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RESUMO

No decorrer dos ultimos anos ¢ crescente a aplicagdo de nanoestruturas principalmente nas areas
da ciéncia e industria. Dentre as nanoparticulas (NP) existentes, uma das que tem se destacado
pela alta demanda ¢ a nanoparticula de prata (NPAg), visto que suas propriedades especificas,
em principal a biocida, favorecem seu uso em diversos produtos de consumo. Apesar de a NPAg
apresentar aplicabilidades e beneficios relevantes, o nimero de estudos toxicologicos para
prever seus potenciais riscos a satde humana e ao meio ambiente ainda sdo pouco expressivos.
Ademais, a propagagao do uso dessas NP pode ampliar a sua dispersao em ambientes naturais,
principalmente no ambiente aquatico, o que refor¢a a importancia do monitoramento dos seus
efeitos adversos. Nesse sentido, a nanotoxicologia surge como uma alternativa para avaliar os
efeitos toxicos das NPAg sobre os ecossistemas e sugerir modelos toxicoldgicos apropriados.
Um exemplo sdo as plantas, que tém sua representatividade no meio ambiente por serem
produtores na teia trofica, participarem de diversas interagdes bioldgicas, além de serem
essenciais no ciclo biogeoquimico. Neste contexto, o organismo-teste utilizado no presente
estudo foi a macroéfita Landoltia punctata (L. punctata), haja vista que estudos demonstram que
os efeitos deletérios oriundos da exposicdo a NPAg, podem vir a causar mudangas significativas
no ecossistema decorrente da bioamplificagdo desses efeitos para outros niveis troficos. Com
base na premissa, essa pesquisa tem como intuito avaliar os efeitos toxicos globais das NPAg
sobre as macrofitas L. punctata. Para tanto a metodologia de teste agudo seguiu a normatizagao
ISO/DIS 20079 com algumas adaptagdes. Caracterizou-se as suspensdes de NPAg pelos
métodos qualitativos e quantitativos de andlise de estabilidade, tamanho e forma utilizando as
avaliagdes de potencial Zeta, diametro efetivo e microscopia eletronica de transmissao. Para os
ensaios toxicologicos, o organismo foi cultivado em ambiente laboratorial e exposto a
concentragdes de 0 (controle); 0,16; 0,32; 0,64; 1,28; 2,56; 5,12 e 10,24 mg.L™!' de suspensdes
de NPAg. Cada tratamento conteve um total de seis réplicas e o tempo de exposi¢cdo ao
xenobidtico correspondeu a sete dias. A inibi¢do da taxa de crescimento foi medida com base
na CEso (6,84 mg.L!) e foram avaliadas alteragdes na morfologia, estruturas celulares e
pigmentos fotossintéticos juntamente com a incorporagdo de NPAg e ions de prata (Ag") na
planta. Embora os resultados tenham mostrado baixa inibi¢do do crescimento, quando
comparados com outros estudos, danos significativos a ultraestrutura, redu¢do dos pigmentos
fotossintéticos e grao de amido, aumento dos compostos fendlicos e alteragdes fisioldgicas,
como perda de cor foram observados. Ainda, observou-se o acimulo de ions de prata nas
amostras expostas, o que pode proporcionar riscos em termos de bioamplificacdo, uma vez que
as lemnas pertencem ao primeiro nivel da cadeia alimentar. Portanto, o presente demonstrou
que a acumulagdo de NPAg no meio ambiente pode representar riscos em termos de toxicidade,
haja vista que essas particulas acumulam no organismo podendo bioamplificar seus efeitos a
nivel de ecossistema.

Palavras-chave: Landoltia punctata. Nanoparticula de Prata. Danos Ultraestruturais.
Alteragdes metabolicas. Incorporagao de NPAg.



ABSTRACT

Over the past few years, the application of nanostructures has increased, mainly in the areas of
science and industry. Among the existing nanoparticles (NP), one of which has been highlighted
by the high demand is the silver nanoparticle (NPAg), since its specific properties, mainly the
biocide, favor its use in various consumer products. Although NPAg has relevant applicability
and benefits, the number of toxicological studies to predict its potential risks to human health
and the environment are still not very significant. In addition, the increase of the use of these
NP can increase their dispersion in natural environments, especially in the aquatic environment,
which reinforces the importance of monitoring their adverse effects. In this sense,
nanotoxicology emerges as an alternative to assess the toxic effects of NPAg on ecosystems
and to suggest appropriate toxicological models. An example is the plants, which have
representativeness in the environment because they are producers in the trophic web, to
participate in several biological interactions, in addition to being essential in the
biogeochemical cycle. In this context, the test organism used in the present study was the
macrophyte Landoltia punctata, given that studies demonstrate that the harmful effects arising
from exposure to NPAg, may cause significant changes in the ecosystem due to the
bioamplification of these effects to other trophic levels. Based on the premise, this research
aims to evaluate the global toxic effects of NPAg on the macrophytes Landoltia punctata. For
this purpose, the acute test methodology followed the ISO / DIS 20079 standard with some
adaptations. The NPAg were characterized by qualitative and quantitative methods of analyzing
stability, size and shape using the Zeta potential, effective diameter and transmission electronic
microscopy assessments. For toxicological tests, the organism was cultured in a laboratory
environment and exposed to concentrations of 0 (control); 0.16; 0.32; 0.64; 1.28; 2.56; 5.12 and
10.24 mg.L"! of NPAg suspensions. Each treatment contained six replicates and the exposure
time to xenobiotics corresponded to seven days. Growth rate inhibition was measured based on
the EC50 (6.84 mg.L") and changes in morphology, cell structures and photosynthetic pigments
were evaluated together with the incorporation of NPAg and silver ions (Ag") in the plant.
Although the results showed low growth inhibition, when compared to other studies, significant
damage to the ultrastructure, reduction of photosynthetic pigments and starch grain, increase
phenolic compounds and physiological changes, such as color loss, were observed. In addition,
the accumulation of silver ions in the exposed samples was observed, which could provide risks
in terms of bioamplification, since the lemnas belong to the first level of the food chain.
Therefore, the present study demonstrated that the accumulation of NPAg in the environment
could represent risks in terms of toxicity, since these particles accumulate in the organism and
can biamplify their effects at the level of the ecosystem.

Keywords: Landoltia punctata. Silver Nanoparticle. Ultrastructural Damage. Metabolic
Alteration. NPAg Incorporation.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia (NT) ¢ uma ciéncia multidisciplinar que abrange uma vasta e
diversificada gama de dispositivos derivados da engenharia, fisica, quimica e biologia, € que
consiste no desenvolvimento e aplicacdo de materiais que, contém pelo menos uma de suas
dimensdes na faixa entre 1-100 nm (10°m) (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007; SIEGEL et
al., 1999) e alteracdo em alguma de suas propriedades quando comparadas com a forma em
grande volume (bulk) (BENKO, 2005). Em nanoescala os materiais t€ém suas propriedades
alteradas de maneira significativa em func¢do de dispor de propriedades de interacdo
diferenciadas e aumento na area superficial relativa (RENN; ROCO, 2006).

A NT tem se destacado pelo seu rapido desenvolvimento nos ltimos anos e, por
movimentar significativamente a economia das industrias ao redor do mundo (BOXALL,
2007). Nanoparticulas (NP) j4 compdem os mais variados produtos de vestuario, esportivos,
automobilisticos, odontologicos, médicos e de limpeza (CROSERA et al., 2009). Dentre a gama
de nanomateriais (NMs) com o uso bem difundido em diversas areas da ciéncia e da inddstria
encontra-se a nanoparticula de prata (NPAg).

A NPAg atualmente tem seu uso bem difundido sendo componente de mais de 250
produtos de consumo (VANCE et al., 2015), estando entre as mais usadas no desenvolvimento
de novas tecnologias e produtos comerciais, como, por exemplo, em manufaturados téxteis
devido as suas caracteristicas antimicrobianas (BFR, 2010; BLASER et al., 2008). Ademais,
estdo inseridas na composi¢do de produtos cosméticos, dispositivos de diagnésticos clinicos,
industrias farmacéuticas e tratamento de aguas (BOXALL, 2007; PENG et al., 2016; RAI;
YADAYV; GADE, 2009; THERON; WALKER; CLOETE, 2008). No ano de 2008 foi estimado
que cerca de 50 toneladas/ano de NPAg eram produzidas, entretanto esse dado tende a ser mais
elevado atualmente (BOXALL, 2007, MUELLER; NOWACK, 2008).

Embora o uso dessas NP atualmente seja bem difundido, elas podem também ser uma
classe de contaminantes de preocupagdo emergente em ecossistemas aquaticos quando
dispersas diretamente (no caso de efluentes) ou indiretamente (através da erosdo desses
materiais aplicados no solo) no meio ambiente (GOTTSCHALK et al., 2009; LOWRY et al.,
2012).

As NPAg sao elementos que dispdem certo risco uma vez que sao utilizadas como

bactericidas em diversos produtos comerciais e seus efeitos toxicos a organismos terrestres €
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aquaticos ja foram observados em estudos anteriores (NAVARRO et al., 2008; RATTE, 1999;
WANG, et al., 2016). Além disso, estudos ja demonstram que as NPAg sao altamente toxicas
para plantas, peixes, algas, bactérias, seres humanos e outros organismos (ASHARANI et al.,
2009; JIANG, et al., 2015; MIAO et al., 2010; PAL; TAK; SONG, 2015). Em plantas, por
exemplo, essas NP podem causar reducgdo severa em seu desenvolvimento e taxa de crescimento
(TRIPATHI et al., 2017). Por essa NP também ja demonstrar efeitos bactericidas significativos
incluem-se nessa gama de organismos afetados: Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(PANACEK et al., 2006; SHAHVERDI et al., 2007; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

Assim sendo, apesar de apresentar diversas aplicabilidades e beneficios ndo se
conhecem todos os seus potenciais riscos de danos ao meio ambiente. Isso porque as NPAg
estdo sujeitas a influéncia do ambiente em que sdo dispersas podendo sofrer alteracdes na sua
mobilidade, solubilidade e biodisponibilidade, e, consequentemente, na sua toxicidade
(CORNELIS etal., 2013; LEVARD et al., 2012, 2013; MCGILLICUDDY etal., 2017; REIDY
etal., 2013; STARNES et al., 2015).

Nesse contexto, estudos direcionados a elucidar o seu potencial toxico, bem como os
mecanismos de agdo toxica, tanto ao ser humano quanto ao meio ambiente tornam-se essenciais.
A nanotoxicologia busca desenvolver e aplicar métodos para avaliar os efeitos toxicos das NP
sobre os ecossistemas, disponibilizando subsidios para uma gestdo consciente desta nova
tecnologia.

Atualmente os estudos de avaliacdo toxicoldgica realizados sdo aplicacdes de
procedimentos padrdes utilizados para outras substancias, adaptados a materiais em nanoescala.
Estes estudos geralmente se baseiam na exposi¢do de organismos-testes aos agentes toxicos e
na observacdo das alteragdes metabolicas e morfologicas provocadas (LALAU, 2014). Nesse
sentido a selecdo do organismo-teste a ser utilizado ¢ uma importante etapa do processo de
avaliagdo toxicologica e requer o atendimento a uma série de requisitos como a sensibilidade e
posi¢do na teia trofica, por exemplo, além de atender aos pardmetros requeridos pelas
normatizagdes de testes toxicologicos (KNIE; LOPES, 2004).

Estudos que avaliam a toxicidade de substancias presentes no meio ambiente a partir
dos efeitos provocados sobre as macrofitas lemnaceas vém se tornando cada vez mais
expressivos (GUBBINS; BATTY; LEAD, 2011; LALAU et al., 2015, 2020; PERREAULT et
al., 2010; PERREAULT; SAMADANI; DEWEZ, 2014; SASMAZ; OBEK; SASMAZ, 2018;
STEGEMEIER et al., 2017; UCUNCU et al., 2014; ZOU et al., 2016), sendo inclusive objeto
de normatizagdes de ensaios toxicologicos (AFNOR, 1996; APHA, 2012; ASTM, 1991; SIS,
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1995; ISO/DIS 20079, 2005; OECD, 2007). No entanto, no Brasil os modelos toxicologicos
padronizados em norma sao: Daphnia spp (Cladocera, Crustacea) (NBR 12713);
Chlorophyceae (NBR 12648); Cyprinidae e peixes (NBR 15088; 15.499); Ceriodaphnia spp
(Crustacea, Cladocera) (NBR 13373); Hyalella spp (Amphipoda) (NBR 15470); Aliivibrio
fischeri (NBR 15411-1; 15411-2; 15411-3); Echinodermata: Echinoidea (NBR 15350);
anfipodos marinhos e estuarinos (NBR 15638) e misideos (Crustacea) (NBR 15308), ou seja,
o uso de lemnas para essas avaliagdes ainda nao ¢ difundido e nem padronizado em territorio
nacional.

As plantas desse grupo vegetal conhecidas popularmente como “lemnas”, ja sdo
utilizadas em experimentos de morfogenética, ensaios relacionados a fisiologia e na
toxicologia, isso devido as suas caracteristicas de ter desenvolvimento rdpido em espago
diminuto (POTT; CERVI, 1999). Além disso, atendem aos requisitos exigidos para que um
organismo possa ser utilizado como organismo-teste estabelecidos pelas normatizagdes de
testes toxicologicos tais como: ser de facil manipulagdo, ser uma espécie sem estado de
exting¢do, ter sensibilidade adequada para esses tipos de avaliagdes, entre outros (LALAU et al.,
2015). Ademais sdao organismos importantes no ecossistema, por ocuparem um nivel basal na
teia trofica, e por sua capacidade de bioacumulaciao de metais resultando na possibilidade de
impactos negativos na cadeia alimentar no caso de bioamplificagio (MARTINS, 2014).

Nesse sentido, a escolha do organismo-teste desta pesquisa baseou-se na importancia
na cadeia alimentar, bem como a sua ampla disseminacao local e facil disponibilidade. O
presente estudo tem o intuito de avaliar os efeitos a nivel ultraestrutural e consequente
alteragdes no crescimento provocados pela NPAg sobre as macroéfitas da espécie Landoltia
punctata. A toxicidade foi avaliada através de teste agudo (inibicdo de crescimento), pela
estimativa da concentracao de efeito em 50% dos organismos (CEso). Também foram realizadas
analises de alteracdes morfologicas, em nivel de tecidos e ultraestruturais, observagdao de

pigmentos fotossintéticos e avaliagdo da bioacumulagdo de ions de prata.

1.1  JUSTIFICATIVA

A ciéncia dos NMs vem se destacando mundialmente nos ultimos anos pelo rapido e
expressivo crescimento em termos de pesquisa, desenvolvimento e aplicagdes industriais

(AITKEN et al., 2006). Dentre os produtos oriundos dessa ciéncia, as NPAg tem destaque no
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desenvolvimento de diversos produtos por disporem de caracteristicas quimicas importantes,
sendo seu efeito antimicrobiano uma das principais. E notavel que seu desenvolvimento em
termos de produgdo se sobressai sobre pesquisas referentes aos possiveis impactos que essas
NP poderdo proporcionar aos seres vivos quando dispersas ao meio ambiente (ROSSETTO et
al., 2014).

De maneira a preencher essa lacuna concernente a estudos que investiguem os efeitos
toxicos das NP presentes em materiais de consumo ou em processos de producdo, as avaliagdes
toxicologicas sdo indispensaveis no sentido de oferecer maior seguranga ambiental, e, mesmo,
para a saude humana.

Nesse viés o presente estudo visa obter informacdes sobre a toxicidade das NPAg
sobre as macrofitas da espécie Landoltia punctata. Para tanto a pesquisa consistiu na analise
dos efeitos a nivel ultraestrutural e consequentes alteracdes no crescimento da macroéfita
lemnécea decorrentes da bioacumulagdo das NP e ions de prata. Ademais, o estudo demonstra
relevéncia cientifica e ambiental haja vista que as lemnas sdo organismos representativos por
pertencerem a base da teia alimentar, podendo dispor riscos de bioamplificagdo dos efeitos
observados para niveis superiores da cadeia.

Os resultados obtidos dessa avaliacdo toxicologica ainda poderdo contribuir no
desenvolvimento de normativas e legislacdes especificas concernentes ao uso desses NMs. O
organismo ja vem sendo um modelo toxicologico bastante utilizado em diversos estudos de
nanotoxicologia (mencionados no 9° pardgrafo do item 1) por demostrar boa sensibilidade,
rapido crescimento e facil manipulagdo por ser de pequeno porte.

Desde o ano de 2009 o Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), ano em que foi aprovado pela CAPES o
projeto de cooperacdo internacional denominado ‘“Nanotoxicologia: Métodos toxicologicos,
genéticos e epigenéticos como uma estratégia para avaliar o risco da exposicdo humana e
ambiental aos nanomateriais” (PGCI/CAPES n° 017/2010), sdo desenvolvidas pesquisas
importantes na area da nanotoxicologia, dispondo resultados relevantes em termos de efeitos
toxicoldgicos, oxidativos, genéticos e epigenéticos provenientes da exposi¢do de organismos a
diferentes NP sendo as mais recentes PERREAULT et al., 2010; ROSSETTO et al., 2014;
COSTA et al., 2015; LALAU et al., 2015; PUERARI et al., 2016; GONCALVES et al., 2018;
VICENTINI et al., 2019; LALAU et al., 2020; SCHMIDT et al., 2020.

Dessa forma, esse estudo se justifica nos campos cientifico, legal e social, pois tem o

intuito de contribuir para o desenvolvimento seguro de NTs com o uso das NPAg. Ainda, a
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pesquisa contribui com a formagao de recursos humanos junto ao Programa de Pos-Graduacao

em Engenharia Ambiental (PPGEA) da UFSC.

1.2 HIPOTESE

Seguindo a proposta da presente pesquisa foi elaborada a seguinte hipdtese concernente
aos efeitos toxicos das NPAg:
A exposicao das L. punctata as NPAg, resulta na incorporagdo dessa substancia a nivel celular

causando danos morfofuncionais e no metabolismo fotossintético.

1.3 OBJETIVOS

De maneira e elucidar a hipdtese do presente estudo, foram elencados os objetivos

geral e especificos descritos nos topicos a seguir.

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxicos induzidos pela NPAg sobre a macrofita lemnécea Landoltia

punctata.

1.3.2 Objetivos especificos

e Analisar as caracteristicas de tamanho, forma e estabilidade da NPAg;

e Determinar a toxicidade aguda das NPAg sobre a macréfita lemnacea L.
punctata através da CEso;

e Avaliar alteragcdes morfofuncionais e ultraestruturais da macrofita lemnacea
exposta as NPAg;

e Analisar os possiveis efeitos das NPAg no metabolismo fotossintético do
organismo exposto;

e Verificar a possivel bioacumulacao de ions e NPAg sobre o organismo Landoltia

punctata.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

A ciéncia da NT se caracteriza pela preparacao/manipulacao de materiais, dispositivos
ou processos que envolvam o controle da matéria na escala do bilionésimo do metro (10° m)
(MARTINS; DULLEY; RAMOS, 2011). O desenvolvimento de NP tem como intuito
aprofundar conhecimentos dos materiais em nanoescala e dos fenomenos provenientes desses
elementos (ARCURI, 2014; MARTINS; DULLEY; RAMOS, 2011).

Sua aplicacdo tem potencial uso nos mais diversos campos da ciéncia e tecnologia,
estando presente na fabricagdo de remédios, biosensores e outras aplicacdes biomédicas
(CROSERA et al., 2009; ROCO; BAINBRIDGE 2005). Ainda pode-se citar seu uso em
protetores solares, cosméticos, téxteis, equipamentos desportivos, eletronicos, tintas,
embalagens de alimentos, catalisadores, antimicrobianos e membranas de tratamento de agua
(JOetal. 2012; LYDDY, 2009) estendendo-se a aplicagdes ambientais como descontaminagao
e despolui¢do, por exemplo, (LYDDY, 2009). Os NMs sdo materiais com pelo menos uma de
suas dimensdes apresentando tamanho entre 1 a 100 nm (COMISSAO EUROPEIA, 2011). Em
escala nano, os materiais podem exibir propriedades fisicas, quimicas, Oticas entre outras,
diferentes do material equivalente em escalas maiores (JACOB, 2018). Através da Figura 1 ¢

possivel ter no¢do de tamanho por meio de uma andlise comparativa entre alguns elementos.

Figura 1: Escalas de comprimento mostrando o contexto de nanometro.
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O rapido crescimento de pesquisas no viés nanotecnoldgico € evidente no mundo atual
bem como a aplicagdo destes NMs para os mais variados fins, tal como no campo de
biorremediacdo e biomedicina, uso em antibidticos, materiais de limpeza, produtos de higiene
pessoal e industria téxtil, por exemplo, (BOXALL et al., 2007; CHALOUPKA et al., 2010;
KIM et al., 2007; KLAINE et al., 2008; MA et al.,, 2010; PICCINNO et al., 2012;
SUKHANOVA et al., 2018; WIJINHOVEN et al., 2009; WONG; LIU, 2010).

Dentre os diversos materiais utilizados produzidos em escala manométrica, destacam-
se 0s que possuem metais como o Cu, o Zn, o Ti, o Al e a Ag em sua composic¢do, sendo esta
ultima um dos metais mais utilizados pela industria (KARLSSON et al., 2009; LIN; XING,
2007; NAVARRO et al., 2008; REDDY et al., 2007), além dos 6xidos metalicos, como o CuO,
0 Zn0O, o TiO2 e o AlO3 (ARUOIJA et al., 2009; SIRELKHATIM et al., 2015; WANG; WICK;
XING, 2009;).

Outrossim, essa tecnologia além de ser amplamente utilizada, tem consideravel
relevancia no cendrio econdmico mundial. O mercado europeu de NMs gerou receita de mais
de US $ 2,5 bilhdes em 2015 e deve chegara US $ 9,1 bilhdes em 2022, com uma taxa composta
anual de crescimento (\CAGR - Compound Annual Growth Rate) de 20% durante 2016-2022
(AMR, 2016). Em ambito nacional, o BNDES (Banco Nacional de Desenvolvimento), por
exemplo, no ano de 2017, teve como intuito investir em inovagdes tecnoldgicas na area de
nanotecnologia cerca de 200 milhdes de reais para empresas localizadas na regido nordeste do

Brasil com faturamento de até¢ 16 milhdes de reais (ROTTA, 2018). Ademais:

Sao mais de oito mil produtos feitos em 56 paises. Muitas coisas do nosso dia-a-dia
tém componentes nano, e esse mercado deve alcancar uma movimentagao financeira

de U$S5 trilhdes até 2020 (ROTTA, 2018, p.01).

Embora as NP disponibilizem uma vasta contribuicdo em termos de inovagdes
tecnologicas, essas também podem vir a influenciar nas interagdes entre sistemas biologicos
(BfR 2009; DHAWAN; SHARMA; PARMAR, 2009). O uso indiscriminado desses NMs pode
resultar em uma maior liberagdo e acumulo dessas particulas no ambiente, fator esse que

favorece os impactos negativos no meio ambiente (AITKEN et al., 2006; LANDA et al., 2012).

' CAGR: Refere-se a taxa de crescimento anual média de um excesso do investimento um o periodo de
tempo especificado (VAN GENUCHTEN; HATTON, 2012).
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2.2  NANOPARTICULAS DE PRATA

NPAg sao particulas finas de prata metalica com dimensdao menor que 100 nm
(VARNER, 2010). As suspensdes de prata, quando em nanoescala, sdo sistemas
particularmente interessantes devido a facilidade com que podem ser preparadas e modificadas
quimicamente (MELO JUNIOR et al., 2012). Além disso, apresentam caracteristicas de maior
area superficial, reatividade e alto poder biocida (BfR, 2009).

Existem diversas rotas de sintese das NPAg reportadas na literatura, sendo as
metodologias categorizadas conforme o reagente utilizado e as condi¢des da reacdo. A sintese
dessa NP dispde de métodos quimicos, fisicos, fotoquimicos e bioloégicos (HORIKOSHI;
SERPONE, 2013). Os métodos quimicos, amplamente utilizados, sdo desenvolvidos através de
reacdes redox, nas quais os valores potenciais de reducio (E) determinam os pares de reagentes
adequados para que a rea¢do quimica ocorra (LOPES, 2017). A sintese por métodos fisicos ¢é
comumente mais rapida sendo geralmente realizada através da deposigdo fisica de vapor sem o
uso de substancias quimicas toxicas (PACIONI et al., 2015). Na fotoquimica utiliza-se a
fotoreducdo de um precursor, ou de ions de prata, a partir do uso de intermediarios ativados
fotoquimicamente como um radical, por exemplo (GHORBANI et al., 2011; PACIONI et al.,
2015). Ademais, o uso de biomoléculas em substituicdo de agentes redutores/estabilizadores
para preparo das NPAg caracteriza os métodos bioldgicos de sintese (GHORBANI et al., 2011).
Atualmente também se sugerem processos sustentaveis de obtencdo da NPAg através de sua
eliminagdo em tratamento de efluentes industriais pelo método de eletrocoagulacao (MATIAS
etal., 2015).

As NPAg ndo sdo uma descoberta recente, esse material ja ¢ conhecido a mais de 100
anos (US — FDA, 2020). Referidas antigamente como prata coloidal, eram produzidas através
de uma corrente elétrica positiva aplicada em barras de prata pura suspensas em agua,
resultando em particulas uma faixa de tamanho de 15-500 nm (LINDEMANN, 1997). Os
primeiros relatos do uso desse material sdo reportados como sendo no século IV A.C., em que
NP metalicas, incluindo a prata, eram usadas para produzir efeitos coloridos a vidros e
ceramicas (LINDEMANN, 1997). Sendo um exemplo o famoso Célice de Licurgo (Lycurgus
Cup), confeccionado na Roma com caracteristicas de cor esverdeada quando visualizado por
reflexdo e avermelhada quando observado por transmissao da luz (FELDHEIM; FOSS, 2002).

Ja em 1928, antes da invencdo da penicilina, a prata coloidal era aplicada no tratamento de
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muitas infecgdes e doengas. No ano de 1954, nos Estados Unidos, as NPAg foram registradas
como biocida, caracteristica conferida a esse elemento até os dias atuais (VARNER, 2010).

Atualmente as NPAg vém ganhando consideravel espago com relacao ao seu alto
poder bactericida por favorecer a seguranga alimentar e evitar a ocorréncia de doengas por
contaminagdo. Isso por dispor de caracteristicas como maior estabilidade e area superficial
quando comparada a outras nanosuspensdoes (DONALDSON; POLAND, 2013; KHANNA,
2016). Ainda as NPAg tem as caracteristicas de alta resisténcia mecanica, ampla capacidade de
deformacdo, excelente condutividade elétrica, efeitos antibacterianos e antimicrobianos,
propriedades Opticas e alta transparéncia em materiais hidrogéis (CHEN; SCHLUESENER,
2008; MAHDAVINIA et al., 2010; MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010; YALLAPU et al.,
2012), além de sua alta liberacdo de ions de prata que faz com que seu uso seja cada vez mais
difundido para os mais diversos produtos de consumo (CHEN; SCHLUESENER, 2008;
MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010). Ademais, s3o componentes de mais de 250 produtos de
consumo (VANCE et al., 2015). Sendo que muitos desses produtos utilizam essas NP como
conservantes (produtos de pele e refrigerantes). Também, estdo entre as NP mais usadas no
desenvolvimento de novas tecnologias e produtos comerciais (como téxteis, por exemplo)
devido as suas propriedades antimicrobianas (BLASER et al., 2008; BfR, 2009). Ainda estao
incluidas na composicdo de cosméticos para o tratamento de manchas e acne; diagnosticos
clinicos com o uso de biosensores; bem como, em tecidos de fibras naturais, por conferirem
caracteristicas bactericidas e hidrofobicas (BOXALL et al., 2007; PENG et al., 2016). O
mercado de NPAg para assisténcia médica registrou mais de US$ 470 milhdes em 2017 (GMI,
2018). Atualmente, a produ¢do mundial de NPAg ¢ estimada em uma faixa de 360 a 450
toneladas por ano (PULIT-PROCIAK; BANACH, 2016).

Entretanto, a variedade de aplicagcdes comerciais da NPAg resulta em um significativo
aumento na sua producao e, consequentemente, liberacao no ambiente (GOTTSCHALK et al.,
2009; JUDY; UNRINE; BERTSCH, 2010). Esse potencial risco de descarte descontrolado para
o ambiente vem resultando em pesquisas que analisam o fluxo dessas particulas (SUN et al.,
2014). Além de que atualmente ndo existem legislacdes ambientais referentes a NP, o que existe
sao legislacdes que versam sobre o descarte maximo de prata nos efluentes tais como a
Resolugio CONAMA 430 (0,1 mg.L™! Ag) e a Lei n° 14675/2009 mais restritiva (0,02 mg.L™!

de prata total). Nesse sentido surgem questionamentos referentes ao uso desenfreado da prata



26

em nanoescala, tais quais os efeitos que essa particula pode causar a saide humana e ao meio

ambiente (BfR, 2009).

2.2.1 Efeitos toxicos das nanoparticulas de prata

2.2.1.1 Efeitos ambientais

O ciclo de vida das NPAg, compreendendo a sintese, incorporacdo em produtos,
utilizagdo desses produtos com posterior reciclagem e/ou descarte, sdo algumas das diversas
rotas de sua dispersdo no meio ambiente (KOHLER et al., 2008). O descarte inadequado de
NPAg pelas mais diversas industrias pode ocasionar o seu contato direto com o solo, corpos
d’4gua, microrganismos e plantas causando diversos impactos com grande potencial de risco
ao ambiente (MA et al., 2010). Outro fator de risco ambiental ¢ por disporem de grande area
superficial, boa resisténcia mecanica e atividade catalitica, uma vez que essas caracteristicas
conferem as NP, quando disseminadas no ambiente, a capacidade de acumular compostos
toxicos em sua superficie. Essa retencdo favorece o transporte desses compostos, ou acimulo,
ao longo da cadeia alimentar, na adsor¢do de biomoléculas resultando em interferéncias em
processos biologicos in vivo (QUINA, 2004).

Considerando aspectos ecossistémicos, os organismos produtores dentro da teia
trofica incluem algas, alguns tipos de bactérias e plantas e constituem a base da cadeia
alimentar. Em virtude disso, caracterizam-se por acumularem, deslocarem e removerem NPAg
durante o seu desenvolvimento (MONICA; CREMONINI, 2009). As NP, quando dispersas no
meio podem interferir no ciclo de vida e/ou metabolismo desses organismos podendo ter
interacdo direta com o meio ambiente, uma vez que os produtores se caracterizam como um
componente basico para os ecossistemas. Dessa maneira, suas interagdes, absor¢do e
acumulacdo na biomassa como exemplo nas plantas, por exemplo (Figura 2), poderdo afetar
consideravelmente o destino e transporte das NPAg no meio ambiente (MA et al., 2010). Na
Figura 2 esse transporte da NPAg iniciando pelas raizes primarias (A2) ou raizes laterais (Al e
depois B) que posteriormente sdo deslocadas para a raiz (C) e através do caule (D e I) para a
folha (representadas pelas letras E, F, G, H). Também poderdo ficar adosorvidas na superficie

das raizes.
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Figura 2: Visdo e principio geral de absor¢ao, transporte e acumulagao de material
nanoparticulado por plantas.
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Fonte: Modificado de Ma et al., (2010).

Ademais, estimar a producao e coeficientes de liberagao e fluxo dessas NP para o
ambiente ¢ extremamente dificil, haja vista que ndo h4 inventario completo de NM contido em
produtos e pouca informagao sobre seu transporte (MUELLER; NOWACK, 2008). Entretanto,
o crescente uso de nanotecnologias de prata, pode provocar aumento das concentracdes de prata
na natureza a nivel local e regional para concentragdes iguais ou superiores ao pico de
concentracdes desse metal existentes em d4guas contaminadas (LUOMA, 2008). Essa
possibilidade leva a uma maior apreensao referente aos riscos ecotoxicologicos (FABREGA et
al., 2011).

Ademais seu tamanho nanométrico facilita sua difusdo e transporte na atmosfera, em
aguas e em solos, ao passo que dificulta sua remocao por técnicas usuais de filtragdo (QUINA,
2004). Assim, estudos relacionados aos efeitos toxicos ocasionados por esses materiais sao
essenciais para compreender suas interagdes com OS Organismos € prever seus possiveis

impactos.

2.2.1.2 Efeitos toxicos
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A toxicidade das NPAg esta relacionada com as suas propriedades especificas, como

tamanho diminuto e grande area superficial, e a liberagao de seus ions quando em suspensao,

fator que lhe confere propriedade biocida (TRIPATHI et al, 2017, WIJINHOVEN et al., 2009).

Existem diversos estudos em que se verificam a alta toxicidade dessa substancia para

plantas, peixes, algas, bactérias, e outros organismos (Quadro 1).

Quadro 1: Pesquisas existentes relativas a toxicidade de NPAg.

Organismo Referéncia Impactos

Bactéria E. coli (PAL; TAK; | Alteragdes nas membranas/lise
SONG, 2007) celular.

Peixe Danio rerio (ASHARANI et al., | Mortalidade, edema no pericardio,
2009) alteracdes na frequéncia cardiaca.

Ratos sprague-dawley (KIM et al., 2008) | Danos no figado.

Células humanas: fibroblasticas | (ASHARANI et al., | Danos na mitocondria, aumento da

pulmonares (IMR-90) | 2009) producdo de espécies reativas de

glioblastoma (U251) O2 (EROs), danos no DNA.

Planta Arabidopsis thaliana

(QIAN etal., 2013)

Danos em estruturas celulares,
inibicdo no crescimento da raiz.

Microcrustaceos Artemia salina;
Daphnia  similis e  alga
Pseudokirchneriella subcapitata

(BECARO et al.,
2015)

Imobilidade e
crescimento.

inibicdo  de

bactéria Pseudomona putida

Minhoca Aporrectodea | (KHALIL, 2015) Reducdo da biomassa e niveis
caliginosa celulares.
Planta Triticum aestivum e | (LIetal., 2016) Decréscimo do contetdo de

malonaldeido (MDA) e peroxido
de hidrogénio (H20,).

Fonte: Autora, (2020).

O funcionamento dos ecossistemas depende de uma variedade de organismos e, em

particular, as plantas localizadas na base da cadeia alimentar, sdo uma parte vital do

ecossistema, pois atuam como produtores primarios (LALAU, 2014). Como tal, quaisquer

efeitos negativos das NP no crescimento e metabolismo desses organismos podem causar

mudancas significativas no ecossistema, podendo causar danos irreversiveis (GUBBINS et al.,

2011). Por serem plantas de pequeno porte as lemnas também fazem parte do nivel basal da teia

trofica.

Com relacdo ao transporte na parte interior da planta, as paredes celulares desses

organismos sdo compostas principalmente por celulose atuando como uma camada
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semipermeavel que permite a entrada apenas de particulas pequenas e inibindo as maiores. O
principal caminho através do qual a NPAg penetra na célula da planta ¢ através da parede celular
das células da raiz (Figura 3). Posteriormente essas NP adentram na parede celular e membrana
plasmatica da camada epitelial das raizes, e entdo ingressam no tecido vascular da planta.
Através desse tecido, as NPAg sdo transportadas para o interior da planta através da remogao
de dgua e outros solutos. As mesmas sao deslocadas para a haste e posteriormente para as folhas
(Figura 3) (TRIPATHI et al, 2017). As paredes celulares das células vegetais tém como
principal componente a celulose. Essa ird atuar como uma camada semipermeével que permite
a entrada de menores particulas e inibe a penetragdo de particulas as maiores (Figura 3). NPAg
menores transitam pelos poros € entram em membrana plasmatica enquanto os NPAg mais
aglomeradas sdo retidas. Essas sdo posteriormente translocadas para as hastes e, em seguida,
para as folhas. As vezes, as NPAg influenciam a criagdo de novos poros que permitem a sua

internalizacdo, quando aglomerada, através parede celular.

Figura 3: Esquema dos principais efeitos da fitotoxicidade das NPAg.
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Fonte: Modificado de Tripathi et al. (2017).

Existem estudos que ja demonstram os mais variados impactos das NPAg sobre esses
organismos. Os efeitos toxicos verificados incluem alteragdes fitologicas, na taxa de
crescimento da planta, bem como alteragdes na ultraestrutura (COX et al., 2016; GUBBINS;
BATTY; LEAD, 2011; KHALIL, 2016; OUKARROUM et al., 2013; QIAN et al., 2013;
STEGEMEIER et al., 2017).
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No momento em que as NPAg penetram no interior das células e subcélulas, elas
promovem alteragdes biologicas e elementos macrobidticos essenciais, como as proteinas,
podem ser afetados (GRIFFITT et al., 2009; PHAM et al., 2012). Essas NP também estimulam
a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), por ocasionar um disturbio metabdlico
quando no interior da célula (MIAO et al., 2010; OUKARROUM et al., 2014). Isso acontece
por conta de o sistema biomolecular de células vegetais conter muitos grupos funcionais como:
hidroxila, carboxilato, imidazol, sulfidrila, fosfato e amina estarem associados a muitos sitios
ativos de interagdo da NPAg (CAO; LIU, 2010). Como resposta a bioquimica dos processos
celulares serdo afetadas, bem como, podem ocasionar danos ao DNA (KIM et al., 2013; MIAO
et al,, 2010; ROH et al., 2010). Ademais as NPAg quando internalizam nas células dos
organismos agem como uma fonte interna de liberagdo de Ag” potencializando os danos, efeito

esse denominado como “cavalo de troia” (HSIAO et al., 2015).

2.2.1.3 Efeitos sobre as lemnas

As macrofitas lemnaceas possuem alto potencial de acumulagdo de metais, inclusive
de ions de prata (Ag"), tanto que sdo amplamente utilizadas em pesquisas com enfoque no
potencial de fitorremediagdo de plantas (STEGEMEIER et al., 2017; UCUNCU et al., 2014).
Seu uso na remoc¢do de metais de efluentes, por exemplo, melhora significativamente a
qualidade das aguas residuais com rela¢do a demanda quimica de oxigénio, demanda bioldgica
de oxigénio, nitrogénio total, fosforo total, sais suspensos totais, condutividade elétrica e so6lidos
dissolvidos totais (ALI et al., 2016). Embora sejam utilizadas para o fim supracitado, o excesso
de metais em sua estrutura também pode atingir quantidades que pode provocar danos, sendo o
mais caracteristico a reducao de seu crescimento (LANDESMAN et al., 2010).

Alguns metais, metais pesados, ou elementos relacionados que podem ser dissolvidos
(como sais 10nicos) ou suspensos (como NP) podem ser toxicos para as plantas aquaticas
quando dissolvidos em 4gua (ZIEGLER; SREE; APPENROTH, 2018). Romero-Hernandez et
al., (2016) ao comparar a tolerancia de quatro macrofitas de diferentes espécies expostas (7ypha
latifolia, Lemna minor, Eichhornia crassipes e Myriophyllum aquaticum) a quatro tipos de
metais pesados, demonstraram que a lemna foi mais sensivel dentre as demais macrofitas
analisadas. Ainda se tratando desses impactos, Brain; Cedergreen (2009) descreveram
numerosos disturbios fisiologicos e bioquimicos nas macroéfitas lemnaceas decorrentes de sua

exposi¢do a metais.
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Com relagao as NPAg, a maior parte dos estudos observou alteragdes expressivas com
relagdo ao crescimento das lemnas (GUBBINS et al., 2011; JIANG et al., 2012; LEVARD et
al., 2013; MINNOGIANIS et al., 2019; PEREIRA et al., 2018; UCUNCU et al., 2014).
Ademais, efeitos na emissdo de fluorescéncia clorofiliana, aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nas atividades das enzimas antioxidantes também ja foram
identificados (DEWEZ et al., 2018; JIANG et al., 2014; OUKARROM et al., 2013;
PERREAULT et al., 2010).

Assim, para uma melhor compreensdo dos efeitos oriundos desses NMs sobre a
espécie de macrofita Landoltia punctata, é essencial a aplicacdo dos conceitos e elementos

relacionados as avaliacdes toxicologicas.

2.3  TOXICOLOGIA AMBIENTAL

A toxicologia ¢ uma ciéncia interdisciplinar que tem como intuito avaliar os efeitos
nocivos das substancias sobre os organismos através dos mecanismos de a¢do toxica em escala
molecular, celular e em organismos inteiros (MATIAS, 2018). A avaliagdo ¢ feita através de
ensaios que permitem conferir o nivel de toxicidade oferecido pela substancia em questdo, caso
se observe o efeito toxico (MATIAS, 2018).

A ciéncia em questdo tem importancia em termos de avaliagdes e diagnosticos
ambientais, por permitir disponibilizar a concentra¢do quimica dos elementos que possam vir a
prejudicar os ecossistemas (LALAU, 2015). Assim, esta ja ¢ requerida como indicador de
poluicdo em termos de legislacio (RESOLUCAO CONAMA 357, 2005; RESOLUCAO
CONAMA 430, 2011). O artigo 8° do capitulo III da resolugio CONAMA 357 preconiza que:

§ 3° A qualidade dos ambientes aquaticos podera ser avaliada por indicadores
biologicos, quando apropriado, utilizando-se organismos e/ou comunidades aquaticas.
§ 4° As possiveis interagdes entre as substancias e a presenca de contaminantes nao
listados nesta Resolugdo, passiveis de causar danos aos seres vivos, deverdo ser
investigadas utilizando-se ensaios ecotoxicologicos, toxicologicos, ou outros métodos
cientificamente reconhecidos (RESOLUCAO CONAMA n°357, 2005, p.263).

A mesma normatizagdo ainda estabelece que os efeitos toxicos sdo levados em

consideragdo com relagdo aos parametros de qualidade ambiental, afirmando que:
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Art. 34. Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderao ser langados, direta
ou indiretamente, nos corpos de agua desde que obedecam as condi¢des e padrdes
previstos neste artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis: § § 1° O efluente ndo
deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos tdxicos aos organismos
aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de toxicidade estabelecidos
pelo 6rgéo ambiental competente.

§ 2° Os critérios de toxicidade previstos no § 1o devem se basear em resultados de
ensaios ecotoxicologicos padronizados, utilizando organismos aquaticos, e realizados
no efluente (RESOLUCAO CONAMA n°357, 2005, p.279).

O capitulo II artigo 18° da resolugdo CONAMA 430/11 se reporta aos ensaios de

toxicidade como importante parametro em termos de qualidade ambiental.

§ 1o Os critérios de ecotoxicidade previstos no caput deste artigo devem se basear em
resultados de ensaios ecotoxicoldgicos aceitos pelo 6rgdo ambiental, realizados no
efluente, utilizando organismos aquaticos de pelo menos dois niveis troficos
diferentes. (RESOLUCAO CONAMA n°430, 2011, p.05).

Igualmente, um programa de testes de toxicidade pode vir a corrigir limitagdes muitas
vezes encontradas em analises quimicas ambientais, visto que as concentragdes no meio podem
ser menores que os valores detectdveis por métodos analiticos, ou dificeis de serem analisados
(MESSIAS, 2008). Esses ensaios tem como intuito principal avaliar em quais dimensoes as
substancias quimicas (isoladas ou misturadas) manifestam seus efeitos, bem como, seu nivel de
periculosidade para o ser vivo (KNIE; LOPES, 2004).

Vale ressaltar que, dentre as legislacdes voltadas ao tema, no estado de Santa Catarina
existe legislacdo especifica do 6rgao ambiental competente (Portaria 017/2002 FATMA) que
estabelece padroes toxicoldgicos de lancamento de efluentes em corpos hidricos. Entretanto, a
portaria faz referéncia somente a ensaios de toxicidade com os organismos Daphnia magna e
Aliivibrio fischeri, negligenciando possiveis efeitos toxicos que podem ser causados em plantas.
Esses organismos podem ser um modelo toxicoldgico importante e representativo em termos
de ecossistemas ja que sdo organismos produtores e pertencente ao nivel basal da teia trofica
(LALAU, 2014). Além de ja serem modelos, conforme mencionado anteriormente, utilizados
na ciéncia da nanotoxicologia que se trata da avaliacdao das propriedades toxicologicas das NP
com a inten¢do de determinar se (¢ em que medida) representam uma ameaca ambiental ou
social. Propriedades inerentes das NP (incluindo tamanho, forma, area de superficie, carga
superficial, estrutura de cristal, revestimento e solubilidade/dissolug¢do), bem como fatores
ambientais (como temperatura, pH, for¢a i0nica, salinidade e matéria organica) influenciam
coletivamente o seu comportamento, destino e transporte e, em ultima instancia, toxicidade

(WALTERS; POOL; SOMERSET, 2016).
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2.3.1 Caracterizacao de amostras contendo NPAg para uso em ensaios toxicologicos

Com o intuito de facilitar a compreensdo das particularidades intrinsecas das
suspensdes de NPAg que irdo influenciar na toxicidade, torna-se fundamental a realizacdo do
procedimento de caracterizagao.

Parametros como a forma e o estado de aglomeragao nos quais as NP se apresentam
no ambiente influenciam diretamente no seu nivel de toxicidade. Isso por poderem sofrer
alteragdes quando em contato com os seres vivos € com o meio ambiente (LALAU, 2015;
LEVARD et al., 2012; REIDY et al., 2013), refor¢ando a necessidade do conhecimento de suas
caracteristicas quando dispersas.

A caracterizac¢do inclui as medidas de tamanho, forma, distribuicdo, caracteristicas
morfoldgicas (cristalinidade, porosidade, rugosidade e superficie) caracteristicas quimicas,
solubilidade, area superficial, estado fisico de dispersao, caracteristicas quimicas da superficie
(POWERS et al., 2006), entre outras. Porém, os parametros comumente analisados em estudos
de avaliagdes toxicologicas sdo o didmetro efetivo, tamanho, forma, estado de aglomeracao e

estabilidade (BECARO et al., 2015; GUBBINS; BATTY; LEAD, 2011; KAEGI et al., 2011).

2.3.1.1 Estabilidade das nanoparticulas
Similar as particulas em geral, as NP adquirem carga elétrica em sua superficie
quando em solugdo. Essas sdo geradas a partir da teoria do DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek) que sugere que a geracdo de uma forca proveniente das superficies carregadas
quando em processo de interagdo com o meio liquido (ROSSETTO, 2012). Esse fundamento
define que a estabilidade de uma suspensao ¢ dependente do numero de interagdes que resultam
tanto das for¢as de Van der Walls como das forcas eletrostaticas. Dessa maneira o potencial
Zeta trata-se do potencial eletrocinético das moléculas e ions do diluente incluso em seu plano
de cisalhamento quando sob a¢do de um potencial elétrico.
Essa grandeza mede o plano de cisalhamento da NP o que estd intimamente ligado
com a estabilidade da suspensao, bem como, morfologia da superficie (LALAU, 2014). Quanto
maior o valor desse parametro em modulo, maior serd a carga superficial da particula. Isso

representa maior estabilidade da suspensdo, ou seja, menor probabilidade de formagdo de
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aglomerados de particulas. Em contrapartida valores de potencial Zeta mais baixos representam
a tendéncia de maior capacidade de aglomeragao das particulas (METCALF; EDDY, 2003).

NP com potencial Zeta entre -10 ¢ +10 mV sdo consideradas aproximadamente
neutras, enquanto NP com potencial Zeta maior que +30 mV ou menor que -30 mV sdo
consideradas fortemente cationicas e fortemente anidnicas, respectivamente (CLOGSTON;
PATRI, 2010).

O parametro potencial Zeta ¢ amplamente utilizado nos estudos de estabilidade do das
suspensdes de NP e na investigacdo da sua superficie de adsor¢ao (XU, 2008).

A andlise do potencial Zeta possibilita determinar o quio estavel era a suspensdo a
partir do valor obtido desse pardmetro, bem como, observar os tamanhos dos aglomerados
formados na solu¢ao. Quanto mais dispersas as NP no meio, melhor sera a interacdo NP —
organismo, proporcionando um maior potencial de geragdo de efeitos toxicos. Ademais, como
a maioria das membranas celulares ¢ carregada negativamente, o potencial Zeta pode atestar a
tendéncia de uma NP em permear membranas com particulas catidnicas geralmente exibindo
mais toxicidade associada a ruptura da parede celular (CLOGSTON; PATRI, 2010). Dessa
maneira, o potencial Zeta ¢ um parametro importante de anélise apos a exposi¢cao das macrofitas

as suspensdes de NPAg.

2.3.1.2 Forma e estado de aglomeragao

As principais técnicas que fornecem informagdes referentes ao tamanho, morfologia
das NP e estado de aglomeracgdo sdo a microscopia eletronica de transmissdo e a quantificagao
do diametro efetivo (POWERS et al., 2006).

Quando uma particula dispersa se move através de um meio liquido, uma camada fina
de dipolo elétrico se adere a sua superficie. Uma vez que esta camada influencia o movimento
da particula, ela passa a denominar-se como diametro da particula hidrodinamica com dispersao

de luz dinamica (DLS) também chamado de diametro efetivo (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo do didmetro efetivo em suspensoes.
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Fonte: Modificado de Crolly, (2018).

Conforme Padilha, (2011), o microscopio eletronico de transmissdao consiste em um
feixe de elétrons e um conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam esse feixe,
encerrados em uma coluna evacuada com uma pressio de cerca de 10° mm Hg.

Analoga a microscopia Optica de transmissdo, na microscopia eletronica de
transmissdo a imagem ¢ obtida por um canhao de elétrons, cuja localizagdo ¢ no topo da coluna
do microscépio enquanto o sistema de gravacdo encontra-se ao fundo (filme fotografico ou tela
fluorescente) (ROSSETTO, 2016). Essa técnica permite avaliar, através de imagem, o tamanho,
a morfologia e composi¢do das NP. J4 o didmetro efetivo pode ser mensurado com o uso do
mesmo equipamento que quantifica o potencial Zeta.

A caracterizacdo da NP ¢ um procedimento fundamental para elucidar os mecanismos
de acdo dos efeitos toxicos e para melhor compreender esses efeitos também se faz importante

o embasamento teorico de conceitos e elementos relacionados as avaliagcoes de toxicidade.
2.3.2 Ensaios toxicoldgicos

Para Rand; Wells; Mccarty (1995), os efeitos toxicos dependerdo da concentracdo e
das propriedades da substincia quimica em que o organismo € exposto, bem como do periodo
de exposi¢dao as mesmas. Essas avaliagdes podem ser realizadas em escala laboratorial ou em
campo, permitindo identificar efeito cronico ou agudo.

Testes agudos: Possibilitam a identificagdo dos efeitos imediatos e irreparaveis
causado ao organismo quando exposto a substancia testada (KNIE; LOPES, 2004), em que a
resposta mais comum ¢ a morte (FUZINATTO, 2009).

Testes cronicos: Sdo observados efeitos subletais provocados que poderdo atingir o

desenvolvimento e o ciclo reprodutivo dos organismos testados (FUZINATTO, 2009).
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O resultado proveniente dos referidos ensaios devera ter uma confiabilidade estatistica

além de ser coerente e representativo, dessa maneira uma andlise mais aprofundada ¢

fundamental. Assim, € necessario que essas respostas sejam apresentadas graficamente ou

através de tabelas com os dados de desvio padrdo e valores médios e com o uso de grandezas

estatisticas adequadas (KNIE; LOPES, 2004).

Recomenda-se que ao menos cinco concentragdes de amostras sejam testadas, sendo

ao menos duas com mais de 50% de efeito sendo esses 20 ¢ 80% do valor do efeito. Knie;

Lopes, (2004) definem os termos utilizados no ambito da ciéncia da toxicologia que sdo usados

para quantificar o nivel de toxicidade da substancia analisada.

CEO: Concentracdo de efeito observado — Menor concentragdo do agente
toxico na qual o efeito ¢ observado no decorrer do periodo de teste;

CE20: Concentragado efetiva média — Concentracao que causa efeito agudo (tal
como imobilidade) em 20% dos organismos nas condi¢des e periodo de teste
sendo essa calculada estatisticamente;

CES50: Concentragao efetiva média — Concentracdo que causa efeito agudo (tal
como imobilidade) em 50% dos organismos nas condi¢des e periodo de teste
sendo essa calculada estatisticamente;

CE100: Menor concentragdo que causa efeito a 100% dos organismos, sendo
que esses valores ndo entram no calculo, pois nao refletem de maneira precisa
o efeito zero ou o efeito 100%;

CL50: Concentracdo letal média — Concentracdo da amostra que causa a
mortalidade de 50% dos organismos nas condi¢des e periodo de teste sendo
essa calculada estatisticamente;

CENO: Concentragao de efeito ndo observado — maior concentragdo da
amostra que ndo causa efeito deletério estatisticamente significativo nos

organismos nas condi¢des e periodo de teste.

As metodologias previamente descritas auxiliam na estimativa dos efeitos nocivos

provocados ao organismo pela substancia toxica avaliada. Todavia, para tanto ¢ necessario que

0 organismo apresente 0s requisitos necessarios para o seu uso no ensaio e avaliagdo

toxicologica.

2.3.3 Critérios de selecio do organismo teste
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Apesar das avaliagdes toxicoldgicas serem consideradas uma importante ferramenta
de avaliagao no escopo do cenario das analises ambientais, nem todos os organismos poderao
ser utilizados nos testes de toxicidade. Isso ocorre por motivo de as espécies terem diferentes
suscetibilidades aos agentes quimicos (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995).

Com base na premissa descrita acima, de maneira a padronizar as espécies utilizadas
nos testes, existe a necessidade de que o organismo utilizado para essa finalidade atenda aos
parametros de sele¢ao requeridos pelas normatizagdes (KNIE; LOPES, 2004).

Dentre os principais requisitos necessarios encontram-se: a disponibilidade e
abundancia do organismo no ambiente, a facilidade de cultivo em laboratério, o conhecimento
da biologia da espécie. Além de essas espécies terem sensibilidade adequada para exposi¢ao ao
teste e, de preferéncia, que sejam espécies autoctones (BOHRER, 1995).

Ainda o conhecimento prévio das caracteristicas da espécie a ser utilizada faz-se
necessario, tanto para cultivar quanto para desenvolver o teste. Dentre essas caracteristicas
destacam-se: comportamento, reproducdo, hébitos alimentares, fisiologia, facilidade de
manuseio, importancia na cadeia alimentar, ampla disseminagao e facil disponibilidade. O uso
de espécies de ciclo de vida ndo muito longo e de pequeno porte mostra-se como ideal para os
estudos ecotoxicologicos em escala laboratorial (KNIE; LOPES, 2004; DOMINGUES E
BERTOLETTI, 2006). Ainda para uma melhor interpretagao de resultados Costa et al. (2008),
afirmam que se faz necessario o uso de espécie nas quais a fisiologia, comportamento e genética
sejam bem conhecidos.

Entre todos os parametros anteriormente descritos, um dos principais fatores levados
em conta para o organismo a ser submetido aos ensaios toxicologicos € a sensibilidade
(LALAU, 2014). Assim, ha necessidade da apresentacdo de um elevado grau de sensibilidade
a uma vasta gama de agentes quimicos, sendo também fundamental que esse parametro de
sensibilidade seja constante, pois possibilitard a obtengao de uma maior precisao dos resultados
elevando o grau de confiabilidade do ensaio realizado.

Nessa perspectiva as macrofitas lemndceas mostram-se como um modelo toxicoldgico
adequado para uso em ensaios visto que, contemplam fatores anteriormente descritos quanto
por ser de pequeno porte e facil manuseio, ter crescimento rapido e demonstrar consideravel

sensibilidade a elementos toxicos (POTT; POTT, 2002).



38
2.3.4 Macrofitas lemnaceas
2.3.4.1 Caracteristicas gerais

As macréfitas lemnéceas sdo as menores angiospermas do mundo com mais rapido
crescimento, podendo atingir até no méximo 0,3 mm na fase adulta (CROSS, 2014; ZIEGLER
et al., 2014). Sdo plantas flutuantes (

Figura 5) que crescem em 2ambientes lénticos de 4gua doce ao redor do mundo,
excetuando-se regides congeladas, tais como polos e picos montanhosos (Figura 6)

(LANDOLT, 1986).

Figura 5: Populacdo de macroéfitas lemnaceas.

Figura 6: Distribui¢do da populagido de lemnas nos continentes.

2 Ambientes lénticos: sdo ambientes aquaticos de 4gua parada, como por exemplo, lagoas, lagos,
pantano, etc. E classificado como um importante distribuidor de biodiversidade por apresentar uma regido
resultante do contato entre dois ou mais biomas fronteirigos bem definidos (ANA, 2020)
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Fonte: CROSS, (2014). Legenda: A cor vermelha representa os locais em que ha ocorréncia de lemnas.

A nomenclatura da planta como “Lemna” originou-se da proposicdo limnus, cujo
significado em latim ¢ lago, o qual estd relacionado ao habitat natural dessas macroéfitas
(SKILLICORN; SPIRA; JOURNEY, 1993).

De acordo com o APGIII (Angiosperm Philogeny Group III) a subfamilia Lemnoideae,
que pertence a familia Araceae, ¢ composta por cinco géneros (Landoltia, Lemna, Spirodela,
Wolffia e Wolffiella) contendo cerca de 40 espécies, sendo todas de ambientes aquaticos. Ja no
Brasil sua determinagao nao € tao evidente devido ao tamanho diminuto e rara visualizacao de
flores (POTT; POTT, 2002).

Em relagdo a teia trofica essas macrofitas apresentam-se como produtores primarios,
servindo de alimentos para pequenos animais, peixes e aves aquaticas (LALAU, 2014).
Ademais, estas macrofitas tem consideravel relevancia dentro da teia tréfica por fixar carbono
atmosférico dissolvido produzindo biomassa de excelente qualidade nutricional (DROST,
MATZKE, BACKHAUS, 2006).

Estas plantas também ja vém sendo foco de pesquisas nas mais diversas areas, como
na remoc¢do de nutrientes de efluentes, producdo de biocombustiveis, produgdao de biogas,
sequestro de CO», em dietas alimentares, produ¢ao de vacina, remediacdo de ambientes
poluidos, remog¢do de metais entre outros (AXTELL; STERNBERG; CLAUSSEN, 2003;
FIRSOV et al., 2018; GE et al., 2012; GONEN, 2017; KHELLAF; ZERDAOUI, 2010;
MOHEDANO et al., 2012; SHARMA; GAUR, 1994; YILMAZ, 2006; VELICHKOVA et al.,
2017; VERMA; SUTHAR, 2013; YADAV et al., 2017; YIN et al., 2015; ZHAO et al., 2014,
2015).
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As macroéfitas sdo modelos vegetais empregados, ja de forma consolidada, na area da
nanotoxicologia (GUBBINS; BATTY; LEAD, 2011; LALAU et. al.,2014; OUKARROUM
et.al., 2013; PERREAULT; POPOVIC; DEWEZ, 2014; SIDDIQI; HUSEN, 2017; ZHAO et.
al., 2018; SONG et. al., 2016; STEGEMEIER, et al., 2017). Entre as espécies de lemnas
conhecidas encontra-se a Landoltia punctata, utilizada para o desenvolvimento da presente

pesquisa.

2.3.4.2 Espécie Landoltia punctata

Estudos existentes relativos a dados morfologicos, bioquimicos e moleculares revelam
diferencas taxonomicas das lemnas Spirodella punctata quando comparada a outras espécies
de macrofitas aquaticas (LES; CRAWNFORD, 1999). Apesar de a espécie citada ter maior
semelhanca com a lemna do que com a Spirodella, essas foram classificadas em um novo
género Landoltia, homenageando o estudioso a nivel mundial de lemnas Elias Landolt. A
classificagdo taxondmica da espécie de estudo ¢ descrita por:

Reino: Plantae
Divisdo: Angiospermae
Classe: Monocotyledoneae
Ordem: Arales
Familia: Araceae (Lemnaceae)
Sub-familia: Lemnoideae
Género: Landoltia
Espécie: Landoltia punctata

Essas macrofitas caracterizam-se por serem pequenas plantas flutuantes compostas de
frondes individuais que produzem raizes finas (FigurasFigura 7 eFigura 8). As frondes ndo sao
folhas, mas sim uma forma reduzida de tronco ou broto (LES; CRAWNFORD, 1999). As
macrofitas lemndceas tem a estrutura das frondes maduras de 2 a 1,5 vezes mais longas do que
larga e a medida de largura estd entre 1 e 5 mm, com coloracdo verde intenso. O nimero de

raizes ¢ de 2 a 4 podendo variar até no maximo sete (FigurasFigura 7 eFigura 8).



Figura 7: Estrutura das frondes e raiz das macrofitas da espécie Landoltia punctata.

Landoltia punctata  (Spiradela punctatal

Fonte: Wunderlin, (2003).

Figura 8: Imagem da macroéfita da espécie Landoltia punctata.
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Fonte: Mohedano, (2010). Legenda: 1-fronde; 2-raizes; 3-vista inferior da fronde; 4-fronde filha.

Essa espécie de macrofita se reproduz principalmente através do brotamento
vegetativo de duas frondes filhas na base da fronde. As frondes filhas geralmente ficam presas
as frondes mae por um estipe curto, de maneira que as plantas geralmente aparecem como um
agrupamento de varias frondes. A Landoltia punctata ocasionalmente se reproduz sexualmente,
por semente (POTT; POTT, 2002).

Ainda se diferencia das demais espécies por possuir os bordos da fronde geralmente
arroxeados (POTT; POTT, 2002). Essa espécie ja ¢ encontrada na Mata Atlantica ocorrendo
desde o Rio de Janeiro até Santa Catarina (POTT; POTT, 2002).

Suas caracteristicas favorecem seu uso como modelo biolégico em ensaios de

toxicidade.
2.3.43 Caracteristicas que favorecem seu uso como organismo-teste

As caracteristicas fisicas e morfoldgicas das lemnas favorecem seu uso na avaliagao
de bioensaios sob condigdes espaciais limitadas e em curto espago de tempo, o que a qualifica
como um modelo de organismo de laboratério (FORNI; TOMMASI, 2016). Drost, Matzke,
Backhaus, 2006; afirmam que as lemnas sdo uma espécie atrativa como modelo toxicoldgico,
ndo somente por suas importantes fungdes ecoldgicas, mas também por suas caracteristicas de

facil manuseio, elevada taxa de crescimento em condi¢des de laboratorio e sensibilidade a
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diferentes poluentes. Ademais pela facilidade de cultivo sdo preferencialmente utilizadas em
testes de toxicidade (SHI et al., 2011).

Esses organismos sdo potencialmente adequados no uso de ensaios toxicologicos de
poluicdo do ambiente aquatico por herbicidas, poluicdo em geral de rios e lagos, toxicidade de
sedimentos e similares, principalmente para a ecotoxicidade de xenobidticos (WANG, 1990;
ALIFERIS et al., 2009). Ja sendo foco de normatizagdo em diversos paises pelo mundo
(AFNOR, 1996; APHA, 1992; ASTM, 1991; ISO/DIS 20079, 2005; OECD, 2002; SIS, 1995)
apesar de no Brasil ainda ndo ser consolidada.

Ademais, as plantas s3o um importante modelo toxicoldgico por representarem a base
da cadeia alimentar (produtores) (LALAU, 2014). Caracteristica essa que possibilita
demonstrar a toxicidade da substancia e, ainda, reproduzir possiveis riscos ao ecossistema pela
bioamplificagdo dos seus efeitos (MARTINS, 2014).

Cox et at., (2016) salienta que, devido sua elevada toxicidade, uma maior atencao deve
ser direcionada aos efeitos das NPAg sobre as plantas e o meio ambiente propiciando um
melhor entendimento dos reais efeitos sobre os ecossistemas. Diversos estudos voltados a
avaliacdo toxicologica; em geral tendo como parametros de observacgdo a taxa de crescimento,
formagdo de espécies reativas de oxigénio e alteragdes no fotossistema II; da exposi¢cdo das
lemnas as NPAg ja vem sendo desenvolvidos (DEWEZ et al., 2018; GUBBINS; BATTY;
LEAD et al., 2011; MINOGIANNIS et al.,2019; OUKARROM et al.,2013; PEREIRA et al.,
2018; PERREAULT et al., 2010; RADIC et al., 2019; UCUNCU et al., 2014; VARGA et al.,
2019; ZOU et al., 2016). Pereira et al., (2018), por exemplo, observou efeitos significativos na
taxa de crescimento das L. minor a concentragdes de NPAg de mostrando efeitos significativos
até 0,05 mg.L!. Ja Dewez et al., (2018), concluiram que as NPAg induzem a inibi¢do dos
processos fotossintéticos na L. gibba por provocar alteragdes no fotossistema desses
organismos.

Apesar dessas analises referentes aos efeitos das NPAg avancarem nos ultimos
anos, ainda existem lacunas concernentes aos danos a nivel intracelular e metabdlico que
resultam em alteragdes na taxa de crescimento desses organismos, bem como, os efeitos na
espécie Landoltia punctata. Essas informagdes sao fundamentais na avaliagdo dos riscos ao
ecossistema local, uma vez que, as lemnas sao organismos com capacidade de acumular metais

(VERMA; SUTHAR, 2015), podendo conduzir esse material ao longo da teia trofica.
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2.4 BIOACUMULACAO DE [ONS METALICOS

A capacidade dos organismos em integrar variacoes das concentragdes de poluentes
ao longo do tempo conceitua-se em biacumulacao (TREVIZANI, 2014). Sendo essa o resultado
do balancgo de trés mecanismos: taxa de entrada pela dieta, taxa de entrada por formas diversas
e taxa de perdas pelo organismo (LUOMA; RAINBOW, 2005). Uma das consequéncias
decorrentes do processo anteriormente mencionado ¢ a acumulagdo de uma substancia
especifica em toda a extensdo da cadeia alimentar através da alimentacdo (biamplificagdo)
(JONES et al., 2004). Ainda, Ratte, (1999) define bioacumula¢do como a absor¢do de
substancias através das superficies corporais (bioconcentra¢do) e através da absor¢do de
alimentos (biomagnificagao).

NP metélicas quando em suspensdo, devido a processos quimicos liberam ions; esta
liberagdo ndo ocorre apenas se forem compostos totalmente insoliveis (CHERNOUSOVA;
EPPLE, 2012). Este fator pode vir a influenciar no grau de toxicidade das NP. Estudos
demonstraram que organismos expostos a suspensdes de NP podem sofrer a agdo toxica devido
ao aumento de ions do metal existentes nessas amostras (KITTLER et al., 2010; LALAU et al.,
2015).

Conforme Rossetto, (2016), os ions de cobre dispersos nas suspensdes de NPCuO, por
exemplo, podem induzir o aumento de espécies reativas de oxigénio, podem inativar proteinas
funcionais e perturbar a homeostase celular.

Tratando-se de NPAg, ¢ observado que o efeito biocida € proporcional a concentragao
de ions de Ag" que sdo liberados quando ela se encontra em suspensio (GARCIA, 2011). Dessa
maneira, quanto maior a concentracao desses ions, maior o efeito antimicrobiano da suspensao
(SCHIERHOLZ et al, 1999).

Ainda conforme Baker et al., (2005), a medida que o diametro da NP de prata diminui
sua toxicidade aumenta. Isso porque essas NP terem maior superficie de liberagdo de ions Ag®
e maior facilidade de passagem através dos poros de membranas de células (PAL; TAK; SONG,
2007).

Hé estudos que atribuem a toxicidade proveniente das NPAg aos ions liberados nas
suspensoes (NAVARRO et al., 2008; XIU et al., 2012). Em seu estudo, Navarro et al. (2008),
por exemplo, verificaram efeitos toxicos de ions Ag" em algas expostas a diferentes
concentragdes de NPAg assim como a bioacumulacdo desses ions pelas algas expostas a

suspensao.
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As plantas sdo um componente bésico essencial de todos os ecossistemas € possuem
um papel fundamental no destino e no transporte das NPAg no ambiente através da absorcao e
bioacumulagdo (MONICA; CREMONINI, 2009). Premissa essa que refor¢a a necessidade de
uma melhor compreensdo da magnitude dos efeitos tdxicos proporcionados por essas
suspensoes a partir de avaliagdes dos efeitos, em especial, a nivel intracelular. Isso por as células

serem estruturas fortemente atuantes na dindmica dos processos vitais dos organismos.

2.5 ULTRAESTRUTURAS DE CELULAS VEGETAIS

Ultraestruturas tratam-se do detalhamento geral de uma estrutura bioldgica como
orgdo, tecido ou célula que possa ser visualizado com técnicas de microscopia eletronica
(PARFREY et al., 2006).

Considerando aspectos toxicoldgicos, dependendo do grau toxico da substancia, essa
podera vir a alterar ou provocar danos nessas ultraestruturas. Esses danos podem ocasionar
alteracdes no metabolismo e até mesmo morte do organismo quando em grandes proporgdes
como demonstrado nos estudos de Costa, (2014); Costa et al., (2015); Schmidt et al., (2009);
Simioni et al., (2014).

Schmidt et al., (2009), por exemplo, verificou em seus estudos que a exposi¢ao da
macroalga Kappaphycus alvarezii a radiagdo ultravioleta B ocasionou alteracdes na
ultraestrutura das células corticais e subcorticais sendo essas: aumento no numero de
plastoglobulos e parede celular, destruicdo da organizagdo interna dos cloroplastos, alteracao
do contorno das células, diminui¢do no niimero de graos de amido. O que veio a afetar a
atividade fotossintética e o desenvolvimento do organismo.

Estudos ja demonstram que a exposi¢dao de organismos a suspensdes de NP também
causa danos ultraestruturais (GOMES et al., 2007; ORIS, 2010; SANTO et al., 2014; YANG;
EDELMANN). Alguns estudos ainda se remetem a danos em nivel de ultraestrutura em
organismos vegetais (LALAU et al., 2015; HONG et al., 2014; QIAN et al., 2013; SERVIN et
al., 2012).

Ja Lalau et al, (2015), verificou através de analises microscopicas alteracdes na
ultraestrutura provenientes da exposicdo da macrofita da espécie Landoltia punctata as
nanoparticulas de o0xido de cobre (NPCuO) sendo essas: diminui¢do dos grios de amido,

aumento do numero de plastoglobulos, dilatacdo dos cloroplastos, desorganizagdo dos
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cloroplastos e danos nas mitocondrias. Essas alteracdes provocaram alteracdes na taxa de
crescimento da planta e morte quando exposta a concentracdo mais alta da suspensdo de
NPCuO.

Embora as NP possam penetrar nas células pelos poros da parede celular e pelo
processo de permeabilidade seletiva da membrana, ndo se pode descartar os efeitos
provenientes dos ions liberados pela NP quando em suspensao. Portanto, o estudo das alteragdes
em seu crescimento, bem como, bioacumulacao desses ions nos organismos ¢ fundamental para

uma melhor compreensdo dos mecanismos de acdo toxica dessas suspensdes.
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3METODOLOGIA

Conforme a normatizagdo ISO/DIS 20079 os efeitos sobre o organismo se
caracterizam como toxicos quando observados efeitos de inibi¢ao de crescimento, bem como,
danos de clorose e necrose. No presente estudo analises mais aprofundadas foram realizadas a
fim de observar se os danos oriundos da exposi¢do a NPAg poderiam se originar de possiveis
efeitos ultraestruturais e na atividade fotossintética da planta. As andlises supracitadas foram
realizadas com o intuito de se obter uma melhor compreensao desses efeitos toxicos. Efeitos
esses direcionados tanto aos fatores que podem ter induzido a inibig¢ao de crescimento (tal como
efeitos estruturais e ultraestruturais) quanto a perda de coloracdo da planta (através da avaliagao
dos pigmentos atuantes na atividade fotossintética).

De maneira a proporcionar um melhor entendimento sobre os procedimentos
desenvolvidos para o alcance dos objetivos da presente pesquisa a metodologia seguiu as etapas

apresentadas na Figura 9.

Figura 9: Esquema ilustrativo referente as etapas desenvolvidas na elaboragdo da pesquisa.
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Fonte: A autora, (2020).
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O desenvolvimento das etapas iniciou-se com os procedimentos de sintese e

caracteriza¢do das suspensoes de NPAg.

3.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

O procedimento de sintese das NPAg foi realizado no Laboratério de Toxicologia
Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina (LABTOX — ENS — UFSC). A
metodologia seguiu os procedimentos descritos por Lee; Meisel (1982); a qual se utilizou o
borohidreto de sodio (NaHB4) e 0 PVA [poliacetato de vinila — (C4HeO2)n] como agente redutor
e estabilizante, respectivamente. O agente estabilizante foi utilizado com o intuito de se obter
uma solucdo coloidal estavel, j4 que a NPAg tem como caracteristica limitadora a imediata
agregacao. Dessa maneira, o estabilizante ao se adsorver sobre a superficie das NP formadas,
resultou em uma camada que impediu sua rapida coalescéncia. A reagdo para a preparagdo de
NPAg foi desenvolvida a partir da sintese quimica de redu¢do do nitrato de prata (AgNO3) com
o borohidreto de sddio na presenca do agente estabilizante (PVA), conforme o exposto na

Equagdo 1.

AgNOs + NaBHs 2 Ag + 2 Ha + %2 BoHg + NaNO3 (1)

O método iniciou com a solubiliza¢do de 2% em massa de PVA em agua de osmose
reversa (AOR) sob agita¢do e aquecimento (100 °C) até solubilizar. Posteriormente, a solucao
de PVA foi mantida sob refrigeracdo até atingir a temperatura de 4 °C. Paralelamente, foram
resfriados 500 mL de AOR e, na sequéncia, a solu¢do de PVA e a 4gua resfriada foram
misturados em um Unico frasco sob agitagdo em um banho de gelo. A este frasco foi adicionado
25 mL da solugdo de borohidreto (0,009 g; 0,238 mmol). Nesta etapa, a temperatura da mistura
foi monitorada até estabilizar a 3 °C. Entdo, 25 mL da solugdo de nitrato de prata (0,02 g; 0,12
mmol) foram adicionados, gota a gota (1 gota/s), na mistura resfriada. Por fim, o meio reacional
foi mantido sob agitacdo durante 5 min para completa homogeinizagdo e armazenado na
geladeira. Essa suspensdo de NP obtida na sintese foi diluida e armazenada a temperatura de 4
°C.

As concentragdes das suspensdes de NP para a realizagcdo do teste foram selecionadas
com base na faixa de valores encontrados em bibliografias (Tabela 1) que trabalharam com a

toxicidade de NPAg sobre macrofitas lemnéceas. O estudo prévio foi realizado com o intuito



49

de selecionar faixas de valores de concentragdes, em que o valor de CEso fosse mais facilmente

encontrado.

Como as espécies utilizadas nas bibliografias revisadas eram diferentes da espécie de

lemnas da presente pesquisa (Landoltia punctata), a realizacdo de ensaios prévios foi necessaria

para encontrar com precisao a faixa de valores de concentragdes em que fosse obtido a CEso da

espécie em questdo. Dessa forma, as concentragdes selecionadas para o presente estudo foram

0,16; 0,32; 0,64; 1,28; 2,56; 5,12 ¢ 10,24 mg.L"".

Tabela 1 — Valores de concentragdes de suspensdes de NPAg que se mostraram toxicas a
diferentes espécies de macrofitas lemnéceas.

Espécie de macrofita  Referéncia

Faixa de concentracoes de

lemnacea NPAg utilizadas

Lemna minor GUBBINS; BATTY; LEAD 0,5, 10, 20, 40, 80 ¢ 160 ug.L'1
etal., 2011

Lemna minor UCUNCU et al., 2014 0,8,16,32,96¢ 128 pg.L™!

Wolffia ZOU et al., 2016 0,1,2,5,8e 10 mg.L"!

globosa

Lemna minor PEREIRA et al., 2018 0.052 mg.L"!

Fonte: Autora, (2020).

O procedimento de dilui¢do consistiu, primeiramente, na obtengdo de suspensdes com

fator de diluicao igual a 2 a partir de uma solu¢do mae de NP com concentracdo igual a 12,80

mg.L! (Figura 10).

Figura 10: Diluicdes elaboradas imediatamente apos a sintese da NPAg.

1,60mg/L
NPAg

Fonte: Autora, (2020).

A partir dessas dilui¢cdes foram entdo elaboradas as concentragdes selecionadas para

o presente estudo e utilizadas nos ensaios (0,16; 0,32; 0,64; 1,28; 2,56; 5,12 ¢ 10,24 mg.L").

3.1.1 Caracterizacio da nanoparticula de prata
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Para uma melhor compreensdao do comportamento fisico—quimico resultante da
interacao entre as NPAg e o meio de cultura (SIS), utilizado para o cultivo da macrofita, foi
necessario o procedimento de caracterizagao da amostra. O procedimento foi importante na
avaliagdo e observacgdo do tamanho da NP e dos possiveis aglomerados formados, uma vez que,
as caracteristicas de morfologia, estado de aglomeracdo e estabilidade podem influenciar no
nivel de toxicidade. Para a avaliacao dos parametros supracitados foram desenvolvidas técnicas
para a caracterizagao através de:

e Observagdo dos aglomerados, tamanho e diametro médio das suspensdes de
NPAg por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET);

e Analise da estabilidade das suspensoes de NPAg pela verificacao do potencial
Zeta através do equipamento Zetasizer Nano ZS;

e Apreciagdo do diametro efetivo através da técnica de espalhamento de luz
dindmica.

Os procedimentos seguiram os requisitos padronizados pela normatizagao ISO/TR
13014:2012. Todas essas analises foram realizadas utilizando uma suspensao com concentragao
de 2,56 mg.L"!, isso por motivo de ser uma concentragio intermediaria do teste de toxicidade.
Essa concentracao também propiciou uma melhor visualizagdo da NP através do microscopio.
Isso porque em altas concentragdes a grade de carbono absorvia excesso de PVA da amostra
dificultando a sua observacdo e em baixas concentracdes as NPAg ficavam muito dispersas

impossibilitando sua identificacdo quando observadas.
3.1.1.1 Analise do tamanho, didmetro médio e morfologia preferencial

Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (JEM-1011 MET — 100KV) foram
registradas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC (Figura 11).

A andlise teve como intuito a observacdao do tamanho dos aglomerados, didmetro médio e a

morfologia preferencial das NPAg sintetizadas.

Figura 11: Microscopio Eletronico de Transmissao (JEM-1011 MET — 100K V).
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Fonte: PROPESQ/UFSC, (2020).

O preparo da amostra para a microscopia contou com o gotejamento da suspensao de
NPAg sobre uma grade de cobre (Grid) com filme de carbono (malha de 300 meshs)
imediatamente apos sua sintese. As grades passaram pelo processo de secagem com o uso de
um dissecador a vacuo permanecendo por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente. A
medicao dos didmetros dos aglomerados de NPAg nas solucdes foi realizada com o uso do

plugin software Imagel (1.52a; Java 1.8.0).

3.1.1.2  Grau de estabilidade das suspensoes

A estabilidade da suspensdao de NPAg foi avaliada através da analise de espalhamento
de luz (PALS) o uso do equipamento Zetasizer Nano ZS (Brookhaven, 90 PLUS-PALS)
localizado no Laboratorio de toxicologia Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina
(LABTOX/UFSC) (Figura 12). Para mensurar o potencial Zeta (PZ), foram utilizadas duas
suspensdes de NP: uma com a NPAg diluida em solugdo-teste (meio de cultura SIS) e a segunda

com NPAg diluida somente em AOR.
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Figura 12: Equipamento Zetasizer Nano ZS (Brookhaven, 90 PLUS-PALS).

£

O VORI PR 0L o e e
Autora, (2020).

As andlises foram realizadas imediatamente apds a sintese da NPAg para uma maior
confiabilidade dos resultados. Realizaram-se trés leituras pelo equipamento e o resultado do
potencial Zeta foi obtido pelo valor da média dos resultados. A andlise foi realizada com o

intuito de avaliar a estabilidade das suspensdes.

3.1.1.3 Diametro efetivo

O diadmetro efetivo (DE), que corresponde ao didmetro da NP em suspensdo, foi
avaliado através da técnica de espalhamento de luz dindmica Dynamic light scattering (DLS).
A referida verificagdo contou com o uso do equipamento Zetasizer Nano ZS (Brookhaven, 90
PLUS-PALS) localizado no LABTOX na UFSC.

Conforme a metodologia anteriormente descrita, foram analisadas as mesmas amostras
submetidas a andlise do potencial Zeta, j4 que o equipamento de andlise era 0 mesmo. Os
resultados também foram obtidos do valor da média de trés leituras. O objetivo da andlise foi
de observar o didmetro efetivo das suspensdes com o intuito de verificar possivel tendéncia a

agregacao e sedimentagdo das NP dispersas no meio.

3.2 INIBICAO DE CRESCIMENTO
No presente estudo a analise de inibicdo de crescimento seguiu os protocolos das

normatiza¢des ISO/DIS 20079, (2005) e da OECD, (2002), cujo parametro de observacao
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baseia-se na taxa de crescimento. Para tanto a metodologia foi realizada conforme as etapas

posteriormente descritas.

3.2.1 Pré-cultura

A pré-cultura trata-se da adaptagdao do organismo as condic¢des de teste (temperatura e
luminosidade), bem como seu desenvolvimento antes de ser exposto a substancia toxica.

A insercdo da pré-cultura consistiu da coleta da espécie de lemna Landoltia punctata
do ambiente natural e posterior adaptagdo as condi¢des de laboratdrio conforme normatizagao
(ISO/DIS 20079, 2005). Essas condi¢gdes consistiram em uma luminosidade de 8.800 lux
(fotoperiodo 16 h luz; 8 h escuro), temperatura de 25°+2 e pH do meio de cultura SIS no valor
de 6,5. A pré-cultura, bem como os testes, foram desenvolvidos nas instalagdes do LABTOX
localizado na UFSC. Para a obtencdo das condi¢des requeridas pela normatizagdo ISO/DIS
20079 foram utilizadas seis lampadas fluorescentes de 25 Watts, paredes laterais de cor prata e
um termdmetro para regulagem da temperatura (Figura 13).

As macroéfitas lemndceas foram mantidas em frascos de vidro (Beckers) de 50mL
contendo o meio de cultura SIS. Essa solucao foi elaborada com a dissolu¢do dos sais
(APENDICE A) em AOR seguindo a normatizagdo utilizada no presente estudo. Apos a
inserc¢do e estabelecimento da pré-cultura prosseguiu-se com o ensaio de toxicidade proposto

para esta pesquisa.
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Figura 13: Estrutura piloto montada para o desenvolvimento da cultura e realizacdo de testes
com as lemnas.
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Fonte: Autora, (2020). Legenda: A) — Local de cultivo das lemnas, B) — Local de desenvolvimento dos testes de
toxicidade, 1) Lampadas incandescentes de 25 Watts, 2) Recipientes para alocar as lemnas durante o cultivo, 3)
Termdmetro para controle da temperatura, 4) Bécker para alocar as lemnas durante o teste.

3.2.2 Ensaio toxicoldgico

De maneira a avaliar os efeitos toxicos das NPAg utilizaram-se os procedimentos
constantes na ISO/DIS 20079, (2005) e OECD, (2002). O ensaio constitui-se na exposicao do
organismo-teste as concentragoes 0 (controle); 0,16; 0,32; 0,64; 1,28; 2,56; 5,12 ¢ 10,24 mg.L"
! que partiram de uma solugdo mae de 12,80 mg.L' da NPAg.

Nao foi realizado um teste com um controle positivo haja vista que os reagentes
utilizados, nas concentracdes utilizadas no presente estudo, ndo sao tOxicos para esse organismo
(ECB, 2005; SCHREINER; REED, 1908; STUMPE, 1960; WONG; PARASRAMPURIA,
1996).

Os testes desenvolvidos tiveram como intuito possibilitar um melhor entendimento dos
efeitos observados através da estimativa da CEso, sendo o parametro de observacao avaliado
através da inibi¢ao de crescimento das frondes da macrofita.

Durante o ensaio com a NPAg, o organismo permaneceu exposto a substancia de NP
por um periodo total de sete dias. Cada amostra foi replicada seis vezes para a obtencdo de
resultados representativos e com confiabilidade estatistica. Em cada uma das amostras foram

inseridos um total de 10 frondes saudaveis da espécie L. punctata formado de colonias de 2 e 3



55

frondes. Os frascos contendo o organismo foram dispostos no local de teste de maneira
randomica (Figura 14). Apds o término do periodo de teste foi quantificado e registrado o
numero de frondes em cada uma das amostras para posterior calculo da taxa de inibicao de

crescimento.

Figura 14: Representagdo das unidades experimentais utilizadas para procedimento de ensaio
de toxicidade com lemnas.

6 réplicas de
cada amostra

Fonte: Autora, (2020).

3.2.2.1 Taxa de crescimento e valores de inibicao

A determinagdo desse pardmetro segundo a normatizagao ISO/DIS 20079, (2005) pode
ser tanto com base na observacao do crescimento das frondes quanto na anélise dos pesos seco
e umido. No presente estudo a determinacao da taxa de crescimento e valores de inibicao foi
realizada com base no parametro de crescimento das frondes.

Dessa forma, em posse dos valores dos pardmetros de crescimento (valores esses
obtidos no inicio e no final do teste), foi calculada a taxa de crescimento () posterior ao periodo
de exposig¢do, através dos procedimentos recomendados pela normatizagao da ISO/DIS 20079

(2005) (Equacao 2).

. Inx,, —Inx,

t, -t )

Onde:
r= Taxa de crescimento;

t;/= Tempo do inicio do teste;
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t>= Tempo de fim do teste;
x:7= Numero de frondes do inicio do teste;

x:2= Numero de frondes ao fim do teste.

Sendo que a taxa de crescimento foi estimada para cada uma das replicagdes das
amostras controle e tratamentos separadamente. Ao final o percentual de inibi¢dao da taxa de

crescimento (/) dos grupos controle e tratamento foi estimado através da Equagao 3.

I = M %100 3)
M,
Onde:
I = Percentual de inibi¢do de crescimento;
uc= Valor significativo de # no controle;

ur= Valor significativo de x# no grupo tratamento.

Com os resultados foram elaborados os graficos que apresentaram as curvas da

concentragdo resposta para a obtencdo da CEso.
3.2.3 Estimativa do CEso

Os valores de CEso foram estimados através do método de regressao linear das curvas
de concentragdo-resposta construidas com os dados de crescimento, conforme o recomendado
pela normatizagao ISO/DIS 20079, (2005).

Os erros indicados foram erros padrao da média ou percentagem do intervalo de
confianga (nivel 95%). Os dados encontrados foram tratados estatisticamente para maior

confiabilidade dos resultados.
3.2.3.1 Analise estatistica dos dados

De maneira a dispor uma maior confiabilidade dos resultados, os dados foram
submetidos a tratamento estatistico.

Os experimentos foram realizados com um total de seis réplicas para todas as amostras.
As médias e os desvios padrdo foram estimados para cada um dos pardmetros das amostras

(taxa de crescimento e taxa de inibicdo de crescimento). As diferencgas significativas foram
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determinadas com o uso da andlise de variancia de acordo com diferengas significativas do teste
de Tukey Highly (p<0,05) sendo a analise comparativa entre os tratamentos e controle realizada
com o uso do teste ANOVA one way (p<0,05). O procedimento foi realizado com o uso do

software Statistica (2016).

3.3 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS E
ULTRAESTRUTURAIS

Em plantas os danos estruturais e ultraestruturais configuram possiveis interferéncias
no metabolismo fotossintético da planta (LALAU et al. 2015; 2020). Como o crescimento da
planta esta atrelado a sua capacidade metabolica, a andlise desses parametros morfologicos ¢
de fundamental importancia para a compreensdo da toxicidade e seu mecanismo de agdo. Dessa
maneira ap6s a estimativa do valor de CEso realizou-se um novo ensaio com a exposi¢ao das
lemnas a suspensdo controle e a suspensdo com a concentragdo CEso. Ap6s o periodo do teste

as amostras de lemnas foram coletadas e submetidas a analises microscopicas.

3.3.1 Avaliacao da area fotossinteticamente ativa e tamanho da raiz

A érea fotossinteticamente ativa (AFA) esté relacionada com a porcdo verde da planta
(HOLBEN et al, 1980) enquanto a clorose ¢ caracterizada pela perda de pigmentagdo
(amarelamento da fronde) (ISO/DIS 20079, 2005). Dessa maneira, no presente trabalho optou-
se em observar essas alteracdes, através de registro pelo estereomicroscopio (lupa), e posterior
medicao das AFA e das raizes através do software Imagel.

Para tanto, das amostras submetidas ao teste foram selecionadas as que apresentaram
caracteristicas mais semelhantes entre si (n=8). Essas foram posteriormente lavadas com AOR
e alocadas individualmente em placas de Petri para posterior visualizagdo e registro das imagens
no estereomicroscopio (Lupa Olympus SZX16).

Com base nas imagens obtidas a AFA e o tamanho da raiz foram mensurados através
do software Imagel (1.52a; Java 1.8.0). Os resultados do AFA foram apresentados através da

relag@o entre a area fotossinteticamente ativa e a area total da planta.
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3.3.2 Analise dos graos de amido e compostos fendlicos

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes decorrentes do stress da exposicao
das plantas as NPAg, foram avaliados o conteudo de grao de amido e compostos fenolicos nas
amostras. Essas foram realizadas por métodos de microscopia de luz. Sendo essa verificacao
realizada por motivo dessas alteracdes poderem estar relacionadas a alteragdes na atividade
fotossintética da planta (LALAU et al., 2015; 2020).

O desenvolvimento das andlises citoquimicas e morfolégicas contou com o
procedimento de corte das frondes das amostras controle e CEsp em fragmentos de
aproximadamente Smm. As amostras entdo foram fixadas em uma solucao de paraformoldeido
2.5% em tampao fosfato 0.1M, pH 7.2, por 24 horas (SCHMIDT et al., 2009). Depois de fixadas
as amostras foram lavadas duas vezes com tampao fosfato, sob temperatura ambiente, por um
periodo de 10 minutos (BOUZON, 1993).

Posteriormente as amostras passaram por um processo de desidratacdo em série de
concentragdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90, 100%) (Figura 15-1). A infiltracdo
preliminar do material foi realizada com historesina glicolmetacrilato (GMA) e etanol 100% na
proporcao 1:1 e entdo foi infiltrada em resina pura (Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha)
(Figura 15-2).

Apbs o processo de polimerizagdo as amostras foram seccionadas em um microtomo
manual de parafina (Leica RM 2135), sendo que os cortes foram realizados com navalha de
tungsténio resultando em uma espessura de Sum (Figura 15-3). Os cortes resultantes foram
corados com diferentes testes citoquimicos (citados a seguir) (Figura 15-4) e observados com
auxilio de um microscopio Epifluorescent (Olympus BX 41) (Figura 15-5). Sendo esse
equipado com o sistema de captura de imagem Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging

Corporation, Austin, TX, EUA).

Figura 15: Processo de emblocamento da amostra, e teste citoquimico com corante, para
posterior seccionamento e visualizacao registro de imagem por microscopia de luz.
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Fonte: Autora, (2020).
3.3.2.1 Testes citoquimicos

Os testes citoquimicos foram realizados a fim de observar os graos de amido e a
formag¢do de compostos fenolicos no interior do tecido do organismo. As amostras controle e
CE50 foram submetidas aos seguintes testes citoquimicos: Acido Periodico de Schiff (PAS)
com o objetivo de identificar a presenca de polissacarideos neutros (amido e celulose)
(GAHAN, 1984). Azul de toluidina (AT-O) 0,05%, com o pH 6,5, para identificar
polissacarideos acidos através da reacdo metacromatica (GORDON; McCCANDLES, 1973;
McCULLY, 1970).

Os materiais corados foram analisados e fotografados com o uso do microscopio de

luz Epifluorescente (Olympus BX 41).
3.3.3 Efeitos ultraestruturais

O estudo dos efeitos em nivel de ultraestrutura foi realizado através da observacao dos
danos provocados em estruturas e organelas celulares, bem como internalizacdo das NPAg,
através da observagdo de imagens obtidas das andlises microscopicas. A analise foi realizada a
fim de se obter uma melhor compreensao dos possiveis mecanismos de a¢do que levaram a
inibicdo do crescimento da planta, ademais, os impactos da incorporacao desse material no
interior da planta.

Para a analise por MET as amostras de macrofitas expostas a solugao controle e CEso,
com aproximadamente Smm de espessura, foram fixadas em uma solu¢do de glutaraldeido

2.5%, sacarose 2.0%, tamponadas com cacodilato 0.1 M (pH 7.2), pos fixadas em 1% tetroxido
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de 6smio por 4 horas e desidratadas em uma série de concentragdes crescentes de acetona
(SCHMIDT et al., 2009).

ApOs a desidratacdo o material foi infiltrado em resina Spurr (SPURR, 1969).
Posteriormente, os cortes ultrafinos foram feitos com navalha de diamante em ultramicrotomo
para tecidos biologicos (Power Tone XL / RMC e EM UC 7 / LEICA) e, posteriormente,
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo conforme os procedimentos descritos
por Reynolds (1963).

As amostras foram analisadas e registradas através de fotos em um microscopio
eletronico de transmissdo modelo Jeol (JEM) 1011 (JEOL Ltda., Téquio, Japdo, a 80kV),
pertencente ao Laboratorio Central de Microscopia Eletronica — (LCME) da Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.3.4 Analise dos estomatos e tecidos

No metabolismo da planta o fechamento dos estomatos pode ser indicativo de
alteragdes ou danos na atividade fotossintética das plantas (COSTA et al.,, 2007). Nessa
perspectiva, para o presente estudo essa avaliacao foi essencial para uma melhor compreensao
dos efeitos adversos das NPAg sobre as lemnas, assim como as alteragdes nos tecidos
provocadas do contato direto com a suspensdo de NPAg.

Para a analise das amostras controle e CEso, por microscopia eletronica de varredura
(MEV), as mesmas foram processadas e fixadas com a mesma metodologia utilizada para
analise por MET. Contudo a desidratag¢do foi realizada em séries etanolicas (30, 50, 70, 90,
100%) e secas em ponto critico EM-CPD-030 (Leica, Heidelberg, Alemanha).

ApOs, as amostras foram colocadas em suportes metalicos (stubs) e recobertos com
uma camada ultrafina de ouro (Metalizador Blatec, CED 030) e posteriormente observadas e as
imagens capturadas no MEV JEol 6390 LV (JEOL Ltda, Tokio, Japao, a 20kV) localizado no
LCME - UFSC.

Através das imagens coletadas verificou-se o nivel de abertura dos estomatos das
amostras CEso, comparando com a amostra controle, bem como, a rugosidade dos tecidos na

parte abaxial da fronde regido essa diretamente em contato com a suspensdo de NPAg.

3.4  EFEITOS NA FOTOSSINTESE
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A clorofila a e os pigmentos fotossintéticos sdo parametros importantes para avaliar o
desempenho da fotossintese, em termos de captacao de energia luminosa, de plantas sob stress
abiodtico e monitorar seu desenvolvimento (LALAU et al., 2015; SHU et al., 2013). Dessa
forma, a andlise foi realizada nesta pesquisa para avaliar o dano fotossintético com base nestes
indicadores. O procedimento de quantificagdo consistiu na extracdo de clorofila a, b e clorofila
total (HISCOX; ISRAELSTAM, 1979). Essa avaliagao foi realizada para observagao da
ocorréncia de efeitos na fotossintese da planta, uma vez que os pigmentos fotossintéticos de
clorofila a e b e carotendides sdo componentes diretamente relacionados com a atividade

fotossintética da planta.

3.4.1 Quantificacio de clorofilas a e b e carotenoides

Para a analise em questdo a clorofila a, b e total, foram extraidas de aproximadamente
0,500 g de peso imido (8 amostras) em 3 mL de dimetilsufoxido a temperatura de 40°C durante
30 minutos com o uso de um homogeneizador de tecido de vidro (imagem 1 da Figura 16)
(HISCOX; ISRAELSTAM 1979; SCHMIDT et al. 2011). Sendo que o procedimento foi
realizado uma vez para a amostra da planta exposta a suspensao controle e outra vez para a
CEso. O célculo e quantificagdo dos pigmentos foram realizados espectrofotometricamente de
acordo com Wellburn (1994).

Os carotenoides totais foram extraidos por extracdo exaustiva de 0,500 g de peso
umido de 8 amostras controle e 8 CEso inseridas em 3 mL de metanol puro. O extrato metandlico
bruto foi evaporado a fim de concentrar os extratos. A absorbancia especifica foi determinada
com uma microplaca espectrométrica Tecan (imagens 2 e 3 da Figura 16) (Infinite® M200
PRO, Ménnedorf, Switzerland) a 450 nm. A concentragdo total de carotenoides foi calculada
com base na norma da curva B-carotene (1 - 300 pg mL'; y = 0,00365x; 12 = 0,999)
(SCHMIDT, 2011).

Através dos resultados dos valores de pigmentos encontrados, as concentragdes da
amostra CEso foram comparadas com as da amostra controle. O procedimento possibilitou

visualizar a ocorréncia de inibicao da concentracao desses parametros na amostra CEsy.

Figura 16: Processo de extracdo de clorofila e carotenoides.
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Fonte: Autora, (2020).

3.5 ANALISE DA INCORPORACAO DE fONS DE PRATA

Com o intuito de avaliar a absor¢do de prata pelas L. punctata durante os testes, bem
como a acumulagdo de prata, foram realizadas analises de quantificagdo desse metal nas
amostras de lemnas submetidas as todas as concentragdes das suspensdes de NPAg utilizadas
no teste.

Para tanto as amostras foram lavadas com lavadas trés vezes com 10 mM de EDTA e
secas a temperatura de 100 °C overnight e posteriormente digeridas com acido nitrico (HNO3)
(LABSYNT Ltd., Diadema, Brazil) e peroxido de hidrogénio (H20>) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) com o uso de micro-ondas digestor (Milestone, model MLS 1200, Sorisole, Italy).
Posteriormente as amostras foram diluidas com 50 mL de 4gua deionizada.

Ao final a concentragdo de prata total das amostras foi analisada e quantificada por um
Espectrometro de Massa com Plasma Acoplado (ICP-MS) (Perkin Elmer, model NexION 300
D, Shelton, USA). Os resultados foram expressos como mg de Ag" por quilo de massa vegetal.
Sendo que para a andlise em questdo o equipamento foi ajustado com os parametros conforme

apresentado no Quadro 2.

Quadro 2: Detalhes operacionais do ICP-MS

Parametros ICP-MS Valores
RF Power: 1150 W
Gas flow rate (L.min™): 1.04
Auxiliary: 1.0
Carrier: 1.09
Signal measurement: Peak Hopping
Sweeps per reading: 50
Reading/Replicate: 2
Replicates:
Dwell Time: 50 ms
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Parametros ICP-MS Valores
Auto Lens mode: On
Detector operation mode: Dual

Fonte: A autora, (2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este topico abordaré os resultados obtidos das analises realizadas na perspectiva do
alcance dos objetivos elencados neste trabalho, sendo que os principais resultados foram

publicados na revista “Science of the total environment” (LALAU et al., 2020).

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As técnicas utilizadas para caracterizar as suspensdes de NPAg permitiram identificar
as propriedades fisico-quimicas dessas quando dissolvidas no meio de cultivo das lemnas (meio
de cultura SIS). O procedimento foi essencial uma vez que possibilitou uma melhor
compreensdo dos processos de interagdo fisico-quimica entre a NPAg e os sais utilizados no
meio.

Os resultados obtidos da andlise por microscopia eletronica de transmissdo e a
distribuicdo de tamanho das NPAg demonstraram particulas esféricas com um didmetro médio
de 27,21 £+ 28,70 nm para a diluicdo com o meio de cultura SIS e 19,80 £ 18,90 nm para a
suspensao diluida com AOR (Figura 17 (b) e (a), respectivamente). Também pode se observar
que as NPAg, em sua maioria, ndo estavam isoladas, apresentando caracteristicas de

aglomeragao.

Figura 17: Caracterizagdo das suspensdes de NPAg por anélise por MET. As micrografias
apresentam as NPAg diluidas com AOR (a) e meio SIS (b)
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Fonte: A autora, (2020).

Os valores de PZ obtidos na presente pesquisa (Tabela 2) sdo caracteristicos de

solucdes estaveis. Embora ndo tenha sido observada diferenga significativa nos resultados,
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nota-se que a suspensao diluida em AOR demonstrou maior estabilidade quando em relagdo a

diluida no meio de cultura SIS.

Tabela 2: Diametro médio da particula obtido por TEM (DM), potencial Zeta (PZ) e diametro
efetivo (DE), e pH para as suspensdes usadas no teste; média = SD (n = 3). As letras (a e b)
indicam as diferencas significativas de acordo com one-way ANOVA e posterior teste de

Tukey (p < 0,05).
Diluentes DM=DP (nm) PZADP (mV) DE+DP (nm) pH£DP
Meio SIS 27,21+28,702 -38,22 +£ 0,252 110,76 + 1,172 6,45+ 0,20?
AOR 19,80+18,90? -38,52 £ 0,20° 27,33 £ 0,97b 5,70+0,1 1°

Fonte: A autora, (2020).

Baixos valores de potencial Zeta indicam que as forgas de atragdo entre as particulas
superam as de repulsdo e as particulas tendem a se aproximar aumentando a probabilidade de
uma colisdo. Esse efeito favorece a aglomeragdo e floculagio das NP em suspensdo (GOUVEA
e MURAD, 2001; METCALF ¢ EDDY, 2003).

O estado de aglomeragdo ¢ dependente de caracteristicas como o pH ¢ da for¢a ionica
do meio em que a particula estd suspensa (OUKARROUM et al., 2010). O resultado obtido no
presente estudo apresentou aglomeragdo entre as NP o que corrobora com as micrografias
obtidas (Figura 17 b). Esse processo pode ter ocorrido por motivo de o meio de cultura SIS
possuir diferentes sais em sua composi¢ao, o que influenciou diretamente na forga i6nica da
suspensao analisada.

Apesar de as NP, incluindo as NPAg, serem geralmente caracterizadas com dimensdes
inferiores a 100 nm, essas tendem a se aglomerar. Conquanto o tamanho da particula primaria
possa ser inferior a 100 nm, os efeitos da aglomeracao resultam em agregados com diametros
maiores que 100 nm (COX et al., 2016). Os resultados referentes a medida do DE das NPAg
foram de 110,76 + 1,17 nm para a suspensdo contendo o meio de cultura SIS e de 27,33 + 0,97
nm para a suspensdo contendo AOR (Tabela 2), os valores demonstraram homogeneidade entre
as réplicas de cada amostra pelos baixos valores de desvio padrao.

O valor observado do diametro efetivo da NPAg diluida em AOR foi similar ao DM
obtido da analise por MET, diferente do DE da solu¢do com o meio de cultura SIS que se
apresentou maior do que o DM. Esses resultados provavelmente estdo relacionados a presenga
de elétrons existentes no recobrimento de PV A na superficie da NPAg que nado sdo capturados
na analise por MET (STEGEMEIER et al., 2017). As caracteristicas supracitadas podem afetar
o coeficiente de difusdo utilizado no método de determinacao através de DLS e assim o DE. A

premissa fortalece a hipotese de que as caracteristicas do meio de cultura SIS favoreceram a
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aglomeragdo das particulas de NPAg, uma vez que o resultado de DE para esse meio
demonstrou-se elevado, quando comparado a solugao de OR. Os diferentes resultados de DM
e DE para a amostra de NPAg diluida no meio SIS ainda pode ter relagdo com o espaco de
tempo decorrido entre o preparo das amostras para analise uma vez que, no preparo da amostra
para a analise do DM a amostra foi inserida no Grid imediatamente apds a sintese. Esse
intervalo de tempo decorrido a inser¢ao no Grid e encaminhamento da amostra para verificagao
do DE no equipamento Zetasizer Nano ZS (Brookhaven, 90 PLUS-PALS), pode ter favorecido
uma tendéncia a aglomeragao das particulas.

Os demais resultados como o de PZ e de MET demonstraram maior grau de
aglomeragdo para a suspensao diluida com meio de cultura SIS, quando comparada a diluida

com agua RO.

4.2 INIBICAO DE CRESCIMENTO

Os resultados obtidos da taxa de crescimento das plantas expostas demonstraram
diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras expostas a de maior concentracdo de NPAg
(Tabela 3). Apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa, na taxa de crescimento,
entre as demais amostras a amostra controle ainda foi a que demonstrou uma maior taxa de

crescimento dentre todas analisadas (Tabela 3).

Tabela 3: Resultados de taxa de crescimento das amostras ao final do teste - média +
DP (n = 3). As letras indicam as diferencas significativas de acordo com a one-way ANOVA
e posterior teste de Tukey (p < 0,05).

Concentracdes de NPAg (mg.L") Taxa de crescimento (adimensional) (r) DP
Controle 0,13 +£0,010°
0,16 0,11 +0,007°
0,32 0,12 £ 0,006°
0,64 0,11 +0,021°
1,28 0,10 +0,023°
2,56 0,09 +0,016°
5,12 0,09 + 0,021°
10,24 0,01 £0,015%

Fonte: A autora, (2020).

Na concentragdo mais alta (10,24 mg.L™") ocorreu uma brusca redu¢iio na taxa de
crescimento com diferenca significativa em rela¢do a amostra controle. Também se observou a
alteracdo gradativa na colora¢do da planta de verde para amarelada e, na concentragdo mais

alta, a planta apresentou colorag@o branca, o que representa a sua morte, durante a realizagao
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de ensaio. Isso pode ter relacdo com possiveis impactos no metabolismo fotossintético da
macroéfita uma vez que efeitos de clorose sao decorrentes de perda de pigmentos e alteragdes
no processo de fotossintese (LALAU et al., 2015). Ademais, na concentragdo mais alta pode
ter ocorrido a limitacdo de elementos necessarios para o metabolismo e desenvolvimento da
planta, como as fontes energéticas de pigmentos fotossintéticos e uso total da reserva energética
de graos de amido.

A redugdo no numero de frondes da pesquisa ¢ significativamente baixa comparada
com outros estudos que demonstraram redugdo significativa em concentragdes menores de
NPAg (GUBBINS et al., 2011; MINOGIANNIS et al., 2019; UCUNCU et al., 2014). No
entanto, ¢ importante ressaltar, que os estudos supracitados utilizaram diferentes metodologias
de sintese de NPAg além terem utilizado como organismo-teste a espécie Lemna minor.
Minogiannis et al., (2019) e Unguncu et al., (2014) utilizaram o método de ablacdo a laser para
a sintese de NPAg, ja Gubbins et al., (2011), utilizou método quimico classico, com o uso de
borohidreto e citrato de sodio como agentes redutor e estabilizante. Isso demonstra que a
toxicidade das NPAg pode ter variagcdes conforme as caracteristicas de sensibilidade da espécie
da macrofita, bem como, as caracteristicas intrinsecas das NPAg e procedimentos e reagentes
utilizados em sua sintese. A partir dos resultados obtidos e da comparagdo com a literatura,
supoe-se que a espécie de L. punctata ¢ menos sensivel aos efeitos toxicos decorrentes da
exposi¢do de NPAg. Contudo, mais andlises sdo necessarias para confirmar essa hipdtese, uma
vez que a metodologia de sintese utilizada também pode ter contribuido para a diferencga de
toxicidade observada entre este estudo com as literaturas mencionadas.

O grafico que demonstra o comportamento da inibicdo de crescimento através da
curva de concentracdo resposta conforme a exposicao as diferentes concentragdes de NPAg ¢
apresentado na Figura 18. Os resultados utilizados para a elaboragao da curva sdo baseados no
percentual de inibicdo de crescimento e as letras representam as diferencas significativas de
acordo com o teste ANOVA — one way — com posterior teste de Tukey. O valor de CEso
estimado, através da realizagdo do método de regressdo ndo linear da curva de crescimento

obtida, foi de 6,84 mg.L".
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Figura 18: Curva de concentragdo resposta do organismo — teste lemna L. punctata, apds o
periodo de exposicao a NPAg (periodo de sete dias).
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Fonte: A autora, (2020).

O percentual de inibigdo de crescimento para a amostra de maior concentragdo de NPAg
ao final do periodo de teste foi de 93% (Tabela 4), isso por motivo de nessa concentracao as
plantas ja se encontrarem mortas. Estudos que reportam as avaliacdes toxicologicas das NPAg
sobre as lemnas em que foi observada uma maior toxicidade (Tabela 4) demonstraram uma
suspensdo mais estavel de NPAg e um menor didmetro médio e DE. J& ha estudos que relatam
que quanto maiores valores de DE das suspensdes de NPAg, menor sua area superficial e assim
menor a sua reatividade (OUKARROM et al., 2013) o que pode ser observado comparando os
resultados da presente pesquisa com outros estudos similares utilizando espécies diferentes de

lemnas, sendo esse outro parametro comparativo utilizado no confronte dos resultados de CEso

(Tabela 4).

Tabela 4: Valores de CEso baseados nos resultados de pZ, DE e DM.

Autora Oukarrom et Gubbins et al. (2011) Uciicu et al.
(2020) al. (2013) (2014)
NPAg NPAgo NPAgaG1 NPAga:2 NPAgu
CEso(mg.Ll) 6,84 9,36 0,14 0,12 0,026
pZ£DP (mV) -38,50+0,3  -34,70+2,1 -42,20£2,0 42,20£2,0 -34,90

DE+DP (nm) 110,76x1,1 - 15,90+2,1 84,10+11,8 84,97
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Autora Oukarrom et Gubbins et al. (2011) Uciicu et al.

(2020) al. (2013) (2014)

NPAg NPAgo NPAgac1 NPAga: NPAgu
DM=£DP (nm)  2721+0,3 240 29,20+10,9 93,52+48,6 20-50
Espécies de L. punctata  Lemna gibba ~ Lemna minor L  Lemna minor L Lemna minor

lemna

Fonte: A autora, (2020).

Através da Tabela 4 ¢é possivel notar que apesar de a NPAg utilizada no presente estudo
apresentar um diametro médio de 27,21+0,3, a CEso encontrada ficou menor apenas do que no
estudo de Oukarrom et al., (2013). No estudo de Oukarrom et al., (2013), o DM da NPAgo
investigada foi muito maior do que o DM encontrado para a NPAg do presente estudo. O
resultado de DM dessa pesquisa ficou entre a faixa de valores encontrados por Ungucu et al.,
(2014) (NPAgu na Tabela 4). Entretanto a CEso de Ungucu et al., (2014) ficou bem abaixo do
valor encontrado neste trabalho, demonstrando-se mais toxica. Observa-se que a NPAg obtida
no estudo de Ungucu et al., (2014), resultou em um valor de DE mais baixo, quando comparado
ao resultado obtido nesta pesquisa, isso pode estar relacionado com a velocidade de
aglomeragao das particulas no meio de cultivo, conforme a metodologia de sintese utilizada.

Sugere-se que quanto maior o estado de aglomeracdo das particulas menor serd a
toxicidade e o contrario quanto menor o tamanho da NPAg (BAE et al., 2010). Os resultados
comparativos constantes na Tabela 4, demonstram que nos resultados obtidos nesta pesquisa e
no estudo de Oukarrom, (2013) a toxicidade se mostrou atenuada. Neste estudo também foi
observada aglomeracdo através da andlise por MET e essa tendéncia foi corroborada pelas
analises de PZ e DE.

Os diferentes niveis de toxicidade da NPAg observados pelos diferentes autores (Tabela
4) podem estar relacionados as diferentes espécies desses organismos utilizadas, as variagdes
na quantidade de ions Ag" toxicos liberados na solugdo de teste (DEWEZ et al., 2018) e aos
diferentes métodos de sintese ou tipos/formas de NPAg utilizadas para cada estudo. Outrossim,
as suspensoes resultantes podem mostrar diferentes niveis de estabilidade e tamanhos de
aglomerados.

Os resultados obtidos no presente estudo propdem que efeitos no crescimento podem
ser reflexo de alteragdes no metabolismo bioquimico da planta decorrentes da exposicdo as

NPAg. Isso porque alteragdes significativas a niveis histoquimico e bioquimico relacionadas a
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efeitos no crescimento do organismo de estudo ja foram observadas (LALAU et al., 2015; 2020;

ZEZULKA et al., 2013).

43 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS E
ULTRAESTRUTURAIS

Alteragdes em processos bioquimicos e fisioldgicos de plantas proveniente da
exposicao a xenobidticos, podem ocasionar alteragdes estruturais e ultraestruturais (PEDROSO,
2009). Estudos ja reportam efeitos adversos ocasionados pelo agente toéxico em plantas em nivel
macroscopico através de danos como clorose e necrose € na superficie adaxial da planta
(KRUPA et al., 2001; NOVAK et al., 2003), bem como, a nivel intracelular (CASTAGNA et
al.,, 2007; FAORO; IRITI, 2009; GRAVANO et al., 2003; LALAU et al., 2015; 2020;
SCHMIDT et al., 2009). Nesse sentido, a avaliagdo dos pardmetros estruturais e ultraestruturais
possibilitou uma melhor compreensao dos efeitos adversos oriundos da exposi¢ao do organismo

teste a suspensdao de NPAg.

4.3.1.1 Morfologia

e AFA e tamanho da raiz

As imagens das folhas e raizes dos organismos expostos a amostra controle e a amostra
com a concentragdo CEso, bem como a AFA e o tamanho da raiz podem ser visualizadas na
Figura 19. Nas imagens as letras (a) e (b) representam as areas fotossinteticamente ativas das
amostras controle e CEso, respectivamente. As letras (c) e (d), representam as raizes das
amostras controle e CEso respectivamente. Nos graficos as letras representam as diferengas
significativas de acordo com o teste ANOVA — one way — com posterior teste de Tukey.

Observando o tamanho das raizes (14,00 mm para a amostra controle e 5,99 mm para
a amostra exposta a CEso) e a APA (100% para a amostra controle e 26% para a amostra exposta
a CEso) € possivel visualizar uma considerdvel redu¢do no resultado dos parametros
supracitados da amostra exposta a concentragdo CEso quando comparada ao controle (Figura
19). Outrossim, observou-se perda expressiva de coloragdo da amostra exposta a CEso

comparada com a controle (Figura 19).

Figura 19: Imagens das amostras de lemnas registradas através do estereomicroscopio (lupa).
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Perda de coloracdo sugere possiveis danos no metabolismo fotossintético da planta (YE
et al, 2019). Ademais alguns estudos preliminares sobre a efeitos das NP no crescimento de
espécies vegetais indicaram inibi¢do no comprimento da raiz (YANG; WATTS, 2005).
Portanto a clorose observada pode ser um indicador da escassez de pigmentos fotossintéticos,
uma vez que as plantas expostas as NPAg eram saudaveis apresentando intensa coloragdo verde.
Esse efeito pode ser atribuido a uma diminuicao acentuada na densidade do cloroplasto causada
por danos nessa estrutura e alteragdes no tamanho da célula, sugerindo que o agente toxico
interferiu na replicacao do cloroplasto e na divisao celular (BARYLA et al., 2001). Além de
danos intracelulares decorrentes do stress oxidativo oriundos do aumento de EROs, que afetam
diretamente estruturas e organelas celulares (LALAU et al., 2015).

A hipotese de que os efeitos observados foram causados pelas NPAg ¢ reforcada pelo fato
de que as plantas expostas a CEso foram mantidas sob as mesmas condi¢des de laboratdrio
(temperatura, nutrientes e luz etc.) que as amostras controle que, praticamente nao alteraram a
sua coloracdo durante o periodo de teste diferentemente das plantas expostas que tiveram sinais
de clorose. Ademais, efeitos de perda de coloragdao oriundos da exposicao das lemnas a NP ja
foram observados em outros estudos (LALAU et al., 2015; 2020).

Perda de coloragdo representa perda de pigmentos que sdo a principal fonte de energia da
planta e seu baixo suprimento leva ao consumo da reserva energética composta por graos de
amido e formagao de compostos fendlicos indicando condigdes de stress da planta (LALAU et

al., 2015). Portanto essa diminui¢ao no conteudo de clorofila est4, provavelmente, associada ao
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processo degenerativo da biossintese de pigmentos como um mecanismo de compensagao para
manter a disponibilidade de compostos de carbono para a sintese de compostos antioxidantes,
conforme o geralmente observado em plantas (HOLZINGER; LUTZ, 2006).

Essa resposta foi observada nos resultados encontrados uma vez que, as lemnas, mesmo
com clorose, ainda continuaram crescendo, ou seja, reforcando a hipotese de que mesmo com

a escassez de pigmentos o déficit energético foi suprido pelos graos de amido.

4.3.1.1.1 Graos de amido e compostos fenolicos

As imagens das sec¢des das frondes das plantas registradas através de microscopia de luz
posteriormente ao teste citoquimico com os corantes PAS e AT-O sado representadas na Figura
20. Na Figura 20, (a) e (b) representam as sec¢des das frondes das amostras controle ¢ CEsp
(respectivamente) coradas com PAS. As setas indicam a localizagdo dos graos de amido,
indicados como “A”. As letras (c) e (d) representam as secgdes das frondes das amostras
controle e CEso (respectivamente) coradas com AT-O. As setas indicam a localizagdo dos
compostos fendlicos representados como “CF”.

As secgoes transversais das amostras controle (Figura 20a) e as expostas a CEso (Figura
20b) da L. punctata demonstraram rea¢cdo com o corante PAS em suas paredes celulares e no
citoplasma. A reagdo positiva de PAS no citoplasma evidenciou a abundancia de graos de amido
nas cé€lulas da amostra controle (Figura 20a). Diferentemente a amostra de plantas expostas a
CEso apresentou um numero menor de graos de amido e de pequena dimensao (Figura 20b). Ja
a reacdo positiva das amostras com o corante AT-O indicou presenca de compostos fendlicos
no organismo (Figura 20c e d). Além de apresentar quantidade expressiva de compostos

fendlicos quando comparado a amostra controle (Figura 20d).

Figura 20: Microscopia de luz das sec¢des das frondes das amostras controle e CEso
submetidas ao teste citoquimico com os corantes PAS e AT-O.
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Fonte: A autora, (2020).

Os graos de amido constituem uma reserva de energia quando ha pouco suprimento de
pigmentos fotossintéticos (LALAU et al., 2015;2020). Outrossim, ja existem dados da relacao
entre a diminui¢do de grdos de amido e alteracdes ultraestruturais como a diminui¢do de
organelas celulares (SCHMIDT et al., 2009). Os resultados encontrados refor¢am a hipotese de
que a exposi¢ao das macroéfitas a suspensdo de NPAg ocasionou os efeitos verificados nas
respostas do teste citoquimico PAS.

Um decréscimo no numero de graos de amido combinado com o aumento de compostos
fenodlicos indica que a planta se encontra em condic¢des de stress em conjunto com efeitos de
alteragdes metabolicas (GOUVEIA et al., 2013). Essa resposta foi observada nos resultados dos
testes citoquimicos AT-O e PAS das lemnas expostas a CEso, refor¢ando o pressuposto do uso
dos graos de amido como fonte energética para suprir a escassez dos pigmentos fotossintéticos.
Tanto que as macrofitas expostas que apresentaram clorose continuaram crescendo conforme o
mencionado no topico 4.3.1.1. Apesar de neste estudo os danos na taxa de crescimento terem
sido desproporcionais quando comparados aos danos a nivel de ultraestrutura, provavelmente
os efeitos na taxa de crescimento seriam potencializados, ou até mesmo, limitados caso o
periodo de teste fosse maior. Isso por motivo de elementos essenciais para o metabolismo e

desenvolvimento do organismo terem sido afetados negativamente de maneira significativa.

43.1.2 Estomatos e tecidos

As imagens da superficie abaxial e adaxial das amostras analisadas sdo apresentadas
na Figura 21. A figura demonstra em (a), (b) e (c) o estdmato, as sec¢des adaxial e abaxial da
fronde da amostra controle. Em (d), (e) e (f) demonstram o estdmato, as sec¢oes adaxial e
abaxial da fronde da amostra CEso. As setas representam indicam a posi¢ao dos estomatos

(letras (a); (b); (d) e (e)) e a caracteristica do tecido da planta (letras (¢) e (f)).
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Nas imagens da superficie adaxial das amostras das frondes da lemna posterior ao
periodo de teste foi observada a presenga de estomatos em ambas amostras (indicados pelas
setas na Figura 21 (a), (b), (d) e (e)). Nas imagens referentes a amostra exposta a CEso o
fechamento dos estomatos pdde ser observado (indicados pelas setas na Figura 21 (d) e (¢)).

Com relacdo a superficie abaxial das amostras analisadas notaram-se ondulagdes leves
na topografia da superficie da amostra controle (Figura 21 (c)) enquanto na amostra CEso as
imagens demonstraram uma superficie com forma irregular indicando um aspecto de aspereza

(Figura 21 (f)), aparentemente resultante da exposi¢do a NPAg.

Figura 21: Imagens das frondes das amostras controle e CEso, posterior ao periodo de teste,
registradas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Fonte: A autora, (2020).

Distarbios nas trocas gasosas através dos estdmatos afetam a eficiéncia da atividade
fotossintética das plantas (SANDALIO et al., 2001). Severi e Fornasiero (1982; 1983b)
observaram o fechamento dos estomatos da mesma espécie das macroéfitas do presente estudo
durante o ressecamento provocado da exposicdo ao xenobidtico foco do estudo (inibidores
metabolicos e ionofdéros). Neste estudo, observou-se que as NPAg estimularam o fechamento
dos estOmatos e, portanto, a taxa de transpiragao foliar pode ter sido significativamente afetada
na amostra exposta a CEso. Esse efeito também ja foi observado na exposi¢do da mesma espécie
de lemna a NPCuO (LALAU et al., 2015), o que pode ser um indicio de que os nanomateriais

podem induzir a esse dano.

4.3.1.3 Ultraestruturas
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As imagens das ultraestruturas das amostras controle e expostas a CEso sdo
demonstradas na Figura 22. Na imagem da Figura 22 (a) sdo demonstrados os amiloplastos da
amostra controle onde pode-se visualizar os de graos de amido (A). Ja na imagem da Figura 22
(b) ¢ demonstrada a mitocondria (M) e cristas mitocondriais da fronde da amostra controle. Na
imagem da Figura 22 (c) observa-se o detalhe do cloroplasto com estroma e tilacoides (T)
preservados (indicagdo por setas) nas células controle. A imagem apresentada na Figura 22 (d)
refere-se a parede celular (PC) da amostra controle. Em 22 (e) s3o demonstrados os
amiloplastos da amostra CEso onde podem ser visualizadas rupturas (indicadas pelas setas) e
pequenos graos de amido (A) em menor quantidade. Na Figura 22 (f) observam-se as
mitocondrias da amostra ECso sdo visualizadas rupturas em sua estrutura. Em 22 (g) observa-
se o detalhe do cloroplasto que apresenta desorganizacdo nos estromas tilacoides (indicado
pelas setas) e, em (h) visualiza-se a parede celular (PC) das sec¢des da fronde CEso. Pode-se
observar uma pequena quantidade de um elemento que ndo caracteriza qualquer organela
celular e se assemelha a NPAg (indicado pela seta).

As imagens obtidas por MET da amostra controle demonstraram que as organelas, tais
como amiloplastos (Figura 22a), mitocondrias (Figura 22b) e tilacdides (Figura 22c),
continuaram preservados ap6s a durag¢do do teste. No entanto, as amostras CEso apresentaram
ruptura e baixa quantidade de graos de amidos no amiloplasto (Figura 22 (e)), rompimento da
mitocondria (Figura 22 (f)) e significativa desordem das estruturas tilacéides (Figura 22 (g)).

Também foi possivel observar que nas amostras controle, apds o periodo de teste
(Figura 22 (g)), a parede celular se manteve preservada, enquanto na amostras CEso a parede
celular sofreu alteragcdes além de serem identificados sinais da presenca de NP através da

existéncia de elementos ndo visualizados na parede celular da amostra controle (Figura 22 (h)).

Figura 22: Imagens registradas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) das frondes
das amostras controle e CEso posterior ao periodo de teste.
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Fonte: A autora, (2020).

Interagdes quimicas provenientes da exposicao das plantas as NP resultam na producao
de EROs, distrbios da atividade de transporte de ions da membrana celular, danos oxidativos
e peroxidagao lipidica. Isso porque os ions metalicos gerados das as NP reagem com os grupos
sulfidrila e carboxila alterando a atividade proteica da planta (AUFFAN et al., 2008; FOLEY
et al., 2002; HOSSAIN et al., 2015; KAMAT et al., 2000). Ademais as NP provocam danos na
ultraestrutura dos cloroplastos afetando os niveis de pigmentos fotossintéticos (TKALEC et al.,

2008).

4.4 EFEITOS NA ATIVIDADE FOTOSSINTETICA

Os resultados da concentragdo dos pigmentos fotossintéticos das amostras analisadas
sdo demonstrados na Tabela 5. Na tabela sdo representados os valores das médias + desvio
padrdo (DP) (n=9). Sendo que as letras representam as diferengas significativas de acordo com
a analise one-way ANOVA e posterior teste de Tukey (p<0,05).

Nota-se que a amostra exposta a CEso apresenta perda significativa dos niveis de
clorofila a, b e total quando comparada a amostra controle. Assim como o decréscimo de
carotenoides (Tabela 5). Os sinais de clorose observados na Figura 19 podem ser reflexo da

expressiva perda de pigmentos da planta exposta a NPAg.

Tabela 5: Contetido de pigmentos fotossintéticos (ug.g ' peso umido) da L. punctata apos o
periodo de teste das amostras CEso e controle.
Componentes Controle + DP CEso (6,84 mg.L")+ DP
Clorofila a 201,80 +23.4* 58,33 +14,2°
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Clorofila b 62,85 +5,90° 26,11 +5,17°
Clorofila total 264,65° 84,44
Carotenoides totais 61,31 +5,10% 20,99 + 5,70°

Fonte: Autora, (2020).

Os danos celulares provocados refletem no desenvolvimento da planta através de
alteragdes no metabolismo fotossintético. Isso por motivo das organelas afetadas pelas NP
serem responsaveis pelo transporte de metabolitos no processo de fotossintese. Uma vez que na
via fotorrespiratdria varias organelas (mitocondrias e peroxissomos) do interior dos
cloroplastos estdo envolvidas no metabolismo fotossintético do carbono (LEEGOOD et al.,
2000).

O declinio nos pigmentos fotossintéticos nas amostras das lemnas expostas as NP junto
com os danos as estruturas tilacéide demonstram que as NPAg prejudicaram consideravelmente
a integridade estrutural e funcional dos cloroplastos, dano ja observado quando esse mesmo
organismo foi exposto ao Cadmium (Cd) (TKALEC et al., 2008). Assim, os efeitos observados
no interior celular podem ter resultado em danos no metabolismo fotossintético, uma vez que o
teor de clorofila ¢ um biomarcador significativo que reflete o status do desenvolvimento das
plantas.

Perdas significativas de pigmentos ja foram observadas em decorréncia da exposi¢ao
de espécies de plantas (Pisum sativum) a NPAg (TRIPATHI et al., 2017). Com relacdo a espécie
de planta do presente estudo, ja foi observada alteracdes de pigmentos quando expostas as
NPCuO (LALAU et al., 2015; PERREAULT et al., 2014; RADIC et al., 2019).

Um declinio nos pigmentos fotossintéticos, como o teor total de clorofilas a, b e total
e o teor de carotendides, indica bloqueio da cadeia de transporte de elétrons (CTE), o que pode
levar a uma inibicdo significativa da fotossintese (KHAN et al., 2019). Esses efeitos afetam as
condig¢des de desenvolvimento da planta (NAIDU et al., 2003).

Essas alteracoes fisiologicas também podem estar associadas ao acumulo excessivo de
ions de prata pela planta, haja vista que a NPAg quando em suspensao tende a liberar ions de
prata na amostra. Ademais, podem liberar ions nos tecidos e ultraestruturas do organismo

quando internalizadas.

4.5 ANALISE DA INCORPORACAO DE IONS DE PRATA
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Com relacdo aos resultados obtidos da quantificagdo de ions de prata sdo apresentados
na Tabela 6. As letras indicam as diferencas significativas de acordo com a one-way ANOVA

e posterior teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 6: Resultados das concentragdes de Ag" das amostras apds o periodo de teste - média

+ DP (n=3).
NPAg (mg.L™) Ag'(mg Kg') £ DP
Controle 0+ 0,00
0,16 2289 + 9,408
0,32 5606 + 7,30f
0,64 8983 + 5,10¢
1,28 21223 +£2,17¢
2,56 23284 + 1,90¢
5,12 44155 + 5,500
10,24 47869 + 3,60°

Observa-se que nas amostras houve um aumento gradativo conforme o aumentou a
concentragdo de NPAg das suspensoes (Tabela 6). A alta absor¢ao de prata pela lemna pode
estar relacionada a sua forte tendéncia de acumular metais, o que € observado pelos resultados
do presente estudo que apresentou valores bastante significativos de acimulo de prata com o
aumento das concentracdes das suspensdes de NPAg. Devido a essa propensdo a acumulagao
de metais, essa planta ja tem sido objeto de varios estudos (STOUT et al., 2010; LALAU et al.,
2015; STEGEMEIER et al., 2017). Os resultados observados refor¢gam o conceito de que as
lemnas possuem alta capacidade de acumular metais, ademais sdo utilizadas inclusive em
processos de remog¢ao de metais para remediagdo ambientes aquaticos impactados ou até para
polimento de efluentes (SASMAZ; OBEK, 2012). O fato de as NPAg penetrarem na parede
celular da planta pode ter levado a liberacdo de ions que se adicionaram aos ions de prata
adsorvidos que estavam presentes na suspensdo de NPAg potencializando a absor¢do desse
metal. Com isso a incorporagdo desses ions na planta se intensifica, fator esse preocupante, uma
vez que ela permanecera acumulando esse material e possivelmente transferindo esses efeitos
para outros organismos. Dessa maneira essa alta acumulacdo de metais pode representar riscos
em termos de impactos ao meio ambiente e ecossistemas. Apesar de ser observado acumulagao
de Ag" nas macrofitas, a taxa de crescimento se manteve pouca alterada na maior partes das
concentracdes expostas (excetuando a concentragdo de 10,24 mg.L™!), isso indica que mesmo

com altas concentragdes de prata no seu interior, as plantas continuaram se desenvolvendo,
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mesmo que de maneira mais atenuada, podendo ser consumidas bioamplificando esse metal na
teia trofica, uma vez que, estardo biodisponiveis com altas doses de prata no seu interior.

Conforme a OMS o limite maximo permitido da concentragao de prata na agua potavel
¢ de 0,1 mg.L!, j4 em territorio nacional a Resolugio CONAMA 430 e a Lei n° 14675/2009 de
Santa Catarina estabelecem limites méximos em efluentes de 0,1 mgL"' e 0,02 mg.L"!
respectivamente, convertendo para unidade de medida a unidade de medida para mg.L!, os
resultados obtidos demonstraram concentragcdes superiores aos valores preconizados. A
premissa reforca um apontamento importante relacionado aos resultados do estudo, uma vez
que as NPAg dispersas em corpos d’agua podem potencializar o aumento de Ag" nos
mananciais utilizados para consumo humano e manutengao dos ecossistemas. Ratifica-se que
os resultados desta pesquisa demonstraram que todos os tratamentos, apresentaram
concentragdes de prata superiores ao limite estabelecido pelas legislagdes supracitadas.

Como a L. punctata ¢ um produtor primario dentro da teia trofica, o acumulo
observado de prata pode levar a uma possivel bioamplificacdo para organismos pertencentes
aos niveis posteriores da teia trofica. Nesse cendrio o encaminhamento da contaminagao por
prata podera vir a afetar ndo apenas os organismos consumidores, mas o ecossistema como um

todo.
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5 CONCLUSAO

O estudo permitiu elucidar os efeitos adversos decorrentes da exposicdo das L.
punctata as NPAg que ocasionaram a diminui¢do da taxa de crescimento na planta bem como
a perda de coloragdo. A analise possibilitou observar a resposta do organismo exposto a NPAg
a nivel morfo e citolégico e de metabolismo fotossintético. Os resultados permitiram
descobertas importantes com relacdo ao estudo realizado. Além disso, confirmaram a hipotese
de que exposicao das L. punctata as NPAg, resulta na incorporagdo dessa substancia a nivel
celular causando danos morfofuncionais e no metabolismo fotossintético.

Os dados obtidos da caracterizagdo das suspensdes de NPAg demonstraram uma maior
propensao a aglomeragdo desse elemento quando diluido em meio de cultura SIS o que pode
estar relacionado a interacdo quimica com os sais existentes no meio. Apesar do tamanho e
diametro observados serem maiores quando comparados a literatura, a caracteristica da
suspensao, cujo estado fisico ¢ liquido, pode ter favorecido a internalizacdo da NP na parede
celular da planta. A caracterizagdo das NP foi um procedimento essencial para esse estudo, pois
permitiu uma melhor compreensdo dos efeitos téxicos no organismo testado. Ademais
possibilitou observar que as caracteristicas da suspensao podem influenciar a toxicidade, uma
vez que quanto menor o diametro das NP a tendéncia € que sua area superficial seja maior, isso
¢ um parametro-chave em relacdo as suas caracteristicas de reatividade. Ainda através desses
resultados foi possivel observar que a sintese da NPAg foi bem sucedida.

A exposi¢do das lemnas as NPAg na faixa de concentracdes entre 0,16 — 10,49 mg.L™!
demonstrou gradual nos valores da taxa de inibi¢cdo de crescimento da planta, sendo o maior
efeito observado na concentragio de 10,49 mg.L-!. Embora os maiores efeitos em termos de
inibicao de crescimento tenham sido observados na maior concentragdo da amostra de NPAg,
na concentragio CEso (6,84 mg.L™!) foram observados efeitos significativos em termos de
metabolismo e fisiologia da lemna.

Observou-se reducdo da area fotossinteticamente ativa (em torno de 70%), tamanho da
raiz (7 mm), pigmentos fotossintéticos (em torno de 41,5%), grdos de amido, bem como,
fechamento dos estdmatos na amostra de lemna exposta a CEso. Os resultados também sugerem
a ocorréncia de danos no aparato fotossintético.

Finalmente os resultados demonstraram que somente o teste para avaliar a taxa de
crescimento ndo garante uma avaliacdo toxicoldgica precisa uma vez que, os resultados

apontaram que a taxa de crescimento, na grande maioria das concentragdes, permaneceu
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estatisticamente semelhante a das plantas expostas a condi¢dao controle. Contudo, os efeitos
ultraestruturais foram relevantes, indicando que mesmo que a planta tenha uma taxa de
crescimento considerdvel quando comparada as amostras controle, as alteracdes provocadas
pela exposi¢ao a NPAg sdo evidentes. Danos em mitocondrias, tilacdides, reducdo de clorofila
a, b, totais, carotenoides, graos de amido, AFA e fechamento de estdmatos sdo fatores que nao
podem ser negligenciados.

Pode-se concluir que as NPAg podem representar um risco quando dispersas no
ambiente aquatico, uma vez que podem penetrar nos organismos, atingindo estruturas vitais
para seu desenvolvimento. A propensdo da L. punctata a acumular prata representa um risco
em termos de toxicidade, uma vez que esta planta ¢ um organismo produtor pertencente ao
primeiro nivel da cadeia alimentar podendo propiciar bioamplificagdo desse agente toxico no

ecossistema.
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6 RECOMENDACOES

Com vistas a aprofundar os conhecimentos resultados obtidos na presente pesquisa em
termos de atividade fotossintética e fungdes metabdlicas do organismo, recomenda-se:
e Auvaliar e quantificar a emissao de fluorescéncia clorofiliana;
e Analisar a atividade enzimatica da planta posterior a exposi¢ao;
e Quantificar a geragao de EROs na macroéfita apods a exposicdo a NPAg;
e Analisar a bioamplificagdo decorrentes da evolucdo toxicidade para
organismos pertencentes aos niveis mais altos dentro da teia tréfica cuja fonte

de nutri¢ao sdo as lemnas.
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MEIO SIS USADO PELA OECD, (2002).
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Substance Concantration Elamant Stock solution
Stock solution Medium ®
gl mg
MgS0y - THD 15 15 Ml Il
Mahicy 85 85 ] ]
Caclz - 2Hz0 7.2 5 | m
MaziZd, 4,0 20 I 1
KHZPOy 1.34 13,4 ] ]
H5B O 1.0 1.0 Wl W
MnCl - 4HAD 0,2 0.z Ml W
MazMady - 2H;0 0,010 0010 ] W
ZnS0y - THD 0,08 0050 Wl W
CuSoy - SHLO 0,005 0,005 | "
CaiMNy) - BHD 0,010 0,010 M W
MazEDOTA 0,28 1.4 Wl Ve
FaCly - 6HD 0,164 0.4 | WiE
MOPE [bufler)® 440 440 ] wie
pH adusiment Adjust 1o 8,5 & 0,2 by addilion af NaQOH soktion (8.4} or HCI (B.5).
Stariliza stock solutions | to 'V by awvioclaving (121 *C. 15 min) or by
Siterillzation rermbrane fillkalion {pare diameles 0,2 pm) © slock sobutions V1 (and
oplional VI are sterlised by mambrane ftation only (i these shauld nal
be auvlockaved).

8 Cancentration of substance in mesdium,
b W= Mot indicated,
o Added afler autoclaving.

1 MOPS buffer s anty required whan pH contral of the tast medium is paricularty impestant (.., when tasting
medals ar subsiancas which ara hydmlytically wnstable).
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ANEXO A
ENDERECOS ELETRONICOS DAS NORMATIZACOES DE TESTES
TOXICOLOGICOS COM LEMNA.

As normatizagdes apresentadas neste trabalho podem ser encontradas nos enderegos

eletronicos a seguir:

ISO 20079, (2005)
https://www.iso.org/standard/34074.html

OECD, (2002)
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-22 1 -lemna-sp-growth-inhabition-

test 9789264016194-en



https://www.iso.org/standard/34074.html
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-221-lemna-sp-growth-inhabition-test_9789264016194-en
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-221-lemna-sp-growth-inhabition-test_9789264016194-en
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