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RESUMO

A nanotecnologia € a ciéncia que estuda e desenvolve materiais cuja
escala extremamente pequena permite um aproveitamento diferenciado
dos mesmos. Porém ainda ndo ainda ha regulamentacéo especifica para o
uso e descarte de nanoparticulas (NP) no Brasil. A nanoparticula de éxido
de zinco (NP ZnO) tem chamado atencdo devido ao seu uso em
cosméticos que possuem fator de protecdo solar, entre outras aplicagdes.
Para melhor conhecimento dos possiveis danos causados por essa NP, ao
meio ambiente e a salde, optou-se por realizar testes de toxicologia
ambiental em microcrusticeo Daphnia magna, bactéria Aliivibrio
fischeri, célula de neuroblastoma murino (N2A) e semente de alface
(Lactuca sativa). Através de MET, as NP ZnO observadas possuiam
tamanhos entre 20 e 50 nm; a area superficial, que foi obtida através do
método BET, foi 4,766 m2.g*. Além disso, avaliou-se o potencial zeta e
o0 tamanho hidrodinamico das NP ZnO nos diferentes meios de teste, 0
que indicou baixa estabilidade em suspensdo. Para o teste agudo com D.
magna, obteve-se uma CEso4sn de 4,2 + 0,7 mg.L™, sendo classificada
com tdxica. Ja no teste crénico com D. magna, foram observados efeitos
sobre a longevidade, reproducdo e crescimento das Daphnia, sendo
obtidas, respectivamente, CEO igual a 1,0; 0,5 e; 1,0 mg.L™. O ensaio
com A. fischeri apresentou CEso,1smin de 73,55 mg.L* e CEso,zomin de 23,88
mg.L™ . No ensaio MTT com células N2A, o efeito da nanoparticula de
Oxido de zinco sobre a viabilidade celular se mostrou dose-dependente,
apresentando uma CEso2sn igual a 0,9 + 0,02 mg.L™. Os resultados da
quantificacdo do zinco em cada amostra, evidenciaram que, exceto para
os testes de crescimento das plantulas de alface e de inibicdo da
bioluminescéncia de A. fischeri, todas as amostras apresentaram
quantidades de zinco total abaixo do limite permitido na legislacdo
brasileira e, ainda assim, causaram efeitos toxicos sobre 0s organismos
testados.

Palavras-chave: Toxicologia ambiental. Nanoparticulas. Oxido de zinco.
Daphnia magna. Aliivibrio fischeri. Célula N2A. Lactuca sativa.



ABSTRACT

Nanotechnology is the science that studies and develops materials whose
extremely small scales allows for differentiated use of them. However,
there is still no specific legislation for the use and disposal of
nanoparticles (NP) in Brazil. Zinc oxide nanoparticles (NP ZnQO) has
attracted attention duo to its use in cosmetics that have sunscreen
properties, among other applications. To better understand the possible
damages caused by this NP, to the environment and health, it was decided
to carry out toxicological tests in microcrustacean Daphnia magna,
Aliivibrio fischeri bacterium, murine neuroblastomal cell (N2A) and
lettuce seeds (Lactuca sativa). Through TEM, observed ZnO NPs were
measured between 20 and 50 nm; its surface area, obtained through BET
method, was 4,766 m2.g™. Moreover, we evaluated ZnO NPs zeta
potential and hydrodynamic size in different media, which indicated low
suspension stability. For acute test with D. magna, we obtained an
ECso.4sn 0f 4,2 + 0,7 mg.L™, being classified as toxic. As for the chronic
test, we observed effects over longevity, reproduction and growth of D.
magna, with LOEC results as follow, respectively: 1,0; 0,5 and; 1,0 mg.L"
1 A. fischeri assay showed ECso 1smin Of 73,55 mg.L™ and ECsozomin OF
23,88 mg.L™%. For the MTT assay with N2A cells, the effects of ZnO NPs
over cell viability proved to be dose-dependent, showing an ECso 24n equal
to 0,9 + 0,02 mg.L™ . Results from zinc quantification in each sample
showed that, except for lettuce seedlings growth and A. fischeri’s
bioluminescence inhibition tests, all samples had total zinc amounts
below the allowed threshold by brazilian legislation and, nevertheless,
caused toxic effects on the tested organisms.

Keywords: Environmental toxicology. Nanoparticles. Zinc Oxide.
Daphnia magna. Aliivibrio fischeri. N2A cell. Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma ciéncia com crescimento expressivo e
busca estudar e desenvolver materiais em escala extremamente pequena
(ABDI, 2010), ou seja, de 1 a 100 nandmetros (1 nm = 10° m) e com
alteraces em alguma de suas propriedades, como modificagdes
superficiais ou de carga, por exemplo (1SO, 2005).

Devido ao tamanho reduzido, os nanomateriais possuem uma
area superficial muito maior do que as particulas macroscopicas. Isso
Ihes confere propriedades fisicas e quimicas distintas, ja que possuem
maior contato com a matriz em que estéo inseridas (ASSIS et al., 2012).
Isto permite um aproveitamento diferenciado dessas particulas (QUINA,
2004).

Esse tipo de tecnologia estd presente em diversos setores
industriais (ABDI, 2010) e uma de suas possibilidades de aplicacdo é no
desenvolvimento de nanomateriais para o diagndstico e terapias no
ambito clinico. Porém, os riscos que as populacfes estdo submetidas a
partir da exposicdo a esses materiais a longo prazo ainda carecem de
estudos. O que se sabe é que por conta das suas pequenas dimenses, 0s
nanomateriais tém alta capacidade penetrar nos organismos (CANCINO;
MARAGONI; ZUCALOTTO, 2014). Os pulmdes e intestinos sdo as vias
mais comuns de absor¢do e de uma consequente contaminagdo, mas 0s
nanomateriais podem entrar na circulagao e atingir outros 6rgdos como o
figado e rins (HOET; BRUSKE-HOHLFELD; SALATA, 2004).

Em se tratando de meio ambiente, ha risco de contaminacao,
visto que as nanoparticulas possuem grande &rea superficial, boa
capacidade de dispersdo, aglomeragcdo e penetram 0S organismos por
difusdo e adesdo celular (KLAINE et al., 2008), podendo causar danos
cumulativos nas teias alimentares (PASCHOALINO; MARCONE;
JARDIM, 2010), j& que possui alta resisténcia a degradacdo (QUINA,
2004).

O descarte inadequado soma outro fator de risco para 0 meio
ambiente. (SANTOS, 2014), pois 0 pequeno tamanho dessas particulas,
que favorece sua difusdo e transporte na atmosfera, aguas e solos também
dificulta sua remocéo por técnicas usuais de filtracdo (QUINA, 2004).

O oxido de zinco (ZnO) foi, tradicionalmente, muito utilizado na
indUstria de borracha, adesivos, cosmética, farmacéutica, téxtil,
eletrdnica, eletrotecnoldgica e de fotocatalise (KOLODZIEJCZAK-
RADZIMSKA; JESIONOWSKI, 2014), propiciando estudos para sua
aplicacdo em nanofios, nanotubos, nanodiscos, nanoplacas, entre outros
(MAYRINCK et al., 2014). As nanoparticulas de 6xido de zinco (NP
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Zn0) tém caracteristicas elétricas e magnéticas promissoras e vém sendo
muito utilizadas na inddstria de cosméticos, atuando como fator de
protecdo solar (REIS, 2014).

Lin e Xing (2007) expuseram sementes de canola, rabanete,
azevém, alface, milho e pepino as NP ZnO, concluindo que todas as
espécies vegetais apresentaram inibicdo na germinacdo das sementes e
no crescimento da raiz. Em microcrustaceo Daphnia magna, Adam et al.
(2015) demonstraram que esse organismo, quando exposto por um
periodo de 10 dias a concentracdes subletais de NP ZnO, consegue
regular rapidamente a quantidade interna de zinco. O mesmo ocorre
guando, subsequentemente, esse mesmo organismo é transferido para um
meio sem 0 contaminante. Portanto, a velocidade de regulacdo do zinco
interno é muito semelhante tanto na fase de exposi¢do a NP quanto na
fase de ndo exposicdo. Mortimer (2008) realizou teste de toxicidade
aguda com a bactéria marinha Aliivibrio fischeri, encontrando alta
toxicidade para a exposicdo ao ZnO, tanto em forma nanométrica quanto
em forma bulk (macrométrica). Ja os possiveis efeitos causados pela
exposicdo de NP ZnO as células epidérmicas humanas séo
citotoxicidade, estresse oxidativo e possivel peroxidagdo lipidica
(SHARMA et al., 2009).

Apesar da grande utilizacdo das NP e de seus potenciais
beneficios para os diversos segmentos da sociedade, ainda ndo ha uma
legislacdo que regule a comercializa¢do dessas (ABDI, 2011). Sabendo
disso e da caréncia de informacao acerca dos possiveis efeitos toxicos
das NP, optou-se, neste trabalho, por analisar os efeitos de toxicidade da
NP ZnO em organismos que representam diferentes cenarios, como agua
doce (D. magna) agua salgada (A. fischeri), solo (L. sativa), bem como
os danos a nivel celular dentro de um organismo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

e Auvaliar a toxicidade das nanoparticulas de dxido de zinco
em diferentes organismos-teste.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a NP ZnO;

e Avaliar os efeitos da toxicidade aguda para o0s
microcrustaceos Daphnia magna, quando estes sdo
expostos & NP ZnO;

e Observar os efeitos subletais quando as D. magna sdo
expostas as NP ZnO em teste de toxicidade cronica;

e Avaliar os efeitos da exposicdo de NP ZnO a sementes de
alface (Lactuca sativa L.) quanto ao crescimento das
plantulas;

e Auvaliar a toxicidade da NP ZnO a partir das medidas da
inibicdo de luminescéncia emitida pela bactéria Aliivibrio
fischeri;

e Avaliar a viabilidade celular de células de neuroblastoma
murino (N2A) expostas a NP ZnO através do teste MTT.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. NANOTECNOLOGIA

Materiais nanoestruturados ndo sdo uma descoberta recente. Os
romanos ja utilizavam, desde o século IV d.C., metais em escala
nanométrica para decoracdo. O exemplo mais antigo e mais famoso é o
Copo de Lycurgus. Este era feito a partir de nanoparticulas de ouro e
prata embebidas em vidro, o qual mudava sua coloracéo dependendo da
escala em que se encontravam as particulas de metais e do local de
incidéncia de luz. Essa técnica também foi muito utilizada em vidracas
de janelas (LOGOTHETIDIS, 2011).

A possibilidade de se manusear 4tomos individualmente
(ABCarb, 2014) foi proposta pela primeira vez por Richard Philips
Feynman durante um encontro anual de fisica, em 29 de dezembro de
1959, onde ministrou uma palestra intitulada “There’s Plenty of Room at
the Bottom” (TOUMEY, 2008). Mais tarde, em 1974, Norio Taniguchi
introduziu o termo “nanotecnologia” (CASANOVA, 2010), mas s6 em
1986, Kim Eric Drexler publica o livro “Engines of Creation” no qual
faz uso do termo de uma forma mais semelhante a atual (LEINONEN;
KIVISAARI, 2010).

O prefixo nano significa, em grego, um bilionésimo de qualquer
coisa, no caso deste trabalho, a medida em questéo é o metro (SCHULZ,
2005). Por terem uma dimensdo tdo diminuta, os materiais em escala
nano promovem inovacao na ciéncia e permitem a criagdo de novos
produtos pela capacidade crescente de se poder manipular atomos.

A nanotecnologia permite a obtencdo de materiais mais leves,
fortes, duraveis e até melhores condutores de eletricidade, tendo ampla
possibilidade de aplicagdes como filmes finos, em nanoescala, éculos,
janelas e visores de computador. Também na area de cosméticos, usam-
se nanomateriais para producdo de lo¢Bes, xampus e maquiagens (NNI,
2013). Isso tudo é possivel ndo sé por envolver uma particula
nanométrica, mas por ser interdisciplinar, juntando conhecimentos da
area da fisica, biologia, engenharia eletronica e ciéncias de materiais
(ALICE; RUPPENTHAL, BECK, 2011).

3.2. ZINCO

O zinco é um metal ferroso, sendo o terceiro mais consumido do
mundo. E obtido por meio de processos hidrometallrgicos e tem sua
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principal utilizacdo na indudstria de galvanizacdo para proteger processos
de corroséo e na producao de ligas e produtos quimicos (SANTQOS, 2009).

E encontrado, principalmente, na forma de sulfetos (combinado
ao enxofre) e 0xidos (combinado ao oxigénio) ou associado ao chumbo,
cobre, prata ou ferro. O zinco também pode estar sob a forma de minérios
como a zincita (Zn0O), a willemita (Zn.SO4) e outros (MEDEIROS, 2012).

No corpo humano, sdo encontrados cerca de 2 g de zinco,
estando 60% presente nos musculos e 30% nos 0ssos. Ha quantidades
pequenas presentes no sangue e no suor, quando o zinco é eliminado
(MAUGHAN, BURKE, 2004). Participa na estrutura de varias proteinas,
tem funcdo imunoldgica, antioxidante e também ajuda na adaptagéo da
visdo noturna.

A deficiéncia desse metal pode causar diarreia, hipogeusia,
atrofia timica, linfopenia, entre outras complicacbes (MAFRA,;
COZZOLINO, 2004), porém ha também a questdo do excesso desse
mineral, nesse caso podendo alterar os niveis plasmaticos normais de
cobre, reduzir os niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL), bem
como a resposta imunolégica (CRUZ; SOARES, 2011).

3.2.1. Toxicidade do zinco

O zinco é um atomo pequeno, que se comporta como acido de
Lewis, pois é capaz de receber um par de elétrons. Ele pode atravessar as
membranas celulares tanto por transporte passivo quanto ativo e
consegue, inclusive, chegar a corrente sanguinea (HENRIQUES;
HIRATA; COZZOLINO, 2003).

Esse metal possui efeito citotoxico quando em altas
concentragBes (NOLTE et al., 2004) e apresenta potencial de causar
danos em neurdnios, células da glia e outros tipos celulares, porém nao
possui efeitos mutagénicos ou carcinogénicos para as células humanas
(NRIAGU, 2011).

Segundo Wolff et al. (2009), o zinco apresenta toxicidade
significativa, quando testado na planta aquatica salvinia (Salvinia
auriculata) em concentragdes entre 2,5 e 10 mg.L™, observando-se
clorose nas folhas, ou seja, deficiéncia na formacdo dos cloroplastos e,
consequentemente, na sintese de clorofila, bem como baixo
desenvolvimento de raizes e até a morte de alguns individuos.
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3.2.2. Nanoparticula de 6xido de zinco

A NP ZnO é um material semicondutor, isto é, fica entre
condutor elétrico e um isolante (LEAO, 2009), pois possui banda
proibida alta, em torno de 3,37 eV, ja que os semicondutores se
encontram na faixa entre 0,2 e 4,0 eV (BURGER, 2011). E, portanto, um
sélido cristalino que possui propriedades fotoelétricas, piezoelétricas e
estabilidade quimica (AZEVEDO; WINNISCHOFER, 2002).

O zinco, quando na forma nanométrica, assume novas
propriedades como a capacidade de absorver um amplo espectro de
radiacdo, entre elas a radiacéo ultravioleta (UV), propiciando a inclusao
das NP ZnO em protetores solares ou em cosméticos que possuam fator
de protecao solar (FPS) em suas formulas. Em contrapartida, em ratos, a
administragdo parentérica dessas NP mostrou provocar danos no figado,
coracdo, bago, pancreas e 0ssos. Quando administradas pela traqueia,
podem levar ao desenvolvimento pneumonia e até anemia
(BOGUTSKA; SKLYARQV; PRYLUTSKYY, 2013).

3.2.3. Legislagéo

As legislagdes apenas regulamentam as quantidades de zinco
total presentes na dgua destinada ao consumo humano e as quantidades
permitidas no lan¢camento em efluentes, como mostra o Quadro 1, ndo
tratando, portanto, da forma de nanoparticula.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) possui
uma resolucdo referente aos padrbes de lancamento de efluentes
(CONAMA, 2011). O Ministério da Saude, por sua vez, apresenta uma
portaria que se refere a qualidade da agua para consumo humano e
potabilidade — padrao organoléptico de potabilidade (BRASIL, 2004). E
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria também possui uma portaria
referente a quantidade didria maxima recomendada para a ingestdo de
zinco, no que diz respeito a alimentacdo humana (ANVISA, 1999).

Quadro 1 — Quantidades de zinco total permitidas segundo a legislacdo
brasileira.
LEGISLACAO ZINCO TOTAL MAXIMO
ANVISA 593/2005 7 mg dia
CONAMA 430/2011 5mg.L?
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3.3. TOXICOLOGIA AMBIENTAL

Segundo Costa et al. (2008), a toxicologia pode ser dividida em
3 partes: (i) toxicologia clinica, que avalia a toxicidade de drogas,
farmacos ou medicamentos em pacientes; (ii) toxicologia forense, que
tem finalidade de encontrar toxinas ilegais e; (iii) toxicologia ambiental
que procura identificar o destino desses agentes tdxicos, o impactos
destes nas teias alimentares e como esses contaminantes podem interferir
nos individuos ou até na populagdo como um todo.

Para a realizacdo do estudo de toxicologia ambiental é
necessario que haja um grande entendimento das estruturas dos
organismos utilizados nos testes, pois s6 assim serd possivel entender
como ocorre a absor¢do ou intoxicagdo por um determinado poluente
(GALVAO et al., 2009).

A definicdo original de toxicologia ambiental foi cunhada por
René Truhaut, durante uma reunido do Conselho Internacional das Unides
Cientificas, em Julho de 1969. Esta ficou definida como um ramo da
toxicologia que estuda os efeitos causados em qualquer organismo vivo
por qualquer substancia natural ou ndo. N&o obstante, a toxicologia
engloba respostas emocionais e psicoldgicas, além das fisicas. Por isso,
merece ser estudada em contexto integral (TRUHAUT, 1977).

Os estudos de toxicologia ambiental comecaram a ganhar forca
apenas depois que se associou o0 surgimento de alguns problemas, como
a Doenca de Minamata e o enfraquecimento de cascas de ovos, causados
pelo envenenamento por mercurio e o DDT, respectivamente
(NEWMAN, 2009).

Desde 1930, a Companhia Chisso, situada na baia de Minamata,
no Japdo, mantinha uma indudstria de fertilizantes e um dos processos
envolvia a sintese do acetaldeido (C2H40), que por sua vez liberava um
subproduto denominado metilmercurio (MeHg). Este era despejado no
efluente e acabou por contaminar a biota marinha, além de toda a
populacdo que se alimentasse de peixes ou outros animais marinhos da
regido. Apenas 20 anos depois, surgiu o primeiro caso de envenenamento
por MeHg, ja que essa substancia se acumula no organismo mesmo em
pequenas quantidades, causando efeito toxico a longo prazo para o
individuo e todo o ecossistema (HARADA, 1995; ETO, 2000;
MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000).

No caso do DDT, ornitélogos analisaram cascas de ovos de
museus particulares e foi observada uma queda, repentina, de 17% na
espessura de ovos de gavido-da-Europa (Accipiter nisus) no ano de 1947,
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data que coincide com o inicio da utilizacdo do DDT na agricultura. Mais
tarde foi observado que o afinamento das cascas de ovos também pode ter
sido causado pela chuva écida, formada pela liberagdo de Oxidos de
enxofre e nitrogénio, na atmosfera (TOWNSEND; BEGON; HARPER,
2010).

A partir de entdo, a toxicologia ambiental tornou-se um ramo
importante no monitoramento dos ecossistemas e a qualidade destes
(VINDIMIAN, 2001).

3.3.1. TESTES TOXICOLOGICOS

Séo testes que permitem avaliar a qualidade do meio em questao,
como, por exemplo, a 4gua ou solo. Nesses testes, sdo utilizados
organismos Vvivos sensiveis a baixas concentracfes de poluentes, pois
assim respondem até as menores alteragdes no meio em que estdo
inseridos. Também mostram se 0s poluentes estdo biodisponiveis ou nao,
quais as possiveis fontes de poluentes ou que medidas tomar para
amenizar os possiveis danos causados pela substancia (ASKER, 2011).

As toxicidades podem ser subdivididas em (i) aguda, quando o
organismo responde a doses altas em curtos espagos de tempo; (ii)
cronica, quando um organismo responde apenas a exposi¢do continuada
de uma substancia e; (iii) recondita, que provoca sintomas no organismo-
teste apenas quando a substancia testada se acumula nesse organismo
(CARVALHO; PIVOTO, 2011). Para se avaliar a toxicidade de uma
substancia em um dado periodo, sdo realizados testes que permitem
encontrar a concentracdo capaz de causar letalidade ou imobilidade de
50% dos organismos. A essa concentracdo, da-se o nome de Concentragédo
Letal Mediana (CLsg) ou Concentragdo Efetiva Mediana (CEsop)
(CONAMA, 2011). Além disso, diversos parametros podem ser
observados a partir da realizacao de testes toxicoldgicos como alteracdes
morfoldgicas, efeito sobre reproducéo e crescimento, entre outros.

Entre alguns dos critérios mencionados por Martins (2008) para
a escolha de um organismo teste estdo a alta sensibilidade a substancias;
ser um organismo abundante e de facil cultivo em laboratério e; possuir
um ciclo de vida curto. Além disso, deve-se fazer uma avaliacdo da
sensibilidade desse organismo frequentemente.

Uma das classes de agentes potencialmente nocivos, utilizados
em testes, sd0 0s metais, que apresentam efeito toxico sobre organismos
aquaticos e tém poder de se acumular ao longo das teias alimentares,
podendo ocasionar sérios problemas para a salde e meio ambiente e, por
isso, tém ganhado uma atencéo especial (KAHRU et al., 2005).
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Bayer e Storm (1995) descreveram uma situacdo, em Blue
Montain, em que foi langada uma grande quantidade de zinco no ar, pelas
fundicdes, o que levou & inibi¢do do alongamento dos caules de mudas de
arvores da regido. Radi¢ et al. (2009) observou, em Lemna minor (lentilha
d’agua), que o zinco é capaz de inibir o crescimento, causar diminuicéo
do contetdo de clorofilas a e b e de carotenoides além de ser capaz de
induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Em se tratando da nanoparticula de zinco, experimentos
realizados com o caracol Biomphalaria alexandrina, mostraram que ha
inducdo do estresse oxidativo (oxidative stress — OXS) e alteragdes
bioquimicas, levantando questionamentos referentes as implicacOes
ambientais causadas pelas NP ZnO (FAHMY et al., 2014).

3.3.1. Bactéria marinha Aliivibrio fischeri

Aliivibrio fischeri é uma bactéria marinha (VENTURA et al.,
2012) e capaz de produzir bioluminescéncia. Isso é possivel porque
possui enzimas da classe Luciferase, que sdo capazes de transformar
energia quimica em luz (BOETTCHER; RUBY, 1990). Essas enzimas
sdo ativadas pelo acimulo de metabdlitos espécie-especificos e podem
ser visualizadas em meio de cultura (KAPLAN; GREENBERG, 1985).

A primeira vista, para um ser vivo invisivel a olho nu, parece ser
irrelevante e um gasto desnecessario de energia produzir essa luz.
Entretanto quando um grupo consideravel dessas células se juntam, a
emissdo de bioluminescéncia é tdo significativa que organismos
eucariotos complexos, como peixes e lulas, ao longo de sua evolucgéo,
desenvolveram drgdos para armazenar tais bactérias, o que os ajuda na
caca e prové camuflagem durante a noite (MIYASHIRO; RUBY, 2012).

Heinlaan et al. (2008) avaliou, pela primeira vez em A. fischeri,
a toxicidade do diéxido de titanio (TiO2), éxidos de cobre (CuO) e de
zinco (Zn0O), mostrando que esse Gltimo é o mais toxico dos trés, tanto
na forma nano quanto na forma bulk (macrométrica). Todos 0s
compostos de zinco se mostraram muito téxicos para a bactéria A.
fischeri, sendo que os 6xidos de zinco apresentaram toxicidade muito
similar ao do o sulfato de zinco (ZnSQOs). Dessa maneira, a toxicidade
dos materiais pode estar relacionada a liberagdo de ions de Zn?* no meio.
Para Bondarenko et al. (2013), o zinco deve ser classificado como muito
toxico.

Essa bactéria € um bom modelo de estudo de toxicologia
ambiental, pois além de ser sensivel a baixas concentraces de toxicos, a
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toxicidade dos componentes testados pode ser avaliada pela inibicdo da
bioluminescéncia emitida pela bactéria (HWANG et al., 2009).

3.3.2. Células de neuroblastoma murino (N2A)

As células de neuroblastoma murino (N2A) séo derivadas de um
tumor cujos tecidos tumorais podem ser obtidos de amostras de tumores
primarios, sendo aspirados da medula Gssea ou sangue periférico. A
partir disso, as amostras sdo colocadas em meio de cultura.

Muitas evidéncias sugerem que essa linhagem de células
expressa propriedades neuronais e neuroenddcrinas. Além disso, essas
células tém a capacidade de se diferenciar de formas distintas,
dependendo do estimulo que recebem, o que propiciou o seu Uso como
modelo em estudos de desenvolvimento de células neuronais e
neuroenddcrinas (THIELE, 1998).

Para essas células, optou-se por realizar o ensaio MTT, pois 0
mesmo é eficiente na avaliacdo de viabilidade celular (SILVA et al.,
2015).

3.3.3. Microcrustaceo Daphnia magna

Daphnia magna Straus, 1920, é uma espécie de crustaceo de
agua doce, da classe Branchiopoda (atualmente um grupo parafilético),
subclasse Phyllopoda, ordem Diplostraca e subordem Cladocera
(RUPPERT; FOX; BARNES, 2005; ROGERS, 2009).

Os Cladocera sdo os Phyllopoda mais bem-sucedidos do taxon,
pois ao contrario dos Phyllopoda grandes, os Cladocera ndo estdo
restritos apenas a ambientes sujeitos a grandes variages temporais. Essa
subordem possui 11 familias, contendo cerca de 600 espécies de
microcrustaceos conhecidos como “pulgas-d’agua”.

A maioria dos Cladocera mede cerca de 0,5 a 3 mm e possuem,
geralmente, uma carapaga de quitina cobrindo todo o corpo, mas ndo a
cabeca (BRUSCA, G. J.; BRUSCA, R. C., 2007). Sendo assim, 0 corpo
fica dividido em cabeca, térax e abdome. Porém os filopodios sdo
restritos ao torax e o que realiza a locomocdo é o segundo par de antenas,
que funciona como remos e também como paraquedas dentro da agua. Ja
os Ultimos 4 pares de apéndices do tronco, a Daphnia utiliza para capturar
o alimento (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). Estes apéndices variam
entre 1 e 50 um de comprimento.
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Para a distincdo entre machos e fémeas, devem ser observadas
as antenas, que sdo maiores nos machos e o tamanho do corpo que é
maior nas fémeas, além de os machos possuirem um pés-abdome
modificado e membros anteriores modificados em ganchos para segurar
a fémea no momento da copula.

Esses organismos podem se reproduzir sexuadamente, mas
também assexuadamente, por partenogénese, se as condi¢fes ambientais
permitirem, podendo colocar uma ninhada de até mais de 100 ovos a cada
3 dias. Os ovos eclodem, mas os filhotes permanecem na camara
abdominal das fémeas ovigeras, onde permanecem até a hora de serem
liberados para o meio, cerca de 3 dias depois (EBERT, 2005; KATO et
al., 2011).

E um animal de facil cultivo em laboratério, reage a agentes
nocivos, possui ciclo de vida e de reprodugdo curtos e produz
descendentes geneticamente idénticos, devido a reproducdo assexuada, e
isso garante a uniformidade das analises (KNIE; LOPES, 2004). Por isso,
a Daphnia magna foi utilizada nos testes cronico e agudo.

3.3.4. Alface Lactuca sativa

A alface é uma planta de dia longo, ou seja, precisa de um
periodo de iluminacédo acima do fotoperiodo critico (WAYCOTT, 1995),
e suas sementes sdo, originalmente, do tipo fotoblastica positivas, pois
precisam de luz para que aconteca a germinacdo (GABRIEL el at., 2002),
ainda que hoje em dia ja existam muitos cultivares que independem da
luz para germinar (SARNO; SILVA; PASIN, 2014).

Ndo foram encontradas, em 6&rgdos nacionais (Brasil),
informacdes sobre recomendagdes do uso de sementes em testes
toxicol6gicos, porém Lin e Xing (2007), relatam que a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) recomenda o uso de
algumas sementes para testes toxicolGgicos, dentre elas, a semente de
alface.

Sendo a hortalica folhosa mais importante no mundo e a mais
consumida do Brasil (SALA; COSTA, 2012), suas sementes sdo
amplamente utilizadas para bioensaios na deteccdo de compostos
toxicos, pois preenchem os critérios de possibilitar um teste rapido,
sensivel, de facil execucdo e de alta confiabilidade (DREWES; SMITH;
STADEN, 1995).
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4, MATERIAL E METODOS

O estudo foi feito no Laboratério de Toxicologia Ambiental
(LABTOX) e suas dependéncias, com auxilio dos pesquisadores que
deles fazem parte, situado no departamento de Engenharia Sanitaria e
Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1. SINTESE DA NP ZnO

A sintese foi realizada nas dependéncias do LABTOX pela
pesquisadora Dra. Denice Schulz Vicentini.

As nanoparticulas de 6xido de zinco (NP ZnO) foram
preparadas pelo método dos precursores poliméricos (COSTA, et al.,
2007) com algumas adaptagdes. Foram dissolvidos 36,8 mmol de &cido
citrico em &gua com aquecimento da solugdo a 60°C. Adicionou-se a
solucédo 18,4 mmol de ZnO com aquecimento de 70 °C. Apos, 55,3 mmol
de etilenoglicol foram adicionados. A temperatura da reacéo foi elevada
a 80 °C para promover formagdo de resina polimérica, etapa conhecida
como poliesterificagéo.

A resina polimérica formada foi aquecida em mufla a 350 °C
por 1 h, resultando em um puff (resina expandida). Triturou-se o puffe o
pé resultante deste processo passou por uma etapa de calcinagao a 500
°C por 1 h com o intuito de eliminar a matéria organica.

4.2. Preparo da amostra de NP ZnO

Para cada teste, foi utilizada uma solugdo contendo NP ZnO com
concentracBes diferentes para cada tipo de organismo e de teste. Para o
preparo de cada amostra foi levado em consideracdo a anatomia e
fisiologia de cada organismo e o tempo de duracdo dos testes.

Em cada teste, o preparo das amostras envolveu a pesagem em
balanca de precisdo analitica da NP ZnO e diluicdo nos meios especificos
de cada organismo-teste. Ap6s a diluicdo, as suspensbes foram
homogeneizadas em ultrassom com haste metéalica (modelo Q500
Sonicator, 500 W, marca Qsonica, EUA). Cada amostra foi
ultrassonicada durante 2 min 30 s a uma amplitude de 33% (equivalente
a 165 W), a fim de suspender as particulas presentes na amostra, mas
também quebrar aglomerados, evitando que estes se concentrassem sobre
0S organismos e atuassem como interferentes. Dessa maneira, garante-se
gque 0s organismos estejam em contato com o material na forma
nanométrica.
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4.3. CARACTERIZAGAO DA NP ZnO

A caracterizacdo da NP ZnO foi necessaria para garantir que a
amostra analisada possuia algumas caracteristicas basicas de uma
nanoparticula, como (i) area superficial, (ii) estabilidade em suspensdo
(iii), forma e tamanho (ROSSETO et al., 2014; PUERARI et al., 2016) e
(iv) didmetro hidrodindmico (ROSSETTO, 2016).

4.3.1. Area superficial

Para a analise da area superficial, foi utilizado o método de BET
(Brunauer, Emmett and Teller), em que se determina o parametro fisico
da superficie de materiais inorgénicos a partir da adsorcdo de gases. A
area superficial pode ser obtida a partir da equacao:

P 1 c-1 . . ~
=—+ —(P) sendo Va0 volume de gas adsorvido na pressdo
VaPy  VinC Vi€ \Po

P; P, na pressao de vapor do gas, Vim 0 volume aparente da monocamada
e C é uma constante (SANTANA et al., 2012).

A andlise foi realizada a partir do aparelho NOVA® Surface
Area Analyzer, modelo NOVA 1200e (Quantachrome Instruments),
localizado no Laboratério de Materiais Elétricas (LaMatE), do
Departamento de Engenharia Elétrica da UFSC.

4.3.2. Estabilidade em suspensdo e diametro hidrodinamico

A estabilidade em suspenséo foi averiguada diluindo a NP ZnO
em cada meio de teste, sendo esta caracterizacdo realizada nas
dependéncias do LABTOX. Para isso, avaliou-se o0
Digite a equacdo aqui.Potencial Zeta ({) da amostra por meio do
aparelho da marca Brookhaven, modelo NanoBrook 90 Plus PALS.

Essa caracterizacdo permite medir a carga eletrostatica
superficial da NP. Quanto maior o valor do Potencial Zeta, em médulo
(entre -100 e -60 mV e entre +60 e +100 mV), maior a chance de ndo
formar aglomerados, logo, maior a estabilidade dessa particula. Valores
baixos (entre -10 e +10 mV) tendem a formar aglomerados, fazendo com
que a estabilidade em suspensdo seja baixa (DINGER, 2006).

As concentragdes empregadas para as leituras foram obtidas a
partir das realizacfes dos testes toxicol6gicos. Optou-se por utilizar
apenas as concentrac8es em que foram observados efeitos toxicos, sendo
elas: 4,2 mg Lt de NP ZnO em meio ISO (ensaio agudo D. magna), 1
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mg Lt e 0,5 mgL™ de NP ZnO em meio M4 (ensaio crénico D. magna),
73,55 mg L e 23,88 mg Lt de NP ZnO meio diluente 2% NaCl (ensaio
A. fischeri), 0,9 mg L de NP ZnO em meio RPMI (ensaio MTT) e 100
mg L de NP ZnO em agua de OR (ensaio com L. sativa)

Para as leituras dos didmetros hidrodindmicos, foram utilizados
0S mesmos meios nas mesmas concentracdes de NP ZnO e também o
mesmo equipamento e software. Segundo Ashkarran, Davoudi e
Ahmady-Asbchin (2016), o diametro hidrodindmico compreende ndo s6
o0 tamanho da particula em si, mas também o a camada elétrica que se
adere ao redor dessa particula, quando em meio liquido

4.3.3. Forma e tamanho

A morfologia e tamanho das NP foram analisadas através de
microscopia eletronica de transmissdo (MET), pois este permite a
visualizacdo de materiais em escala nanométrica. Foi utilizado o
equipamento de modelo TEM JEM (JEOL Ltd., Tokyo, Japan), do
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME), situado na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), a fim de se certificar se
a amostra obtida estava dentro da escala nanométrica e, ainda, se
apresentava aglomerados.

Foi realizada diluicdo da NP ZnO em &gua ultrapura em
concentragdo de 1 g L™. Apds, a solucgdo foi gotejada sobre grid de cobre
recoberto por carbono. O mesmo procedimento foi realizado com o0 ZnO
bulk (forma microscopica).

44. CULTIVO DE Daphnia magna

O cultivo deste microcrustaceo foi feito de acordo com as
recomendacbes da ABNT NBR 12.713/2016. Os organismos foram
mantidos em béqueres de vidro de 2 litros cada, ficando armazenados em
estufa com temperatura controlada a 18 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h de
luz (8 h de escuro). Cada recipiente foi preenchido com volume
aproximado de 1200 mL de meio de cultura M4, onde sdo mantidos até
30 individuos.

O meio M4 foi trocado trés vezes por semana, sendo 0S
organismos transferidos para o novo meio e alimentados, descartando o
meio antigo. A alimentacdo foi feita no mesmo dia da troca do meio,
utilizando a alga Scenedesmus subspicatus como alimento. Esta foi
introduzida em meio nutriente preparado no laboratério em
conformidade com a norma NBR 12.713/2016.
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Na troca, apenas foram transferidos para o novo recipiente 0s
individuos adultos, assim os filhotes foram descartados em um recipiente
com hipoclorito de sddio (NaClO) ou entdo reservados para a utilizagdo
em testes do laboratério.

4.5. TESTE DE SENSIBILIDADE COM Daphnia magna

Foi utilizado o dicromato de potassio (K.Cr,O7;) como
substancia de referéncia, pois é o recomendado pela norma I1SO 6341
(1SO, 2012), sendo que os valores devem estar na faixa entre 0,6 mg.L-!
e 1,7 mg.L-! para a CEsp24n (adaptado KNIE; LOPES, 2004).

4.6. TESTE AGUDO COM Daphnia magna

Para determinar a CEso 4sn, foi realizado o teste agudo utilizando
D. magna. Estes foram os testes utilizados para avaliar a toxicidade sobre
as Daphnia em um intervalo curto de tempo (48 h) para serem
comparadas com o grupo controle, portanto, sem NP ZnO (COSTA et
al., 2008). Para manter o grupo controle, foi utilizado o meio 1SO, apenas
com agua de diluicdo, como descrito pela norma I1SO 6.341 (1SO, 2012).
Esta norma também recomenda, para o teste agudo, 20 organismos para
cada diluicéo.

Ao todo, foram realizados 4 testes. As concentracdes de solugdo
de NP ZnO variaram de 0,630 mg.L* até 50 mg.L™, sendo que a solugao-
mée empregada foi de 50 mg.L™.

A grande variacao entre as dilui¢Bes foi necessaria para verificar
qual faixa de concentracdo seria mais adequada para ser analisada nesse
tipo de ensaio, mas servindo também como parametro para os testes
realizados posteriormente neste trabalho.

Esses ensaios foram todos realizados sob condi¢des laboratoriais
controladas de acordo com a NBR 12.713/2016 e, ao final de cada teste
(ap6s o periodo de 48 h), foi contabilizado o nimero de organismos
imoveis. Com esse resultado foi possivel calcular a CEsgasn a partir de
analises estatisticas pelo método Trimmed Spearman-Karber.

4.7. TESTE CRONICO COM Daphnia magna

Para testes de toxicidade cronica, foram observados os efeitos
cumulativos sobre as D. magna em um periodo de tempo de 21 dias.
Foram feitas diluicOes a partir da solugdo-mae (500 mg.L™?) a fim de se
testar as concentracdes de 0,125; 0,25; 0,50 e; 1 mg.L ™.
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Ao final desse periodo, foi contabilizado o numero de
organismos sobreviventes (que corresponde ao parametro Longevidade)
e avaliado os parametros reproducdo e crescimento. Para o pardmetro
Reproducéo, foi contabilizado o namero de filhotes por postura. J& o
comprimento dos organismos foi avaliado através de lupa de aumento e
papel milimetrado. Pode-se, entdo calcular os valores de CENO
(concentracdo de efeito ndo observado) e CEO (concentracdo de efeito
observado) e realizou-se o teste de Dunnett para se obter a significancia
dos resultados obtidos.

Esse teste foi realizado de acordo com o método ISO 10706 com
algumas adaptacGes (1SO, 2000).

4.8. TESTE COM Aliivibrio fischeri

O teste com a bactéria Aliivibrio fischeri foi realizado de acordo
com a norma 1SO 11348-3/2007. A ISO 11348 se refere a avaliacdo da
qualidade da dgua a partir da determinagéo do efeito inibidor de amostras
de &gua sobre a emissdo de luz da bactéria Aliivibrio fischeri. Sendo a
parte 3 referente ao teste ser realizado com bactérias liofilizadas (1SO,
2007).

Neste teste utilizou-se o aparelhno Microtox® 500 e a
metodologia desenvolvida para o uso desse. Com esse aparelho, foi
possivel medir a luminescéncia emitida pelas bactérias, devido a
existéncia de um lumindmetro que mede e registra a luz emitida pelos
organismos (FUZINATTO, 2009).

A temperatura do equipamento é controlada pelo proprio,
ficando a série de diluicdes em 15 °C £ 1 °C e o reagente bacteriano em
3 °C. Tanto o pH como a salinidade e a concentracdo de O dissolvido
sdo fatores interferentes do teste. Portanto, para que haja sucesso no
teste, o pH das amostras deve estar entre 6 e 8,5, a salinidade precisa ser
de 2% de cloreto de sodio (NaCl) e ndo deve haver menos que 0,5 mg.L"
" de O dissolvido na amostra. Outro fator importante é a turbidez da
amostra, pois se a amostra estiver corada podera ocorrer perda da
luminescéncia, interferindo na leitura feita pelo aparelho (KNIE;
LOPES, 2004; FUZINATTO, 2009).

Primeiramente foi feito o teste de sensibilidade. Neste teste,
avalia-se a reducdo da luminescéncia das bactérias quando expostas a
substancia de referéncia sulfato de zinco (ZnSO4) ap6s 15 min de
incubacdo. Para validagdo do teste, sdo aceitos valores de CEso,1smin entre
2e10 mg.Lt (KNIE; LOPES, 2004). Feito isso, foi realizado o teste com



32

NP ZnO (solugdo-mae: 500 mg.L™ em meio diluente NaCl), sendo feita
a leitura apds 15 e 30 min de contato com as bactérias. Para o célculo da
CEso,15min € CEso,30min foi utilizado o software do equipamento, Microtox
Omni 4.0.

4.9. TESTE COM SEMENTE DE ALFACE (Lactuca sativa)

Os testes foram realizados em placa de petri de vidro, sendo o
fundo forrado com papel filtro de 28 pum de porosidade. Foram colocadas
10 sementes por placa, espagadas igualmente. Os papéis foram
umedecidos com solugdo de NP ZnO (solugdo-mae: 1000 mg.L™) diluida
em agua de osmose reversa (OR) no inicio e na metade do teste, de
acordo com as Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).
A quantidade de solugdo empregada estava dentro do recomendado pela
RAS, sendo de 2 a 3 vezes 0 peso do substrato (em mg). Esse teste teve
duracdo de 7 dias.

As concentracdes utilizadas no ensaio foram consideravelmente
mais elevadas que as utilizadas nos ensaios anteriores, uma vez que as
sementes possuem a casca de celulose para proteger o embrido, tornando-
as mais resistentes ao contaminante empregado.

Com base nisso, as concentracGes de NP ZnO utilizadas nas
diluigdes foram de 50 mg.L™; 100 mg.L™"; 250 mg.L™; 500 mg.L"; 1000
mg.L". J& para o controle positivo utilizou-se ZnSO, (com concentragéo
igual a 100 mg L) por ser uma substincia de toxicidade melhor
conhecida.

Ao final do teste, mostrado na Figura 1, com o auxilio de uma
régua e papel milimetrado, as radiculas das sementes germinadas foram
medidas a fim de observar se houve efeito no seu crescimento.
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Figura 1 — Teste com sementes de alface ja germinadas.

Fonte: o autor.

4.10. CULTURA DE CELULAS DE NEUROBLASTOMA
MURINO

As células de neuroblastoma murino Neuro 2-A (N2A) foram
mantidas a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO». O meio de cultura
denomina-se “completo” e consiste em um meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 complementado com 10% de soro de feto
bovino, 2% de L-glutamina (200 mM), 1% de penicilina (50 U/mL) e
estreptomicina (50 pg/mL) e 1% de piruvato de sédio. Todo esse lote de
células foi obtido da Colecdo de Cultura Celular Europeia, catalogo
nimero 89121404 (Porton Down, UK) (MELEGARI, 2010).

4.11. ENSAIOMTT

O ensaio consiste em um andlise colorimétrica baseada na
conversdo do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5- difenil brometo de
tetrazolina (MTT) em azul de formazan, gragas a presenca de enzimas
mitocondriais que se faz presente apenas em células metabolicamente
ativas (SILVA et al., 2015).
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As células do cultivo precisaram ser incubadas por 24 h em
microplacas de 96 pogos, em meio de cultura completo a 37 °C, a 5% de
CO..

Foram feitas diluicGes em cascata, em meio RPMI, a partir da
solugdo-mée (10 mg.L™), a fim de se obter concentragdes de 0,08; 0,16;
0,31; 0,63; 1,25; 2,50; 5,00 e; 10,00 mg.L* de NP ZnO. Além disso, foi
utilizado um grupo controle positivo (ZnSO4) e um negativo (apenas com
meio RPMI) como parametro. As células foram, entdo, expostas por um
periodo de 24 h.

Ao término desse periodo, retirou-se 0 meio contaminante e
adicionou-se solucdo de MTT a uma concentracdo de 0,5 g.L* diluido
em RPMI. A placa foi envolvida por papel aluminio e as células expostas
a solucdo de MTT foram incubadas por mais 2 ha 37 °C e 5% CO,. Apés
esse tempo, 0 meio foi removido por inversdo da microplaca e adicionou-
se 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSQO) em cada poco.

Foi, entdo, utilizada uma leitora automéatica de microplacas no
comprimento de onda de 570 nm para realizar a leitura da absorbéncia, o
que permitiu obter a porcentagem da viabilidade celular e, a partir da
curva “Viabilidade Celular x Log da Concentracao” foi possivel calcular
a CEso24n.

4.12. QUANTIFICAGAO DO ZINCO

A quantificacdo de metais é feita a partir de técnicas de
espectrometria de absorcdo atdmica (AAS). Algumas delas sdo a
espectrometria de absorcdo atdmica: de forno de grafite (GFAAS); em
chama (FAAS); de formacao de hidretos (HGAAS) e a de vapor gelado
(CVAAS) (WELZ; SPERLING, 1998).

O processo que consiste na emissdo e absorcdo da energia
emitida por a&tomos na chama foi descrito por Kirchhoff e Bunsen, em
1860 (BROEKAERT, 2002), e, baseado nesse processo, € que 100 anos
depois, Walsh desenvolveu uma técnica analitica denominada FAAS
(AMORIM et al., 2008).

Essa técnica foi escolhida para a quantificacdo do zinco neste
trabalho, devido aos resultados de ensaios anteriores.

4.12.1. Espectrometria de absorcéo atdmica por chama (FAAS)

A quantificacdo do zinco (Zn) foi realizada no departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC, no Laboratério Integrado de
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Meio Ambiente (LIMA) e, para a realizacdo do procedimento, utilizou-
se 0 Espectrometro de Absorcdo Atdmica, Varian 50-B.

Para a realizagdo da leitura, a NP ZnO foi suspensa nos meios
de cultura de cada teste nas concentragfes correspondentes & CEsp de
cada ensaio. Assim, apds pesagem em balanca de precisdo, as solucdes
foram submetidas ao aparelho de ultrassom por 2,5 min a 165 W de
poténcia. Apds, as solugdes foram acidificadas a pH < 2,0 com acido
nitrico concentrado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DA NP ZnO

Na Figura 2 sdo apresentadas micrografias obtidas por MET,
onde foi possivel observar que na amostra referente a particula bulk
comercial (Figura 2-A), hé a presenca de particulas com tamanhos de 200
nm e algumas ja com dimensdes nanométricas (20 a 100 nm). Isto leva a
concluir que as nanoparticulas sintetizadas a partir desse precursor
também se encontram em escala nanométrica. Isso pode ser confirmado
pela Figura 2-B, em que sdo observadas particulas com as dimensGes
entre 20 a 50 nm.

Figura 2 — Imagens obtidas por MET: A — ZnO bulk; B — NP ZnO
A B

%
B

]

Fonte: o autor.

O valor obtido para a area superficial foi de 4,766 m2.g™.
Segundo Adams, Lyon e Alvarez (2006), consideracGes tedricas sugerem
gue guanto menor o tamanho da particula, maior a sua area superficial e,
consequentemente, maior seu efeito téxico, porém em seu estudo com
nanoparticulas de TiO2, SiO2 e ZnO, ndo foi encontrada essa relacao.
Portanto, deve-se levar em consideracdo fatores como a quimica da
particula, sua morfologia, entre outros. O trabalho de Warheit et al. (2006)
corrobora com esse dado, pois também néo foi observada a relacdo entre
a toxicidade, das nanoparticulas e nanobastfes, de TiO2 e 0 seu tamanho
ou area superficial.

Os valores obtidos para o potencial zeta (PZ), diametro
hidrodinamico (DH) e pH nos diferentes meios sdo mostrados na Tabela
1.
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Tabela 1 - Valores de potencial zeta (mV) e diametro hidrodindmico (nm)
correspondentes a amostra de NP ZnO diluida em cada meio de teste.

Meio PZ (mV) DH (mm) pH
OR 17654133  173252+13521  6.96
1SO 18964202  40360+5980 675
RPMI 17054174  87284+5494 815
M4 1334+ 1.79 438,99 + 1546 7,01

(0,5 g.L—l) ] — ] ] — ] ]

M4

Aol -11.84 + 0,39 511,06+6363 699
D"“iqg‘i)'\'ac' 19784093  167132+8335 7,08
D"”‘zgtoe,)’\'ac' -14,93 + 1,07 539,40 +4024 7,11

O pH da amostra em questdo, a concentragdo, o tipo de ion
envolvido e outras particulas presentes na amostra (como € o caso dos
meios que contém sais dissolvidos) afetam na leitura e resultado do
potencial zeta (ROSSETTO, 2016).

Os valores obtidos referentes ao potencial zeta foram negativos
em todos os meios de teste, sendo, portanto, particulas carregadas
positivamente (ROSSETTO, 2016).

Sabe-se que particulas positivas possuem maior tendéncia a
causar efeitos toxicos devido a interacdo com membranas celulares que
possuem carga negativa, pois quando a NP é carregada negativamente, ha
a formacao de uma barreira eletrostatica que limita a interacéo entre a NP
e a célula. Entretanto, quanto mais alto o valor das cargas de uma NP,
menor se torna essa barreira eletrostatica, permitindo maior internacao
entre célula e NP, o que resulta em um maior efeito téxico (BADAWY,
2010),

O médulo dos valores para o potencial zeta foram todos abaixo
de 20 mV, o que significa que a nanoparticula testada apresenta uma baixa
estabilidade em suspenséo (GOUVEA; MURAD, 2001) e devido a baixa
estabilidade, Essas NP ZnO tém tendéncia em formar aglomerados
(HUANG et al., 2010), portanto as leituras do tamanho hidrodindmico



39

podem ter sido influenciadas. Isto pode ser observado a partir dos
resultados apresentados na Tabela 1 e da Figura 2-B.

Khare et al. (2011) encontraram DH de 250~350 nm para NP
ZnO menores que 25 e 100 nm em meio NGM (Nematoid Growth
Medium/Meio de Crescimento de Nematoide) e Huang et al. (2010),
utilizando NP ZnO de aproximadamente 20 nm, encontraram um
diametro hidrodinamico de 300 nm quando os nanomateriais estavam em
concentracdo de 0,1 g.L suspensas em meio de cultura celular. Estes
valores se aproxima ao encontrado neste trabalho (403,60 = 59,80 nm),
se comparado ao teste realizado em meio I1SO.

Porém Huang et al. (2010) obtiveram area superficial de 47,47
m2.gt. Essa diferenca observada, quando comparada a area superficial
obtida no presente estudo (4,766 m2.g™*) pode ser devido a disparidade de
tamanhos das NP utilizadas em cada trabalho, j& que, segundo Neville
(2015), a area superficial é inversamente proporcional ao tamanho da
particula.

5.2. TESTES TOXICOLOGICOS
5.2.1. Teste agudo com Daphnia magna

O pH das amostras desse teste ficou entre 6,81 e 7,43. A CEsg24n
do teste de sensibilidade com dicromato de potassio foi 0,82 mg L*,
estando dentro da faixa recomendada. Para o controle negativo, ndo houve
efeito tdxico.

A CEso.48n Obtida a partir dos testes feitos sob a exposi¢do a NP
ZnO foi de 4,2 + 0,7 mg.L%, o que segundo a classificacdo da DIRETIVA
67/548/CEE, da Unido Europeia (UE), qualifica a amostra como tdxica,
por apresentar uma CEsosn entre 1 e 10 mg.L™* (EUROPEAN UNION,
1967).

Este resultado é corroborado pelo estudo realizado por Wiench
et al. (2009), em que foram encontrados valores entre 1 e 10 mg.L™ para
a CEso.sn para o teste agudo com D. magna. No estudo de Heinlaan et al.
(2008), a CEsp4sn encontrada da exposicdo de NP ZnO comercial
(tamanho entre 50 e 70 nm) a D. magna foi igual a 3,2 mg L. Para Santo
et al. (2014), NP ZnO com tamanhos menores que 50 nm apresentaram
valor de CEso sn igual a 1,9 mg L™t e NP ZnO com tamanhos menores que
100 nm apresentaram valores de CEso4sn igual a 3,1 mg L™ para ensaios
com D. magna. Todos estes valores indicam a alta toxicidade da NP ZnO
para este organismo.
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5.2.2. Teste crdnico com Daphnia magna

Neste teste foram utilizadas as Daphnia neonatas da cultura que
apresentou sensibilidade de 0,82 mg.L". Na Tabela 2, tem-se os valores,
de CEO e CENO, obtidos a partir do teste estatistico. A significancia dos
resultados foi avaliada através do teste de Dunnett.

Tabela 2 - Parametros do teste cronico e resultados da CEO e CENO.

Pardmetro CEOQO (mg.L?) CENO (mg.L™?)
Longevidade 1,0 0,50
Reproducgéo 0,5 0,25
Comprimento 1,0 0,50
Longevidade

A mortalidade da geracdo parental (P1) sé ndo foi observada na
concentracdo mais baixa (0,125 mg.L™), porém foi na concentragcdo mais
elevada (1 mg.L™) onde houve o maior indice de mortalidade (60% dos
individuos). Nesta concentracdo, as primeiras mortes de organismos
observadas ocorreram a partir do 7° dia de exposi¢do. No grupo controle
ndo foi observado efeito sobre a longevidade. Esse resultado pode ser
observado na Figura 3.

Bacchetta et al. (2017) também registraram significante relacao
entre a diminuicéo longevidade das Daphnia e 0 aumento da concentracdo
de NP ZnO no meio. Na concentragdo mais baixa (0,1 mg.L™) avaliada
pelos autores, foi obtida uma média de longevidade de aproximadamente
64 dias, contra uma média de longevidade de cerca de 56 dias na
concentragdo mais alta (0,3 mg.L™).
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Figura 3 - Resultado do pardmetro “Longevidade”

Longevidade
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Sobreviventes apds 21 dias
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Controle 0,125 0,25 0,50 1,00
Concentrac¢do de NP ZnO (mg.L")

Reproducéo

As médias de postura de filhotes por Daphnia se mostraram
dose-dependentes, ou seja, quando houve aumento na concentracdo da
amostra, houve um decréscimo na postura de filhotes por Daphnia, o que
mostra que a NP ZnO tem efeito no ciclo reprodutivo desse organismo
(como pode ser observado na Figura 4). O mesmo foi encontrado nos
resultados de Zhao et al. (2012), em que testaram a toxicidade de NP ZnO
em Daphnia e, na concentracdo de 0,0008 mg.L™?, obtiveram média de
7,87 filhotes por Daphnia, enquanto a concentragéo de 0,5 mg.L™, uma
média de 3,42 filhotes. No presente trabalho, foi encontrada uma CEQ de
0,5 mg.L™ e, nesta concentracéo, foi obtida uma média de 4,26 filhotes
por postura por Daphnia.

A diluicdo de 1,0 mg.L™ apresentou desvio padrdo alto (+ 2,12
mg.LY) por ter havido um ndmero muito alto de mortalidade de
organismos. Também vale ressaltar que grande parte dos organismos
sobreviventes desta concentracdo ndo se reproduziram ao longo dos 21
dias e esta inibicdo na reproducédo pode ter ocorrido devido a presenca das
NP ZnO.

Nas réplicas em que se supunha a presenca de organismos que se
comportaram como machos, ndo houve nascimento de filhotes ao longo
de 21 dias. O desvio padrao, portanto, faz com que a diferenca das médias
de posturas de filhotes entre as diluicdes de 0,5 mg.L* e 1,0 mg.L seja
infima, 4,26 £+ 0,88 filhotes/postura e 2,50 £ 2,12 filhotes/postura,
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respectivamente. Assim ndo é possivel afirmar que uma concentragéo de
1,0 mg.L? traga mais danos na reprodugdo das Daphnia do que uma
concentracdo de 0,5 mg.L*.Contudo, em relacdo ao controle negativo, a
reproducdo das D. magna expostas a ambas as concentragdes
apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

Figura 4 - Resultado do pardmetro “Reprodugdo”
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Comprimento

As médias dos comprimentos das Daphnia sobreviventes apds os
21 dias de teste foram pouco afetadas pela presenca das NP ZnO, sendo
que o desvio padrdo suavizou ainda mais as diferengas entre as médias.
Esse mesmo padréo foi descrito por Adam et al. (2013) em seu trabalho
com NP ZnO. Porém, para Zhao e Wang (2011), o comprimento caiu de
3,35 mm (controle) para 3,13 mm (0,05 mg.L™?) ap6s 21 dias de exposigdo
a NP Ag de 20 nm (p<0,001, teste t).

. O grupo controle teve média menor (3,16 £ 0,11 mm) do que a
média obtida para a diluicdo de 0,125 mg.L? (3,26 + 0,14 mm), 0,25
mg.L (3,16 £ 0,17 mm) e 0,50 mg.L (3,10 £ 0,19 mm), porém levando
em conta o desvio padrdo de grupo controle (0,11 mm), essa médias se
sobrepdem, como pode ser visto na Figura 5. Dessa maneira, ndo é
possivel afirmar que a presenca da NP ZnO no meio contribuiu para o
aumento de tamanho dos organismos. A concentracdo mais alta foi a que
apresentou maior efeito inibitério no crescimento, sendo 0 comprimento
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obtido de 2,70 + 0,14 mm estatisticamente diferente em relacdo ao
controle negativo.

Também foi observado o ndo desenvolvimento do espinho apical
(Figura 6-B) nas diluicdes de 0,25 e 0,50 mg.L™, porém, nos organismos
sobreviventes a concentracdo mais alta, 0 mesmo néo foi observado.

Figura 5 - Médias dos comprimentos das Daphnia apds 21 de teste.
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Figura 6 - Em A, fotografia de Daphnia com espinho apical sem alteragéo
no tamanho e; em B, fotografia de Daphnia apresentando encurtamento
do espinho apical.
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Fonte: o autor.
5.2.3  Teste com Aliivibrio fischeri

No teste de sensibilidade com ZnSO4 foi obtida uma CEsp 15min
de 4,65 mg L. Segundo Knie e Lopes (2004) sdo aceitaveis valores entre
2 e 10 mg.L e, portanto, o teste foi validado. Quando as bactérias foram
expostas a NP ZnO, foi obtida uma CEsg smin igual a 73,55 mg.L™ e uma
CEsp30 igual 2 23,88 mg.L ™. Heinlaan et al. (2008) encontraram CEso,30min
de 1,9 + 0,2 mg.L? quando trabalharam com NP ZnO. Essa diferenca
pode ter ocorrido devido as diferentes metodologias utilizadas em cada
um dos testes, sendo que Heinlaan et al. (2008) utilizou o Flash Assay,
que consiste em avaliar a inibicdo da bioluminescéncia cinética de A.
fischeri, considerando a cor e a turbidez da amostra.

Por outro lado, Oscar (2015) encontrou um valor um pouco mais
alto (CEso.1smin = 50,4 mg.L ™), no teste de toxicidade aguda de nanobastio
de 6xido de zinco (NB ZnQ) na bactéria A. fischeri, se aproximando mais
do valor encontrado no presente trabalho.

5.2.4. Teste com semente de alface (Lactuca sativa)
As medidas dos comprimentos das radiculas das sementes de

alface mostraram que a NP ZnO apresenta efeitos significativos sobre este
parametro a partir da concentragio 500 mg L. A Figura 7 apresenta o
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grafico de tamanho das radiculas em relacdo a concentracdo a que a
semente foi exposta. O controle negativo apresentou tamanho médio de
6,09 + 1,11 cm enquanto que o controle positivo, isto € com 100 mg L™
de ZnSO4 apresentou comprimento médio de 4,82 + 0,83 cm.

Houve ligeiro incremento no tamanho dos organismos expostos
as menores concentragdes de NP ZnO (50 mg L™ e 100 mg L) quando
comparados aos do controle negativo. Porém, da mesma maneira que 0
pardmetro de crescimento do teste crénico com D. magna, este aumento
ndo foi estatisticamente significativo. Logo, ndo é possivel afirmar que
houve um efeito de favorecimento de crescimento.

Os comprimentos médios das radiculas das sementes expostas a
500 mg Lt e 1000 mg L* de NP ZnO foram 4,82 + 1,36 cme 4,39 + 0,71
cm, respectivamente. Estes valores sdo significativamente diferentes
(p<0,05) do controle negativo. Além disso, estes comprimentos séo
inferiores até mesmo ao comprimento das radiculas expostas ao controle
positivo, apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa entre
eles.

Zhao et al. (2013) avaliaram o efeito toxico da NP ZnO (10 nm)
em plantas de pepino (Cucumis sativus) em uma concentracao de 400 a
800 mg.Kg* de solo durante 53 dias de estudo, e ndo foi relatado nenhum
sinal visivel de toxicidade nem efeito sobre o crescimento das plantas.

Lin e Xing (2007) ndo observaram inibicdo significativa do
crescimento de raizes de nabo e azevém pela NP ZnO (20 nm) a
concentragdes inferiores a 10 mg.L™* nem das raizes de rabanete, quando
em concentracdes inferiores a 20 mg.L™t. Por outro lado, relataram
inibicdo da germinacdo de sementes de milho pela NP ZnO (20 nm),
evidenciando a fitotoxicidade.
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Figura 7 - Resultado das médias dos comprimentos das plantulas

Comprimento das plnantulas

8
7 *
— o
E ) %k
o x o oy
55 | N
. 3 B B
Q4 X N A
3 N N\
£33
S
£
o
1
0
controle 50 100 250 500 1000 controle
negativo positivo

Concentragdes NP ZnO (mg.L")

5.2.5. Teste MTT

Nesses ensaios, foi obtida uma CEsp24n = 0,90 £ 0,02 mg.L2. Ja
a viabilidade celular pode ser observada na Figura 8.
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Figura 8 - Viabilidade celular resultante do ensaio MTT com NP ZnO,
utilizando célula N2A.
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O ensaio de MTT fornece indicios de danos a mitocondria. Esta
organela é responsavel por manter a estrutura e funcao celular através da
producdo aerdbica de ATP, sendo um alvo vulnerdvel quando exposta a
substancias toxicas (JENG; SWANSON, 2006). Dessa forma, pode-se
avaliar a citotoxicidade a partir do comportamento da mitocondria quando
a célula é exposta a uma substancia.

Os resultados se mostraram dose-dependentes, ou seja, quanto
maior a concentracdo da NP ZnO, maior o dano a viabilidade celular. O
mesmo fendmeno é observado nos trabalhos de Taccola et al. (2011),
Deng et al. (2009) e Sharma et al. (2009).

Como pode ser visto, a viabilidade celular foi afetada mesmo na
concentragdo mais baixa da NP ZnO (0,078 mg.L). A concentracio de
10 mg.L é possivel observar que a viabilidade celular cai para 24% em
média, diferentemente do dado obtido no estudo de Taccola et al. (2011)
em que a uma concentracdo de 10 mg.L ndo é possivel observar nenhum
dano celular. Essa diferenca nos resultados pode ter ocorrido devido: a
utilizacdo da linhagem de células de neuroblastoma humano (SH -
SY5Y), ao invés da célula da linhagem N2A; ao meio de cultura celular
ndo ser o mesmo, ja que foi empregado o DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium/Meio de Eagle Modificado por Dulbecco) e; também,
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em razdo da forma de sintese de NP ZnO ser diferente, resultando em
particulas de tamanhos diferentes. No trabalho de Taccola et al. (2011), a
NP ZnO apresentou tamanho de 90 a 200 nm, ou seja maior do que a
obtida para o presente estudo (20-50 nm).

Jeng e Swanson (2006) realizaram o ensaio MTT e expuseram
células da linhagem N2A a diferentes nanoparticulas comerciais, sendo
TiO2, Al203, Fes04 e ZnO. O estudo deles demonstrou que as NP de 6xido
metélicos possuem efeitos significativos na reducdo do MTT,
especialmente a NP ZnO, sendo este 0 material que apresentou os efeitos
mais citotoxicos entre todos 0s outros.

5.3. QUANTIFICAGCAO DE ZINCO

Os resultados obtidos na quantificacdo do zinco, através do
método FAAS permitem avaliar as quantidades de zinco total, liberada
pela NP ZnO, presente em cada meio de teste e podem ser observados na
tabela 3.

Tabela 3 — Dados da quantificagdo do zinco nos respectivos meios de
teste.

NP ZnO ZINCO total

-1
MEIO (mg L) (mg L) Branco (mg L™)
OR 500,00 1154 N.D.*
ISO 4,20 3,062 N.D.*
RPMI 0,90 0,8138 N.D.*
M4 0,50 0,423
0,0023
M4 1,00 0,958
Diluente
NaCl (15°) 73,55 33,23 D
Diluente 2388 0,483

NaCl (30”)
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Sabendo que o valor maximo de zinco total permitido para
lancamento de efluentes, pela resolugdo CONAMA 430/2011, é de 5
mg.L?, observa-se que houve efeito toxico em concentragdes de zinco
total quando j& estavam muito acima do permitido pelo CONAMA, como
é o caso do teste com semente de alface e os testes com a bactéria
Aliivibrio fischeri.

Por outro lado, no testes agudo com D. magna, presume-se que
a uma CEso s de 4,2 mgL* a quantidade de zinco total liberada por essa
amostra seja de 3,062 mg.L™%; no teste cronico a 0,5 e 1,0 mg.L?, haja
0,423 e 0,0958 mg.L* de zinco total, respectivamente; também no teste
utilizando célula N2A onde se encontrou uma CEsg2sn de 0,9 mg.L?,
houve 0,8138 mg.L™ de zinco total presente na amostra. Portanto, apesar
destes valores estarem todos abaixo do permitido pelo CONAMA, ¢é
possivel observar efeito toxico da nanoparticula de zinco, sendo entéo
possivel que haja efeitos deletérios para os organismos mesmo quando
estes estdo submetidos a concentragdes abaixo daquela permitida na
legislacao.

Alguns estudos sugerem que a toxicidade da NP ZnO se deve aos
fons Zn*™ liberados no meio, porém ndo ha um consenso na literatura
(LOPES, 2012).
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6. CONCLUSOES

Para Daphnia magna, a NP ZnO apresentou toxicidade aguda
mesmo em concentracao abaixo da concentragdo de zinco total presente
em efluentes permitida pela legislagdo CONAMA 430/2011.

Com base no teste agudo com D. magna, a NP ZnO pode ser
qualificada como toxica segundo a classificagdo da DIRETIVA
67/548/CEE da UE.

Quanto & toxicidade cronica, observada em D. magna, a NP ZnO
mostrou efeitos deletérios na longevidade e reproducdo e efeitos
inibitérios no crescimento em concentragdo de zinco muito inferior &
concentracdo maxima permitida na legislagdo CONAMA 430/2011.

Para a bactéria Aliivibrio fischeri, a NP ZnO apresentou
toxicidade aguda apenas quando em quantidades de zinco total muito
acima daquelas permitidas na legislacao.

Foi observado também, efeito dose-dependentes na viabilidade
das células N2A, ocorrendo a diminuigéo da viabilidades dessas células,
mesmo em quantidades bem menores aquelas permitidas na legislacéo

Quanto aos testes utilizando semente de alface, foi observado
efeito inibitorio no crescimento das plantulas apenas nas concentragdes
de 500 e 1000 mg.L™2, ou seja, concentragdes onde ha quantidade de zinco
total bem acima da permitida na legislagdo. J& o teste de germinagédo
apresentou dados inconclusivos.
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7. RECOMENDACOES

Com base nos dados obtidos a partir dos testes realizados neste
trabalho e na literatura apresentada, € possivel observar que os ensaios
toxicoldgicos sdo de extrema relevancia para o desenvolvimento de novas
tecnologias a fim de conhecer os impactos ambientais oferecidos por
estas.

Recomenda-se para 0s proximos estudos:

Realizagao de testes cronicos com D. magna avaliando ndo sé a
longevidade da parental, mas também da prole;

Realizacdo de testes que permitam a avaliagdo da
bioamplificacdo dos efeitos da NP ZnO quando presente em alimento de
D. magna;

Ensaios com semente de alface em concentragdes maiores que
500 — 1000 mg.L* a fim de se observar efeitos na germinagao;

Ensaios de genotoxicidade utilizando células, a fim de avaliar a
interacdo das NP ZnO com o DNA celular e possiveis alteragdes na
estrutura e fun¢do do mesmo.
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