et al.,, 2002; LLOYD et al., 1998). Espéciesmtivas como
radicais hidroxila (OF)), anions superdxido (Q) ou peroxido de
hidrogénio (HO,) podem induzir a lipoperoxidagdo, causando danos
principalmente na membrana plasmatica e clorogastas algas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; MELEGARI et al., 203)

Melegari et al. (2013) avaliaram o estresse oxidatia NP
CuO emC. reinhardtii e os autores observaram um incremento de
190+0,45% no nivel de ROS para 1000 myde NP CuO apés 72 h de
exposicdo. Ali et al. (2006) observaram um aumende
aproximadamente 60% no nivel de ROS (em relac&coatrole) em
macrofitas da espécieemna gibbaapds 96 h de exposicéo a ghOCr.

Para 0 maior tratamento (10 g'INP CkO;), foi possivel
observar um decréscimo nos niveis de ROS no terep@2dh de
exposicdo a NP em relacdo a primeira medicdo (24dmndo que no
maior tempo o incremento de ROS em relacdo ao alenfoi de
59,91+0,15%. Essa reducdo pode estar associadaniauitido da
populacdo algal apds longo tempo de exposicdo, ndbéia pela
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capacidade de adaptacdo das células ao estresselcqela presenca
de NP C30s;. Outra explicagéo para o decréscimo dos niveR@8 é a
alteracdo da atividade da esterase. Foram observadoa todas as
populagBes expostas as concentragfes de pMB3, @umentos na regido
de baixa atividade da esterase (M1), conforme aptado
anteriormente na Figura 4.7. Essa reducdo na afigidda esterase
implica na diminuicdo metabdlica do organismo, o0 e qu
consequentemente fez com que os niveis de ROSuissém. Regel et
al. (2002) concluiram em seu estudo que o estadatid@ade da
esterase influenciam claramente na resposta mialoélular.

Quando a geracao de ROS ultrapassa a capacidaobadantte
da célula, estes radicais livres podem provocaiosiaxidativos as
proteinas, lipidios, &cidos nucleicos e pigmentbEDFORD &
NIYOGI, 2005; PERREAULT et al, 2014b). Em organism
fotossintetizantes, o0 estresse oxidativo (produgko ROS) esta
intimamente associado com a fotoinibicdo e a dipewda eficiéncia
fotossintética (NISHIYAMA et al., 2006). Essa hips¢ podera ser
confrmada e melhor discutida com a avaliacdo desultados
relacionados ao sistema fotossintético @aseinhardtii (subitens 4.2.4
e 4.2.5 a sequir).

4.2.5 Dosagem dos Pigmentos Fotossintéticos
Os resultados da quantificacdo dos pigmentos fidbora (Chl

a), clorofila total (Chl total), clorofilab (Chl b) e carotenoides (Carot)
estdo apresentados na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Niveis de pigmentos fotossintéticosaglas deC. reinhardtii
apoés 72 h de exposicdo a NB@yr
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* a média para esta concentracdo é significativéenerenor que a média do
controle considerando um p<0,05.

Poucas alteracdes significativas foram observadas s
pigmentos clorofilianos apds exposi¢cdo. O nivelCid a foi alterado
significativamente nas concentragfes mais elevdeds$P C3O; (1,0 e
10,0 g 'Y, no entanto os contetidos de Blibram pouco influenciados
pelos tratamentos com NP ,0s ja que ndo foram observadas
diferencas significativas em relagéo ao contr@s.contetdos de Ch]

Chl total e Carot tiveram uma reducao significatisaconcentracdo de
10 g L' de NP Cs0;3, indicando danos nos cloroplastos, bem como nos
desempenhos metabdlicos. A Ghbode ter sido reduzida pela reducéo
dos conteudos de Ferro (Fe) nos tecidos, na quadafidéncia das
enzimas responsaveis pela sintese de clorofilapgtausubstituicdo do
atomo de Magnésio (Mg) no centro das moléculadatefita, de todas

as formas (DHIR et al., 2009), prejudicando a peddudesse pigmento.

Ja para a concentracdo de 1,0 bfdi possivel observar um
aumento no contetdo de Chl mostrando uma indugdo na producédo
desse pigmento pela membrana dos cloroplastosolbservado um
aumento, porém sem diferenca estatistica do centrmls niveis de
Carot, esse aumento pode ser devido aos mecantnpsotecdo do
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sistema fotossintético, pois os carotenoides séesiderados pigmentos
de fotoprotecdo (KOORNNEEF, 1986; SCHMIDT, 20113ldu et al.
(2014) também observaram aumentos no conteldordeecéides da
espécie de macrdfifa. punctata,com o incremento na concentragao de
NP CuO nos tratamentos até 1 §é.um decréscimo no tratamento com
10 g L* de NP CuO. Como consequéncia da alteracdo da, @hiaz&o
Chla / Chlb foi alterada significativamente apenas no tratameom
concentracdo de 10,0 gllde NP CyO3, apresentando valor de 1,39 +
0,24, estando abaixo de valores relatados natliteraEssa relacédo de
ambas as clorofilas ocorre na proporcdo de apralamante 3 para 1
em condi¢cdes normais de ambiente (LICHTENTHALERIg1981).

4.2.6 Avaliacao da atividade fotossintética
Os resultados da avaliacdo do FSIlI da aareinhardtii

através da cinética da fluorescéncia £pell, ¢’'no, ¢’'nro € ETR) séo
apresentados na Figura 4.10.
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Figura 4.10 - Alteragdes na cinética da fluoresigé@hl a de C. reinhardtii
apos 72 h de exposicao a NB@x
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E possivel observar uma reducéo de 31,83 + 11,6984Indas
algas expostas & concentracdo mais elevada de 99 (C9,0 g L") em
relacdo ao controle. Essa reducdo indica uma fbtofio sobre o
aparato fotossintético, acarretada possivelmergefpemacdo de ROS.
Ao mesmo tempo, como observado na Figura 4.9, acéed dos
pigmentos fotossintéticos provoca decréscimos i@éertia do FSII.
Elfadl & Luukkanen (2006) observaram que a presatggoluentes
como metais pesados em altas concentragfes, pedaneal reducdo do
rendimento quéantico da fotossintese e, por suaredazir a assimilacao
de CQ, afetando o metabolismo da planta. Nas menoreseotracoes
nao foi observado efeitos sobre o rendimento demis que diferiram
estatisticamente (p > 0,05) do controle. Contudaratamento de 1,0 g
LY de NP CysO; um resultado contrario, com incremento, nao
estatisticamente significativo, d¢.ll em relacdo ao controle, foi
observado. Assim, este efeito pode indicar que emdracdes menores
de NP CyO; podem incrementar o rendimento do FSII e metabolism
das algas, através da producdo de clorofila, comfomostrado na
Figura 4.9. Paiva et al. (2009) observaram queafoltieEichhornia
crassipedratadas com 1 e 10 nM Errespectivamente 0,22 e 2,22'gL
de CpOs; mostraram um aumento, porém nao significativo, no
rendimento quantico efetivo ().

No diagrama ded’'no (Figura 4.10) pode-se observar um
aumento da dissipacdo de energia ndo-fotoquimica vigs néo
reguladas em todas as concentracdes testadas) ertét01 g L. Para
a populacdo tratada com 10 ¢ lde NP CjO; foi verificado um
aumento de 20,99 + 10,02% dos valoreg$'dg em relagdo ao controle.
Esse aumento implica na dissipacdo de energia atéqtfimica na
forma de fluorescéncia, e consequentemente na &edig atenuacdo
fotoquimica da fluorescéncia clorofilianajuenching fotoquimico)
traduzindo os danos nos centros de reacdo do ESHe efeito é
justificado pela reducédo significativa nos valords carotenoides
(concentracdo de 10 g'), pigmentos que auxiliam na dissipacéo de
energia relacionada a fotoprotecao, conforme amteeinte apresentado
no item 4.2.5. Na concentracdo de 0,01'gde NP CjO; foi possivel
observar uma pequena reduc¢doddqo em relacdo ao controle. Isso
pode ser devido ao mecanismo de adaptacéo do smgariRodriguez et
al. (2007) mostraram qu@. reinharditii tratadas com 1 a 5 mM de Cr,
através da producdo de antioxidantes, se aclinmtaa estresse
oxidativo induzido pelo metal, atenuando ou dinmaloi os danos nos
aparatos fotossintéticos. Quando as algas sédotexm40 nM de Cr, 0s
niveis de ROS excedem a capacidade antioxidartéldia danificando
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0s compostos celulares. Neste estudo, foi obsemwadoomportamento
diferente dod’no para a concentracdo de 10 ¢ te NP CjO; dos
demais tratamentos (Figura 4.10). Esta maior cdragio de exposicéo
mostrou um decréscimo continuo do rendimento dsipdisdo de
energia ndo regulada ao longo do periodo de andfiseinética da
fluorescéncia (600s) indicando uma tentativa danegdo sistema.

Como se pode observar na Figura 4.10, o diagramBTdre
mostra uma perda de 31,82 = 11,69% na eficiénciaraltsporte de
elétrons, para a concentracdo de 10'ge relagéo ao controle. Essa
inibicdo na ETR do FSII por fatores exdgenos pedeltar na formacgéo
de radicais livres e consequentemente o0 estresselation
(CERVANTES et al., 2001; ALI et al., 2006; RODRIGBE:t al.,
2007). Isto sugere que as alteracdes no sisteguiotico sao devido a
geracao de ROS, afetando os processos de reducistatoa. Contudo
a taxa de elétrons apresenta uma tendéncia ao sumeriongo do
periodo de andlise do FSIl. Essa tendéncia podw déighda aos
sistemas de recuperacdo das algas quando o sisteatizado. Foi
possivel observar um pequeno incremento (9,49 & Bda ETR no
tratamento com 1gtde NP CjO;, justificado também pelo aumento
nos contetdos de Chl, mencionado no item 4.2.5 desta tese. O
transporte fotossintético de elétrons das algasrdihharditii foi
considerado um biomarcador confidvel para a ad@diagxicologica das
NP CrOz; mas a sensibilidade desta metodologia ainda gareser
investigada para seu uso em avaliacdo de contatefnaro meio
ambiente, visto que o grau de contaminacgdo pelosahbia € dificil de
avaliar, devido a dificuldade de quantificar esp® tde poluente em
condicdes naturais.

O ¢'npo indica a fragdo da energia dissipada por vias néo-
fotoquimica reguladas, como por exemplo, na formacalor. Neste
estudo foi observada a redugcdo nesse parametraratamentos em
relacdo ao controle (exceto para 0,01 'gNP CpOs). Venancio (2009)
observou que plantas da espégiecrassipesjuando tratadas com ¥r
(ImM) tiveram uma diminuicdo em 40% do gN em retagd plantas
controle. Ao analisar somente a curva da conceidrde 10 g I* NP
Cr,0O3, é possivel observar uma tendéncia ao aumentwvaloses de
$’'npo até 400s de tempo da andlise da cinética de Hoéneia. Esse
comportamento pode indicar que a energia que chegantenas do
sistema néo é transmitida pelos quinonas aos cetitroeacdo do FSiI,
indicando possiveis danos nos cloroplastos peladgdio de ROS. O
rendimento quantico de energia reguladla{o) representa a energia
dissipada na forma de calor, que € regulada comcammos de
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fotoprotecdo. Portanto, valores elevados indicaamdg capacidade de
auto-protecao das algas. Isso foi observado naeatmaczo de 0,01 gL
gue apresentou um aumento de 50,93% em relacdopalap@o
controle.

4.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE COMD. magna
4.3.1 Toxicidade Aguda

O teste de toxicidade aguda corresponde a umaldloisa de
poluente que pode ultrapassar a capacidade doismgam reparar 0s
danos causados por aquele, levando a mortalidadesimA as
concentragdes de GEtraduzem os potenciais riscos ambientais as
populag¢des utilizadas na avaliagdo (MATIAS, 2010).

Os resultados dos testes agudo indicaram toxiciddale
amostras, apresentando um valor deoGds de 101,74 + 9,13 mg']L
para NP GiOs. A concentragcdo que resultou em 100% de mortadidad
dos organismos apés 48 de exposicédo foi de 250 g vares et al.
(2014) CEkg 48nde 6,74 mg ENP CrO; para a espécigaphnia similis
Essa maior toxicidade encontrada pelos autoresstfigada pelo
reduzido tamanho (15 a 30 nm) das NP utilizadasstedo e diferente
sensibilidade do organismo-teste. Ainda, os ted¢etoxicidade aguda
realizados neste presente trabalho mostraram gefeitss da NP GO;
sobre a mobilidade de 50% da populagéo expostaencentre 24 e 48
horas de exposicdo. E em 48 h de exposicdo a N#tedss agudos
cessaram a partir da concentracdo de 50 + 3,54 tdeLNP CjOs,
representando assim a concentracao subletal.

Para comparacédo, no presente estudo foi avaliddsicddade
aguda da forma MP &D; sobreD. magna A CEsg 4gnencontrada foi de
528,51+ 23,84 mg T para MP CiO;. Assim, verificou-se que a NP
Cr,0; foi cerca de cinco vezes mais tdxica que sua mésmailacdo
em tamanho maior. Este resultado nos leva a aareglie a toxicidade
do CrOj; pode estar associada ao tamanho da particuladugde no
tamanho da particula facilitar4 sua ingestao pmiganismos expostos e
possivelmente sua internalizagdo celular, potememdlo o efeito
“Cavalo de Tréia” e causando maior toxicidade.

Ainda, a maior toxicidade da NP em relacdo a MPRlepestar
relacionada com a maior liberacédo de ions croma &I CsO; devido
a sua maior reatividade em solugdo. De acordo $ibva & Pedrozo
(2001) a toxicidade do cromo pode variar conforree estado de
oxidacdo. Os compostos de Cr na forma hexavaléaersis nocivos
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que os trivalentes. Contudo, o cromo Il pode sgwvertido em cromo
VI devido as alteragbes no pH ou na presenca desidns indutores
como, por exemplo, o0 manganés (Mn). A avaliacad@sj#cie de Cr,
gue esta presente nos meios de exposi¢do, seserfada no item 4.6
desta discusséao.

4.3.2 Toxicidade Crbnica

A partir dos resultados obtidos dos ensaios deittade aguda,
as diluicbes estabelecidas para este ensaio favaoetracoes de 2,5;
5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 mg'lLde NP CyOs, além do controle negativo,
isento de contaminante.

A sensibilidade dos lotes de organismos utilizatmensaio foi
de 0,91 mg ! K,Cr,05, estando o valor dentro da faixa recomenda (de
0,6 a 1,7 mg L K,Cr,07).

Durante o teste de toxicidade crbnica foram arddisaos
parametros de longevidade, crescimento e reprodugababela 4.2
apresenta os resultados obtidos no ensaio cronico.

Tabela 4.2 -Resultados do teste crbnico, para os parametrasicrento,
reproducdo e longevidade, @ magnaexpostas a NP @D;. Resultados
expressos em média (n=10) + desvio padréo.

Concentrac&o Crescimento:  Reproducéo: Longevidade:

(mg LY Comprimento n° sobrevivéncia
(mm) neonatos/prole (%)

Controle 4,78+0,28 15,02+2,95 100
2,5 4,30+0,67 15,73+2,52 100
5,0 4,33+0,49 13,58+2,82 100
10,0 3,71+0,53* 11,72+4,44* 90
25,0 3,71+0,39* 8,91+3,55* 70
50,0 2,35+0,49* 0,0* 20*
CEO 10,0 10,0 50,0

CENO 5,0 5,0 25,0

* Média significativamente menor que a média dotrde considerando um
p=0,05 em um teste t com ajuste de Bonferroni.

CEO - Concentracao de Efeito Observado.

CENO - Concentracao de Efeito Nao Observado.
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Figura 4.11- Resultado do teste crénico dnmagnaexposta a NP @D; para
o parametro longevidade.
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* a média para esta concentragdo é significativéenerenor que a média do
controle considerando um p=0,05 em um teste t gosteade Bonferroni.

Como apresentado na Figura 4.11, a amostra de NB; Cr
causou efeito cronico sobre a longevidade apenaa pamaior
concentracdo, sendo assim determinada a CEO cawmcantracdo de
50 mg L' e a CENO de 25 mg™L O teste cronico é realizado com
concentragBes subletais da amostra, pois o princpgtivo é a
sobrevivéncia da populacdo para a verificacdo @d#osf sobre as
funcdes bioldgicas dos organismos. Contudo a cdraagim de 50 mg
L de NP CjO; ocasionou a mortalidade de 80% da populacdo
inicialmente exposta. Essa alta taxa de mortaligadie estar associada
a sérios danos no metabolismo dasmagnaprovocados pela longa
exposicdo a NP durante o teste, assumindo que@stantracdo ainda
apresentou efeitos subagudos.

Ao analisar o parametro de crescimentdddanagna,apos 21
dias de exposicaa NP CyO;3, foi observado uma reducéo na média do
comprimento dos organismos em trés concentracOemmdstra. Nas
concentracdes de 10, 25 e 50 mg de NP CjO; houve reducéo
significativa (p<0,05) no comprimento dos organismaesses
tratamento em relagdo aos organismos do contraee Efeito no
crescimento pode estar associado a reducdo nddogksalimento bem
como na absor¢cdo dos nutrientes causada pelos da®sélulas
epiteliais do intestino desses individuos. Essewgsla nivel celular
(melhor evidenciado na Figura 4.17) podem ser iiodszpelo estresse
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oxidativo provocado pela interacdo das NP.Ogrcom o epitélio
intestinal. Com o0s resultados da exposicdo crénfoa, possivel
determinar uma CEO de 10 mg b uma CENO igual a 5 mg'lpara o
parametro crescimento.

A reproducdo deD. magna foi observada levando em
consideracdo o numero total de filhotes geradosetmgdo ao niamero
de prole (ninhada) por cada réplica ao final dediis. De forma
equivalente aos resultados obtidos para o paranwe&scimento, a
reproducdo apresentou efeitos toxicos cronicosrémdoncentracdes.
Verificou-se que nos tratamentos com as maioresecdracoes de NP
Cr,0; houve uma reducdo significativa no nimero de nesnat
produzidos por fémeas. Portanto, foi possivel deter a CEO que
correspondeu & concentracdo de 10 fhg la CENO igual a 5 mg'L

Ao final do teste crbnico, 0S organismos expost@s a
concentracbes mais elevadas de NBOEI(25 e 50 mg L) foram
observados em lupa, com aumento de 40 vezes, @dfiaar se ocorreu
alguma alteracdo morfologica.

Figura 4.12 - Imagens dos individud®. magna do teste cronico. (A)
organismos do controle negativo com desenvolvimantmal, (C) organismos
expostos a 25 mg'Lde NP CjO; e (D) organismos expostos a 50 mgde NP
Cr,0s.
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Apesar de ndo serem encontrados organismos cormfeloge
alterada, observou-se a impregnacédo de NP na carap@adadeiras dos
organismos, conforme ilustra as Figuras 4.12 (B})eem comparacao
ao controle (A). Também se observou possivel adiiaellaglomerados
de NP na regido do abdémen (seta branca).

4.3.3 Avaliacdo Microscépica
4.3.3.1 Microscopia de luz (ML) e Histoquimica
As fotografias da Figura 4.13 referem-se aos cordesversais

dos organismos d®. magnaao final do teste agudo (48 horas de
exposic¢ao), analisados por ML apds coloracdo corOAT
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Figura 4.13 - Imagens das seccdes transversai;idiosduosD. magnaapds
periodo de 48h. (A) e (B) organismos do controlgatigo, (C) e (D)
organismos expostos a 25 mg tle NP C;O;, (E) e (F) organismos expostos a
50 mg L* de NP CjO;. Seta branca: regido do intestino controle. Segtap
regido do intestino com presenca de NP.

Pela Figura 4.13, evidencia-se que as NP possueitiddde
para penetrar no organismo através da filtracdand®m e por isso
aparecem em grande quantidade no interior do iimbesgis imagens da
Figura 4.13(A) e (B) mostram o0 organismo contratlele se observa a
presenca de matéria organica, principalmente algasjnterior do
intestino. Nas fotos da Figura 4.13(C) — (F) é maait a predominancia
das NP acumuladas no interior do intestinddanagna Este acumulo
de NP no interior do 6rgao dos organismos podeulifir a absorcao do
alimento algal, seja através do acumulo propriaeneiito das NP no
intestino, reduzindo a entrada de alimento, commbémn pelos
possiveis danos estruturais provocados pela itdterdg NP GOz com
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o epitélio intestinal. Rossetto (2012) também destron a presenga de
NP CuO no interior do intestino @emagnaapos 48h de exposicao.

Na Figura 4.14, sdo apresentadas as fotografidglldepos
coloragdo com AT-O dos cortes transversai®daagnaapos 21 dias
de exposicdo continuada. Nas fotos apresentad&sgonea 4.14(C) e
(D) nao foi possivel verificar a presenca de aglahes ou grandes
quantidades de NP no intestino dos organismos tgas2 mg L* de
NP CrOs. Isso era esperado, pois além da limitada resolwd
microscopio 6tico empregado para detec¢édo de ntotheas (aumento
max. de 40x), a concentragao analisada em ML fiwi Akaixo da CEO
(10 mg L* NP CrO; para parametros de reproducdo e crescimento)
identificada neste estudo. Contudo, ndo foi poksifilemar a auséncia
absoluta da NP no interior do organismo.

Figura 4. 14 - Imagens das seccdes transversaimdiogduosD. magnaapds
periodo de 21 dias. (A) e (B) organismos do coetmégativo, (C) e (D)
organismos expostos a 2 mgde NP CyO,. Seta branca: regido do intestino.

4.3.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Nesta técnica ndo foi possivel avaliar a regidesiimal dos
organismos devido aos limites das técnicas desan&iontudo, a regido
das branquias foi facilmente identificada na ME\pertanto optou-se
em analisa-la. Através das imagens de MEV, obseseauma alteragcéo
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no ordenamento dos filamentos da branquia dos isrgasD. magna
expostos a NP quando comparados com os do comtegjativo. Na
Figura 4.15 (C)é possivel observar uma desorganizacdo signifecativ
nos cilios dos filamentos branquiais, incluinde@tdes como fusdo
desses (seta preta).

Figura 4. 15 - Imagens de MEV. Micrografias dastdas deD. magnaapés
21 dias de exposicdo a NP,Os. (A) e (B) organismos do controle negativo,
(C) e (D) organismos expostos a 0,5 migle NP Cj0,.

A A =

Essa alteracdo pode ser resultante da absorcadodssde
cromo liberados com a dissolu¢éo da NP no meieste.tA NP GiOs,
devido a sua maior reatividade, pode estar dissdoidons de cromo
trivalente e hexavalente em solucdo. Ainda que @/ICpossa ser
originado pela oxidacdo do Trnos meios quando em presenca de
concentracBes suficientes de Mn, esse processmt@ ¢e pode ser
considerado insignificante em agua naturais (SALE®B9; ATSDR,
2000). As alteragBes nos filamentos branquiais mpodssultar em uma
possivel diminuicdo na superficie de absorcéo de égtrocas de ions
(SOUZA et al.,, 2000), comprometendo a funcao rasfmia dos
organismos expostos a NP.
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Microanalise de raios-X (EDS)

Os resultados obtidos pela analise MEV-EDS foram
qualitativas, apresentado a composicdo relativa elesnentos nas
amostras através do espectro na area de inte®®B&NDICE B). Os
valores sdo apresentados em percentual do pespesOlsados estédo
apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3 - Microandlise de raios-X da regido l@nquias apéds 21 dias de
exposicao a NP @D, dos organismob. magna C: carbono; O: oxigénio; Ca:
Célcio; P: Fésforo; Pd: Paladio; Au: Ouro; Na: $9dVig: Magnésio; Al:
Aluminio; Si: Silicio; S: Enxofre; N: nitrogénioCr: cromo.

Elementos Controle 0,590 L NP Cr,04
C 29,89 49,28
(@] 17,36 8,04
Ca 11,79 9,01
P 4,05 5,32
Pd 8,93 9,38
Au ND 7,41
Na 0,40 0,40
Mg 0,20 ND
Al 0,28 ND
Si 0,90 1,74
S 0,03 ND
N 26,15 8,52
Cr ND 0,89

TOTAL 100% 100%

ND: Nao Detectado.

Na avaliagcao da regido das branquias dos organiBmwosigna
expostas a NP gD através do EDX foi possivel detectar a presenca de
Cromo no organismo exposto a amostra, indicandmsargdo de cromo
pelo organismo. E importante salientar que mesmo@mentracdes de
exposi¢do subcrbnicas, a NP,Qy alterou os valores de cromo na
regido analisada. Isso responde aos danos enaosinad cilios laterais
das branquias. Os valores identificados dos elameAu e Pd séo
devido ao recobrimento da amostra necessério patse O percentual
de Al identificado pode ser devido ao suporte omdemostra é
depositada.
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4.3.3.3 Microscopia Eletrbnica de Transmissédo - MET

As micrografias de MET apresentadas a seguir quuretem
aos cortes transversais do epitélio intestinalaganismosD. magna
As fotografias da Figura 4.16 referem-se aos couésfinos dos
organismos deD. magna ao final do teste agudo (48 horas de
exposicéo). Optou-se em analisar 0s organismosstog@penas as
concentracdes subletais de NB@3r(25,0 e 50,0 mg t).

Figura 4.16 - Eletromicrografia de transmisséo doses ultrafinos deD.
magnaapoés 48h de exposicdo a NPR.@r (A) - (D) organismos do controle
negativo, (E) - (H) organismos expostos a 25 riigde NP CjO5; (1) - (L)
organismos expostos a 50 mg'Lde NP CjO, Legenda: Mv =
Microvilosidades; Mi = Mitocdndria; Vc = Vaclolo; P = Projecéo
Digitiforme; Nu = Ndcleo; RER = Reticulo Endoplagimd Rugoso; cRER =
cisternas do Reticulo Endoplasmatico Rugoso.
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Através das fotografias da Figura 4.16-(E), (F), €1 (J) é
possivel observar reducdo e perda das especi@zatfperficiais da
membrana celular microvilosidades (Mv) das célutis epitélio
intestinal dos organismos expostos as concentrad®ddP CyOs;. A
principal funcdo das Mv é aumentar a superficie coatato da
membrana plasmatica e tem relacdo direta com acickoe de
absorcdo de substancias (alimento). Também, ooviles das células
intestinais participam da digestdo de nutrientesis pps enzimas
dissacaridases e dipeptidases estdo presentestsgrosmicrovilos das
células do intestino (AVERS, 1991). Portanto, esteracdo nas Mv,
implica em uma reducdo na taxa de absorcdo dommies, gerando
estresse ao organismo. Nas imagens da Figura 4,1(G e (L)
observa-se uma grande dilatacdo (tumefagdo) dascénidrias e
reducdo do numero e no tamanho das cristas (@F&t6l0Os danos
mitocondriais podem causar diminuicdo da fosfofitapxidativa e da
sintese de ATP, bem como levar a morte celulars®uset al. (2014)
também relataram danos nas mitocondrias do epibétestinal dos
organismoD. magnaprovocados pela exposicdo a NP CuO por 48 h
(dados ndo mostrados na publicagdo). Na imagemigiaaF4.16(K)
mostra a abundancia das cisternas do reticulo &wogtico rugoso,
conferindo um aspecto vacuolizado ao citoplasmaseg&sdanos
ultraestruturais, observados nos organismos exp@staconcentragdes
subletais de NP @D, pode estar relacionado com a toxicidade do ion
cromo, liberado pelas NP. Sabe-se que animais etaisgabsorvem
preferencialmente o cromo hexavalente, que apémalizacéo celular
€ reduzido a cromo trivalente (WHO, 1988) causashawos celulares.
Esta intoxicac&@o por cromo pode induzir a geragiB@S.

As fotografias da Figura 4.17 referem-se aos carleafinos
dos organismos d®. magnaao final do teste crbnico (21 dias de
exposi¢ao). Optou-se em analisar 0s organismosstog@@penas as
concentracdes subcronicas de NBOg(0,5 e 1,0 mg L).
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Figura 4.17 - Eletromicrografias dos cortes ultrad deD. magnaapos 21 dias
de exposigdo a NP ;. (A) - (D) organismos do controle negativo, (B}
organismos expostos a 0,5 mg dle NP C30;; (1) - (L) organismos expostos a
1,0 mg * de NP CjO.. Legenda: Mv = Microvilosidades; Mi = Mitocdndria;
Li = Lisossomos; Nu = Nucleo; RER = Reticulo En@gphatico Rugoso; cRER

Nos organismos expostos a 1,0 mg de NP CjO; foram
observadas pequenas irregularidades nas Mv (Figaial). Nas fotos
da Figura 4.17(J) é possivel observar a desorgzitizdo citoplasma e
fica evidente a maior presenca de estruturas diisas (seta
vermelha), que podem ser inclusdes lipidicas. Oeatonda presenca
dessas estruturas estd associado a um possivedsesambiental. Na
Figura 4.17(K) é evidenciada uma acentuada dilatded mitocondrias
e ocorréncia de cristolise. As mitocondrias pgéioi de indmeros
processos bioquimicos e metabdlicos como produedsTd, NADPH
e producdo de espécies reativas de oxigénio egéitio, sendo o
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principal sitio de formacdo/acumulacdo de ROS defrdar
(KOWALTOWSKI, 1999). Na avaliacdo microscépica fpossivel
observar que estas organelas foram as mais dalsifigza exposicao a
NP, confirmando o estresse oxidativo provocadospetmcentracoes,
mesmo que subcrbnicas, de NP@zr Foi possivel observar também
uma dilatacdo das cisternas do reticulo endopléasmatgoso (Figura
4.17-H e J), que tem como uma de suas principamgoks, a
desintoxicacdo do organismo e delimitacdo do caatdagocitado na
célula, evidenciado na imagem Figura 4.17(J). Esskmos
ultraestruturais podem estar sendo causados petemga de ions de
Cr®" liberados no meio pela NP £%. Também, pela maior presenca de
lisossomos verificados no tratamento com NP, pateotorrido a
internalizacdo de NP @D; com menores tamanhos, causando uma
resposta do organismo para sua degradacao.

Portanto, os danos ultraestruturais (tumefacao conitdrial e
cristélise, dilatagdo das cisternas e fragmentagiio Reticulo
Endoplasmatico, perda das microvilosidades, desmuss formacao
de autofagossomas, alteracdo da densidade do hisdleervados na
andlise em MET mostram um padrdo de alteracdesohagifas e
bioquimicas celulares associadas a resposta aesssstroxidativo
provocado pelas mudancas ambientais (KERR et 8I2;1KERR,
1995) pelo agente quimico (NP,Og). Quando esses danos séo graves
e ultrapassam os limites de adaptacao/reparacacetidas, ocorre uma
sequéncia de eventos chamados de “injuria celulevgndo a morte
celular e desencadeando processos inflamatorioRRKE995; DAVIS
JUNIOR et al., 2001; CURTIN et al., 2002).

4.4 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA COMA. fischeri

Os testes de toxicidade aguda cémfischeri apresentaram
valor médio de CE is5min de 769,17+19,69 mg 'L e CEgsomn de
980,00+134,35 mg L para NP GiO; e CEy 15minde 9720,00 mg L e
CEsp 30min de 3322,00 mg t para MP CjOs. O pH da amostra, apds
preparo conforme item 3.1, foi de 6,51+0,23 paraeNgi;29+0,07 para a
MP, estando dentro dos valores recomendados p@ld13848-3 (ISO,
1998).

A NP CrO; se mostrou também menos tdxica para o organismo
A. fischeriem relacdo &. magna Essa reducdo na toxicidade pode
estar associada a complexacao do metal pelos lmmmetocpresentes no
meio diluente. Os &anions Cformam complexos com 0s metais,
reduzindo assim a sua biodisponibilidade, assincAtisns Na, em alta
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concentracdo, também complexam o0s metais, reduzasim a
concentracdo de espécies metalicas livres (LIBES9;1BIANCHINI et
al., 2009). Outra razado para os valores de menaidade encontrados
paraA. fischerineste estudo, foi que o mecanismo de biolumineszén
da bactéria pelo qual ocorre emisséo de luz pgBesaquimicas ligadas
ao estresse oxidativo, por exemplo, altas concgdra de espécies
reativas de oxigénio ou lipoperoxidagdo (HALLIWELL&
GUTTERRIDGE, 2007; OLIVEIRA et al., 2013), resultemem um
incremento na producdo de luz através da quimilesd@ncia.
Também, os radicais livres podem funcionar comalisadores na
reacao de bioluminescéncia em fungos e bactéragosta por Airth &
Foerster na década de 1960 (OLIVEIRA et al., 2013).

O aumento de toxicidade observado na exposicdo Qe 3
minutos para a MP pode ser explicado por esse n&igo de contato
entre o CJO3 e 0 organismo, podendo ocorrer a liberacdo dedamo
no meio e consequentemente induzir a diminuicddudanescéncia
emitida.

Apesar da baixa toxicidade da NP,@y para aA. fischerj os
resultados da Gk em 15 minutos de exposicdo mostraram que a
formulagdo nanométrica €; foi até 12 vezes mais toxico que a
formulag@o micrométrica. Estudos realizados ponltdan et al., (2008),
Mortimer et al., (2008) e Rossetto et al. (2014mém mostraram que
NP resultaram em maior toxicidade ao organisme t&stfischeri (V.
fischer) que a forma micrométrica.

Neste estudo, verificou-se uma volubilidade dtetele inibicdo
da luminescéncia corA. fischeriquando exposta a NP, mesmo apés
ajustes na amostra, devido ao teste ser sensiwgliageis como cor,
turbidez, pH, salinidade e temperatura. Portarinsideramos que esse
organismo nao se mostrou o mais indicado paralag&a toxicolégica
da NP CsOs nas condi¢fes deste estudo.

4.5 CITOTOXICIDADE: ENSAIOSIN VITRO
4.5.1 Ensaio MTT: Determinacao CkEs
Apb6s exposicdo das células Vero a NBGgie MP CgOs, 0s

valores de viabilidade celular foram plotados esultado é apresentado
na Figura 4.18.
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Figura 4. 18 - Curva de viabilidade celular de lz&Wy/ero expostas a NP e MP
Cr,0;, (R?=0,93 para NP e R0,97 para MP).
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Uma reducdo da viabilidade celular foi observadan co
incremento na concentracao de NP e MP, o que deanaista reducao
da atividade metabdlica da mitocbndria, sugerindwae celular. Com
os valores plotados em gréfico “Viabilidade Celulss log da
Concentracado” (Figura 4.18), foi possivel calcalaCk 24, que foi de
0,97+0,56 g [ para células Vero expostas & NB@re de 3,73+0,34 g
L para células Vero exposta & MP@y. Estudos realizados por Horie
et al. (2011) avaliaram a citotoxicidade da NRGz1(60nm) em células
HaCaT (queratinécitos humanos) e A549 (carcinoma pdéméao
humano) e mostraram uma reducéo significativa ahilidade celular
para concentracdes de 0,5 mg hde NP. Essa maior citotoxicidade
encontrada pelos autores é justificada pelo meamanho da NP e
diferentes linhagens de células. Os autores tant&streveram que o
método de preparo das suspencbes de NP;0bi usando a pré-
adsorcéo e centrifugacéo. Isso pode ter facilidad®ernalizacdo das
NP nas células aumentando sua toxicidade, ja guegsaparticulas de
menor tamanho, a adsorcdo de proteinas a supedii®lP pode
mediar, por receptores, a captacao desses NM diaceose (CONNER
& SCHMID, 2003; ALKILANY & MURPHY, 2010, JOSHI et la
2012; PERREAULT et al., 2012a). Perreault et 1) relataram que
interacdes do meio de cultura RPMI com NP de oesestido de
PAMAM (NP AuGO) participaram na reducédo da toxicid da NP
AuGO em células de mamiferos (Neuro 2A).
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4.5.2 Lipoperoxidagdo: Quantificagdo do MDA

As células Vero do controle negativo produziram
espontaneamente, apés 24 horas de incubacdo, 3%658M de
MDA/mg de proteina. Apés 24 horas de exposicdolagOl,* de NP
Cr,0s, as células produziram 36,90+14,96 nM MDA.mg.preé, ndo
apresentando aumento significativo (p>0,05) naygad de MDA para
as concentracbes testadas quando comparado aooleontks
concentracdes de NP L£x analisadas foram baixas, o que pode ter
facilitado a interacdo dos componentes do meio dkura (sais
inorgénicos, proteinas, aminoacidos, vitaminastesuuimicos) com a
NP alterando a quimica da superficie dessas, aesldtna agregacéo
das NP (VESARATCHANON et al., 2007; ALKILANY & MURRY,
2010; PERREAULT et al., 2012a) diminuindo possivefsitos de
indugcdo a LPO. Contudo, o aumento de MDA identifcana
concentracdo de 0,1 g'lpode indicar um inicio de estresse oxidativo
causado pela LPO e consequentemente producédo deaRi@3 do
limite de equilibrio das células. Segundo Mgller Vdallin (1998),
substancias estranhas a célula podem provocarégedi; ROS. Estas
espécies reativas sao fontes catalisadoras pagéeeao tipo Haber-
Weiss e Fenton, que induzem, entre outros proceadd30O (VALKO
et al., 2006).

Embora ndo foram quantificados niveis significagicte MDA
nos tratamentos, devido as baixas concentracoN® de,O; testadas, é
importante salientar que concentracfes elevadadleé podem ser
toxicas para a célula, provocando uma inibicaoinkese de proteinas e
formacdo de adutos de DNA (moléculas diferentesi@thdas ao
DNA), podendo conduzir a processos genotoxicos,agéuticos e
carcinogénicos (MATIAS et al.,, 1999 e MELEGARI dt, &2012).
Ainda, danos oxidativos podem resultar ndo apemasesiresse
oxidativo, mas também na desregulacdo do sistentefdsa e reparo
das células, levando a morte celular (HALLIWELLOZO MELEGARI
etal., 2012).

4.6 QUANTIFICACAO DE CROMO (V1)

Com o intuito de identificar a espécie ibnica demmw que esta
sendo liberada nos meios de testes e explicar esgo®ftdxicos
encontrados nas exposi¢cdes dos organismos a NP € até o
momento, foi realizada a quantificacdo do cromoakiabente nestas
amostras. Os resultados da andlise de liberacB&o(d® pela NP e MP
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Cr,03; sédo mostrados na Tabela 4.4. A partir destestagiss € possivel
afirmar que a NP libera o ion cromo na forma hebegnta nos meios em
concentracdes superiores a formulacdo MP.

Tabela 4. 4 - Determinagao do Cr(VI) pelo métodommétrico DFC nas
suspensodes de NP e MP.Qy.

NP Cr,03 MP Cr,04
Concentracao  y1i6 piluente [CrVi] [Cr V]
(mgL™) ) )
(equivalente mg (equivalente mg
K,Cr,0, L™ K,Cr,0, L™

50 uP 0,007 0,000
100 0,017 0,004
200 0,038 0,016
50 Meio ISO 0,005 0,000
100 0,013 0,000
200 0,033 0,002
500 0,084 0,010
1 Meio M4 0.000 0,000
5 0.000 0,000
10 0,000 0,000
25 0,006 0,000
50 0,017 0,003
5 Meio NaCl 2% 0,000 0,000
50 0,005 0,000
500 0,093 0,010
50 Meio RPMI 0,001 0,000
500 0,085 0,002
5000 0,513 0,059

Limite de Quantificacéo (LQ = 0,05 mg L



135

Através da interpolagdo dos dados, pode-se estimar
concentracdo de cromo hexavalente para os valocgesoxicidade
encontrados aos diferentes organismos-teste. Enacal as
concentracdes de Cr(VI) nos meios do organiBmmagna(ISO e M4),
para a CEy4snde 101,74 mg t foi extrapolado um valor de 0,017 mg
L™ equivalente KCr,O; e para a CEO (10mg™) nédo foi detectado
Cr(VI1) pelo método DFC. Os valores de Cr(VI) deS1, 0,194 mg &
equivalente KCr,O; foram estimados para a Sksmn€ CEo 30min
respectivamente,paraA. fischeri(NaCl 2%). No meio de cultura de
células Vero (RPMI), estimou-se 0,115 nigde Cr(VI) para a Chg24n
de 1010,0 mg . Considerando a legislacdo nacional, apenas nas
concentracdes de NP L% toxicas aD. magna os valores de cromo
estdo abaixo do limite permitido pela resolucdo @GN 430/2011,
que é de 0,1 mgt Horie et al. (2010) quantificaram cromo soltvel e
meio DMEM-FBS (meio de cultura de células humahizCaT e
A549) por ICP-AES e identificaram 0,4 mM equivakeittCr,07 (117,7
mg L* equivalente KCr,0;) na suspenséo de 10§ tle NP CjOs.

Esses resultados indicam que a toxicidade da NPs;@sta
relacionada ndo somente a liberacdo de ions Cr@l)meio, mas
também a ingestdo da NP, conforme evidenciadomagens de ML
(Figura 4.13 e 4.14), e também no efeito “cavald’d@a”, pois as NP
Cr,03 ingeridas podem liberar os ions Cr(lll) no intedo organismo e
este oxidar a Cr(VI) no interior das células, potaiizando o efeito
toxico.

ParaA. fischerie células Vero, as concentracdes de Cr(VI)
podem ter contribuido na toxicidade verificada pesses modelos
biol6égicos testados. No entantd. fischeri e células Vero se
apresentaram menos sensiveis ao incremento denblifando que a
liberacdo dos ions hexavalente nédo foi a prindipate de toxicidade,
sugerindo que para os testes com esses modeldgibad a toxicidade
da NP C30;foi modificada pela interagdo da NP com os meiotesie,
alterando suas propriedades fisioldgicas.

Para os valores de toxicidade encontrados para @d@3, ndo
foram identificadas concentracfes significativasGtéVl) nos meios
testados, evidenciando a menor reatividade da MPedmgdo a NP
Cr,0sjustificado pelo maior diametro e menor area efipadaquela.
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CAPITULO V — CONSIDERACOES FINAIS

As NP metalicas sdo conhecidas pela grande readi®icbm
virtude do seu tamanho, forma e quimica da superfiEWINSKI et
al., 2008) e podem ser facilmente absorvidas mbsmas biologicos e
se acumularem nos organismos (SCHLEH et al., 20tZEER et al.,
2014;). Assim, a NP @D; pode se acumular nos organismos, seja na
forma de NP ou ions de cromo, e acarretarem umtamaracao por
biomagnificacdo nas cadeias tréficas, processaapidta a altos niveis
de cromo nas espécies superiores, potencializasitn a toxicidade.

Os metais, incluindo o cromo, sao consideradosacginantes
ambientais importantes pela sua resisténcia a diggfia e persisténcia
na cadeia tréfica. O cromo lll é classificado camcalcitrante, ou seja,
nao é biodegradavel pelos organismos (ODUM & BARREZ007).
Esta bioacumulacdo causa danos irreparaveis a dldiauna, pois o
excesso deste metal nas plantas diminui seu crestmatrofia seu
desenvolvimento radicular, causa descoloracdodflaasf e é toxico aos
animais (BARROS & SOUSA-AGUIAR, 2001; LEITE, 200%).cromo
(VI) induz o estresse oxidativo através do aumetdoproducdo de
espécies reativas de oxigénio, levando a danos M@ fendmico e
deterioracdo oxidativa dos lipidios e proteinas @Al et al., 2001;
SHRIVASTAVA et al., 2002). Esse mecanismo de agéddadentificado
no presente estudo através da geracdo de ROSazaitelas atividades
da esterase par&. reinhardti e efeitos sobre o crescimento e
reproducdo d®. magna Com estas constatacdes, a hipdtese 1 de que
“A NP Cr,0O3; provoca estresse oxidativo através da inducaspiéces
reativas de oxigénio” pode ser considerada comdadsira. Assim
como diante do exposto, a hipétese 3 de que “Etndérda maior
reatividade das NP metdlicas, a NP@rpode liberar mais ions de
cromo hexavalente que a MP” também pode ser coasidecomo
verdadeira. Outro fator que contribuiu para o ndeltoxicidade foi o
tamanho da particula, em que a forma nanométrica fo
comprovadamente mais tdxica que a forma micronaétrias condi¢cdes
desse estudo. Diante do exposto, a hipdtese 2 elé@uamanho da
particula CsO; implica no aumento da toxicidade da substanciaepod
ser considerada como verdadeira.

Os organismos-teste foram escolhidos como modelos
biolégicos para este trabalho de acordo com sewaetia na cadeia
tréfica e representagdo no meio aquatico. As algfs,0s produtores
primérios, estando na base da cadeia tréfica, etunis alteracdes na
dindmica e populacdo dessas comunidades podenr afetaiveis
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troficos superiores do ecossistema aquatico (COEfTAl., 2008). Os
daphnideos s&o representantes do zooplancton eseefsm 0s
consumidores primarios e importantes fontes deealin para peixes.
Espécies desses microcrustaceos sdo 0s oOrganissies-t mais
utilizados em estudos ecotoxicologicos. As baciérisdo o0s
representantes dos decompositores, sendo que &siesspmais
utilizadas em avaliagdo ecotoxicoldgica sao da llanvibrionaceae.
Estes organismos tem extrema importancia para marequilibrio de
toda a cadeia trofica. Assim, a identificacdo deigres que alterem o
comportamento fisiologico das bactérias pode prstger um
desequilibrio dessas popula¢gdes no ambiente aquéatic

Dentre os efeitos toxicos investigados no presesieido,
conforme apresentado no resumo no Quadro 5.1jcamids que a NP
Cr,0; foi capaz de efetivamente causar efeitos delstésimbre as
fungcdes do metabolismo para organismos produtar@ssumidores
primarios e decompositores.

Quadro 5.1 — Quadro resumo dos valores dg, CEO e CENO obtidos
usando diferentes bioensaios.

Test: Model
e voceo NP Cr:0: MP Cr10:
Toxicologico Bioldgico
Toxicidade Aguda ] 24h [ 72h
(CEso,mgLY) | ©roW@dll ™ 1375:530 | 61602270
Toxicidade Aguda y chg 1077
(CEspsss, mg L) D, magna 101,74£9,13 328,51+23.84
Toxicidade Crescimento Reprodugio
Crénica D, magna CEOQ [ CENO | CEO | CENO
(mg LY 1w | 3 [ 3
Toxicidade Aguda g ) 15 min 30 min 15 min [ 30 min
(CEso. mg L) A- Jischerl 760.17+10.60 | 080.00=134.35 | 9720,00=19.69 [ 3322,00+134.35
C“?g;“{fgade Células Vero 970:55.74 3730£34,51

Esta constatacdo implica em considerar que NP imoeerir
no equilibrio da cadeia trofica, podendo levar deratdo e
desequilibrios de sistemas troficos.



CAPITULO VI — CONCLUSOES

Neste trabalho, o principal objetivo foi avaliatoxicidade de
NP CrO; em diferentes modelos biolégicos. Assim, os radok
apresentados neste estudo permitem formar as seguaonclusdes:

v Os ensaios conC. reinhardtii demostraram a interacédo
entre NP CGiO; e microalgas, favorecendo a adsorcdo das
NP na superficie das células, resultando em damos n
parede e membrana celulares e internalizacdo dgseNP
membrana celular.

v" Os resultados também mostraram um aumento no dével
ROS e diminuicdo da atividade da esterase, evidedacio
estresse oxidativo das células expostas a NB;Cr

v' Esses efeitos causaram alteracdes no sistemairlioédis®
das microalgas, tanto na reducdo da eficiéncia do
fotossistema e transporte de elétrons como também a
ativacdo dos sistemas de defesa.

v' Os resultados obtidos através de teste de toxieidgdda
comD. magnae paraA. fischeridemonstraram que a NP
Cr,03 é mais toxica do que a mesma formulacdo na escala
micrométrica (MP GIOs). Essa maior toxicidade da NP
estd relacionada com o0 reduzido tamanho e
consequentemente maior reatividade. Com as asdlise
microscopia de luz, confirmou-se, em exposi¢coeslasgjuo
acumulo da NP na regido intestinal Mamagna Através
das eletromicrografias de transmissdo e varredura
confirmaram-se danos ultraestruturais causados pela
exposicao de concentragdes subletais e subcromecid?
Cr,0O3, evidenciando sua toxicidade a nivel celular.

v' Também foi possivel verificar a maior citotoxicigadh NP
Cr,0; para cultura de células Vero quando comparado a
forma MP da mesma formulacdo. Contudo, nas
concentracdes avaliadas nado foi verificado estresse
oxidativo através da indugéo de lipoperoxidacao.

v Os dados obtidos através da caracterizacdo da ramost
demostrou que a NP £; suspensa em meios com sais
inorganicos ou organicos tendem a se aglomerar,
evidenciando a influéncia direta da reatividade lBscom
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a composicdo do meio diluente e consequentemente
mudancas na toxicidade da NBQy:

v Os resultados da quantificacdo de cromo hexavalente
evidenciaram que a reducdo de tamanho da partiauka
maior liberacdo de ions Cr(VI). Esses dados coafinna
maior reatividade da NP €); e consequentemente sua
maior toxicidade.

Conclui-se que, para 0s organismos testados mabiho, foi
possivel verificar a toxicidade da NP,Os (tamanho < 100nm). Nas
condi(I;C)es ambientais testadas, as concentracON® dexO;, até 100
mg L~ ndo provocaram condi¢cbes de toxicidade aguda emune dos
modelos bioldgicos testados. Entretanto, verifisewa sua instabilidade
em meios de diluicdo, podendo alterar essas caeslidé toxicidade
tanto em relacdo a diferentes composi¢fes de raeims ao longo do
tempo.

Portanto, este trabalho fornece uma gama de infriiesabase
para futuros estudos que acrescentem informacées Bl CyO; com
tamanho menor. Além disso, com conhecimentos naisfundados
sobre a disposicdo das NP no meio ambiente, évpbggie novas
complementacdes desse estudo subsidiem resolugdepradecéo
ambiental, dispondo de condicbes e padrbes pargarf@anto de
residuos ou efluentes contento NBGLr



CAPITULO VIl - RECOMENDACOES

Com base nos ensaios realizados neste trabalhoeswtdos
obtidos recomenda-se para a continuacdo e 0 apninemto dos
conhecimentos:

e Caracterizar a suspensao-teste no inicio e finalcdda
bioensaio para compreender o comportamento dasdpErsias
nos meios diluentes especificos para cada organismo

* Avaliar o efeito da NP sobre o fotossistemaCieaeinharditii
em tempos menores de exposicdo. Também, verifigais s
sistemas de defesa que podem estar atuando nsistdoza;

« Realizar ensaios de toxicidade aguda e cronica reeomatos
nascidos dos organism@magnaexpostos a NP no teste de
toxicidade crbnica para verificar se a sensibileldds geracdes
futuras é alterada;

* Avaliar o efeito de aumento da bioluminescéncighdéscheri
através da quantificacdo de enzimas como redutase;

e Proceder a estudos citotoxicos e genotdxicos comnau
linhagens celulares, diferentes da empregada testqa para
identificar e confirmar o potencial toxicoldgico N® CrOs; em
células alvo.
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CAPITULO IX — APENDICES

Al. Laudo da area superficial da NP C5O3

Figura A.1- Laudo da area superficial da NEGOg(lote 1001025977). Método
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Sample Volume: 0.238 cc Sample Density: 1glcc
OutgasTemp: 00C

Bath Temp: 713K

Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout:  240/240 sec (ads/des)
End of run: 20111208 10228224  Instrument: Nova Station A

Multi-Point BET

Temperature 77.350c
Cross Section:  16.200 & Liquid Density: 0.808 pcc

Relative|Pressure Volume @ STP 1/ W((Po/P) - 1)]

Multi-Point BET Data

ressure Volume @ STP 1/ W((Po/P) -1)]

[P/Po] [ccig) [P/Po] [eclg)
5.63200e-02 1.7388 2.7463e+01 3.45208-01 37358 1.1208e+02
©.00330e-02 20551 4.3228e+01 2.05644e-01 34124 0.8417e+01
1.48103e-01 23823 5.8432e+01 245034e-01 3.0802 8.5021e+01
1.97700e-01 27121 7.2700e+01 1.08537¢-01 27241 7.1847e+01
247453e-01 2,040 8.6288e+01 1.48556e-01 23111 5.7047e+01
207087e-01 33028 0.0877e+01 0.66310e-02 20043 4.2702e+01
3.46623e-01 37371 1.1358+02 4.70050e-02 1.5001 2.4870e+01
BET summary
Slope = 200.974
Intercept = 1.356e+01
Correlation coefficient, r = 0.668780
C constant= 2245

Surface Area = 11438 m¥g
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A2. Espectros EDX da superficie da regido branquialdos
organismosD. magna controle e expostos a NP GO3; apds 21 dias.

Figura A.2 — Espectro EDX (MEV) da amostta magnaapés 21 dias de
exposicdo. (A): organismo controle; (B): organisexosto a 0,5 g £ NP
Cr,0s.
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A3. Curva de calibracéo para a quantificacdo de Pteinas, Método
Bradford (1976).

Para a construcdo da curva de calibracdo de dosagem
proteina nas células foram definidos 07 pontosespondentes a uma
gama de concentracfes do padrao albumina bovin&)(BSeitura foi
realizada através de espectrometria de ultraviol@i/), com
comprimento de onda de 595nm. Os valores estdcapeElos na
Tabela A.1 a seguir. A partir dos valores de al@wia foi possivel
construir a curva de calibracdo (Figura A.3) que dmpregada na
guantificacdo da proteina nas amostras celulares paensaio de
lipoperoxidacao.

Tabela A. 1- Pontos para a construcdo da curvaldeacio BSA.

[BSA] pg/mL ABS 595nm
0,7812 0,000
1,563 0,009
3,125 0,020
6,25 0,044

12,5 0,087
25 0,180
50 0,345

Figura A.3 - Curva de calibragdo para quantificagko proteina. Método
Bradford (1976).
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A4. Curva de calibracdo para a quantificacdo do maindialdeido —
MDA

Foi preparada uma solucdo padrdao de 1,1,3,3 - -Tetra
methoxypropano e definidos 10 pontos para a aogétrda curva de
calibracdo do MDA. As analises foram realizadas BL.C-FD e os
valores das areas dos picos de injecdo estdo afadse na Tabela A.2
a sequir. A partir do calculo das médias das afeappssivel construir
a curva de calibragdo (Figura A.4) que foi empraggshra a
guantificacdo do MDA nas amostras de células.

Tabela A. 2 - Dados para a construcdo da curvaliracdo MDA.

[MDA] nM Area pico (UV.S)
7,5 230,831
15 241,229
30 265,156
60 289,113
120 528,676
240 1100,55
750 1827,52
1500 3538,63
3000 7249,02

Figura A.4 - Curva de calibracdo para quantificad@®IDA no ensaio de LPO.
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