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RESUMO

O desenvolvimento da nanotecnologia impulsionou o surgimento de
diversos produtos, dentre eles as nanoparticulas (NP) metalicas. A NP
CuO ¢é utilizada em diversos setores industriais destacando-se a
aplicabilidade na composicdo de tintas anti-incrustantes de navios.
Devido a maior reatividade, e consequentemente a maior concentracao de
jons de Cu que podem ser liberados em relagdo a MP CuO, existe o
potencial risco de contaminagdo do meio ambiente aquatico. O objetivo
da tese foi avaliar os efeitos toxicolégicos da nanoparticula e
microparticula (MP) de CuO em organismos aquaticos de agua doce,
Daphnia magna e algas verdes Scenedesmus subspicatus, e organismo de
agua salgada, bactéria marinha bioluminescente Allivibrio fischeri, de
forma a elucidar qual o principal fator responsavel pelos efeitos deletérios
sobre estes organismos. Como substancias-testes utilizou-se 2 NP
comerciais e 1 sintetizada no LABTOX, 1 NC também sintetizado no
LABTOX . Foram realizados testes de toxicidade aguda e crdnica com D.
magna. Teste de toxicidade com A.fischeri. Para os testes com as algas
S. subspicatus foram avaliadas a formagcdo de ROS, efeito sobre a
eficiéncia do PSII, aumento na concentragcdo intracelular de Cu e
interacdo entre algas, NP e MP. As suspensfes-testes foram
caracterizadas via microscopia eletrdnica de transmisséo (MET), difracdo
de raio-x (DRX), area superficial (AS), potencial zeta (Pz) e quantificagcdo
ibnica via ICP-MS e GFAAS. Foi realizada a especiagao quimica do CuO
nos meios de teste através do software Minteq 3.0. Com base nos
resultados obtidos, a NP CuO-LABTOX foi mais toxica do que as demais
NP para todos os testes realizados com excegdo para O pardmetro
reproducdo do teste de toxicidade crénica com D. magna onde 0 NC CuO-
PANI se mostrou mais toxico. Todas as NP foram mais toxicas do que a
MP CuO e foram capazes de diminuir a bioluminescéncia da bactéria A.
fischeri. A NP e MP foram capazes de gerar ROS, diminuir a eficiéncia
do PSII e bioacumular em algas verdes S. subspicatus. Com base nos
resultados obtidos no teste de toxicidade e na caracterizacdo das
suspensOes-testes pode-se concluir que a principal caracteristica
intrinseca responsavel pela toxicidade nestes organismos foram os ions
de Cu que sdo liberados ndo apenas devido a maior area superficial das
NP e sim devido a combinacdo entre estado de aglomeracdo, diametro
hidrodinamico, estabilidade das suspens@es e pH do meio.

Palavras-Chaves: Nanotoxicologia, NP CuO, MP CuO, PANI, D.
magna, A. fischeri, S. subspicatus.






ABSTRACT

The development of nanotechnology spurred the emergence of various
products, including metallic nanoparticles (NP). NP CuO is used in
diverse industrial sectors with emphasis on the applicability in the
composition of anti-fouling paints for ships. Due to a greater reactivity
and consequently a greater concentration of Cu ions that can be released
by NP CuO in relation to MP CuO, there is a potential risk of
contamination of the aquatic environment. The objective of this thesis
was to evaluate the toxic effects of nanoparticles and microparticles (MP)
of CuO in aquatic organisms of freshwater, Daphnia magna and green
algaes Scenedesmus subspicatus and saltwater organisms, marine bacteria
bioluminescent Allivibrio fischeri, to clarify the main factor responsible
for the deleterious effects on these organisms. Acute and chronic toxicity
tests were performed with D. magna, toxicity testing with A.fischeri. For
the test with algae S. subspicatus, the formation of ROS was evaluated,
effect on the PSII efficiency, increase in the intracellular concentration of
the Cu and the interaction between algaes, NP and MP. The suspension-
tests were characterized via transmission of the electron microscopy
(TEM), X-ray diffraction (XRD), surface area (SA), zeta potential (Pz)
and ion quantification via ICP-MS and GFAAS. Chemical speciation
CuO in the test media was carried out through the Minteq 3.0 software.
Based on the results obtained, the NP CuO-LABTOX was more toxic than
other NPs for all tests carried out with exception of the reproduced
parameter of the chronic toxicity test with D. magna where the NC CuO-
PANI was more toxic. All NPs were more toxic than the MP CuO and
were able to decrease the bacterial bioluminescence of A. fischeri. The
NP and MP were able to generate ROS, decrease the efficiency of PSII
and bioaccumulate in green algae S. subspicatus. Based on the results
obtained from the toxicity testing and in the characterization of the
suspensions-tests, we can conclude that the main intrinsic characteristic
responsible for toxicity in these organisms were the Cu ions, that are
released not only due to the greater surface area of the NPs, and yes, due
to the combination between agglomeration state, hydrodynamic diameter,
stability of suspensions and pH medium.

Key-Words: Nanotoxicology, CuO NP, CuO MP, PANI, D. magna, A.
fischeri, S. subspicatus.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

A Revolucdo Industrial permitiu grandes avangos produtivos
devido a rapidez na producdo, otimizacdo dos processos produtivos e
padronizacdo dos produtos, fatores esses que favoreceram o impulso da
inovacdo tecnologica. No entanto, estes mesmos processos que
potencializaram a producédo, trouxeram impactos em relacdo a degradacao
do meio ambiente, devido a caréncia de legislacdo especifica de controle
ambiental e o desconhecimento do potencial poluidor, dentre eles o
toxicolégico, dos produtos gerados.

Como resultado da Revolucdo Industrial, em conjunto com a
ciéncia, surge nos dias de hoje a nanotecnologia (NT). A NT abre muitas
e variadas perspectivas para a indUstria e segundo Paschoalino et al.
(2010), atualmente, € um dos ramos da ciéncia que mais se desenvolve,
abrangendo praticamente todos os setores da industria e servigo,
despertando interesse crescente devido a sua aplicabilidade e
multidisciplinaridade. Exemplos de alguns setores que utilizam a NT em
seus produtos é a biotecnologia, indUstria farmacéutica e cosmética,
eletronica, alimenticia, medicina, agricola, entre outros (NGO e VAN DE
VVOORDE, 2014).

Na escala nanométrica, onde os produtos nanotecnoldgicos sdo
projetados, diversas aplicacBes sdo possiveis devido as novas
propriedades adquiridas. Estas novas propriedades tais como, tamanho
nanométrico, grande area superficial e estabilidade, oferece a
possibilidade de compreender novos fendmenos que podem ser utilizados
a escala microscépica e macroscdpica. No entanto, as mesmas
propriedades que prometem a sua utilizagcdo em diversas aplica¢des, sdo
também aquelas que apresentam motivos de preocupacao no contexto da
salide e do meio ambiente, pois os riscos sobre a salide humana e ao meio
ambiente causados pela exposi¢do aos nanomaterias aumentam (CURTIS
et al. 2006).

A atencdo se da devido a grande reatividade quimica, a
persisténcia no meio ambiente e biocompatibilidade que o tamanho
reduzido da nanoparticula (NP) gera. Com o aumento da producdo
industrial, aplicagbes de nanomaterias (NM) e de subprodutos gerados
durante o processo de fabricacdo, a preocupacdo em relagdo aos riscos ao



meio ambiente e a salde torna-se cada vez mais frequente e importante.
Devido ao rapido crescimento do dominio da nanotecnologia, 0s
ecossistemas aquaticos podem ser contaminados por poluentes
nanométricos, dentre eles as NP metalicas que sdo largamente sintetizadas
e utilizadas para aplicagdes industriais (BRAR et al., 2009). Os
nanopoluentes podem ainda se acumular na cadeia alimentar como muitos
contaminantes conhecidos (FURLANETO, 2011).

Apesar dos grandes esforcos de diferentes paises na criagdo de uma
regulamentacdo no uso da NT, como por exemplo, as normas 1SO
(ISO/TR 16197:2014; ISO/TR 13014:2014, ISO/TS 12901-2:2014), ndo
existe uma politica publica especifica para controlar os efeitos dos NM
sobre 0 meio ambiente e a salde humana. Devido a isso, um esfor¢o
proativo de entender, identificar e minimizar o potencial risco se torna
cada vez mais necessario, principalmente no estagio inicial do processo
de inovacéo e durante todo o ciclo de vida do produto.

A histéria mostra que existe um grande risco para a salde e ao meio
ambiente devido a producdo e comercializagdo de produtos sem um
estudo prévio dos efeitos toxicos, dentre eles destacam-se a utilizagdo na
década de 70 de agrotdxicos clorados, sendo que os residuos clorados
persistiam em toda a cadeia tréfica. O risco do uso pode ser agravado pelo
fato de que os NM tém caracteristicas intrinsecas, diferenciadas dos
compostos convencionais. Esses efeitos toxicos sdo dificeis de prever a
partir das propriedades conhecidas da mesma matéria na escala
macroscépica ou de extrapolacfes tedricas, com base em propriedades
atbmicas ou moleculares.

A nanotoxicologia é uma subarea da toxicologia, que segundo
Stone et al. (2006) estuda os efeitos deletérios que NM exercem sobre 0s
seres humanos e 0 meio ambiente. O uso de NM pode representar
importantes riscos toxicoldgicos, sendo necessario avaliar 0s seus
possiveis efeitos toxicoldgicos. O mecanismo de interacdo entre NM e
sistemas biol6gicos esta diretamente relacionado com suas novas
caracteristicas especificas.

Avaliar as caracteristicas especificas das NP é fundamental para
compreender as respostas toxicolégicas das mesmas. Segundo Chang et
al. (2012) fatores-chave, tais como tamanho, caracteristicas de superficie,
dissolucdo, e as vias de exposicdo, ajudam a medir os efeitos toxicos e
descrever 0s mecanismos correspondentes a toxicidade.

A microparticula de 6xido de cobre (MP CuQ) também chamada
de bulk (em inglés) é a forma do CuO mais conhecida e aplicada. Assim



como a NP CuO, a MP CuO possue diversas aplicagcdes devido as suas
propriedades e funcionalidades, destacando-se as aplicacbes como
semicondutor e baterias.

O CuO, tanto na forma nanométrica, como micrométrica, devido
as suas caracteristicas biocidas, é utilizado como principio ativo em tintas
antincrustantes, que sdo aplicadas como sistemas de protecdo, com a
finalidade de combater a formacéo e o estabelecimento de comunidades
bioincrustantes sobre a superficie exposta a agua (SAISON et al. 2010).

Portanto, o objetivo desta tese de doutorado foi avaliar a toxicidade
da nanoparticula e microparticula de CuO sobre o meio ambiente
aquético, devido a sua ampla utilizagdo como composi¢do de tintas
antincrustantes de embarcages e plataformas offshore. Os organismos
utilizados nos testes de toxicidade foram o microcrustaceos de agua doce
Daphnia magna, algas verdes Scenedesmus subspicatus e bactéria
marinha Aliivibrio fischeri, atingindo 3 niveis da cadeia tr6fica, com a
inovagao de elucidar qual o fator-chave das caracteristicas intrinsecas das
NP é responsavel pela toxicidade.

1.1 JUSTIFICATIVA

Avaliar, elucidar e comparar os efeitos toxicoldgicos, em
diferentes organismos teste aquaticos, entre nanoparticula e
microparticula de CuO é de fundamental importancia considerando que o
meio ambiente aquatico € um dos principais receptaculos finais das
mesmas e a quantidade de produtos que possuem NP em sua composi¢ao
esta aumentando. Estima-se que até 2020, 20% dos produtos utilizardo
em suas estruturas, componentes nanotecnol4gicos.

Segundo a Comissdo das Comunidades Europeias (2009), as NP
existem na natureza ou podem ser produzidas por atividades humanas,
intencional ou involuntariamente. A Fundacdo Nacional de Ciéncias
(NSF) dos Estados Unidos estima que na economia global, a aplicacdo da
nanotecnologia pode ser avaliada em mais de 1 trilhdo de délares em 2015
(Luo, 2007). Observam-se esforcos de governantes de alguns paises em
catalogar os produtos nanotecnolégicos, devido a quantidade de produtos
de consumo que possuem compostos com NP na sua estrutura. Por
exemplo, com a NANOREG, que trata da regulacdo internacional em
nanotecnologia, a comunidade europeia esta somando esforcos para unir
dados existentes acerca da seguranca no uso de NM a fim de responder as
perguntas que ainda continuam abertas, pois os dados existentes ndo sdo
suficientes para fins de regulamentacGes (NANOREG 2015). Com isso,



este estudo fornecerd informacgdes que poderdo ajudar na elaboracdo
destas regulamentagdes.

No &mbito social, os resultados e informacdes aqui expostos
poderdo ser utilizados pela populacdo em geral na ajuda de tomada de
decisdo em relacdo ao uso de produtos, pois se sabe que as particulas de
menores dimensdes tém uma superficie reativa superior por unidade de
massa & das particulas de maiores dimensdes, com isso a toxicidade e 0s
potenciais efeitos a salde podem igualmente aumentar.

No ambito cientifico, esta tese de doutorado se justifica, pois,
mediante as caracteristicas intrinsecas e a facilidade que as NP possuem
em penetrar em organismos Vvivos, devido ao pequeno tamanho,
potencializando os efeitos toxicolégicos em relacdo a MP, os efeitos
toxicol6gicos precisam ser averiguados e 0s principais responsaveis pela
toxicidade precisam ser elucidados, uma vez que os dados de pesquisas
cientificas apresentados na bibliografia ainda encontram-se contraditérios
em relacéo a isso (OBERDORSTER, G. et. al. 2005; OBERDORSTER,
OBERDORSTER e OBERDORSTER, 2005; KOLESNICHENKO,
TIMOFEEV e PROTOPOPOVA, 2008, NANOREG, 2015).

Além disso, este trabalho contribuira para a sociedade cientifica,
pois além de fazer a comparagdo entre a toxicidade em 3 diferentes
organismos-teses, 0s resultados ajudardo elucidar a principal
caracteristica intrinseca da NP responsavel pela toxicidade nestes
organismos-testes. O Laboratdrio de Toxicologia Ambiental (LABTOX)
do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC iniciou
suas atividades com nantoxicologia em 2009, com o projeto de
cooperacdo internacional aprovada pela CAPES, intitulado
“Nanotoxicologia: Métodos toxicologicos, genéticos e epigenéticos como
uma estratégia para avaliar o risco da exposi¢cdo humana e ambiental aos
nanomateriais” (PGCI/CAPES n° 017/2010), projeto este que consolidou
a cooperacao internacional entre Brasil e Canadd (UQAM) na area de
Nanotoxicologia. Esse projeto possibilitou ainda a aprovagdo do projeto
para a formacdo de uma rede de pesquisas em Nanotoxicologia, aprovado
pelo CNPq e intitulado “Rede cooperativa de pesquisas em
nanotoxicologia aplicada a nanoparticulas de interesse da inddstria
petrolifera e de tintas” (Processo CNPq n°. 552112/2011-9) envolvendo
as instituicdes UFSC (Floriandpolis, Brasil), UQAM (Montreal, Canada),
Bordeaux 2 (Bordeaux, Franca), UNIFESP (Sdo Paulo, Brasil),
UNIVILLE (Joinville, Brasil) e Polinova (Biguacu, Brasil). O mais
recente projeto aprovado pelo LABTOX foi a Chamada Universal -



MCTI/CNPq N° 14/2013 intitulado como ‘“Nanocompdsitos para
aplicacdo em nanofiltracéo de sais e ions de metais pesados de aguas para
abastecimento e efluentes”.

Portanto, esta tese se justifica no &mbito cientifico, legal e social, pois
para garantir um desenvolvimento seguro da nanotecnologia, baseada no
CuO ou outros oOxidos metalicos, uma boa compreensdo dos riscos
ambientais desses NM se torna necessaria, além disso, esta tese se destaca
com a inovagdo no ambito cientifico por avaliar a toxicidade em
diferentes cenarios (dgua doce e 4gua salgada) correlacionando diferentes
caracteristicas especificas dos nanomateriais com a sua toxicidade.

1.2 HIPOTESES DA PESQUISA

Considerando a problematica exposta sobre o uso da NP e MP CuO,
principalmente devido a falta de dados que possa definir qual a principal
caracteristica especifica responsavel pela toxicidade do CuO, as hipoteses
a seguir foram formuladas com o objetivo de serem orientadoras para o
desenvolvimento da tese.

- Hipédtese 1

Se as caracteristicas especificas, tais como o tamanho e &rea
superficial, sdo responsaveis pela maior toxicidade da NP CuO, entdo
devido a isso, o principal indutor da toxicidade da NP sdo os ions
liberados de Cu devido a estas caracteristicas.

-Hipotese 2

Se a toxicidade da NP CuO esté relacionada com o seu tamanho e
forma devido a sua maior reatividade, entdo quanto menor o estado de
aglomeracéo, maior seré a toxicidade da NP.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicos das nanoparticulas de CuO,
nanocomposito (NC) e microparticula de CuO em diferentes organismos
aquaticos, de forma a elucidar qual o principal fator responsavel pelos
efeitos deletérios sobre estes organismos



1.3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar as suspensdes de NP, NC e MP de CuO em agua
ultrapura, e nos meios de teste 1SO, M4, NaCl 2% e CHU.
Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizando D. magna para
suspensdes de NP, NC e MP de CuO.

Auvaliar os efeitos da NP, NC e MP de CuO causados sobre a D.
magna quanto a longevidade, fecundidade e crescimento,
empregando ensaios de toxicidade cronica.

Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizando a bactéria A.
fischeri para suspens6es de NP, NC e MP de CuO.

Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizando a alga verde
Scenedesmus subspicatus para suspensdes de NP, NC e MP de
CuO avaliando o efeito em relagdo a eficiéncia da emisséo de
fluorescéncia.

Avaliar a bioacumulagdo do CuO na forma de NP, NC ¢ MP
sobre a alga verde S. subspicatus.

Avaliar o estresse oxidativo do CuO na forma de NP, NC e MP
sobre a alga verde S. subspicatus.

Auvaliar a cinética de liberagéo de ions de Cu da fragéo soltvel
em meios de teste das algas verdes S. subspicatus.

Avaliar a especiacdo metélica da NP, NC e MP CuO nos meios
de teste através de software.

Avaliar a diferenca de efeitos toxicolégicos do CuO em escala
nanométrica e micrométrica em relacdo a liberacdo de ions de
Cu.

Avaliar a diferenca de efeitos toxicolégicos do CuO em escala
nanométrica e micrométrica em relacdo ao tamanho das
particulas.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo foi apresentada uma breve revisdo bibliografica
sobre estudos desenvolvidos sobre nanotoxicologia, com o objetivo de
destacar as principais linhas seguidas para a elaboragdo desta tese e
selecionar as metodologias mais adequadas para a execucdo deste
trabalho. Esta revisdo € composta inicialmente pela definigdo sobre
nanotecnologia e NP. No ambito especifico do tema, foi apresentada uma
descricdo sobre as NP CuO, MP CuO, toxicidade, usos e tipos de
caracterizacdo. Por fim, é apresentada uma breve revisdo sobre a
nanotoxicologia, teste de toxicidade aquatica e organismos teste
utilizados neste estudo.

2.1 NANOTECNOLOGIA e NANOPARTICULA

A nanotecnologia é uma ciéncia verdadeiramente multidisciplinar,
e segundo Biju et al. (2008) com potenciais aplicagdes em quase todos 0s
ramos da ciéncia e da tecnologia atual. A nanotecnologia se refere a
preparacdo de materiais, dispositivos ou processos que envolvam o
controle da matéria na escala do bilionésimo do metro, que é expressa
pelo prefixo nano, que em grego significa “ando”.

A origem da nanotecnologia, segundo Segala (2009), remonta a
meados do século XX, onde em seu discurso durante a reunido anual da
Sociedade Americana de Fisica, Richard Feynman, referiu-se sobre a
primeira visdo da nanotecnologia. Segundo ele, as dimensdes a serem
tratadas estariam proximas ao nivel atdbmico, chamando a atencdo o fato
que em dimensdo atémica, trabalha-se com leis diferentes, gerando com
isso novos efeitos e novas possibilidades de uso, nascendo assim a
nanotecnologia moderna.

Avancos na area da nanotecnologia mostraram-se mais
significativos a partir de 1980, com o0 aprimoramento das instrumentagdes
para a visualizacdo e manipulacéo do que havia sido proposto por Richard
Feynman. A primeira definicdo sobre nanotecnologia foi reportada por
Mario Taniguchi em 1974. Segundo Taniguchi (1974) a nanotecnologia
consiste principalmente, no processo de separacdo, consolidacdo e
deformacédo dos materiais atbmicos, por &tomo ou molécula.

Os NM sdo uma grande classe de materiais produzidos pela
nanotecnologia, fazendo parte 0s compostos organicos e inorganicos que
possuem pelo menos uma dimensdo na nanoescala (10° m). Segundo



Christian et al. (2008) pode-se citar como exemplo, para NP inorganicas,
as de nano-ouro, nano-cobre, nano-prata; os 6xidos metalicos, tais como,
Oxido de cobre, dioxido de titdnio e dxido de zinco e ligas metalicas
guantun dots. Ja as NP organicas, sdo exemplos classicos, 0s nanotubos
de carbono e o fulereno (Cso e Cro).

Para Falaguasta (2005) e Steffens (2007), as NP podem ser
divididas em pelo menos duas categorias: NP naturais e NP engenheiradas
(aquelas produzidas pelo homem). As principais fontes de NP no meio
ambiente sdo as queimas de florestas, vulcbes, automdveis e fabricas
(NOWACK e BUCHELI, 2007; LANONE e BOCZKOWSKI, 2010;
MYUNG e PARK, 2012).

Segundo Nagarajan (2008), o grande interesse se da nas NP
engenheiradas que sdo desenvolvidas em laboratérios com propriedades
muito especificas, geralmente projetadas e sintetizadas com modificagdes
superficiais especificas para atender as necessidades de aplicagfes. As NP
podem ser produzidas por sintese quimica ("bottom-up”) ou quebra
mecanica das particulas maiores (“top-bottom™) (OBERDORSTER et al.
2005).

J& as NP naturais diferem-se pelas suas caracteristicas, tais como
sua distribuicdo de tamanho, aglomeracédo, quando gerada e composigédo
quimica. No Quadro 1 é possivel fazer uma comparacéo entre NP naturais
e as NP engenheiradas, através do tamanho, do estado de aglomeragéo,
composic¢do quimica e significancia tdxica.

Quadro 1: Caracteristicas das NP.

Caracteristica de NP Naturais
particulas - NP Engenheiradas
L (ultrafinas)
primarias
Tamanho < 100nm < 100nm
Distribuigdo de Poli dispersa Mono dispersa
tamanho
Aglomeragéo . x
quando gerada Sim Nao
Composic¢do Variavel até bem .
quimica definida Bem definida
P Pequeno tamanho, Pequeno tamanho,
Significancia . - ) L
toxica area superficial, area superficial,
composicdo quimica  composicdo quimica
Fonte: Adaptado de Oberddrster et al. (2005)




2.2 NANOPARTICULA DE OXIDO DE COBRE

As NP podem ser desenvolvidas segundo Drobne (2007), a partir
de uma grande quantidade de elementos quimicos, sendo que 0s mais
comuns s8o 0s metais, xidos metalicos, silicatos, 6xidos ndo cerdmicos,
polimeros, compostos organicos, carbono e biomoléculas.

Por possuirem uma grande &rea superficial em relacdo as particulas
micrométricas, as NPs sdo mais reativas devido ao carregamento de
cargas. Estas propriedades as fazem altamente desejaveis para diversas
aplicagBes comerciais, médicas, setores militares e ambientais, como é o
caso dos Oxidos metalicos.

Segundo Popov et al. (2005), as NP de 6xido metalicos sdo
fabricadas em grande escala para uso industrial e doméstico (materiais
esportivos e eletrénicos, téxteis, cosméticos) com a estimativa do
aumento de aplicacoes.

Os 6xidos de metais de transicdo sdo uma importante classe de
semicondutores, que tém aplicagBes magnéticas, de transformacdo de
energia solar, eletrdnica e quando presente na camada superficial pode ter
uma profunda influéncia sobre propriedades como a atividade catalitica,
pois esta atividade esté relacionada com estado de oxidacdo (AHAMED
et al. 2010). Para Wang et al. (2011) entre os 6xidos metalicos de
transicdo, o 6xido de cobre (CuQ) tem atraido muita atencao, pois pode
ser utilizado como supercondutores em aplicagcGes como fotocondutores
e fototérmicas. Devido a isso, as NP CuO possuem um significante
interesse tecnoldgico e sdo cada vez mais utilizadas em varias aplicagdes
(ZHOU et al. 2006).

CuO é 0 membro mais simples da familia de compostos de cobre
e apresenta uma gama potencial de propriedades fisicas, como a
supercondutividade em alta temperatura e efeitos de correlacgao eletronica
(CAVA, 1990; TRANQUADA et al. 1995). CuO nanoparticulado é
aplicado em diferentes areas, incluindo sensores de gas (CHOWDHURI
et al. 2004) catalise (JAMMI et al. 2009), baterias (ZHANG et al. 2005),
supercondutores de alta temperatura (DAR et al. 2008), conversdo de
energia solar (YIN et al. 2005). Além disso, as NP CuO podem ser
utilizadas na composicdo de tintas antincrustantes (ALMEIDA,
DIAMANTINO e SOUSA, 2007) devido as suas caracteristicas biocidas.

As NP podem ser sintetizadas e funcionalizadas segundo a
aplicacdo que se deseja. Existem hoje os nanocompositos (NC) de CuO,
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como por exemplo, 0 NC CuO/PANI, que sdo NP de CuO revestidas com
polianilina (PANI). Estas NP, se destacam devido as suas potenciais
aplicagbes em areas multidisciplinares, tais como eletronicos,
termelétrica, eletromagnética, quimica, membranas e sensores
(BHADRA et al. 2009) devido ao polimero que as revestem.

A Figura 1 representa a sintese de uma NP CuO revestida com
PANI. A NP CuO apds passar por uma reacdo com dodecilsulfato de
sodio (SDS) e anilina (ANI) e por fim uma polimerizacdo com agente
oxidante forma a NP CuO revestida com PANI.

Figura 1: Esquema ilustrativo das etapas de sintese do NP de CuO/PANI.

NP CuO NP CuO/PANI

Polimerizagdo
—
(NH,);S,0,
PANI

Devido a crescente aplicacdo das NP de 6xido metalicos, entre eles
a NP CuO, cresce também a preocupagao acerca de seu comportamento
em sistemas aquaticos e de sua biodisponibilidade em relac&o a particulas
maiores, fazendo-se entdo necessaria a correta caracterizacao e efeitos em
todo o seu ciclo de vida.

2.2.1 Toxicidade da NP CuO

Estudos de avaliacdo de toxicidade tém focado principalmente
em investigar os efeitos em diferentes vias de exposicéo, tais como as vias
respiratorias e gastrointestinais (PASCHOALINO et al. 2010).

Em organismos, Cu é um dos elementos indispensaveis para a
manutencao da homeostase (GALHARDI et al. 2005). Homeostase é uma
propriedade em seres vivos que tem funcdo reguladora do ambiente
interno a fim de manter uma condicdo estavel, mediante os multiplos
ajustes de equilibrio dindmico. lons Cu podem causar toxicidade, uma vez
que exceda a faixa de tolerancia fisioldgica in vivo (ZIETZ et al. 2003);
GALHARDI et al. 2004).

Em relacdo a salde humana, Yokohira et al. (2009) realizaram
biosensaios in vivo com NP de CuO em ratos. Avaliacdo histopatologica
mostrou que a NP CuO induziu graves alteracfes inflamatérias agudas
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em pulm&o de rato em doses elevadas e cronicamente em doses baixas ou
com injegdes frequentes.

Karlsson et al. (2008) relataram que a NP CuO poderia causar
citotoxicidade e danos ao DNA na linhagem celular humana A549 do
epitélio pulmonar. Lesbes oxidativas foram verificadas atraveés da
medi¢do da producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés reactive oxigen species) através de sonda fluorescente sensivel
a oxidacgdo do 2’, 7'- diacetatodiclorofluorescina (DCFH-DA).

Em relacdo a geracdo de ROS e danos ao DNA, XING et al.
(2012) demonstraram que o estresse oxidativo seria o efeito toxico
primario. Em comparacdo com as células cultivadas em meio, as células
expostas a NP CuO apresentaram diminuicdo da catalase e glutationa
redutase (GR) e mostrou aumento de atividade da glutationa peroxidase
(GPx). O aumento observado de oxidagdao total de glutationa sugeriu que
a NP CuO ndo s6 gera ROS, como também blogueia defesas antioxidantes
celulares (FAHMY e CORMIER, 2009).

A investigacdo ambiental em relacdo a toxicidade NP CuO tem
focado principalmente nos organismos aquaticos. Os modelos
experimentais mais comuns sdo algas, peixes e crustdceos, cujo
crescimento e toxicidade sdo tratados como indicadores de relevancia
ambiental.

Aruoja et al. (2009) estudaram a toxicidade da NP CuO
utilizando com bioindicador as algas Pseduokirchneriella subcapitata.
Em baixas concentragdes, NP CuO (CEso = 0,71 mg de Cu L) foi mais
soltvel e mais téxica quando comparado com a bulk (CEsp = 11,55 mg de
Cu L™). Grosell et al. (2007) e Griffitt et al. (2007) reportam que a NP
CuO também foi tdxica para peixes. Os resultados mostraram que a
toxicidade CuO foi largamente influenciada pela liberagdo ions Cu
sollvel.

Griffitt et al. (2007) relatam ainda que em peixes da espécie
Danio rerio, as suspensdes de NP CuO podem danificar lamelas
branquiais e inibir a reproducdo de células epiteliais devido a alteracdo
dos niveis do metal no plasma. Gomes et al. (2012) consideraram que a
glandula digestiva do mexilhdo da espécie Mytilus galloprovincialis pode
agregar a NP CuO e resultar em toxicidade.

Segundo Rossetto (2011), a NP CuO se mostrou mais téxica
tanto em teste de toxidade aguda, assim como cronica, com
microcrustaceo D. magna e A. fischeri do que a MP CuO.
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Os resultados de Shi et al. (2011) indicaram que a NP CuO
diminui os niveis de clorofila da Landoltia punctata e que a toxicidade
NP CuO é de trés a quatro vezes maiores do que a do Cu idnica, devido a
maior absor¢do de NP.

NP CuO também teve efeitos adversos sobre bactérias Escherichia
coli induzidos a produgédo de ROS e danos ao DNA (BONDARENKO et
al. 2012).

A toxicidade das NP esta relacionada a diversos fatores ligados
as suas caracteristicas. Alguns dos mecanismos que podem induzir a
toxicidade sdo apresentados na Figura 2. Entre esses mecanismos podem-
se citar como principais, a dissolugdo e a internalizacdo da NP.

Figura 2: Vis8o esquem@tica das diferentes vias que induzem toxicidade celular
por NP CuO. (a) Potenciais mecanismos de entrada da NP CuO em células, (b)
Efeito intracelular de ROS devido a NP CuO, (c) Efeito da coordenacgio de Cu?*
liberado pela NP CuO na célula, (d) Efeito ndo homeostase interrompido pela
presenca de Cu?".
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Fonte: Adaptado de Chang et al. 2012.

Quando o tamanho das NP é pequeno suficiente, diametro entre
50 e 150 nm, segundo Krug e Wick (2011), elas podem sofrer endocitose
através da membrana e entrarem nas células, desencadeando diversas
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reacdes. Além disso, segundo Verna et al. (2008), as mesmas também
podem adentrar a compartimentos celulares através de difusdo devido a
presenca de fons positivos na superficie (Cu*?) que podem competir com
outros céations durante os processos bioldgicos. Enquanto isso, as
proteinas transportadoras permitem que as NP atravessem a membrana
plasmética.

Efeito intracelular de ROS induzidos pela CuO é mostrado na
Figura 2b. NP podem interagir diretamente com organelas oxidativas, tais
como mitocndrias, redox das proteinas ativas e estimular a producdo de
ROS nas células. Os ions (Cu?*) produzidos pelas NP podem induzir ROS
por diversas reagdes quimicas. As ROS podem induzir quebras no DNA,
e afetar a expressdo de genes.

Os ions de Cu®" tém a capacidade de formar quelatos com
biomoléculas ou desalojar os ions metalicos em metaloproteinas
especificas, que podem resultar na inativacdo da proteina funcional
(Figura 2c). Cu?* liberado pela NP pode aumentar a sua concentragao
local e perturbar a homeostase celular, resultando em toxicidade celular
(Figura 2d).

Existem diversas rotas de exposi¢ao e mecanismos de toxicidade
da NP CuO. Normalmente, para materiais micrométricos, a avalia¢do do
perigo de exposicdo se da através da composicdo quimica, dose e via de
exposicdo. No entanto, para avalicdo de NM, fatores adicionais séo
incluidos tais como, o tamanho nanométrico, nanosuperficie, dissolucéo,
efeitos quanticos, nanoestruturas, concentracao e agregacao (YAN et al.
2011).

Na Figura 3 sdo representados 0s possiveis fatores e mecanismos
de toxicidade em um organismo exposto a NP de éxidos metalicos,
incluindo a NP CuO.
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Figura 3: Fatores e mecanismos de toxicidade aos organismos expostos a NP de
Oxido metalico.
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Fonte: Adaptado de Chang et al. (2012).

2.3 CARACTERIZACOES DAS SUSPENSOES PARA ESTUDOS
TOXICOLOGICOS

Ao iniciar um estudo de toxicidade de NP em organismos vivos e
meio ambiente, é necessario caracterizar as suspensdes-testes para
compreender 0s possiveis causadores de efeitos deletérios. Existem
diferentes tipos de caracterizacdo que podem ser realizadas para uma
NP/NM. Uma completa caracterizacgdo de NM requer diversas
abordagens metodoldgicas (da SILVA et al. 2011; SUAREZ et al. 2011).

Para Powers et al. (2007), a caracterizacdo completa de uma NP
inclui medidas como o tamanho, distribuicdo e forma, além de outras
caracteristicas morfologicas (por exemplo, cristalinidade, porosidade,
superficie e rugosidade), a quimica do material, a sua solubilidade, area
de superficial, estado fisico da dispersdo, quimica de superficie, entre
outras propriedades.
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2.3.1 Potencial zeta (Pz)

A estabilidade da dispersdo de NP pode estar relacionada as
interacOes eletrostaticas entre as partes, ou, caso ndao haja surgimento
destas, a viscosidade do meio pode proporcionar uma estabilidade fisica
da dispersdo. A estabilidade de uma suspensao pode ser medida através
do seu Pz. Segundo Schaffazick et al. (2003), a medida é realizada através
da técnica de Mobilidade Electroforética, ou seja, através da medida das
cargas superficiais da amostra.

O Pz é o potencial elétrico no plano hidrodindmico de
cisalhamento. Depende ndo somente da superficie da particula, mas do
dispersante. O Pz pode ser afetado pelo pH ou for¢a idnica do meio. Dessa
forma, pode-se prever estabilidade de suspensdes coloidais. Esta técnica,
contudo, ndo considera a heterogeneidade das cargas de cada molécula,
fornecendo sempre um valor médio.

Quanto maior for o seu valor em modulo, maior serd a carga
superficial da particula, conferindo uma maior estabilidade da suspensao,
ou seja, maior resisténcia a agregacdo. Quando o potencial é baixo, a
atracdo supera a repulsdo e as particulas tendem a aproximar-se mais,
aumentando a probabilidade de uma colisdo, ocorrendo a aglomeracéo e
floculagio (METCALF e EDDY, 2003; GOUVEA e MURAD, 2001).

2.3.2 Microscopia eletrdnica

A microscopia é uma importante técnica de caracterizacéo de NP,
pois fornece como principais informacGes o tamanho e a morfologia
superficial. Esta técnica é utilizada a fim de caracterizagdo das NP em
solucdo. No caso da microscopia eletrfnica, a area ou 0 microvolume a
ser analisado é irradiado por um fino feixe de elétrons ao invés da radiagédo
da luz.

Segundo Maliska (2011) a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) é um instrumento versatil e usado rotineiramente para a analise
microestrutural de materiais solidos. Apesar da complexidade dos
mecanismos para a obtencdo da imagem, o resultado é uma imagem de
facil interpretacdo. Ainda segundo a autora, dependendo do material,
pode atingir aumento de até 900.000 vezes, mas para a analise de
materiais normalmente o aumento é da ordem de 10.000 vezes. O
principio fisico de funcionamento do MEV consiste na emissao de um de
feixes de elétrons (eletrodo negativo) por um filamento capilar de
tungsténio mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que pode
variar de 0,5 a 30 kV. Como resultado a radiacéo ira fornecer informacdes
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caracteristicas sobre a amostra (topografia da superficie, composicao,
cristalografia, etc.).

Ja a Microscopia de Transmissdo Eletrénica (MET), segundo
Padilha (2011), consiste de um feixe de elétrons e um conjunto de lentes
eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados em uma coluna
evacuada com uma pressdo cerca de 10° mmHg e com faixa de
magnificacdo entre 50 a 600.000 vezes. Uma caracterizagdo
microestrutural desejavel envolve a determinagéo da estrutura cristalina,
composi¢do quimica, quantidade, tamanho, forma e distribuicdo das
fases. O MET é uma técnica analoga a microscopia 6ptica de transmissao,
no sentido de que a iluminagdo em um MET € obtida por um canhéo de
elétrons, que estd no topo da coluna do microscépio, enquanto que o
sistema de gravagdo estd no fundo (uma tela fluorescente ou um filme
fotografico).

2.3.3 Difragdo de Raio-X

A Difracao de Raio-X (DRX) é uma técnica ndo destrutiva, sendo
um dos métodos mais utilizados e simples para estudar a estrutura interna
de materiais cristalinos e consequentemente identificd-los (SCAPIN,
2003; MEDEIROS, 2007, COSTA et al., 2009).

A DRX transformou-se em um método indispensavel para a
investigacdo, caracterizacdo e controle de qualidade dos materiais. As
areas de aplicacdo incluem a andlise da fase qualitativa e quantitativa, a
cristalografia, a determinagdo da estrutura e do abrandamento, entre
outros.

A DRX possibilita a obtengéo de informagdes importantes como
grupos espaciais, parametros de rede, posicdo dos atomos na célula
unitaria, microdeformacdes, quantidade relativa de fases e distancia entre
0s primeiros vizinhos (Gomes, 2009). E com ela é possivel obter o
tamanho do cristalito do material que se esta analisando.

Para a determinacdo do tamanho médio dos cristalitos, €
necessario conhecer o valor de espacamento interlamelar, que é obtido
através do tratamento matematico e aplicacdo da Lei de Bragg (Equacéo
1).

2d senf=nA Eq. (1)
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Onde: n = ndmero inteiro
d = distancia entre planos atdbmicos
0 = angulo de incidéncia em relagdo ao plano considerado

O tamanho médio do cristalito é dado pela equacdo de Debye-Sherrer
(Equacéo 2).

D(A)=k\x/P (size) cosd Eq. (2)

Onde: K = fator de forma (constante usualmente 0,9)
A = ¢ o comprimento de onda da radiacdo incidente
B = largura observada da linha difratada a meia altura do pico.

2.3.4 Area superficial

Segundo Powers et al. (2007), as interacGes entre os NM e
organismos ocorrem geralmente na superficie da particula, portanto, area
superficial é de fundamental importancia na determinacao de possiveis
efeitos toxicos.

Segundo Webb et al. (1997), a determinacéo da area superficial das
NP normalmente é baseada no metodo de Brunauer, Emmett e Teller que
ficou conhecido como a metodologia de BET, que é baseada na teoria de
que utiliza a adsorcao de gas pela superficie da particula, o gas nitrogénio
é 0 adsorbato mais comum, a baixas temperaturas, onde esses dados sdo
aplicados em uma sequéncia de formulas do préprio procedimento BET.
Assim, a area superficial especifica é obtida através da isoterma de
adsorcdo, que relaciona o volume de gas adsorvido em funcédo da pressdo
relativa. A isoterma de BET utiliza a seguinte equacdes 3 e 4 para
representar os dados experimentais (FIGUEIREDO & RIBEIRO, 1989):

P.V/ (Po—P) = 1/ C.Vm + ((C—1) P) /C.Vm. Po Eq. (3)

Onde:
P e PO sédo a pressdo medida no estado de equilibrio e a pressdo de
saturacdo inicial do sistema.
V é a quantidade de gas adsorvido e Vm corresponde a
monocamada de ga&s adsorvida quando o solido esta
completamente recoberto.
C é a constante de BET
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S= ((Vm. Lav. Aad) / Mv) Eq. (4)

Onde: S é a area de superficie especifica.
Vm € o volume de gas adsorvido.
Lav é o numero de Avogadro (6,02214179x1023).
Aad é area de secdo transversal da uma molécula de adsorbato.
Mv ¢ o volume ocupado por 1 mol da molécula de adsorbato.

2.3.5 Caracteristicas intrinsecas das NP

O comportamento das NP em meio liquido é muito importante
para compreender a sua reatividade no mesmo. As alteracdes das
caracteristicas das NP no estado seco (em p6) e aquoso sao ilustradas na
Figura 4, onde Jiang, Oberddrster e Biswas (2008) observam que as NP
no estado seco ou em poO, podem apresentar-se de duas formas:
aglomerados (devido a fraca forca de van der Waals) e na forma de
agregados (interagOes quimicas fortes entre as particulas) que podem ser
controlados durante a sintese. Ap6s a dispersao em solugdo, as NP podem
permanecer em aglomerados ou na forma de agregados, cobertas por
dupla camada elétrica. Normalmente, quando se encontram em forma de
aglomerados, as NP podem ser separadas (devido a for¢as mais fracas)
por diversas metodologias, enquanto que os agregados NP ndo podem ser
separados.

Segundo Jiang, Oberdorster e Biswas (2008), as aglomeragdes
acontecem devido a presenca das forcas e energia de superficie. Logo, é
necessario romper estas forcas existentes no aglomerado através de
processos fisicos, como o cisalhamento (forcas ultrassdnicas), ou
quimicos, que envolvem adicdo de surfactantes ou funcionalizagdo da
superficie.

O tamanho das NP esta diretamente correlacionado com muitas
propriedades essenciais, tais como a superficie, solubilidade e reatividade
quimica, e alguns deles tém efeitos sobre as interacBes entre
nanomateriais e biomoléculas que afetam posteriormente o
comportamento nanotoxicolégico das NP in vivo (Zhao et al., 2007). Por
exemplo, diminuindo o tamanho da particula, resulta-se no aumento da
area superficial especifica que podera promover a acumulacdo das NP,
mas também um aumento de reatividade e aumento das interacdes entre
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NP e biomoléculas (CHANG et al., 2012). A solubilidade é outra
propriedade importante que ajuda a explicar os efeitos toxicos em varios
organismos, conforme apresentado na Sessao 2.2.1.

Existem diferentes metodologias e técnicas para quantificar os ions
de cobre total e fracdo soluvel, dentre elas a espectrometria de absorgédo
atbmica.

Brunner et al. (2006) verificou que em seis dias, o efeito toxico de
NP de 6xido de metal foi mais elevado para os metais sol(veis do que o0s
insolGveis aplicando a mesma concentracao.

Bactérias com sensor-Cu demonstraram que as NP CuO foram
muito mais solGveis do que a MP CuO (MORTIMER et al. 2010). Isso
acontece, pois, as particulas nanométricas terem maiores areas de
superficie para interagir com moléculas do solvente, do que as MP e
também, as NP mostraram que possuem dissolucdo mais rapida.

Portanto, quando a caracterizacdo das suspensfes € bem
conduzida, torna-se aparente como os fendmenos bioldgicos observados
estdo relacionados as caracteristicas especificas de cada NP. Segundo
Singh et al. (2009) muitos problemas relacionados aos estudos
nanotoxicoldgicos estd no fato da ndo caracterizacdo das suspensfes em
questdo.

2.5 NANOTOXICOLOGIA

A toxicologia tem por finalidade conhecer os efeitos das
substancias quimicas, de formas isoladas ou misturadas, e como, onde e
em que escala eles se manifestam (MATIAS, 1996). Um tipo de estudo
muito utilizado é de toxicidade em organismos aquaticos, pois 0s
ecossistemas aquaticos representam os receptaculos finais de qualquer
poluicdo, sendo ela aquatica, atmosférica ou depositada no solo
(MATIAS, 2009). Segundo Rand, Wills e Mccarty (1995), a toxicologia
aquatica tem como objetivo avaliar o efeito de xenobidticos sobre
organismos aquaticos representativos.

A crescente produgdo e aplicagdo de NM tém provocado uma
ampla discussdo sobre os potencias riscos associados a sua exposi¢ao.
(SEATON e DONALDSON, 2005). Com a crescente necessidade do
conhecimento dos riscos potenciais destes materiais e compostos
nanoestruturados diretamente relacionados a salde humana e ao meio
ambiente surgiu o termo nanotoxicologia, que tem por objetivo estudar a
toxicidade dos NM em relagcdo ao homem e ao meio ambiente.
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Segundo Marquis et al. (2009) e Choi, Oh e Choy (2008),
nanotoxicologia é uma d&rea emergente que tem como objetivo
caracterizar e categorizar os efeitos na salde causados por NM para
determinar relacGes de estrutura/funcdo entre NP e toxicidade. Holsapple
et al. (2005) afirmam que estudos sobre nanotoxicologia estdo voltados
para caracterizar a seguranca dos NM, com foco especial em definir seus
mecanismos de acdo bem como seus perfis toxicoldgicos, verificando
desde os efeitos agudos, subcrénicos e crdnicos de extrema importancia
para estudos dos NM.

Os primeiros estudos sobre a toxicidade de NM foram realizados
na ultima década do século XX, investigando-se materiais que em escala
micrométrica ndo apresentavam toxicidade, e que em escala nanométrica,
como nanoparticulados, apresentavam algum efeito  tdxico
(PASCHOALINO et al., 2010). Um dos primeiros trabalhos sobre esta
temética foi realizado (SEATON et al. 1995) que, em um ensaio in vivo
com ratos, observou a inflamacdo de tecidos intersticiais somente dos
individuos que foram expostos a particulas nanométricas de 20 nm,
enquanto que os demais, expostos a particulas de 250 nm, mantiveram-se
saudaveis.

Em organismos, segundo Heinlaan et al. (2008), o principal
mecanismo de toxicidade de NP pode ser através do estresse oxidativo
que danifica os lipidios, carboidratos, proteinas e DNA. Nel et al. (2006)
e Xia et al. (2006) afirmam também que existe uma rede de mecanismos
por trds dos efeitos induzidos a saude por estas NP, e a capacidade de
causar estresse oxidativo € um deles. NP pode cruzar as mais fortes
barreiras biol6gicas como, por exemplo, a hematoencefalica que proteje
o Sistema Nervoso Central (LOCKMAN et al. 2006).

Segundo Nel et al. (2006) o estresse oxidativo ocorre quando ROS
e espécies reativas de nitrogénio (RNS) perturbam o equilibrio entre a
pressao oxidativa e a defesa antioxidante. ROS podem, por exemplo, ser
formada através de um radical de metal de transi¢do, ou outro produto
quimico na superficie da particula, ou como conseqiliéncia da interagédo
entre particulas e componentes celulares. A peroxidacdo lipidica €
considerada um dos mais importantes efeitos associados a exposicédo a
NP, pois proporciona alteracdes nas propriedades da membrana celular
que por sua vez pode perturbar as fungdes celulares vitais (RIKANS E
HORNBROOK, 1997). Além disso, a oxidacdo das proteinas
desempenha um papel chave no desenvolvimento de arterioecleroses,
cancer e artrite (VALKO et al. 2004).
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Segundo Drobne (2007), a membrana celular, mitocondrias e
ndcleo da célula séo considerados como alvos mais relevantes de indugédo
da toxicidade gerada pelas NP TiO,. As mitocondrias sdo alvo de
particulas que foram fagocitadas pelas células, bem como uma fonte para
a producdo de ROS (XIA et al. 2006) e os danos gerados a elas podem
levar ao aumento da produgdo de ROS, diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial e apoptose. Segundo Upadhyay et al. (2003), foi
demostrando uma diminui¢éo no potencial de membrana mitocondrial em
células alvelos pulmonares (da linhagem A549) quando expostas a
particulas de amianto. Este fato também foi observado ap6s a exposi¢do
a varios outros tipos de particulas incluindo particulas metalicas por
Karlsson, Holgersson e Méller (2008b).

Para Oberddrster (2008), a aplicacdo de particulas com diametros
menores que 100 nm incitam vérias discussdes em relagdo a avaliagdo
toxicol6gica, em especial, o fato de que caracteristicas inerentes as
particulas com diametros diferentes, porém com mesma composi¢ao,
podem também interferir na biocompatibilidade desses materiais.

Segundo Karlsson et al. (2008a), estudos mostram que em geral as
NP possuem maiores toxicidade quando comparada com suas formas
micrométricas, levantando a hip6tese amplamente assumida de que as NP
sdo mais potentes em causar danos. Renwick et al. (2004) descreveram
um estudo em dois diferentes tamanhos do TiO; que foram administradas
diretamente no pulmdo de ratos e as respostas inflamatdrias foram
observadas. Os resultados mostram que, enquanto as particulas
micrométricas foram tidas como "ndo tdxica", a particula na escala
nanométrica foi classificada como “toxica”.

Esta hip6tese ndo pode ser totalmente aceita uma vez que alguns
estudos demonstram a existéncia de NP que ndo se mostraram mais toxica
do que a sua formulacdo bulk. O exemplo de Warheit et al. (2006)
representa bem essa situacdo: a toxicidade das particulas de quartzo ndo
foi dependente do tamanho da particula pela area superficial, mas sim a
reatividade da superficie. Embora ja existam alguns estudos sobre o
potencial perigo de NP engenheiradas, a sua libertagdo para o ambiente
aquatico os seus efeitos nocivos permanecem amplamente desconhecidos
(CHANG et al. 2012).

Como a agua é um dos bens essenciais para 0s ecossistemas, 0s
dados sobre o destino e comportamento das NP sintéticas em diferentes
tipos de &aguas naturais, bem como o0s seus potenciais efeitos
ecotoxicoldgicos, sdo essenciais para a avaliacdo dos riscos ambientais
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para as nanotecnologias (NOWACK e BUCHELI 2007). Segundo Quina
(2004), a reflexdo a respeito desta questéo € bastante pertinente, uma vez
que, além das inimeras perspectivas oriundas do desenvolvimento de
uma gama de novos materiais, h4 o potencial risco de contaminacgéo
ambiental, dadas as caracteristicas intrinsecas das NP, as quais podem
facilitar a translocacdo destas pelos compartimentos ambientais e
ocasionar danos a cadeia alimentar. Todos os aspectos levantados até o
momento sobre o tema justificam a importancia da investigacao sobre a
disponibilidade, degradabilidade e toxicidade dos NM (QUINA, 2004).

2.5.1 Testes de Toxicidade

Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais que tém como
objetivo avaliar os efeitos nocivos das substancias a serem analisadas,
bem como o seu grau de toxicidade. Os organismos vivos s8o expostos a
diferentes concentragdes das substancias de interesse e analisam-se o0s
efeitos adversos causados sobre estes organismos, como por exemplo,
imobilidade, morte, alteraces fisicas, morfoldgicas e funcionais, entre
outros (MATIAS, 2009).

De acordo com Rand, Wells e Mccarty (1995), os efeitos
toxicologicos dependem da concentragdo e das propriedades da
substancia quimica a qual o organismo é exposto, bem como do tempo de
exposicao. Os testes de toxicidade podem ser realizados in situ ou em
laboratério, causando efeitos agudos ou crénicos.

Toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda visam demonstrar a ocorréncia de
efeitos adversos em um curto espago de tempo em relagdo ao ciclo de vida
do organismo-teste, apds a exposicao, em diferentes diluicdes. A duracao
deste teste é variavel, sendo normalmente de 24 a 96 horas para
organismos aquaticos (MATIAS, 2009).

Os efeitos observados neste tipo de teste em organismos aquaticos
sdo a letalidade ou a inibicdo do movimento. De acordo com a ABNT
NBR 12713/2009, a imobilidade do organismo-teste é determinada
através da incapacidade do mesmo em nadar na coluna d’agua durante um
periodo de até 15 segundos, apds uma leve agitacdo do recipiente (ABNT
NBR 12713, 20009).

O resultado dos testes de toxicidade aguda normalmente é expresso
através da concentracdo letal média (CLso) ou da concentracdo efetiva
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mediana (CEso) (COSTA et al. 2008; MATIAS, 2009). A CLso refere-se
a concentracdo real da amostra que causa a morte de 50% dos organismos
no tempo de exposicao, nas condi¢Bes de ensaio; enquanto a CEsp refere-
se & concentracdo real da amostra que causa efeito agudo a 50% dos
organismos no tempo de exposicao, nas condi¢des de ensaio, sendo estes
normalmente caracterizados pela imobilidade ou mortalidade (MATIAS,
2009).

Toxicidade croénica

Os testes de toxicidade cronica sao testes de longa duragdo, onde a
exposicdo é continua por um periodo longo de tempo, abrangendo todo
ou parte do ciclo de vida do organismo-teste. Os principais pardmetros
observados neste tipo de teste sdo os efeitos cronicos subletais, como
alteracdes nas atividades respiratorias, cardiacas, bioquimicas, no
desenvolvimento morfoldgico, nas fungGes biol6gicas, na reproducéo e
no crescimento, que ndo causam necessariamente a morte do organismo
(AZEVEDO e CHASIN, 2003). Geralmente, a avaliagdo dos testes de
toxicidade cronica é feita através da concentracdo de efeito observado
(CEO) que é a menor concentracdo que causa efeito sobre os organismos,
e a concentracdo de efeito toxico ndo observado (CENO) que é a maior
concentracdo do produto que ndo causa efeito sobre 0s organismos
(MATIAS, 2009; COSTA et al. 2008).

Para a realizacdo destes testes devem ser utilizados, no minimo,
dois niveis de doses ou concentracao, e a via de administragao destas deve
estar de acordo com a via de exposi¢cdo mais provavel (AZEVEDO e
CHASIN, 2003).

No Brasil, os testes crénicos sdo contemplados na Resolucdo
CONAMA n°357 (BRASIL, 2005) e exigidos para realizacdo do
enquadramento dos corpos hidricos. Segundo esta resolucdo, efeito
toxicol6gico cronico é definido como os efeitos deletérios aos organismos
vivos causados por agentes fisicos ou quimicos que afetam uma ou varias
funcdes bioldgicas dos organismos, como a reproducédo, o crescimento e
0 comportamento, em um periodo de exposi¢do que pode abranger parte
ou a totalidade de seu ciclo de vida.

Bioindicadores fotossintéticos em algas verdes
A fotossintese é fundamental para o metabolismo dos
organismos fotossintéticos acontecendo dentro dos cloroplastos onde
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ocorre a conversdo da energia luminosa em energia quimica. Segundo
Avenson et al. (2005) e Merchant e Sawaya (2005), a luz branca é
absorvida pelos pigmentos das antenas clorofilianas do fotossistema 11
(FS 1) e I (FS 1) a fim de garantir o transporte de elétrons a partir da agua,
doador de elétrons primario, até a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), aceptor final de elétrons, através do FS Il, citocromo
b6 f eFSI.

Os pigmentos, as proteinas e outras substdncias quimicas
envolvidas na reacdo da fotossintese estdo localizados nos cloroplastos.
Em condi¢Bes normais durante a fase fotoquimica, sem a interferéncia de
inibidores fotossintéticos, a energia luminosa capturada pelos pigmentos
(clorofila e carotenoides) ¢ transferida para um “centro de reagdo”
especial (P680), gerando um elétron excitado (AVENSON et al. 2005).
Segundo Sing et al. (2008), o elétron do FS Il € transferido para uma
molécula de quinona localizada na membrana tilacoide do cloroplasto. A
quinona A (QA) transfere o elétron para outra molécula de plastoquinona
(PQ), que se reduz a plastoquinol, chegando no citocromo b6 f, em
seguida, até a plastocianina (PC), localizadas na mesma proteina.

A captura de dois protons a partir do estroma é também requerida
para a formagdo do plastoguinol. A difusdo do platoquinol ocorre através
da camada lipidica da membrana tilacoidal ao complexo citocromo b6 f,
onde dois elétrons sdo transferidos ao complexo proteico do FS | e dois
prétons sao liberados ao espaco intratilacoide (SAMPAIO et al. 2012).
Consequentemente, a transferéncia de elétrons da molécula de 4gua ao b6
f esta associada com a geragdo de um gradiente de prétons através da
membrana, devido a uma diferenca de potencial eletroquimico, resultante
da oxidacdo da agua pelo FS Il no lado do limen da membrana tilacoide
e a ciclo reducéo-oxidacdo da plastoquinona (ANDREIADIS et al. 2011).

A captura de prétons envolvida na reducdo de NADP+ no
estroma também contribui para a criacdo de uma diferenca de potencial
transmembrana que pode ser usada para guiar a sintese de ATP, através
do fator acoplamento. A ferredoxina transfere elétrons para 0 NADP+ e a
reacdo € catalisada pela redutase de ferredoxina-NADP+, uma
flavoproteina solGvel, com um grupo de flavina adenina dinucleotideo
protético (FAD). O FAD oxidado aceita dois elétrons e dois prétons a
partir de duas moléculas de ferredoxina reduzida para formar FADH2, e
essa coenzima transfere um hidreto para NADP+ para reduzi-lo a
NADPH (ANDREIADIS et al. 2011).
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A Figura 4 mostra de forma resumida 0s processos citados acima
sobre o funcionamento do FS Il e FS | durante o processo de fotossintese.

Figura 4: Ciclo resumido da fotossintese entre o FS 1l e FSI.

Ciclo da
ADP
Fotofosforilacao - FC{
ATP /. 2e
T 2e
-
Feofitina e-| NADP +2H™ ——= NADPH2
e
LUZ Q4
Thos 2. Loz
2e ADP \PQ
Cyts /
o Fotofosforilacio ATP
ndo-ciclica Clorofila P700
2e”
- Fotossistema I
Clorofila F&80
Fotossistema II
2H* + 0.502 CO2 + RuBP + ATP — Acucar-P + ADP
Fi do do Diéxido de Cab
Evolucio do Oxigénio xagao do ‘lnm o de Laborno
(Reacio do claro) (Reacao do escuro)

Fonte: Adaptado de Manual de instru¢des. Qubit System (Canada).

Existem diferentes metodologias para quantificagdo do processo
de fotossintese, mas vem se destacando entre elas um grupo de
metodologias que permite estudar detalhes da fotossintese sem destruir
nenhum tecido fotossintético, baseado na quantificacdo da emissdo da
fluorescéncia da clorofila a (Chl a) (HOLUB et al. 2007).

A fluorescéncia da Chl a pode ser considerada como uma in-
vestigacdo intrinseca do sistema de fotossintese e da intensidade da
fluorescéncia, como medida direta das atividades do FS 1I.

Existem diferentes metodologias para a avaliacdo da cinética da
fluorescéncia. Os fluorimetros sdo baseados em abordagens diferentes
para medir a variagdo da fluorescéncia da Chl a (ROTTGERS 2007).
Destaca-se 0 uso da fluorometria direta, como é o caso do analisador de
eficiéncia da planta (PEA), na qual a fotoquimica da alga ou planta é
saturada através de incidéncia de luz direta.

A avaliacdo da eficiéncia da emissdo de fluorescéncia da Chl a,
vem sendo utilizada em diferentes estudos que analisaram os efeitos da
NP CuO em algas (PERREAULT et al. 2012) e tem se mostrado uma
importante ferramenta de avaliacdo devido a importancia das algas na
cadeia tréfica e no processo de captura de COa.
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Avaliac8o do Estresse Oxidativo

ROS sdo um processo natural que ocorre durante o metabolismo
celular, que quando em concentragcBes normais, Sao responsaveis, por
exemplo, pela defesa e desinalizagdo celular. No entanto, sob uma
condig&o desfavoravel, onde hd um aumento de ROS, o sistema de defesa
amplia seu arsenal enziméatico e ndo enzimatico para controlar os niveis
intracelulares destas moléculas (VALKO et al. 2006).

A formacdo de ROS pode ser relacionada com agentes internos
(enddgena) ou externos (exdgenas), estando as fontes endogenas
relacionadas com o processo de respiracdo celular. Mecanismos
fisioldgicos, como fagocitose de corpos estranhos (infeccdo microbiana),
metabolismo de xenobidticos, hidroxilagao de prolina elisina e oxidagdo
de xantina também estdo relacionados a geracdo enddgena de ROS
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; MARIANI, 2008).

Em situacbes em que a quantidade destas espécies reativas
ultrapassa a capacidade de defesa antioxidante das células, ocorre o que
se chama de estresse oxidativo (MATIAS, 1999). Esta condicdo de
estresse pode ser resultado também de uma diminui¢do da capacidade de
defesa celular antioxidante (COSTA e MORADAS-FERREIRA, 2001).

2.5.2 Organismos-testes

Existem inlmeros organismos aquaticos que podem ser utilizados
como organismo-teste para avaliacdo da toxicidade. Com relagdo ao
organismo escolhido, Rand, Wells e Mccarty (1995) destacam: a
seletividade constante e elevada aos contaminantes, a disponibilidade e
abundancia do organismo desejado, a uniformidade e estabilidade
genética nas populagdes, a representatividade de seu nivel tréfico, aampla
distribuicdo e importancia comercial e a facilidade de cultivo e de
adaptacdo as condicGes de laboratério. A fim de facilitar a interpretacéo
dos resultados, Costa et al. (2008) salientam que devem ser utilizadas
espécies cuja fisiologia, genética e comportamento sejam bem
conhecidos.

Recomenda-se que sejam utilizadas mais de uma espécie
representativa do ecossistema aquatico e de niveis troficos diferentes para
testes com a mesma substancia, objetivando representar de forma mais
clara e realista a toxicidade do xenobiético testado (RAND, WELLS e
MCCARTY, 1995; ARAGAO e ARAUJO, 2006).
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Daphnia magna
A D. magna é um microcrustaceo de agua doce, originaria do

hemisfério norte, com tamanho médio entre 5 a 6 mm (ALVES e
SILVANO, 2006). Segundo Costa et al. (2008) estes microcrustaceos sdo
bastante utilizados em testes de toxicidade pois existe um grande nimero
de informac&o sobre as técnicas de cultivo, os requisitos de temperatura,
luz e nutrientes e sobre sua resposta a muitas substancias tdxicas e
importancia na cadeia tréfica.

Segundo American Public Health Association (1998), a D. magna
possui ciclo de vida relativamente curto, sdo facilmente cultivados em
laboratério, sdo sensiveis a varios contaminantes do ambiente aquatico e
devido ao seu pequeno tamanho, necessitam de menores volumes de
amostras e agua de dilui¢do do que os testes realizados com algas e peixes.
A Figura 5 ilustra a morfologia da D. magna. A cabeca possui dois pares
de antenas, sendo que seu segundo par de antenas serve para a locomogéao.
O primeiro par, de tamanho inferior, funciona como 6rgéo sensorial. Essa
espécie suporta aguas com pH entre 6,5 e 9,5, sendo pH 6timo entre 7,2 e
8,5 (CLARE, 2011).

Figura 5: Morfologia do microcustaceo D. magna.

Olho composto com 22 omatideose
pigmento preto: visio basicae
orientacio Musculo ocular

Segundaantena: Locomogdo Ganglio optico: (I6bus opticos)

Cérebro: (Ganglio cerebral)

Compartimento hepitico: pares de apéndices, produgio
dofluido de digestio, selado com membrana

Intestino médio com alimentos: Revestido
porum epitélio com microvilosidades
Primeiraantena- antenulas ( 6rgéo sensorial)
bocae esdfago
Mandula (processamento do alimento

Mdsculo antenal

Coragio

Ovério

5 apéndices toracicos ciliado parg
filtragdo

Camaracom 3 embrides partenogénico (local de
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camarade desenvolvimento
Garraabdominal: Limpeza do

aparelho de fiftraggo

Canalde excregio z \
Abdémen \

Apéndices caudais: processo abdominal

Espinho caudal

Fonte: traduzido de Rosenkranz (2010)
A principal fonte de alimentacédo é através da filtracdo de algas
unicelulares do meio ambiente (KNIE e LOPES, 2004). Em condicGes
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ambientais favoraveis esses microcrustaceos reproduzem-se por
partenogénese, originando apenas fémeas (ALVES e SILVANO, 2006),
ou seja, sdo gerados filhotes idénticos aos originais (ARAGAO e
ARAUJO, 2006). Quando ocorrem condigdes ambientais desfavoraveis,
como baixas temperaturas ou grande densidade e subsequente
acumulacdo de produtos excretores, estas induzem o aparecimento de
ovos sexuados, ou efipios (CIMAR, 2011). O seu ciclo de vida médio é
de aproximadamernte 40 dias & 25 °C e 56 dias a 20°C. Quando mantida
em laboratorio, esta espécie normalmente da origem a primeira ninhada
entre 6 e 10 dias, e produz ninhada de juvenis a cada 2 dias (CIMAR,
2011).

Aliivibrio fischeri

A bactéria bioluminescente A. fischeri (anteriomente denominada
Vibrio fischeri) é uma proteobactéria, da ordem Vibrionales, da familia
Vibrionaceae e é gram-negativa, heterotrofa, podendo ser encontrada
como simbionte de varias espécies (HARMELarmel, 2004), como
patdgenos de invertebrados e como saprofito de vida livre. Sdo bactérias
anaerébias facultativas que emitem luz em condigdes ambientais
favoraveis e necessitam de condi¢des de oxigénio acima de 0,5 mg/L
(KNIE e LOPES, 2004). A Figura 6 representa a bactéria luminescente A.
Fischeri.

Figura 6: Representacdo da bactéria A. fischeri.

Fonte: http://www.ou.edu/ca/botanv-micro/faculty/dunn.html
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Segundo Mortimer et al. (2008) testes toxicoldgicos usando a bactéria A.
fischeri sdo uma poderosa ferramenta para testes de toxicidades de NP.
Atualmente, hd varias normas padronizando os testes que utilizam a
bactéria A. fischeri como organismo-teste. Dentre estas destacam-se as
metodologias americanas: a ISO 11348-1 que se refere a testes de
toxicidade utilizando bactérias recém cultivadas (1SO, 1998%), a I1SO
11348-2 que se refere a testes de toxicidade utilizando bactérias
desidratadas (ISO, 1998%), a 1SO 11348-3 que se refere a testes de
toxicidade utilizando bactérias liofilizadas (ISO, 1998°); a norma alema:
DIN 38412-37 (DIN, 1999) sobre a determinacdo do efeito inibitério em
bactérias, e a norma brasileira sobre a determinacéo do efeito inibitério
de amostras de &gua sobre a emissdo de luz de vibrio fischeri, ABNT
15411-1 (ABNT, 2006 ABNT 15411-2 (ABNT, 2006°) e ABNT 15411-
3 (ABNT, 2006°).

Segundo Mortimer et al. (2008), a bioluminescéncia da A. fischeri
é resultado de uma complexa cadeia de rea¢fes bioquimicas onde o
mononucleétido de flavina é reduzido a um aldeido de cadeia longa de
acidos graxos e luciferase sdo as responsaveis pelas reac@es. A variacao
desta bioluminescéncia emitida foi descrita por Boettcher e Ruby (1990).
Segundo os autores, a emissdo ou diminuicdo de luminescéncia ocorre
devido a acdo de um grupo de genes denominado como lux operon e 0s
testes de toxicidade com este organismo-teste baseiam-se na diminui¢do
da bioluminescéncia causada pelo contato da substancia teste com as
bactérias. A diminuicdo da luminosidade emitida pelas bactérias ocorre
devido a interferéncia das substancias toxicas sobre a respiracdo celular
desses microorganismos (HOLLEBONE, FIELDHOUSE,
LANDRIAULT, 2008).

Normalmente, a inibicdo de quaisquer das inGmeras enzimas
envolvidas no processo causara a diminui¢do da luminescéncia. Do ponto
de vista bioquimico, os sistemas bioluminescentes sdo considerados uma
parte do sistema transportador de elétrons, onde a enzima luciferase
catalisa a oxidacdo do FMNH> (mononucleotideo flavina reduzido) e um
aldeido, resultando na producdo do mononucleétido de flavina (FMN),
acido e luz (BITTON; DUTKA, 1989). A inibicdo da bioluminescéncia é
o resultado do processo total da célula, ou seja, é a expressao da resultante
de uma série complexa de reacdes quimicas produtoras de energia.

Ensaios laboratoriais utilizando a bactéria A. fischeri como
organismo-teste apresentam algumas vantagens, ja que podem ser
realizados com pequeno volume de amostras e sdo relativamente faceis
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de executar. Além disso, a rapidez na obtencdo dos resultados, apos 30
minutos de exposi¢ao, permite uma resposta rapida em casos de acidentes
ambientais.

Scenedesmus. subspicatus

S. subspicatus sdo algas verdes unicelulares de dgua doce, sendo
classificadas como microalgas, que também podem formar col6nias. As
microalgas sdo muito utilizadas em testes de toxicidade devido a sua
importancia ambiental, sua posicdo na cadeia tréfica e devido ao seu
rapido crescimento em laboratério. Como produtores primarios, as
microalgas se situam na base da cadeia alimentar e as alteragGes ocorridas
na dindmica da comunidade poderdo afetar os niveis superiores do
ecossistema (LEWIS, 1995).

As culturas algaceas em laborat6rio sdo axénicas, mantidas em
condi¢des controladas de temperatura e luminosidade. Na Figura 7 €
representado uma cultura celular de S. subspicatus.

Figura 7: Alga verde S. subspicatus.

400X ~

VTEX 582 . -

Fonte: http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaelD=5012

Alguns indicadores sdo importantes para o teste de toxicidade
com microalgas verdes. A morte celular é a Gltima consequéncia de um
efeito de contaminantes toxicos. A integridade da membrana é um bom
indicador da viabilidade celular e pode ser facilmente determinada pela
penetracdo na célula de composto normalmente incapazes de atravessar a
membrana, que cora apenas as células ndo viaveis, por exemplo.


http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaeID=5012
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As atividades de certas enzimas desempenham um papel
importante no metabolismo da célula, também ¢ utilizada como um
indicador de viabilidade celular, como, por exemplo, a hidrolise de
diacetato de fluoresceina (FDA) por esterases celulares. Esses indicadores
mostraram boa sensibilidade aos efeitos dos NM (PETIT et al. 2012;
HAN et al. 2011).

Outro indicador sdo as ROS que tém uma vida muito curta devido
a sua elevada reatividade. ROS podem levar ao estresse oxidativo quando
exceder as capacidades de defesa da célula. Eles podem reagir com varios
componentes celulares (lipidos, proteinas, pigmentos, DNA) e induzir
importantes danos a nivel celulares (D'AUTREAUX e TOLEDANO,
2007).

Portanto, uma avalia¢do toxicol6gica em diferentes bioindicares
aquaticos € importante na compreensao do potencial toxicoldgico dos NM
no meio ambiente, ajudando assim a tomada de decisdo em relagédo a qual
produto usara, a fim de garantir um meio ambiente mais sustentavel.
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

A tese de doutorado aqui apresentada foi dividida em dois
momentos: o primeiro desenvolvido no Laboratério de Toxicologia
Ambiental (LABTOX) da Universidade Federal de Santa Catarina —
UFSC onde foram realizados dos testes de toxicidade aguda e crénica
com D. magna e A. fischeri além das caracterizagfes nas suspensdes de
testes, e um segundo momento, realizados na Université du Québec a
Montréal — UQAM, durante o estagio doutoral com bolsa de doutorado
sanduiche, onde foram realizados os testes de toxicidade com as algas
verdes S. subspicatus e a caracterizacdo neste meio de teste. Para todos 0s
testes, foram utilizadas 4 diferentes NP e 1 MP, sendo estas descritas no
item 3.1. Na fig. 8 é apresentado o fluxograma da metodologia utilizada
para a realizaco desta tese.



Figura 8: Fluxograma da metodologia
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3.1 SUBSTANCIA-TESTE

A substancia-teste avaliada e adquirida neste estudo foi o CuO, na
forma de NP, NC e MP, que sdo compostos inorganicos e insolliveis em
agua.

Foram analisados um total de quatro (4) NP CuO, sendo elas, duas
(2) comerciais (NP CuO — MTI e NP CuO - Sigma) e duas (2) sintetizadas
no LABTOX (NP CuO — LABTOX e NC CuO/PANI). Foram analisados
também a MP CuO comercial (MP CuO — Bulk) e o polimero PANI
utilizado como revestimento da NP CuO. Como controle positivo, a fim
de obter a contribui¢do da toxicidade dos ions de cobre, foi utilizado o
sulfato de cobre (CuSQa).

Das NP comerciais, a NP CuO — MTI foi adquirida pela MTI
Corporation (Richmond, CA, USA) e fornecidas pelo Départament de
Chimie - “Laboratoire de Toxicologie de I’Environment” da Université
du Québec a Montréal (UQAM) através do projeto de cooperagdo
internacional aprovado pela CAPES, com pureza de 99,9 % e diametro
entre 30 - 40 nm. A NP CuO — Sigma foi adquirida da Sigma Aldrich
(Brazil) com pureza de 99,9 % e didmetro inferior a 50 nm.

Das NP sintetizadas no LABTOX, a NP CuO — LABTOX tem
didmetro entre 50 - 100 nm. O NC CuO/PANI tem didmetro entre 50-
100nm + 10 nm de recobrimento com a PANI.

A MP utilizada neste estudo foi o Oxido de Cobre (I1) P.A.ACS
(Vetec-Quimica) com pureza de 99 %.

A PANI foi sintetizada no LABTOX e 0 CuSO4foi obtido da Synth
(Brasil).

3.2 NP e NC de CuO - LABTOX

As NP de CuO (LABTOX) e NC CuO-PANI foram sintetizados
na sala de manipulacéo do laboratdrio LABTOX pela professora visitante
Prof® Denice Schulz Vicentini. Para a sintese das NP de CuO foi utilizada
a metodologia da decomposicéo térmica (Rossetto et al. 2014).

3.2.1 Sintese das NP CuO

As NP de CuO foram sintetizadas pelo método de decomposicédo
térmica com algumas modificacdes (DAS et al. 2013). O precursor foi
sintetizado com adi¢do de uma solugdo 0,6 M de Na2COs em 100 mL de
uma solucdo de 0,5 M de CuSOg e ultrassonicado por 1 h a 60 °C. O
produto precipitado foi entdo centrifugado e lavado varias vezes com agua
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guente para remoc¢do do material das impurezas. Depois, o precipitado foi
seco na estufa a 70 °C por 12 h. Por fim, o produto seco foi calcinado a
600 °C por 2 h.

3.2.2 Sintese da PANI

A PANI foi utilizada como revestimento da NP CuO, formando
0 NC CuO/PANI. A PANI foi obtida a partir da reacéo de 100 mL de uma
solucdo de HCI (15 mmol) com anilina (26,7 mmol). Em seguida, foi
adicionada lentamente uma solucdo aquosa de perssulfato de amdnio
((NH4)2S20s, 6,7 mmol). Apds este procedimento, a reacao foi agitada e
mantida a temperatura controlada entre 0 e 3 °C, por 3 h. O so¢lido
formado (sal de PANI) foi entdo filtrado e lavado com &gua e etanol, e
seco em estufa a 50 °C por 48 h. O sal de PANI foi entdo desprotonado
com a adi¢do de uma solugdo 0,1 M NH.OH e agitado por 24 h. Por fim,
o produto foi lavado com dgua em excesso e seco a 60 °C por 24 h.

3.2.3 NC de CuO/PANI

O NC de CuO/PANI foi sintetizado in situ na presenca do
mondmero da anilina a partir da disperséo 1,0 g de NP de CuO em 50 mL
de agua destilada contendo 40 mg de dodecilsulfato de sddio (SDS) e
ultrasonicado por 20 min. Esta suspensédo foi mantida sob agitacdo por 72
h & temperatura ambiente. Depois, 0 meio reacional foi mantido em um
banho de gelo com temperatura entre 0 e 5 °C para entdo adicionar 0,5
mL de anilina e 0,5 mL de solucdo de HCI 1 M. A raz&o entre as NP de
CuO e anilina foi de 1,0:0,3 (m/m). Em seguida, foi adicionado o agente
oxidante (NH4)2S:0s (0,114 g em 5 mL de H0) para iniciar a
polimerizacdo. O meio reacional foi mantido sob agita¢do e banho de gelo
por 2 h. Depois, o produto foi lavado por filtracdo com &gua e etanol para
obter o NC CuO/PANI core-shell. O NC foi seco em estufa 60 °C por 24
h (Yin et al. 2012). Na Gltima etapa 0 CuO/PANI foi desprotonado com
adicdo de 50 mL de uma solucdo 0,1 M NH4OH e agitado por 24 h.
Finalmente, o NC CuO/PANI foi seco em estufa 60 °C por 24 h.

3.3 PREPARO DAS SUSPENSOES-TESTES

Para o inicio dos estudos fez-se necessario o preparo das
suspensfes com cada uma das substancias-testes a fim de avaliar os
possiveis efeitos deletérios sobre organismos aquaticos testados.
Trabalhou-se com suspensdes uma vez que o CuO é um composto
insoltvel no forma de nanoparticula e microparticula.
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O método de preparo para a obtencdo das suspensdes de NP tem
sido objeto de estudo, porém ndo ha um procedimento padrdo para o seu
preparo. A principal metodologia utilizada é com o processo de
ultrassonicacdo, realizado através de uma sonda ultrassénica
(ultrassonicador), que tem como objetivo romper o0s possiveis
aglomerados de NP formados quando as mesmas sdo adicionadas ao
diluente e manter as particulas em suspensdo. O preparo das suspensées-
testes seguiu, em linhas gerais, a metodologia utilizada por Heinlaan et
al., (2008) e com algumas adaptacoes.

O preparo da suspenséo foi realizado na unidade de preparagio e
manipulacdo de amostra do LABTOX e do “Laboratoire de Toxicologie
Environnemetale” da Université du Québec & Montréal (UQAM). A
suspensao foi preparada a uma concentragdo de 1 g/L, pesando 1 g da
amostra e diluindo em 10 mL de &gua ultrapura (UP) (o = 18,2 MQ cm).
A suspenséo foi colocada em erlenmeyer de 50 mL em banho de gelo e
colocada sobre um agitador magnético e sonicada por 30 minutos com
uma sonda ultrassonica do ultrassonicador. O ultrassonicador (Unique —
100W) foi utilizado na poténcia maxima de 99%. Apos este processo, 0
volume da suspenséo final foi aferido até completar 1L com UP. Antes e
durante as realizagbes das avaliagBes toxicoldgicas e caracterizagdes
tomou-se o cuidado de homogeneizar a suspensdo-teste.

Para MP CuO, as suspensdes foram realizadas através do mesmo
processo que as NP. Porém, ndo se utilizou o processo de ultrassonicacao,
pois o objetivo é avaliar a escala micrométrica desta formulagdo. As
suspens@es foram preparadas em temperatura ambiente.

Os parametros pH e salinidade foram acompanhados durante a
realizacdo desses procedimentos, a fim de observar se as caracteristicas
da suspensdo-teste afetam os resultados dos testes de toxicidade.

3.4 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES-TESTES

Existe um consenso crescente de que a caracterizacdo das NP é
parte essencial na avaliagdo da toxicidade. A adequada caracterizacdo das
suspensdes de teste & importante para garantir que os resultados sejam
reproduziveis, e também fornecer a base para a compreensdo de como as
propriedades das NP poderdo influenciar na determinacdo dos efeitos
toxicolégicos. As NP e MP de CuO foram caracterizadas por
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), Difracdo de raios-X
(XRD), Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS), Espectrometria de absor¢cdo atbmica- Forno de Grafite (AAS-



38

GF), Area superficial (AS), Potencial zeta (Pz), Diametro hidrodinamico
(Dh) e especia¢do quimica.

3.4.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A caracterizacdo das suspensdes na escala nanométrica e
micrométrica foi realizada através do MET (JEM-1011 MET — 100KV),
do Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC com
0 objetivo de verificar o tamanho dos aglomerados e forma apés a adi¢éo
do meio diluente.

Para a analise através do MET, as suspensdes-testes (1g L) foram
gotejadas sobre uma grade de carbono-Cu (300 meshs) e armazenadas em
um dessecador a vacuo por 24 h para a secagem (metodologia padrdo do
LCME).

3.4.2 Difragdo de raios-X (DRX)

As analises de difracdo de raio-X (DRX) foram realizadas no
Laboratorio de Caracterizagdo Microestrutural — Difratometria de Raios-
X no Departamento de Engenharia de Materias — UFSC. A anélise foi
realizada nos compostos em pd. Os difratogramas de raios-X foram
medidos na escala angular 26 = 20° - 70°, utilizando um difratometro
Philips, modelo X'Pert, equipado com um tubo de cobre (CuK a, A=
1,54056 A). O tamanho de cristalito foi calculado com base nos
alargamentos dos picos. O objetivo desta analise foi analisar a estrutura
cristalina das amostras, através dos difratogramas — DRX fim de obter o
tamanho dos cristalitos do CuO.

3.4.3 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS)

A anélise de ICP-MS (Perkin-Elmer, modelo Nexlon 300 D) foi
utilizada a fim de quantificar os ions Cu total. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massa e Atdmica do
Departamento de Quimica — UFSC. As amostras foram preparadas de
duas formas. Na primeira, as solugdes com concentragio de 125 mg L™
foram acidificadas com HNOs e diluidas numa razdo 1/200. As medidas
de Cu total foram feitas em dois tempos, 0 h e 48 h, em agua UP, meio
ISO e M4 (D. magna) e NaCl 20% (A. fischeri). A segunda analise
consiste em fazer a digestdo da amostra com tratamento em HNO3, H.0;
e micro-ondas. Ap6s diluicdo numa razdo 1/200, o Cu total foi
quantificado.
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3.4.4 Espectrometria de absorcdo atbmica - Forno de Grafite
(GFAAS)

As anélises por GFAAS foram realizadas no Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental UFSC, com equipamento Varian
SpectrAA 640Z e através do GFAAS (Varian SpectrAA 220Z) no
“Laboratoire de Toxicologie Environnemetale” da Université du Québec
a Montréal (UQAM). Esta analise tem como objetivo quantificar a
cinética de liberacdo de ions do CuO na forma de NP e MP durante um
tempo de 21 dias do teste cronico com D. magna e 0 e 6 h de exposicéo
para o teste de toxicidade aguda com a alga S. subspicatus. Foram
analisadas as concentracdes utilizadas para o teste de toxicidade cronica
e concentragdes do teste de toxicidade aguda com algas. A preparagdo das
amostras foram realizada de duas formas: quantificacéo total de ions de
cobre e quantificacdo dos ions de cobre disponiveis.

e Quantificagéo dos ions de cobre totais

A metodologia foi baseada no método EPA n° 3010A (USEPA,
2007) com algumas modifica¢des: 150 mL das suspensdes-testes de NP,
NC e MP CuO (previamente agitada e acidificada pH < 2) foram
transferidas para um béquer de teflon de 50 mL (triplicata). Ap6s esta
etapa, foram acrescentados 1,5 mL de HNO;s concentrado em cada
béquer. Os mesmos foram cobertos com um vidro de relégio e
transferidos para uma chapa aquecedora entre 90 — 95° C, até evaporacao
(volume final de aproximadamente 5 mL da amostra). Apds o
resfriamento, foram adicionados 1,5 mL de HNO3 concentrado e mais 1,0
mL de HCI (10mL/100mL da solugéo final) e o volume foi aferido ao
volume inicial (50 mL em cada béquer da triplicata) com agua UP
deixando que 0 mesmo evapore até um volume de 25 mL.

Por fim, apds o resfriamento, a amostra (extrato digerido) foi
filtrada em papel filtro de 28 um de porosidade e com o auxilio de um
baldo volumétrico, aferindo o volume para 50 mL com &agua UP. As
amostras foram diluidas conforme a necessidade do equipamento durante
a leitura.

e Quantificacéo dos ions de cobre disponiveis

A metodologia para a quantificacdo dos ions de cobre disponiveis foi
baseada em Perreault et al. (2012), onde 150 mL das amostras de NP e
MP foram centrifugadas (3000 rpm, 10min). O sobrenadante foi retirado
cuidadosamente, filtrado em membrana de 20 pum de porosidade e
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acidificado com HNOs; concentrado antes da leitura. As amostras foram
diluidas conforme a necessidade do equipamento durante a leitura.

3.4.5 Determinagéo da Area Superficial

A determinacdo da area superficial para as duas formas estudadas
foi realizada no Laboratério de Materiais Elétricos (LaMatE) da UFSC
com o auxilio do equipamento NOVA® Surface Area Analyzer
(Quantachrome Instruments), e baseada na metodologia BET conforme
proposto por Webb e Orr (1997).

As amostras em p6 foram preparadas a 150° C, sob vacuo, durante
1 hora no proprio equipamento e submetidas a um ciclo contendo um total
de 14 pontos (p/p°), 7 de adsorcdo e 7 de dessorcao através da injecao de
nitrogénio liquido. A &rea superficial especifica foi calculada pelo
software do equipamento através da equagdo BET (Brunauer, Emmett e
Teller).

3.4.6 Determinagao do Poténcial Zeta

A medida do Pz das suspens6es foi realizada no Laboratério de
Catalise Biomimétrica (LaCBio), no Departamento de Quimica — UFSC
e “Laboratoire de Toxicologie Environnemetale” da Universit¢ du
Québec a Montréal (UQAM). A andlise de Pz foi realizada com o
equipamento Malvern Zetasizer (Nano ZS; ZEN 3600 model) para os
meios diluentes ISO e M4 (D. magna) NaCl 2% (A. ficheri) e 4gua UP e
no equipamento Zeta Plus da BTC (BrookHaven Instruments
Corporation) para os meio diluentes CHU (S. subspicatus), através do
método de mobilidade eletroforética a fim de obter a estabilidade das
suspensdes nos tempos de teste nas concentragdo de 125 mg L.

3.4.7 Determinacdo do Didmetro Hidrodinamico

O didmetro hidrodindmico foi determinado utilizando uma
concentragdo de 125 mg L™ em agua UP, meio diluente 1SO e M4 (D.
magna) NaCl 20% (A. ficheri) e CHU (S. subspicatus). O método através
da dispersao de luz dindmica, com um calibrador de particulas Zetaplus
(Brookhaven Instruments Corporation, EUA) e Malvern Zetasizer (Nano
ZS; ZEN 3600 model) da Laboratoire de Toxicologie Environnemetale
da Université du Québec a Montréal (UQAM) e Laboratério de Catalise
Biomimétrica (LaCBio), no Departamento de Quimica — UFSC
respectivamente. O objetivo desta analise foi obter o didametro
hidrodinamico das suspensdes nos tempos de teste.
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3.4.8 Especiacdo metélica

A especiacdo metalica da NP, NC e MP CuO foi realizada em
todos os meios diluente dos testes através de modelagem matematica. O
software utilizado foi o Minteq 3.0.

3.5 PROCEDIMENTOS PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Os procedimentos necessarios para 0s emblocamentos do
microcrustaceo D. magna foram realizados no Laboratério de Algas
Marinhas (LAMAR) da UFSC. Os organismos utilizados para a
observacdo foram aqueles expostos a CEsp e ao controle para ambas as
formulagbes de estudo. As D. magnas foram fixadas em solugdo de
paraformaldeido 2,5%, em tampao fosfato 0,2 M, pH 7,2 por 4 horas, a 4
°C. A fixacgdo foi seguida por 2 lavagens em tampdo fosfato, por 10
minutos em cada troca (OURIQUES et al. 2011).

Posteriormente, as amostras fixadas foram desidratadas em uma
série de solugdes aquosas de etanol em concentragdes crescentes de 30%
a 100%, com uma troca de 15 minutos em cada concentragao, exceto o
etanol 100%, que foi trocado 2 vezes. Em seguida, o material foi pré-
infiltrado com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historesina (Leica
Historesin, Heidelberg, Alemanha), por 24 horas; logo ap6s, as amostras
foram infiltradas em historesina pura também por 24 horas.

A inclusdo foi feita em histo-moldes, adicionando-se polimizador
na mesma historesina, a temperatura ambiente, por 2-3 horas (ARNOLD
et al. 1975). As amostras foram cortadas em um micrétomo manual de
parafina modelo LEICA RM 2135, com navalha de tungsténio. Os cortes
com espessuras de 5um foram coletados com pinga e distendidos nas
laminas de vidro com gotas de 4gua destilada e secos a 37 °C, em placa
quente, por 30 minutos.

Os cortes foram corados com solugdo aquosa de Azul de
toluidina (AT-0O) 0,5 %, durante 30 segundos; em seguida, o0 material foi
lavado em &gua destilada, seco ao ar e montado com balsamo do Canada
(Gordon e McCandless 1973; McCully 1968). Os cortes foram
observados e fotogravados em microscopio de luz Olympus com sistema
de captura de imagem, camara digital (Olympus Q-Color-3C América
ind.).

3.6 PROCEDIMENTOS PARA MICROSCOPIA DE TRANSMISSAO

Os procedimentos necessarios para 0s emblocamentos do
microcrustaceo D. magna foram realizados no Laboratério de Algas
Marinhas (LAMAR), na UFSC e para o emblocamento das algas S.
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subspicatus foram realizados no “Laboratoire de Toxicologie
Environnemetale” da Université du Québec a Montréal (UQAM). D.
magna foram emblocadas apds 48 horas de exposi¢do a concentracdo
CEsp e as algas S. subspicatus foram emblocadas apds 6 horas de
exposicdo de 100 mg L e os organismos controle.

e Avaliacdo da interacdo entre a NP, NC e MP CuO e

microcrustaceo:

Para a analise por MET, as amostras dos controles e tratamentos das
D. magna, foram fixadas em uma solucdo de glutaraldeido 2,5%, sacarose
2,0 %, tamponadas com cacodilato 0.1 M (pH 7.2), pés fixadas em 1%
tetroxido de 6smio por 4 horas e desidratadas em uma série de
concentracdes crescentes de acetona.

Posterior & desidratacdo, o material foi infiltrado em resina Spurr Em
seguida as sec¢des ultrafinas foram constratadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo.

As amostras foram analisadas e registradas através de fotos em um
microscdpio eletrénico de transmissdao MET (JEM-1011 MET — 100KV),
do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) - UFSC.

o Avaliacdo da interacéo entre a NP, NC e MP CuO e a alga:

As algas S. subspicatus expostas ao CuO, foram fixadas no
“Laboratoire de Toxicologie Environnemetale” da Université du Québec
a Montréal (UQAM), a fim de avaliar as modificagbes morfoldgicas,
devido a penetracdo da NP e MP de dxido de cobre pela parede celular.
Para isso, foi feita a fixacdo e corte das algas. Assim, foi necessario fazer
a recuperacdo das algas dos tratamentos e do controle, através de
centrifugacdo. Apds, estas foram fixadas com uma solucdo de
glutaraldeido 2,5 % e em seguida lavadas com solucdo tampéo cacodilato
pH 7,2. Apos a lavagem, as células foram coradas com tetroxido de 6smio
2% e deixadas sobre agitacdo por rotagdo por 2 horas. Em seguida, as
células foram novamente lavadas com solucdo tampao fosfato pH 7,2 e
desidratadas com um gradiente de solucdo de acetona. Apo6s isso, inicia-
se a infiltracdo da resina Epon que foi preparada com solvente organico
acetona nas seguintes proporgdes: 1:1; 2:1; 3:1 (Epon: Acetona). As
amostras foram secas a vacuo, por uma noite e cortadas em laminas
microscdpicas. As imagens estdo sendo capturadas em um microscépio
eletronico de transmissdo MET (JEM-1011 MET - 100KV), do
Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica (LCME) — UFSC.
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3.7 AVALIACAO DA BIOACUMULACAO

A acumulacdo de NP, NC e MP CuO em S. subspicatus foi
avaliada por espectrometria de absor¢do atdbmica com forno de grafite
(GFAAS). A quantidade acumulada foi analisada apds periodos de
exposicao de 6 horas, nas concentracdes de 0,1; 1; 10 e 100 mg/L de NP,
NC e MP e organismo controle. Inicialmente, foi preparado um gradiente
de sucrose (100, 80, 60,40 e 20%) a fim de remover apds a centrifugacdo
(1000rpm, 15 min) com auxilio de uma centrifuga 5810R (Eppendorf,
Canada).

A cultura algacea exposta a NP CuO e MP CuO foi entdo filtrada
a vacuo em filtros de celulose, previamente secos e pesados. Apds o
processo de filtragdo, os filtros permaneceram durante toda a noite em
forno & 105 °C e 0 peso seco sera obtido. Em seguida, inicia-se o processo
de digestdo da amostra, realizado em duas etapas: Na primeira etapa, sdo
acrescentados 2 mL de &cido nitrico e 500 pL de perdxido de hidrogénio
a cada uma das amostras. A digestdo ocorre durante 8 h, em temperatura
constante de 120 °C. Na segunda etapa, retira-se 1 mL de cada amostra e
a fim de ocorrer a digestéo a seco, onde evapora-se toda a amostra (1 mL).
Ao final, 1 mL de &cido nitrico 1 % é adicionado e recupera-se a amostra.
Em seguida, as amostras foram diluidas com &gua UP para 0,1 % de &cido
nitrico e analisadas no GFAAS. As quantidades de Cu soltvel foram
normalizadas em fungdo do peso seco das algas.

3.8 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

As analises toxicoldgicas foram realizadas através de testes agudos
e cronicos utilizando como organismo-teste 0 microcrustaceo de agua
doce D. magna, e testes de toxicidade aguda, utilizando a bactéria
marinha luminescente A. fischeri e testes de toxicidade com algas verdes
S. subspicatus. Os testes de toxicidade com D. magna e A. fischeri foram
realizados na sala de manipulacdo do LABTOX. Os testes de toxicidade
com a microalga S. subspicatus foram realizados durante o doutorado
sanduiche na Universidade du Quebec a Montreal- Canada.

3.8.1 Metodologia do cultivo para D. magna

A metodologia do cultivo do organismo-teste D. magna Straus,
1820 (Cladocera, Crustacea) foi baseada na NBR 12.713 (ABNT, 2009),
ISO 6341 (ISO, 1996) e DIN 38412-11 (DIN, 1989). A D. magna foi
cultivada em béqueres de 2L no meio M4. Durante a preparacdo do M4,
parametros tais, como pH e dureza, foram analisados. Tanto o meio M4
como o ISO permaneceram em aeracao por no minimo 12 horas antes da
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sua utilizacdo, a fim da estabilizagBes dos sais, saturacdo do oxigénio
dissolvido e estabilizacdo do pH.

Os organismos-testes foram cultivados em lotes de fémeas, onde
cada lote possui de 20 a 30 organismos, mantidos a temperatura
controlada 20 + 2 °C e com fotoperiodo de 16 horas de luminosidade. Foi
realizada a manutencdo dos lotes com troca do meio M4, retirada de
filhotes e alimentagcdo com a alga S. subspicatus (ISO 1989) 3 vezes por
semana.

O alimento também foi cultivado no laboratério, onde a alga S.
subspicatus foi inoculada em ambiente estéril CHU (CHU, 1942). A
cultura, com densidade de aproximadamente 107 células/mL, foi entdo
centrifugada (2000 g) e o precipitado de algas foi ressuspenso em M4 e
mantido em estoque com temperatura controlada entre 4 até 10 °C por até
3 meses.

3.8.2 Controle da sensibilidade dos organismos

Os organismos foram testados semanalmente em relacdo a sua
sensibilidade, a fim de assegurar que a qualidade dos mesmos esteja
dentro dos padrbes internacionais e garantir com isso a validagdo dos
testes realizados, conforme a ISO 6341 (I1SO, 1996). Para isso, foram
realizados testes de toxicidade aguda com a substancia de referéncia
dicromato de potéssio (K2Cr20y7), sendo considerados lotes com neonatos
aptos para testes de toxicidade aqueles que apresentem CEso, 24n entre 0,6
e 1,7 mg/L de K2Cr207 (1SO, 1996).

3.8.3 Metodologia de teste agudo com D. magna

A metodologia do teste de toxicidade aguda utilizando D. magna
como organismo-teste foi realizada de acordocoma NBR 12.713 (ABNT,
2009) e consiste na exposicdo de neonatos (2 até 26 horas de vida) da
substancia a ser testada, por um curto intervalo de tempo (48 horas), tendo
como resultado a CEsg, observada em relacdo a capacidade natatéria ou
imobilizacdo do organismo-teste.

As amostras foram testadas com base na exposi¢do de neonatos,
no controle e em diferentes diluicGes das suspensdes, por um periodo de
48 horas. Os testes foram realizados em duplicata, expondo um total de
20 organismos-testes por diluicdo (duas réplicas de 10 organismos),
mantidos a temperatura a 20 a 22° °C, sem alimentacdo ou iluminacédo.

A primeira observacdo de imobilidade/mortalidade foi realizada
apés 24 horas do inicio do teste. Ap6s o tempo de prova (48 horas) foi
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entdo observado o numero de individuos imdveis por suspensao
(concentracdo) testada.

A partir destes dados, foi calculada a porcentagem de imobilidade
por concentracdo das suspensdes, definindo assim a CEsp e observado o
fator de diluicdo (FD). O fator de dilui¢o é representado pela dilui¢do do
teste que ndo causa imobilidade dos organismos. A Figura 9 apresenta um
esquema do teste de toxicidade aguda com D. magna.

Figura 9: Esquema da montagem do teste de toxicidade aguda com D.
magna.
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Para todas as amostras, a concentracdo inicial foi de 1g L, ou seja,
100% da amostra. Foram testadas as dilui¢cdes de 50 %, 25 %, 12,5 %,
6,25 %, 3,12 %, 1,56 %, 0,78 % e 0,39 % e 0,19 % para NP e MP, 100 %,
50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 % para PANI, 6,25 %, 3,12 %, 1,56 % 0,78 %,
0,39 %, 0,19 % e 0,09 % para CuSO. A suspensdo-teste foi
cuidadosamente homogeneizada e transferida para os béqueres de teste
com auxilio de uma pipeta.

A CEsqfoi calculada através de métodos estatisticos Probit Method
(Weber, 1993) para dados paramétricos e Trimmed Sperman-Kaber
Method (Hamilton, Russo e Thurston, 1977) para dados ndo paramétricos.

3.8.4 Metodologia do teste de toxicidade crénica com D. magna

O teste de toxicidade crénica foi baseado na 1SO 10706 (ISO,
2000) e no protocolo da Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD), o Guideline 211 (OECD, 2012).

Para realizacdo dos testes foram utilizados organismos neonatos
com 2 a 26 horas de idade. Estes organismos foram expostos ao controle
e as dilui¢Bes-testes de 0,39 % 0,195 %, 0,09755 % e 0,048 % para as NP,
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e as diluicbes de 3,125 %, 1,562 %, 0,78 % e 0,39 % para a MP. A
concentracdo inicial para as duas formulacGes foi de 1g L. As diluicdes
testadas foram definidas a partir da concentracdo que ndo causou efeito
no teste toxicidade agudo para ambas as formulagdes e seguindo uma
razéo de 2, objetivando a determinagdo da CEO e CENO.

Cada teste teve a duragdo de 21 dias e o meio diluente foi 0 M4
(meio de cultura do cultivo de D. magna). Para cada diluigdo foi composta
por 10 réplicas, dispondo individualmente 10 organismos neonatos de D.
magna em béqueres de 50 mL.

Os testes foram mantidos nas mesmas condig¢des ambientais que 0s
lotes de cultivo, ou seja, temperatura ambiente controlada de 20 = 2°C e
luminosidade difusa, com fotoperiodo de 16 horas, alimentado com a
cultura algacea S. Subspicatus, acompanhando diariamente. Durante o
teste foi acompanhado e registrado a sobrevivéncia e o nimero de jovens
gerados por fémea. A manutengdo dos testes foi realizada trés vezes por
semana, substituindo a solugdo-teste antiga por uma nova, a retirada dos
possiveis filhotes e a manutengdo da D. magna adulta. Este procedimento
caracteriza o teste crénico como sendo um teste semi-estatico. A Figura
10 apresenta um esquema do teste de toxicidade cronica utilizando D.
magna como organismo-teste.

Figura 10: llustracdo do teste de toxicidade crénica.

Teste de toxicidade cronica com Daphnia magna
Fator de Diluicio

Fonte: Fuzinatto, 2009.

Os parametros analisados no teste foram a longevidade,
reproducdo e crescimento. Para a determinacdo da longevidade foi
observada a sobrevivéncia dos organismos-teste, ou seja, este parametro
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foi expresso pelo nimero de organismos adultos sobreviventes nos 21
dias.

A reproducdo foi avaliada através da contagem dos filhotes
gerados por réplica no periodo de duragdo do teste. Para a avaliagdo da
reproducdo foi utilizada as seguintes equagdes:

Média de filhotes por réplica = ndmero total de filhotes
n°® posturas

Média de filhotes por diluigdo = somatério das médias por réplica
n° réplicas

A D. magna foi avaliada através da variagdo do seu comprimento
apoés 21 dias de teste, sendo considerado comprimento total do organismo
a distancia entre a cabeca até o final da carapaga da D. Magna,
considerando o espinho apical.

A medicdo foi realizada no final do teste, com o auxilio de uma
lupa de aumento de 40 vezes e uma lamina com escala milimetrada de 1
cm. A Figura 11 apresenta a medigdo do crescimento total da D. magna
apoés 21 dias.

Figura 11: D.magna apdés 21 dias.

COMPRIMENTO

Fonte: COSTA, 2010.

Para a interpretagdo dos dados obtidos com o controle foi utilizada
a analise estatistica recomendada pela EPA, EPA 821-R-02-013 (EPA,
2002). Para estes, foi utilizado o programa estatistico Statistic 7.0 através
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da andlise de ANOVA que define a diferenca significativa entre grupos
através da variabilidade entre eles. Este software basea-se no principio da
comparacao entre os resultados obtidos e controle do teste (p = 0,05). A
menor concentragdo em que a diferenga significativa exceda este valor é
considerada como CEO. Determinada a CEO, foi originada a CENO
como sendo a concentracao inferior a CEO.

3.8.5 Metodologia de teste agudo com a bactéria bioluminescente A.
fischeri - Sistema Microtox

O teste de toxicidade aguda com a bactéria marinha luminescente
A. fischeri foi realizado a partir da metodologia desenvolvida para o
equipamento denominado Microtox® 500, um luminémetro que baseia-
se na medicao da luminescéncia das bactérias. Este equipamento é capaz
de medir e registrar a quantidade de luz emitida pelas bactérias através da
metodologia proposta pela 1SO 11348-3 (1998°).

As bactérias foram expostas a uma gama de concentracBes das
suspensOes testadas. A concentragdo para NP foi de 2g L e para a MP foi
de 4g L. A reducdo na intensidade da luz emitida a partir de bactérias
foram medida juntamente com as solucGes padréo e amostras de controle.
A mudanca na saida de luz e a concentracdo da substancia tdxica
produzem uma relacdo dose/resposta e os resultados foram obtidos
através da CEso 15min.

Os testes de toxicidade foram realizados em temperatura
controlada pelo equipamento Microtox, que mantém a série de diluigdes
do teste em 15 = 1 °C e o reagente bacteriano a 3 °C. A medicdo da
intensidade luminosa emitida pelas bactérias foi realizada em 2
momentos: antes de a bactéria entrar em contato com a suspenséo a ser
testada e 15 min apds o contato da bactéria. As dilui¢cdes utilizadas foram
80 %, 50 %, 33,33 %, e 25 %, 16,67 %, 12,50 %, 8,33 % e 6,25 %.

Antes do inicio dos testes alguns cuidados estdo sendo tomados em
relacdo aos possiveis interferentes, tais como: pH, salinidade e turbidez.
Inicia-se o teste de sensibilidade com a finalidade de validar o lote de
bactérias utilizado. A substancia de referéncia usada para este teste foi o
sulfato de zinco heptahidratado, na concentracéo de 100 mg L, esperando
que o valor da CEso, 1smim para esta substancia seja entre 3-10 mg L.

Com os resultados do teste foram determinados através da CEsp,
15min, que corresponde a concentracdo efetiva que causa a inibicdo de 50
% da luminescéncia em 15 minutos. Os calculos foram realizados pelo
software do equipamento Microtox.
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Devido a necessidade de adicdo de solucdes para a realizacdo do
teste é impossivel a verificacdo da toxicidade da amostra bruta, sendo que
a maior concentracdo da amostra testada foi de 80 %. A Figura 12 ilustra
a realizacdo do teste de toxicidade aguda com a A. fischeri com o
equipamento Microtox®.

Figura 12: llustracdo do teste de toxicidade aguda com A. fischeri.

Reakzocdo do teste com "
Sistermna Microtox @ I
| - Bacténa

j & 4l 8 ~ 15 minutos
k = 1 - Diluigdes da amostra

E : # de luminosidade
=

toxicidade da amostra

I‘ - Solugdo de reconstituicio

3.9 METODOLOGIA DO CULTIVO PARA ALGA S. subspicatus

A microalga S. subspicatus foi obtida do UTEX The Culture
Colletion Center (Texas University, USA) foi cultivada em béqueres de 1
L em meio CHU, com temperatura controlada de 24 °C. O meio de cultura
foi renovado 3 vezes por semana.

A cultura algacea foi utilizada para testes quando a mesma
encontrava-se em fase de crescimento exponencial com densidade celular
de 10° cell mL™. A densidade da cultura foi determinada através do
multisizer Z3 (Beckman Coulter Inc., USA) no “Laboratoire de

Toxicologie Environnemetale” da Universit¢ du Québec a Montréal
(UQAM).

3.10 ENSAIOS DE TOXICIDADE COM ALGAS S. subspicatus

Os ensaios de toxicidade com as algas foram realizados com
tempo de exposicao de 6 horas, nas concentragdes de 0,1; 1; 10 e 100 mg
L, nas mesmas condicdes do cultivo. Todos os ensaios foram realizados
durante o estidgio sanduiche na Université du Québec a Montréal
(UQAM).

3.10.1 Determinacéo de ROS como indicador de estresse oxidativo

Para a determinagdo de ROS, foi utilizado o corante fluorescente
diacetato de 2,7 - diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) como
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marcador, de acordo com Knauert e Knauer (2006). Esse marcador é um
composto ndo-polar que ao entrar nas células das algas é transformado
em sua forma ndo-fluorescente 2,7 diclorodihidrofluoresceina (H2DCF).
Quando a formacéo de ROS for induzida dentro da célula, pela NP e MP
estudada, o H.DCF é convertido em 2,7- diclorofluoresceina (DCF) com
uma alta intensidade de fluorescéncia.

A leitura do teste foi feita apos 6 horas de exposi¢do a NP, NC e
MP CuO adicionando o reagente marcador do parametro a ser analisado.
Para uma aliquota de 2 mL de volume do tratamento, incluindo o controle,
foram adicionados 5 pL da solugio estoque do marcador HDCFDA na
concentracdo 10 mM, preparada em etanol e armazenada a -20 °C sobre
protecdo da luminosidade.

Apds 30 minutos de adaptacéo no escuro, as algas foram expostas
a uma luz azul de excitacdo a 485 nm, que foi utilizado para medir a
emissdo de fluorescéncia a 530 nm (SpectraMax M2). Os resultados
foram normalizados em relagdo ao FDA.

3.10.2 Viabilidade Celular

Para a determinacgdo da viabilidade celular foi analisado como
parametro a atividade enzimatica das esterases. As avaliacfes foram feitas
apés 6 horas de exposicao das algas nas concentragfes de 0,1, 1, 10 e 100
mg L* de NP, NC e MP CuO. Como controle foi utilizado apenas algas e
0 meio de cultura.

Tratamentos e controle foram avaliados em triplicatas. As
células viaveis foram determinadas de acordo com Mayer et al. (1997),
onde foram tratadas com 5uL de uma solugdo de 10 mM de diacetato de
fluoresceina (FDA) em 2 mL de meios de solugéo.

Depois de 30 minutos de adaptacdo no escuro, as algas foram
expostas luz a azul de excitagdo no comprimento de 485 nm que foi usada
para medir a emissdo de fluorescéncia a 530 nm (SpectraMax M2).

3.10.3 Dosagem dos pigmentos clorofilianos

A quantificacdo dos pigmentos clorofilianos, clorofila a,
clorofila b, clorofila total (clorofila a + clorofila b) e carotenoides, foi
realizada apds 6 horas de exposicdo. Para cada réplica do teste, foi
utilizado 1 mL da amostra, que foi transferida para tubos eppendorfs e
centrifugada a 10000 rpm, por 10 minutos. Ap6s a centrifugacdo, foi
descartado o sobrenadante e adicionado 1 mL de metanol para a extracdo
dos pigmentos.
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As absorbancias foram medidas nos comprimentos de onda de
470; 652,4; 665,2 e 750 nm, de acordo com Lichtenthaler (1987). As
equacOes (5-8) foram utilizadas para calcular a clorofila a, clorofila b,
clorofila total e carotenoides.

Clorofila Total (ug/mL):
[24:93 X (A652, 4— A750) +1,44 X (A665, 2= A750)] X Vimetanol / Veuttura Eq (5)

Clorofila a (ug/mL):
[16,72 X (Asss, 2 — Azs0) — 9,16 X (Ass2, 4 — A7s0)] X Vmetanol / Veurwra  EQ. (6)

Clorofila b (ug/mL):
[34,09 X (Ags2,4 — Azs0) — 15,28 X (Asss, 2 — Ars0)] X Vimetanol / Veutwra  EQ. (7)

Carotenoides (ug/mL):
[1000 X (As70 — A7s0) — (1,63 x Clh a— 104,96 x Clh b) /221] X Vmetanol /
Vcultura Eq- (8)

3.10.4 Avaliacéo do nivel de Fluorescéncia Clorofiliana — Eficiéncia do PII
(P.1. PSII)

A avaliacdo da fluorescéncia clorofiliana a foi mensurada no
final do tempo de exposicdo (6 horas). Para essa avaliacdo, as algas do
tratamento e do controle foram adaptadas a escuriddo por 30 minutos
antes da medida, para obter o equilibrio das reagdes de dxido-reducéo do
transporte de elétrons dos fotossistemas PS 11 e PS I.

Apo0s a adaptagdo ao escuro, uma aliquota de Spg de clorofila total de
cada réplica foi filtrada em filtro de fibra de vidro 13mm (Millipore). As
algas depositadas nesse filtro foram inseridas no aparelho para leitura.

Foram analisadas as concentragdes de 0,1; 1; 10 e 100 mg L. Para o
controle foi utilizado apenas o meio de cultura com as algas. Os aparelhos
utilizados para a leitura foram um fluorémetro portatil (Plant Efficiency
Analyzer, PEA, Hansatech® Ltda, UK) um fluorémetro de clorofila
(MAXI- Imaging PAM, Walz, Germany).
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico sdo apresentados os resultados obtidos durante a
tese de doutorado. Os resultados de caracteriazago e toxicidade aguda e
cronica com D.magna e A. fischeri constam nos artigos Rossetto et
al.(2014?) — Apéndice 1 e Rossetto et al.(2014°) —Apéndice 2.

4.1 CARACTERIZACAO DAS NP, NC E MP CuO

4.1.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo

Os resultados aqui apresentados referem-se as NP e MP
utilizando como diluente a 4gua ultra pura e os meios de testes utilizados
no teste de toxicidade (ISO, M4, CHU e NaCl 2%). Através da
microscopia eletronica de transmissao — MET (Quadro 2) pode-se
observar que as NP e MP apresentam morfologia irregular ¢ com
formagao de aglomerados.

Com auxilio das micrografias obtidas pelo MET (Quadro 2) foi
possivel observar a morfologia da NP, NC e MP em meio aquoso e sua
tendéncia a aglomeracdo devido as forcas idnicas originadas das cargas
positivas e negativas dos compostos constituintes do meios diluentes.
Com auxilio destas imagens foi possivel observar e prever o estado de
aglomeracéo das mesmas em diferentes meios aquosos, devido ao efeito
de cargas superficiais.

O Pz (Tab. 2) mostra que a superficie da NP, NC e MP séo
carregadas por cations (valor negativo do Pz) e provavelmente por cations
bivalentes (Cu*?), que podem adsorver matéria organica e/ou outras
moléculas organicas (Chen e Elimelech, 2006), afetando o equilibrio
entre forgas de atracdo e repulsdo que controlam o estado de aglomeracgéo
das particulas e a interacdo com o sistema bioldgico influenciando na
toxicidade.

Em meios aquaticos, segundo Batley et al. (2013), as particulas
tendem a se aglomerar, e a extensdo da aglomeracdo é dependente de
carga de superficie, forma e tamanho de particula e pH do meio. Nota-se,
que quanto maior o grau de complexidade do meio diluente, maior o
estado de aglomeracdo. Esta observacdo foi também apresentada no
estudo realizado por Zhu et al. (2008) que mostram que o tamanho das
NP e seu estado de aglomeracdo estdo relacionados com a complexidade
do meio diluente.

Emrelagdo aos resultados obtidos, observa-se que todos 0s meios
diluentes utilizados favoreceram a aglomeracgdo das NP, NC e MP.
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Observa-se no Quadro 2, quando utilizou-se o meio diluente dgua
ultra pura, a formacdo de aglomerados em todas as suspensdes de NP, NC
e MP analisadas. O tamanho das particulas variou entre 30-150 nm, sendo
que as maiores NP foram a NP CuO-MTI. Foi possivel confirmar o
revestimento com polianilina do NC CuO-PANI e que este revestimento
favoreceu o estado de aglomeragdo da NP CuO-LABTOX, e por fim, foi
possivel diferenciar o maior tamanho das MP e relagdo a NP e NC.

Analisando as imagens com o meio diluente 1ISO no Quadro 2
observou também a formacg&o de aglomerados. Costa (2014) observou em
seu estudo a formacgédo de aglomerados com NP Cr,O3 quando utilizado o
mesmo meio diluente. Rossetto (2014%) observou a formacdo de
aglomerados de NP CuO utilizando o meio 1SO. Em todas as NP
visualizadas, os aglomerados formados foram superiores a 100 nm. As
NP apresentaram tamanho variados.

O meio M4 também observou a formacdo de aglomerados e
tamanho variados das NP. O meio M4 possui mais compostos em relacéo
ao 1SO, ou seja, possuia menor forga idnica, do que o meio M4, pois ele
era composto apenas pelas 4 promeiras solu¢es do meio M4,

No meio CHU foi o que apresentou a formacao de aglomerados
mais densos e com tamanho superior a 1 um para todas as NP, isso ja era
eperado pois este meio é o que possuia a maior forga idnica entre todos
0s meios analisados.

A presenca de sais monovalentes tais como Na* e CI,
constituintes do meio de teste da bactéria A. fischeri, aumenta a forca
ibnica do meio conforme reportado por Baker et al. (2014). Em agua
salgada o0 aumento da salinidade, e, por conseguinte, a forca i6nica, reduz
a negatividade da mobilidade electroforética das particulas incentivando
assim a aglomeracdo (BATLEY et al. 2013). A aumento do estado de
aglomeracdo devido a forga idnica pode ser observado no quadro 2 para
o meio NaCl 2%. Observa-se entre estas imagens a diferenciacdo entre
tamanho nanométrico e micrométrico.

Portanto, com base na imagens obtidas, verifica-se que, para
todos os meios, a NP CuO-SIGMA foi a que apresentou menor tamanho
de particulas e maiores aglomerados formados. Os tamanhos das NP eram
inferiores a 100 nm. A NP CuO-MTI apresentou maior tamanho de
particulas em comparacdo com as outras NPs em todos os meios
analisados. As NP CuO-LABTOX e NC CuO-PANI apresentaram
tamanhos similares variando entre 50-100nm, e também foi possivel
confirmar o revestimento do NC CuO-PANI com polianilina. E por fim,
foi possivel confirmar a diferenca entre escala nanométrica e
micrométrica das NP e MP em todos os meios utilizados.



Quadro 2: Microscopia eletronica de transmissdo das NP em diferentes meios diluentes.
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Meio

NP CuO-MTI

NP CuO-SIGMA

NP CuO-LABTOX

NC CuO-PANI

MP CuO

Agua
Ultrapura

ISO

NaCl 2%

200 nm
—
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4.1.2 Difracao de Raio-X

Os difratogramas da figura 13a mostraram os picos de difragdes
das NP ¢ MP CuO identificados em 26 = 32.50° (110), 35.42° (002),
38.70° (111), 48.72° (202), 53.49° (020), 58.27° (202), 61.52° (113),
66.22° (311) e 68.12° (220), A partir dos picos foi identificada a estrutura
de fase cristalina com sistema cristalino moniclinico caracteristico do
CuO na fase tenorita com geometria clbica de fase centrada conforme os
bancos de dados ICSD code (JCPDS No. 89-5898) como também
reportado por Massarotti et al. (1998). A figura 13B mostra os
difratogramas das NP de CuO, PANI e NC CuO-PANI. O difratograma
da PANI mostrou um comportamento amorfo caracteristico com picos em
20 =14.98°, 19.65° ¢ 24.50° ( Du et al., 2004). Os picos amorfos da PANI
ndo foram visualizados no difrartograma do NC CuO-PANI devido a
pequena quantidade de PANI em relagdo a NP CuO.

Figura 13: Difatogramas: A) NP CuO (Sigma, MIT e LABTOX) e MP CuO Bulk
e B) da NP CuO LABTOX, PANI e NC CuO-PANI.

A B
NP CuO - LABTOX AM J\ Ao A A .

s

NP CuO - MIT

s
NP CuO - Sigma PANI

Y
NP CuO LABTOX
CuO Bulk
=

20 20

O diametro do cristalito foi calculado através da equacdo de
Debby-Scherrer. A distdncia da base dos picos é inversamente
proporcional ao didmetro do cristalito, ou seja, quanto mais larga for a
base do pico menor é o didmetro cristalito. Uma seta de indicacdo da base
do pico foi inserida abaixo do terceiro pico nos difratogramas da figura
13a. Com o didmetro médio encontrado pode-se afirmar que cada NP
possuem de dois a trés cristalitos na sua formacdo, e a MP possui em
média 50 cristalitos na sua composi¢do. Segundo Vieira et al. (2009) o
valor médio do diametro do cristalito encontrado para o CuO variou entre
22,4 e 30,4 nm, valores estes que estdo proximos aos encontrados nesta
tese. Com base nos difatogramas (Figura 13A) os valores médios dos

NC CuO-PANI

Intensidade / u.a.
Intensidade u. a.
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cristalitos foram calculados e os valores obtidos foram sdo apresentados
na tabelal.

Tabela 1: Diametro dos cristalitos

Particulas Diadmetro do cristalito (nm)
NP CuO-MTI 37,83+3,95
NP CuO-SIGMA 19,83 + 2,57
NP CuO-LABTOX 25,20 £ 2,43
NC CuO-PANI 25,20 £ 2,43
MP CuO 30,65 + 3,23

4.1.3 Area superficial (AS)

Os resultados apresentados na Figura 14 referem-se a area
superficial das NP e MP de CuO e mostram que a ordem decrescente em
relagdo ao tamanho da érea superficial foi: NP CuO-SIGMA > NC CuO-
PANI > NP CuO-LABTOX > NP CuO — MTI > MP CuO.

A NP CuO-SIGMA apresentou a maior area superficial (28,48
m?/g) em relagdo as demais NP, NC e MP, esta diferenca ja era esperada,
pois, segundo o fabricante Sigma-Aldrich, a NP CuO-SIGMA possui
tamanhos de NP inferiores a 50 nm, sendo esta entdo, as menores NP
avaliada. Segundo o fabricante, a area superficial da NP é de 29 m?/g,
validando assim a metodologia utilizada.

Observa-se que apesar da NC CuO-PANI aumentou em 10 nm o
tamanho na NP CuO-LABTOX (NP sem revestimento) esta apresentou
area superficial maior do que a NP sem revestimento (NP CuO-
LABTOX), isso pode ser explicado devido ao fato do revestimento
favorecer a formacdo de aglomerados (Quadro 2) e também devido ao
fato da mesma possuir maior area de contato devido a polimerizacao da
anilina na superficie da NP. Adicionalmente, o polimero pode apresentar
elevada porosidade aumentando assim a superficie de contato com o gas
durante a analise, aumentando assim a area superficial. Melegari et al.
(ainda ndo publicado) mostra que também foi observado aumento da area
superficial do NC ZnO em comparacdo a NP ZnO. Em um estudo
publicado por Bondarenko et al. (2012), a area superficial especifica da
NP CuO foi de 25,5 m%g, corroborando com os resultados obtidos da NP
CuO-SIGMA e para a MP CuO. No entanto, a MP apesar de apresentar a
menor area superficial, ou seja, menor area de interacdo com o meio
apresentou area superficial superior a encontrada neste estudo.

A relacdo entre area superficial e toxicidade foi apresentada com
os resultados de toxicidade.
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Figura 14: Comparacdo da area superficial entre NP e MP.
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4.1.4 Quantifigdo idnica

4.1.4.1 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS)

A andlise por ICP-MS foi realizada a fim de quantificar a
liberacdo de ions de Cu total nas suspensdes de NP CuO-LABTOX e NC
CuO-PANI nos meios de teste 1ISO (toxicidade aguda D. magna), meio
M4 (toxicidade crénica D. magna) e NaCl 2% (solucdo utilizada para o
ensaio com A. fischeri) nos tempos de exposicdo de O h e 48 h (Tabela 2).
Cada valor de dado é uma média de trés medidas + desvio padrao.

Os resultados indicaram que o revestimento com o polimero
PANI impede significantemente (p<0,05) a liberacdo de ions de Cu em
cerca de 20% nos meios de testes utilizados quando comparado as NP
sem revestimento. Estes resultados sugerem que o revestimento com a
PANI regula a libertacdo de ions de Cu.
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Tabela 2: Quantificacéo de ions de Cu total

Suspensoes dil?ﬁzlr?te Oh(mgL')  48h(mgL%)
NP CuO-LABTOX 1SO 1125+ 11,88 94,81 + 7,64
NC CuO-PANI 91,13+ 2,76 78,42 + 3,45
NP CuO-LABTOX M4 88,86 + 7,20 109,98 + 4,24
NC CuO-PANI 69,20 + 7,40 82,71 +4,18
NP CuO-LABTOX NaCl 2% 82,74 + 6,34 n/a

NC CuO-PANI 66,22 + 2,32 n/a

A dissolucdo de ions estd relacionada com o pH do meio.
Segundo Wu (2012), em pH menor que 4,5 a NP libera maior
concentracdo de fons de Cu. Com base no pH (Tabela 3) da NP CuO-
LABTOX e NC CuO-PANI, pode-se afirmar que a maior liberagdo de
jons em meio ISO se deu provavelmente devido ao menor pH em
comparagdo com 0 meio M4 durante a preparacdo das amostras antes da
leitura. No meio NaCl 2% a menor concentragdo se deu provavelmente
devido a complexacdo no meio de teste antes da leitura.

Tabela 3: pH em diferentes meios diluentes

Meio diluente NP CuO-LABTOX NC CuO-PANI
ISO 7,12 £0,02 7,42 £0,03
M4 7,69 +0,05 7,84 £0,00
NaCl 2% 6,08 £ 0,01 6,39 £ 0,02

4.1.4.2 Cinética de liberacdo de ions durante 21 dias — D. magna
Espectrometria de absorcéo atbmica — forno de grafite

A seguir sdo apresentados os resultados da quantificacdo total de
jons de Cu, ndo foi possivel quantificar a parcela biodisponivel das
amostras devido a sensibilidade do equipamento.

Os resultados (Figura 15) mostram o comportamento irregular
de liberacdo de ions durante o periodo avaliado. Em média, ocorreu
apenas 10% da liberacdo de ions com a técnica utilizada para a abertura
das amostras. Segundo Semich et al. (2014), a NP CuO libera maior
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quantidade de fons quando comparado com a MP CuO, afirmacédo esta
que corrobora com os resultados aqui obtidos.

A maior quantificacdo de ions de Cu aconteceu no tempo zero
da analise, sendo que a liberagdo tendeu a se estabilizar apés 144 horas,
ou seja, apds 6 dias de teste. No tempo de 144 horas, a porcentagem
liberada foi de 2,79% para NP CuO-MTI, 3,28% para NP CuO-SIGMA,
4,05% para NP CuO-LABTOX, 3,73% para NC CuO-PANI e 1,45% para
MP CuO. Segundo Semich et al (2014) a liberagdo na NP ocorre mais
rapidamente do que a do MP. Isso ocorre devido a maior area superficial
das NP em relacdo a MP. Isso pode ser provado com esta tese pois em até
6 dias, a NP CuO liberou em média 3,63%, enquanto que a MP 1,45% e
a mesma possui area superficial maior do que a MP. Além disso, segundo
Bondarenko et al. (2012) a solubilidade da NP CuO € de 10% enquanto
que para a MP € 0,1%. A diferenca nas porcentagens obtidas nesta tese se
d& ao fato de possuirmos 4 diferentes NP com diferentes tamanhos e &rea
superficial, e a MP apresentar maior area superficial do que a MP avaliado
por este autor.

Segundo Perreault et al. (2012), que em seu estudo avaliou a
toxicidade da NP CuO revestida por um polimero em algas verdes, o
revestimento com o polimero altera a solubilidade da NP CuO, pois a
fracdo solivel de Cu da NP sem revestimento foi 70% maior do que a NP
revestida em meio HSM. Os resultados desta tese corroboram com 0s
resultados obtidos por Perreault et al. (2012), pois a NP CuO em 6 dias,
liberou 4,05% da concentracdo inicial enquanto que a NC CuO-PANI
liberou 3,73%, podendo, portanto observar que apesar de ndo haver
diferenca significativa no tempo zero, o revestimento inibiu em curto
prazo a liberagdo de ions de Cu podendo prolongar o efeito biocida da NP
CuO.

Ao analisar a cinética de liberacao de ions de Cu observa-se que
a NP que liberou maior concentracdo de ions de Cu nas primeiras 144
horas foi a NP CuO-LABTOX seguido pelo NC CuO-PANI, NP CuO-
SIGMA, NP CuO-MTI e MP CuO. Os graficos obtidos indicam que tanto
a NP CuO-LABTOX como o NC CuO-PANI apresentou picos de
liberacdo de ions, fato este que pode estar relacionado com os resultados
obtidos no teste de toxicidade cronica com D.magna.

O pH nédo foi considerado um fator fisico-quimico que pudesse
interferir na liberacdo dos ions de cobre, pois durante toda a realizacdo do
teste, o pH ndo sofreu alteracdo, sendo-se neutro.
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Figura 15: Cinética de liberacdo de ions de Cu durante 21 dias em meio M4. (A)
NP CuO-MTI; (B) NP CuO-SIGMA,; (C) NP CuO-LABTOX; (D) NC CuO-
PANI e (E) MP CuO.
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4.1.4.2 Cinética de liberacéo de ions durante 6 horas — S. Subspicatus -
Espectrometria de absorcao atbmica — forno de grafite

A cinética de liberacdo de ions de Cu na forma biodisponivel foi
realizada no meio de teste CHU utilizado para o teste de toxicidade com
as algas verdes S. Subspicatus no tempo de Oh e 6h, tempo de duragdo do
teste de toxicidade. Cada valor de dado é uma média de trés medidas +
desvio padréo.p

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da cinética de
liberacdo de ions. Considerando a maior concentra¢do de CuO testados
(100mg/L), a NP CuO-LABTOX foi o NM que mais liberou ions em
ambos os tempos analisados (5,63% em 0 hora e 7,16% em 6 horas)
apresentando um aumento significativo (p<0,05). Estes valores
corroboram com o estudo de Bondarenko et al. (2012), onde foram
demonstrados que apenas 10% de ions de Cu sao solubilizados da NP
CuO como mencionado anteriormente. Além disso, para esta
concentracao, a ordem de liberacéo de maior concentracdo de ions de Cu
no tempo zero foi: NP CuO-LABTOX, NP CuO-SIGMA, NC
CuO/PANI, NP CuO-MTI e MP CuO. No tempo zero é possivel afirmar
que a NP libera maior concentracdo de ions de Cu quando comparada
com a MP. Para tempo de exposigéo de 6 horas, a ordem de liberagéo de
fons foi: NP CuO/LABTOX, NC CuO/PANI, NP CuO/SIGMA, NP
CuO/MTI e MP CuO, com isso também pode-se afirmar que na mesma
concentracdo, a NP libera maior concentracéo de ions quando comprado
coma MP.

Uma particularidade foi observada em relagéo aos resultados, no
tempo zero a NP CuO-SIGMA liberou maior quantidade de ions de Cu
do que 0 NC, ja em 6 horas, o0 NC liberou maior quantidade de ions de
Cu. Isso aconteceu provavelmente, porque no tempo zero, a NP
apresentava-se menos aglomerada do que o NC, uma vez que seu
tamanho em p6 era <50 nm e o NC entre 50-100nm, e ja em 6 horas as
NP trabalhavam em blocos de aglomerados diminuindo a liberacdo de
jons em comparacdo ao NC como mostrado no Quadro 2, a NP CuO-
SIGMA foi a que apresentou menor tamanho de particulas e maiores
aglomerados formados.

O pH néo foi considerado como um facilitador da dissolucao de
ions de cobre, pois todas as suspensdes apresentaram pH neutro estando
dentro do intervalo de 7,00-8,00.
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0,1mg/L  1mg/L 10mg/L  100mg/L  0,1mg/L 1mg/L 10 mg/L 100mg/L
0 horas 6 horas

NP CuO- 0,04+0,01 0,01+0,01 0,36+0,01 2,07+0,01 0,02+0,03 0,04+0,04 0,71+0,01 0,99+0,01
MTI
NP CuO- 0,05+0,02 0,61+0,03 1,72+0,01 4,36+£0,06 0,06+0,04 0,07+0,08 1,35+0,01 2,55+0,01
SIGMA
NP CuO- 0,10+0,03 0,16+0,07 1,53+0,01 5,63+0,01 0,02+0,23 0,11+0,06 2,79+0,09 7,16+0,01
LABTOX
NC CuO- 0,01+0,32 0,12+0,03 0,79+0,09 4,21+0,01 0,02+0,01 0,05+0,02 2,59+0,03 3,65+0,08
PANI
MP CuO 0,01+0,05 0,18+0,09 0,84+0,01 1,13+0,01 0,01+0,04 0,19+0,04 0,2840,01 0,51+0,07

Tabela 4: Cinética de liberacéo de ions de Cu em meio CHU no tempo de 0 e 6 horas
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4.1.5 Potencial zeta (Pz) e Didmetro hidrodindmico (Dh)

Os resultados aqui apresentados referem-se a cinética do Pz e Dh
da NP e MP em &gua UP e nos meios diluentes utilizados nos testes de
toxicidade (1SO, NaCl 2%, M4 e CHU). Assim eles foram mensurados
nos tempos de exposicao inicial e final dos referidos testes para avaliar o
efeito do tempo sobre esses parametros. Os resultados estdo apresentados
nas Tabelas 5 e 6. Os resultados foram expressos em média de trés
medidas + desvio padrédo.

O Pz estd diretamente relacionado com a estabilidade das
suspens@es, e com isso a interacdo das particulas com o meio devido a
dupla camada. Quanto mais estavel, menor a sedimentacdo das particulas.
Segundo Jo et al. (2012), NP que possuem valores absolutos de Pz maior
que 30 mV sdo consideradas mais estaveis. Além disso, sabe-se que 0 Pz
pode ser influenciado pelo pH (BERG et al., 2009), concentragéo e tipo
de fons presentes (forca ibnica) e a concentragdo de outras moléculas
(DOORLEY e PAYNE, 2011) no meio dispersante.

Com base nos resultados apresentados (Tabela 5) foi possivel
observar que tanto a NP como MP estdo carregadas positivamente e que
a estabilidade das suspensfes aumento consideravelmente com a
mudanca do meio diluente. A MP mostrou-se mais estavel em todos o0s
meios diluentes analisados.

Os resultados apresentados (Tabela 5) séo referentes ao Pz de
todas as suspensfes em agua ultra pura. Todas as NP apresentaram mais
instaveis do que a MP. A NP CuO-SIGMA, apesar do menor tamanho
das particulas entre as NP, foi a que apresentou melhor estabilidade.
Observa-se que o revestimento com anilina do NC favoreceu a maior
estabilidade do NC em comparagdo com a NP CuO-LABTOX.

Analisando os resultados apresentados de Pz em meio ISO nos
tempos de exposicdo do teste agudo com D. magna (0 e 48h), observa-se
uma diminui¢do significativa (p<0,05) quando comparados a agua UP
para todas as NP, exceto para NP-MTI e NC que apesar do pequeno
aumento do Pz, ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao meio diluente 4gua UP. Este incremento provavelmente
aconteceu devido ao revestimento com PANI, pois a PANI (Pz -17,03 £
3,13) se apresentou menos instavel quando analisada separadamente,
podendo influenciar no Pz do NC. Em 48 h, verificou-se que as
suspens@es tendem a se tornaram mais estaveis, com o incremento dos
valores de Pz. Este fato pode estar relacionado com o aumento do
didmetro das NP (Tabela 6), favorecendo a sedimentagdo de grandes
aglomerados e mantendo em suspensdo apenas particulas de menor
didmetro. Segundo Costa (2014) para a NP Cr,0s observou-se
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variabilidade nos valores de Pz e Dh com a alteracdo do meio da
suspensdo. A NP Cr,03 suspensa nos meios diluentes 1SO, M4, NaCl 2%
e RPMI demonstrou uma forte aglomerac&o, visualizada pela aumento do
Dh em relacdo a mesma NP suspensa em agua UP. Este mesmo fato foi
observado nos resultados mostrados nas tabelas 5 e 6.

Observando os resultados do Pz em meio diluente NaCl 2%,
verifica-se que todas as suspensdes apresentaram uma diminuigdo
significativa (p<0,05) em relacdo ao meio diluente agua UP. Os
parametros Pz e Dh no meio diluente NaCl 2% foram apresentados apenas
no tempos O h, pois o tempo de exposi¢do (15 e 30 minutos) ndo foram
considerados relevantes para que ocorressem modificagdes significativas
desses parametros. Quando comparada a estabilidade deste meio com os
outros meios diluentes testados, este apresentou-se 0 mais instavel. Este
fato pode estar relacionado com o aumento da forga idnica devido a
presenga dos ions Nat+ e CI. Carneiro da Cunha et al. (2011)
reportortaram que o aumento na concentracdo de NaCl do meio diminui
o valor médio do Pz. Buffet et al. (2010) mostraram que, em &gua do mar,
houve um aumento significativo dos diametros das NP e as suspensfes
tornaram-se mais instavel devido a diminui¢do do Pz em comparacéo ao
controle. Entre as NP, o NC apresentou menor Pz em relagéo as outras
particulas. A MP mostrou-se mais estavel neste meio. Na Tabela 6 ¢
possivel observar os Dh dos materiais testados neste meio. Nota-se que
todas as amostras possuem didmetros superior a 1pm, e a formagdo de
aglomerados pode novamente ser relacionada com a forca idnica do meio.

Observando os resultados de Pz do meio diluente M4 nos tempos
de exposicdo 0 e 432 h (21 dias), tempos de exposicdo do teste de
toxicidade cronica, verificou-se que todas as suspensdes apresentaram
uma diminuicdo significativa (p<0,05) em relacdo ao controle agua UP.
Mais uma vez, a forgca idnica pareceu influenciar a estabilidade da
suspensdo, pois 0 meio M4 possui muitos fons presentes em sua
composicdo (DOORLEY e PAYNE, 2011). Apds 21 dias, todas as
suspensfes apresentaram um incremento significativo (p<0,05) na
estabilidade quando comparado com o tempo de 0 h. Isso pode ter
ocorrido pelo fato de que grandes aglomerados tenham se sedimentado
mantendo em suspensdo apenas particulas de menor tamanho,
favorecendo assim ao aumento da estabilidade das suspens@es (Tabela 5).

Avaliando os resultados de Pz para 0 meio CHU nos tempos de
0 e 6 horas, observa-se que este meio apresentou a melhor estabilidade
quando comparados os outros meios. Para este meio, também foi
observado um incremento significativo (p<0,05) na estabilidade das
suspensfes com o passar do tempo. Este fato pode estar relacionado
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também com a sedimentacdo dos grandes aglomerados formados. Costa
(2014) também observou aumento do Pz para suspensdes expostas ao
meio HSM utilizado para cultura com as algas verdes C. reinhardtii
guando comparado com os meios ISO e M4.

Em rela¢do ao didmetro hidrodindmico, em todos os meios, foi
observado a formacéao de grandes aglomerados. Este fato esta relacionado
com a formacdo de forcas de Van Der Waals que influencia as forgas de
atracdo e repulsdo entre NP e compostos quimicos presentes no meio
diluente, favorecendo o estado de aglomeracao.
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Tabela 5: Comportamento dos valores de Pz dos materiais testados nos diferentes meios de cultivo e tempos de
exposicdo (média + desvio padrdo; n=3; *p<0,05 com relacdo a 4gua UP).

Pz (mV)
Amostras Aqua UP 1SO NaCl 2% M4 CHU
9 oh 48h oh oh 432h oh 6h
NP CuO-MTI -14,13+0,08 13204276 | -11,30£124 | -11,06+0,98 -0,97+1,87 -9,10+1,11 35194021 | -36,52+3.21
NP CUO-SIGMA |  -22,47+2,82 -5,87+0,23 -8,70+0,76 -3,28+0,10 -2,58+0,43 13,16+1,09 | -27,44+191 | -33,10+123
NP CuO-
L ABTOX -11,73+0,06 -8,00+1,54 7524158 -3,6640,75 5,57+1,76 -0,87+1,30 12734227 | -19,91+0.76
NC CuO-PANI -12,80+0,25 14,60+2,76 | -16,20+0,67 -3,4040,24 11824087 | -1421+1,07 | -2575¢125 | -27,31%1,01
MP CuO -33,68+0,74 23304189 | 24204176 | -1070#146 | -2081#254 | -2052+112 | -36.41258 | o1030.23

Tabela 6: Comportamento do Dh dos materiais testados nos diferentes meios de cultivo e tempos de exposicéo
(média + desvio padrdo; n=3; *p<0,05 com relacdo a agua UP).

Dh (nm)
Amostras Agua UP ISO NaCl 2% M4 CHU
9 oh 48h oh oh 432h oh 6h
NP CUO-MTI | 302,01#31,31 | 1564,71+54,45 | 2308,2+63,10 | 1581,36+67,62 | 1017,21+136,32 | 810,95+76,93 929,60439,56 | 1215,32+59,88
’\éFI’GC,\‘/’& 458,25+14,95 | 2091,20433,92 | 2115147381 | 1382,07+31,08 | 809,81+98,29 | 1138,74+42,90 | 1153,50+129 | 1254,38+61,91
I’_\':BCT”& 3585642530 | 2034,14+84,77 | 1731,3%52,22 | 1344,51487,90 | 782,90+27,14 | 1468,60+54,11 | 74337+39,10 | 851,60+14,45
NC CUO-PANI | 401,11+36,23 | 1811,19+439,35 | 1673,8+78,99 | 1363,17+64,74 | 897,39+58,72 | 1632,39+102,32 | 79532461,40 | 987,82+54,97
MP CuO 1890,21+88,58 | 2397,78+87,12 | 3950,0+130,21 n/d 16514230 1954,51+89,40 | 1568,01+146,54 n/d
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Sabe-se que o Pz e liberagdo de ions podem ser influenciados
pelo potencial Hidrogenidnico (pH) do meio (Chang et al 2012), sendo o
pH o fator mais importante que influencia o Pz. Sabe-se que suspens@es
com pH entre 4 e 8 podem ser consideradas instaveis.

Quando analisados os resultados da Tabela 7, observa-se que
houve um incremento significativo (p<0,05) do pH de todas as NP e MP
em todos os meios utilizados, exceto no meio NaCl 2% onde houve uma
diminuig&o significativa quando comparado com a mesma suspensdo em
UP. A diminuig&o do pH esta relacionada com o aumento da forca ibnica.

Tabela 7: pH das suspensdes em diferentes meios diluentes

pH UP 1ISO M4 NaCl 2% | CHU

NP CuO-MTI 6,78+0,01 | 7,56+0,12 | 7,65+0,09 | 6,51+0,23 | 7,56+0,01
NP CuO- 6,54+0,01 | 7,24+0,35 | 7,83+0,01 | 6,47+0,00 | 7,26+0,02
SIGMA

NP CuO 6,32+0,02 | 7,12+0,02 | 7,69+0,05 | 6,08+0,01 | 7,02+0,01
LABTOX

NC CuO-PANI | 6,46+0,03 | 7,67+0,08 | 7,84 +0,0 | 6,39£0,02 | 7,43+0,02
MP CuO 6,98+0,01 | 8,23+0,05 | 8,42+0,01 | 6,75+0,08 | 7,87+0,07

4.1.6 Especiagdo metélica

Os resultados da especiacdo de ions de Cu (Tabela 8) mostram
que as principais espécies formadas quando o CuO foi adicionado ao meio
ISO, utilizado para o teste de toxicidade aguda com D. magna, foram ions
de Cu*? e os complexos i6nicos Cu3(OH)4*%e Cuz(OH)2*2. No meio M4,
utilizado para teste de toxicidade croénica com D. magna, observou-se
uma maior concentracio de fons de Cu*? seguidos da formagdo dos
complexos Cuz(OH)4*? e Cup(OH),*?, carbonato de Cu (CUCO3(ag). Estas
espécies sdo normalmente encontradas em meios aquosos com
concentracOes elevadas de Cu Il e pH=6, como descrito por Powell et al.
(2007). Quando a especiagdo foi realizada no meio NaCl (2 %), meio
utilizado para o teste de toxicidade com a bactéria bioluminescente
observou-se uma maior quantidade de ions de Cu*? em solug&o. No meio
CHU, utilizado para teste com as algas verdes S. subspicatus, observou-
se com a especiacdo quimica que a espécie em maior abundancia no meio
de teste, ap6s a adicdo do CuO na forma de nanoparticula e
microparticula, foi Cu*? seguidos da formagdo dos complexos CuNOs* e
CuSO4 (ag). Com base na especiagio quimica nota-se que Cu*? na forma
de fons e de complexos i6nicos estdo presentes em maior quantidade em
todos 0s meios usados nos testes de toxicidade, por isso, 0s resultados da
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especiacdo estdo diretamente relacionados com os resultados de
toxicidade que serdo apresentados na sessdo 4.2. De acordo com Olivero-
Verbel, Padilla-Bottet e De la Rosa (2007), a presenga de nutrientes nas
solucdes pode aumentar a dissolugdo do Cu*? devido & complexacio entre
0 CuO e nutrientes, podendo produzir rea¢bes quimicas que facilitam a
solubilizacdo de substancias toxicas a partir da matriz sélida em fase
aquosa.
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Tabela 8: Especiagdo quimica do CuO nos meios de teste de toxicidade

Teste de % da concentragao

toxicidade Meio diluente Espécies quimicas total

Cut*? 37,903

CuOH" 3,654

Cu,OH3* 0,068

Cu(OH)(aq) 0,024

Teste agudo 1SO Cu(OH)2" 2272
(D. manga) Cus(OH)2* 21,392
CuCl* 0,491

CuSO4(aq) 1,457

CuHCO;3* 0,506

CuCOs(aq) 11,778

Cu?* 4717

CuOH* 2,875

Cu(OH)2 xq) 0,121

Cu,(OH),* 14,05

Cus(OH)2* 65,742

Teste cronico M4 gﬂgg gggg

(D. magna) 4(aq) )

CUHPO4(aq 0,018

CuCOsag) 11,624

CUuEDTA? 0,441

CuHCO3*ag) 0,079

CuH,BOs* 0,028

CU(CO3)22' 0,048

Cu# 55,021

CuOH* 2,769

Cu,OH3% 0,135

(TAes ?fsiﬁﬁf.? NaCl 2% Cuy(OH),>* 16,77
Cus(OH)2* 10,714

CuCl* 14,053

CuCly g 0,526

Cu 92,725

CuOH* 0,278

Teste toxicidade CHU CuOH* _ 0,013
(S. subspicatus) Cu,(OH), 0,123
CuS0;, (aq) 2,212

CuCl* 0,145

CuNOs* 4,472

CU(NO3)2(aq) 0,014

CuH,BO3* 0,018
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4.2 AVALIACAO TOXICOLOGICA

4.2.1 Toxicidade Aguda com D. magna

Os resultados apresentados a seguir referem-se a comparacao de
valores da CEso s noras para D. magna (Tab. 9) expostas a NP, MP e
controles positivos. Os resultados de toxicidade aguda indicaram que a
NP é toxica para D. magna e os valores de CEso, 48 horas S€QUiram a seguinte
ordem de toxicidade: NP CuO-LABTOX > NC CuO-PAN I> NP CuO-
SIGMA > NP CuO-MTI > MP CuO. Todas as NP foram mais toxicas do
gue a MP. O controle positivo com CuSQ4 apresentou alta toxicidade
devido a presenca de ions de Cu solubilizados. Foi realizado teste com a
PANI (revestimento do NC) que ndo foi considerada como sendo
causadora de toxicidade do NC. O pH durante a realizagdo do teste ndo
foi considerado causador de toxicidade (Tabela 7), pois estavam dentro
da faixa proposta pela ABNT 12713/20009.

Tabela 9: Comparagdo da CEsg, 48 horas da NP @ MP em D. magna.
Resultados expressos em média (n=3) + desvio padrdo.

Tamanho Diédmetro CE
Suspensbes-testes em p6 (nm)  hidrodinamico 50, 48 horas
(mg/L).
(nm)
NP CUO-MTI 30-40 2308,2 22,01+3,87
NP CuO-SIGMA <50 21151 9,87+2,65
NP CuO- LABTOX 50-100 1731,3 0,32+0,02
NC CuO-PANI 50-100 + 10 1673,8 0,48+0,05
MP CuO >1000 3950,9 223,6+12,34
PANI n/d n/d 99,21+5,76
CuSO, n/d n/d 0,17+0,09

Os resultados deste estudo sdo muito proximos dos valores
apresentados por Heinlaan et al. (2008), de CEsg, aghoras de 3,2 para a NP
CuO, 164,8 mg L paraa MP CuO e 0,17 mg L™ para CuSO,. Blinova et
al. (2010) também apresentaram valores de toxicidade proximos dos
encontrados de 2,6 mg L para a NP CuO, 132 mg L™* paraa MP CuO e 0,07
mg L para a CuSOs,.
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As diferencas entre os valores de toxicidade encontrados e os
estudos citados podem estar relacionadas com a diferenca nas
caracteristicas especificas das NP CuO avaliadas e também na liberacdo
de ifons para meio do teste através de reacGes de oxidacdo devido a
guantidade de OD no meio do teste.

Os resultados obtidos nesta tese indicam que os valores de CEsg
estdo diretamente relacionados com os dados obtidos na caracterizacao.
Observa-se que apesar do menor tamanho da NP CuO-SIGMA (estado
pd), a mesma ndo apresentou a maior toxicidade entre as NP testadas.
Com base neste fato é possivel afirmar que em meio liquido, a NP tende
a aglomerar-se e trabalhar em forma de grandes aglomerados (Quadro 2)
devido a acéo de forgas de atracdo e repulsdo (forgas de Wan Der Valls).
Segundo o fabricante Sigma Aldrich, fornecedores da NP CuO-SIGMA,
0 tamanho médio caracterizado por eles foi de NP<50nm. Este dado é
confirmado nas imagens de TEM (Quadro 2), no entanto, a mesma teve a
habilidade de formar maiores aglomerados de NP quando comparado com
as demais NP, provavelmente devido a sua grande &rea superficial
(Figura 14).

Observa-se que a NP CuO-LABTOX apresentou maior
toxicidade aguda para D. magna, com base neste dado, é possivel afirmar
que o tamanho da NP em estado p6 ndo é o principal causador de
toxicidade para a NP CuO. A NP CuO-LABTOX tinha tamanho de
particulas apds a sintese variando entre 50-100 nm. Portanto, é possivel
afirmar que os principais fatores causadores de toxicidade sdo um
conjunto de caracteristicas tais como o estado de aglomeracéo (Quadro 2)
em meio liquido, menor didmetro hidrodindmico ap6s 48 horas (Tabela
6), menor pH (Tabela 7) e consequentemente maior liberacdo de ions apos
48 horas (Tabela 2). Observa-se também que os valores de CEsg obtidos
com as NP CuO e NC CuO estdo muito préximos aos valores do controle
positivo de CuSQ4, mostrando que ap6s a combinagao das caracteristicas
citadas acima, os fons de Cu sdo os principais causadores de toxicidade.

Foi observado um comportamento dose-resposta semelhante
entre 0s NP CuO-LABTOX e o NC CuO-PANI. Observou-se também
que o revestimento com polimero ndo alterou de forma significativa os
efeitos toxicoldgicos da NP CuO, que difere de outros estudos relatados
na literatura. Perreault et al. (2012) relataram que a elevada toxicidade de
NC CuO- PSBA foi devido ao aumento da capacidade das particulas
revestidas com polimeros em penetrar em células quando comparado com
NP CuO sem revestimento, e Saison et al. (2010) relataram que estes
mesmos NC CuO-PSBA tém a capacidade de induzir fortes efeitos de
toxicidade em algas verdes; no entanto, nem a NP CuO nem o
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revestimento polimérico sozinhos foram capazes de produzir este efeito.
Com base nos resultados apresentados, pode-se supor que, em curto
prazo, PANI e sua propriedade redox podera retardar a penetracdo deste
NC em membranas bioldgicas, que sdo predominantemente apolares. Na
avaliac&o toxicoldgica, observou-se que a PANI sozinha somente causou
mortalidade na maior concentragdo testada (125 mg/L) provavelmente
devido ao efeito da forte cor apresentada na amostra e pela grande
quantidade de polimeros dispersos em solucdo, resultando na morte dos
organismos através da inibicdo da locomocdo da D. magna. Quando
PANI foi usado como revestimento para as NP, o NC exibiu uma maior
estabilidade do que a NP CuO-LABTOX e ndo alterou significantemente
0 pH da solugéo.

Os resultados mostraram também que a toxicidade ndo pode ser
completamente relacionada com a capacidade que o revestimento tem em
penetrar nas células, devido as suas afinidades quimicas e bioldgicas, mas
que pode estar relacionada com o tamanho das particulas e a libertagdo de
jons. O revestimento facilitou o estado de aglomeragédo (Quadro 2) devido
a maior &rea superficial do NC (Figura 14) e também aumentou em 10 nm
otamanho da NP CuO (Quadro 2). A Tabela 2 mostra que o NC funcionou
como uma barreira fisica que impede a solubilizagdo do nlcleo da NP,
reduzindo, assim, a liberacéo de ions de Cu em solugdo, mostrando mais
uma vez que a causa da toxicidade é a soma dos fatores (estado de
aglomeracao, area superficial, libertacdo de ions, e afinidade bioldgica) e
ndo apenas um fator isolado tal como o tamanho.

Microscopia de luz foi empregada antes de microscopia
eletrbnica, a fim de avaliar a interacdo das particulas com as D. magna
expostas. Com isso teriamos uma compreensao geral e melhor dos 6rgaos
ou tecidos, facilitando o reconhecimento e a compreensdo daquilo que
irlamos visualizar por microscopia eletronica, que é uma técnica mais
especifica.

As micrografias de microscopia de luz (Figura 16) mostram a
presenca de ambos o0s tipos de particulas no intestino médio de D. magna,
fato este que ndo foi possivel observar em algas verdes S. subspicatus
quando expostas as mesmas particulas. Estes dados serdo apresentados a
seguir. As imagens em corte transversal da D. magna apds 48 horas de
exposicdo a CEsgp mostram a presenca de NP dentro do interior do
intestino médio através de microscopia de luz e a presenca de
aglomerados de NP CuO (Figura 17A) por MET. A ingestdo de NP, bem
como o contato direto da D. magna com a NP (que tém uma maior area
de superficie) pode potencializar os efeitos toxicologicos no diluente do
teste.
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O contato mais proximo das NP com a parede do intestino pode
acelerar a inducéo de processos toxicoldgicos através da liberacao de ions
Cu dissolvidos diretamente no intestino médio de D. magna por meio da
geracdo de ROS. Chan et al. (2012) reportam em seu estudo que a NP
CuO pode gerar danos mitocondriais e consequentemente gerar ROS.
Segundo Gomes et al. (2012), glandulas digestivas sdo suscetiveis a NP
CuO em relacdo a geracdo de ROS e o tecido mais provavel para ele se
bioacumular.

Figura 16: Micrografias por microscopia de Luz. D. magna exposta a NP
e MP CuO a CE spu8 horas (A) D. magna exposta a NP CuO-MTI no
intestino médio. Nota-se no canto direito superior apresenta e
aglomerados de NP por MET; (B) Detalhe do intestino médio da D.
magna exposta a NP CuO-MTI; (C) Detalhe da D.magna exposta a MP
com a presenca de células epiteliais e aglomerado de MP; (D) D. magna
exposta a MP com a presenca de MP no trato intestinal.
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Figura 17: Micrografias de D. magna exposta a NP ¢ MP CuO por
microscopia de transmissdo eletrdnica. (A) organismo controle com
mitocOndrias normais; (B) organismos exposto a MP CuO com a cristas
levemente ndo organizadas e (C) organismos expostos a NP CuO-MTI
com danos mitocondriais e espagos entre as cristas.
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Em organismos expostos a NP (Figura 17), é possivel observar
grandes espacos dentro das mitocOndrias. O dano mitocondrial esta
diretamente relacionado com a geracdo de ROS e pode iniciar danos ao
DNA que podem, portanto levar a apoptose celular.

Os resultados do controle com CuSQOs, que é um sal altamente
soluvel, confirmou a elevada toxicidade esperada para os ions de cobre, e
esta alta toxicidade pode ser justificada pelo fato que os ions de Cu*?
podem competir com outros cétions existentes na solu¢do do meio de teste
e podendo aumentar a toxicidade.

Varios mecanismos podem contribuir para interagdes toxicas de
NP metélicas com sistemas celulares. Heinlaan et al. (2008) relataram a
relacdo entre a toxicidade e a liberagdo de ions de Cuem D. magna e V.
fischeri (A. fischeri). No entanto, Baek e An (2011), que estudou vérias
NP de 6xidos metalicos (incluindo NP CuO), relataram que toxicidade
relacionada com os ions metélicos dissolvidos era insignificante em
Escherichia coli, Bacillus subtilis, e Streptococcus aureus, indicando que
a inducéo da toxicidade por NP de 6xidos metalicos pode estar associado
com as propriedades intrinsecas dos metais pesados. A toxicidade real da
NP CuO até entdo ndo era totalmente conhecida; no entanto, em nosso
estudo, verificamos que a toxicidade das NP CuO para D. magna em teste
agudo ndo s6 é dependente da liberacéo de fons Cu, mas também sobre o
estado de aglomeracéo e das propriedades especificas das NP CuO.

4.2.2 Toxicidade Aguda com A. fischeri

Os resultados referentes a toxicidade com A. fischeri ap6s 15
minutos de exposicdo a NP, MP e controle positivo com CuSO; sdo
apresentados na Tabela 10. A diferencga entre os valores de CEsg, 15 min
estdo relacionados com as reducbes dos processos metabolicos das
bactérias expostas as suspensdes-teste. A perda de viabilidade celular e
alteracdo na dimensdo entre as NP e as MP podem influenciar a sua
toxicidade, porque estas particulas podem tornar-se menos disponivel
para organismos, uma vez que ndo se espera que as particulas com essas
dimensfes atravessem a membrana das células das bactérias.
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Tabela 10: Comparacéo da CEso, 15 min. da NP e MP em A. fischeri.
Resultados expressos em média (n=3) + desvio padréo.

Tamanho Diadmetro

Suspensdes-teste em po6 (nm)  hidrodindmico  CE so, 15min (Mg/L)
(nm)

NP CuO-MTI 30-40 1581,3 304,4+12,9
NP CuO-SIGMA <50 1380,0 40,7945,65
NP CuO-LABTOX 50-100 13445 7,79+1,87
NC CuO-PANI 50-100 + 10 1363,1 9,05+2,05
MP CuO >1000 n/d .>1000
PANI n/d n/d n/d
CuSO, n/d n/d 6,77+0,09

Neste estudo, a NP CuO-LABTOX, apresentou-se mais toxica
entre as NP, seguida pela NC CuO-PANI, NP CuO-SIGMA e NP CuO-
MTI. A maior toxicidade da NP CuO-LABTOX, esta, mais uma vez,
relacionada com suas caracteristicas especificas tais como menor estado
de aglomeracao pelo didmetro hidrodindmico (Tabela 6) area superficial
(Figura 14) e pela liberacdo de ions (Tabela 2). Observa-se que 0s
resultados entre NP CuO-LABTOX e controle positivo CuSOs
apresentaram respostas parecidas em torno da CEso. Para estes
organismos testes a NP mostrou-se mais téxica do que a MP.

Zhang et al. (2002) wverificaram que a emissdo de
bioluminescéncia é influenciada pela concentragdo celular e pela
liberacdo de ferormonios. A reducdo da emissdo de bioluminescéncia é
um resultado da diminuicdo da atividade metabodlica e/ou de danos a
parede celular.

As bactérias com sensor Cu mostraram-se que a toxicidade de V.
fischeri ( atualmente denominada A. fischeri) expostos a NP CuO foi
explicada em grande parte por ions Cu soltivel (HEINLAAN et al. 2008).
Esta dissolucdo é um dos principais contribuintes para a toxicidade em
crustaceos, algas, peixes, bactérias e V. fischeri (BONDARENKO et al.
2013). As caracteristicas das NP e os ions de Cu podem interagir com a
A. fischeri, resultando numa diminuicdo da bioluminescéncia. A
bioluminescéncia é um resultado de uma complexa cadeia de reacGes
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bioquimicas, onde a reducdo do mononucledtido de flavina (FMNH2), um
aldeido de acidos graxos de cadeia longa e luciferase sdo os principais
participantes (MORTIMER et al., 2008). Segundo Hastings et al. (1987),
esta via especial utiliza NADH como cofator e esta intrinsecamente ligada
ao metabolismo central do microrganismo. Assim, Segundo Bulich,
(1982) a reducéo da emisséo de luz é um reflexo da inibicdo da atividade
metabolica bacteriana e proporcional a toxicidade da amostra de teste.

A adigdo de sal ao diluente provoca um aumento da for¢a idnica,
0 que pode afetar a aglomeracdo das NP de CuO (Quadro 2). Buffet et al.
(2010) mostraram que, em agua do mar, o diametro das NP foi
significativamente aumentado em poucos dias, e a suspensao tornou-se
mais instavel devido a diminui¢cdo em Pz em comparagdo com o controle.
Os resultados obtidos neste estudo indicam que a aglomeracdo e a
estabilidade da NP estdo correlacionadas com a sua toxicidade. Um
aumento no didmetro do NP se correlaciona com uma diminui¢&o na area
de superficie e reatividade, influenciando nas respostas toxicoldgicas.

Ao comparar os resultados de toxicidade aguda, observou-se que
0 CuO (ambos NP e formas MP) foi mais toxico para D. magna do que
para A. fischeri. Este comportamento pode ser explicado além da
caracterizacdo, também pelo fato que o Cu é mais téxico para os
organismos de dgua doce (Brooks et al. 2007), pois certos cations, tais
como Na* e CI" podem reduzir a toxicidade do Cu pelo aumento na
competicdo bioldgica, a maior competitividade entre os ions de Cu e estes
cations pode potencialmente reduzir os impactos dos ions de Cu em
sistemas hioldgicos e ser uma das razfes do motivo pelo qual o Cu tende
ser mais toxico em organismos de agua doce do que em organismos de
agua salgada.

A turbidez é considerada como interferente do teste, por isso,
para realizacdo dos testes, as amostras permaneceram em repouso por 30
min. Entdo, apos este tempo, a concentracdo de Cu nos sobrenadantes
foram estimados por FAAS. Os valores obtidos em relacdo as
concentragdes iniciais foram de 1,5% (30,55 mg L) de NP e 0,8% (35,25
mg L) para MP. Se considerarmos usar esses valores para calcular a
percentagem do EC50 com o Cu disponivel no sobrenadante, os valores
da CEso, 1smim Seriam muito menores do que os relatados acima (Tab. 15).
No entanto, nestes testes (sob mesmas as condigdes NP e MP), NP CuO
ainda foram 8 vezes mais toxicas, em termos de CEsg, 15 min, em relacdo ao
MP. Embora testes com A. fischeri revelaram toxicidade tanto para NP
como para MP, devido esta diferenca de valores devido a interferentes
nos testes, podemos concluir que esta metodologia, em particular, ndo
parece ser a forma mais apropriada para o estudo de toxicidade neste caso.
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4.2.3 Toxicidade Cronica

A toxicidade cronica (Tabela 11) foi investigada para NP CuO-
MTI, NP CuO-SIGMA, NP CuO-LABTOX, NC CuO-PANI, MP CuO,
PANI e CuSO: (controle positivo). Ap6s 21 dias de exposigdo, foram
analisados os parédmetros de reprodugdo, crescimento e longevidade.
Nenhuma mortalidade ocorreu no controle de ensaio durante o periodo de
teste (21 dias). Uma tabela completa com todos os dados coletados nos
testes de toxicidade cronica é apresentada no Apéndice 3. Neste item
estdo apresentados apenas os resultados em termos de CEO e CENO
(mg/L) para os parametros que foram observados algum efeito
significativo. O nimero médio de neonatos vivos produzidos em cada
réplica do controle foi de 147, e o nimero minimo foi de 99, sendo que
estes valores sdo considerados validos de acordo com a OECD Guideline
211, por critérios biolégicos (OCDE, 2012). N&o foi observado
mortalidade nas concentragBes de testes, portanto o pardmetro
longevidade ndo apresentou efeito em relagdo ao controle.

Tabela 11: Resultados das avaliag@es de toxicidade cronica dos
organismos D. magna expostas & NP e MP CuO e aos controles do teste.
Resultados expressos em termos de CEO e CENO (mg/L) para 0s
parametros reprodugdo e crescimento (n=10).

TOXICIDADE CRONICA
CEO CENO
AMOSTRAS (ma/ ) (ma/ L)
REPRO | CRESC | REPRO | CRESC
NP CuO - MTI 7.8 0,9 39 <0,9
NP CuO - SIGMA 0,39 0,97 0,19 <0,97
NP CuO - LABTOX | 0,12 0,01 0,06 <0,01
NC CuO - PANI <0,12 0,01 <001 | <0,01
MP CuO 31,2 7.8 15,6 <78
PANI 7,81 1,95 3,9 0,97
CuSO, 0,06 0,06 - -

No que se refere ao parametro reproducdo, ndo foi observado
diferenca em relacdo ao inicio da reproducdo entre D. magna exposta as
NP, MP e controles positivos em relagdo ao controle do teste, indicando
que ndo houve efeito sobre o inicio da reproducdo, no entanto um
aumento no nimero de neonatos gerados na presenca de todas as NP e
MP foi observado quando comparado com o controle de ensaio (meio M4,
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p < 0,05). Este comportamento (aumento de neonatos) pode estar
relacionado a tentativa dos organismos para preservacdo da espécie
quando expostos a uma condigdo estressante. Terra et al. (2008) relatou
anteriormente esse comportamento. Além disso, este fato pode estar
relacionado a um aumento no Cu disponivel nos meios de teste, devido a
liberacéo de ions Cu.

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 11, observa-se
que entre as NP, o NC CuO-PANI apresentou maior toxicidade para o
parametro reproducéo.

A NP CuO-MTI foi a NP que apresentou menor efeito toxico
cronico quando comparado com as demais. Foi observado um aumento
emrelacdo a reproducdo em todas as concentragfes, no entanto apenas na
maior concentracdo (7,8 mg/L) foi observado efeito estatisticamente
significativo, sendo esta concentracao definida como CEO para o teste. A
CENO do teste, ou seja, a concentragdo que ndo apresentou efeito
significativo em relagdo ao controle foi definida 3,9 mg/L. A NP CuO-
SIGMA, também ndo apresentou efeito significativo em rela¢do ao inicio
da reproducdo. Nota-se também um aumento significativo de neonatos
guando comparado com o controle.

Quando comparado com o controle de teste, o nimero total de
nascimentos nas diluicdes da NP CuO-LABTOX aumentou nas duas
maiores concentra¢des (0,12 mg/L e 0,06 mg/L) e diminuiu nas duas
menores concentracdes (0,01 e 0,03 mg/L). Embora na concentracdo de
0,01 mg/L o nimero nascimento tenha sido menor do que o controle ndo
foi observado efeitos significativos (p<0,05). Para NP CuO-LABTOX, a
CEO foi definida como sendo de 0,12 mg/L e a CENO de 0,06 mg/L
(Tabela 16). Para 0 NC CuO-PANI, foi observado um aumento nos
nascimentos em todas as concentragGes testadas, ndo sendo possivel
determinar a CENO para esta suspensdo-teste. A CEO foi uma
concentracdo inferior a 0,12 mg/L (uma vez que em todas as
concentragBes houve um aumento significativo na reproducdo) e a CENO
uma concentracdo inferior a 0,01 mg/L. Com base nestes resultados,
pode-se afirmar que o NC apresentou maior toxicidade do que as outras
NP em relacdo ao parametro reproducéo.

No que diz respeito a PANI, uma diminui¢cdo no nimero de
nascimento foi observado em comparacdo com o controle do teste. Esta
diminuicdo pode estar associada com niveis elevados de PANI na
superficie dos béqueres de teste, funcionando como uma barreira fisica a
penetracdo de luz durante o tempo de exposi¢cdo, inibindo assim o
desenvolvimento completo dos organismos. Observa-se que 0 NC CuO-
PANI (que utiliza a PANI como revestimento) ndo apresentou a mesma
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coloracdo em solucéo, provavelmente porque a PANI foi estabilizada
sobre a NP e ndo foi completamente dissolvida nos meios de teste.

Em relacdo a MP, observa-se que as concentracGes testadas
foram maiores do que para a NP, isso foi definido a partir da menor
concentragdo do teste agudo que ndo causou efeito toxico. Observa-se
também o mesmo comportamento das demais suspensdes-testes em
relacdo ao aumento no parametro reproducdo. A CEO foi definida como
sendo 31,2 mg/L e a CENO 7,8 mg/L. Quando comparado os resultados
com as outras NP, chama a atengdo o fato que na concentragao definida
como CENO (7,8 mg/L) para a MP, foi a concentracdo CEO para todas
as NP, mostrando mais uma vez que a NP é mais toxica do que a MP para
teste de toxicidade cronica.

Em relagdo ao CuSOs observa-se também um aumento
significativo na reproducéo, onde a CEO foi igual a 0,06 mg/L e a CENO
menor do que 0,06 mg/L mostrando assim a relacdo da toxicidade além
das caracteristicas intrinsecas da NP, que os fons de Cu sdo responsaveis
pela toxicidade.

No que se refere ao parametro de crescimento, foi observada uma
reducdo no tamanho dos organismos expostos em comparagdo com o
controle do teste (p < 0,05), em todas as suspensdes testadas. Esta redugédo
de tamanho pode ser associada com a ma qualidade e quantidade do
alimento durante o teste, devido a toxicidade da NP CuO para D. magna
e S. subspicatus (alimento para D. magna). Este fato pode ser provado na
sessdo 4.3 onde as algas verdes S. subspicatus foram expostas a todas as
suspensfes e foi observada uma diminuicdo da quantificacdo de
pigmentos, diminuicdo da eficiéncia do Fotossistema 1, geragdo de ROS,
bioacumulagéo que interfere em todo o processo fotossintético da mesma,
podendo até causar a morte celular. Varios artigos (Wang et al, 2011; Ji
et al. 2011; Perreault et al. 2012, Melegari, et al. 2013) relataram que NP
CuO foram tdxicos para algas verdes, como a espécie Chlamydomonas
Reinhardtii (PERREAULT et al 2012) e a NP revestida com polimero NP
CuO resultou em intera¢es intracelulares entre as NC e o celular sistema
de algas, mostrando-se mais téxica do que a NP CuO.

De Schamphelaere et al. (2003) relataram que a toxicidade Cu
pode ser atribuida aos fons de Cu?* dissolvidos nos meios de teste para a
alga verde Pseudokirchneriella subcapitata. Embora Cu seja um
micronutriente essencial usado em enzimas envolvidas em Varios
processos metabdlicos, os ions Cu podem afetar negativamente os
organismos em concentragcdes mais elevadas do que fisiologicamente
necessario, e em longo prazo, em concentragdes sub-letais de metais traco
pode causar alteracBes no crescimento, ciclo de vida e reprodugdo em
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invertebrados de agua doce (Timmermans,1993). De Schamphelaere et
al. (2004) mostraram um aumento na reproducdo em D. magna
alimentada com células de P. subcapitata expostas ao cobre a 70 pg/L,
confirmando os resultados aqui apresentados. Nanoparticulas de prata
(Zhao and Wang, 2011) e nanoparticluas de didxido de cério (Van Hoecke
et al. 2011) foram capazes de causar uma diminuigdo no tamanho de D.
magna durante o teste crénico, corroborando com nossos resultados.

Em relacdo ao crescimento de D. magna exposta a NP CuO-MTI,
observa-se que houve um decréscimo significativo (p<0,05), no
crescimento em todas as dilui¢Bes testadas. A diminuicdo do tamanho
variou entre 3-9% em relagdo ao controle do teste. A CEO foi definida
sendo 0,9 mg/L e a CENO menor do que 0,9 mg/L. Emrelagdo a NP CuO-
SIGMA, também foi observado um decréscimo significativo (p< 0,05). A
diminuicdo do tamanho variou entre 4-10% do tamanho da D. magna
controle. A CEO foi definida como 0,97 mg/L e a CENO menor do que
0,97 mg/L. Em relagdo a NP CuO-LABTOX também foi observado um
decréscimo significativo no tamanho dos organismos exposto, onde o
tamanho diminuiu 8-14% dos organismos em relacéo ao controle. Esta
foi a NP mais téxica em relacdo ao parametro crescimento. A CEO foi
definida como 0,01 mg/L e a CENO uma concentra¢do menor do que 0,01
mg/L. Observou-se também um decréscimo no tamanho dos organismos
expostos, e esta variacdo foi entre 4-8% para NC CuO-PANI. A CEO foi
definida como 0,01 mg/L e a CENO uma concentra¢do menor do que 0,01
mg/L, por fim para a MP CuO, também foi observado um decréscimo
significativo em relagdo ao controle. A variacdo observada foi entre 4-
12% do tamanho dos organismos controle. A CEO foi definida como 7,8
mg/L e a CENO uma concentragdo inferior a esta. Para o teste com PANI,
uma diminuicdo no crescimento de 4-22 % foi observada também em
comparagao com o controlo de ensaio. Sendo a CEO definida como 1,95
mg/L e a CENO 0,95 mg/

4.3 BIOENSAIO COM ALGA VERDE S. subspicatus

Os resultados referentes aos ensaios realizados com as algas S.
subspicatus foram realizados durante o periodo de estagio doutoral na
Universidade du Quebec a Montreal (UQAM).

4.3.1 Dosagem dos Pigmentos Fotossintéticos

Os resultados aqui apresentados referem-se a quantificacdo dos
pigmentos clorifilianos, clorofila a (Chl a), clorofila total (Chl a+b),
clorofila b (Chl b) e carotenoides (Carot) das algas S. subspicatus
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expostas as concentragdes de 0,1; 1; 10 e 100 mg/L de NP e MP durante
6 horas.

Apesar do curto tempo de exposicdo entre algas e NP e MP,
alteracdes significativas nos pigmentos clorofilianos foram observadas. O
nivel de Chl a (Figura 18) para todas as NP, exceto NP CuO-MTI,
diminuiu em relag&o ao controle. Observou-se também uma diminuicdo
significativa (p<0,05) dos pigmentos das algas expostas ao controle
positivo CuSO4. N&o foram observadas alteragdes significativas para a
suspensdo de MP CuO e com a PANI. Observa-se que para as suspensdes
de NP (SIGMA) e MP houve um pequeno aumento no nivel de Chl a na
concentracdo de 0,1 e 1 mg/L, sem diferenga significativa em relacdo ao
controle, no entanto nas maiores concentracGes, foi observado uma
diminuic&o significativa do mesmo. Este aumento pode estar relacionado
ao fato das algas estarem utilizando o Cu da concentragdo como fonte de
nutricdo. A Chl a, pigmento primario, tem como a principal fungdo a
captacdo de energia luminosa, segundo Dhir et al. (2009), a mesma pode
ser reduzida pela redugdo dos contelidos de Ferro (Fe) nos tecidos, na
queda da eficiéncia das enzimas responsaveis pela sintese de clorofila
e/ou pela substituicdo do atomo de Magnésio (Mg) no centro das
moléculas de clorofila, prejudicando a producao desse pigmento e com
isso podendo afetar o sistema fotossintético.

Figura 18: Niveis de pigmentos Chl a em algas verdes S. subspicatus
apos 6 horas de exposicao as NP e MP CuO (média + desvio padréo;
n=3, * p<0,05 comparado ao controle do teste).

—~ 035

%

Ed 0,3

3

£ o2

g W Controle
= 0,2 =0,1 mg/L
s 015 =1 mg/L
'g}- 01 =10 mg/L
< B 100 me/L
2

o

(&)

Suspensoes - teste




84

Em relacdo & Chl b (Figura 19) ndo foram observadas alteragdes
significativas para NP CuO MTI, NP CuO-SIGMA MP e PANI, no
entanto foram observadas alteracfes significativas NP CuO-LABTOX,
NC e CuSO4 em relagdo ao controle. Melegari et al.(2013) também
observou uma diminuicdo no conteddo de Chl b em um estudo que
avaliou a toxicidade da NP CuO em algas verdes C. reinhardtii.

Figura 19: Niveis de pigmentos Chl b em algas verdes S. subspicatus apos
6 horas de exposicdo as NP e MP CuO (média + desvio padrdo; n=3, *
p<0,05 comparado ao controle do teste).
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Em relacdo ao contetido de Chl total (Figura 20), observa-se um
decréscimo significativo neste contelido para todas as NP e CuSQ4, ndo
sendo observadas alteracdes para MP e PANI. Segundo Saison et al.
(2010) em seu estudo observaram um decréscimo no contetido de Chl
total para algas verdes C. reinhardtii, que induziriam alteragbes no
sistema fotoquimico primario do fotossistema desta alga.



85

Figura 20: Niveis de pigmentos Chl total em algas verdes S. subspicatus
apos 6 horas de exposicdo as NP e MP CuO (média + desvio padrdo; n=3,

* p<0,05 comparado ao controle do teste).
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E por fim, para conteldo de Carotendides (Figura 21), foram
observadas diminui¢des significativas para todas as suspensdes-teste,
sendo que as algas expostas ao CuSO4 foram as que apresentaram maior
efeito. Os carotenoides tém como principal funcéo a protecao a dissipagdo
de energia excedente, entdo uma diminui¢do no nivel de concentragdo
podera acarretar danos nos cloroplastos, bem como nos desempenhos
metabdlicos. Diminuicdo no conteddo de carotenoides foi observada
também nos estudos realizados por Melegari et al. (2013). Lalau et al.
(2014) observou uma diminuicdo na concentracdo de carotenoides na
concentracdo de 10 g/L de NP CuO-LABTOX em um estudo com Lemna

punctata.
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Figura 21: Niveis de pigmentos Carot. em algas verdes S. subspicatus
apos 6 horas de exposicdo as NP e MP CuO (média + desvio padrdo; n=3,
* p<0,05 comparado ao controle do teste).
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4.3.2 Formagdao intracelular de ROS

Os resultados sobre a formagéo intracelular de ROS tanto para
NP e para MP ap6s 6 horas de exposicao sdo apresentados na Figura 22.
A taxa de geracdo de ROS foi calculada em relagdo ao FDA.

Com base nos resultados observa-se que todas as suspensoes
foram capazes de produzir espécies reativas de oxigénio apés 6 horas. No
entanto apenas a MP CuO ndo apresentou aumento significativo (p<0,05)
em relacdo ao controle. Observa-se que o maior incremento significativo
foi obtido nas concentracGes de 1, 10 e 100 mg/L. A NP CuO-LABTOX
(15745 %) produziu maior quantidade de ROS quando comparada com
as demais suspensdes-teste na maior concentracdo. Este fato esta
relacionado com a maior liberacdo de ions disponiveis (Tabela 4) no
tempo de 0 e 6 horas, maior instabilidade da NP no meio de teste (Tabela
5) e menor didmetro hidrodindmico (Tabela 6). Observa-se que a NP
CuO-LABTOX estava apta a gerar niveis de ROS préximo ao controle
positivo com CuSO4 (16416 %) em relacdo ao controle.
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Figura 22: Niveis de formacdo de ROS em algas verdes S. subspicatus
apds 6 horas de exposicdo as NP e MP CuO (média + desvio padrdo; n=3,
* p<0,05 comparado ao controle do teste).
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A NP CuO-MTI apresentou aumento no nivel de ROS na
concentracdo de 100 mg/L de 112+7 %, NP CuO-SIGMA de 118+2%,
NC CuO-PANI 126+3 % e MP CuO 109+11 % em relacédo ao controle.

Segundo Nel et al. (2006), o estresse oxidativo ocorre quando
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) perturbam o
equilibrio entre a pressdo oxidativa e a defesa antioxidante. ROS podem,
por exemplo, ser formado através de um radical de metal de transigao.
Metais de transi¢do tais como o cobre (Cu) estdo envolvidos na producéo
de ROS através dos mecanismos como Haber-Weiss ou reacdes do tipo
Fenton (MANKE et al. 2013; VALKO et al. 2006; YIP et al. 2005;
KNAAPEN et al. 2004). Espécies reativas como radicais hidroxila (OH®),
anions superdxido (O2e7) ou perdxido de hidrogénio (H20.) podem
induzir a lipoperoxidacéo, causando danos principalmente na membrana
plasmatica e cloroplastos das algas (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007; MELEGARI et al., 2013). A formacdo de ROS pode levar as
alteracdes nas funcBes celulares e nas propriedades fisico-quimicas das
membranas celulares, que perturbam as fungdes vitais (RIKANS e
HORNBOOK, 1997), além de reduzir a Vviabilidade celular
(OUKARROUM et al., 2012).
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Segundo Perreault et al. (2012) a NP CuO foi apta a induzir forte
producdo de ROS na concentracdo de 0,04g/L durante um tempo de
exposicdo de 6 horas para as algas C. reinhardtii, corroborando com os
resultados aqui apresentados. Melegari et al. (2013) avaliaram o estresse
oxidativo da NP CuO em C. reinhardtii observando um aumento de
190+£0,45 % no nivel de ROS para 1000 mg/L de NP CuO ap6s 72 h de
exposicéo.

Além dos danos plasmaticos e aos cloroplastos das algas em
organismos fotossintetizantes, a producdo de ROS estd diretamente
associada com a fotoinibigcdo e a diminuigdo da eficiéncia fotossintética
(NISHIYAMA et al, 2006), diminuindo assim a atividade do
fotossistema |1, prejudicando a fotossintese de alga. Este fato sera melhor
discutido na sessdo 4.3.3 quando serdo apresentados os resultados da
eficiéncia do fotossistema I1.

4.3.3 Eficiéncia do fotossistema 11 - Indice de Performance (P.lI.
PSII)

Aqui serdo apresentados os resultados referentes a alteracfes no
indice de performance do fotossistema Il (P.1. PSII) (Figura 23) em algas
verdes S. subspicatus apos 6 horas de exposicdo a NP e MP CuO e
controles positivos.

Todas as NP, MP e controles positivos foram capazes de causar
uma diminui¢do significativa na eficiéncia do fotossistema 11 (Pl) em
relagdo ao controle. Tanto a NP CuO-LABTOX como 0 NC CuO-PANI
foram capazes de baixar o Pl a apenas 2+ 0,2% e 2 + 1% respectivamente
de sua eficiéncia maxima na concentragao de 100 mg/L. A NP CuO-MTI
apresentou diminuicdo da eficiéncia para 34 +12%, NP CuO-SIGMA
9+5%, MP CuO 79+10% e PANI 55£12%. O Controle positivo com
CuSO4 foi extremamente téxico, sendo que na maior concentragdo 100
mg/L, a P.I teve valor 0. A NP CuO-MT]I apresentou menor reducdo da
atividade do PSII, estando este fato provavelmente relacionado com a
menor liberacdo de ions de Cu no tempo 0 e 6 horas (Figura 17), maiores
aglomerados (Figura 13), menor area superficial (Figura 15), maior pH e
por ser mais estavel neste meio (Tabela 8) quando comparado com as
demais NP. A MP apresentou reducdo de apenas 21%, sendo possivel
afirmar que para este parametro, a NP é mais toxica do que a NP. A maior
toxicidade da NP esta relacionada com os dados apresentados na sessdo
de caracterizacdo e também devido a maior bioacumulacdo que sera
apresentada na sessdo 4.3.4.



89

Figura 23: Porcentagem da reducéo da eficiéncia do PSII em algas verdes
S. subspicatus apds 6 horas de exposicdo aa NP e MP CuO (média +
desvio padrdo; n=3, * p<0,05 comparado ao controle do teste).
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A reducdo no P.I. indica uma fotoinibicdo sobre o sistema
fotossintético, decorrente da geracdo de ROS (Figura 22) e pela reducéo
dos pigmentos fotossintéticos provocando um decréscimo na eficiéncia
do FSII como mostrado nas Figuras 18-21, reduzindo a capacidade do
PSII em converter a luz dentro do transporte de elétrons fotossintético
prejudicando o transporte de elétrons entre o PSII e PSI, pois segundo
Maxwell and Johnson (2000) quando o PSII absorve luz e quinona A (Qa)
aceita em forma de elétrons, 0 mesmo ndo esta apto a aceitar outro elétron
até que este seja transferido para o carregador seguinte de elétrons (Qb),
mostrando que a diminuicéo do P.1. PSII pode bloguear todo o transporte
de elétrons entre os fotossistemas. Elfadl e Luukkanen (2006) observaram
que a presenca de poluentes como metais pesados em altas concentrages,
podem levar a reducédo do rendimento quantico da fotossintese e, por sua
vez, reduzir a assimilagdo de CO,, afetando o metabolismo da planta.
Além disso, segundo Rai et al. (1995), o cobre (Cu) foi responsavel por
interferir em diferentes locais do transporte de elétrons, sendo
particularmente em algas, o fotossistema Il, o local mais sensivel
(PRASAD et al. 1991; SINGH et al. 1991; RAI et al. 1996). Perreault et
al. (2012) e sua equipe avaliaram a formagdo de ROS e a inibicdo das
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atividades do fotossistema Il (P.l. PSIl) em algas C. reinhardtii ap6s 6
horas de exposicdo a NP CuO. Em seu estudo foi observado uma forte
formacdo de ROS e grande diminui¢do no P.I PSII para 13 + 12 %,
corroborando com os resultados aqui apresentados.

Portanto, com os resultados aqui apresentados e na sessdo
anterior, é possivel afirmar que a interagdo entre NP e MP com as algas
S. subspicatus é capaz de reduzir fortemente a atividade do fotossistema
Il e diminuir o contelido de pigmentos de Chl a, consequentemente
afetando todo o sistema de fotossintese das algas.

4.3.4 Acumulagéo de Cu intracelular

Aqui serdo apresentados os resultados (Figura 24) da
bioacumulag¢do da NP, MP CuO e controle positivo em algas verdes S.
subspicatus apés 6 horas de exposicéo.

Os resultados indicam que todas as suspensfes avaliadas foram
capazes de causar um aumento significativo (p<0,05) na concentragdo de
Cu intracelular quando comparado com o controle. O controle positivo
com CuSO4 foi 0 que causou maior concentragdo intracelular de Cu
(58,45+1,2 mg/g) de algas expostas. Entre as NP, a NP CuO-LABTOX
(53,12+1,43 mg/g) foi a que causou maior acumulagéo, seguido pela NC
CuO-PANI (47,09+2,43 mg/g) e NP CuO-SIGMA (43,40 + 3,73 mg/g).
A bioacumulagéo da NP CuO-LABTOX se deu devido a caracteristicas
especificas da mesma, e principalmente pela maior liberacdo de ions de
Cu no tempo de 0 e 6 horas. Dentre as NP, a NP CuO-MTI (21,49+4,23
mg/g) foi a que apresentou menor bioacumulagéo, fato este relacionado
as caracteristicas especifica mostrada na sessdo de caracterizacdo e
também pela menor liberacdo de fons de Cu. Com os resultados
apresentados é possivel afirmar que as algas expostas a MP (15,37 + 5,65
mg/g) tem menor capacidade de bioacumular altas concentra¢des de Cu
quando comparada com algas expostas a NP. Todas as concentragfes
apresentaram um aumento significativo (p<0,05) de acumulagéo de Cu
em relacéo ao controle.
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Figura 24: Concentracdo de Cu intracelular em algas verdes S.
subspicatus ap6s 6 horas de exposi¢do as NP e MP CuO (média * desvio
padrao).
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Os resultados da bioacumulagdo aqui apresentados podem ajudar
a explicar a maior produgédo de ROS e diminuicdo da eficiéncia do PSII
para as NP e MP. Como mostrado na Figura 25 e Figura 26, houve uma
maior producdo de ROS em algas expostas a NP CuO-LABTOX,
seguidas do NC e NP CuO-SIGMA, mesma sequéncia observada na
reducdo do P.I. PSII. Este fato estd relacionado com o aumento da
bioacumulacéo nas algas expostas. Segundo Verna et al. (2008), quando
jons de Cu* tem a habilidade de adentrar em compartimentos celulares,
0S mesmos tem a capacidade de competir com outros cations existentes
durante o processo, induzindo o efeito de ROS, e também, pode aumentar
a sua concentracgdo local e perturbar a homeostase celular, resultando em
toxicidade celular. Além disso, a diminuicdo dos pigmentos
fotossintéticos também esta relacionada com o aumento da concentracdo
intracelular de Cu. O aumento da concentracao de Cu intracelular ndo esta
somente relacionada com o tamanho das particulas e sim com seu
tamanho hidrodinadmico, estabilidade em suspenséo e liberacdo de ions de
Cu como mostrado na sessdo de caracterizagdo.

Alguns autores estudaram a bioacumulacdo da NP CuO em
diferentes organismos. Perreault et al. (2012) avaliaram a bioacumulacéo
da NP CuO em algas verdes C. reinhardtii e observaram um aumento
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significativo na concentragio de 0,04 g/L estando este valor relacionado
a grande formacdo de ROS. Tripathi et al. (2006), observou um aumento
significativo de ions de Cu*? em algas verdes S. subispicatus quando
expostas ao Cu*? e grande geracdo de ROS intracelular. Lalau et al.
(2015), também observaram um aumento na concentragdo intracelular de
Cu em duckweed Landoltia punctata expostas a NP CuO na concentracdo
de 10 g/L. Estes resultados corroboram com os resultados em relagédo a
aumento da bioacumula¢do em diferentes organismos expostos a NP
CuO.

4.3.5 Interacdo entre NP e MP com algas S. subspicatus

As micrografias de MET (Figura 25) foram obtidas através de
MET em algas verdes S. subspicatus apés 6 horas de exposi¢cdo a
suspensdes com NP e MP CuO e CuSOg4 na concentracdo de 100 mg/L.
Com base nas imagens, observa-se que a NP CuO teve a habilidade de
penetrar (seta preta) nos compartimentos celulares das algas S.
subspicatus e causar danos celulares (seta branca) apés periodo de 6 horas
de exposicdo. Autores como Wang et al. (2011), Perreault et al. (2012),
Melegari et al. (2013) que avaliaram a interagdo entre NP CuO em algas
e plantas, em diferentes tempo de exposi¢do, observaram também a
internalizacdo da NP.

Ao analisar as micrografias, observa-se que organelas, tais como
0 pirenoide, sofreram pequena diminuicdo de tamanho em relagdo as
imagens dos organismos controles. A populacdo de alga exposta ao
CuSO4 (Figuras 25-H) foi a que apresentou maiores danos celulares que
provavelmente causaram a morte celular. Estas alteracGes podem estar
relacionadas com a bioacumulacdo de ions de Cu mostrada na sessdo
4.3.4. Pirenoides sdo regides diferenciadas dos cloroplastos, que
correspondem a centros de formacdo de amido. Eles podem estar
associados a conversdo do aglcar em amido e é em torno deles que se
encontram, geralmente, os depdsitos desse polissacarideo. Observa-se
que houve uma pequena diminuicdo nos grdos de amidos das algas
expostas a NP, MP e CuSO4 quando comparado ao controle. De acordo
com Gouveia (2013), o decréscimo de grdos de amido em plantas
expostas ao cobre pode estar relacionado a alteracBes na rota de
biossintese das enzimas de amido do ciclo de Calvin, processo esse
possivelmente ligado a ativacdo das vias de degradacdo dessa atividade.
Esse fato pode indicar que a exposicdo a NP CuO afeta o metabolismo
celular da planta e consequentemente das algas aqui avaliadas.Figura 25:
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Micrografias das algas verdes S. subspicatus apés 6 horas de exposi¢do a
concentracdo de 100 mg/L de NP e MP CuO e CuSO..(A) populacdo de algas
controle; (B) Pirenoide da alga controle; (C) populagdo exposta a NP CuO-MTI,
seta branca danos biol6gicos, seta preta, presenca de NP; (D) populagéo exposta
a NP CuO-SIGMA seta branca danos bioldgicos, seta preta, presenca de NP; (E)
populacgdo exposta a NP CuO-LABTOX seta branca danos bioldgicos, seta preta,
presenca de NP; (F) populagdo exposta a0 NC CuO-PANI, seta branca, danos
bioldgicos, seta preta, presenga de NC; (G) populagéo exposta a MP CuO, seta
branca, danos bioldgicos, seta preta, presenca de MP e (H) populagéo exposta ao
controle positivo com CuSOs.
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CAPITULO V — CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento da nanotecnologia impulsionou o
surgimento de diversos produtos, dentre eles as nanoparticulas metéalicas,
especialmente a NP CuO, que sdo conhecidos devido a suas novas
propriedades fisico-quimicos devido a sua grande reatividade em virtude
do tamanho, forma e quimica da superficie (LEWINSKI et al. 2008). A
NP CuO, devido a sua aplicabilidade na composicdo de tintas anti-
incrustantes de navios (Saison et al. 2010) e a maior quantidade de ions
de Cu que podem ser liberados por ela em relagdo a MP CuO como
mostrado neste estudo, proporciona um grande risco de contaminagéo do
meio ambiente aquatico, podendo se internalizar em microcustacios de
agua doce, como a D. magna na forma de NP e em algas verdes S.
subspicatus na forma de NP, MP e ions de Cu. Metais tais como cobre,
sdo considerados contaminantes ambientais importantes pela sua ndo
degradacdo e persisténcia na cadeia trofica.

Com estas constatagdes, a hipdtese 1 que afirma: “se as
caracteristicas especificas, tais como o tamanho e area superficial, sdo
responsaveis pela maior toxicidade da NP CuO, entdo devido a isso, 0
principal indutor da toxicidade da NP s&o os ions liberados de Cu devido
estas caracteristicas” pode ser considerada verdadeira se levarmos em
consideragdo o estado fisico da NP. Com base nos resultados aqui
apresentados, a toxicidade esta relacionada a diversos fatores-chaves, que
combinados, facilitam a liberac&o de ions de Cu para 0 meio. Destaca-se
que a NP CuO-SIGMA, que quando em po, foi a NP com menor tamanho
(< 50nm) e a que apresentou maior area superficial (28,47 m%g em po),
no entanto apresentou-se menos téxica para todos os testes de toxicidade
empregados neste estudo quando comparados a NP CuO-LABTOX e NC
CuO/PANI, que possuiam maior tamanho e menor area superficial em po.
Com base nas micrografias obtidas apds a realizacdo das suspensdes de
NP em agua UP e meios diluentes dos testes de toxicidade, observa-se
que, devido a maior reatividade, a NP CuO-SIGMA apresentou maior
estado de aglomeracdo em relagcdo a NP CuO-LABTOX (tamanho em pé
50-100nm e AS 10,45 m?/g), isso fez com que a NP CuO-SIGMA atuasse
em blocos de aglomerados muito maiores do que seu tamanho em po,
diminuindo com isso a liberacdo de ions de cobre e consequentemente a
sua toxicidade, pois com os resultados da cinética de liberacdo de ions de
Cu nos meios diluentes, conclui-se que para as condicdes utilizadas para
este estudo, a NP CuO-LABTOX e NC CuO-PANI ionizam também
maior concentracdo de ions de cobre quando comparada, por exemplo,
com a NP CuO-SIGMA que em p0, apresentava menor tamanho.
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Com isso, podemos considerar também a segunda hipdtese “se a
toxicidade da NP CuO esta relacionada com o seu tamanho e forma
devido a sua maior reatividade, entdo quanto menor o estado de
aglomeragdo, maior serd a toxicidade da NP” como verdadeira, pois
quanto menor o estado de aglomeragdo, maior serd a toxicidade da NP
principalmente devido & combinacdo entre tamanho, estabilidade da
suspensdo e didmetro hidrodindmico que leva a maior interacdo e
liberacdo de ions de Cu, tanto no meio diluente, para D. magna, A. fischeri
e S. subspicatus, como também nos compartimentos celulares da D.
magna devido & presenca de NP no seu intestino e nas algas S.
subspicatus.

Portanto, os resultados mostram que a NP CuO (em diferentes
tamanhos) foi mais toxica do que a MP em diferentes niveis da cadeia
trofica:

e Foi capaz de causar efeitos de toxicidade em microscrutaceo de
agua doce D. magna que sdo consumidores primarios.

e  Afetou a emissdo de bioluminescéncia das bactérias marinhas A.
ficheri que sdo consideradas como decompositores primarios.

e Foitdxica paraas algas verdes S. subspicatus que sao produtores
primarios e base da cadeia trofica, podendo com isso, interferir
em todo sistema aquatico.

Além disso, é importante ressaltar que a NP e MP, por possuirem a
mesma formulagdo quimica CuO, possuem um registro Unico no banco
de dados do Chemical Abstracts Service (mesmo CAS number), no
entanto apresentam caracteristicas intrinsecas e efeito toxicoldgicos
muito diferentes. Essa constatacdo mostra uma latente necessidade atual
de uma correta e mais completa classificacdo de registro quimico dos
reagentes, uma vez que o tamanho do particulado deste reagente pode
influenciar na sua toxicidade e ndo apenas sua composi¢do quimica.
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CAPITULO VI — CONCLUSOES

Este trabalho teve com objetivo geral avaliar os efeitos toxicos da NP de
CuO e MP de CuO em diferentes organismos aquaticos, de forma a
elucidar qual o principal fator responsavel pelos efeitos deletérios sobre
estes organismos. As principais conclusdes deste estudo podem ser
agrupadas em dois grandes grupos, que estdo apresentados a seguir.

Quanto as avalia¢Oes de caracterizagao:

e Tanto a NP como MP foram caracterizadas em agua UP, e nos
meios de cultivo I1SO, M4, NaCl 2% e CHU através de MET,
onde foi possivel observar que NP e MP tendem a aglomera-se
quando em meio liquido, levando-se em consideragdo a interacdo
entre NP-NP e NP-meio diluente, através de forgas de atragdo e
repulsdo.

e Asandlises de DRX mostram que todas as NP e MP estdo numa
fase cristalina pura e com base nos picos dos difatogramas, o
tamanho do cristalito de cada NP e MP, variaram entre 25-39 nm
apresentando estrutura cristalina com geometria clbica de fase
centrada.

e Com base AS foi possivel obter que a NP CuO-SIGMA
apresentou maior area superficial do que as demais NP e devido
a isso, 0 seu estado de aglomeragéo foi maior do que as demais
particulas (micrografias obtidas pelo MET).

e Em relacdo a liberacdo de ions, foi possivel concluir que a NP
CuO-LABTOX liberou maior concentracdo de ions para todas as
cinéticas realizadas.

e Em relacdo ao Pz, observa-se que em cada meio de teste, as
estabilidades das suspensBes foram estatisticamente diferentes
do que em &gua UP, e a estabilidade das suspensfes esta
relacionada com o tamanho do diametro hidrodindmico e pH das
amostras, sendo que este resultado pode ser um interferente em
relacdo a liberacdo de ions de Cu.

e Observa-se que as NP possuem menor diametro hidrodindmico,
maior area superficial, sdo mais instaveis facilitando a liberacio
de ions de Cu. Observa-se que a liberacdo de ions de Cu foi maior
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para a NP CuO-LABTOX em todas as cinéticas realizadas e a
mesma se mostrou mais tdxicas para todos os organismos-teste.

o Nacinética de liberacdo da fracéo soltvel de ions de Cu no tempo
de contato de zero e 6 horas com o0 meio CHU, a NP pode liberar
maior concentracdo de ions devido as caracteristicas intrinsecas
das NP, potencializando os efeitos toxicoldgicos em relacdo a
MP.

e Emrelagdo & especiacao quimica, observa-se que o CuO tanto na
forma de NP como MP sofrem especiagdo com 0s compostos
quimicos presente no meio, formando complexos i6nicos,
interferindo com isso na toxicidade de cada amostra.

Quanto as avaliages toxicoldgicas:

e Numa visdo mais ampla, para todos os organismos testados as
NP CuO foram sempre potencialmente mais tdxicas que as MP
CuO.

o Dentre as NP testadas, para todos os organismos testados a
sequéncia de toxicidade foi sempre NP CuO-LABTOX > NC
CuO-PANI > NP CuO-SIGMA > NP CuO-MTI.

o Nos testes de toxicidade aguda com D. magna, observou-se que
a toxicidade esté diretamente relacionada com as caracteristicas
intrinsecas das suspensdes-teste que proporciona maior liberacao
de fons. Quanto menor o estado de aglomeracgao das NP, maior a
toxicidade. Através da MET foi possivel observar que NP estava
presente no intestino da D. magna expostas, causando danos
mitocondriais nas mesmas.

o Nos testes de toxicidade cronica foi possiveis observar que tanto
a NP como a MP afetaram os pardmetros reproducdo e
crescimento da D. magna, mas as NP apresentaram-se mais
toxicas. O NC CuO-PANI foi a NP mais toxica para o parametro
reproducdo. A NP CuO-LABTOX foi a NP mais tdxica para o
parametro crescimento. Nao foi observado efeito em relagéo ao
parametro longevidade. A toxicidade crénica em D. magna esta
diretamente relacionada as caracteristicas intrinsecas das NP e
MP e consequentemente a liberacéo dos ions de Cu.

e Nos testes de toxicidade com A. fischeri observou-se que a
toxicidade esta relacionada com a diminuicdo dos processos
metabdlicos da bactéria devido a fatores-chaves de
caracteristicas especificas que levaram a maior liberacdo de ions
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de Cu resultando assim na perda da bioluminescéncia da A.
fischeri.

Apds 6 horas de exposicdo a NP e a MP, houve uma diminuigdo
na eficiéncia do PSII das algas verdes S. subspicatus. Todas as
NP foram capazes de interferir no transporte de elétrons entre o
PSII e PSI podendo assim comprometer todo o processo de
fotossintese da alga. Neste caso, a maior toxicidade da NP esta
relacionada com os dados apresentados de caracterizacdo e
também devido a maior bioacumulacéo em relagdo a MP.

Em relacdo a bioacumulagdo é possivel concluir que a mesma
ocorreu devido aos ions de Cu e devido a internalizacdo de NP e
MP. As algas S. subspicatus podem bioacumular maior
concentracao de ions de Cu provenientes das NP do que das MP.
O aumento da concentragdo de Cu intracelular esta relacionado
com o tamanho hidrodindmico da NP, estabilidade em suspensao
e liberac&o de ions de Cu.

Houve um aumento na quantidade de ROS gerado nas algas S.
subspicatus expostas a NP e MP, com a NP apresentando-se mais
toxica. Isso esté relacionado devido a interacdes entre algas e NP
e MP e devido a bioaculumacéo de ions de Cu.

Com base no tamanho é possivel concluir que para efeitos
toxicol6gicos, o estado de aglomeracéo e com isso 0 tamanho das
NP em meio liquido é um dos principais responsaveis pela
toxicidade, pois devido a combinagdo com o Pz, AS e pH podem
liberar maior ou menor concentragao de ions de Cu.
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CAPITULO VIl - RECOMENDACOES

Com base nos ensaios realizados neste trabalho e os resultados
obtidos recomenda-se para a continuagdo e o aprimoramento dos

conhecimentos:

v

v

Realizar emblocamento a fim de cortes para MET dos
organismos expostos a NP e MP apds 21 dias de teste.
Auvaliar a bioacumulagdo em D. magna expostas a NP e
MP.

Quantificar a geragdo de ROS em D. magna expostas a
NP e MP apds o teste de toxicidade aguda.

Avaliar a atividade enzimética de D. magna exposta a
NP e MP CuO nos teste de toxicidade aguda e cronica.
Avaliar a atividade enzimatica em algas verdes S.
subspicatus em maior tempo de exposicao.

Analisar todos os cortes feitos com os organismos D.
magna e S.subspicatus com espectroscopia de raio —X
por dispersdo em energia (EDX) com o objetivo de
confirmar a internalizacdo de NP e MP.
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« In acute tests, CuO NP and CS CuO/PANI were toxic to D. magna and V. fischeri.

« PANI presented no acute and chronic toxicity.

+ To chronic exposition, CS CuO/PANI showed more toxic on reproduction parameter.
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The newest generation of copper oxide NPs (CuO NPs) is the CuO core-shell (CS), which has potential
applications in several areas (e.g. electronics and paint) and is able to provide a greater service life
due to its coating; however, its toxicity is not fully understood. The objective of this study was to synthe-
size, characterize and evaluate the aquatic toxicology of CuO NPs and CuO core-shells through acute and
chronic toxicity tests with the freshwater microcrustaceans Daphnia magna and to evaluate its acute tox-
Handling Editor: S. Jobling icity with the marine bioluminescent bacteria Vibrio fischeri. The NPs were synthesized by direct thermal

decomposition after being coated as a CS with polyaniline (PANI). With respect to acute toxicity with D.
magna, the CuO NPs and CS CuO/PANI presented ECs, values of 0.32 mg L' and 0.48 mg L', respectively.

Keywords:

Nay,.m,m,hgy For the tests with V. fischeri, the CuO NPS (ECsg_15min = 7.79 mg L') exhibited behavior similar to that of
w0 nanoparticle the CS CuO/PANI (ECs0_15min =9.05 mg L) after 15 min of exposure. Regarding chronic toxicity, both

Polyaniline forms showed a statistically significant effect (p < 0.05) on the growth and reproduction parameters.

Core-shell Based on the characterization and toxicity results, it can be concluded that both forms of Cu0 were toxic

5::}2(*;";:::5"“ and presented similar behaviors during the acute tests; however, after 21 d of exposure, CS CuO/PANI

showed higher toxicity to the reproduction parameter, highlighting the importance of a complete study
of the NP to better understand its toxicity mechanism.
@© 2014 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Inrecentyears, research in the field of nanomaterials (NMs) has
led to the discovery that dramatically different properties may be
present at this scale with respect to those of bulk materials (Curtis
et al., 2006). Human and environmental exposures to NMs are
inevitable because of their widespread use in many technological
fields; consequently, nanotoxicology research is gaining greater
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attention. However, the variety of NMs and the applications devel-
oped for these materials continue to increase, whereas studies to
characterize the effects of exposure and to identify the toxicologi-
cal potential of NMs are lacking.

The use of NMs may lead to contamination of aquatic ecosys-
tems by nanosized contaminants (Klaine et al., 2008). However,
the ecotoxicological risks of NMs are difficult to evaluate because
the mechanisms of toxicity of nanosized materials are still not fully
understood. Several physicochemical properties of NMs that can be
related to their toxicity have been identified through toxicological
research, such as their size, shape, composition, aggregation and
solubility, especially for NMs composed of toxic metals (Griffitt
et al,, 2008; Johnston et al., 2010).
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In the paint and textile industries, copper oxide nanoparticle
(CuO NPs) are frequently used in a polymer-coated form, also
called core-shell (CS), for their antimicrobial properties. The appli-
cation of antifouling paints on the hulls of boats is a commonly
used technique to reduce the growth and colonization of marine
micro- and macro-organisms, which are responsible for a decrease
in boat speed and an increase in fuel consumption (Almeida et al.,
2007). Studies of polymer-coated CuO NPs have shown that, in
some cases, the polymeric shell may potentiate the toxicity due
to an effect known as the “Trojan horse.” The polymeric shell can
promote intracellular interactions, which increase interactions be-
tween the nanocomposites (NC) and cells, tissues or organs, thus
increasing the toxicity of the NMs. An example of this effect was
reported by Perreault et al. (2012). The effect of the polymer coat-
ing (poly(styrene-co-butyl acrylate) (PSBA) on CuO NP toxicity in
the green alga Chlamydomonas reinhardtii enhanced the toxicolog-
ical effects of the CuO NPs. Saison et al. (2010) investigated the
toxic effect of CS CuO/PSBA NP on the green alga C. reinhardtii
and observed changes in the algal population structure and in
the primary photochemistry of photosystem Il as well as the for-
mation of reactive oxygen species (ROS). This study demonstrated
the ability of CS CuO NPs to induce strong toxic effects in algae at
the cellular level. Notably, neither the CuO NPs nor the polymeric
shell alone induced such an effect. This result indicates that the
morphological properties of NPs play an important role in the pos-
sible induction of a toxic effect in algae. The results from this study
revealed that CuO NPs are more toxic to algal cellular systems
when they are contained within an organic polymeric layer. There-
fore, both the chemical nature of the NPs and their surface proper-
ties may determine the toxic effects.

Conducting polymers are promising materials because of their
potential applications in multidisciplinary areas, such as electron-
ics, thermoelectrics, electromagnetics, chemicals, membranes, and
sensors (Bhadra et al., 2009). Among the conducting pelymers,
polyaniline (PANI) is one of the most studied polymers due to its
excellent environmental stability, ease of synthesis, low cost of
the monomer, redox properties, large conductivity range, and the
different redox states that can be obtained: the fully reduced form,
leucoemeraldine (yellow); the half-oxidized form, emeraldine
(blue); and the fully oxidized form, pernigraniline (purple) (de
Albuguerque et al., 2004). PANI can also be doped [dedoped by pro-
tonation, forming the so-called salt forms. The emeraldine salt
(green) is the most conductive form of PANI (Salvatierra et al,,
2010). Some studies describe the PANI CS structure synthesized
with Fes0, (Deng et al, 2003; Lee et al, 2007) and SiO, (Jeong
etal., 2011). However, few studies are found that describe the tox-
icity of PANL The cellular toxicity of PANI was evaluated in nanod-
iamond-PANI under in vitro conditions using human embryonic
kidney cells, and this study indicated that at low cencentrations,
the material can be used for bioapplications without a negative
influence on the life processes of cells (Villalba et al, 2012). In an-
other study, Yslas et al. (2012) assessed the ecotoxicity and terato-
genic effect of PANI nanofibers in Rhinella arenarum larvae and
embryos under controlled laboratory conditions. The results
showed a low risk potential for R. arenarum after acute exposure
to PANI nanofibers.

In this study, we synthesized, characterized and evaluated the
acute and chronic toxicities of the NMs CuQ NPs, PANI and CS
CuO/PANI (NC) by exposing the freshwater microcrustacean Daph-
nia magna and the bioluminescent bacteria Vibrio fischeri to these
NMs. Microcrustaceans and bacteria are good representatives of
different trophic levels, and they are widely used in toxicity tests
and as bioindicators in toxicology studies with NPs. The conducting
polymeric shell may reduce toxicity and chemical/physical degra-
dation and facilitate manipulation. These NMs were characterized
using X-ray diffraction (XRD), transmission electron microscopy

(TEM), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS),
speciation of metallic ions and zeta potential ({) measurements.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The following materials were used to synthesized the PANI and
NMs: 37% hydrochloric acid (HCl) and double-distilled nitric acid
(HNO4) from Merck® (Darmstadt, Germany); aniline (ANI) from
Sigma-Aldrich{St. Louis, MO, United States); ammonium persul-
fate ((NH4),S,05), ammonium hydroxide (NH40OH), copper sulfate
hydrate (CuS04.5H,0), sodium carbonate (Na2COs), sodium dode-
cyl sulfate (Na-SDS), and super-pure hydrogen peroxide (Hz02)
from Vetec® (Duque de Caxias, R], Brazil); and ethanol and acetone
from Nuclear®(Diadema, SP, Brazil). All chemicals were of reagent
grade and were used as received.

2.2. PANI synthesis

To 100 mL of HCI (15 mmol, in water) at 0°C (ice bath) was
added ANI (26.7 mmol), and then 100 mL of (NH4),5,05 (6.7 mmol,
in water) was slowly added over the course of 10-15 min. After
stirring at 0 °C for an additional 3 h, the solids that formed (PANI
salt) were collected by filtration and were thoroughly washed with
ethanol, acetone and water to yield a dark-greenish solid after dry-
ing at 50 “C for 48 h. The PANI salt was deprotonated with a 0.1 M
NH4OH solution and stirred for 24 h. Then, the product was
washed several times with water and ethanol and dried at 50 °C
for 24 h. A dark blue powder was obtained.

2.3. CuO NP synthesis

CuO NPs were prepared via a direct thermal decomposition
method with a few modifications (Das et al., 2013). The precursor
was synthesized by adding 100 mL of a 60 mmol NayCO; solution
to 100 mL of a 50 mmol CuS0..5H,0 solution, and the mixture
was ultrasonicated in a ultrasonic cell disruptor (Unique -
100 W, 99% maximum power) for 60 min at 60 °C. The resulting
precipitate was separated by centrifugation and washed several
times with warm distilled water to remove any possible ions
remaining in the final product. Then, the precipitate was trans-
ferred to a silica crucible and placed in an oven at 70°C for 12 h.
Finally, it was placed in a preheated muffle furnace at 600 °C for
decomposition. After 2 h, the silica crucible was removed from
the furnace and allowed to cool to room temperature, and the
resulting dark brown powder was ground and sieved.

2.4. CS CuOfPANI synthesis

CuO NPs were dispersed in 50 mL of distilled water containing
40 mg of Na-SDS under ultrasonication for 20 min, followed by
stirring overnight at room temperature. Subsequently, ANI mono-
mer and 0.5 mL of a 1 M HCI solution (as a dopant) were succes-
sively added to the suspension. The ratio between the CuO NPs
and ANI was 3:1 (m/m). (NH,)»5,0g (114 mg in 5 mL of distilled
water) was added to the system as an oxidant to initiate polymer-
ization. After stirring the mixture in an ice/water bath for 3 h, the
CS CuO/PANI were recovered by centrifugation and rinsed several
times with water and ethanol. The samples were dried at 50 °C
for 24 h. Finally, the CS CuO/PANI was deprotonated with a 0.1 M
NH4OH solution and stirred for 24 h. The product was then washed
several times with water and dried at 50 °C for 24 h.
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2.5. Characterization of the NMs

All of the synthesized NMs were characterized using X-ray dif-
fraction (XRD) over the angular range of 24 = 20-70° using a Philips
X'Pert diffractometer equipped with a copper tube (Cu Ko,
4=154056A). The zeta potentials of the NMs were measured
using a Malvern Zetasizer Nano ZS (ZEN 3600). Images revealing
the morphologies and sizes of the NPs were obtained using a trans-
mission electron microscope (TEM; JEM-1011 TEM microscope).
An inductively coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS;
Perkin-Elmer, Nexlon 300 D, Shelton, USA) was used to quantify
the total Cu release of the NMs. Sample solutions with a concentra-
tion of 125 mg L' in ISO, M4 and 2% NaCl media were acidified
with HNO5 and diluted 200 times. ICP-MS measurements recorded
total Cu at both 0 h and after 48 h. The samples for the zeta poten-
tial measurements and transmission electron microscopy observa-
tions were prepared in ultrapure water (UW) (1gL™"). The
speciation of CuO NPs in the medium tests was performed using
the program Visual MINTEQ 3.0 (Stockholm, Sweden). The concen-
tration was 125 mg L',

2.6. Toxicity tests

2.6.1. D. magna culture

D. magna Straus 1820 (Cladocera, Crustacea) was cultivated
according to the 1SO 6341 (ISO, 2012a) and DIN 38412-30 (DIN,
1989) standards. The D. magna culture was fed with the algae
Scenedesmus subspicatus (ISO, 2012b), which was cultivated in
CHU growth media (Chu, 1942).

2.6.2. Acute test with D. magna

Acute toxicity tests with D. magna were performed according to
1SO 6341 (15O, 2012a) with neonates (2-26 h) exposed for 48 h.
The samples were diluted with ISO media, and the endpoint used
for the toxicological evaluation was the immobility of the organ-
ism. The CuQ NP, CS CuQ/PANI and PANI stock solutions were pre-
pared at a concentration of 1000mg L', and dilutions were
performed from 125 to 0.12mg L™'. CuSO, at a concentration
range of 125-0.48 mg L~ was used as a positive control. ISO media
was used as a test control. The ECsy was calculated using the
trimmed Spearman-Karber statistical method according to the
EPA (EPA, 2002a).

2.6.3. Chronic test with D. magna

Chronic toxicity tests were performed according to 1SO 10706
(ISO, 2000) and Flohr et al. (2012). The parameters analyzed were
fecundity (number of neonates), longevity (surviving organisms)
and growth (length of the organisms) after 21 d of exposure. Each
test was performed with 4 dilutions, a test control (M4 media) and
a positive control (CuSOy). The dilutions were defined based on the
results observed in the acute toxicity test and followed a geometric
progression at a ratio of 2 from the concentration that had no effect
on the exposed organisms in 48 h. The CuO NP, CS CuO/PANI and
PANI stock solutions were prepared at a concentration of
1000 mg L~ and sonicated for 30 min (100 W, 99%). The dilutions
analyzed were 0.12-0.01 mg L' for the CuO NPs and CS CuO/PANI,
15.6-0.9 mg L~ for PANI and 0.12-0.06 mg L~" for CuSO,. For each
dilution, 10 replicates were used, and each replicate consisted of
one neonate of D. magna in an individual 50 mL beaker with a
50mL aliquot of the test solution. The tested samples were main-
tained under the same conditions as those used for cultivation.

Daily observations were performed to determine the number of
surviving organisms and the growth and numbers of neonates. The
results were statistically analyzed using a one-way ANOVA accord-
ing to the EPA (EPA, 2002b). A level of p < 0.05 was accepted as
statistically significant.

2.64. Acute test with V. fischeri

The acute toxicity test with the bioluminescent marine bacteria
V. fischeri (lyophilized) followed the methodology proposed by 1SO
11348-3 (ISO, 2007). This test determines toxicity based on the
inhibition of luminescence emitted by the bacteria after a contact
time of 15 min with the samples. The toxicity tests were conducted
under controlled temperatures with the Microtox® equipment at
15+ 1 °Cand the bacterial reagent at 3 °C. The ECsg,y smin Was calcu-
lated using Microtox Omni software 4.0. The stock solutions were
prepared at a concentration of 1000 mg L™, and the dilutions were
performed from 125 to 3.90 mg L', The CuO NP and CS CuQO/PANI
suspensions remained at rest for 30 min prior to the start of the
toxicity test to reduce the interference caused by the colored sam-
ples due to the loss of luminescence via the absorption or scatter-
ing of light, as recommended by CETESB (CETESB, 2001).

3. Results and discussion
3.1. Characterization of NMs

The crystalline structures of the NMs were examined by XRD
(Fig. 1A and C). All of the diffraction peaks from the CuO NPs and
CS CuO[PANI are consistent with the standard structure and can
be indexed to the monoclinic phase of CuO (JCPDS No.
89-5898) (Massarotti et al., 1998).The results indicated that the
products consisted of a single phase. Different peaks were observed
at 20=132.50° (110), 35.42° (002), 38.70° (111), 48.72° (202),
53.49¢ (020), 5827° (202), 61.52° (113), 66.22° (311) and
68.12° (220), which correspond to the different lattice planes of
the CuO NPs. This observation confirms the formation of CuO
NPs. Fig. 1B shows the amorphous nature of the typical PANI peaks
at 26=14.987 19.65° and 24.50° (Du et al., 2004). The amorphous
peak from PANI in the CS CuO/PANI was not visible in the XRD
pattern due to the small amount of PANI in the NC. The crystallite
size based on X-ray peak broadening was estimated using
Debye-Scherrer's equation (Eqg. (1)) (Deng et al,, 2003; El-Trass
etal, 2012):

| ki |
dik) = Bcos M
where k is an empirical constant equal to 0.9, 4 is the wavelength of
the X-ray source (1.5405 A), f is the full width at half maximum of
the diffraction peak, and ¢ is the angular position of the peak. The
average crystallite size calculated for the CuO NPs is 25.2 nm.
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Fig. 1. XRD patterns of synthesized CuO NPs (A), PANI (B) and CS CuO/PANI (C).
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TEM images of the synthesized CuO NPs and CS CuO/PANI are
shown in Fig. 2A-C. The TEM image in Fig. 2A shows that the
NPs are nearly spherical, with diameters ranging from 50 to
100 nm. Fig. 2B and C shows that both the agglomerates (2B) and
the isolated CS CuO/PANI (2C) are coated with a PANI shell with
a thickness of approximately 10 nm.

The zeta potential measurements revealed that the PANI shell
on the CuO NPs promoted an increase in the zeta potential and
solution stability values (Table 1). The pH of the UW for the NC
was larger than for either of the individual materials. In the M4
medium, the pH increased due to the pH buffer solution of M4. This
result is evidence that the NPs were coated by PANL

The ICP-MS analysis was used to quantify the total Cu released
from the CuO NP and CS CuO/PANI samples in the ISO (acute) and
M4 (chronic) media used for the test cultures with D. magna and in
the NaCl (2%) solution used for the test with V. fischeri at 0 h and
48 h (Table 2). Samples with a concentration of 125 mg L™ were
acidified with HNO; and diluted 200 fold before the ICP-MS

L8

LU
—

C

Fig. 2. TEM images of CuO NPs (A) and CS CuO/PANI (B and C).

SUSH
——

Table 1
Zeta potentials and pH (UW and M4) of the NMs.
NMs { (mV) pHin UW (1gL") pHinM4(1gL™")
PANI 17.03£313 631 8.08
CuO NPs 11.73£0.06 6.07 769
CS CuO/PANI 1280+ 0.25 6.55 7.84
Table 2

CuO NPs speciation in I1SO, M4 and 2% NaCl.

Toxicity tests Medium  Species % Of total concentration

Acute test (D. manga) IS0 Cu*? 37.903
CuOH* 3654
Cu,0H* 0.068
Cu(OH)uq 0024
Cuy(OH)* 2272
Cus(OH)}" 21392
ca” 0.491
CuSOsaq 1457
CuHCO3 0506
U3 11778

Chronic test (D. magna) M4 cu® 4717
CuOH* 2875

Cu(OH)uq 0121
Cux(OH)3" 14.05
Cux(OH)F" 65742
cua’ 0.062
CuSO4uq  0.188
CuHPOy,q 0018
CuC0s4q 11624
CUEDTA* 0441
CuHCOy, 0079
CuH;B0; 0028

Cu(COs)3~ 0048
Acute test (V. fischeri) 2%Nad  Cu® 55.021
CuOH* 2769
CuOH* 0.135
Cu(OH) 1677
Cus(OH)F" 10714
a’ 14.053
CuClag) 0526

analysis. The results indicated that the polymeric shell in the CS
prevented the release of total Cu by approximately 20% in both
the acute and chronic tests at O h and 48 h. These results suggest
that the polymeric coating PANI regulates the release of Cu ions
in the medium, thus contributing to an increase in the biocidal
activity of the CuO NPs in the NMs.

The Visual MINTEQ 3.0 calculated the ionic strength of the
mediums, where the value was estimated as 0.0304. The results
of the Cu ions speciation (Table 2) show that the principal species
formed in the ISO medium were from the Cu?* ions and complex
(Cus(OH)3" and Cuz(OH)3"). In the M4 medium, it was observed a
greater quantity Cu®* complex ions (Cus(OH)}* and Cux(OH)3)
were formed, followed by the Cu carbonate (CuCOs(aq)). These
species are usually found in aqueous media at high concentrations
of Cu Il and pH = 6, as described by Powell et al. (2007) according
to the follow equations (Egs. (2)-(6)):

CuO(s) +Ha0 — Cu** + 20H" (2)
2Cu* + 2H,0 — Cuy(OH)3* + 2H™ 3)
3Cu>* + 4H,0 — Cu;(OH)Z* + 4H™ (4)
Cu** 4+ €03 — CuCOs(aq) (5)
Cu** 4+ HCO; — CuCOs(aq) + H* (6)
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Finally, in the NaCl (2%) medium, it was observed a greater
quantity of Cu?* ions in solution. The Cu?* in ionic and complex
forms are present in greater amounts in all media used in toxicity
tests, therefore, the results of this speciation are directly related to
the toxicity results presented in this paper.

3.2. Toxicological evaluation

3

1. Acute toxicity with D. magna

The acute toxicities of the CuO NPs, CS CuO/PANI, PANI and
CuSO04 (positive control) were evaluated, and these results showed
that the CuO NPs and CS CuO/PANI presented high toxicity to D.
magna (Fig. 3A). The same concentrations of CuO NPs and CS
CuO/PANI were tested, and for both NMs, the concentration that
resulted in the death of 100% of organisms after 48 h of exposure
was 0.97 mg L~". The effective concentrations that resulted in an
immobility of 50% of the exposed organisms in 48 h (ECsg.sn) for
CuO NPs and CuO/PANI NC were 032 and 048mgL™", respec-
tively. PANI exhibited no acute toxicity to D. magna (ECsgasn Of
9921 mg L~"). As expected, the positive control for this evaluation
showed high toxicity (ECsoasn of 0.17 mg L™"). The no observed
effect concentration (NOEC) for the CuO NPs was 0.06 mgL™',
and it was 0.012 mg L™ for CS CuQ/PANI.

A similar dose-response behavior between the CuQ NPs and CS
CuO/PANI was observed. It was also observed that the polymer
coating did not significantly change the toxicological effects of
the CuO NPs, which differed from other studies reported in the lit-
erature. Perreault et al. (2012) reported that the high toxicity of CS
CuO NPs (CS of PSBA) was due to an increased capacity of the poly-
mer-coated particles to penetrate the cell compared to bare CuO
NPs, and Saison et al. (2010) reported that these same CS CuO
NPs have the ability to induce strong toxicity effects in green alga;
however, neither the CuO NPs nor the polymeric shell alone in-
duced such an effect. Based on these results, it can be hypothesized
that in the short term, PANI and their redox proprieties will delay
the permeation of this NC through biological membranes, which
are predominantly apolar. In our toxicological evaluation, we ver-
ified that PANI alone can also be considered non-toxic, and during
the tests, mortality was observed only at the highest concentration
(125mg L"), possibly due to the effect of the strong color of the
sample and the large amount of dispersed polymers in solution,
resulting in death of the organisms by inhibition of the locomotion
of D. magna. When PANI was used as the CS for the NPs, the NC
exhibited greater stability than bare CuO NPs and did not change
the pH of the solution (Table 1), which was then not considered
as a cause of toxicity of the CS CuQ/PANL

m

Our results also showed that the toxicity cannot be completely
related to the ability of the coating to penetrate cells due to their
chemical and biological affinities but that it can be related to the
size of the particles and the release of ions. Fig. 2 shows that
agglomeration increased the size of the CS CuO/PANI by a few
nanometers, but the toxicity between both NMs was similar.
Table 3 shows that the CS functioned as a physical barrier that
stops the solubilization of the NP core, thereby reducing the re-
lease of ions in solution and revealing that the cause of toxicity
is the sum of factors (size, release of ions, and biological affinity)
and not only isolated factors. Rossetto et al. (in preparation) ver-
ified that bulk CuO is less toxic and less soluble than CuO NPs,
and in this case, the toxicity was due to the size and solubility
of ions, and it was possible to observe that the CuO NPs can cause
mitochondrial damage in D. magna after a short exposure time
(48 h of exposure at the ECsp). The results of the control with
CuS0, which is a highly soluble salt, confirmed the high toxicity
expected of copper ions, and this high toxicity can be justified by
the fact that the Cu®* ions can compete with other existing
cations in solution on diluent test media and can increase the
toxicity (Table 2).

Several mechanisms can contribute to toxic interactions of me-
tal NPs with cellular systems. Heinlaan et al. (2008) also reported
the relationship between toxicity and the release of Cu ions in D.
magna and V. fischeri. However, Baek and An (2011), who studied
several metallic oxide NPs (including CuO NPs), reported that tox-
icity related to the dissolved metal ions was insignificant in Esche-
richia coli, Bacillus subtilis, and Streptococcus aureus, indicating that
the induction of toxicity by metallic oxide NPs can be associated
with the intrinsic toxic properties of heavy metals; furthermore,
the apparent toxicities of the tested NPs to bacteria were identified
as a function of particle toxicity. The actual toxicity of CuO NPs is
still not fully known; however, in our study, we verified that the
toxicity of CuO NPs to D. magna is not only dependent on the re-
lease of Cu ions but also on the size and properties of the CuO
NPs. The sizes and types of coatings are also related to the interac-
tions of the particles with culture media and with biological
systems.

D. magna are filter feeders of materials in suspension, and this
behavior, combined with the small size and solubility of Cu ions
and the interactions of intracellular CuO NPs, can intensify the tox-
icological effects. This phenomenon is known and identified as the
“Trojan Horse” effect. This effect was reported by Studer et al.
(2010), who found that the intracellular solubilization of CuO
NPs in mammalian cells was the major process in the toxicity of
this NP.
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Table 3

Total Cu ions measured via ICP-MS.
NMs Diluent Oh(mgL') 48h (mgL-')
Cu0 NPs 150 (acute) 112541188 9481764
CS CuO/PANI 91.13£2.76 78421345
Cu0 NPs M4 (Chronic) 88.86+7.20 109.98 4424
CS CuO/PANI 69.20£7.40 82711418
CuO NPs 2% NaCl (V. fischeri) ~ 82.74+6.34 nfa
€S CuO/PANI 66.22+2.32 nfa

3.2.2. Chronic toxicity with D. magna

Chronic toxicity (Table 4) was investigated with CuO NPs, CS
CuO/PANI, PANI and CuSO4 (positive control). After 21 d of expo-
sure, the reproduction and growth parameters were analyzed
(Table 5). No adult mortality occurred in the test control over the
21 d test period. The mean number of live offspring produced
per control parent animal was 147, and the minimum number
was 99, and these values are considered valid according to OECD
Guideline 211 for biological criteria (OECD, 2012).

With regard to the reproduction parameter, an increase in the
numbers of neonates generated in the presence of CuQ NPs, CS
CuO/PANI and CuSO4; was observed compared to the test control
(M4 media; p < 0.05). This behavior (increase of neonates) may also
be related to the organisms’ attempt to preserve species when ex-
posed to a stressful condition and can be related to an increase in
disposable Cu in media due to the release of Cu ions from the CuQ
NPs. Compared to the test control, the total numbers of births in
the NM dilutions increased over the two largest concentrations
(012 mg L~ and 0.06 mg L~") and decreased in the two lower con-
centrations (0.01 and 0.03 mgL™"). Although with the concentra-
tion of 0.01 mgL™' the number born was lower than the control
(p <0.05), more significant effects of CuO NPs were not verified,
showing that at these concentrations, the Cu will most likely inter-
fere with mitochondrial and enzymatic processes related to repro-
duction in the sub-lethal doses used for chronic tests. In our
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chronic test with CuO NPs, the OEC was 0.12 mg L' and the NOEC
was 0.06 mgL~! (Table 4). For the CS CuOfPANI, an increase in
births was observed in all the concentrations tested, making it
impossible to determine the NOEC from this NM. For chronic test
with CS CuOQ/PANI, the OEC was less than 0.12mg L™ and the
NOEC was less than 0.01 mg L~ (Table 3). With these chronic tox-
icity results, we can conclude that CS CuO/PANI was more toxic
than CuO NPs for reproduction, regardless of the results of the
acute test. With regard to PANI, a decrease in the number of neo-
nates was observed compared to the control test. This decrease
can be associated with high levels of PANI on the media, which
may have functioned as a physical barrier to the penetration of
light during the exposure time, thereby inhibiting complete devel-
opment of the organisms. However, CS CuO/PANI did not exhibit
the same coloration in solution, most likely because the PANI
was immobilized on the NM and was not completely dissolved in
the media.

Regarding the growth parameter, a reduction in the size of the
exposed organisms was observed compared to the test control
(p<0.05) at all the concentrations of NM tested. This decrease
was 8-14% for CuO NPs and 4-8% for CS CuQ/PANI when compared
with the test control. This size reduction can be associated with the
poor quality and quantity of food during the test due to the toxicity
of CuO NPs to D. magna and to S. subspicatus (food for D. magna).
Several reports (Wang et al., 2011; Perreault et al, 2012) have
shown that CuO NPs are toxic to green algae, such as C. reinhardtii,
and that polymer-coated CuO NPs can result in intracellular inter-
actions between the NPs and the cellular system of the algae. De
Schamphelaere et al. (2003) reported that Cu toxicity can be attrib-
uted to the dissolved Cu®* ions in the media for the green alga
Pseudokirchneriella subcapitata. Although Cu is an essential micro-
nutrient used in enzymes involved in several metabolic processes,
Cu ions may affect organisms negatively at concentrations higher
than physiologically necessary, and long term, sub-lethal concen-
trations of trace metals may cause changes in growth, life cycle
and reproduction in freshwater invertebrates (Timmermans,

:?\II:‘CI:\: (reproduction and growth) toxicities of Cu0 NPs, CS CuO/PANI, PANI and CuSOy in D. magna.
Tests CuO NPs CS CuO/PANI PANI CuSO,4
Chronic toxicity Reproduction Growth Reproduction Growth Reproduction Growth Reproduction Growth
OEC (mgL ! 012 0.01 <0.12 001 7.81 1.95 0.06 0.06
NOEC (mgL ') 0.06 <001 <0.01 <001 312 097 - -
Table 5

Behavior of D. magna in chronic exposure (reproduction and growth) to Cu0 NPs, CuO/PANI NC PANI and CuSO.,

Samples Concentration (mgL ') Reproduction (no. of neonates/SD) Growth (Length: mm)
CuO NPs Control 23.11/1.51 5.0/0.1
0.01 23.05/1.64 45/04
0.03 24.47(8.20 4303
0.06 23.47/3.60 44f03
012 26.22/4.21 46/02
CS Cu0/PANI Control 23.11/1.51 50/0.1
0.01 25.40/46 48/02
0.03 26.36/4.01 45/03
0.06 25.02/4.72 45/04
012 25.45/3.19 46/03
PANI Control 13.50/2.38 47/02
19 14.64/167 42/02
39 12.98/2.00 41/03
7.8 11.05/1.94 4.0/0.1
158 10.91/2.19 3.6/03
Cuso, Control 23.11/1.51 5.0/0.1
25.46/4.06 46/06




130

Ana Leticia de O.F. Rossetto et al /Chemosphere 108 (2014) 107114

1993). De Schamphelaere et al. (2004) showed an increase m
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predictive copper toxicity model for the green alga Pseudokirchneriella
Environ. Toxicol. Chem. 22, 2454-2465.

reproduction in D. magna fed with cells of P.
to copper at 70 pg L™, confirming our results that also showed
an increase of neonates 21 d after exposure. For the test with PANI,
a decrease in growth of 4-22% was also observed compared to the
test control.

3.2.3. Acute toxicity with V. fischeri

The initial concentration tested for the CuO NPs and CS CuO/
PANI was 125 mgL~". When comparing the results of the Cu0Q
NPs and CS CuOfPANI (Fig. 3B), a mild decrease in toxicity to CS
CuO/PANI was observed (p >0.05). This reduction can also be asso-
ciated with the encapsulation of CuO by the PANI shell, which
inhibits the release of Cu ions in the medium (Table 3) and in-
creases the particle size due to the coating, modifying the reactiv-
ity of the particle. A filtration procedure (0.45 pm) was performed
to ensure that the color did not affect the results. It was verified
that this process did not interfere significantly in the toxicity of
the particle, as one time the results presented values that were
close to ECsg 15min (Fig. 3B), and the NM also had a smaller size than
the membrane pore used in this filtration and could pass through
the membrane.

4. Conclusions

CuO NPs and CS CuO/PANI were synthesized, and the character-
izations of these materials confirmed the polymeric coating of the
CuO NPs with PANL Our study showed that the CS of PANI de-
creased the release of ions, which may subsequently prolong the
working life of the particle and the potential toxicological effects.
When our results were compared with those from other authors,
it was evident that there is a difference in sensitivities among crus-
taceans, algae and bacteria. Our study demonstrated that D. magna
and bacteria were more sensitive to CuQ NPs than to CS CuO/PANI
in the acute test; however, for the chronic test (D. magna) in the
reproduction parameter, CS CuO/PANI was shown to be more toxic
than CuO NPs, highlighting the need for short- and long-term
testing to better understand the toxicity of NPs.
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mophic Evels, and they am used widely in Dxiaty 55 and &
Bibdnicains in tavkoloy shudis with MNPt The present sudy evaus-
ad andcampaned acme and chranis toacities of Qo in NS and MPs by
exposing freshwaer micoonustomn Dapheky moges and manne
Bactesia Vibris frkeni o S mae sl AdStionally, Sis shudy nwes-
g physical interacians of Col) NS with [ g using it and
SanEMERon el omonic MToRples todeteamine the peerason of
Cus) MIPs vty Shis angnsITL

2 Mamerials and methods

2L Gosndmils

[a ] e s o i rcam MATT Canp | Rachamicand,
CA) and, mﬁgmnemﬂ'mﬂ; had an awmE sz of
3040 ren ared 3 AT SR Sanci amdursiores: o Do) rarmcE -

ke where prepared in ubte pure waer | 00 mg L") and sonicated o
k] gan el disngptar {Unigoe — 100W)at 56 of i

[T These e s inthe darkar 4 T The
Oy AP v e ol ained fnam Vieter (R o Janeino, Brael ), and the I po-
mity was S Stork plutans of Col MPs we prepared 213 concenta-
o of 00 mg L, wihich wias analogok io e sock sdusans of MP5,

P LY C— desing sclusons of 2 g L~ inulrapore:
water. The surfice amas of S anginal NP and MP powders were
detemminad using 3 NOVAR surfce ama analyzer | Quanachrome
IrestTumenis) and methodology based on pecedures desmbed by
Wbt aned O { 1567, The arytallie size wis detenmined by X-my dil-
fracson (XRD); X-ray diffracogoms wer mosrdad in the angular
range o 28 = - with 2 step size of 005 and 2 ome sepd 13
using 2 Philips XFert diffacometer squippad with 2 copper fube
{Culer, & = 154056 AL The mean crysaline sie |0 was cakoolaned
for each types of Cod) particle usin g the SchenerEg. (1)
0am

=] m

e b i e o e h,f b fe fol-wicsh at haE-maomum
off e patineciphe pesa i in radians, and 8 & half of the diffo cian ange.

23. Tawdchy iesss

23.0. D magna culure

Dumggnn Smus, 1530 | (adocem, Crustacea), wa s coltvated acoond-
ing o ESOE34T {150, 2012 ) and DN 3541230 (DY, 1589) protoooks.
Tihesee IMBOTOr sk ceares we e cultiaied inlos of 25 to 302 duk or@n-
e in M4 oultare mediom in 21 bealers with diffase lumnosity, 2
photopericd of 16 h of Bght and 2 contralled temperatue of 20 &
2L The D magnn cture ws S with alge, Soemedenmes sabepinges
(50, T12h), which wer cultvated in CHU growth mediom | Ch,

154} | Suppilsmertary Table 51)

232, Anuir ity st wish 0. maga
Aome s widh D e P acconding to

0 5340 (150, T2 ) wath meona e | 3-26 0 ) evpoeed far 45 e The am-

[l e it in e conssmred water called 150 media 352 mg L

Cally B0 SEE4 Mg L' MgE0, THAO; 454 mg L~ N0 B 24 mg L

LA At A of 20 4 T “Crwithout

Thee e Mepoint mesd l:rnermnﬂe-g;l:d ewalimon was me

of e ofgantem. Toui iy e were perioemed in 50 mi beaiers by ox-

Bt e s soiusons of MPswies not oanicaed The gH 4
with ap 2 muiltip PH anahzer | Consant C535
Beigim ), for 0. mogma and V. fcherl The salindty 'wa s measred with 2
‘salinity wfracomeer {Impac IP5-10T, Bazil), and V. fches | NERL B-
11177, mcently named Althibrks fiokerd) was purchased fram SH0E-

[P F 210 oo [per difmon. The NP and M P sioci solusions wene:

dara oo 2000 gl ", and dilusions wene peepaned
l'crnzﬂl:l:lnzﬂ:lnql . Oy N 3 concent@Son range of 125 to
042 mg L™ " was used 25 2 poaitive conmo] and 150 mediuom was ueed
as a ne@ove contml. The ECy was calolaed using e mimmed
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AL ot ot il | Sl of e Toted Ervtorsmme 430 (2014] BF-A14 E

Sjpaanman-i arker stasone al method accosling o BPA S -R-E-012
{EPS, 08 )

233 Chraric iy test wish D magan
(o taicity tests wierne perioem ed acooeding i IS0 10706 (150,
2000, and each argnkem was fed with § ssbspicnses (5 = 10° olis
perimainidual argniem). The fecundty of } g
ity {of sureving ceganisms) and gowsh (arganism length) were
aralyzed afer 2] days of Eachitest wasy with di-
s a el { Wk a3 jpecedit e coininall { Do 0y )
These dilutions, dsfined according i wslts obaened in S acue -
ity test, ag with 2 rago of 2 ganting
from 12 concenmation Sat had o el on the exposed AT
e 45 b The NP and MP 5ok solut o wiere peepaned 213 conoenis -
than of FO0mg 1. The diluiions were 750 i 079 mg L ™" for MPs,
E25 10 7E0mg L~ for WP ard 006 mg L= for Cus, For each dilu-
than,, Sere were 10 replicaies Sat each contaned one neonaie of
. s i o | 50 mil Bea ler Each Beaiosr race e anialigoot
of 5 m Lod test sohuson. Test S mples wiere maint in ad under the same
as hode uned o« e, e huminodty, 3 phods-
jpemiod of 16 handa tem perasore of 30 4 2 “C During the st on@n-
e were e with 5. subpdonies 2lgae cultvaied i CHU gows
e, and e medim ws changed sy 45 B
Dy o wem pedfanmed to

e mimiber of
Surdving o the growsh amd umber of Resuls
we analyzed sastically using cne-way ANOVA according i EPA
EZ1-R-02-00 (EPA, 20E ). A kv of p< 005 wasaoospied 26 stiii-
cally sgnificant.

234, Ane iiclty it wish V. flsched

The acwie Tondty st with e bichaminess st marine facena
V. fischend {yoph lized) was performed acoording tothe
[prapeaead By B0 113483 (50, 2007 ) and MER 15401-2 (ABNT, 2002 )
Samiples were dilued with 25 NaOl This et wias weed o detenmine

baned on inhibition of bominsoence: emited by Eacteria

afer contact times of 15 and 30 minfor each sample (ECy, g un 86
ECuy, w1 i TeSpecively) Toudiy ess were conduoed under
comimalied Empe@ires n 2 Mook squipment 2 15 4 1 °C for
expoeures and 3 “C 4 3 C for e bacenal reaagent The ECau % min
amed ECa, i puiny e Cabonlated 2 Micraticar O v. 4.0 sofrarane:
AR Ervsrommmenital — Carkbad, A, USA)L The inftlal oomos niration
arahyzed for MPs wa s 200D myg L, whemas for MPs, Se inital ooncen-
TR wis 4000 my L. The dilnions tesied for MPs were: 1600, 1000,
657,500,333, 750, 167 and 125 mg L, and the dilusans tesed for MPs
e THOO, 3000, 1333, 1000, 557, 500, 333 and 250mg L. NP and MP
SUNERSECIONE I T J et for 30 min priar o e stas of Se nai iy
it foredire S e cased by sample oo, de, the boesad
I soe e resultng from e sbeorpion or scerng of Bgh, 2
recam mended by CETESE L5227 (CETESE, 3001 ). The supsmatnt
was e i S s

J——

2.4, Amatysis by Mgkt micmsmpy

[, g O TS "W e i P aned MIPs for the ECn, an
amay and foedin a sowson of 2.5 dilured inphos-
m:u-:ﬁn.zu:.pnz.ramau*cmumm
T MiTEs were washed wace for 10m N in phosphae boffer {0.28)
| Durigues ot al, 001} Mex, Se fned ofgan oms wene derpdrated
thmugha gradient of efand sodubons |30 o 10E) whene the con-
cemiramion was changed evary 15 min except for e 100 sfhanad,
which was changed twice Then, the material was pre-infossd
with a 121 miwere of 1006 athaned and Hisoesin | L Histoe:sin,
Heid g, Gemmany) for 24 b shomthy hereafter, samples were infil-
e wath pre Hisonesin for 24 b The indsion was perionmed in
ibetio-mmicdds for 2-3 b2t nom femperamre. S e O Wi
manmal paraffin microome (LEICA RM 2135) figed with 2 tungeten

limitfe. Sample sactions {5 pm) weme dhasrved and photographed using
an Oiymmpas Bght mioosoope Sysiem with ima g cpere cpabiliny
and a digital camera | Ghyrmps Q-Codor- 30, Amenica Ind .

25 Anaiyss by electronic micTascpy — TEM

nmmmmeaumnmm.hm’
e fined in 2 sobm
Iyl im0 um.:map:mpnz. lm.r..m.-ﬂ::m.
sepwras fallowed by 3 weashes of 10min 23.ch wath S same bufler,
Then, the maenal wa post-fived in 13 comiom temokde | O0y)
i CL1 A scufiem ca oyl boufler, pH 7.2, for 2 h 2 rodm e mperamre.
The materil was washsd in 0.1 M aoodplae bofler 3 pH 7.2 {3 =
100 i ) aned a gedent of anetore Soom: |30E,
L, TK, SO and Imhhmmsmmwmmmﬂﬁ
0EE acetome, which was changed mwice afier 15min per defpraion.
The defydmied samphes wer infiloaed with Spum resn by using a se-
quence of SOlutons With INCne Sng ConceNTalions of Spum inaosane

wath 100 acetane 320 resin (4 b, 20 (4 h), 10 (4 h) 12 2 {4 R)
and 13 (4h), ﬂlﬂ-mlﬂ-mlﬂ'ihﬂd‘u-ﬂ.‘ The masenal
an oven 2t 7O T for 24 b Wima-

m‘ﬂnummaﬂemm;a diamond e and contrasted with 23
umry acetae for 10 min in the dask and, subeequeniy, with 15 lad
aimate for 5 min. UlTathin sactions were cbsered and phatographed

uEing 2 JEOL {JEM) 1001 tenemisson o eoinn miCnempe 3 the
Cenitral Labworasnary o Elaomon Micoacopy | LOMEARFSOL

1 Reaulbs and dicouscion

3Lk { NP O MP sa5pens

The sizes and % i aggh i s TEM and
M LFEG (R 1) Acrrding o TEMand Mnmgmnﬂu-
g NP szewas T0-300 e, aned the a

wasgreaer fan ijnsuﬂsmrrqntd r..'l'qu'ldsa:
e i Shat MPs {Raeemets of al, 2008 and have sugesed thar
he size i one of the bey Baoors influsncing the tonceflecs of NP The:
surfaces and sres of paniches wer evahmed from FEC-TEM micrgraphs
off oo I6IP: | Pz 1B s e o AP | [P 110 T NP stz e 5 iy
with many camoenstics, sch a5 surface propenses; sdubiling and
che:mical rea ooty and ime charane sisnos 2 ot interactons betareen
nanomaterials and biomdecols tha subeeguently influenoe e
manaeanodkoga | Befaiar of NS In wino | Zhao all, 2007 | The sariace
areas of Col MPs and MPs in his study wer 5.38 and 250 m* g~
. T Pz for dhe inotal sdhwiors of NPs and MP wer

K13 mV jmoee unsabbe) and - 3368 MV, m ety The hydmdy-
i diameiers of She NPs and MPs wer 302 4 3137 nmand 1539 4
5 pm, respeoiely, and the NP disnbaion i shown in Bg £

The: average onysalite sipes of She two types of (ol paric ks wer:
caloulated froen X-ray diffraciogram s {Fig, IF ). From the obtined dif-
Qorhan pealis, it was ewident Sat these ol MNPs and Col MPS hawe
aysaline smocres with face-centened cobic grometry. The 2o
aysaliiie sz wer calonlaed using expression | 1) o c@inaeoy
s of D=z 3847 4 395 nmand [ =3 3548 4 433 nom for NPsand
MAFS, respecmely.

22 Qeamtifirasion of the fee franton of Cn bes

The free fmoson of Co ks in these samples was gquantified using
CFAAS; Col MP: and MPs reegeed 251 4 002 and 037 4
0O0E mg Co L™, respeactivedy. This nesult indicates that Se intmnsic
charac iemstics of Nk enable Shem o reéegse 3 geater amaont of Co
iperes ity spdumon com pRed o MPs Shietal (2001 ) reported Shat e
sciubility of Co0MPs changes with pHand ghe pressnce of oher s
Aooording i 5hd et 2l (3001 ), the dizsdhtion of Col NPS inoreases
wath time cvera 2 day pesod; within 424 after She addtion of W
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V(2 SOUSNL BT . W, | S
® T = o

VD IJ OS2 oOoLT
>

T . EM rruges of Cu0 N6 (A) and CuO NP (8] i lr s wae: SENG JEC fomaqpen of G0 MNPy avad Cua0 NP (C] e € VP (D] I sitmaguew wame. () Msergram of the bydm-

dyramic damwer dordnsan of Px F | Xy dfhacogramaof the Qa0 Nhand CuO M

moe than 81X ofthe o) solible Co ks released According © (livero-
Vedeletal (2008) the presence of the nutnen ! sdutbn can Inora e
Cu'* dssolusion because camplexaton of Cud with Sie nutnent may
poduce chemical =acsons SatQoitxerhe sodotsiization of o subd-
stnces fram Se soiid matay i the aque ok phase Thus, these resals
=i drec Sy © e presenied in Secoon 33

33 Taxtobgca evakacon
331 Axe tocckty wik D magna

The resulss of e ECy; wndermmaon for Cod NP, QD MR and
CuS0, am presented in Table 1. These resuls indicate St Cud NP

were 30 times more 1o0c than Cud MPs. The conoenarat Dns thar = guit-
edin 1008 morRality of arganisms Afer 43 h of exposux (Fg 2) were
125 mgL ™" for NPs and S00mg L~* for MPs The no-olsemvedefiet
comcenration {NOEG for NPk was 75 mg L', where s the NDEC for
MP: was 312 mg L7 ', These results demonsoate hat MPs behave
diffe = ndty fram NFs, which rela tes drec Sy 1 ECy) g n FOr e positve
conmol QIS0 the concenranon tat yiesdad an arganism mornlity of
100X after 43 h of exposure was 015 mg L}, and the NOK was
00195 mzL™". The pasitve contral mveals that D. magng 15 very sendi-
twve 1 Cutons which can be explained by compesion besween exisang
cagons in the ditoent medium of the test St Incesed Te DAY
of Cu
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AL, Boaart wal | Scima of d ot Ervvroremms 431 (3014) &F-214 L

Rmssitn of i and chrn i Gy e, Efiecive con aeradons. o s ey as 48 b D) and Wfacson

Loy, ] o

rnopartrie and CO micopastcie b 21 day b chrmne ety L ol i s & S men (10 mploos | 4+ s dedaon

Sapie Aouw Chrmic
Bl (g L] Concmramaimyl 7] Reprrschicrior: Mo of st et lemgeh | orm | o ngeety- Mo, of mevison
[ Coreemi 18+ 2 A 4 011 1+0
a8 17+ 2 448 4 0w’ 1+0
= 4070 13 1843 442 + 0w’ 1+0
38 B+ 7 4m + nz” 1+0
TR EES AT 4 0w 1+0
M 0 [ 8+ 2 L 4 011 1+0
78 1942 481 4+ 04452 140
ImE 1832 =5 \my T a3 3 om" s+ amn
2 4 T 473 4 04" 141
= 15942 444 4 04" 08 4+ a3l
s, Coneemi 15+ 2 A2+ 011 1+0
010 +0.3% o T+ 4 A7 + 044 140
" difer (p= Q).

O — obvmrved sifec: cceiraion.
* MOREC — o cimerwsd afect conomeracon.

Thhe effiecss o in O SEdy are CondE T with Hhise present-
edbyHen Banetal {200E ), who reported ECy, gk alusof 32 mg L~
fior Cold NP, 1548 mig L™ for Cu MIPs and 0L17 mgll ™" for CuShy.
Bilincva of al (7000) abo presenied pacty valuesof 26 mgL~" for
Col MPs, 12 mg L for ColMPs and 007 mg L™ for CuSly, The di-
e macess v e e iRy i e ovumd] i ks oy and mhose ciied
i smdies fom the Eramre may relae o disrepances of szes and
soriare areasod the evalned KPS and the relegoes of Co bore from the
st media, which oraurs theoagh an oo Son =action doe i dissoked
coryghen | D ) i e st e . Elincra ol {2000) mpaned Shat fhe
tooscity of Dol NPs in river water i relased i dissobosd metl ko
Hiowewer, Bark and An (2001 ), wiho e hoxed Qo MP5, M0 NP, Znd
NPz and S0y NP5, reportad thar the ooty relaed fo discodved
el (s i inskgn Hontwith espeoito Echesoki cod, Banilles sskeitic
amd Srepdinoanoes g, indicating that the induction mechaniam of
towkcity of e NP kst ot folly o Addisonally, Se oomela -
tiom b neen towicity and e bicawa ilability of Co bons n media can
b eplaimed by ghe iact that D magma k3 micorostacean filver feeder
of supended maenak

Light misronRcoqy Mscngm phe | R, 34 and C) show e presnce of
Ewcith rypes of pamicks in e misdgor of 0 s, The oross-secmonal
mages of I mogm after 42 h of sgposme © S ECuy @ b Show the
[presence of MNP insidethe midg by Bghtmicroamogry and e pesence
o agrlome e of Culy NPz | Py 38 ) by TEW. Howe e g them wis gras -
e szl 3 ok son of NP compa e d with MPS in S emidge. The in-
s of MPs 25 whell 35 she dinen comict of I, magma with MPs | which
hawe greater sudace aea and release mare Cu bons than MPs) may
[podemmate tovkoodogical effsntsin the diluent test. The dhoee contact of

EuORF
Latell g
B oparcd

1B Ta I%G6 312 e25 12% IS0
mg L'

Wit 2 Survivall o £ e wepscv o o) WS el 10 e 38 . Wl s e e el
3 e e df Srepllcoe 4+ sancden] d s,

P with e midz wall may 3 cosferate e induoton of touockogc al
pocece sses through the mlease of Cu kons directly i the midgur of
D gy vy oty T MR D AT

Micchomdnial damage cbserved in all arganismes expoeed i Col
Psom TEM micrgraphe | S1@ not shown ) can be eilaed to She gener-
amion of reacive coggen Specks |ROS) Shal can inisate DMNA damage
Hoserer, Sils evaluanon isnot cand isive, and fonther imvesti@ Sorns
shiomld Be o onduced fo e e &k e

232 Aol imdcly with V. ks

Thee iniltial NP 2 md W P oot ramsones i s st whene 000 a
4000 mg L, respectely. The ©an s son-dependent beh o of
NP and WP Coll i dhown in Fig- £Aand B Th e NPs induced 3 substntal
derease in biolumine scence in Cam partson 1o MPs Using e inigal
conceniraiys of MNP and MP and the 150 11348-3 (50, 2007)
stndard, BC,, walnes for 15 and 30 min 2 shown The KIPs had an
sy, 1% oo of 248 4 5630 | 240) and am BCan iy min of 2576 4
MEmFL™ ' 12X The MPshad an ECa & min of 24086 4 2774
(EDL 1K) and an ECy i i of 14929 4 244 Tmg L™ {3552X) Doe
o e presence of Coor in e samphss of ol MIPs and MPs and e
need i e e Supennatan t|dean exmact | for performing s, Co
‘O NI IS0 N Spe A s where esnmated by FAMS. The values db-
tined i ek Son 1o inita] concena S wer 1.5% (U mg L ior
NPz and 02X (3805 lrgl_" § for AP e comeshcler necingg thess wa b
o caboula e the percentage of the By, with asailabie Cu in the supsma-
it S the v bues woinld be mich lower than Sose = poned abose.
Howewer, in these tests | under bodh NP and MP condiilons), Qo NIPs
e B Himes more touk n s of ECayy 15 min. aNd Jpprocimaisy &
0T 5 e s i e of B, sy iy Mo v 10 oy MAPS. The Co-
sensor baceria showed Shat tavaty oV frken] enposed to Cul NP
was Large by explained by sciubbe Co o |Henlian etal, 2008 ). This
eltvnditiom b o of She s oot o for S Daloity i onesta-
ceare, akze, fish, bactenia and V. ke | Bondarenko ot al, D13) The
Cufons can ineract with V. fschesl resulting ina deorease in biokumi-
mescemce. The Declumine scence i 2 result of 3 compl ex chain of Bbeo-
chvmibca | rea oo, wihere redoced flasin mononr bandde (FMNHz )L
bong-chain Gy acd akdshyde and hocferase am de key players
| Miorzim e e all, J00E). This special pasay mwesNADH asa colaoor
and & inminscally inked to e cenmral mes baliom of the: mioDosgan-
o |Hasminggs =t al, 1957 ). This, Mmﬂw:am&-
o o S inhibition in ba.cerial metabalic actiity and proparsonal o
e towicity of i Smpl | Bulich, 1982

T SAEO o 52 I 10 e P NT IFan s, e SO e i, wihich
can aiflect e Jygoameramon of Col Nk Bufler o al (2001 ) showed
Hat in sswater, NP dame s inoessed sgnificanty within seveml
days, and the Suspension became more unstable due D S damase
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g L Dt o e . g o chpt e 1 C00) P, i st of L. e -
] £ 0 AP Foor 48 bt thae I ] concon i atton, e ] with AT-0 s ol
with Al D,

a0 B ik e g (P e | il s e e of b e et el
(e s | (8] Thas prence of 1) B9 gl st by TEM i che o By TEML
(€] Portonof surwing twpr 0 M (whaw semread i
i et Mo e preencr of i ntwatm syttt el black arrow ]

i Pz ioomipsared 1o e comeed. The racnis obvoine d in fhis sy indicae
B the a@gomeranon and the sability of NP conmelae d irerssy with
S ir Tsicity. A increase in NP diameer cormela s with daTeasss in
sata e area amd react ey, This oplana Son can jessfy the los ity
of CO0/NP 1D Vi fischerd Intiis case, wit Ipohe S22 that ghe presence of
2 high con imefuces e com g
asiom of Cu i e CCT4, Sacren fng the avatabling of ke o

o aoune owkcity nesules sh o S Do) | Badh NP and MP fanmes )
s e nakc o [ ma g ghan far V. fscherd. This befawor can beex-
plainzd by Sie B0 Sar Co i moe oo i freshwaier ong nisms
| Bl etal, 207 ), and ths, Cols less bioavailable in seawaer than

D (2074 &A1

i fresha e Acoording i Bincwa stal (010 the type and quantiy
of namral anganic Mamer present i waieT diracty flan bioavailbilty
and sability of NP

333, Chransc ety wish [ muagna

Comoentm mions wene evaluated in the choonic ioacty e lsed an
By g Walhuess of anme ioonc iy for D, mogma Adfier 21 days of expoeme,
the reprodnotion, groeth and lngedty paramee s wene anahzed for
Oy NP5, Ol WP amed CurSly. Thee 2 werage: manmibesrs of meod s Baoam
2t e e d comce TETamoNS warked sightly among the dilutons wsed
The: cireset o the birth of erganisms in the presence of Col MNPs, Col
AP ar D0y ded et e r oo the ooaveral and Began an the Aihiday
of the e, indicating that the maesak had no effect on the sa of e
produotion II!E‘EI; l‘ﬂ'ﬂ'“i :g:rd’la'tmm he momiber of

mmq:cmmmq 312 dOLE ITEI.‘I foir NP, “"!
amed Curil, respecively ). This beh aviar may be relaed io the ogan-
T 3 Ee it fo pressnve She ks under stresshul conditions. Temra
eitalL| H00E) paessousty repostad Shis beh At lovme T oo
ihits e fle o was At For MPs at 3 oo of TEmgL~™",
there was a m"mrnmipfnﬂmm
o o el
mrmm-mqmc; I.emx nm“nmr'.mw
icant effectson werectsared atthe fan highe st concen-
tEmors (G 5and 3. 2mg L™ . For MPs, the OECwas 3124 mgll~",
and ghe BDECws 156mg L. The pasitive contmd Cus, |2t 2 cancen-
tetian of D05 mg L' ) had significant sffecs on e pmducsion and de-
reased e jpared i e el | Taide 1),
[y e NP and WP e mRDon-
‘ship with the mlezse of ks

At 2l Cod comoe niER SR, he ofganis s dareansd mhte o S
commed | p D05 ) after 21 days of exposure: Fram Sis obeera Son, it was
expecied St the MOEC far NPs woull be greates than 079 mg L™
and s The (EC wonld be greater San or equml o 079 mg L~
Icraener, fior IPS, 0 wnas esopectad i the MO whoulkd Be bessthan
T2 mg L™ and St the (EC wankd be geaer than or equal i BOEC
D& e etal (IO ) ¢ ot e tooscity of Co ool
ez e d i dsodeed Cor + on in the media I i poesiths o compare:
e el civiainesd for Shits parametsr with (FAA S sk msuls for the
tmnum:mummmmmmmm
odtatal Co chara Acoonding io Ma (300 ), e
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A3. Comportamento dos parametros reproducdo e crescimento

Suspenso-teste Concentragdo Reproducéo Crescimento - nm
(mg/L) (n° neonatos +SD)  (comprimento +SD)
NP CuO-MTI Controle 18,23+2,58 5,0£0,1
0,9 17,10+2,36 4,5+0,3%"
19 17,98+3,32 4,4+0,3"
3,9 18,14+7,45°" 4,0+0,2"
7,8 21,87+3,432" 4,4+0,4"
NP CuO-SIGMA Controle 17,91+1,48 4,240,2
0,09 19,53+ 3,31 4,1+0,1"
0,19 19,42+ 3,80°" 4,1+0,1"
0,39 20,19+ 2,38%" 4,0+0,2"
0,97 22,47+3,45 3,9+0,4%"
NP CuO-LABTOX Controle 23,11+15 5,0£0,1
0,01 23,05+1,64 4,5+0,4"2
0,03 24,47+8,20 4,3+0,3"
0,06 23,47+3,60°" 4,4+0,3"
0,12 26,22+4,212" 4,6+0,2"
NC CuO-PANI Controle 23,11+1,51 5,0£0,1
0,01 25,40+4,6 4,8+0,22"
0,03 26,36+4,01" 4,5+0,3"
0,06 25,02+4,72" 4,5+0,4"
0,12 25,45+3,19%" 4,6x0,3"
MP CuO Controle 18,12+2,45 5,0£0,1
7,8 19,31+2,12 4,6£0,4"2
15,6 17,65+3,10° 4,3+0,4"
31,2 20,01+2,65"2 4,2+0,4"
62,5 19,48+2,32"2 4,4+0,4"
PANI Controle 13,50+2,38 4,7+0,2
0,97 14,64+1,67 4,2+0,20"
1,9 12,98+2,09°" 4,1+0,3%"
3,9 11,05+1,94%" 4,0£0,1
7,8 10,91+2,19 3,6+0,3
CuSOq4 Controle 23,11+1,51 5,0+0,1
0,6 25,46+4,06" 4,620,62°"




