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RESUMO

As nanoparticulas de oxido de aluminio (NP Al203) podem ser encontradas em
diferentes fases cristalinas e, com o surgimento da nanotecnologia, houve um rapido
aumento na demanda por NP Al203 em diferentes areas da engenharia, biomédica e
alimenticia. No entanto, é necessaria uma avaliacdo cuidadosa dos possiveis riscos
ambientais e a saude humana para avaliar as implicagdes da liberagdao das NP Al203
no meio ambiente. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar
os possiveis efeitos toxicoldgicos in vitro e in vivo das NP Al2O3 com duas fases
cristalinas distintas, NP a-Al2O3 (alfa) e NP n-Al20s3 (eta), e determinar o potencial
risco das NP Al20O3 com diferentes fases cristalinas para os ambientes aquaticos.
Diferentes técnicas fisico-quimicas foram empregadas para a caracterizagéo das NP
Al203 e multiplos endpoints toxicolégicos foram utilizados para avaliar a toxicidade in
vitro (linhagens celulares neuroblastoma (N2A) e epitélio Brénquico Humano (BEAS-
2B) e in vivo (microcrustaceo de agua doce Daphnia magna). A distribuicdo
probabilistica de sensibilidade de espécies (PSSD) foi usada para estimar o risco
das NP AI203 para os ambientes aquaticos. Com base nos resultados de
caracterizagao as fases cristalinas das NP Al203 testadas possuem diferentes
células unitarias, ou seja, distintos rearranjos atémicos, resultando em diferentes
empacotamentos e formatos. Esses fatores influenciaram diretamente as
propriedades fisico-quimicas finais, tal como menor estado de aglomeracéao, formato
das particulas, maior area superficial e carga superficial positiva da NP n-Al203, que
promoveu uma maior interacdo com as células e D. magna, favorecendo a uma
maior internalizagédo e/ou ingestédo, conforme evidenciado por Microscopia Eletrénica
de Transmissao (TEM) e quantificado por espectrometria de massa de plasma
indutivamente acoplada (ICP-MS). Consequentemente os resultados dos multiplos
endpoints toxicoldgicos (in vitro e in vivo), revelaram diferengas nos resultados do
potencial toxico para as NP a-Al203 e n-Al203, com um efeito mais pronunciado
observado para as NP n-Al2Os. No entanto, a avaliagdo de risco indica que, de
acordo com a abordagem probabilistica as NP a-Al203, NP y-Al203 (gama), NP 6-
Al20s3 (teta), NP 6-Al203 (delta) e NP n-Alz03 nao representam ameaca direta aos
organismos aquaticos. Uma vez que, as concentragdes perigosas encontradas estéao
acima das concentracdes ambientais previstas. Portanto, as NP Al2Os devem ser
consideradas como uma opg¢ao para substituir outros materiais com as mesmas
propriedades ou, ainda, semelhantes e que atualmente apresentam alto potencial
toxicolégico em pequenas concentragdes.

Palavras-chave: Oxido de aluminio. Nanoparticulas. Avaliagcao de risco. Toxicidade.
Estresse oxidativo. Células. Daphnia magna.



ABSTRACT

The aluminum oxide nanoparticles (Al20s NPs) can be found in different crystalline
phases and, with the emergence of nanotechnology, there was a rapid increase in
the demand for NP Al203 in different areas of engineering, biomedical and food.
However, a careful assessment of possible environmental and human health risks is
necessary to assess the implications of the release of Al2O3 NPs in the environment.
In this context, the objective of this work was to evaluate and compare the possible in
vitro and in vivo toxicological effects of Al203 NPs with two distinct crystalline phases,
a- Al20s NPs (alpha) and n- Al203 NPs (eta), and to determine the potential risk of
Al203 NPs with different crystalline phases for aquatic environments. Different
physicochemical techniques were used for the characterization of Al203 NPs and
multiple toxicological endpoints were used to assess toxicity in vitro (neuroblastoma
cell lines (N2A) and human bronchial epithelium (BEAS-2B) and in vivo (freshwater
microcrustacean Daphnia magna). The probabilistic species sensitivity distribution
(PSSD) was used to estimate the risk of Al203 NPs to aquatic environments. Based
on the characterization results, the crystalline phases of the Al203 NPs tested have
different unit cells, that is, different atomic rearrangements, resulting in different
packages and formats. Based on the characterization results, the crystalline phases
of the AlOs NPs tested have different unit cells, that is, different atomic
rearrangements, resulting in different packages and formats. These factors directly
influenced the final physicochemical properties, such as lower agglomeration status,
particle shape, greater surface area and positive surface charge of n-Al203 NPs,
which promoted greater interaction with cells and D. magna, favoring the greater
internalization and/or ingestion, as evidenced by Transmission Electron Microscopy
(TEM) and quantified by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).
Consequently, the results of multiple toxicological endpoints (in vitro and in vivo)
revealed differences in the results of the toxic potential for a-Al203 NPs and n-Al203
NPs, with a more pronounced effect observed for n- Al203 NPs. However, the risk
assessment indicates that, according to the probabilistic approach, a-Al203 NPs, y-
Al203 NPs (gamma), 6-Al203 NPs (theta), 8-Al203 NPs (delta) and n-Al20O3 NPs pose
no direct threat to aquatic organisms. Since, the dangerous concentrations found are
well above the expected environmental concentrations. Therefore, Al2O3 NPs should
be considered as an option to replace other materials with the same or similar
properties and that currently have high toxicological potential in small concentrations.

Keywords: Aluminum oxide. Nanoparticles. Risk assessment. Toxicity. Oxidative
stress. Cells. Daphnia magna.
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CAPITULO |
1 INTRODUGAO

A demanda global por produtos contendo nanotecnologia vem aumentando
continuamente devido as suas propriedades diferenciadas, que resultam,
principalmente da redu¢cdo do tamanho das particulas e aumento da area superficial
(NASROLLAHZADEH et al., 2019). Entre os diferentes formatos ou morfologias dos
materiais produzidos em nanoescala estdo as nanoparticulas (NP). As NP sao
atualmente os aditivos que possibilitam atribuir novas tecnologias ou propriedades
diferenciadas aos produtos industrializados, tais como cosméticos (NAFISI;
MAIBACH, 2017), vestuarios (MISHRA; MILITKY, 2019), eletroeletrénicos (LAH;
ZUBIR; SAMYKANO, 2018), pigmentos (CARRENO et al., 2019), farmacos
(PELTONEN, 2018), pesticidas (RANI; SHANKER; JASSAL, 2017), entre outros
(GUO et al., 2018).

As NP metalicas podem ser obtidas via métodos fisicos, ditos de baixo para
cima (bottom-up) ou quimicos de cima para baixo (top-down) (CAO; WANG, 2011),
entretanto, a selecdo do processo metodolégico de obtencdo depende da
composi¢do quimica e das caracteristicas das NP desejadas (VILLENA DE
FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA, 2018). Além disso, as NP séo sintetizadas a partir
de diferentes materiais e resultam em NP poliméricas (poliestireno) (RAO;
GECKELER, 2011), metalicas (prata e ouro) (MELO JR. et al., 2012) ou de 6xidos
metalicos (SUBRAMANIAN et al., 2016). Entre as NP de 6xidos metalicos destaca-
se o0 oxido de aluminio (Al203), que podem apresentar diferentes fases cristalinas: a
(alfa), B (beta), y (gama), & (delta), n (eta), 6 (teta), k (kappa) e x (chi), sendo a NP a-
Al203 a fase mais estavel (DOREMUS, 2008).

Inicialmente, as pesquisas e a aplicagdes de NP Al2O3 eram focadas
somente em abrasivos e revestimentos resistentes na industria metalurgica, porém
nas ultimas décadas foram realizadas pesquisas em diversas areas para novas
aplicacdes das NP Al20s, incluindo produtos de higiene pessoal, retardador de fogo,
antifungicos, inseticidas e catalisador (LIU et al., 2007; FEDERATION OF
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ALUMINUM CONSUMERS IN EUROPE, 2017; SHENASHEN et al., 2017). Os
relatérios de analise do mercado de consumo de NP Al2Os vém mostrando a
crescente de produgao, em 2010 foram produzidas 35.000 toneladas de NP Al203 e
a expectativa de produgdo para 2020 é de mais de 100.000 toneladas
(FEDERATION OF ALUMINUM CONSUMERS IN EUROPE, 2017).

O uso crescente de NP Al203 em produtos comerciais tende a promover sua
liberacdo no meio ambiente, sendo possivel concentrar quantidades potencialmente
téxicas do produto em nanoescala no meio ambiente. Isso pode representar uma
ameaca nao s6 para diversos organismos e plantas como também para os seres
humanos (STANLEY et al., 2010; PERIASAMY; ATHINARAYANAN; ALSHATWI,
2016; SUN et al., 2016).

Diante disso, a identificacdo das caracteristicas fisico-quimicas das NP
Al203 sdo determinantes para compreender seus efeitos toxicos. Dentre as principais
caracteristicas fisico-quimicas que afetam o potencial toxicolégico estdo: tamanho
de particula, estado de aglomeragédo, formato, estrutura cristalina, composi¢cao
quimica, quimica superficial, area superficial, carga superficial e porosidade (GATOO
et al., 2014). Tais caracteristicas foram discutidas em revisées de nanotoxicologia
como, por exemplo, o didmetro da particula, area superficial e grau de agregacéao
das NP Al203 tem mostrado em alguns casos levar a efeitos adversos como dano
genético (LI et al.,, 2016), resposta inflamatoria (OESTERLING et al.,, 2008),
genotoxicidade (JALILI et al., 2017), citotoxicidade (PARK et al., 2015), geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e disfungdo mitocondrial (SIEG et al., 2018)
em linhagens celulares de mamiferos. Outros estudos recentes relataram a
toxicidade das NP Al2O3 em varios organismos aquaticos, incluindo espécies de
microalgas (SURIYAPRABHA et al.,, 2015; LI; ZHOU; FAN, 2016), invertebrados
aquaticos (PAKRASHI et al.,, 2014; ATES et al., 2015), bem como peixes
(KOVRIZNYCH et al., 2013; BENAVIDES et al., 2016).

Adicionalmente, os efeitos toxicos das NP Al203 também sao relatados nos
organismos modelo para testes de ecotoxicidade, como Bacillus subtillis, Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens (JIANG; MASHAYEKHI; XING, 2009; SADIQ et al.,
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2014), Caenorhabditis elegans (LI et al., 2012) e Daphnia magna (ZHU et al., 2009).
Varios estudos in vivo (ratos e camundongos) levantam preocupagdes em
comunidades publicas e cientificas sobre seus efeitos imprevisiveis e adversos a
saude humana, isto é, as NP Al203 afetam varios sistemas fisioldgicos, como o
sistema renal (YOUSEF; MUTAR; KAMEL, 2019), neurolégico (ZHANG et al., 2011)
e o respiratorio (CHALANSONNET et al., 2018).

Apesar dos varios estudos realizados, até o momento existe uma lacuna de
conhecimento sobre a correlagao das diferentes fases das estruturas cristalinas das
NP Al203 e os efeitos toxicolégicos. No estudo de Ates et al., (2015) foi avaliado
diferentes efeitos de toxicidade das fases cristalinas a-Al203 e y-Al203 em Artemia
salina. O estudo concluiu que a fase y-Al203 foi mais toxica que a-Al203 em todas as
condi¢cbes devido as distintas propriedades fisico-quimicas de cada particula, as
quais sao resultantes da metodologia de sintese e temperatura do tratamento
térmico. Ja em outros estudos realizados com diéxido de titanio (TiO2) indicaram que
o TiO2 na fase anatase € mais ativo que a fase rutilo sob irradiagdo UV, gerando
maiores quantidades de EROs intracelular e extracelularmente sendo
potencialmente mais toxico (BRAYDICH-STOLLE et al., 2009; XUE et al., 2010;
SAYES, 2014).

Neste contexto, mais estudos precisam ser conduzidos para determinar se
os efeitos toxicologicos das NP Al203 estdo ou n&o associados as suas diferentes
fases cristalina e fornecer subsidios para contribuir com as futuras diretrizes
regulatérias para as NP. Portanto, o objetivo desta tese foi investigar e comparar o
efeito da estrutura cristalina de dois tipos de NP Al203, sendo elas: alfa (a-Al203) e
eta (n-Al203) na toxicidade in vitro e in vivo, além de avaliar os riscos para a
biodiversidade aquatica. As NP Al2O3 foram caracterizadas por técnicas fisico-
quimicas e adicionalmente, multiplos parametros toxicolégicos foram utilizados para
avaliar a toxicidade em ensaios in vitro e in vivo. Para os ensaios in vitro foram
usadas as linhagens celulares neuroblastoma (N2A) e epitélio Brénquico Humano
(BEAS-2B) e os parametros utilizados foram: viabilidade celular, estresse oxidativo,

apoptose, morfometria nuclear, formagcao de col6nias e internalizagdo. Nos ensaios
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in vivo foi usado o microcrustaceo de agua doce Daphnia magna, e os parametros
utilizados foram: teste agudo, estresse oxidativo, comportamental e teste cronico.
Para a avaliagdo de risco, foi determinado a concentragdo que afeta 5% das
espécies e protege 95%, por meio da construcédo de curva de sensibilidade das
especies aquaticas para as NP Al2Os e foi encontrado a concentragcao

previsivelmente sem efeitos e a taxa de caracterizagdo de risco.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O aluminio é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais abundante
na crosta terrestre, apés o oxigénio e silicio (TAYLOR, 1964; EXLEY, 2003), no
entanto, o aluminio n&o é encontrado como metal livre na natureza, ele é encontrado
na forma combinada, em rochas e minerais, particularmente rochas igneas, que é
constituido de aproximadamente 16% de Al20s (GREENWOOD; EARNSHAW,
1997). Existem diversas formas em que se pode encontrar o Al2O3 e com o
surgimento da nanotecnologia houve uma rapida introdugdo das NP Al203 em
diferentes areas de engenharia e em produtos de consumo. Sendo assim, as NP a-
Al203 estdo entre as mais usadas devido a sua ampla estabilidade termodinamica
em condigdes ambientais. As NP a-Al203 sdo constituidas de uma estrutura
hexagonal fechada e sua elevada resisténcia quimica e térmica, baixa condutividade
elétrica e baixo custo de producdo sao indicadas para aplicagcdes industriais, como,
por exemplo, usado como material ceramico abrasivo ou eletronico, filtro e
ingrediente de tinta.

Por outro lado, as NP n-Al203, que pertencem ao grupo das NP Al203 de
transicdo, ou seja, fases intermediarias antes da forma mais estavel (a-Al203),
possuem estrutura cubica, tamanhos de particulas finas, elevadas areas superficiais.
Tais caracteristicas resultam na atividade catalitica da superficie aumentada e
amplas aplicagdes industriais como adsorventes, catalisadores e revestimentos
(TEMUUJIN et al., 2000). Dessa forma, as distintas estruturas cristalinas das NP a-
Al203 e NP n-Al203 influenciam as propriedades fisico-quimicas finais, tais como o
estado de aglomeragao, a forma da particula, area superficial, carga superficial e
porosidade, resultando, portanto, em diferentes efeitos toxicoldgicos.

A crescente demanda de producido e aplicacbes das NP Al2Os3 aliada a
escassez de informagdes a respeito do potencial toxicolégico in vivo e in vitro e
também das variacdes deste potencial toxicolégico de acordo com as distintas fases
das estruturas cristalinas evidenciam a necessidade e a extrema relevancia de

novos estudos para compreender, prever e evitar danos aos seres vivos € meio
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ambiente. Além disso, também é relevante identificar o intervalo de concentragao
ambientalmente segura de aplicagado, visto que, os dados gerados podem servir de
parametros para agéncias reguladoras no momento de selecionar os materiais em

nanoescala para determinada aplicagao.
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1.2 HIPOTESES

O presente trabalho foi desenvolvido usando como base artigo cientificos e estudos
prévios realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Toxicologia Ambiental
(LABTOX) do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC que

resultaram nas seguintes hipoteses:

1. As fases cristalinas das NP Al203 estudadas resultardo em particulas com
diferentes propriedades fisico-quimicas, que consequentemente influenciara nos

potenciais efeitos toxicologicos;

2. A exposicdo das NP Al203 com diferentes fases cristalinas acarretara distintos
efeitos toxicoldgicos nos ensaios: in vitro (células N2A e BEAS-2B) e in vivo

(microcrustaceo Daphnia magna);

3. As concentracbes ambientais (atuais e futuras) das NP Al2O3 em ambientes

aquaticos nao representam um risco potencial para a biodiversidade aquatica.



22

1.3 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar os possiveis efeitos toxicolégicos in vitro e in vivo de NP Al203
com duas fases cristalinas distintas (alfa e eta) e determinar o potencial do risco das

NP Al203 para os ambientes aquaticos.

1.3.1 Objetivo especificos

1. Sintetizar e caracterizar as NP a-Al2O3 e caracterizar as NP n-Alz03 (comercial)

por técnicas fisico-quimicas;

2. Avaliar e comparar os efeitos toxicologicos in vitro das NP a-Al203 e NP n-Al20s,

utilizando como modelo as células N2A e BEAS-2B;

3. Investigar os efeitos toxicoldgicos in vivo das NP a-Al203 e NP n-Al20s, utilizando
como organismo-teste Daphnia magna, para os testes de toxicidade agudo e

cronico;

4. Comparar os efeitos toxicolégicos das NP a-Al203 e NP n-Al20s, resultantes dos
testes agudo (imobilizagdo e comportamento natatério) e cronico (longevidade,

fecundidade, crescimento e morfologia) para a Daphnia magna;

5. Determinar o risco ambiental das NP Al20O3 com diferentes fases cristalinas

usando dados de toxicologia da literatura.
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CAPITULO Il

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € um campo interdisciplinar muito vasto que agrega
conhecimento oriundo de varias areas cientificas convencionais, que estuda,
desenvolve e manipula diferentes materiais produzidos com dimensdes inferior a
1000 nm (FEREIDOON; MORIYAMA; BAGCHI, 2013). Os materiais em escalas
nanométricas podem apresentar propriedades fisico-quimicas e comportamentos
bioldgicos distintos dos materiais em escalas massivas ou bulk (NEL, 2006). As
propriedades fisico-quimicas e comportamentos biolégicos também podem ser
distintos para as possiveis variagbes de morfologia apresentadas por um mesmo
material como, por exemplo, nanoparticulas, nanobastbes, nanotubos, entre outras
(WILEY et al., 2005; WAGNER et al., 2007; HASHIMOTO; SASAKI; IMAZATO,
2016). Adicionalmente, as propriedades fisico-quimicas de materiais metalicos em
escalas nanométricas, mesmo apresentado igual composicdo quimica, podem
resultar em diferentes fases cristalinas, sendo que a formacdo de uma ou de outra
fase cristalina e, até mesmo misturas de fases cristalinas, depende das condig¢des de
sintese e do tratamento térmico empregado (DHAND et al.,, 2015), levando a
mudangas em suas propriedades quimicas, reatividade, atividades fotocataliticas e
propriedades energéticas e, por sua vez, alteram a toxicidade, destino, cinética e
comportamento nos seres vivos e meio ambiente (1ISO, 2010).

A reducdo do tamanho médio de particula dos materiais metalicos resulta no
aumento da area superficial por volume, isso pode ser visualizado na ilustragao
mostrada na Figura 1, no qual, quanto menor o tamanho da particula, maior a area
superficial e, consequentemente, maior a reatividade a superficie, uma vez que
maior numero de atomos estdo expostos. Por exemplo, um cubo (Figura 1) com

arestas medindo 1 cm possui uma area superficial de 6 cm? para um cubo com
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volume de 1 cm?3, ao reduzir a aresta do cubo para 1 mm, com o mesmo volume de 1
cm?, existem 1000 cubos cuja area superficial totaliza 60 cm?2. Em uma escala
nanomeétrica, isto €, admitindo que cada cubo tem 1 nm de lado, existem 1021 cubos
por 1 cm?® de volume total, e a area superficial resultante é agora de 60.000.000 cm?.
Por esta razdo, a particula, quimicamente estavel na torna-se altamente reativo
quando projetado em escala nanométrica (AZOULAY; SENJEN; FOLADORI, 2014).

60 cm? 60.000.000 cm?
(total de cubos com 1 mm) (total de cubos com 1 nm)

Figura 1 - Evolugdo da area superficial com a diminuigao das dimensdes de um cubo.
Fonte: (MARTINS; TRINDADE, 2012).

A natureza também produz materiais em nanoescala, por exemplo, uma
cadeia de DNA tem aproximadamente 2,5 nm de largura, enquanto uma molécula de
agua tem aproximadamente 0,25 nm de tamanho, e um atomo de ouro tem
aproximadamente 0,14 nm de didametro (Figura 2). Assim como a natureza, o
homem também produz objetos, como nanotubos de carbono, que sdo uma colegao
de atomos de carbono dispostos em forma de cilindro, estdo ordem de 1,3 nm
(NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2012).
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Figura 2 - Comparagéo de escala de tamanho de diversos organismos e estruturas com
nanoparticulas.

Na ultima década, produtos baseados em nanotecnologia modificados com
nanoparticulas (NP) de oxidos metdlicos (Al20s, TiO2, Fe3Os4, CuO e ZnO) tém
dominado o mercado consumidor em expansao (SUBRAMANIAN et al., 2016).
Segundo dados atuais, mais de 3100 produtos comerciais desenvolvidos com NP
estao disponiveis de todo mundo, a maioria dos produtos sdo normalmente usados
nas areas de saude e fitness, casa e jardim, automotiva, eletrodomésticos,
revestimentos, eletrbnicos, alimentos e bebidas (HANSEN; MIKKELSEN;
JORGENSEN, 2020). Nos proximos anos espera-se que o numero de produtos
aumente, de acordo com a StatNano, um total de 11891 patentes foram publicadas
no USPTO (United States Patent and Trademark Office) em 2019, entre as quais
mais da meta de pertencem aos Estados Unidos e seguido por Coreia do Sul, Japao,
China e Taiwan, o Brasil aparece com 21 patentes nesse periodo (STATNANO,
2020).

Estimativas futuras que o mercado global de nanotecnologia deve atingir
US$ 3 trilhdes em 2020, com uma taxa de crescimento anual composta de 25%
(ROCO; MIRKIN; HERSAM, 2011; BCC RESEARCH NANOTECHONOLOGY
REPORT, 2016). Diante desse contexto, a presencga das particulas em nanoescala

sempre foi realidade no ciclo de vida do planeta, contudo o aumento do contingente
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populacional e aumento da atividade antropogénica, sobretudo do desenvolvimento
da nanotecnologia, estejam avangando rapidamente, introduzindo uma carga extra
de particulas em nanoescala, os riscos ambientais, de saude e seguranga das NP

utilizadas nas mais diversas aplicagdes ainda nao séo conhecidos com certeza.

2.2 NANOPARTICULAS DE Al203

2.2.1 Caracteristicas fisico-quimica

O AIOs é frequentemente denominado na literatura como alumina,
apresentando-se como uma das NP mais importantes do ponto de vista comercial.
Em geral, as NP Al203 tém muitas propriedades interessantes como, por exemplo,
alta resisténcia mecanica, resisténcia ao desgaste, resisténcia a corrosao,
resisténcia ao calor, alta constante dielétrica e alta transmitdncia (FANG et al.,
2018). Além disso, o Al203 pode ser identificado sob diversas fases cristalinas e
cada fase possui estrutura cristalina distinta (LEVIN; BRANDON, 2005), sendo que a
forma mais comum é a-Al203 (DOREMUS, 2008), a qual possui simetria com sistema
cristalino romboédrico (TRAINOR et al., 2002) e empacotamento da célula unitaria
hexagonal (CHAN; LIN, 1995; LEVIN; BRANDON, 2005) (Figura 3). Outras fases em
que o Al2O3 pode apresentar-se sao: B (beta), y (gama), & (delta), n (eta), 6 (teta),
(kappa) e x (chi). Estruturalmente essas fases sdo conhecidas como “fases de
transicdo”, ou seja, fases intermediarias antes da forma mais estavel (a-Al203)
(BOWEN; CARRY, 2002; HERNANDEZ; BAUTISTA; MARTIN, 2005; DOREMUS,
2008; ABDRAKHIMQV, 2013). As fases y, n, 6 e & possuem oxigénios em um
empacotamento cubico de face centrada (CFC) (Figura 3) (LU et al., 2017).
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Cabida de face centrada Cubida de corpo centrade  Hexagonal compacta

Figura 3 - Estruturas cristalina dos metais.

A formacao de uma fase ou misturas de fases ocorrem durante o tratamento
térmico das NP Al203 (OESTERLING et al., 2008). Na etapa de tratamento térmico,
as NP sdo submetidas a temperaturas elevadas por tempo suficiente para que todas
as fases de transicdo do Al20O3 convertam-se em a-Al203 estavel. Por outro lado,
para a obtencdo do Al203 existem diversas técnicas, incluindo precursores nas trés
fases (solida, liquida e vapor), para a sintese de micro e nanoparticulas (SILVA,
2010), se o tempo ou a temperatura ndo sao suficientes, serdo formadas fases ou
misturas de fases de transigéo (Figura 4B) (LU et al., 2017).

A Figura 4A mostra exemplifica diferentes fases cristalinas formadas e os
respectivos difratogramas de raio-X (DRX). Quando o tempo de calcinagao foi
estabelecido em 3 h, foi formado NP n-Al203 e o padrdo de DRX associado
apresentou picos mais amplos, com um grau de resolugédo reduzido, indicando um
alto grau de desordem estrutural na amostra (KEAR et al.,, 2000). Além disso,
quando a temperatura de calcinagao também foi alterada para 900 °C, foi obtido NP
y-Al203. O padrédo de DRX associado apresentou picos com um grau de resolugao
um pouco menor quando comparado com as n-Alz03 conforme aumento da
temperatura o desenvolvimento de picos largos da NP a-Al2O3 fica bem evidente,
uma consequéncia do efeito do tratamento térmico (LU et al., 2017).
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Figura 4 — (A) DRX e esquemas de célula unitaria de a, n e y-Al20s. Fonte: (LU et al.,
2017). (B) Temperaturas de transformagdes de Al2O3 de transicdo em a-Al20s.

2.2.2 Aplicagoes das NP Al203;

Em decorréncia da variedade de propriedades fisico-quimicas, as NP Al203
estdo entre os principais materiais utilizados na industria como catalisador, sensor,
semicondutor, bem como adsorvente (DUAN et al., 2016). Adicionalmente, as NP
Al203 sao aplicadas como retardador de chama, isolante e revestimento protetor de
superficie (SIQUEIRA et al., 2001). As ceramicas constituidas de/ou modificadas
com adicdo de NP Al203 tém alta resisténcia mecanica, dureza, resisténcia ao
desgaste e boa biocompatibilidade, portanto, essas propriedades tornando-as
atraentes para uso em implantes dentarios e 6Osseos (LUKIN; TARASOVA;
KOROLEV, 2001). Adicionalmente, foi relatado que NP Al20s possui bandas de
luminescéncia em 3,6 e 3,3 eV, sendo possivel sua aplicagdo em matrizes de
fluorescéncia (XIE et al., 2002; LIU et al., 2007).

Outra importante propriedade das NP Al203 é a alta conducgao térmica, uma
vez que, ela pode ser suspensa em um liquido para aumentar a eficiéncia da
transferéncia de calor em fluidos convencionais, que sao amplamente utilizados em

diversas industrias como agua, glicol e 6leo, formando uma nova classe de fluidos
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de transferéncia de calor, chamados nanofluidos. As propriedades desses materiais
incluem alta condutividade térmica, estabilidade e homogeneidade, sendo utilizado
também em combustivel para foguetes e explosivos (XIE et al., 2002; DE LUCA et
al., 2005; PLATONOV et al., 2007). Alguns estudos testaram a adi¢gao das NP Al203
para resolver o problema do retardamento prolongado da ignigdo de motores a
diesel e observaram um aumento significativo na temperatura de ignicdo, menor
tempo de ignigdo, melhora significativa no consumo de combustivel e, ainda, houve
uma redugao nas emissdes de gases responsaveis pelo efeito estufa (TYAGI et al.,
2008; SADHIK BASHA; ANAND, 2011).

Ainda, as NP Al20s foram aplicadas no desenvolvimento de tecnologias
alternativas para tratamento de agua potavel e para efluentes industriais (ASHTARI;
ASHRAFIZADEH; BAYAT, 2012; SALEH; GUPTA, 2012; HOSSEINI et al., 2014). Os
testes com membranas cerdmicas contendo NP Al2O3 apresentaram desempenho
eficiente de rejeicdo, despontando como uma importante alternativa de tratamento
de aguas nos processos classicos de purificagao utilizados nas industrias quimicas,
petroliferas farmacéuticas, biotecnoldgicas, téxteis e de alimentos (REZAKAZEMI et
al., 2017; SETIAWAN et al., 2017). Nessa mesma linha de aplicacédo, estudos com
membranas ceramicas contendo as NP Al20s3 mostraram alta eficiéncia para
remogao de compostos organicos e inorganicos de efluentes industriais (OVENDEN,;
XIAO, 2002; KIM et al., 2004; REZAKAZEMI et al., 2017).

Material ceramico -2 %
Catalizador - 6 %
Eletrénico - 5%

Filtro - 19 %

Tinta - 17 %
Ceramica-12 %
Cosmeético - 10 %
Produto de Limpeza - 8 %
Polimento - 6 %
Revestimento automotivo -5 %
Qutros - 1%

Papeis especiais - 9 %

ORORNORNEREO

Figura 5 - Aplicacdes das NP Al.O3 para diferentes categorias de produtos. Fonte:
(WANG; NOWACK, 2018b)
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O fato de as NP Al203 serem amplamente utilizadas na industria associado a
necessidade crescente de desenvolver alternativas de inovagdo contribuiu para o
desenvolvimento de estudos envolvendo a aplicabilidade das NP Al2Os na
agricultura, biomédica e industria alimenticia. Uma abordagem aceitavel que esta
sendo investigada refere-se a substituicdo de antifungicos e inseticidas
convencionais por NP (JOGEE; RAI, 2020; THIPE et al., 2020), embora as
pesquisas utilizando NP estejam em andamento, um estudo de Shenashen et al.,
(2017) mostrou eficiéncia para combater o fungo Fusarium oxysporium, que é
prejudicial para cultura de tomate e 6timos resultados foram obtidos em outros
estudos realizados contra os insetos Sitophilus oryzae e Rhyzopertha dominica,
sendo ambos pragas causadoras de danos para diversas culturas de cereais
(OMAR; O’NEILL; ROSSALL, 2006; STADLER; BUTELER; WEAVER, 2010).

Na area médica, a atencao tem sido voltada na atividade antibacteriana das
NP Al203 para o desenvolvimento de materiais antibacterianos mais eficazes contra
o crescimento de bactérias resistentes (ANSARI et al., 2015; WANG; HU; SHAO,
2017). Além disso, os avancgos na imunologia e biologia molecular com objetivo de
compensar as deficiéncias das formulagdes de vacinas, as NP Al203 ofereceram
inovagdes para o desenvolvimento de novos adjuvantes, ou seja, capaz de auxiliar o
antigeno a desencadear uma resposta imune precoce em comparagado a vacinas
tradicionais (FREY et al., 1999; ZHONG; ZHUANG, 2017).

Na industria alimenticia, as embalagens revestidas com filmes de (ou
contendo) NP Al203 demonstram melhoras para barrar oxigénio, vapor de agua e
aromas, que entram ou saem do produto através das embalagens, sendo essencial
para manter a integridade e, consequentemente a longevidade dos produtos
alimenticios embalados (HIRVIKORPI et al.,, 2010; STRULLER; KELLY;
COPELAND, 2014). Por fim, nos ultimos anos, vem crescendo a aceitagcdo de
cosmeéticos contendo NP devido suas propriedades promoverem protecao UV, maior
penetragdo na pele, elevada estabilidade dos ingredientes ativos e efeitos
duradouros, além de aumentar a cor e a qualidade dos produtos acabados. As NP

Al203 sdo usadas em base e corretivos, uma vez que suas propriedades difundem
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luz, fazendo com que rugas possam ser disfargadas (RAJ et al., 2012; BOROWSKA,;
BRZOSKA, 2015).

2.2.3 Cenario ambiental das NP Al203

O volume de producdo de uma NP, associado as aplicagbes no dia a dia
pode fornecer uma boa indicacdo da quantidade que, possivelmente, serao liberados
ao longo do ciclo de vida dos produtos contendo NP para os diferentes
compartimentos ambientais (terrestre, aquatico e atmosférico). Os dados disponiveis
sobre volumes de produgdo diferem muito dependendo de como os dados séo
coletados. De acordo com um estudo de mercado as NP Al203 sdo certamente um
dos mais relevantes em termos de volumes de produgdo mundiais entre os 6xidos
metalicos. Em 2010 estima-se que a producado de NP Al203 variou entre 18.500 -
35.000 ton/ano, atras apenas TiO2 (83.500 — 88.000 ton/ano), ZnO (31.500 - 34.000)
e FeO2 (33.000 — 42.000 ton/ano). Adicionalmente, no mesmo estudo foi projetado a
perspectiva de volume de producdo de NP Al20s maior que 100.000 ton/ano em
2020 (FUTURE MARKETS, 2019).

E isso, portanto, € um indicio do aumento na liberacdo das NP Al203 para o
meio ambiente, podendo potencializar os efeitos negativos sobre a biodiversidade
aquatica e terrestre (WANG; NOWACK, 2018a; WIGGER; NOWACK, 2019). No
entanto, avaliar os impactos ambientais das NP Al2O3 € um desafio devido as
dificuldades de compreender sobre seu transporte, destinos e quantificar as
concentragcbes no ambiente por meio de técnicas analiticas (NOWACK, 2017).
Diante desses desafios, modelos de analise de fluxo de materiais e modelos de
destino ambiental surgiram como a melhor abordagem alternativa para estimar as
quantidades liberadas das NP Al203 (WANG; NOWACK, 2018b). Sendo assim,
alguns modelos probabilisticos de analise de fluxo de material foram desenvolvidos e
usados para estimar as liberagdes das NP Al2O3 a nivel regional e local através de
descargas diretas de esgoto industrial e doméstico em rios, escoamento urbano,

liberacdo de lodo de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) aplicada a solos
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agricolas como fertilizante, colocados em aterros, incinerados ou despejados nos
oceanos em diferentes paises (BOXALL et al., 2007; KELLER; LAZAREVA, 2013;
LAZAREVA; KELLER, 2014; SUZUKI et al., 2017; WANG; NOWACK, 2018b).

As estimativas globais das emissbes das NP, em geral, indicam que
aproximadamente 60-86% dos produtos com NP (principalmente TiO2, ZnO e AQ)
em sua composigcdo devem acabar em aterros sanitarios (GOTTSCHALK et al.,
2009), outros estudos indicam que aproximadamente 8—28% sao liberados nos solos
e 7% acabam no meio aquatico (KELLER; LAZAREVA, 2013). Apesar dos estudos
mostrarem que a maioria das NP acabarem em aterros sanitarios, alguns
pesquisadores, na tentativa de estimar as liberagdes das NP Al203, sugerem que a
maioria das NP acabam no lodo de ETE e, assim, sdo descartados em aterros
sanitarios (KLAINE et al., 2008). Estudos posteriores identificaram as ETE como
uma via de liberagao significativa de NP para ecossistemas aquaticos e terrestres
(GOTTSCHALK; NOWACK, 2011; GOTTSCHALK; SUN; NOWACK, 2013).

Na tentativa de quantificar as NP Al2O3 em diferentes regides da Europa
Wang e Nowack, (2018b) descobriram diferencas regionais nas concentragdes de
liberacdo no efluente de ETE, lodo de ETE, aterro sanitario, residuo incinerado,
atmosférico, terrestre natural, terrestre (agricolas), aquatico (agua doce) (Tabela 1).
Conforme dados da Europa Central, ha maior concentragcdo das NP Al2O3 na maioria
dos compartimentos, como no solo agricola, o que pode ser uma consequéncia da

maior concentragao das NP Al203 no lodo de esgoto.

Tabela 1 - Concentragdes das NP Al203 em diferentes compartimentos ambientais e processos de
gestéo de residuos em 6 regides da Europa (WANG; NOWACK, 2018b)

Compartimentos UE EC EO NE SE SDE Un.

Efluente de ETE 36 51 35 26 25 25 pg/L

Lodo de ETE 240 380 160 250 220 240 mg/kg
Aterro Sanitario 99 20 13 41 16 47 mg/kg
Residuo incinerado 9,6 17 11 99 6,1 140 pg/kg
Atmosférico 1,2 3,7 08 64 1,6 19 ng/m3
Terrestre natural 1,3 41 12 8 19 2 pg/kg

Terrestre (agricolas) 82 27 24 02 23 79 mg/kg
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Aquatico (dguadoce) 03 05 02 05 11 1 Mg/l
Sedimento 57 93 41 14 19 17 mg/kg

ETE: Estagdo de Tratamento de Esgoto; UE: Unido europeia; EC: Europa Central; Europa Oriental; NE: Norte Europeu; SE:
Sul Europeu; SDE: Sudeste Europeu.

No estudo Keller e Lazareva, (2013) foi mostrado que as concentragdes das NP
Al203 variam 0,4 - 9 pg/L no efluente de ETE e 0,8 - 1,5 mg/kg no lodo na regido da Baia
de S&o Francisco (EUA). Ja em outro estudo realizado na regido da cidade de Nova lorque
(EUA) os autores supracitados encontraram concentra¢gdes que variaram de 0,09 - 7,13
Mg/l no efluente de ETE e 19 - 56 mg/L no lodo. Essas diferengas nas concentragoes nas
duas regides podem ser atribuidas a fatores, como consumo de produtos em determinadas
aplicagdes e disponibilidade de tratamento de esgoto (LAZAREVA; KELLER, 2014).

Infelizmente estudos semelhantes, visando estimativas de uso e liberagéo
detalhadas para América do Sul ndo foram realizados, entretanto, foi estimado que na
Ameérica do Sul apenas 1,6 ton/ano de NP Al203 vao para o aterro sanitario, 349 ton/ano
acabam no meio terrestre 18 ton/ano sao liberados no meio atmosférico e 463 ton/ano sao
despejados no meio aquatico, levando-se em conta que o Brasil € o pais mais
industrializado do continente e 55% do esgoto produzido € despejado diretamente no meio
aquatico sem nenhum tratamento, o que corresponde a 5,2 bilhdes de metros cubicos por
ano, desta forma percebe-se que o Brasil contribui significativamente com a liberagéo das
NP Al203na América do Sul (KELLER; LAZAREVA, 2013; SNIS, 2018).

2.2.4 Preocupagoes ambientais

Com o desenvolvimento da nanotecnologia desde o inicio da década de
2000, programas de pesquisa multidisciplinares foram iniciados por diversas
agencias ambientais de diversos paises, visando promover pesquisas sobre o
impacto das NP sobre saude humana e meio ambiente (SANTAMARIA, 2012). Sabe-
se que todos os processos antropogénicos de alguma forma geram residuos contendo NP
em diferentes tamanhos e formas, resultando em algum momento, seja na produgéo ou

desgastes por intemperismo na liberagao das NP para o meio ambiente, sendo, portanto,
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necessario compreender as rotas de exposicdo (NOWACK, 2017; WANG; NOWACK,
2018b).

Uma vez no meio ambiente, processos como reagdes de superficie, estabilidade,
mobilidade e dissolugdo desempenham um papel importante no controle do destino e
comportamento no meio aquoso. A extensao desses processos séo reguladas, entre outras
coisas, pelas propriedades superficiais das NP e pelas condi¢des do meio (por exemplo,
composi¢ao do material, temperatura, pH, forga ibnica e matéria organica), fazendo com que
as NP sejam facilmente combinadas com varios elementos de sistemas bioldgicos,
quimicos e fisicos, o que facilita a interagdo com varios organismos através dos
compartimentos ambientais (NOWACK; BUCHELI, 2007; WAGNER et al., 2014; DALE et
al., 2015).

A interagéo depende da rota da exposicao, do tecido e/ou érgaos envolvidos, nivel
de absorcao, interacao e internalizacdo. Entre estes, a rota da exposigédo de NP € muito
critica, pois as NP entram em contato com um organismo através de partes do corpo ou
orgaos e, assim, tornando-se provaveis rotas de entrada das NP (KUMAR et al., 2015). Uma
vez que, as NP entram em contato com algum organismo nas diferentes rotas de interagéo
podem ocasionar efeitos adversos significativos (OESTERLING et al., 2008). Para
elucidar as interagbes das NP com sistemas biolégicos, desvendando a relagéo
entre as propriedades fisico-quimicas e biolégicas com a toxicidade, a
nanotoxicologia surgiu como um ponto importante da nanotecnologia (ARORA;
RAJWADE; PAKNIKAR, 2012; SRIVASTAVA; GUSAIN; SHARMA, 2015). Por
exemplo, na literatura existem varios estudos in vitro e in vivo utilizando
bioindicadores, modelos para investigaram os efeitos toxicolégicos das NP Al20s,
alguns desses estudos indicaram que as NP Al20O3 podem causar neurotoxicidade,
induzindo efeitos citotdxicos, genotoxicos e eventos inflamatérios no cérebro de ratos, e,
somado a isso foi mostrado que o acumulo de Al no hipocampo pode levar a déficit de
memoria espacial e potencializar a agregacdao do peptideo B-amiloide, o que resulta no
processo de neurodegeneragao causador da doenga de Alzheimer (BALASUBRAMANYAM
etal,, 2009; LI et al., 2009, 2017; SHAH et al., 2015; M'RAD et al., 2018).
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Para os seres humanos, ndo ha uma avaliagdo global destes efeitos para
definir uma avaliagdo de risco adequada, visando proteger os trabalhadores e a
populacédo em geral da exposi¢cao as NP Al20s. Existem apenas estudos in vitro e in
vivo, que fornecem evidéncias de que as NP Al203 induzem efeitos adversos em
seres humanos (BOUR et al., 2015). Os potenciais efeitos adversos do Al203 para a
saude na sua forma “micro” foram investigados em diferentes estudos
epidemiologicos na extragdo da bauxita, associando a exposicdo cumulativa a
bauxita e problemas respiratérios ou funcdo pulmonar (VOISIN et al.,, 1996;
DONOGHUE; FRISCH; OLNEY, 2014; DENNEKAMP et al., 2015).

2.2.5 Efeitos das NP Al20s3in vitro e in vivo

2.2.5.1 Estudos in vitro

Os testes in vitro tém sido tradicionalmente utilizados para avaliar a toxicidade dos
produtos quimicos, uma vez que sao simples e eficazes em termos de tempo e custo
quando comparados com ensaios in vivo (KROLL et al., 2009). Além disso, novas
tecnologias estédo surgindo rapidamente, incluindo tecnologias de imagem e diversas
tecnologias édmicas. A abordagem reducionista permite o acesso ao material de teste
em todos os momentos e facilita a interpretagdo. Modelos de células para
praticamente todos os tecidos ou espécies de animais de laboratério estédo
disponiveis e existem poucos problemas éticos, com excecdes de doacao de tecido
humano e células-tronco embrionarias (HARTUNG; DASTON, 2009)

A citotoxicidade pode ser afetada por muitos fatores, como propriedades
fisico-quimicas das NP, tipo de célula e condigcbes experimentais etc. Isso significa
que o resultado sdo combinagdes de fatores e ndo causado por um fator isolado. As
diferengas também podem resultar da variedade de metodologias empregadas.
Portanto, ndo é razoavel fazer conclusdes gerais com um unico conjunto de NP ou
sistemas biolégicos (KROLL et al., 2009). A citotoxicidade também pode ser

expressa por danos celulares, sob os quais as células ndo estdo necessariamente
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mortas. As NP podem alterar a expressdo génica, danificar a integridade da
membrana celular (HIRANO; KANNO; FURUYAMA, 2008), inibir a proliferacédo e
reproducao celular (FRACZEK-SZCZYPTA et al.,, 2012), gerar citocinas pré-
inflamatorias e EROs (ZHANG et al., 2012), sem a ocorréncia da morte celular ébvia
em condigdes experimentais, embora esse dano leve a morte celular em longo
prazo.

Diferentes metodologias tém sido utilizadas para avaliar a citotoxicidade.
Entre elas: MTS/MTT e coloragdo com calceina/Pl sdo métodos comumente
utilizados para avaliar a viabilidade celular; a liberacdo de LDH, potencial de
membrana e coloragdo com azul de tripano sdo métodos utilizados para caracterizar
a integridade celular e DCFH-DA intracelulares, atividade de GSH, nitrito, SOD e
MDA para avaliar o estresse oxidativo. Contudo, ha evidéncias de que as NP sao
muito diferentes dos produtos quimicos existentes e podem interferir com os
sistemas de teste comumente usados. Por exemplo, NP levaram a resultados falso-
negativos ao interagir com o substrato em ensaios MTT (BELYANSKAYA et al.,,
2007; KROLL et al., 2009), podem influenciar diretamente as medigcdes aumentando
a absorcao da luz devido as suas propriedades oOpticas (BARILLET et al., 2010) e,
além disso, as NP podem levar a subestimacao da produ¢cdo de EROs por extingao
da fluorescéncia do diacetato de diclorofluorescina (AAM; FONNUM, 2007).

Estudos in vitro tém investigado as propriedades das NP Al20s, utilizando
varias linhas de células cultivadas. Todavia, a variedade das NP Al2O3 com
diferentes fases cristalinas gera incerteza quanto a comparagdo dos resultados
encontrados. Como exemplo, Park et al., (2015) identificaram uma clara diferenca na
sensibilidade entre os ensaios de citotoxicidade em diferentes linhagens celulares
usando quatro ensaios de viabilidade com diferentes principios, os autores
concluiram que a escolha das linhagens de células e das ferramentas de avaliagcéo
da citotoxicidade deve ser cuidadosamente considerada durante a avaliacido da
toxicidade das NP Al20s.

Tendo as NP Al203 diversas aplicagdes potenciais, um estudo foi conduzido

para avaliar os efeitos adversos das NP Al20s em fibroblastos murinos (L929),
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recomendado para avaliagdo de citotoxicidade de compostos e tendem a ser
utilizados em materiais biomédicos, mostraram diminuicdo da viabilidade celular
menor de 10% comparado ao controle (RADZIUN et al.,, 2011). Nesse mesmo
trabalho verificou-se que a viabilidade celular média apds incubagédo com as NP
Al203 foi 96,51% para fibroblastos humanos (BJ) e 91,53% para L929. Dessa forma,
foi demonstrado que as NP Al203 ndo induzem a apoptose das células, apesar de
poder penetrar nas células, o que foi visto microscopicamente (RADZIUN et al.,
2011).

Outro estudo conduzido para a comparagao dos efeitos citotoxicos e
genototoxicos das NP TiO2 e NP Al203 em células de ovario de hamster chinés
(CHO-K1) mostrou a diminuigdo da viabilidade celular apos 24 horas de exposigao
em ambas com alteragcbes na atividade lisossomal e mitocondrial. A viabilidade
celular diminuiu 40% quando exposta a 100 ug/mL de NP TiO2, enquanto que a
viabilidade celular foi ainda menor para as células expostas as NP Al203 para a
mesma concentracdo, como mostrado pela analise de absor¢ao de vermelho neutro
(NRU). Os resultados dos ensaios MTT mostraram que a viabilidade celular foi
significativamente menor quando exposta as duas NP para valores de concentragcao
iguais ou superiores a 5 ug/mL. Os efeitos genotdéxicos aumentaram
significativamente quando as células foram expostas a 0,5 e 1 ug/mL de NP TiO2 e
0,5-10 ug/mL de NP Al20s3 (DI VIRGILIO et al., 2010).

Embora existam estudos limitados sobre o ensaio de MTT utilizando as NP
Al203 com linhagens celulares de peixe, Di virgilio et al., (2010) observaram a
reducdo expressiva na viabilidade celular em células UMR 106 a uma concentragao
de 25-100 pg/mL, concluindo que a citotoxicidade de diferentes NP baseia-se
principalmente na dose e composicdo das particulas e pode variar de linhagem
celular. Resultados semelhantes foram observados em células hMSCs quando
expostas as NP Al203 a concentragbes superiores a 50 pg/mL que inibem
significativamente a viabilidade celular (ALSHATWI et al., 2013). Uma diminui¢ao na
viabilidade celular foi também observada em culturas de fibroblastos murinos (L929)
(RADZIUN et al., 2011) e células A549 (SIMON-DECKERS et al., 2008) quando
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expostas as NP Al203 dependentes da dose. Por outro lado, a citotoxicidade exibida
das MP Al203 foi menor quando comparada com a sua forma nano.

Além dos efeitos citotdxicos, as NP também demonstraram induzir a geragao
de EROs, potencialmente prejudiciais ao funcionamento das células, resultando em
estresse oxidativo, ou seja, um desequilibrio entre a gereagdo de EROs e a
capacidade de um sistema biolégico para desintoxicar os reativos ou reparar 0s
danos resultantes (MANKE; WANG; ROJANASAKUL, 2013). Para superar o
excesso de EROs, as células podem ativar o sistema antioxidante enzimatico e nao-
enzimatico (MANKE; WANG; ROJANASAKUL, 2013). A maioria dos trabalhos
sugerem que a geracao de EROs, que pode ser protetora ou prejudicial durante as
interagdes bioldgicas, sao frequentemente observadas em resposta a exposi¢cao das
NP (NEL, 2006). Diferentes NP estdo envolvidas na interrupcédo da fungao
mitocondrial pela geracdo de EROs em varias linhagens celulares (LONG et al.,
2007; KANG et al., 2008) e podem causar uma série de lesdes incluindo oxidagao de
proteinas, lipidios e DNA (SRIKANTH et al., 2014).

Nesse sentido, as NP Al2O3 também induzem efeitos citotdxicos, mediada
pela geragdo de EROs, resultando na morte celular (SHAH et al., 2015). Em um
estudo realizado por Srikanth et al., (2015), foi observado um declinio dependente
da concentragdo na viabilidade celular em células CHSE-214 expostas as NP Al203
mediado pela geracao de EROS, no qual desencadeou o estresse oxidativo nas
células CHSE-214 expostas as NP Al203. O estresse oxidativo induzido por as NP
Al203 resultou na redugado significativa de superdxido dismutase, catalase e
glutationa, contudo, verificou-se um aumento significativo da glutatioa sulfo-
transferase e da lipoperoxidagdo. Também foi relatado que as NP AlzOs de
diferentes tamanhos e formas induzem a geracdo de EROs intracelular,
desencadeando a producgao de IL-13 (KIM et al., 2015).
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2.2.5.2 Estudos in vivo

A maioria dos estudos comprovando a toxicidade das NP Al203 foram
realizadas com células de mamiferos relacionados aos efeitos na saude humana,
entretanto, os resultados de tais estudos in vitro ndo podem, portanto, ser
diretamente transferidos para condi¢bes ambientais, como objetivam alguns estudos
(BERNHARDT et al., 2010; STANDER; THEODORE, 2011; SMITA et al., 2012;
SCHIRMER; BEHRA, 2013). De forma geral, o transporte entre compartimentos
ambientais e biolégicos e 0 seu comportamento quimico no ambiente ainda sao
pouco compreendidos devido a complexidade dos mecanismos de absorcéo
bioldgica e os modos de agado da toxicidade (JU-NAM; LEAD, 2008).

Estudos para entender os efeitos bioldgicos das NP Al2O3 foram realizados
em diversos organismos terrestres e aquaticos, conforme apresentados no Quadro
A1 (apéndice A). As NP Al2Os induzem efeitos adversos para a saude de peixes,
microcrustaceos de agua doce, algas, plantas, microrganismos, entre outros. A
toxicidade terrestre, muitas vezes, representada pelos efeitos nas plantas ou nos

microrganismos (bactérias) foi dada atencao consideravel.

2.2.5.2.1 Bactérias

As bactérias atuam como um nicho fundamental nas redes alimentares e,
portanto, desempenham um papel importante na manutengéo dos ciclos ecolégicos
e biogeoquimicos dos ecossistemas aquaticos (IVASK et al., 2014). As bactérias séo
decompositoras essenciais da matéria organica e sdo a base para muitas redes
alimentares aquaticas e terrestres, sendo assim o efeito adverso nas bactérias pode
ter um impacto nos niveis tréficos elevados (SHADE et al., 2012). Entre os
organismos unicelulares, as bactérias sdo o modelo mais utilizado para estudar a
toxicidade das NP (HEINLAAN et al., 2008). A maioria dos estudos de toxicidade das
NP Al203 em espécies de bactérias ecologicamente relevantes foram conduzidas em

Escherichia coli, seguida de Salmonella typhimurium e Bacillus subtilis, entre outras.
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A exposicdo das NP Al203 aos organismos demonstraram uma taxa de
mortalidade de 57% para B. subtilis, 36% para E. coli e 70% para P. fluorescens em
baixa concentragdo (20 pg/mL) (JIANG; MASHAYEKHI; XING, 2009). J& em um
meio de teste enriquecido em com nutrientes, Sadiq et al., (2009) observaram um
efeito inibitério do crescimento da E. coli expostas as NP Al2O3 em concentracoes
muito altas (acima de 1000 pg/mL). As bactérias gram-negativa sdo mais
susceptiveis as NP Al203 e microparticulas (MP) comparado as bactérias gram-
positivas (BHUVANESHWARI et al., 2016), que podem ser atribuidas as diferencas
na estrutura da membrana celular das bactérias que controlam o acesso aos locais
de acado. Os resultados dos estudos supracitados demonstram a seletividade da
natureza téxica das NP Al203 para diferentes sistemas bacterianos e o impacto do
tamanho das particulas sobre a toxicidade.

A inibicdo do crescimento e a viabilidade celular foram as principais
alteracbes observadas nas espécies de bactérias expostas as NP Al203, sendo
usualmente utilizadas como endpoints (MA; WILLIAMS; DIAMOND, 2013). Tais
alteragcdes podem variar conforme as espécies utilizadas, caracteristicas fisico-
quimicas do material, bem como método de ensaio. Do ponto de vista ecoldgico, a
compreensao da toxicidade das NP Al2O3 para espécies bacterianas relevantes para
0 ambiente é de grande importancia. Além disso, as bactérias podem atuar como
vetores para as NP adsorvidas ou internalizadas, iniciando seu movimento

(bioacumulagao ou biomagnificagdo) através de cadeias alimentares.

2.25.2.2 Algas

As algas desempenham um papel importante no ecossistema aquatico, néao
s0O produzindo biomassa que constitui o alimento basico para as redes alimentares,
mas também contribuindo para a autopurificagdo da agua poluida, sdo amplamente
utilizadas nos ensaios de toxicidade de poluentes aquaticos, uma vez que sao
organismos sensiveis com uma elevada capacidade de bioacumulagao resultante da
sua imensa superficie de contato (DELORENZO et al., 2002).
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Para as algas, apenas poucos dados estdo disponiveis sobre a toxicidade
das NP Al203 na literatura (Quadro A1 — apéndice A). Em geral, os estudos
relataram a inibicdo de crescimento de algas em uma faixa de concentragao
variando de 0,05 uyg/mL a 1000 mg/mL. Ji, Long e Lin, (2011) observaram efeitos
das NP Al203 (1000 mg/L) no crescimento das algas Chlorella sp, que variaram por
diversos fatores relacionados as caracteristicas das NP. Em um outro estudo,
Metzler et al., (2012) observaram que as NP Al203 ndo afetaram o crescimento em
Chlorella sp, segundo os autores, varios fatores podem interferir sobre o efeito das
NP Al20s sobre o crescimento de algas como: floculagdo, disponibilidade de luz,
disponibilidade de nutrientes e tamanho de particula.

A opacidade da suspensdo de NP indiretamente desempenha um papel na
inibicdo do crescimento, diminuindo a intensidade da solugao. A restricao fisica € um
dos mecanismos indiretos de toxicidade das NP em relagcao as algas (NAVARRO et
al., 2015). Um efeito inibitorio tipico dependente da concentragdo das NP Al20s3 foi
observado por Sadiq et al., (2011) devido a diferenca de toxicidade relacionada ao
tamanho das particulas na analise comparativa dos dados de crescimento de duas
espécies de algas tratadas com NP Al203 e MP Al203, revelando maior sensibilidade
para a Scenedesmus sp comparado a Chlorella sp e com maior resposta inibitéria no
caso das NP. Ainda, no mesmo estudo, foi observado que os efeitos de toxicidade
das NP Al203 em relacédo as MP Al203 foram evidentes, o teor total de clorofila foi
significativamente menor nas células tratadas em comparagdao com as células de
controle, com uma diminuicdo dependente da concentracdo no teor de clorofila, o
que confirmou o efeito inibitério do crescimento da concentracdo crescente das

particulas.

2.2.5.2.3 Plantas

Ha um numero limitado de estudos de plantas disponiveis, embora uma

variedade relativamente ampla de espécies tenha sido testada, incluindo agrido de
jardim (Lepidium sativum) (ASZTEMBORSKA et al., 2015), cebola (Allium cepa)
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(RAJESHWARI et al., 2015), couve (Brassica oleracea) (AMIST et al., 2017), milho
(Zea mays) (RAJENDRAN et al., 2016), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana
tabacum) (BURKLEW et al., 2012) e trigo (Triticum aestivum) (YANIK; VARDAR,
2018). Contudo, as NP Al203 sdo as menos estudadas em plantas do ponto de vista
toxicologico. Elevadas concentragées de NP Al20s3 (na faixa de mg/L a g/L) podem
causar apoptose no trigo radicular (YANIK; AYTURK; VARDAR, 2017), afetar os
processos de transcricdo de genes no tabaco (BURKLEW et al., 2012) e inibir a
germinagao de sementes e o alongamento das raizes de G. max, Z. mays e B.
oleracea (YANG; WATTS, 2005; RAJENDRAN et al., 2016).

Lin e Xing, (2007) verificaram que o alongamento da raiz de mudas de Z.
mays com 5 dias de idade foi reduzido com 2000 mg/L de NP Al20s (60 nm)
enquanto que nas mesmas condi¢des nao foram observados efeitos negativos no
crescimento de R. sativus, B. napus, C. sativus, L. perenne e L. sativa. Da mesma
forma, Yang e Watts, (2005) também observaram efeitos sobre inibicdo no
comprimento da raiz, porém na concentragao de 2 mg/mL de NP Al203 (13 nm) para
cinco plantas: Z. mays, C. sativus, L. max, B. oleracea e D. carota. Em contraste,
estudos com L. sativa e R. sativus mostraram que de NP Al203 (60 nm) nao
apresentaram efeito adverso sobre o crescimento das plantas (LIN; XING, 2007).

Adicionalmente, verificou-se que as NP Al20O3 afetam o crescimento das
raizes de A. cepa e causam genotoxicidade (RAJESHWARI et al., 2015) e um
aumento da atividade da peroxidase foi considerado um dos fatores de estresse
oxidativo em T. aestivum (YANIK; VARDAR, 2015). Os fatores de estresse foram
estudados em N. tabacum e observou-se que a medida que a concentracdo das NP
Al203 aumenta o comprimento da raiz diminui. Além disso, a biomassa média e o
numero de folhas de cada planta de N. tabacum também diminuem (BURKLEW et
al., 2012). Segundos estes autores, as mudas formam raizes multiplas com o
aumento da concentracdo de NP Al20s3, portanto, identificado como mecanismo
defensivo para evitar o contato com excesso de NP. A conclusao do referido estudo
(ou dos referidos autores) foi que os genes de microRNA foram regulados de forma
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positiva e desempenharam um papel fundamental na capacidade das plantas para

resistir ao estresse as NP Al20s.

2.2.5.2.4 Invertebrados terrestres

A maioria dos estudos de toxicidade em invertebrados terrestres foram
realizados com o nematoide Caenorhabditis elegans (WANG; WICK; XING, 2009;
WU et al., 2011; YU et al., 2011; LI et al., 2012) e com a minhoca Eisenia fetida
(COLEMAN et al.,, 2010; HECKMANN et al., 2011). Entre os poucos estudos
existentes sobre os efeitos das NP Al203 em C. elegans, as concentracdes de efeito
relatadas variam com o tamanho da particula. Wang, Wick e Xing, (2009)
observaram efeito das NP Al203 acima de 102 mg/L em comparagdo com o controle,
que inibiu o crescimento, numero de ovos e a reprodug¢ao, enquanto que para as MP
Al203 foi necessario 203,9 mg/L para inibir o numero de ovos e a reprodugao,
sugerindo que as NP Al203 apresentam toxicidade adicional sobre o mematoide.

Em um outro estudo, Li et al.,, (2012) avaliaram os comportamentos de
locomogao e observaram que apds 6 horas de exposicao as NP Al203 (51-203,9
mg/L) houve alteracdo nos comportamentos de locomog¢do. No entanto, alguns
comportamentos nos nematoides expostos as NP Al203 foram inferiores aos dos
nematoides expostos as MP Al203 em concentragdes de 51-203,9 mg/L. Ainda,
nesse mesmo estudo, os autores confirmaram que a exposi¢cao prolongada as NP
Al203 (8,1-23,1 mg/L) aumentou os niveis de estresse oxidativo, sendo que uma
possivel causa de indugao de estresse oxidativo é o aumento na geragédo de EROs.

Outros estudos foram projetados para investigar o potencial do tamanho de
particula sobre a bioacumulagdo, toxicidade e comportamento de evasdo. Nesse
contexto, no estudo de Coleman et al., (2010) as E. fetida foram expostas a altos
niveis de NP Al203, que reduziram reprodugcao em relagcado as expostas a MP Al20s.
Sendo assim, verificou-se que as minhocas exibiram um comportamento de evasao

dos solos tratados com altas concentragdes de NP Al203 quanto MP Al203, embora o



44

comportamento de evitar seja significativo somente nos tratamentos com as NP

Al203 em altas concentracdes.

2.2.5.2.5 Invertebrados aquaticos

Grandes quantidades de NP sdo encontradas em ambientes aquaticos
marinhos e de agua doce (EXBRAYAT; MOUDILOU; LAPIED, 2015), todavia
estudos de toxicidade em invertebrados aquaticos tém sido surpreendentemente
escassos comparando com bactérias, algas e plantas (MA; WILLIAMS; DIAMOND,
2013). Os poucos estudos com NP Al20s se concentraram principalmente em
crustaceos de agua doce, como Ceriodaphnia dubia (LI; CZYMMEK; HUANG, 2011;
HU et al., 2012; PAKRASHI et al., 2013) e Daphnia magna (ZHU et al., 2009), em
organismos aquaticos marinhos, at¢é o momento apenas um trabalho foi feito
avaliando os efeitos das NP Al2Os em Artemia salina (ATES et al., 2015).

Os resultados destes estudos (Quadro A1) demonstraram que as NP Al2O3
apresentaram efeitos diferentes sobre os invertebrados aquaticos testados. A C.
dubia foi mais suscetivel as NP Al20s. Pakrashi et al., (2013) observaram que a
imobilizagdo e subsequente mortalidade foi dependente da concentragdo (ug) e
tempo. Em 24 h, observou-se que todos os animais estavam vivos para exposi¢coes
de 20 e 40 yg/mL, enquanto que 44,34% de sobrevivéncia foram registradas para
120 pg/mL. No tempo de 48 h, 94,34% estavam vivos apos 20 e 40 pg/mL de
exposi¢cao, enquanto que 20% de sobrevivéncia foram observados para a dose de
120 pg/mL.

Conforme outro estudo de Pakrashi et al., (2014), no qual avaliou-se o
potencial de transferéncia tréfica, comportamento das NP Al203 e seus provaveis
impactos no fluxo de energia no ecossistema aquatico de agua doce, foi observado
leves alteragbes no comportamento alimentar das C. dubia alimentadas com algas
C. elipsoides expostas as NP Al203, que a longo prazo pode ter consequéncias no
fluxo de energia através da cadeia alimentar. Por outro lado, o comportamento
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reprodutivo das C. dubia permaneceu inalterado apds a exposi¢cado a alimentacao de
algas bioacumuladas com NP Al20s.

No estudo delineado para avaliar a diferenga na toxicidade das NP Al20O3 nas
fases cristalinas a e y sobre mortalidade, bioacumulacao e estresse oxidativo, Ates
et al., (2015) apresentaram diferengas de toxicidade com a mudang¢a no tamanho e
fase cristalina das NP Al203. Os resultados niveis de malondialdeido (MDA)
indicaram que NP y-Al203 menores (5 nm) foram mais toxicos do que particulas
maiores de y-Al203 (0,4 um) em 96 h. A maior mortalidade foi medida como 34% em
96 h para NP y-Al203 a 100 mg/L (CLso acima de 100 mg/L). Segundo os autores, as

NP de y-Al203 foram mais toxicos do que as NP de a-Al203 em todas as condicdes.

2.2.5.2.6 Vertebrados aquaticos

A literatura é escassa a respeito de estudos ou dados de toxicidade das NP
Al20O3 para vertebrados aquaticos. Os estudos encontrados sao de peixes,
particularmente, o peixe-zebra, Danio rerio, concentrando-se em estagios de
desenvolvimento inicial (ZHU et al., 2008; KOVRIZNYCH et al., 2013) (Quadro A1)
devido a sua biologia bem compreendida, além de ser um modelo de organismo de
teste aceito por diversas agéncias reguladoras (CHAKRABORTY et al., 2016).
Portanto, os estudos com D. rerio demostraram que as NP Al2O3 ndo apresentaram
toxicidade para embrides e larvas.

A toxicidade de NP Al2O3 para Carassius auratus também foi relatada e seus
efeitos incluem danos aos tecidos superficiais, lesbes no figado e branquias,
problemas respiratérios e estresse oxidativo (BENAVIDES et al., 2016). Para a
exposicao de 100 pg/L de NP Al203, por 14 dias, ndo ocorreu letalidade para o peixe,
porém causou estresse oxidativo significativo, que causou o aumento da atividade
de varias enzimas antioxidativas (SOD, CAT, GPx) e da peroxidagao lipidica, sendo

que a susceptibilidade ao estresse oxidativo foi observado nas branquias e figado.
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2.2.5.2.7 Vertebrados terrestres (mamiferos)

As avaliagdes de toxicidade das NP Al20s3 via exposi¢cao oral sdo pouco
relatadas. Algumas experiéncias realizadas com ratos (Rattus norvegicus) e
camundongos (Mus musculus) apresentaram efeitos nocivos das NP Al20s, tais
como bioacumulagdo em diversos tecidos (cérebro, figado, rins, intestino, bago e
pulmao) (FERIN et al., 1990; PARK et al., 2015; MORSY; EL-ALA; ALI, 2016),
alteracao miocardial (EL-HUSSAINY et al., 2016), inflamacao, estresse oxidativo e
dano no DNA (BALASUBRAMANYAM et al., 2009; LI et al., 2009; LU et al., 2009;
ZHANG et al.,, 2011) e diminuigcdo de células sanguineas brancas (PARK et al.,
2015).

Park et al., (2015) investigaram a toxicidade das NP Al203 apds uma
administracao oral de 28 dias, depois desse periodo, aumentaram o consumo de
alimentos e agua dos grupos expostos, contudo houve uma leve inibicdo no
aumento do peso corporal a 30 e 60 mg/kg por dia. A 60 mg/kg, diariamente, as NP
Al203 apresentaram toxicidade de acordo com analises de hematologia, bioquimica,
fator de crescimento transformante-f3 (TGF-B) e analises de expressao génica. Outra
avaliacao foi realizada por Balasubramanyam et al., (2009), na qual as NP Al203
mostraram genotoxicidade para células sanguineas e medula é6ssea apos a
exposigao oral.

Zhang et al., (2011) expuseram camundongos as NP Al203 (50 nm) por via
nasal e monitoraram para avaliar os possiveis efeitos sobre o comportamento. Os
resultados indicaram que a exposi¢cao as NP Al203 causaram comprometimento da
funcado neurocomportamental, caracterizada por maior laténcia de fuga. A alteragao
nas mitocéndrias demonstrou desempenhar um papel importante nos efeitos
neurotoxicoldgicos e pode ser uma causa direta de defeitos neurocomportamentais.

Em outro estudo realizado em ratos foi observado que em testes agudos
cérebro, figado, rins, intestino e bago foram afetados, além disso, o acumulo das NP
Al203 no cérebro, figado, rim, intestino e bago de ratos foi significativamente maior
do que os controles (MORSY; ABOU EL-ALA; ALI, 2013). No teste de
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genotoxicidade (Teste cometa) foi evidenciado o aumento significativo na
porcentagem de danos no DNA nas células cerebrais. De acordo com os autores, 0s
resultados obtidos indicam que a bioacumulagao das NP Al2O3 depende das doses e
dos periodos experimentais.

No estudo de Morsy, El-ala e Ali, (2016) foi constatado ver que o estresse
oxidativo depende principalmente da bioacumulagdo das NP Al2O3, uma vez que, 0s
autores observaram inibicdo significativa das atividades das enzimas SOD, CAT,
GPx do cérebro, figado e rim e redugdo acentuada nas concentragbes de GSH
associadas a elevagao significativa nos niveis de malondialdeido. Em contrapartida,
a toxicidade aguda das NP Al203 em camundongos foi avaliada preliminarmente por
Yang et al., (2012) apdés a exposigdo oral. Anormalidades, incluindo letargia,
anorexia, vomitos ou diarreia, ndo foram observados durante a observagcdo de 14
dias. O aumento do peso corporal foi semelhante entre os grupos expostos e o
grupo controle. Ambas, as NP Al203 e MP Al203, ndo afetaram os pesos corporais
dos camundongos. Os comportamentos clinicos indicaram que as NP Al20s e MP
Al203 eram de baixa toxicidade, corroborando com os dados disponiveis para outros

modelos (Quadro A1) que sugerem que a toxicidade das NP Al2O3 é baixa.
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CAPITULO IlI

3  MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi dividido em trés etapas, as quais podem ser melhor
observadas na Figura 6. A primeira etapa consistiu na sintetize e caracterizagao das
propriedades fisico-quimicas das NP a-Al2Os e n-Alz03. Na segunda etapa foi
avaliada a toxicidade in vitro, utilizando as células neuroblastoma murino Neuro-2A
(N2A) e células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B). Por fim, na terceira e
ultima etapa foi determinada a toxicidade in vivo, utilizando o bioindicador Daphnia

magna, e avaliado o risco para a biodiversidade aquatica.

Etapa 1: Caracterizacao Etapa 2: Ensaio de Toxicidade Etapa 3: Avaliacdo de risco

Ensaio in vitro Ensaio in vivo Ecossistemas aquéticos
| cétula N2A || Celuia BEAS-2B || Daphnia magna |
e ==
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50D, GSH e LPO)

| Concentracéo previsivelmente
sem efeitos (PNEC)

Area superficial (BET) ‘

—‘ Apoptose (LAIP e Caspase) ‘
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derisco (RCR)
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| Ingestao (MEV-EDS e ICP-MS) |

| Ensaio de comportamento }—

Figura 6 - Esquema das trés etapas de desenvolvimento do trabalho.
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3.2 MATERIAIS

As NP a-Al203 foram sintetizadas no Laboratério de Toxicologia Ambiental -
LABTOX da UFSC e as NP n-Al203 foram adquiridas de Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA), tanto as NP a-Al203 como as NP n-Al203 apresentaram didmetros meédios <50
nm. Além das NP Al203 foram usados no trabalho os seguintes materiais: nitrato de
aluminio nao-hidratado (AI(NOs)s 9H20), Urea, RPMI-1640 Medium; Soro bovino
fetal (SBF), piruvato de sédio, penicilina/estreptomicina, L-glutamina, solugao salina
de tampao de fosfato (PBS), brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT), Cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina (NRU); Azul
de Tipan, paraformaldeido, violeta de cristal, 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil-
polietileno glicol, t-octilfenoxipoletoxietanol (Triton X-100), metanol, diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA ); Laranja de Acridina (LA); lodeto de Propidio (IP),
dicloridrato de 2-(4-amidinofenil)-6-indolecarbamidina, dicloridrato de 4', 6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI); Cloridrato de 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (Tris-HCI);
Cloreto de sédio (NaCl); Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA); Acido cloridrico
(HCI); Dodecilsulfato de sédio (SDS); 4,6-Dihidroxipirimidina-2-tiol (TBA) e 1,1,3,3-
tetraetraxipropano (TEP); Fosfato de potassio monobasico; 2,4-Dinitroclorobenzeno
(CDNB); 5,5'-Dithiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB); L-glutationa oxidada (GSSG);
L-glutationa reduzida (GSH); fosfato de dinucleétido de adenina de B-nicotinamida
(NADPH); Albumina de soro bovino (BSA); Cloreto de potassio (KCI); Solugao de
peréxido de hidrogénio (H202); Solugéo de tetroxido de d6smio; Sal de sddio de
acido cacodilico trihidratado; Solugdo de glutaraldeido 25%; resina Spurr, foram
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O Tripsina-EDTA foi adquirido de
Vitrocell (Campinas, Brasil), Etanol 99,3% foi adquirido de SPlabor (Presidente
Prudente, Brasil), agua de osmose reversa (OR) (0,05 S/cm) e agua Ultrapura (UP)
(18,2 mQ).
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3.3 SINTESE DAS NP a-Al203

As NP a-Al203 foram sintetizadas de acordo com o método de combustao
descrito por lanos, Lazau e Pacurariu, (2009) com algumas modificagdes, sendo elas
a variagado da concentragao do precursor (Al(NOs3)3-9H20), do combustivel (ureia) e
da temperatura de calcinagado. Para a reacéo 26,1 g (70 mmol) do precursor foram
dissolvidos em 10 mL de agua e mantidos sob agitagcdo constante por 30 min.
Depois, foram adicionados 10,5 g (175 mmol) do combustivel. A mistura foi agitada
constantemente por mais 30 min. Em seguida, solugao cristalina foi calcinada em
forno mufla a 350 °C por 1 h. Apds esse periodo, o produto da reacao foi resfriado,
macerado e novamente calcinado no forno de mufla a 1000 °C por 1 h. Por fim, as
NP a-Al203 obtidas foram lavadas com agua, centrifugadas a 2800 RPM por 5 min, e

secas na estufa a 50 °C por 24 h.

3.4 CARACTERIZAGCAO DAS NP Al203

3.4.1 Difratometria de raios-X (DRX)

A técnica de DRX foi utilizada para identificar as fases cristalinas para
ambas NP Al20s. Para efetuar as medidas as amostras do pé das NP Al203 foram
prensadas no formato de pastilhas. Os difratogramas de raios-X das NP foram
obtidos numa faixa de varredura do angulo de difragdo 206 = 20° - 70° e a taxa de
coleta dos dados de foi 0,01 °/s, utilizando um Difratometro Philips, modelo X'Pert,
equipado com um tubo de Cu (CuK a, A= 1,54056 A) do Laboratério de
Caracterizacao Microestrutural do Departamento de Engenharia Mecéanica da UFSC.

3.4.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A partir das imagens de MET foram determinados os didametros médios das

NP Al203. As amostras das NP Al2Os foram dispersas em agua UP (500 mg/L) com
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auxilio do equipamento de ultrassom (Qsonica Q 500 W) com poténcia de 120 W
(24%) por 2 min. Em seguida, uma gota desta disperséo foi depositada sobre uma
grade de cobre e recoberta com um filme de carbono e secas por 24 h antes da
analise. As micrografias foram obtidas no microscépio JEOL JEM-1011, operando a
100 kV. As distribuicbes de diametros foram identificadas a partir da curva gaussiana
com média no didmetro de 100 particulas de uma imagem de MET e analisadas no
software Imaged (versédo 1.46r - http://rsb.info.nih. gov/ij/). O equipamento de MET
faz parte da estrutura do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da
UFSC.

3.4.3 Diametro efetivo (DE), Potencial Zeta (PZ) e indice de polidispersao (IP)

Para determinar o PZ, DE e IP das suspensdes coloidais das NP Al2O3 em
agua UP e nos meios de cultivo e ensaio de D. magna (M4 e 1SO) e celular (meio
RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF)) foram preparadas
suspensdes de 500 mg/L e diluidas 1:10 (v/v). As suspensdes agua UP, ISO e M4
foram previamente dispersas no ultrassom (Qsonica Q 500 W) a poténcia de 120 W
(24%) por 2 min. Para o meio RPMI, afim de minimizar a degradagéo sonolitica (isto
€, desnaturagcdo de moléculas de proteina) induzida pela sonicagdo, a suspenséao
RPMI foi previamente dispersa por ultrassom a poténcia de 50 W (10%) por 30 s
(TAUROZZI; HACKLEY; WIESNER, 2011).

Em seguida, foi medido o pH (Alfakit, AT-355) a 20 + 1 °C para os meios
agua UP, ISO e M4. Para o meio RPMI as leituras foram realizadas a 25 °C
(temperatura de caracterizagéo padrao) e a 37 °C (condigdes de cultura de células).
Os DE, PZ e IP foram realizados em friplicata no equipamento NanoBrook 90Plus
Zeta do Laboratério de Toxicologia Ambiental — LABTOX da UFSC.
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3.4.4 Area Superficial Especifica (BET)

A area superficial das NP Al2Os foram analisadas no equipamento Surface
Area Analyzer (Quantachrome Instruments) do Laboratério de Central de analises do
Departamento de Engenharia Quimica e alimentos da UFSC. As amostras secas
foram resfriada para 77 K por 1 h, pois nesta temperatura o gas inerte (nitrogénio) foi
adsorvido fisicamente na superficie das amostras expostas. Apds ciclos de adsorgao
e dessorgao um ou mais pontos de dados da isoterma de adsorgédo foram medidos e
a equacao de BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938) foi usada para
determinar a area superficial especifica. A equacido BET é utilizada para calcular o
volume de gas necessario para formar uma monocamada na superficie da amostra.
A superficie real foi calculada a partir do conhecimento do tamanho e do niumero de

moléculas de gas adsorvido.

3.5 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

3.5.1 Ensaio in vitro

3.5.1.1 Linhagens celulares N2A e BEAS-2B

Para a realizacdo desse estudo foram utilizados células da linhagem de
neuroblastoma murino, Neuro-2a (N2A), generosamente cedidas pelo Prof. Silvio
Marques Zanata (Universidade Federal do Parand) obtidas da American Type
Culture (ATCC® CCL-131™) e as células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B),
gentiimente cedidas pela Prof2. Ana Paula de Melo Loureiro (Universidade de Sao
Paulo) obtidas da American Type Culture (ATCC® CRL-9609™).

As células selecionadas representam diferentes locais alvo, ou seja,
possiveis vias de exposi¢cao e efeitos causados, considerando os mecanismos de
acao envolvidos e possiveis efeitos causados pelas NP Al203 (KARMAKAR; ZHANG,;
ZHANG, 2014). Em estudos anteriores foi demonstrado que as NP Al203 podem
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afetar o sistema nervoso (YU et al., 2015; ZHANG et al., 2015), sendo este um dos
sistemas mais responsivos aos xenobidticos. Desse modo, a linha celular de
neuroblastoma de camundongo Neuro-2A (N2A) foi selecionada como modelo para
investigar possiveis efeitos neurotdxicos. Ja a linhagem celular epitelial brénquica
humana BEAS-2B foi escolhida para os testes de toxicidade em decorréncia do trato
respiratério ser a via de entrada mais provavel para as NP presentes no ar
(FERREIRA; CEMLYN-JONES; ROBALO CORDEIRO, 2013).

3.5.1.2 Manutengé&o das células

As linhagens celulares foram mantidas em frasco de 25 cm? a uma
densidade de 1x10° células/mL em meio de cultura RPMI Medium 1640,
suplementado com soro fetal bovino (SFB) (10%), L-glutamina (2 mM), 10 mM
NaHCOs, 1,0 mM de piruvato de sodio - pH 7,2, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (50 pg/ml) em uma incubadora (Laboven, L212) a 37 °C com CO:2 a
5% e humidade saturada. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e as células
foram lavadas com Phosphate buffered saline (PBS) e tripsinizadas quando
necessario, utilizando uma solucdo de tripsina a 0,25% EDTA 0,53 mM para

desprendimento.

3.5.1.3 Ensaio de viabilidade celular

As células foram semeadas (4x10%pogo) em uma placa de 96 pogos e
incubadas a 37 °C com CO:2 a 5% e umidade saturada por um periodo de 8 h para
adesédo. Apds exposicao, as NP a-Al203 e n-Al203 (0,5; 5; 50; 100; 500 e 1000 mg/L)
foram mantidas por 24, 48 e 72 h. Em seguida, o meio de cultura foi removido e as
células foram incubadas com uma solugéo de vermelho neutro (NRU), 0,04 mg/mL
em PBS por 12 h a 37 °C com CO2 a 5% e umidade saturada. Depois, o NRU foi
removido e 150 pL de uma solugdo de acido acético/etanol/agua 1:50:49 (v/v) foi

adicionada para dissolver os cristais formados. Por fim, os valores de absorbancia
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(Ab) foram obtidos na leitora (BioTek ELx800) com comprimento de onda de 540 nm.
As Ab medidas para cada concentragdo de NP Al20s foram convertidas em
porcentagens de viabilidade celular em relacdo a média dos controles, os quais

foram considerados 100% viaveis de acordo com a seguinte férmula:

Viabilidade celular (%) = AD. celtratada— AD. Branco X 100
ADb. cel controle — AD. Branco

3.5.1.4 Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo (EROs, CAT, SOD, GSH e
LPO)

A geragao intracelular de Espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
determinada conforme metodologia Keston e Brandt, (1965). Células N2A e BEAS-
2B foram semeadas (5x10%) em placas de 12 pogos e incubadas em estufa a 37 °C,
5% CO2. Apdés um periodo de 12 h para adeséo, a geragcdo de EROs foi monitorada
no controle e células tratadas com NP a-Al203 e n-Al203 nas concentragdes 0,5 e 50
mg/L (concentracdes baseadas nos resultados do ensaio de viabilidade), apds 24,
48 e 72 h de exposigcao as células foram lavadas com PBS e adicionados 100 uL de
H2DCF-DA a 50 uM e incubadas por 30 min a 37 °C no escuro, seguindo o protocolo
descrito por Lojk et al., (2015). Em seguida, a florescéncia foi analisada em um leitor
de fluorescéncia (SpectraMax Paradigm, Molecular Devices) com excitacdo 488 nm
e emissao 530 nm e visualizadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus, 1X83).

Sob condicado desfavoravel, em que ha um aumento de EROs, o sistema de
defesa amplia sua atividade do sistema enzimatico e ndo enzimatico para controlar
os niveis intracelulares destas moléculas. Assim, os antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida
(GSH) foram utilizadas como biomarcadores de estresse oxidativo. Para realizagao
dessas andlises as células N2A e BEAS-2B foram semeadas (2,5x108) em garrafas
de 75 cm? e incubadas em estufa a 37 °C, 5% CO2. Depois de 24, 48 e 72 h de

exposicao nas concentragdes 0,5 e 50 mg/L, as células foram tripisinizadas,
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homogeneizadas em tampé&o fosfato salino (100 mM - pH 7,4) e centrifugadas a
10.000 RPM por 10 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram utilizados para os ensaios
cinéticos. A atividade da CAT foi determinada com base no método descrito por
Aebi, (1984), que consiste em misturar as amostras com peroxido de hidrogénio
(H202). A decomposigédo do substrato H202 foi registrada por espectroscopia de UV
(UV-5100S) a 240 nm.

A determinagdo da atividade da SOD foi realizada seguindo o método
descrito por Mccord e Fridovich, (1969), em 50 uL de amostra. O principio do ensaio
baseou-se na inibicao da redugao do citocromo c (0,075mM) pelo superdxido gerado
no sistema enzimatico xantina/xantina oxidase (56 mM). A quantidade de xantina
oxidase empregada foi aquela capaz de produzir uma velocidade de redugdo do
citocromo c¢ registada por espectroscopia de UV (UV-5100S) a 550 nm. A
determinacao da atividade da GSH foi realizado como descrito por Beutler, Duron e
Kelly, (1963), assim 500 ul de amostra foi precipitada com TCA 12% na proporgao
1:10 (m/v). Em seguida a amostra foi centrifugada a 1.000 RPM por 15 min,
adicionado DTNB (2,5 mM) e tampao fosfato de potassio (80 mM - pH 8,0para,
entdo, manter sob agitacdo por aproximadamente 1 min. Posteriormente, as
medidas de absorbancia foram registadas imediatamente por espectroscopia de UV
(UV-5100S) a 412 nm. Para a normalizagéo dos resultados de CAT, SOD e GSH
usou-se a massa total de proteina (mg), que foi determinada de acordo com o
método de Bradford (BRADFORD, 1976).

A peroxidagédo lipidica (LPO) foi determinada estimando o conteudo de
Malondialdeido (MDA), usando o método de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), descrito por Draper e Hadley, (1990) com poucas modificagbes. As células
N2A e BEAS-2B foram lisadas com tampéao (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA
15 mM) e misturado com 7% de SDS, 0,67% de TBA e HCL 1M. A mistura foi
aquecida a 95 °C durante 90 min, resfriada, centrifugada e registrada as medidas de
absorbancia por espectroscopia de UV (UV-5100S) a 532 nm. As concentragbes de
MDA foram calculadas usando TEP como um padrdao de referéncia. Para a
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normalizacdo do resultado de LPO foi usada a massa total de proteina (mg),
determinada seguindo o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.56.1.5  Andlise de morte celular por LA/IP e Caspase

A indugéo de apoptose foi avaliada pela coloragéo diferencial de Laranja de
acridina/iodeto de Propideo (LA/IP). As células N2A e BEAS-2B (4x10%/pogo) foram
tratadas com NP a-Al203 e n-Al203 nas concentragdes 0,5 e 50 mg/L (concentragbes
baseadas nos resultados do ensaio de viabilidade) por 24, 48 e 72 h.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS, o meio foi substituido por 10 pL
da solugéo (1:1) contendo ambos LA/IP (100 ug/mL), mantido em repouso por 5 min
e examinado por um microscopio de fluorescéncia (Olympus, BX41) com o filtro de
excitacado 480/30 nm. Para quantificar o percentual de cada um dos eventos
celulares (células viaveis e apoptoticas) foram contadas 200 células de cada
amostra (triplicata) e fotografadas para o registro visual de possiveis alteragdes.
Além disso, a atividade da caspase foi medida usando o kit de teste Caspase-Glo®

3/7, conforme o protocolo do fabricante.

3.5.1.6 Avaliagdo morfométrica nuclear

A avaliagao de alteragdes na morfologia nuclear das células N2A e BEAS-2B
foram realizadas através da microscopia de fluorescéncia, utilizando como corante o
DAPI. Apdés o tratamento nas concentracbes 0,5 e 50 mg/L (concentragdes
baseadas nos resultados do ensaio de viabilidade) por 24, 48 e 72 h, o meio foi
totalmente retirado, procedeu-se a lavagem das células com PBS e posterior adicao
de paraformaldeido 4% por 15 min para fixacdo das células. Apds esse tempo, as
células foram novamente lavadas com PBS e depois mantidas em solugao de PBS
contendo 0,1% de Triton® X-100 e 300 nM de DAPI a temperatura ambiente por 30

min.
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Depois da incubacdo, as células foram ressuspendidas em PBS e a
visualizagdo dos nucleos das células coradas com DAPI foram feitas em microscopio
de fluorescéncia (Olympus, BX41). A fim de observar irregularidades nucleares
foram realizadas avaliagcbes de tamanhos e regularidades dos nucleos em varias
medidas de morfometria nuclear combinadas em um unico indice de irregularidade
nuclear (NIl), usando o software ImageJ (versdo 1.46r - http://rsb.info.nih. gov/ij/)
acoplado com NII_Plugin (FILIPPI-CHIELA et al., 2012).

3.5.1.7  Ensaio Clonogénico

Para avaliar a capacidade de formar colbnias nas culturas de N2A e BEAS-
2B foi determinado o efeito das NP a-Al203 e n-Al203 sobre o potencial replicativo de
uma unica célula, conforme o ensaio de formagao de coldnia adaptado a partir de
Franken et al., (2006). As células foram tratadas nas concentragdes 0,5 e 50 mg/L
(concentragdes baseadas nos resultados do ensaio de viabilidade) por 24, 48 e 72 h.
Uma vez encerrado o tempo de tratamento, as células foram lavadas, tripsinizadas e
contadas em camara de Neubauer para determinar o volume necessario para obter
1000 células para cada poco de placa de cultura de 6 pocos. Apdés 10 dias de
incubagéao, as coldnias formadas foram fixadas com uma solugdo de metanol/acido
acético/agua na proporgao 1:1:8 (v/v), coradas com solugao de violeta cristal 0,1% e

contadas com o auxilio de um estereomicroscopio (Olympus, SZX16).

3.5.1.8 Internalizagao das NP Al;O3

Para visualizar as NP Al203 no interior das células, estas foram semeadas
(5x10%) em placas de 6 pogos e incubadas em estufa a 37 °C, 5% CO2. Apds a
exposi¢cao com NP a-Al203 e n-Al203 na concentragdo de 50 mg/L por 24, 48 e 72 h,
as células foram preparadas para observagcao em MET. Para isso as células foram
pré-fixadas em solugcdo de glutaraldeido 2,5% e sacarose 2% e tamponada com

cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2) a 4 °C por 12 h. Posteriormente, as amostras
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foram pés-fixadas em tetréxido de 6smio (OsO4) a 1% em tampao cacodilato de
sédio 0,1 M 1:1 (v/v) por 4 h a temperatura ambiente (PUESCHEL, 1990; BOUZON,
2006) e desidratadas em uma série de solugdes aquosas de concentragdes
crescentes de 30, 50, 70, 90 e 100%, sendo a ultima série de etanol (100%) trocada
trés vezes.

Ap6s a desidratagcdo, as amostras foram infiltradas com resina Spurr
(SPURR, 1969). Logo apés a infiltracdo, o material foi polimerizado em moldes
horizontais em estufa a 70 °C por 24 h. As secgbes ultrafinas (70-90 nm) foram
cortadas no ultramicrétomo (Leica UC7/EMKMR3), com navalha de diamante
(Diamant ultra 45 °), sendo que, pelo menos, 5-10 cortes ultrafinos foram colocados
em grades de malha de 300 revestidas com Cu (EMS, EMS300-Cu) e contrastados
em acetato de uranila e citrato de chumbo conforme os procedimentos de Reynolds,
(1963). Finalmente, as amostras foram observadas e fotografadas em TEM (JEOL
JEM 1011), operando a uma voltagem de aceleracdo de 80 kV. As imagens
capturadas foram registradas digitalmente e preparadas as pranchas utilizando o
pacote Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems).

3.5.1.9 Quantificagdo das NP Al>O3 internalizadas

A quantificagcdo da internalizacdo das NP nas células foi realizada por
espectrometria de massa de plasma indutivamente acoplada (ICP-MS), de acordo
com o método descrito por Gojova et al., (2007). As células N2A e BEAS-2B foram
semeadas (2,5x10°) em garrafas de 75 cm? e incubadas em estufa a 37 °C, 5% COa:.
Apos 24, 48 e 72 h de exposicdo na concentracdo de 50 mg/L, as células foram
lavadas suavemente trés vezes com PBS para remover quaisquer NP residuais de
Al203 ou ions livres de Al. Em seguida, as células foram tripisinizadas, centrifugadas
a 1500 RPM por 5 min, o sobrenadante foi removido e as células foram
ressuspensas em 1 mL de PBS. Apds a contagem das células, para padronizar seu
namero por tratamento, estas foram levemente lavadas com agua UP, secas no

forno a 80 °C, pesadas e submetidas a digestdao por microondas (Milestone; MLS
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1200) com acido nitrico bidestilado e H202 por 2 h e depois filtrada através de um
filtro de 0,45 ym para remover a fragdo organica. O Al total foi entdo quantificado
usando ICP-MS (Perkin Elmer; Nexion 300 D).

3.5.2 Ensaioin vivo

3.5.2.1 Manutengédo dos organismos teste Daphnia magna

Os procedimentos para manutencao foram realizados de acordo com a NBR
12713 (ABNT, 2016) e ISO 6341 (ISO, 1996). Em resumo, os animais adultos foram
mantidos em grupos de 20-30 em recipientes de vidro de 2L armazenados em
incubadoras com temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 16/8 h claro-escuro. O
meio de cultivo foi composto de agua de OR osmose reversa reconstituida com
nutrientes e as D. magna foram alimentadas trés vezes por semana, sendo que

alimentacgdo consistiu da alga Desmodesmus subspicatus em 3,5 x 107 células/mL.

3.5.2.2 Ensaio de toxicidade aguda

As condi¢bes de ensaio agudo foram realizadas de acordo com as diretrizes
da NBR 12713 (ABNT, 2016) e OECD 202 (OECD, 2004). Os experimentos foram
conduzidos com cinco concentracdes (0, 5, 50, 500, 1000, 1500 e 2000 mg/L) para
cada NP Al20s3, por 48 h e em duplicata. Dez neonatos (menos de 24 h de vida)
foram selecionados aleatoriamente e colocados nas solucdes teste em cada réplica.
Os experimentos foram conduzidos em condi¢des similares as das culturas, porém
sem alimentacdo ou iluminagdo e apos 48 h foram avaliados
imobilidade/mortalidade. A concentragdes médias efetiva (CEso) para as NP a-Al203
e n-Al203 foram determinadas pela observacdo dos numeros de individuos iméveis

apods 48 h de exposicéao.



60

3.5.2.3 Ensaio de toxicidade crbnica

A avaliagdo da toxicidade cronica seguiu a norma ISO 10706 (ISO, 2000),
que consiste em expor as mesmas condi¢gdes do cultivo (ISO, 2012; ABNT, 2016),
durante um periodo de 21 dias, os neonatos (filhotes com idade entre 2 e 26 h) de D.
magna a diferentes concentragdes das NP Al203 (0, 3,12, 6,25, 12,5 e 25 mg/L), que
foram definidas de acordo com os resultados observados no teste de toxicidade
aguda e na concentracdo mais alta sem efeito observado. Cada concentracéo
testada contou com 10 réplicas, isto é, individualmente 10 organismos foram
colocados em béqueres de 50 mL. Os ensaios foram monitorados para os seguintes
parametros: temperatura de 19+1°C, fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro;
alimentagao com a microalga D. subspicatus e renovagao do meio/solugao-teste trés
vezes por semana (sistema semi-estatico).

Apos 21 dias de exposi¢cdo foram analisados os parametros, longevidade
(numero de organismos sobreviventes), reproducdo (numeros filhotes gerados por
réplica e idade da primeira ninhada) e crescimento (tamanho da D. magna no final
dos 21 dias). Os resultados para cada parametro foram expressos em concentragao
de efeito observado (CEQO) e a concentracédo de efeito ndo observado (CENO).
Sendo que, a CEO indica a menor concentracdo da amostra que causa efeito
significativo nos organismos e a CENO a maior concentragao da amostra que nao

causa efeito significativo nos organismos.

3.5.2.4 Localizagéo e Ingestéo das NP Al>O3 em D. magna

Para monitorar a ingestdo e o destino das NP Al2O3 para D. magna, os
organismos foram expostos (50 mg/L) as NP a-Al203 e NP n-Al203 sob as mesmas
condigdes usadas nos ensaios agudos (OECD, 2004; ABNT, 2016). No final da
exposicao, os organismos foram removidos, lavados e separados para observar a
localizagdo dos aglomerados de NP em diferentes estruturas internas e externas da

D. magna com o auxilio de um microscépio estereoscopico de fluorescéncia
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(Olympus BX41) e microscopio eletrbnico de varredura com espectroscopia por
dispersao de energia de raios X (MEV/EDS).

A preparagao dos organismos para a analise de MEV/EDS consistiu em fixar
0s organismos em solugdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e tampao
cacodilato de sédio a 0,1 M (pH 7,2), pos-fixadas em tetroxido de ésmio 1% em
tampéo cacodilato 0,1 M e desidratar as amostras em uma série de solug¢des
crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100 %). Posteriormente, os organismos foram
secos no ponto critico EM-DPC-030 (Leica, Heidelberg, Alemanha), colocados em
suportes metalicos (stubs) com uma folha adesiva de carbono e revestidos com ouro
para analise em MEV (JVM JSM 6390 LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japéo, a 10 kV), no
Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.

A ingestdo das NP Al20s3 foi investigada usando organismos de 8 dias de
idade, ap6s 24 h de exposigcado e concentracdo de NP de 50 mg/L. Cada tratamento
teve trés repeticdes e cada réplica foi composta por 10 organismos. No final da
exposicao de 24 h, os organismos moveis foram lavados com agua UP, secos em
estufa a 80 °C, pesados e digeridos com acido nitrico bidestilado e perdxido de
hidrogénio com auxilio de microondas (Milestone micro-ondas, modelo MLS 1200 )
O teor de Al total (massa seca) foi determinado usando o ICP-MS (PerkinElmer
Nexion 300 D).

3.5.2.5 Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo (EROs, CAT, SOD, GSH e
LPO)

Para a realizagdo dos ensaios com o0s biomarcadores, as concentragdes
escolhidas foram baseadas na CEso de cada NP Al203 encontrada nos testes de
toxicidade aguda, portanto, a maior concentracéo utilizada foi o valor da CEso € a
menor concentracdo foi um valor aproximado da CEs, isto é, 1200 mg/L e 50 mg/L
para as NP a-Al203 e 900 mg/L e 50 mg/L para as NP n-Al20s, respectivamente. A
quantificacdo da geragdao de EROs procedeu-se seguindo protocolo de Xie et al.,

(2006), com algumas modificagbes. Apds 48 h de exposigcédo, as D. magna (juvenis,
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maior do que 5 dias de vida) foram recolhidas e transferidas para 1 mL de H2DCF-
DA com uma concentracido final de 50 uM durante 4 h a 25 °C no escuro. Em
seguida, as D. magna foram lavadas com agua ultrapura, homogeneizadas por
homogeneizador manual e centrifugadas a 6500 RPM durante 5 min. O
sobrenadante recolhido foi analisado em um leitor de fluorescéncia (SpectraMax
Paradigm, Molecular Devices) excitacdo 488 nm e emissdo 530 nm e as D. magna
inteiras foram visualizadas em estereomicroscopio de fluorescéncia (Olympus,
SZX16).

Os antioxidantes enzimaticos catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e
nao enzimatico glutationa reduzida (GSH) foram utilizados como biomarcadores de
estresse oxidativo. Para realizacdo da quantificagcdo dos antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos seguiu-se procedimento de extracdo de Barata et al., (2005), com
poucas modificacdes. Depois de 48 h de exposi¢ao, as D. magna (juvenis, com 8
dias de vida) foram recolhidas, homogeneizadas em tampé&o fosfato salino (100 mM -
pH 7,4), centrifugadas a 10,000x g por 5 min a 4°C e os sobrenadantes foram
utilizados para os ensaios cinéticos. A atividade da CAT foi determinada segundo o
método descrito por Aebi, (1984), consistindo em misturar 10 yL de amostra com
H202 (10 mM) e tampéo fosfato salino (100 mM), para a decomposig¢ao do substrato
(H202) e, por fim, registrada via espectroscopia de UV (UV-5100S) a 240 nm.

A determinacado da atividade da SOD foi realizada em 50 pL de amostra,
seguindo o método descrito por Mccord e Fridovich, (1969). O principio do ensaio
baseou-se na inibicdo da redugao do citocromo ¢ (0,075mM) pelo superdxido gerado
no sistema enzimatico xantina/xantina oxidase (56 mM). A quantidade de xantina
oxidase empregada foi aquela capaz de produzir uma velocidade de redugao do
citocromo c registada por espectroscopia de UV (UV-5100S) a 550 nm.

Para avaliagcao da atividade da GSH, conforme descrito por Beutler, Duron e
Kelly, (1963), 500 ul de amostra foi precipitada com TCA 12% na propor¢ao 1:10
(m/v). Em seguida, a amostra foi centrifugada a 1.000 RPM por 15 min e adicionado
DTNB (2,5 mM) e tampao fosfato de potassio (80 mM - pH 8,0) para manter sob

agitacao por cerca de 1 min. Na sequéncia, iniciou-se imediatamente as medidas de
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absorbancia registada por espectroscopia de UV (UV-5100S) a 412 nm. Para a
normalizacdo dos resultados de CAT, SOD e GSH utilizou-se a massa total de
proteina (mg), determinada seguindo o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

A peroxidagado lipidica (LPO) foi determinada estimando o conteudo de
Malondialdeido (MDA), segundo o método de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) descrito por Draper e Hadley, (1990) com minimas
modificagdes. Apos 48 h de exposi¢do, as D. magna (juvenis, com 8 dias de vida)
foram recolhidas e homogeneizadas com tampao (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 15 mM), misturado com 7% de SDS, 0,67% de TBA e HCL 1M. A mistura foi
aquecida a 95 °C durante 90 min, resfriada e centrifugada e registada as medidas de
absorbancia por espectroscopia de UV (UV-5100S) a 532 nm. As concentragdes de
MDA foram calculadas usando TEP como um padrdao de referéncia. Para a
normalizacao do resultado de LPO utilizou-se a massa total de proteina (mg), que foi
obtida de acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.5.2.6 Analise do comportamento de natagdo

O comportamento de nadar dos daphinidios € complexo, multiparamétrico e
considerado como um dos biomarcadores de toxicidade mais sensiveis (BOWNIK,
2017). Dessa forma, para avaliar as mudancas no comportamento de natagao
induzida pela exposi¢ao as NP Al203 para D. magna, os organismos foram expostos
as NP a-Al2Os (50 mg/L e 1200 mg/L) e NP n-Al20s (50 mg/L e 900 mg/L),
respectivamente, sob as mesmas condi¢des usadas nos ensaios agudos (OECD,
2004; ABNT, 2016) e a analise de rastreamento da distancia de natagao por video
foi realizada de acordo com o método descrito na literatura (PIKUDA et al., 2019).

Decorrido o tempo de exposigao, 10 D. magna de cada tratamento, contendo
cada um 20 replicas (n = 20) foram transferidas individualmente para uma placa de
24 pocos, preenchida com 2 mL de ISO 6341 (ISO, 2012) e ap6s um periodo de
aclimatacado de 3 min a capacidade natatéria de cada D. magna foi rastreada por 60

s (com uma velocidade de 30 frames/s), usando estereomicroscopio (aumento de
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10X, Olympus BX41). As gravagbes de video foram analisadas com o software
Kinovea (https://www.kinovea.org/), calibrado para medir o rastreamento com base
nas diferengas de contraste entre objetos (animais) e fundo (agua) sem uso de
marcadores (PIKUDA et al., 2019).

3.6 AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL DAS NP Al203

Diante do grande volume de NP Al20 produzidas que, por sua vez, acarreta
no aumento na liberagcdo das NP Al203 para o meio ambiente, justifica-se a
importancia de efetuar uma avaliagdo de risco ambiental, estabelecendo
concentragcbes maximas ou limite que protejam a diversidade de espécies e o0s
atributos funcionais dos ecossistemas naturais, especialmente nos ambientes
aquaticos. Para isso foi proposto o método de avaliagdo da Distribuicdo de
Sensibilidade de Espécies (DSE) por Newman et al., (2000). Segundo esse método,
a existéncia de uma variagdo na sensibilidade aos contaminantes ambientais é
considerada e descrita por uma curva de distribuicdo da sensibilidade de espécies.
Assim, calcula-se a concentragdo perigosa para 5% das espécies (HC5) e, como
consequéncia, estima-se quais espécies sdo mais afetadas pelas NP Al2O3, com

énfase nas fases cristalinas das NP.

3.6.1 Coleta dos dados

Os estudos de toxicidade das NP Al203 foram coletados de mais de 50
relatérios e publicagdes cientificas no banco de dados Web of Science, Science
Direct e Scopus, até dezembro de 2019 (Quadro A1 — Apéndice). Dentre os varios
endpoints publicados na literatura, a triagem de dados seguiu os critérios descritos
por Coll et al. (2016), incluindo efeitos na sobrevivéncia, crescimento, reprodugao,
concentragado letal mediana (CL50), metade da concentragcdo maxima de efeito
(CE50), concentragao inibitéria minima (CIM), menor concentracao de efeito

observado (CEO), nenhuma concentragdo de efeito observada (CENO) e a metade
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da concentragao inibidora mima (CI50). No entanto, como relatado em estudos
recentes foram incluidos estudos com alteracbes nos processos metabdlicos,
expressao génica, imunotoxicidade e atividade enzimatica. Apesar de sua relevancia
relativamente menor para a avaliacdo de risco, objetivou-se cobrir a maioria dos
estudos que investigaram a toxicidade em diferentes grupos taxondmicos expostos
as NP Al203 com diferentes fases cristalinas, visando avaliar a variedade de dados
de toxicidade em ecossistemas aquaticos. Além disso, na selecdo de dados
toxicoloégicos optou-se por desconsiderar as publicagcbes que relataram efeitos in
vitro e priorizar endpoints crénicos sobre agudos, se ambos estivessem disponiveis
no mesmo estudo, no conjunto de dados os valores de toxicidade foram

padronizados em mg/L.

3.6.2 Distribuigcdo de Sensibilidade de Espécies (DSE)

O DSE foi realizado com os valores de toxicidade (CE, LC, CEO, CMI, Cl e
CENO) dos dados experimentais recuperados dos relatérios e publicagdes
cientificas (Quadro A1). Os dados de toxicidade de 53 espécies de diferentes
grupos foram resumidas como médias geométricas e uma curva logistica (log) foi
ajustada aos dados, usando regressao nao linear construida usando o Species
Sensitivity Distribution Generator (SSD), que é uma ferramenta usada para criar DSE
personalizados (USEPA, 2005). Além disso, o HC5, isto é, a concentragao esperada
para ser protetora para 95% das espécies expostas as NP Al2O3 foram calculadas a
partir dos SSD. De acordo com o valor do HC5 derivado do modelo SSD, a
concentragao previsivelmente sem efeitos (PNEC) foi determinada dividindo-se por
um fator de avaliagao (FA), que foi calculado pela seguinte equagao:
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PNEC = HCS
" FA

Onde:
PNEC = Concentracdo previsivelmente sem efeitos
HC5 = Concentragao perigosa para 5% das espécies

FA = Fator de Avaliagao

Atualmente, um FA de 2 é usado na maioria dos estudos quando os dados
de toxicidade abrangem pelo menos trés grupos taxondémicos (GOTTSCHALK;
NOWACK, 2011; COLL et al., 2016), No presente estudo foi usado uma metodologia
de acordo com a orientagdo REACH (ECHA, 2008) e adaptada para NP (COLL et
al., 2016; WANG; NOWACK, 2018a), isto €, um FA de 10 foi usado para LC/CEz2s-50
e Cl2ss0, um FA de 2 para LC/CE10-20 e um FA de 1 para valores de CEO, CMI e
CENO (Quadro A1).

3.6.3 Risco ecoldgico

O potencial risco ambiental das NP Al20s3 foi avaliado pelo uso da taxa de

caracterizagao de risco (RCR), sendo esse calculado pela seguinte equacao:

RCR — PEC
" PNEC

Onde:
RCR = Caracterizagao de risco
PEC = Concentragao ambiental prevista

PNEC = Concentragao previsivelmente sem efeitos
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Na féormula a relagdo da concentracdo ambiental prevista
(PEC)/concentragao previsivelmente sem efeitos (PNEC) indica o grau de risco
esperado para ser causado pelas NP Al20s. Se o risco for menor que 1, significa que
0 risco para o ambiente €& controlado no cenario de exposicdo em questdo. Se o
risco for maior que 1, certas medidas de gerenciamento de risco devem ser
tomadas. As PEC foram retiradas de recentes estudos (WANG; NOWACK, 2018a;
WIGGER; NOWACK, 2019) em agua superficial na Unido Européia. As distribuicoes
das PNEC correspondem aos valores HC5 calculados neste trabalho, conforme

descrito na se¢ao anterior.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados relativos aos efeitos das NP Al203 nos ensaios in vitro e in vivo
foram analisados usando as ferramentas disponiveis no pacote especializado do
programa GraphPad Prism® v7.0 (StatSoft Inc). Antes de realizar qualquer analise
paramétrica nos conjuntos de dados, o teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi
realizado para garantir que os dados atendessem aos requisitos de distribuicdo
normal. Se os requisitos para o teste paramétrico foram atendidos, um teste de
Bartlett era aplicado para verificar a homogeneidade da variacdo dos dados. Os
conjuntos de dados para os parametros medidos atendem aos requisitos normais de
distribuicdo e homogeneidade e, portanto, foram avaliados usando a ANOVA,
seguido pelo teste de Dunnett (comparacao entre tratamentos e seus respectivos
controles) ou Tukey (comparacao multipla) foi aplicado como teste post-hoc.

O ensaio de viabilidade celular foi calculado pelo teste de Dunnett, para
comparar os tratamentos com seus respectivos controles, ja os dados de
morfometria nuclear, apoptose, ensaio clonogénico e biomarcadores bioquimicos
foram calculados pelo teste de Tukey. Para o ensaio de toxicidade aguda em D.
magna, a CEso e o intervalo de confianca de 95% foram calculados a partir de curvas
de regressao nao linear pelo método probit (NEWMAN, 1995). A concentragao de

efeito nao observado (CENO) e a menor concentragao de efeito observado (CEO),
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considerando longevidade, comprimento corporal, idade da primeira ninhada, tempo
da primeira ninhada e recém-nascidos por adultos sobreviventes foram calculadas
pelo teste de Dunnett, visando identificar diferengas significativas entre os
tratamentos controle e expostos as NP Al203. Os dados para biomarcadores
bioquimicos e comportamento para D. magna foram calculados pelo teste de Tukey.
Os resultados s&o apresentados como média + desvio padrdo (DP) e as diferengas

foram consideradas estatisticamente significantes para p<0,05.
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CAPIiTULO IV

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGAO DAS NP Al203

411 Difratometria de Raio-X (DRX)

A fase cristalina das NP devem ser levadas em conta quando avaliados os
potenciais efeitos bioldgicos adversos, visto que, as propriedades fisico-quimicas
dos materiais podem variar de acordo com a fase cristalina, como demonstrado para
o TiO2 (BRAYDICH-STOLLE et al., 2009; XUE et al., 2010; SAYES, 2014) e Fe20s3
(DEMIR et al, 2015). Nesse trabalho utilizou-se diferentes técnicas de
caracterizagao para confirmar as caracteristicas das NP Al203 e a técnica DRX
confirmou as duas fases cristalinas a (alfa) e n (eta).

Os padrées dos picos de DRX para as NP a-Al203 e NP n-Al203 na Figura
7 revelaram particulas de Al203 de elevada pureza, conforme o banco de dados
Joint Committee on Powder Diffrraction Standards (JCPDS) N°. 01-088-0826, e
todos os principais picos dominantes da a-Al203 podem ser identificados. A fase n-
Al20s3 foi confirmada pelo padrao de DRX (JCPDS N°. 01-079-1557) e apresentou
picos mais amplos com um grau de resolucédo reduzido, indicando certo grau de
desordem estrutural (NOGUEIRA et al.,, 2016; LU et al., 2017). As NP a-Al203
mostraram a simetria de um sistema cristalino romboédrico (TRAINOR et al., 2002) e
uma estrutura compactada de atomos de O na célula unitaria hexagonal com Al
ocupando dois tercos dos intersticios, em contraste com a célula unitaria das NP n-
Al203 apresentava uma estrutura cubica de face centrada.

Isso pode ser explicado pelas distintas metodologias de sinteses utilizadas
e, principalmente, pelas diferentes temperaturas empregadas nos tratamentos
térmicos (TONIOLO; LIMA; TAKIMI, 2005). Nos ultimos anos, varias técnicas, como

hidrotérmica, métodos de combustdo, pulverizacdo, ablacdo a laser, pirdlise,
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fresagem mecanica, precipitagdo e método sol-gel foram utilizadas para a sintese de
NP Al20s3. Dessa forma, essas diferencas na estrutura cristalina influenciam as
propriedades fisico-quimicas finais, como estado de aglomeracdo, formato das
particulas, quimica da superficie, area superficial, carga superficial e porosidade
(DHAND et al., 2015).

Materiais cristalinos exibem um difratograma caracteristico, o que
simplificadamente quer dizer que os materiais podem ser identificados e
caracterizados segundo a sua cristalinidade. Dessa forma, a largura da base do pico
€ inversamente proporcional ao tamanho das particulas, sendo assim, as NP n-Al203

devem apesentar didmetro de particula menor que as NP a-Al203 (CULLITY;

STOCK, 2001).

(104)
(113)

(012)

(1-A|203

(110)
(116)

Intensidade (u. a.)

20 30 40 50 60 70 80
2 0 (graus)

Figura 7 - Difratogramas de DRX das NP a-Al203 e NP n-Al20s.
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41.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A técnica de MET foi utilizada para detrminar o didmetro médio e o formato
das NP a-Al2O3 e n-Alz03 (Figura 8). A analise das imagens indicaram que o
diametro médio das NP Al2O3 nao diferiu significativamente (p>0,05) entre elas, isto
€, o didmetro médio para NP a-Al20s3 foi de 49 + 20,8 nm, apresentando particulas
entre 5 a 90 nm com a maioria das particulas entre 35 a 60 nm (aproximadamente
65%) (Figura 8 C) e para NP n-Al2O3 o didmetro médio foi de 35 + 14,1 nm,
compreendendo particulas com diametros entre 5 a 85 nm com a maioria das
particulas entre 25 a 40 nm (aproximadamente 73%) (Figura 8 D). Além disso, no
que diz respeito ao formato, as NP a-Al20s mostraram particulas irregulares,
aglomeradas e com formato quase esféricas (Figura 8 A). Ja as NP n-Al20O3 também
apresentaram particulas irregulares e aglomeradas, porém o formato tendeu a
bastbes (Figura 8 B).

A forma cristalina das NP Al203 influencia muito suas propriedades fisico-
quimicas, enquanto estudos sobre os efeitos de diferentes formas cristalinas das
Al2O3 sao particularmente escassos. Neste estudo, além das distintas fases
cristalinas também pode-se concluir que sao dois formatos de particulas diferentes,
ou seja, esferas e bastdes. Em um recente estudo mais detalhado das propriedades
cristalinas das NP Al203, Lu et al., (2017) relataram que as NP Al2O3 com diferentes
formas cristalinas (a-Al203 e n-Al203) apresentaram diferentes formas, os autores
atribuem essa diferenca aos precursores usados para obtencao das NP Al203. Além
disso, os resultados das imagens de MET corroboram com os dados dos
difratogramas de DRX das NP AlOs, visto que, as NP n-Al20s apresentaram
didametros médios menores que as NP a-Al20s. Esse resultado ja era esperado, pois
a base dos picos do difratogrma de DRX das NP n-Al203 apresentou base mais

alargada em comparagao com a base dos picos das NP a-Al20s.
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41.3 Area superficial (BET)

As areas superficiais estimadas pela equagdo BET foram 94,4 m?/g para NP
a-Al203 e 167,0 m?/g para NP n-Al203, esses resultados indicam um menor didmetro
para NP n-Al20s, resultando em maior area superficial e, consequentemente maior
disponibilidade de ions superficiais. De fato, NP menores tém maior area superficial
e numero de particulas por unidade de massa em comparagao com microparticulas
(GATOO et al.,, 2014). Além do aumento da reatividade com a diminuicdo do
didmetro da particula, observado nas imagens de MET e nos difratogramas de DRX,
resultam no aumento da éarea de superficie por unidade de massa. Particulas

menores tendem a ter mais arestas e cantos por unidade de superficie e, portanto, a
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reatividade por unidade de area de superficie também tende a aumentar com a
diminuigdo do tamanho de particula (SHAJI; ZACHARIAH, 2017).

4.1.4 Diametro efetivo (DE) e Potencial Zeta (PZ) e indice de polidispersao
(IP)

Para monitorar os principais fatores que podem influenciar os efeitos
adversos das NP Al20s, o didmetro efetivo (DE), estabilidade (PZ) e amplitude da
distribuicdo de tamanhos (IP) em diferentes suspensbdes coloidais foram
determinados em agua UP, nos meios dos ensaios agudo (ISO) e cronico (M4) com
D. magna e, ainda, no meio para cultivo celular RPMI contendo 10% de SBF (Tabela
2). Em geral, as NP Al203 permaneceram estaveis em agua UP e a estabilidade
tendeu a diminuir com o aumento da concentragcdo de sais dissolvidos no meio. O
PZ, por exemplo, diminuiu de -30,8 para -5,4 mV para as NP a-Al203 e 33,4 para
17,3 mV para as NP n-Al203, respectivamente, no meio de suspensao M4 (Tabela
2). Para o meio RPMI também ocorreu uma redugao de aproximadamente 50% do
valor do PZ em relagao ao observado em agua UP (Tabela 2).

As NP Al203 apresentaram maior estabilidade na agua UP, pois sob essa
condicdo ha mais ions livres na superficie da NP. Os meios ISO e M4 contém
cations divalentes, principalmente calcio e magnésio. Ja o meio RPMI é uma solugao
tamponada composta principalmente de proteinas, como albumina sérica e outras
biomoléculas (incluindo aminoacidos e sais ibnicos), levando a alta forga idnica e
sedimentacdo acelerada das NP Al2O3 (WELLS et al., 2012; LIU et al., 2018;
MELEGARI et al., 2019). Além disso, a reversao da polaridade indicou que as NP
Al203 possuem caracteristicas superficiais distintas, isto €, para as NP a-Al203
(carga negativa) e NP n-Al203 (carga positiva), promovendo maior interagao entre as
superficies as NP a-Al203 e o meios (ISO, M4 e RPMI) (BERG et al., 2009; HWANG
et al., 2012; GHOSH et al., 2019).
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Tabela 2 - PZ, pH, DE e IP para NP a-Al203 e NP n-Al2O3 suspensas nos meios agua UP, ISO, M4 e
RPMI.

NP Meios PZ (mV) pH DE (nm) IP
uUpP -30,8+1,8 72+0,7 504,4 £ 108,6 0,33+0,1
ISO 95+23 73+1,0 1320,0 + 241,7 0,49+0,2
0-A|203
M4 -54+1,0 76104 1652,0 + 206,5 0,67 £ 0,1
RPMI -15,70+ 1,2 8,22+0,2 7370,2 + 1885,3 0,40 £ 0,07
UpP 334+1,1 6,7+0,7 473,0 £ 67,2 0,29 + 0,07
ISO 18,3+ 1,0 72+0,9 802,3 +124,3 0,34 +0,1
r]-AI203
M4 17,3+0,9 75+0,6 1192,2 + 118,6 0,40+ 0,1
RPMI 15,36 £ 1,9 8,26 +0,9 647,30 + 36,0 0,12+ 0,02

Os baixos valores de PZ e a carga superficial distinta, como pode ser visto
na Tabela 2, indicam uma tendéncia para a agregacédo das NP (HWANG et al.,
2012; GHOSH et al., 2019), nesse sentido, o DE das NP a-Al203s em comparagéo
aos NP n-Al203 mostrou uma ligeira diferenga no aumento dos didmetros no meio
ISO, M4 e RPMI em comparagdao a agua UP. De acordo com a literatura
(GONCALVES et al., 2018; MELEGARI et al., 2019; PUERARI et al., 2019) a alta
dureza, devido a alta concentragao de ions (principalmente em M4 e RPMI), indica
que o meio desestabiliza as particulas devido a sua interagdo com os ions de sal e
biomoléculas, o que resulta em um aumento no DE e também promove a formagao
de aglomerados (MAIORANO et al.,, 2010), permitindo que as particulas se
dispersem em tamanhos maiores, o que resulta na reducado da area de superficie da
particula, como verificado por valores do IP acima de 0,3 (Tabela 2). Foi relatado
(MORADI-SARDAREH et al., 2018) que, para as NP, um valor de PDI menor que 0,1
indica que eles sao altamente monodispersos, 0,1-0,4 moderadamente
monodispersos e maior que 0,4 altamente polidispersos. Assim, os NP n-Al203

apresentaram uma distribuicdo de tamanho mais estreita que os NP a-Al20s.
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4.2 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

4.2.1 Ensaio in vitro

4.2.1.1 Ensaio de viabilidade celular

Para determinar a citotoxicidade das NP Al2O3 expostas as células N2A e
BEAS-2B foi realizado o ensaio de vermelho neutro (NRU), que é um indicador de
viabilidade celular altamente sensivel da integridade lisossémica (BORENFREUND;
PUERNER, 1985). Nesse ensaio, o numero de células viaveis se correlaciona com a
magnitude da redugado do corante (LI et al., 2011), fornecendo uma visdo geral da
condicdo metabdlica da célula. Sendo assim, possibilita distinguir entre células
viaveis, danificadas ou mortas por meio de medigdes espectrofotométricas (GHOSH,;
CHAKRABORTY; MUKHERJEE, 2013). Os danos aos lisossomos foi proposto como
um mecanismo emergente de nanotoxicidade (STERN; ADISESHAIAH; CRIST,
2012), pois a maioria das NP endocitadas se acumulam dentro dos compartimentos
lisossdbmicos sem saida evidente (IVERSEN; SKOTLAND; SANDVIG, 2011).

Os resultados mostraram que a exposicao de células as NP a-Al203 e NP n-
Al203 levaram a diminuicdo da viabilidade em fungcdo da concentragdo das NP e do
tempo de exposicao (Figura 9). Para tempos de exposi¢cao mais curtos (24 h e 48 h),
foram observadas redugdes significativas de viabilidade para as NP Al203, com
efeitos comegando em concentragdes de 500 ug/mL (24 h) e 100 pg/mL (48 h) para
células N2A (Figuras 9 A e B) e 100 ug/mL (24 h) e 50 ug/mL (48 h) para células
BEAS-2B (Figuras 9 D e E).
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Figura 9 - Viabilidade celular em porcentagem para células N2A e BEAS-2B tratadas com NP
Al203 por 24, 48 e 72h. Os valores sdo médias = DP (n=3). O asterisco (*) representa diferenga
significativa (p < 0,05) entre a amostra tratada e o respectivo controle.

Por outro lado, apds 72 h de exposicédo, as NP n-Al2O3 apresentaram maior
citotoxicidade que as NP a-Al203 e as NP n-Al2O3 ndo mostraram um efeito
citotoxico significativo nas células N2A em concentracbes menores que 100 ug/mL
(Figura 9 C). Para as células BEAS-2B, apds 72 h, foi observada uma reducao da
viabilidade na concentragdo 5 ug/mL na exposicéo nas duas NP Al20s3 (Figura 9 F)
e, notavelmente as NP n-Al203 induziram uma diminui¢do significativa da viabilidade
na concentracao de 0,5 ug/mL (Figura 9 F). A correlagcao dos principais fatores que
influenciaram a maior citotoxicidade das NP n-Al2Os (por exemplo, tamanho de
particula, forma e area superficial) ndo foram estudados anteriormente. No entanto,
poucos autores abordaram a fase cristalina das NP Al2O3 ou diferengas morfoldgicas
e nao observaram que certas fases cristalinas podem induzir citotoxicidade (KWON
et al.,, 2015).

Verificou-se que as NP n-Al203 sdo mais tdxicas em menores concentragdes
do que as NP a-Al20s3, as fases cristalinas das NP Al2O3 testadas possuem

diferentes células unitarias, ou seja, distintos rearranjos atdbmicos, resultando em
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diferentes empacotamentos e formatos. Esses fatores influenciam diretamente as
propriedades fisico-quimicas finais, tal como a carga superficial positiva da NP n-
Al20s, verificada na anadlise de PZ, que promove maior interagdo com as células e
uma maior internalizagcdo mediados por processos endociticos associado a
desestabilizag&o lisossémica resultante do ambiente acido lisossémico (pH abaixo
de 5) (CASEY; GRINSTEIN; ORLOWSKI, 2010; KIM et al., 2015). O ambiente acido
dentro dos lisossomos podem acelerar a liberagdo de ions de Al, resultando na
liberacdo de proteases lisossébmicas, incluindo hidrolases e catepsinas a catepsina B
para o citosol, que, por sua vez, levam a producao de EROs e outras alteragdes que
gradualmente se tornam irreversiveis (BOYA; KROEMER, 2008).

4.2.1.2 Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo

Uma possivel causa de indugdo do estresse oxidativo € o aumento na
geragado EROs, correlacionados com a concentragdo das NP, a qual as células séo
expostas (NEL, 2006). Geralmente, quando a geragao de EROs aumenta ou quando
os mecanismos de defesa das EROs sao comprometidos diz-se que células estéao
sob estresse oxidativo (NEL, 2006). A capacidade das NP a-Al203 e NP n-Al203 de
induzir estresse oxidativo foram avaliadas medindo-se a geracdo de EROs, a
atividade dos antioxidantes enzimaticos e ndao enzimaticos CAT, SOD e GSH e a
determinacao da LPO das células N2A e BEAS-2B expostas por 24,48 e 72 h.

Como visto na Figura 10, os resultados indicam que as NP Al2O3 induziram
um aumento significativo na geracdo de EROs intracelular em ambas as células.
Contudo, o nivel aceitavel de significancia foi alcancado apenas na concentragao
mais alta testada, isto é, 50 ug/mL para as células N2A expostas por 24, 48 e 72 h.
Um resultado semelhante foi observado para células BEAS-2B, porém na
concentragdo mais baixa testada, ou seja, 0,5 ug/mL apds 72 h de exposi¢cao. Nessa
concentracao foi observado um aumento significativo para as células expostas as
NP n-Al2Os. Alguns estudos indicaram que ha uma relagdo direta entre as

propriedades fisico-quimicas das NP (por exemplo, area de superficie e forma da
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particula) e a capacidade de geracdo de EROs (OBERDORSTER et al., 2005; NEL,
2006; MIRSHAFA et al., 2017). Neste estudo, as NP n-Al2Os mostraram uma area de
superficie maior que as NP a-Al20s, portanto, a primeira induziu um aumento na
geracdo de EROs em comparagdo com a ultima nos dois tipos de células (Figura
10).

Com isso, consequentemente, foi observado uma instabilidade do sistema
antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico (CAT, SOD e GSH) e antioxidantes
essenciais, que desempenham papéis importantes na protegcéo das células contra o
estresse oxidativo (BIRBEN et al., 2012). Os resultados mostraram que as NP Al203
nao causaram quase nenhuma alteracdo na atividade de CAT, SOD e GSH nas
células, principalmente nas células N2A apdés 24 h (Figura 10). Todavia, com
tempos de exposigdo mais longos, embora tenha havido um aumento na atividade
da CAT, os resultados mostraram que as NP Al2O3 causaram diminuicdo nas
concentracdes de SOD e GSH (Figura 10).

Esses resultados corroboram com um estudo realizado por Alshatwi et al.,
(2013), no qual as NP Al203 causaram inibicdo significativa das enzimas
antioxidantes CAT, SOD e GPx, levando a um aumento nas EROs. Em relagao a
resposta ao estresse, impulsionada pela instabilidade do antioxidante, observou-se
um aumento significativo nos conteudos de MDA nas duas células expostas as NP
Al2Os3, resultantes da LPO, danificando as membranas celulares e causando morte
celular (SRIKANTH et al., 2015). Portanto, os resultados mostram que a exposi¢cao
as NP de a-Al203 e n-Al203 promoveram uma perda de integridade das membranas
celulares. Em varios outros estudos verificou-se que a LPO via geracédo de EROs
esta associada a exposigao as NP a-Al203 e NP y-Al203 (estruturas cristalinas alfa e
gama), induzindo citotoxicidade para as células de mamiferos (ALSHATWI et al.,
2013; DAOUD ALI; ALKAHTANI; ALARIFI, 2015; SRIKANTH et al., 2015; LI; ZHOU;
FAN, 2016), podendo acarretar apoptose e muitas vezes uma perturbagéo geral do
equilibrio redox celular (EISENBRAND et al., 2002; FU et al., 2014).



79

550 0,5 50 (ng/mL)

BEAS-2B

CcTo,

CT 0,5 50 0,5 50

[=
:
E: 2 £
(% 001 = 8jonuo))

490 op eAlle|al e|ougoasalon|d

CT0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

CT 0,5 50 0,5 50

o
o
] 2 2
(% 001 = 8|lonuo))

490 op eAlejal ejougasalon|4

CT 0.5 50 0,5 50 (pg/mL)

CT 0,5 50 0,5 50

T
o o o
=]

200
150

(% 001 = 8j053u02)
420 op eAlje|al elougdsalon|4

sQyd

N2A

BEAS-2B

N2A

BEAS-2B

N2A

=t
E
)
2
2[00
a|o
o
8|2
2w
o
|00
£ (5]
o~
~ o
wn
S|
2 o™~
o | =
o
=
o
= e & © @ o
w o wn o n
a N o+ =
(% 001 = 2]013u0D) LYD BP 3PEPIARY
o
E
2
2|m
a|oy
o
i
2w
o
=00
= [&]
o0
< o
2
&
3
w| <
o
-
o
r i
o
(% 001 = 81013U0D) LYD BP SPEPIARY
=y
E
2
2|m
ol
2 (2}
o<t
ofd
~|00
£ (4]
o
o™ (=]
wn
n
S|
ol
2
0| &
o
=
o

T
o =]
n

150
100

(% 001 = 3]013u0D) LY BP apepiAnyY

1vD

150

1004
50

CT0,5 50 0,5 50

CT 0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

BEAS-2B

N2A

(% 001 = 3j01}U0D) QOS EP 2PEPIABY

150

100
50

CT 0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

CT0,5 50 0,5 50

BEAS-2B

N2A

(% 001 = @|013U0D) AOS P SPEPIANY

150

1004
50

CT0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

CT0,5500,5 50

BEAS-2B

N2A

(% 001 = 3]01}U0D) AOS EP 2PEPIARY

aos

50

T
=]
wn =3
-

CT0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

BEAS-2B

CTO0,5 50 0,5 50

N2A

(% 001 = 3101U0D) HSD EP apEPIARY

5
1004

50
0

CT 0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

CT 0,5 50 0,5 50

BEAS-2B

N2A

(% 001 = ®1013U0]) HSD EP 2pEPIARY

T
=] =]
o

50
0

CT0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

CT 0,5 50 0,5 50

BEAS-2B

N2A

(% 001 = @1013u0D) HSD EP apePIARY

HSO

o
Fa]
o
[
©
Qo
£
o
o
@
wi
T T T T
(= (=} (=] =] o
Iy o n =] n
o~ N - -

(% 00} = 3jonuod) Od1

200
1504

=]
el
o~

(% 00} = 8jonued) 0d1

100

=]
w0
-

(% 00} = aj10nu02) Od1

50
0

CT 0,550 0,5 50 (ng/mL)

CT0,5 50 0,5 50

CT0,5 50 0,5 50

CT 0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

BEAS-2B

CT 0,5 50 0,5 50

0Od1

BEAS-2B

N2A

CT0,5 50 0,5 50 (ng/mL)

BEAS-2B

N2A

N2A

El 1-ALO;

- CL-AI203

Figura 10 - Biomarcadores de estresse oxidativo de células N2A e BEAS-2B expostas as NP
Al2O3 por 24, 48 e 72h. Os resultados estdo expressos em porcentagem em relagdo ao controle

(100%) como média + DP (n = 2). Letras diferentes indicam diferengas significativas na mesma

coluna apds a ANOVA de duas vias (p <0,05).
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4.2.1.3 Analise de morte celular por LA/IP e Caspase

A apoptose é um importante mecanismo de morte celular causado pelo
estresse oxidativo induzido por NP (HSIN et al., 2008). Entre as diferentes vias
apoptoticas, a via apoptdtica mitocondrial intrinseca desempenha um papel
importante na morte celular induzida por NP de 6xidos metalicos, uma vez que, as
mitocdndrias sdo uma das principais organelas alvo do estresse oxidativo induzido
por NP (TIAN et al., 2006). Estudos mostraram que as NP Al203 induzem geracao de
EROs, ocasionando desestabilizagao lisossomal, visto que, hidrolases e catepsinas
lisossbmicas podem promover a geragdo de EROs pelas mitocondrias, criando,
assim, um ciclo de feedback que leva a um aumento adicional da permeabilizacao
lisossébmica e, consequentemente, a ativagao de caspases que poderiam acelerar ou
ampliar o processo de morte (KERMANI et al., 2018).

Apos a exposicao as NP a-Al203 e NP n-Al203, as células N2A e BEAS-2B
mostraram as alteragdes morfolégicas caracteristicas de: (i) células apoptéticas
precoces com nucleos verdes com a condensagao da cromatina perinuclear, sendo
exibida como manchas ou fragmentos verdes brilhantes (Figura 11 E); e (ii) células
apoptéticas tardias com nucleos de laranja a vermelho com cromatina condensada
ou fragmentada e sangramento da membrana celular (Figura 11 E). Por outro lado,
esses tipos de alteragdes morfoldgicas caracteristicas foram raramente vistos nas
células de controle, que mostravam nucleos verdes brilhantes e homogéneos com

uma estrutura integra (Figura 11 D).
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Figura 11 - Inducéo de apoptose em células N2A e BEAS-2B. (A-C) Porcentagem de células viaveis
e apoptéticas detectadas com dupla coloragédo (LA/IP) € mostrada para as células N2A e BEAS-2B.
(D) Imagens fluorescentes de células ndo tratadas com estrutura normal. (E) Apoptose precoce,
incluindo bolhas, apoptose tardia e necrose observada apds 24, 48 e 72 h. (F-H) Porcentagem da
atividade da Caspase 3/7. V: células viaveis; B: bolha na membrana celular; AP: apoptose precoce
AT: apoptose tardia; N: necrose. Os resultados estdo expressos como média + DP (n = 3). Letras
diferentes indicam diferengas significativas nos mesmos grupos apds os diferentes tempos de
exposicao, de acordo com a ANOVA de duas vias (p <0,05).

A exposigcdo a concentragdo de 50 pg/mL mostrou que as células
apoptdticas tornaram-se o tipo de célula cada vez mais predominante para as
células N2A e BEAS-2B expostas as duas NP Al2Os, especialmente, apés 48 e 72 h
(Figura 11 B e C). As células BEAS-2B expostas as NP n-Al2Os (50 pg/mL)

mostraram uma diminuicdo no numero de células viaveis quando comparadas ao
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controle, seguido do aumento concomitante no numero de células apoptoticas: 14 +
0,7% (24 h), 16,7 + 3,1% (48 h) e 31 + 3,0% (72 h) (Figura 11 A-D). A apoptose
pode ser induzida por diferentes NP metdlicas e O6xido metalicos, como Ag
(MARANO et al., 2011), TiO2 (UBOLDI et al., 2016), e 6xido de niquel (NiO) e ZnO
(MA; WILLIAMS; DIAMOND, 2013). No entanto, as respostas dependem das
caracteristicas fisico-quimicas distintas das NP (LI et al., 2016). Nos resultados
apresentados no presente trabalho, as NP Al203 apresentaram efeitos apoptoticos
Obvios, mas quase nenhum efeito necrético ébvio nas células N2A e BEAS-2B.

Para verificar os resultados da coloragao de LA/IP, a analise da atividade da
caspase-3/7 foi usada como um marcador apoptético adicional para estudar os
efeitos das NP Al203 nas células N2A e BEAS-2B, uma vez que as caspases sao
ativadas durante a apoptose celular e sdo conhecidas por desempenhar um papel
importante no processo de apoptose (JANICKE et al., 1998). Apds 24 e 48 h de
exposicao, o aumento significativo na atividade da caspase 3/7 foi observado
apenas no caso das células N2A e BEAS-2B tratadas com 50 pg/mL (Figura 11 F-
H). Contudo, apds 72 h de exposi¢gao as NP n-Al203 a 0,5 yg/mL foi observado um
aumento significativo na atividade da caspase 3/7 nas células BEAS-2B (Figura 11
H). Esses resultados sugerem que a citotoxicidade ocorre alterando a homeostase
celular gerando estresse oxidativo induzido por radicais livres, produzindo apoptose
(MORSY; ABOU EL-ALA; ALI, 2013). Além disso, foi relatado que as NP Al2O3
afetam negativamente a morfologia celular e os componentes celulares, levando a
apoptose e danos ao DNA e as proteinas (JENG; SWANSON, 2006; CHEN et al.,
2008; RADZIUN et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

4.2.1.4 Avaliagdo morfométrica nuclear

Durante a apoptose ocorrem uma sequéncia de alteragbes morfoldgicas
especificas como condensacado nuclear, fragmentacdo de DNA, dissolugcdo de
cromatina e alteragdes na membrana celular, indicando uma desregulagdo no ciclo
celular (BOLD; TERMUHLEN; MCCONKEY, 1997). Para analisar algumas dessas
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alteracdes durante a apoptose induzida por NP Al203 nas células N2A e BEAS-2B,
foi utilizado um ensaio com coloragdo por DAPI para distinguir a alteragdes no
nucleo das células tratadas com NP Al20s. Apds a exposigdo por 24, 48 e 72 h,
seguido pela coloracdo com DAPI foi observado o aumentou na porcentagem de
nucleos irregulares nas células N2A e BEAS-2B (Figura 12 B-G). Na concentragao
de 50 pg/mL, apdés 72 h de exposigdo, o aumento de nucleos irregulares foi
observado apenas para células BEAS-2B expostas as NP n-Al20s (Figura 12 G).

Apébs 48 e 72 h, as NP n-Al203 aumentaram consideravelmente a proporgao
de nucleos com condensagdao em uma forma quase esférica (Figura 12 A) nas
células N2A e BEAS-2B. De acordo com Vamanu et al., (2008) a apoptose foi
caracterizada por encolhimento citoplasmatico, condensagéo de cromatina (forma
quase esférica) e fragmentacao de DNA, que é uma forma ativa de morte celular por
parada do ciclo celular que ocorre em resposta a varios agentes, incluindo NP. Para
compreender a dindmica do ciclo celular é crucial ndo apenas em condicoes
fisiologicas normais, mas também em condi¢cdes de estresse, assim, entender se a
diminuigédo da viabilidade mediada pelas NP Al2O3 estd associada a desregulagao do
ciclo celular. Um estudo recente de Periasamy, Athinarayanan e Alshatwi, (2016)
demonstrou que as NP y-Al203 aumentaram a proporcéo de células na fase G0/G1 e
o0 numero de células na fase G2/M diminui, consequentemente uma divisdo celular
mais lenta ocorre nas células expostas a longo prazo. Nesse sentido, as NP a-Al203
e NP n-Al203 podem ser capazes de inibir a proliferagéo celular via parada do ciclo
celular na fase G1/GO, resultando em uma reducdo total da viabilidade apods
exposicao a curto prazo (24, 48 e 72 h) e a longo prazo (10 d) (MARANO et al.,
2011).
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4.2.1.5 Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico, também chamado de ensaio de formag&o de coldnias,
€ um ensaio baseado na sobrevivéncia celular, que mede a capacidade de uma
unica célula de formar uma colbnia. Foi descrito pela primeira vez em 1956 por Puck
e Marcus, (1956). Desde entdo, tem sido utilizado em uma variedade de estudos
oncolégicos para detectar células que mantém a capacidade de produzir um grande
numero de descendentes apods tratamentos que podem causar morte reprodutiva
como resultado de danos aos cromossomos, apoptose, etc. (BROWN; ATTARDI,
2005).

Com o crescimento da nanotecnologia, também foi proposto como um
método para determinar a sobrevivéncia celular apds a exposicdo a diferentes NP
(HERZOG et al., 2007; WEI et al., 2014; SOUZA et al., 2016; NOGUEIRA et al.,
2019; SOUSA; SOARES; SOARES, 2019a). Nesse estudo, o ensaio clonogénico foi
usado para avaliar os efeitos induzidos pela exposi¢ao prolongada. Os resultados
demonstraram que as NP a-Al203 e NP n-Al2z03 diminuem o potencial das células
N2A e BEAS-2B de formar uma coldnia (acima de 50 células) (Figura 13 A). Apds a
exposicao (0,5 e 50 ug/mL) por 24, 48 e 72 h, em seguida, semeadas sem
exposicao a nenhuma NP Al203 por 10 dias, foi observado que as NP a-Al2O3 néo
afetaram a capacidade de formacao de colbnias das células N2A nos tempos de 24
e 48 h (Figura 13 B). Todavia, as NP n-Al203 acarretaram inibicao significante
(p<0,05) na concentracao de 50 pg/mL nas células expostas por 48 h. Apds 72 h foi
observado inibicdo para as células N2A e BEAS-2B expostas as NP Al2Os3 (Figura
13 C) com inibicdo da formagao de colbnias quase completa ocorrendo para 50
Mg/mL e uma inibicdo significante para 0,5 yg/mL (comparado ao controle) nas
células BEAS-2B expostas as NP n-Al2Os (Figura 13 C).

Embora as concentragdes utilizadas neste estudo sejam relativamente altas,
elas sao comparaveis as utilizadas em estudos anteriores com outras NP, além das
NP Al203 (KIM; BAEK; CHOI, 2010; WEI et al., 2014; SOUSA; SOARES; SOARES,
2019a). Por exemplo, Kim, Baek e Choi, (2010) observaram uma diminuicao

significante no numero de col6nias apds as células A549 serem expostas a 0,5
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mg/mL de NP Al203 por 10 dias. Wei et al., (2014) relataram que o tamanho e a
concentragao alta de NP Al203 reduziram significativamente o numero de colénias,
mas nao houve redugdes significativas na viabilidade (numero de clones) nas

concentragdes mais baixas de NP Al20s.
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Figura 13 - Ensaio clonogénico mostrando os efeitos a longo prazo das NP Al2Os nas células N2A e
BEAS-2B. (A) Imagens representativas da formagédo de colénias (contendo acima de 50 células)
apos exposicao a diferentes concentragdes de NP a-Alz0s e NP n-Al203 por 10 dias. (B-C) grafico
mostrando os resultados para a porcentagem de nimero de colbnias.
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4.2.1.6 Internalizagédo e quantificagdo das NP Al>O3

Quando as NP atingem a membrana externa de uma célula podem interagir
com os componentes da membrana plasmatica ou matriz extracelular e entrar na
célula, principalmente através da endocitose (BEHZADI et al., 2017). Essa pode ser
dividida em fagocitose (somente para algumas células especializadas, como
macréfagos) e pinocitose (presente virtualmente em todas as células eucaritticas), a
qual pode ser subdividida em endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada
por caveolina e macropinocitose (RADAIC et al.,, 2016). Os métodos mais
amplamente utilizados incluem o corte das células, usando um micrétomo, e a
imagem das células obtida a partir de microscopia eletrénica de transmisséo (MET),
que oferece uma resolugdo capaz de visualizar alteracbes em organelas, porém
exige preparagcao da amostra mais elaboarada (BEHZADI et al., 2017).

Para confirmar a internalizagdo das NP Al203 e localiza-las com precisao
nas células N2A e BEAS-2B foram realizadas analises de MET. Apds tratamento das
imagens, a analise de MET das células N2A e BEAS-2B revelou NP Al20s isoladas e
agregadas de varios tamanhos interagindo com a membrana celular e internalizadas
pelas células N2A (Figura 14 7B-H) e BEAS-2B (Figura 14 J-P) apds 24,48 e 72 h
de exposicao. As células controle mostraram membranas plasmaticas e nucleares
intactas com uma distribuicdo normal das organelas intracelulares, ou seja, o nucleo
com cromatina e citoplasma uniformemente dispersos, contendo organelas
distribuidas aleatoriamente sem a presenca de vesiculas com NP Al2Os3 (Figura 14
Ael).

A partir da ampliagdo da membrana celular, as NP a-Al203 (Figura 14 G e
O) e NP n-Al20s3 (Figura 14 H e P) entraram nas células associadas a invaginagdes
da superficie celular endotelial com alguns agregados internalizados nas vesiculas
ligadas @ membrana. As imagens mostraram que as NP a-Al20s (Figura 14 B, C, D,
J e K) e NP n-Al203 (Figura 14 E, F, L, M e N) estavam confinadas em vesiculas
citoplasmaticas no lugar de estarem livres no citoplasma. Havia varias vesiculas
grandes sem conteudo citoplasmatico (Figura 14 J e K) e particulas isoladas nao

foram detectadas no citosol, nucleo celular ou em outras organelas.



Controle

N2A

BEAS-2B

Figura 14 - Imagens de MET das células N2A e BEAS-2B ap6s exposigdo as NP Alz0s. (A e 1) Controle (ndo tratado), (B, C, D, G, J, K e O)
mostrando internalizacdo das NP a-Alz0s e (E, F, H, L, M, N e P) mostrando internalizacdo das NP n-Al2Os nas estruturas endossémicas e lisossomos
(setas). A analise de MET (J, K e L) demonstrou sinais precoces de apoptose, como formato arredondado, vacuolizagdo citoplasmatica e sinais de
formacao de bolhas nas células expostas as NP Al2Oa.
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Atualmente é bem entendido que as propriedades fisico-quimicas das NP
(por exemplo, tamanho, formato e carga superficial) desempenham um papel
fundamental no direcionamento de suas interagcdes com as células. Especificamente,
as NP com carga positiva apresentaram uma influéncia muito mais forte na
membrana plasmatica quando comparado as NP com carga negativa (LEROUEIL et
al., 2008; LI; GU, 2010; ZHU et al., 2013). Embora a via de internalizagdo seja
fortemente dependente do tipo de célula (BEHZADI et al., 2017), o mecanismo de
internalizacao celular das NP é influenciado principalmente pelas propriedades das
NP (DOUGLAS; PICCIRILLO; TABRIZIAN, 2008; KIM et al., 2011). Assim, as
diferencas na toxicidade das NP Al20O3 podem estar relacionadas as caracteristicas
superficiais distintas, isto €, para as NP a-Al203 (carga negativa) e NP n-Al203 (carga

positiva), promovendo maior interagao entre as células e as NP n-Al20s.
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Figura 15 - Quantificacdo das NP Al203 em células N2A e BEAS-2B determinada por ICP-
MS. Os valores sdo médias + DP (n = 2).

Curiosamente, as NP a-Al203 e NP n-Al203, apesar das diferengas entre
suas fases cristalinas e, consequentemente nos formatos predominantes, seguiram
as mesmas vias endociticas de internalizacdo, especialmente, macropinocitose
(Figura 14 H e P). Além disso, a analise de MET mostrou que a internalizagéo das
NP n-Al203 foi maior em comparagao com as NP a-Al203, provavelmente devido a
formacao de aglomeragdes menores das NP n-Al203. Na quantificagédo do Al total

nas amostras dos experimentos de MET por ICP-MS (Figura 15) foi verificado maior
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internalizacao para a NP n-Alz203 em comparacdo com a NP a-Al203 e, isso ocorreu
em ambas as células para todos os tempos de exposicdo, sendo que, observou-se

um aumento significativo na internalizagao das NP apds 72 h de incubagao.

4.2.2 Ensaio in vivo

4.2.2.1 Ensaio de Toxicidade Aguda

As NP a-A20s e NP n-Al20s mostraram padroes de imobilizagéo
semelhantes apos 48 h de exposigédo e exibiram toxicidade aguda na concentragéo
limiar de 500 - 1500 mg/L. Isso é consistente com estudos anteriores realizados com
NP Al20s (fases cristalinas a e y), que exibiram toxicidade baixa a moderada para D.
magna (ZHU et al., 2009; ATES et al., 2015; DEMIR et al., 2015; GOSTEVA et al.,
2015; BROWN et al., 2018; KARIMI et al., 2018). Adicionalmente, os resultados
indicaram um valor de CEso de 1195 (873,4 a 1946) mg/L para as NP a-Al2O3 e
897,7 (693,3 a 1446) mg/L para as NP n-Al203, dentro dos limites de confianga
(intervalos de confianga de 95%), apds 48 h, no teste de D. magna sem mortalidade
observada no controle (Figura 16).

Existem varios fatores que influenciam a toxicidade das NP Al20s3
(OBERDORSTER et al., 2005; JIANG; MASHAYEKHI; XING, 2009; SADIQ et al.,
2011). Ates et al., (2015) realizaram uma analise comparativa entre duas NP Al203
(a e y) sobre a espécie Artemia Salina. Os resultados mostraram que as NP y-Al203
foram toxicos para as duas espécies de algas testadas, enquanto as NP a-Al203
apresentaram menos toxicidade. Os autores verificaram maior interagdo das NP y-
Al203 com A. Salina devido a sua maior area superficial e diferente carga superficial
em relagdo as NP a-Al20O3. Também, cabe ressaltar que a agregacao das NP Al203
no meio de teste influencia diretamente na sua disponibilidade para o organismo
modelo (BHUVANESHWARI et al., 2016). A disponibilidade das NP n-Al2O3 para as
D. magna foi maior devido ao seu menor tamanho, carga superficial positiva e

aglomeracdo menor, 0 que poderiam facilmente serem ingeridas e,
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subsequentemente interagir com a membrana celular e, portanto, exibir mais

toxicidade do que as NP a-Al20s.
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Figura 16 - Curva dose-resposta das NP a-Al203 e NP n-Al2zO3 na imobilizagao
de D. magna apés exposi¢ao apos de 48 horas. Os valores representam médias
+ DP (n =4).

4.2.2.2 Ensaio de Toxicidade cronica

Até a ultima revisdao (dezembro de 2019), apenas dois estudos foram
encontrados avaliando os efeitos crénicos das NP Al20s3, especificamente, a fase
cristalina gama em D. magna (KARIMI et al., 2018; VICENTINI et al., 2019a). Este
estudo, é o primeiro relato dos efeitos cronicos das NP a-Al203 e NP n-Al20s3
exercidos sobre D. magna, ap6s 21 dias de exposicao. Os efeitos observados foram
diminuicdo na longevidade, crescimento e reprodugdo dos organismos em
concentragbes, sendo esses inferiores aos valores de efeitos observados nos
ensaios agudos, isto &, concentragbes 195 e 290 vezes menores para as NP a-Al203
e NP n-Al20s, respectivamente (Tabela 3). Os efeitos toxicos mais proeminentes

foram observados para os organismos expostos as NP n-Al203, uma vez que, a CEO
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foi de 3,12 mg/L para os parametros comprimento, idade da primeira ninhada e
recém-nascidos por adultos sobreviventes, enquanto para as NP a-Al203 a CEO foi

de 6,25 mg/L para longevidade, crescimento e reproducéo (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados para os ensaios de toxicidade crénica, CEO e CENO para parametros de
longevidade, crescimento, reproducdo de D. magna expostos a NP Al2Os.

Neonatos por

. Comprimento Idade da
Concentragdo |ongevidade adultos
NP o do corpo primeira
(mgl/L) (%) sobreviventes
(mm) ninhada (d)
(n)
Controle 100 2,7 +£0,282 9,1+£0,192 10,10 £ 2,52
3,12 90 2,510,262 9,3+0,722 10,80 + 3,22
6,25 80 1,7 £ 0,9%2 10,2 + 0,36* 7,0 £ 5,7
a-Al03 12,5 70 1,8+0,87* 10,2 £ 0,53* 58 +2,9*
25 60* 1,7+0,1* 11,3 £ 0,24* 1,2+1,5*
CEO (mg/L) 25 6,25 6,25 6,25
CENO (mg/L) <25 3,12 3,12 3,12
Controle 100 2,8 +0,162 9,0 £ 0,032 11,20 + 3,12
3.12 100 2,37 £0,14* 11,5+ 0,47* 3,7+2,8%
6.25 70* 1,8+ 0,17 12,0 £ 0,65 1,8+ 0,17*
I']-A|203 12.5 - - - -
25 - - - -
CEO (mg/L) 6,25 3,12 3,12 3,12
CENO (mg/L) 3,12 <3,12 <3,12 <3,12

O asterisco (*) representa diferenga significativa (p<0,05) entre a amostra tratada e o respectivo
controle e letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) na mesma concentragdo entre
as diferentes NP Al20s.

Além disso, embora ndo tenha ocorrido mortalidade total para as D. magna
expostas as NP a-Al2O3, uma evidente mudanga morfolégica nos organismos
expostos as concentragdes mais altas foi observado (Figura 17). No estudo de foi
observado a redugdo do tamanho do corpo (27%) e a diminui¢do da reprodugéo
(45%) apdés 21 dias de exposigdo as NP y-Al203z (100 mg/L). Outro estudo
(VICENTINI et al., 2019b) as NP y-Al203 foram usadas como um nucleo metalico
(sementes de nucleagao) para sintese de nanoparticulas de poliestireno. No ensaio



93

cronico com as NP y-Al20s3 individuais, os resultados mostraram que as NP y-Al203
acarretaram em efeito mais toxico nos parametros crescimento e reproducgao
avaliados em uma concentragdo de 39 mg/L (NOEC). Nos dois estudos citados, os
autores justificaram os efeitos atribuidos a uma baixa ingestdo de alimentos, uma
vez que, as algas podem interagir com as NP no intestino, o que leva a baixa
eficiéncia da ingestdo de alimentos (CUI; KIM; AN, 2017). Li, Czymmek e Huang,
(2011) investigaram a ingestdo das NP y-Al20s e a distribuicdo do provimento
energético e constataram que uma redugéo no crescimento e na reprodugéo podem
ser atribuidas ao comprometimento do suprimento de energia. Assim, as C. dubia
sao capazes de ajustar suas estratégias reprodutivas de acordo com as condi¢des
alimentares alteradas (PEREIRA; GONCALVES, 2007).

(I-A|203

Controle 3,12 mg/L 6,25 mg/L 12,5 mg/L 25 mgl/L

n-Al;0;

Controle 3,12 mg/L 6,25 mg/L

Figura 17 - Imagens dos organismos sobreviventes de D. magna apo6s 21 dias no ensaio
crénico com as NP Al2Os.

Como existe uma diferenca significativa entre as areas de superficie entre as
NP a-Al203 (94,4 m?/g) e NP n-Al203 (167,0 m?/g) foi investigada uma possivel
tendéncia de toxicidade quando os resultados sdo normalizados para suas
respectivas areas de superficie. Dessa forma, as concentra¢cdes de massa (mg/L)

das NP Al203 foram convertidas em concentragdes da area de superficie (m?/L)
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(Tabela 4), visto que, a concentracdo do numero de particulas esta relacionada as
concentragbes de massa via densidade e tamanho das particulas e, um numero
definido de particulas podem ser fornecidas para todo material testado com
composi¢ao e tamanho conhecidos (HULL et al., 2012). As tendéncias de toxicidade
relativa das NP a-Al2O3 e NP n-Al20s permaneceram as mesmas, ou seja, nos
cenarios de normalizagdo da concentragdo (mg/L para m?/L), as NP demonstraram
toxicidade significativamente maior nas condi¢gdes de concentragdo mais alta. Esta
diferenca foi observada para a imobilizacdo (ensaio agudo) e as redugbes na
longevidade, crescimento e reproducéo (ensaio crénico), que foram expressos em
concentracdo de massa ou concentragdo de area superficial, sugerindo que a area

superficial sozinha ndo é responsavel pela resposta aprimorada aos NP n-Al20s.



Tabela 4 - Numero de particulas e area superficial total correspondente a cada concentracdo de massa das NP Al,Os.

95

NP Concentragéo de massa (mg/L)
Agudo CEso Crénico
a-Al205 5 50 500 1000 1500 2000 900 1200 3.1 6.2 12.5 25 50
n-Al;0O;
Numero de particulas (N)
a-Al,O3 2,0E+13 20E+14 20E+15 4,0E+15 6,0E+15 8,0E+15 - 48E+15 1,24E+13 2,48E+13 5E+13 1E+14 4E+14
n-Al20; 6,0E+13 6,0E+14 6,0E+15 1,2E+16 1,8E+16 2,4E+16 1,08E+16 - 3,7E+13 7,44E+13 1,50E+14 3’OE+1 6,0E+14
Area superficial total (m?/L)
a-Al;O; 0,22 2,20 22 44 66 88 40,95 - 0,09 0,18 0,38 0,76 1,52
n-Al.O; 0,15 1,52 15,20 30,40 45,60 60,80 - 36,60 0,14 0,28 0,56 1,11 2,22
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4.2.2.3 Localizagéo e ingestao das NP Al2O3 em Daphnia magna

As observagbes microscopicas indicaram que a maioria das D. magna
estavam visualmente cobertas por NP Al203 nas carapacgas, antenas, cerdas dos
toracopodes e filamentos dos cilios filtradores com fus&o parcial (Figura 18 A - C).
Isso reflete na baixa atividade de natacao, resultado da interferéncia fisica das NP
Al203 nas cerdas dos toracépodes e filamentos dos cilios filtradores, que sao
essenciais para a natagdo e a criacao de correntes de agua para a filtracdo do
alimento (CHOI et al., 2014). Portanto, a obstrucdo dessas estruturas ocasionada
pela presenga das NP Al203 pode levar a varios efeitos adversos no ciclo de vida
desses organismos, ocasionando inibicao do crescimento e reprodugéo de D. magna
(VICENTINI et al., 2019a). Resultados semelhantes foram observados anteriormente
no estudo de Svartz et al., (2017) com NP y-Al203 sobre Rhinella arenarum. Os
autores relataram a presenca das NP y-Al203 nas cabecas e caudas, interrompendo
funcbes essenciais como natacao e alimentacdo, mesmo nas concentragdes mais
baixas.

Outro efeito observado foi a ingestdo das NP Al203 pelas D. magna, pois a
maioria dos intestinos pareciam ter sido preenchidos com as NP Al2Os (Figura 18 B
e C). As analises de EDS confirmaram a presenga das NP Al203 nos intestinos das
D. magna (Figura 18 B e C). Adicionalmente, a presenga do Al também foi
confirmada apela analise de ICP-MS, que determinou as quantidades totais de Al
acumuladas nas D. magna (Figura 19). Para as D. magna expostas a 900 mg/L de
NP n-Al20s3, a concentragao de Al foi de 6,43 pg/L, sendo assim, o Al total aumentou
um fator de 5,9 a 3,7 vezes em comparagao com a ingestao das D. magna expostas
a 50 e 1200 mg/L de NP a-Al20s. Além disso, para as D. magna expostas a 50 mg/L
de NP n-Al203, a concentragéo de Al foi de 2,98 ug/L, o que aumentou o fator de Al
total de 2,5 a 0,2 em comparagdo com as D. magna expostas a 50 e 1200 mg/L de
NP a-Al2Os. Esses resultados sugerem que ndo apenas os tamanhos, mas as
distintas cargas superficiais exercem influéncia na filtragdo das NP Al2O3 pelas D.
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magna, pois as NP n-Al2Os tém carga negativa, indicando maior interagéo entre as

NP n-Al203 e D. magna.

100 pm

10 ym
—

Figura 18 - D. magna exposta as NP Al2O3 por 24 h: o painel direito mostra imagens do tratamento de
controle (A) e exposta as NP a-Al203 (B) e NP n-Alz03 (C), no modo de iluminagéo de campo claro.
Inseridas nessas imagens estdo as imagens MEV, indicando a distribuicdo das NP Al203 no intestino
(imagem superior) e cilios filtradores (imagem inferior); o painel esquerdo mostra os resultados da
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composicao quimica dos cilios do intestino e dos cilios obtidos por EDS. Os dados mostram picos
intensos de Al (circulo vermelho) para as D. magnas expostas as NP Al2Os.
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Figura 19 — Quantificagdo da concentragdo de Al em D. magna
determinada quantitativamente por ICP-MS. Os valores representam
médias = DP (n = 2).

4.2.2.4 Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo (EROs, CAT, SOD, GSH e
LPO)

Para explorar os efeitos das NP Al203, em termos de danos oxidativos
gerados, determinou-se o nivel de EROs e LPO, bem como a atividade de CAT,
SOD e GSH para elucidar os mecanismos de toxicidade para D. magna (Figura 20 e
21). A geragao de EROs apresentou um aumento significativo de 223,5% em relagao
ao grupo controle, apds 48 h, para as D. magna expostas a 1200 mg/L de NP a-
Al203, e aumentos de 148,8% e 395,8% com exposi¢cao a concentracoes de 50 e
900 mg/L, respectivamente, para as NP n-Alz20s (Figura 21 A). Para uma
observagdo mais detalhada da geragdo de EROs foram obtidas imagens das D.
magna apos a exposicao as NP Al20s3 e, portanto, as imagens de intensidades das
fluorescéncias mostraram a geragdao de EROs através do trato digestivo das D.
magna (Figura 20). As NP a-Al203 e NP n-Al203 induziram a geragado de EROs,

mais pronunciado para as NP n-Al203z em comparagao com as NP a-Al20s. Esse
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achado provavelmente se deve a um aumento na internalizagéo celular das NP n-
Al203 e a possivel despolarizagdo das membranas mitocondriais das células (AMIST
et al., 2017; YE et al., 2018).

Campo claro Fluorescéncia

Controle

a-AI203
50 mg/L

1200 mg/L

50 mg/L

n-Al,03

900 mg/L

Figura 20 - Imagens de campo claro das D. magnas do tratamento
controle, expostas as NP a-Al20Os e NP n-Alz0s (Painel esquerdo).
Imagens de fluorescéncia das D. magnas indicadas por fluorescéncia
verde brilhante no controle, expostas as NP a-Al2O3 e NP n-Al2O3
(Painel direito).
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Como mecanismo de defesa contra a geragédo EROs, as D. magna utilizam
enzimas antioxidantes e uma ampla variedade de compostos antioxidantes nao
enzimaticos para manter o nivel da EROs, limitando o estresse oxidativo celular
(BORGERAAS; HESSEN, 2002). O limiar de atividade de CAT das D. magna foi
superior a 1200 mg/L de NP a-Al203 e 50 mg/L de NP n-Al20s. Por outro lado, a
exposicdo a 900 mg/L de NP n-AlkOs levou a um aumento significativo em
comparagao com o controle (Figura 21 B). A atividade da SOD mostrou redugdes
significativas de 51,5% e 60,8% em comparagdo com o controle apos 48 h de
exposicdo a 1200 e 900 mg/L das NP a-Al203 e NP n-Al20s, respectivamente
(Figura 21 C). A atividade de GSH apresentou uma diminuigéo de 63,4% em relacao
ao controle apos exposicado a 1200 mg/L de NP a-Al203 e redugdes significativas de
34,7% e 69,7% foram observadas com 50 e 900 mg/L de NP n-Al20s3, em

comparacgao ao controle (Figura 21 D).
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Figura 21 - Quantificagdo dos niveis intracelulares de EROs (A); Atividade de CAT (B), SOD (C) e
GSH (D); Teores de MDA (E) em D. magna expostos as NP Al2O3 por 48 h. Os resultados estédo
expressos em porcentagem em relagdo ao controle (100%) como média + DP (n = 3). Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos apés a ANOVA de uma via (p <0,05).
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De acordo com os resultados obtidos, o acumulo de EROs pode resultar do
aumento da atividade da CAT devido a um mecanismo de compensagao para
remover o excesso de H202 e a diminuigdo da atividade da SOD e GSH (ALSHATWI
et al., 2013). A desregulagao dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos como
consequéncia da superprodugao de EROs pode ser interpretada como a capacidade
antioxidante das D. magna em resposta a condigdes de estresse oxidativo apds a
exposigcao as NP Al2O3 (MJLLER et al., 2010; ALSHATWI et al., 2013). Da mesma
forma, a A. salina exposta a concentragdes significativas de NP a-Al203 e NP y-Al203
mostrou uma diminuicdo na atividade antioxidante enzimatico e nao enzimatico
(SOD e GSH) com as NP y-Al203, ocasionando maiores efeitos em comparagao as
NP a-Al203 (ATES et al., 2015). Dessa forma, quando existe um desequilibrio entre a
geracdo de EROs e a extensdo em que os antioxidantes enzimaticos e né&o
enzimaticos (CAT, SOD e GSH) sao capazes de eliminar as EROs observa-se
peroxidacgao lipidica (LPO) e aumento do MDA (BECKER et al., 2011).

Assim, as D. magna expostas as NP n-Al203 exibiram aumento consideravel
nos niveis de MDA, isto &, 64,3 e 110,5% em comparacdo com o controle apos
exposicao a 50 e 900 mg/L, respectivamente. No caso de NP a-Al2O3, houve um
aumento de 68,5% apds a exposigao a 1200 mg/L em comparagdo com o controle
(Figura 21 E). Isso indica que a D. magna esta sujeita a estresse oxidativo, o que é
consistente com nossos achados relatados anteriormente (ATES et al., 2015),

resultando em menor toxicidade para as NP a-Al20s.

4.2.2.5 Analise do comportamento de natacéo

Os resultados obtidos mostram que a toxicidade das NP Al203 induziu um
efeito mensuravel no comportamento de natagdo das D. magna. Dessa forma,
observou-se a diminui¢ao na distancia de natacao ativa em relacdo ao controle apds
48 h de exposicao as NP a-Al203 a 1200 mg/L e para as NP n-Al203 a 900 mg/L
(Figura 22 A e B). Também foi observado um efeito claro na atividade de natagéo,
aplicando a menor concentragdo (50 mg/L) de NP n-Al20s (Figura 22 A). As D.

magna nadaram ativamente em todas as regides no tratamento controle e a
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exposicao a menor concentragdo de NP a-Al203 esta abaixo do limiar, ou seja, sem
resposta significativa a 50 mg/L. Entretanto, este n&o foi o caso das concentragbes
mais altas das NP a-Al203 e NP n-Alz203 e a menor concentracdo das NP n-Al20s,

quando as taxas de natagao foram mais lentas (Figura 22 A).
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Figura 22 - Trajetérias de natagdo das D. magnas expostas as (A) NP a-Al2O3 e NP n-Al20s. (B)
Distancia média de natagao das D. magnas ap6s 48 h de exposi¢ao. Os resultados estdo expressos
como média £ DP (n = 20). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos apés
a ANOVA de uma via (p <0,05).

A menor distancia cumulativa percorrida e a perda da orientagéo da trajetoria
da natacao (Figura 22 A e B) pode estar relacionada a cobertura da carapaga das
D. magna com as NP Al2O3 (GAISER et al., 2011), alta demanda energética e
disturbios do sistema nervoso (BOWNIK, 2017). Estudos anteriores sobre a
exposig¢ao de D. magna a outras NP corroboram com nossos resultados e sustentam
a descoberta de que a atividade total de natacdo diminuiu apds exposicdo as NP
(ARTELLS et al., 2013; STANLEY et al., 2016). Tal diminuicédo atividade de natacao
poderia levar a efeitos adversos na aptiddao e na sobrevivéncia do organismo, por

exemplo, afetando a capacidade de escapar de predadores (BOWNIK, 2017). Como
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a natagdo da D. magna depende da integracdo de mecanismos bioquimicos,
fisiologicos, sistemas nervoso e muscular (PAROLINI et al., 2018), portanto, uma
diminui¢cdo na atividade de natacdo apds a exposicdo as NP Al203 pode indicar que
as D. magna estdo direcionando energia para conservar processos essenciais e
tentando neutralizar a toxicidade das NP Al203 (principalmente as NP n-Al203),
levando a reducdo da alimentacdo, diminuicdo do crescimento e da reproducao
(BOWNIK, 2017).

4.3 AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL DAS NP Al203

Primeiramente, foi analisado a disponibilidade de dados para a elaboragao
da curva da Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies (DSE) para as NP Al20s,
focando apenas em estudos com organismos de ecossistemas aquaticos. Além
disso, as composi¢des de cada conjunto de dados foram separadas em termos de
grupos superiores e espécies (Quadro A1). O total de 107 dados de toxicidade
baseados em CE, LC, CEO, CMI, Cl e CENO foram coletados para algas, bactérias,
anfibios, protozoarios, crustaceos, equinodermos, moluscos, plantas, fungos e
peixes. Sendo assim, obteve-se uma dominancia de estudos realizados em bactérias
(32%) e algas (23%) (Figura 23). As condi¢cbes experimentais de cada estudo
incluem: endpoint, efeito, exposi¢ao, tempo, fase cristalina, tamanho de particula e
concentracdo (Quadro A1). A analise mostrou que as NP y-Al2O3 e a-Al2O3
receberam a maior atencédo dos estudos entre as fases cristalinas existentes para as
NP Al203 que forneceram dados de toxicidade para 58,36% e 38,91% das espécies,
respectivamente. Em geral as NP y-Al2O3 e a-Al203 sdo as principais fases
cristalinas, possuindo muitas propriedades interessantes, por exemplo alta
resisténcia mecanica, resisténcia ao desgaste, resisténcia a corrosao, resisténcia ao
calor, alta constante dielétrica e alta transmitancia (DOREMUS, 2008).

Por outro lado, ha um numero limitado de estudos relacionados aos dados
de toxicidade com outras fases cristalinas de NP Al203, como a fase n-Al203 testada
in vitro e para D. magna em nosso estudo, NP &-Al2Os testado para C. dubia
(PAKRASHI et al., 2013) e NP 6-Al20s testado para E. coli, P. vulgaris, S. aureus, S.
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mutans (D.; P.; S. N., 2018). Até o momento, ou seja, até dezembro de 2019 né&o
foram encontrados estudos com outras fases cristalinas e, portanto, do total dos
estudos examinados, varios ndo puderam ser utilizados devido a falta de
informacdes sobre a fase cristalina.

Subsequentemente aplicou-se a DSE para as NP Al203 agrupadas por
espécies individuais e grupos superiores (Figuras 23 e 24). As espécies mais
sensiveis obtidas nos dados coletados foram a microalga unicelular Dunaliella salina,
expostas as NP y-Al2Os, e Paramecium multimicronucleatum, expostas as NP o-
Al203 (Tabela 5). A sensibilidade relativa dos grupos taxonémicos com base na
média cumulativa de suas informagdes de toxicidade (Figura 24) foi classificada na
seguinte ordem: Anfibios < Plantas < Crustaceos < Bactérias < protozoarios ciliados

< Molusco = Equinodermo < Algas < Peixes < Fungos.
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Figura 23 - DSE para NP Al203 (n = 53) com base na distribuicdo das concentragdes do limiar de
toxicidade para diferentes organismos aquaticos com intervalos de confianga de 95% (linhas
tracejadas). Composigbes dos grupos taxonOmicos (insercdo a esquerda) e fases cristalinas
(insergéo a direita).
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Tabela 5 - Classificagdo de sensibilidades das espécies utilizadas para as analises de DSE.

Intensidade do Proporgao de Ndmero de

Taxons estressor (mg/L) Classificagao taxons Observagiao
Dunaliella salina 3,32 1 1% 1
_ Bacillus 10 2 3% 1
licheniformis
Carcinus aestuarii 20 3 5% 1
Rhinella arenarum 21,04 4 7% 1
Oreochromis 22,36 5 9% 2
niloticus
Salmonelia 38,23 6 11% 12
typhimurium
Pseudomonas putida 50 7 13% 1
Pseudoklrcl_merlella 56,04 8 15% 2
subcapitata
Carassius auratus 100 9 17% 1
Streptococcus 120 10 19% 1
mutans
Daphnia magna 120,16 11 21% 9
Streptomyces 158.11 12 239, 2
coelicolor
Scenedesmus 158,74 13 25% 3
obliquus
Proteus vulgaris 160 14 27% 1
Vibrio cholera 200 15 29% 1
Klebsiella 200 16 29% 1
Pneumoniae
Corbicula fluminea 200 17 29% 1
Lemna minor 300 18 35% 1
Paramecium 349,28 19 37% 2
caudatum
Pseudomonas 400 20 39% 1
fluorescens
Chlorella ellipsoids 400 21 39% 1
Candida albicans 532,25 22 43% 2
Candida tropicalis 566,6 23 45% 1
Candida parapsilosis 566,6 24 45% 1
Candida glabrata 566,6 25 45% 1
Escherichia coli 797,51 26 51% 9
Staphylococcus 816.33 27 53% 3
aureus
Tetrahymena o
thermophila 1000 28 55% 1
Porphyridium 1000 29 55% 1
aerugineum Geitler
Lytechinus 1000 30 55% 1
variegatus
Hyalella azteca 1000 31 55% 1
Ekolyum 1000 32 55% 2

Vibrio fischeri 1729,16 33 65% 2
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Bacillus subtilis 1786,92 34 67% 4
Ceriodaphnia dubia 1985,85 35 69% 4
Scenedesmus 2000 36 71% 1
quadricauda
Chlorella sp 2130,72 37 73% 2
Chlorella vulgaris 2160,13 38 75% 2
Scenedesmus sp 3935 39 7% 1
Saccharomyces 4472,13 40 79% 2
cerevisiae
Danio rerio 5428,83 41 81% 3
Oreochromis 7589,46 42 83% 2
mossambicus
Chlorella pyenoidosa 9697,88 43 85% 3
Clarias gariepinus 10000 44 87% 2
Artemia salina 10000 45 87% 2
Pseudomonas 13679,80 46 91% 3
aeruginosa
Raphidocelis o
subcapitata 100000 47 93% 1
Bacillus altitudinis 120000 48 95% 1
Skeletonema 210100 49 97% 1
costatum
Paramecium 926920 50 99% 1
multimicronucleatum
1
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Figura 24 - Curvas da DSE para NP Al:0Os3 e detalhes do ranking de sensibilidade das
espécies, agrupados de acordo com seu grupo taxondmico. Composicdes de fases

cristalinas (insercéo).
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De acordo com as Figuras 23 e 24 a DSE indica claramente que houve
diferenga no potencial de risco das fases cristalinas de NP Al203 para as espécies
individuais e grupos taxondmicos. Para determinar as concentragbes e avaliar a
ameaca toxicoloégica das fases cristalinas das NP Al203 em organismos aquaticos,
os dados coletados neste estudo mostraram que para proteger 95% das espécies
(HC5), a concentragdo das NP Al203 nos ambientes aquaticos ndo pode exceder
31,54 mg/L para as NP a-Al203, 22,71 mg/L para as NP y-Al203 e 68,70 mg/L para
as NP 6-Al203, confirmando que as NP y-Al2O3 apresentaram-se mais toxica,
enquanto menor toxicidade foi observado para as NP 6-Al2O3 seguida das NP a-
Al203 (Tabela 6). No entanto, as concentragbes sao altas e menos provaveis de
serem encontradas em ambientes aquaticos conforme as estimativas recentes
(WANG; NOWACK, 2018b; WIGGER; NOWACK, 2019).

Tabela 6 - Concentragéo perigosa para 5% das espécies (HC5) e concentragdo sem efeito previsto
(PNEC) para espécies reunidas por fases cristalinas das NP Al2O:s.

Cri'; ¢S N intercept Slope  R? HC5 PNEC
a-Alz0s3 33 1,91 0.96 0,98 31,54 (16,33 -60,93) 1,99 (1.53 — 2.45)
V-Al20; 68 1,98 1.01 0.97 22,71 (11,16 -46,17) 1,40 (1.16 — 1,63)
n-Al;0; 1 n.d n.d n.d n.d 312%*
5-Al;03 1 n.d nd n.d n.d 74.300%*
8-Al,0; 4 -10,88 775 0,99 68,70 (63,14 —74,75) 4,29 (1,56 — 7,02)

n.d (ndo disponivel): os estudos nao foram suficientes para calcular a DSE. **PNEC derivado de um
AF de 100 para as NP n-Al203 e um AF de 1000 para as NP 8-Al20s.

Nao foi possivel calcular a HC5 para as NP n-AlzO3 e as NP &-Al203 devido
aos estudos limitados com outras espécies comumente usadas em testes de
toxicidade aquatica para nossa analise. Além disso, os valores PNEC, isto €, o valor
que garante ndo existir risco para organismos mostram diferengas consideraveis
para as fases cristalinas (Tabela 6). As NP y-Al2O3 mostraram o menor valor médio
de PNEC com 1,40 mg/L em comparacao com as NP a-Al203 com 1,99 mg/L, as NP
0-Al203 com 4,29 mg/L, as NP n-Al203 com 321 mg/L e as NP 6-Al203 com 74,300
mg/L (Tabela 6). O PNEC para NP n-Al20O3 e NP 6-Al20s3 foi derivado usando CEso e
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CENO respectivamente, dividido por um FA de 100 e 1000 (ECHA, 2008), pois o
método DSE n&o era aplicavel para o conjunto de dados para as duas fases
cristalinas. Dessa forma, os resultados apresentaram-se altos devido ao conjunto
limitado de dados (Tabela 6).

Ao comparar as PNEC observou-se que, para as diferentes fases cristalinas
das NP Al203, os dados foram consideravelmente maiores do que o encontrado por
Wang e Nowack, (2018a), cujo valor de PNEC estabelecido foi de 0,12 mg/L. Tal
diferenca foi devido a limitacdo de estudos, que resultaram em estimativas
grosseiras de DSE para duas fases cristalinas. Outro estudo de Wigger e Nowack,
(2019) observou a diferenca entre as fases cristalinas alfa e gama, obtendo uma
PNEC de 9,34 mg/L para as NP a-Al203 e 1,05 mg/L para as NP y-Al203, sendo
assim, valores proximos aos encontrados em nosso estudo, essa diferenca deveu-se
a limitacdo dos dados nas fases cristalinas utilizadas no estudo, entretanto, os
autores utilizaram a mesma estratégia, a qual foi utilizado para as NP n-Al2O3 e NP
0-Al203 em nosso estudo, isto é, utilizar um FA de 1000 para obter a PNEC para as
NP a-Al2Os.

Na avaliacado de risco ambiental, o risco € quantificado pela comparagao da
concentragcdo ambiental prevista (PEC) e da concentragdo prevista sem efeito
(PNEC), resultando na taxa de caracteriza¢ao de risco (RCR) (ECHA, 2008). A partir
das informacgdes atualmente disponiveis, usando o modelo probabilistico de analise
de fluxo de material, a concentracdo ambiental média teoricamente prevista (PEC)
para as NP a-Al2O3 é de 0,53 pg/L e para as NP y-Al2O3 é de 0,05 pg/L em agua
superficial descrita por Wigger e Nowack, (2019). Ja para as NP n-Al203, NP &-Al203
e NP 6-Al203 foi decidido usar resultados probabilisticos de PEC (0,22 ug/L) de
Wang e Nowack, (2018a).

Os valores médios de RCR para todas as NP Al2O3 foram varias ordens de
grandeza inferiores a 1 (Tabela 7). Como o valor previsto de PEC € menor que o
valor calculado de PNEC, significa que, de acordo com as informacdes disponiveis,
nenhum risco é previsto para as NP Al203 para o ambiente aquatico (Figura 25). Os

valores de RCR sao decididos tanto pelo nivel de exposi¢cao quanto pelo efeito e,
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portanto, a NP Al203 com maior risco para os organismos (NP y-Al203) ndo implica
necessariamente o maior risco associado. Por exemplo, as curvas na Figura 25

mostram o menor risco, mesmo sendo os mais toxicos entre todas as NP Al20s.

Tabela 7 - Caracterizagao de risco para fases cristalinas das NP Al20s.

Fases cristalinas PNEC PEC RCR
a-Al;0; 1,99 (1,53 — 2,45) 0,532 4,53E-04 (2,72E-04 — 6,34E-04)
y-Al203 1,40 (1,16 — 1,63) 0,052 1,29E-04 (1,11E-04 - 1,48E-04)
n-Al,0; 312 0,22° 6,67E-05 (2,88E-05 - 1,05E-04)
5-Al,0; 74,300** 0,22° 4,92E-05 (3.48E-05 — 6,35E-05)
0-Al;0; 429 (1,56 — 7,02) 0,22° 4,06E-05 (3,74E-05 - 4,37E-05)

** valores para n-Al203 e 8-Al203 sdo baseados AF de 100 e 1000, respectivamente. Valores entre
parénteses sao intervalo de confianga de 95%. 2PEC em aguas superficiais em 2020 com base no
modelo de Wigger e Nowack, (2019). PPEC em aguas superficiais em 2020 com base no modelo de
Wang e Nowack, (2018a).

]
n | — vAL0s
! — a-Al,O3
| — nALo
o — 8-AlL0;
§-Al,0,
Al :
10 16'4 16'316'21(;'1 1(I)°
RCR

Figura 25 - Razbes de caracterizacdo de risco (RCR) calculadas para as NP Al20s. Linha
tracejada (vermelho) representa risco potencial.
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CAPITULO V

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, foi realizada uma investigacdo sistematica dos efeitos
associados a toxicidade aguda e cronica de diferentes fases cristalinas das NP Al203
(alfa e eta) em relagéo a ensaios in vitro (linhagens celulares neuroblastoma (N2A) e
epitélio Brébnquico Humano (BEAS-2B)) e in vivo (microcrustaceo de agua doce
Daphnia magna). Embora numerosos estudos tenham fornecido uma base de
informagdes sobre os efeitos toxicoldgicos in vitro e in vivo das NP Al203, o estudo
aqui apresentado foi o primeiro a examinar os efeitos in vitro e in vivo das NP Al203
com diferentes fases cristalinas (a e n) e realizar uma avaliagdo abrangente dos
riscos ambientais das NP a-Al203, NP y-Al203, NP 6-Al203, NP 8-Al203 e NP n-Al203
com énfase nos organismos aquaticos com énfase nas fases cristalinas.

Os resultados obtidos mostram claramente que os efeitos toxicolégicos das
NP Al2O3 sdo dependentes das diferentes fases cristalinas, em destaque, verificou-
se que as NP n-Al203 sao mais téxicas em concentragdes mais baixas do que as NP
a-Al203 devido as diferengas nos rearranjos atdomicos, que resultam em distintas
fases cristalinas, isto &, células unitarias diferentes para as NP Al2O3. Dessa forma,
as distintas fases cristalinas definem e influenciam as propriedades fisico-quimicas
finais de cada material, como estado de aglomeracao, formato das particulas, area
superficial e carga superficial. Mesmo que ainda seja um desafio correlacionar de
maneira confidvel uma resposta toxicologica especifica com a fase cristalina,
principalmente devido a diferentes fatores que podem alterar as propriedades das
NP como, por exemplo, metodologia de sintese e razdo combustivel/oxidante,
formato das particulas e o comportamento das NP em diferentes meios, entre outros.

As propriedades fisico-quimicas das NP n-Al2O3 promoveram maior
internalizacdo das NP n-Al203 pelas células N2A e BEAS-2B e a ingestao por D.
magna, afetando uma variedade de parametros toxicolégicos em menores

concentracdes e tempos testados quando comparado as NP a-Al203. Além disso, o
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risco que as NP Al203 podem representar para os organismos aquaticos pode ser
separado de acordo com a fase cristalina, embora a evidéncia do efeito toxico de
cada fase seja limitada. A avaliagdo de risco indicou que as NP Al203 né&o
representam ameaga direta aos organismos aquaticos, uma vez que, as
concentragbes perigosas encontradas estdo bem acima das concentragdes
ambientais previstas. Portanto, as NP Al203 devem ser consideradas como uma
opc¢ao para substituir outros materiais com as mesmas propriedades ou, ainda,
semelhantes e que atualmente apresentam alto potencial toxicoldégico em pequenas

concentragoes.

6 CONCLUSOES

As formas dos picos dos difratogramas de DRX indicaram diferentes graus de
cristalizacdo para as duas NP Al20s, apresentando uma estrutura cristalina
romboédrica com empacotamento de célula unitaria hexagonal paras as NP a-Al203

€ uma estrutura cristalina cubica centrada na face para as NP n-Al20s;

As NP Al203 apresentaram diametros inferiores a 50 nm, morfologia irregular e
aglomerada para ambas as NP, porém as NP a-Al203 mostrou formato quase
esférico, enquanto a NP a-Al203 apresentou formato tendendo a bastonetes. As
analises de DE confirmaram uma menor aglomeragao para NP n-Al203 em todos os
meios testados e juntamente com o menor didmetro de particulas determinado nas
micrografias de MET confirmaram a maior area superficial determinada pelo BET e,

consequentemente, maior disponibilidade de ions superficiais;

A inversao de carga superficial das NP a-Al203 (Negativo) e NP n-Al2Os (Positivo) na
analise de PZ indicou que as NP Al203 possuem caracteristicas superficiais distintas,

as quais resultam das diferentes fases cristalinas;
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As NP n-Al20s com carga positiva mostram ordens de magnitude mais toxicas nos
ensaios in vitro e in vivo em comparagdo com as NP a-Al203 com carga negativa,

devido a maior adesé&o nas ceélulas e D. magna,;

As NP n-Al203 induzem um estresse mais pronunciado nas células BEAS-2B em
comparagao com as celulas N2A observado usando multiplos ensaios toxicolégicos,
ou seja, desestabilizagdo da membrana lisossomal, geracdo de EROs, indugado de
apoptose, integridade reduzida da membrana celular, irregularidade do nucleo e
inibicao de proliferagao celular. Os efeitos das NP Al2O3 nas células N2A e BEAS-
2B dependem de uma variedade de fatores, incluindo, entre outros, o tempo de

exposicao e as concentracdes;

Nos ensaios de toxicidade aguda com D. magna, a toxicidade esta diretamente
relacionada com a maior disponibilidade das NP n-Al2Os para as D. magna
decorrentes do seu menor didmetro e potencial de aglomeragdo, o que poderiam
facilmente serem ingeridas e subsequentemente interagir com a membrana celular

e, portanto, exibir mais uma CEso menor do que as NP a-Al20s3;

Nos ensaios de toxicidade crénica com D. magna, as NP Al2O3 afetaram a
longevidade, crescimento e reproducao, sendo esses efeitos maiores para os
organismos expostos as NP n-Al20s, isso indicou que o ciclo de vida e a dinamica

populacional foram prejudicados;

Em menores concentracdes, as NP n-Al203 induzem uma desregulacao na atividade
antioxidante e diminuigdo na distancia de natagdo das D. magna, sugerindo que a
energia foi desviada para a sobrevivéncia em vez de natacdo, crescimento ou
reproducdo. Com possiveis consequéncias prejudiciais para toda a cadeia trofica

devido a funcao central dessa espécie nos ecossistemas de agua doce;



113

A avaliagao de risco indica que, de acordo com a abordagem probabilistica, as NP a-
Al203, NP y-Al203, NP 6-Al203, NP 8-Al203 e NP n-Al203 representam apenas um

risco muito limitado para os organismos aquaticos.
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CAPITULO VII
APENDICES
A1 Dados de toxicidade aquatica para NP Al203
Quadro A1l - Dados de toxicidade aquatica para NP Al,Os.
: Toxicida i
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - | AF - Referencia
taxonémicos ao cristalina (nm) (mglL) (mg/L) sem | tempo
efeito | time
Chlorella ellipsoids CEO Bioacumulagao Estatico 48 h Gama 50 20 400 2 10 (PAKR2A081|Z)I etal,
Chiorella pyenoidosa CE50 Inibiggo de Estatico | 4gh Gama 8 64,57 6457 10 10
crescimento
Chiorella pyenoidosa CES50 Inibigdo de | Estatico | 48 Gama 200 95,5 9550 10 10 | (RENetal., 2017)
crescimento
Chiorella pyenoidosa CE50 Inibiggo de Estatico | 4gh Gama 300 147,91 14791 10 10
crescimento
Algas Chiorella sp CE50 inibigao de | Estdtico | 721 Gama 50 454 4540 10 | 10 (5AD1 %t al.
Inibigao de o . .
Chiorella sp CENO . Estatico | 240 h Gama 50 1000 1000 10 1 (JI; LONG; LIN,
crescimento 2011)
Inibicdo de »
Dunaliella salina CE10 . Estatico | 1680 h Gama 20 1,66 3.32 2 1 (SHIRAZI etal.,
crescimento 2015)
- Inibicéo de L
Porphyridium CE50 . Estatico | 360 h Gama 50 100 1000 10 1 (KARUNAKARAN
aerugineum Geitler crescimento et al., 2015)
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: Toxicida —
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - AF - Referencia
taxonémicos ao cristalina (nm) (mg/L) sem | tempo
(mg/L) . .
efeito | time
. . Inibig&o de »
Pseudoklrchner/ella CE20 . Estatico 240 h Gama 16 5.1 10.2 2 y (METZLER et al.,
Subcapitata crescimento 2012)
. . Inibigéo de »
Pseudokirchneriella CE50 . Estatico 79h Gama 30.8 95 308 10 y (ARUOJA et al.,
Subcapitata crescimento 2015)
. . Inibicdo de . (SOUSA;
P seggzg CZZ?; fella CE50 srescimento | E3ttC0 | 72h Gama 50 9,4 94 10 1 SOARES;
p SOARES, 2019b)
. . Inibigéo de »
Raphidocelis CENO . Estatico | 72h Gama 40 10000 100000 1 10 (BROWN etal,
Subcapitata crescimento 2018)
Inibicao de L . .
Scenedesmus CENO _ Estéatico 79h Gama 20 10 100 1 10 (LI; ZHOU; FAN,
obliquus crescimento 2016)
Scenedesmus CENO Estresse Estatico | 721 Gama 50 10 100 1 10 | (DALAIetal., 2014)
obliquus oxidativo
Scenedesmus Inibigdo de At
‘ CENO : Estatico | ggh Alfa 40 40 400 1 10 (YE et al., 2018)
obliquus crescimento
Inibicao de o
Scenedesmus CENO . Estatico | 1260 h Gama - 1000 2000 2 1 (KARWOWSKA et
quadricauda crescimento al., 2012)
Inibigéo de o
Scenedesmus sp CE50 . Estatico | 72h Gama 50 39,35 3935 10 | 10 (SADIQ etal.,
crescimento 2011)
Skeletonema Inibigao de At
CE50 . Estatico 72 h Alfa 40 2101 210100 10 10 (NG et al., 2015)
costatum crescimento
Inibicao de »
Chiorella vulgaris CE50 Estatico | . Alfa 70 30,8 3080 10 | 10 | (GOSTEVAetal,

crescimento

2015)
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. Toxicida e
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - AF - Referencia
taxonoémicos ao cristalina (nm) (mglL) (mgl/L) sem | tempo
9 efeito time
Inibicdo de »
Chlorella vulgaris CE50 . Estatico - Gama 7 15,15 1515 10 10 (GOSTEVAetal.,
crescimento 2015)
Anfibios Rhinella arenarum CEO Sobrevivéncia Estatico 504 h Gama 25 10,52 21,04 2 1 (SVA;;ZUG tal,
Bacillus altitudinis CE50 Inibigao de Estatico | 4N Gama 13 1200 120000 10 10 | (BHUVANESHWA
crescimento Rl et al., 2016)
Bacillus licheniformis CEO Inibiggo de | Estatico | 2N Alfa 20 0.5 10 2 10 | (PAKRASHIetal,
crescimento 2011)
Bacillus subtilis CENO Inibigdo de Estatico | 24h Alfa 40 250 2500 1 10 (SADIQet al.,
crescimento 2014)
Bacillus subtilis CENO Inibiggo de | Estatico | 24 Alfa 40 1000 10000 1 10 (MU et al., 2015)
crescimento
Bacillus subtilis CENO E;gg:ﬁf) Estatico | 24 h Alfa 40 101,96 1019,5 1 10 (MU et al., 2016)
Inibigao de " 24 h (JIANG;
Bacillus subtilis CEO Cresgimento Estatico Gama 60 20 400 2 10 MASHAYEKHI;
XING, 2009)
Bactérias Candida albicans CENO Inibiggo de | Estatico | o4 h Gama 50 100 1000 1 10 (SIKORA et al.,
crescimento 2018)
Ekolyum CENO Luminescéncia | Estdtico | - Gama 7 100 1000 1 10 (GOSEEYQ etal,
Ekolyum CENO Luminescéncia | Estatico - Alfa 70 100 1000 1 10 (GOSEEYQ etal,
Escherichia coli CIM Inibigao de Estatico | 24 h Teta 35 4 80 2 10 | (D.;P.;S.N., 2018)
crescimento
Escherichia coli CENO Inibiggo de | Estatico | 94 Gama 180 100 1000 1 10 (SADIQ et al.,
crescimento 2009)
Inibig&o de ” (JIANG;
Escherichia coli CENO Cresgimemo Estatico | 24 n Gama 60 20 200 1 10 MASHAYEKHI;
XING, 2009)
Escherichia coli CENO Mutagenicidade | Estatico | 72p Gama 50 10 10 1 1 (PAN et al., 2010)
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. Toxicida —
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - AF - Referencia
taxonémicos ao cristalina (nm) (mg/L) sem | tempo
(mg/L) . .
efeito | time
Escherichia coli CENO Inibigdo de | Estatico | 16 p Alfa 40 250 2500 1 10 (SADIQ et al,
crescimento 2014)
Escherichia coli CIM Inibigao de | Estatico | 241y Gama 50 1600 32000 2 10 (ANSARI etal.,
crescimento 2014)
Escherichia coli CIM Inibigao de | pgiatico | 22h Gama 50 100 1000 1 10 (SIKORA etal.,
crescimento 2018)
Escherichia coli CE50 Inibiggo de Estatico | 72 Gama 30 101,96 101,6 1 10 | (DING etal, 2016)
crescimento
Escherichia coli CENO Inibicgo de | Estatico | 94 Alfa 40 100 10000 10 10 (NG et al., 2015)
crescimento
Klebsiella CL50 Inibigao de Estatico 24 h Alfa 23 10 200 2 10 (PAKRASH] et al.,
Pneumoniae crescimento 2011)
Proteus vulgaris CIM Inibiggo de Estatico | 24 Teta 35 8 160 2 10 | (D.:P.S.N.,2018)
crescimento
Pseudomonas CE50 Inibicéo de Estéatico 2 h Gama 13 400 40000 10 10 (BHUVANESHWA
aeruginosa crescimento Rl et al., 2016)
Pseudomonas CIM Inibigao de Estatico 24 h Alfa 50 1600 32000 5 10 (ANSARI et al.,
aeruginosa crescimento 2015)
Pseudomonas CEO Inibigao de Estatico 16 h Gama 50 100 1000 1 10 (SIKORA et al.,
aeruginosa crescimento 2018)
Pseudomonas Inibicao de (JIANG;
fluorescens CENO cresgimento Estatico 10 h Gama 60 20 400 2 10 MASHAYEKHI,
XING, 2009)
Inibigéo de 2t (DOSKOCZ;
Pseudomonas putida CL50 cresamento Estatico 24 h Gama 50 0.5 50 10 10 AFFEK; ZALESKA-
RADZIWILE, 2017)
Salmonella CEO Inibicéo de Estatico 2 h Alfa 23 1000 20000 2 10 (PAKRASHI et al.,
typhimurium crescimento 2011)
Salmonella CEO Inibigao de | Estatico | 24 1 Alfa 40 1000 20000 2 10 (SADIQ etal.,
typhimurium crescimento 2014)
Salmonella CENO Inibigao de Estatico | 12h Gama 50 0,5 5 1 10 (ZHANG et al.,
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. Toxicida —
Grupos - . . Exposic Fase Tamanho Sensibilidade | AF - AF - .
taxondmicos Espécies Endpoint Efeitos 30 Tempo cristalina (nm) (mde/L) (mgiL) sem | tempo Referencia
9 efeito | time
typhimurium crescimento 2017)
Salmonella CENO | Mutagenicidade | Estatico | 721 Gama 50 10 10 1 1 (PAN et al., 2010)
yphimurium i
Salmonella CENO Inibicéo de Estatico 12 h Gama 50 0.5 5 1 10 (ZHANG et al.,
typhimurium crescimento 2017)
Salmonella Inibicdo de Estatico (BALASUBRAMAN
typhimurium CENO crescimento 48h Gama 40 25 25 ! 10 YAM et al., 2010)
Salmonella Inibicdo de - (BALASUBRAMAN
typhimurium CENO crescimento Estatico 48h Gama 50 2.5 25 ! 10 YAM et al., 2010)
Salmonella CENO Inibicéo de Estatico 12 h Gama 50 0.5 5 1 10 (ZHANG et al.,
typhimurium crescimento 2017)
Salmonella Inibicdo de Estatico (BALASUBRAMAN
typhimurium CENO crescimento 48h Gama 40 25 50 2 10 YAM et al., 2010)
tfg,’q’;”;gﬁg; CEO Mutagenicidade | Estatico | 72h Gama 50 25 5 2 1 | (PANetal., 2010)
Salmonella Inibicdo de Estatico (BALASUBRAMAN
typhimurium CEO crescimento 48h Gama 40 25 25 ! 10 YAM et al., 2010)
Salmonella CENO Inibigao de Estatico 12 h Gama 50 0.5 5 1 10 (ZHANG et al.,
typhimurium crescimento 2017)
Staphylococcus CIM Inibigao de Estatico 24 h Gama 50 1700 34000 5 10 (ANSARI et al.,
aureus crescimento 2013)
Staphylococcus CciM Inibicao de | Estatico | 241y Teta 35 4 80 2 10 | (D.;P.;S.N., 2018)
aureus crescimento
Staphylococcus CEO Inlblgao de Estatico 2 h Gama 50 100 200 2 y (SIKORA et al.,
aureus crescimento 2018)
Streptococcus CIM Inibigdo de | Estatico | 24 Teta 35 6 120 2 10 | (D.;P.;S.N., 2018)
mutans crescimento
Streptomyces CENO Inibigao de | Estatico | 4gh Alfa 30 50 500 1 10 | (LIUetal, 2019)
coelicolor crescimento
Streptomyces CENO Inibigdo de 1 Estatico | 4gh Alfa 80 5 50 1 10
coelicolor crescimento
Vibrio cholera CEO Inibiggo de | Estatico | 24 1 Alfa 23 10 200 2 10 | (PAKRASHIetal,

crescimento

2011)
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. Toxicida -
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - AF - Referencia
taxonémicos ao cristalina (nm) (mg/L) sem | tempo
(mg/L) . .
efeito time
Vibrio fischeri CE50 Luminescéncia | EStético | 3omin |  Gama 25 29,9 2990 10 10 (SVAZR(Eft al.
Vibrio fischeri CENO Luminescéncia | Estético | 30 min Gama 95 100 1000 1 10 (ARuzooJé)et al.,
Paramecium CENO Luminescéncia | Estético Gama 7 100 1000 1 10 | (GOSTEVAetal,
caudatum 4h 2015)
Paramecium CL50 Sobrevivénvia | Estatico | 4gh Alfa 83,5 9269,2 926920 10 10 | (CHEN et al., 2012)
Protozoarios multimicronucleatum
Paramecium CE50 Luminescéncia | Estatico | 24 Alfa 70 1,22 122 10 10 (GOSTEVAetal.,
caudatum 2015)
Tetrahymena CENO Sobrevivéncia | Estético | 24n Gama 95 100 1000 1 10 (ARUOJA et al.,
thermophila 2015)
Artemia salina CL50 Sobrevivéncia | Estatico | 24 Alfa 50 100 10000 0 0
— — (ATES et al., 2015)
Artemia salina CL50 Sobrevivéncia | Estatico | 24p Gama 5 100 10000 0 0
Carcinus aestuarii CEO Morfologia Estatico | 840 h Alfa 40 1 20 0 (GURKAN, 2019)
Ceriodaphnia dubia CENO Sobrevivéncia | Estatico | 48h Gama 5 50 500 0 (HU et al., 2012)
; ; ; Sobrevivéncia Estatico (LI; CZYMMEK;
Crusticeos Ceriodaphnia dubia CL50 48 h Gama 17 45 4500 0 0 HUANG, 2011)
Ceriodaphnia dubia CL50 Sobrevivéncia | Estatico | 72 Delta 50 74,3 74,300 1000* (PAKF%?;')I ol
Ceriodaphnia dubia CENO Reproducéo Estatico | 48n Gama 50 80 800 1 0 (PAKRZA(‘)S1|:)I etal,
Daphnia magna CE50 Imobilizagao Estatico 48 h Alfa 80 114,3 11430 10 (ZHU et al., 2009)
Daphnia magna CEO Crescimento | Estatico | 1260h |  Gama 80 0,75 15 2 10 (KARZ'(';’:'Se)t al.,
Daphnia magna CEO Bioacumulagdo | Estatico | 4gh Gama 127 10 20 2 1 (BOHME et al.,




157

. Toxicida -
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - AF - Referencia
taxonoémicos ao cristalina (nm) (mglL) (mgl/L) sem | tempo
9 efeito time
2015)
Daphnia magna CENO Imobilizaggo | Estético | agn Gama 7 100 1000 1 0 (GOSEEYQ) etal,
Daphnia magna CENO Imobilizagdo | Estatico | 4gn Alfa 70 100 1000 1 0 (GOS;'SY?) etal.,
Daphnia magna CENO Sobrevivéncia | Estatico | 48h Alfa 50 1195 119500 10 0 Esse estudo
Daphnia magna CE50 Sobrevivéncia | Estatico | 504 p Eta 35 3,12 312 100* Esse estudo
Daphnia magna CENO Sobrevivéncia | Estético | 1680h |  Gama 13 39 119500 10 o (V'CEZ"éE'g'a:)et al.,
Daphnia magna CENO Imobilizagdo | Estatico | 4gn Alfa 40 50 500 1 0 (BR%V(\)’{\'Sft al.,
Hyalella azteca CL50 Crescimento | Estatico | oo h Gama 11 100 1000 10 1 (STA';'E)E(\)()et al.,
Equinodermos | Lytechinus variegatus | CENO Sobrevivéncia | Estatico | 96 h Alfa 40 100 1000 1 10 (BR%V(\)’{\'B;?t al.,
Candida albicans CIM Inibigao de | Eoiaiico | 24 h Alfa 58 283,3 5666 2 10
crescimento
. Inibicao de ”
Candida glabrata CIM cresaimento Estatico 24 h Alfa 58 566,6 11332 2 10 (JALAL et al.,
Candida parapsilosis CIM Inibigao de | Eoiatico | 24 h Alfa 58 566,6 11332 2 10 2016)
crescimento
Fungos Candida tropicalis CIM Inibigao de | Eoiaiico | 24 h Alfa 58 566,6 11332 2 10
crescimento ]
Saccharomyces Inibigéo de - (GARCIA-
- CEO A Estatico 10h Gama 50 1000 1000 1 10 SAUCEDO et al.,
cerevisiae crescimento 2011 )
Saccharomyces CENO Inibigao de Estati 24 h G 50 100 20000 2 10 é%‘i‘ésé‘éi
cerevisiae crescimento statico ama ’
SOARES, 2019a)
Peixes Carassius auratus CENO Estresse Estatico | 420h Gama 20 100 1000 1 10 | (BENAVIDESetal.,
oxidativo 2016)
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: Toxicida e
Grupos Espécies Endpoint Efeitos Exposic Tempo Fase Tamanho de Sensibilidade | AF - AF - Referencia
taxonémicos ao cristalina (nm) (mg/L) sem | tempo
(mg/L) . .
efeito | time
Clarias gariepinus CENO Histopatologia | Estatico | 96 Gama 40 100 10000 10 10 (NNAZ“g?g)et al.,
. - CENO Parametros o (BRIGGS_;
Clarias gariepinus hematoloaicos Estatico | 1680 h Gama - 100 1000 10 10 AMAEZE;
g OBANYA, 2018)
Danio rerio CENO Sobrevivéncia Estatico 96 h Alfa 80 1000 2000 2 10 (ZHU et al., 2008)
Danio rerio CEO Sobrevivéncia Estatico 48 h Gama 127 100 2000 2 10 (BOF%':ES? al.,
Danio rerio CENO Sobrevivencia | Estatico | 96 h Gama 50 800 8000 1 10 (KO\a’F'gy}gH et
Oreochromis CL50 Sobrevivéncia | Estatico | 96 h Alfa 40 240 24000 10 10 (MURAL etal.,
mossambicus 2017)
Oreochromis CEO Morfologia Estatico | 96 h Alfa 40 120 2400 2 10 (MURALI et al.,
mossambicus 2018)
Oreochromis niloticus |~ CEO Metabolismo | Estatico | 840h | Gama 40 5 10 2 1 (CANzL(');g)ANL"
L . ” (CANLI; DOGAN;
Oreochromis niloticus CENO Metabolismo Estatico 840 h Gama 50 5 50 1 10 CANL], 2018)
Moluscos Corbicula fluminea CEO Bioacumulagao Estatico | 1680 h Gama 11 100 200 2 1 (STA';BEg)et al.,
Plantas Lemna minor CENO Inibiggo do 1 Eoiaiico | 420 h Gama ; 30 300 1 10 (JUHEL etal,
crescimento 2011)

*Para as NP n-Al203 e NP 6-Al203 foram encontrados apenas um endpoint, por esse motivo um FA padrdo de 100 foi aplicado para converter a CENO para
as NP n-Al203 e um FA padrao de 1000 foi aplicado para converter a CL50 para as NP 6-Al2O3, conforme descrito anteriormente na literatura (ECHA, 2008)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The role of the crystalline structure on the toxicity of two phases of Al,0; NPs, alpha (o-Al,0; NPs) and eta (n-
Aluminum oxide Al,03 NPs), was investigated in this study. Different techniques were employed for the characterization of the
Alpha phase Al,O3 NPs and multiple toxicological endpoints were used to assess the toxicity toward mouse neuroblastoma
Eta phase (N2A) and human bronchial epithelial (BEAS-2B) cells. Based on the results of the multiple toxicological end-
Manoparticles

Cytotoxicity
Crystalline structure

points, revealed differences in the toxic potential results for a-Al;03; NPs and n-Al,0; NPs, with the latter
showing a more pronounced effect. These effects could be due to the high uptake of the n-Al;03 NPs in the

cytoplasmic vesicles, as evidenced by TEM and ICP-MS. Hence, the results demonstrate the potential toxicity of
both a-Al;03 NPs and 11-Al,03 NPs, although the N2A and BEAS-2B cells showed greater susceptibility toward -
Al;03 NPs. Thus, our study demonstrates the important role of the crystalline structure in relation to the na-

notoxicity of Al;Os; NPs.

1. Introduction

The number of commercially-available products containing nano-
particles (NPs) worldwide exceeds 1800 (Vance et al, 2015). Among
the NPs available on the market are metal oxides, including titanium
dioxide (TiO,), iron oxide (Fe;0y4, Fe,0), copper oxide (Cu0), zinc
oxide (Zn0) and aluminum oxide (Al,0;) (Balasubramanyam et al,
2009a; Janrao et al., 2014; Miralles et al., 2012). Al,0; NPs can have
different crystalline structures: o (alpha), B (beta), y (gama), & (delta),
(eta), O (teta), x (kappa) and 7 (chi), which can influence their physi-
cochemical properties. For this reason they are widely used in different
areas of engineering and in consumer products (Doremus, 2008;
Federation of Aluminum Consumers in Europe, 2017).

The high production volume suggests an increased likelihood of
human and environmental exposure to Al,0, NPs from fugitive emis-
sions, accidental spills, and disposal of materials after use. When in
contact with the human body, these nanoparticles can easily cross the
various biological barriers and may reach the most sensitive organs
(Wang and Nowack, 2018). Several in vivo studies have shown that
Al,0, NPs, after inhalation and through oral exposure, are distributed
to the brain as well as to the lungs and gastrointestinal tract, causing

pronounced effects (El-Hussainy et al., 2016; Li et al., 2017; Morsy
et al., 2016). In addition, in vitro studies have shown that Al,0, NPs can
induce inflammation, genotoxicity, cytotoxicity, and cell death
(Balasubramanyam et al., 2009b; Di Virgilio et al., 2010; Li et al., 2009;
Prabhakar et al., 2012).

The physicochemical properties that are important with regard to
understanding the toxic effects of NPs include particle size, agglom-
eration/aggregation state, particle shape, crystalline structure, che-
mical composition, dissolution, surface chemistry, surface area, surface
charge and porosity. Aspects of these properties have been discussed in
several reviews of nanotoxicology, for example, the particle size, sur-
face area and degree of aggregation of Al,O, NPs have been shown in
some cases to affect toxicity in vitro, mainly due to aggregation in the
culture medium (Bour et al., 2015; Ma et al., 2013; Nemmar et al.,
2013; Tsaousi et al., 2010; Vinardell et al.,, 2015; Yoon et al., 2011).
With respect to uptake, mechanisms causing dissolution of Al,0, NPs in
different medium is of high importance. For example, most endocytic
pathways include lysosomes, after cellular uptake and lysosomal en-
trapment could causing dissolution of the NPs in response to the low pH
of lysosomes, performing a play the crucial role in toxicity (Borm et al.,
2006; Casey et al., 2010; Frohlich, 2012; Kim et al., 2015). The
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ABSTRACT

Aluminum oxide nanoparticles (Al,05 NPs) can be found in different crystalline phases, and with the emergence
of nanotechnology there has been a rapid increase in the demand for Al,0; NPs in different engineering areas
and for consumer products. However, a careful evaluation of the potential environmental and human health
risks is required to assess the implications of the release of Al,O; NPs into the environment. Thus, the objective
of this study was to investigate the toxicity of two crystalline phases of Al,O5 NPs, alpha (a-Al:O; NPs) and eta
(1-Al03 NPs), toward Daphnia magna and evaluate the risk to the aquatic ecology of Al,O3 NPs with different
crystalline phases, based on a probabilistic approach. Different techniques were used for the characterization of
the Al;03 NPs. The toxicity toward Daphnia magna was assessed based on multiple toxicological endpoints, and
the probabilistic species sensitivity distribution (PSSD) was used to estimate the risk of Al,03 NPs to the aquatic
ecology. The results obtained verify the toxic potential of the NPs toward D. magna even in sublethal con-
centrations, with a more pronounced effect being observed for n-Al;O5 NPs. The toxicity is associated with an
increase in the reactive oxygen species (ROS) content and deregulation of antioxidant enzymatic/non-enzymatic
enzymes (CAT, SOD and GSH). In addition, changes in MDA levels were observed, indicating that D. magna was
under oxidative stress. The most prominent chronic toxic effects were observed in the organisms exposed to n-
Al,O; NPs, since the lowest LOEC was 3.12 mg/L for all parameters, while for a-Al,05 NPs the lowest LOEC was
6.25 mg/L for longevity, growth and reproduction. However, the risk assessment results indicate that, based on a
probabilistic approach, Al,O, NPs (alpha, gamma, delta, eta and theta) only a very limited risk to organisms in
surface waters.

1. Introduction

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

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

Notable NPs produced from metal oxides are those obtained from
aluminum oxide (Al»0s), which present different crystalline phases: a
(alpha), {3 (beta), y (gamma), 8 (delta), nj (eta), 8 (theta), k (kappa) and
% (chi). Initially, the research and application of Al,0, NPs were fo-
cused only on abrasives and resistant coatings in the automotive and
metallurgy industry, but in recent decades research has been carried out
in several areas seeking new applications for Al,O; NPs, including
personal care products, fire retardants, antifungal agents, insecticides
and catalysts (Federation of Aluminum Consumers in Europe, 2017).
Analysis of the consumer market for Al,O, NPs indicates a growth in
production, with 42,000 tonnes Al,0, NPs produced in 2010 and
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Abstract: There are few studies on nanoplastic that propose quantification of the amount ingested combined with evaluation
of the toxic effects on aquatic organisms. We propose 2 methods to quantify the amount of polystyrene nanoplastic (PSNP)
ingested by Daphnia magna: fluorescence intensity, where a fluorescent monomer (F) is added to the PSNP and quantified
through fluorescence light microscopy, and total aluminum quantification, where PSNP is synthesized with Al;O3 metal-core
nanoparticles and used for quantification of the nanoplastic ingested by the organism Daphnia magna using inductively
coupled plasma-mass spectrometry. In addition, the PSNP was functionalized with palmitic acid to simulate the environ-
mental conditions leading to biological and chemical transformations. Acute and chronic toxicity tests were performed with
fluorescent PSNP (PSNP/F) and palmitic acid-functionalized PSNP/F (PSNP/F-PA). The ingestion quantified was higher by
factors of 2.8 and 3.0 for PSNP/F-PA and 1.9 and 1.7 for PSNP/F applying the flucrescence intensity and total Al quantifying
methods, respectively, when compared to PSNP. These results are consistent with the data obtained in the toxicity tests,
which showed an approximately 3 times increase in the adverse effect of PSNP/F-PA on the mobility and reproduction of the
organisms. Thus, the strong inhibition of D. magna reproduction caused by PSNP/F-PA in the chronic toxicity tests could be
associated with a greater amount of this nanoplastic being ingested by the organisms. Environ Toxicol Chem

2019;38:2101-2110. © 2019 SETAC

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

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

However, concems have been raised about the ecotox-
icology not only of the macroform of plastic but also the plastic
debris products in the form of micro- and nanometric scale
particles (Martins and Guilhermino 2018; Mattsson et al. 2018).
There are divergences regarding the definition of particle size

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

This article contains online-only Supplemental Data. applied to classify microplastics and nanoplastics (Alimi et al.
* Address correspondence to william.g.matias@ufsc.br 2018; Hartmann et al. 2019). However, a broad classification
Published online 24 June 2019 in Wiley Online Library defi icl 5 , lasti d <1

(wileyonlinglibrary.com). efines particles <5 mm as microplastics and <1 pm as nano-
DOL 10.1002/etc.4528 plastics (da Costa et al. 2016; Rist et al. 2017; Alimi et al. 2018;

wileyonlinelibrary.com/ETC © 2019 SETAC
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Keywords Tattpa inks represent a growing market in the world economy, but this growth is associated with an incemse in
Tattoss ink reports of adverse effects caused by the use of this product. [n this study, four commernsial atoo inks (blue,
Hmoparticks green, red and black) were studisd to characterize the compesition and particle size and identify poasible in vive
wtﬂﬂmlun and i wiro toxicological effects on Daplomiz magna and HalaT cells, respectively. Compositional analysis con-
— ma:llls firmed the functional groups in the vehicles and organic pigments. The presence of nanoparticles was confirmed
Daphiz by image analysis. The taxicalogical evaluation indicated distinct resules for bloe and green inks for the para-

meters tested, despite the presence of similar kevels of metals. The red ink, followed by the green, presented the
highest toxicity, which may be related to pigments containing azo compoands and oot o the metal fracton.
Black ink was found to be the safest toxicologically. This paper provides an overview of the composition of tattoo

inks and their iowicological effects in epidermal cells and in the environment.
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Keywords: Zine oxide nanomaterials (ZnO NM) have been used in a large number of applications due to their interesting
Nanotoxicology physicochemical properties. However, the increasing use of ZnO NM has led to concerns regarding their en-
Zinc oxide vironmental impacts. In this study, the acute and chronic toxicity of ZnO nanorods (NR) bare (ZnONR) and
Manorods

amine-functionalized (ZnONR@AF) toward the freshwater microcrustacean Daphnia magna was evaluated. The
ZnO NR were characterized by transmission electron microscopy (TEM), X-Ray diffraction (XRD), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), and the zeta potential and hydrodynamic diameter (HD). The acute
EC50;4an) values for D. magna revealed that the ZnONR@AF were more toxic than the ZnONR. The generation of
reactive oxygen species (ROS) was observed in both NM. Regarding the chronic toxicity, the ZnONR@AF were
again found to be more toxic than the ZnONR toward D. magna. An effect on longevity was observed for ZnONR,
while ZnONR@AF affected the reproduction, growth and longevity. In the multigenerational recovery test, we
observed that maternal exposure can affect the offspring even when these organisms are not directly exposed to

Amine-functionalization
Daphnia magna
ROS generation
Multigenerational effects

the ZnO NR.

1. Introduction

Due to the fast growth of the nanotechnology domain, nanomater-
ials (NM) are being used in a wide variety of applications in the in-
dustrial, domestic and health sectors (Nel et al., 2006). These NM can
be applied in their pure form or following surface functionalization
with NM, polymers, surfactants or ligands, which modify the physico-
chemical properties and enhance the performance of the material
(Kango et al., 2013). However, the surface modification of NM can also
alter their toxicological properties, resulting in an increase of the
toxicity (Perreault et al., 2012; Vicentini et al., 2017), reduction of the
toxicity (BoZié et al., 2017; Rossetto et al., 2014b) or in some cases, it
does not influence in the toxicity of the NM (Wallin et al., 2017).

At the nanoscale, the properties of materials may differ significantly
from those of the respective bulk materials (Rossetto et al., 2014a). The
same particular characteristics of NM that permit their application in
many products, such as small size, high surface area and capacity for
agglomeration or dispersion, can facilitate their translocation between
environmental compartments, biological transport, and cellular

interactions, highlighting the importance of researching the bioavail-
ability, degradability, reactivity and toxicity of NM (Khanna et al.,
2015).

The toxicity effects of NM are associated with several factors, in-
cluding: (a) the NM themselves, which can be toxic when taken up by
organisms (Griffitt et al., 2009); (b) the enhanced solubility of NM into
toxic metal ions in the case of metal and metal oxide NM (Blinova et al.,
2010; Melegari et al., 2013; Rossetto et al., 2014a); (c) the combined
effects of the NM and the released ions, enhancing the toxicity (Poynton
et al., 2011); and (d) a “Trojan horse effect”, due to the possibility of the
nanoparticles (NP) entering the cell through mechanisms of inter-
nalization and causing damage inside the cell (Limbach et al., 2007;
Sabella et al., 2014).

Due to its specific optical, magnetic, semiconducting, piezoelectric,
antibacterial properties and diverse growth morphologies (Vaseem
et al., 2010), ZnO is one of the most commonly used metal oxide NM in
industry and in everyday products, such as personal care products,
polymeric membranes for water treatment, coatings and antifouling
paints (Vaseem et al., 2010), with an estimated production of 30,000

* Corresponding author at: Laboratério de Toxicologia Ambiental, Departamento de Engenharia Sanitiria e Ambiental, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Universitdrio,

Caixa Postal 476, CEP 88.010-970, Florianépolis, SC, Brazil,
E-mail address: william.g.matias@ufsc.br (W.G. Matias).

https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2018.02.002

Received 20 September 2017; Received in revised form 1 February 2018; Accepted 2 February 2018

Available online 05 February 2018
0166-445X/ © 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.



164

A5 Trabalhos publicados em congressos

Nogueira, D. J.; Vaz, V. P.; Koerich, J. S.; Vicentini, D. S.; Matias, W. G. Crystalline
phase-dependent ecotoxicity of aluminum oxide nanoparticles forward Daphnia
magna. In: XVII Congresso Brasileiro de Limnologia & 2° Congresso Ibero-americano
de Limnologia, 2019, Florian6polis. XVII Congresso Brasileiro de Limnologia & 2°
Congresso Ibero-americano de Limnologia, 2019.

Vaz, V. P. ; Nogueira, D. J. ; Poeschmann, L. M. R. ; Vicentini, D. S. ; Matias, W. G.
The acute toxicity and swimming behavior effects of the co-exposure of polystyrene
nanoplastics and 17a-ethinyl estradiol on the test organism Daphnia magna. In: XVII
Congresso Brasileiro de Limnologia & 2° Congresso Ibero-americano de Limnologia,
2019, Floriandpolis. XVII Congresso Brasileiro de Limnologia & 2° Congresso Ibero-
americano de Limnologia, 2019.

Nogueira, D. J.; Arl, M.; Justino, N. M.; Vicentini, D. S.; Matias, W. G. Acute and
chronic effects of aluminum oxide nanoparticles on Daphnia magna. In: 12th SETAC
Latin America Biennial Meeting, 2017, Santos-SP. 12th SETAC Latin America
Biennial Meeting, 2017.

Arl, M.; Nogueira, D. J.; Justino, N. M.; Ferrari, E.; Matias, W. G. Are tattoo inks
safe? In vitro and in vivo toxicological evaluation. In: 12th SETAC Latin America
Biennial Meeting, 2017, Santos-SP. Contaminants of emerging concern (CECs) in
the environment: current knowledge and future challenges, 2017.

ARL, M.; Nogueira, D.J.; Puerari, R. C.; Toledo-silva, G.; Rossetto, A. L. O.
F.; Vicentini, D. S.; Matias, W. G. Tinta de tatuagem: identificacdo de nanomateriais
presentes e avaliagéo toxicoldgica. In: XIV Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia,
2016, Curitiba. XIV Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia, 2016.


http://lattes.cnpq.br/1275588682046596
http://lattes.cnpq.br/5129713482933894
http://lattes.cnpq.br/5129713482933894
http://lattes.cnpq.br/1275588682046596

		2020-03-30T16:56:33-0300


		2020-03-31T16:52:19-0300
	Maria Eliza Nagel Hassemer:46358234900




