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RESUMO

A producdo e o amplo uso de nanomateriais como as nanoparticulas de prata (AgNP)
resultam no contato inevitavel com o meio ambiente. Em ambientes naturais, as AgNP
também podem formar sedimentos por adsor¢do com matéria organica, como o acido
himico (AH), alterando a sua biodisponibilidade e toxicidade. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o comportamento fisico-quimico das AgNP na presenga do AH em diferentes
meios aquosos (agua ultrapura-MQ, agua do sistema de manutengdo do zebrafish-SIST e
agua reconstituida-REC) e avaliar os efeitos toxicoldgicos, em embrides e peixes adultos
de zebrafish (Danio rerio), das AgNP na presenca e auséncia do AH. As AgNP com sem a
presenca de AH foram caracterizadas por espalhamento de luz dindmico (DLS),
microscopia eletronica de transmissao (TEM), difracao de raios X (DRX), espectroscopia
no infravermelho por reflectincia total atenuada (FTIR-ATR) e espectroscopia
fotoeletronica de raios X (XPS). Embrides (n=20/grupo) com 2 horas pés-fertilizacao
(hpf) foram expostos a AgNP (0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4,75; 6,5; 8,5 e 10 mg/L), com
e sem a presenca de AH (20 mg/L), para determinar a CL50 e avaliar o desenvolvimento
embrionario durante 96 horas. Ap6s 96 hpf, as larvas foram coletadas para analisar a
incorporacao de prata por ICP-MS. Por outro lado, peixes adultos (n=7/grupo) foram
expostos a 0, 10, 20, 30, 40 e 60 mg/L de AgNP, com e sem AH (20 mg/L). Apds 96h de
exposicao, foi determinada a CL50, os peixes adultos foram eutanizados a fim de coletar
eritrocitos de sangue periférico para o teste de cometa, micronucleo - MN e
anormalidades nucleares - AN. As branquias, figado e intestino dos peixes foram
coletados para andlises histopatolégicas por microscopia de luz e para avaliacdo da
biodistribui¢cdo da prata por ICP-MS. Na analise por TEM observou-se que as AgNP tém
formato variavel e irregular, com diametro médio 26+16 nm. A complexacao do AH com
as AgNP (AgNP+AH) foi observada por ATR-FTIR e corroborada por TEM e XPS. As
analises de XPS indicaram também que a superficie das AgNP suspendidas em dgua MQ
e SIST nao foi oxidada (Ag®) pela presenca do AH, mas a superficie das AgNP
suspendidas em agua REC com a presenca do AH foi oxidada para Ag3+. A CL50 calculada
para embrides de zebrafish expostos a AgNP foi de 1,19 mg/L AgNP, enquanto que para
os expostos a AgNP na presenca de AH a CL50 foi de 3,56 mg/L AgNP. As larvas expostas
a AgNP apresentam fenotipos com atraso no desenvolvimento (p<0,05) em

concentracdes maior ou igual a 1 mg/L de AgNP, incluindo baixa viabilidade, edema



generalizado, atraso na eclosdo e absorg¢ao do saco vitelinico. Altera¢des no equilibrio e
edema cardiaco foram estatisticamente diferentes em concentrag¢des acima de 0,25 e 0,5
mg/L AgNP, respectivamente. As malformag¢des observadas foram estatisticamente
significativas em concentra¢des de 1 e 1,5 mg/L de AgNP. Em contraste, os embrides
expostos a AgNP na presenca de AH mostraram uma diminui¢do significativa na
frequéncia de todas as alteragdes mencionadas anteriormente. Nos testes in vivo com
zebrafish adultos, os valores da LC50 para peixes expostos a AgNP foi de 25,0 mg/L e
para os grupos expostos a AgNP com AH foi de 40,56 mg/L. A fragmenta¢do do DNA,
avaliada pelo teste de cometa e MN, nao foi estatisticamente significativa (p>0,05) para
os grupos expostos a 10, 20, 30 mg/L de AgNP, com ou sem a presenca de AH, quando
comparados com o grupo controle. Em contraste, o teste de AN mostrou diferencas
significativas na frequéncia de células binucleadas. Apesar da presenca de algumas
alteragdes histologicas nas branquias tais como hipertrofia de células de cloro e células
epiteliais lamelares, levantamento do epitélio lamelar, hiperplasia de células mucosas,
fusdao lamelar e aneurismas, ndo houve diferencas estatisticamente significativas tanto
para os peixes expostos as AgNP quanto para os expostos as AgNP+AH, quando
comparado com o grupo controle. No figado e intestino dos peixes expostos a AgNP e
AgNP+AH nao foram observadas alteracdes histolégicas ndo obstante a analise por EDX
indicou a presenca de prata no lumen intestinal. Embora os biomarcadores genotoxicos
e histopatolégicos ndo apresentaram diferencgas significativas entre os grupos expostos
(AgNP e AgNP+AH), o aumentos nos valores da CL50 do grupo AgNP+AH (quando
comparada com a CL50 do grupo exposto a AgNP) pode estar relacionada com a
presenca do AH na &agua. Considerando os resultados obtidos no nosso estudo, a
toxicidade e biodisponibilidade das AgNP pode diminuir em ambientes aquaticos
contendo AH, devido ao AH através dos seus grupos carboxilicos e fenolicos podem
formar complexos fortes com as AgNP. Assim, a presenca de acido humico em ambientes
aquaticos aparece como um atenuador/remediador natural da agua poluida com

nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: Nanoecotoxicologia; nanoparticulas de prata; acido humico;

modificagdes na superficie das nanoparticulas; biorremediacao.



ABSTRACT

The extensive production and use of nanomaterials, such as silver nanoparticles (AgNP),
result in their inevitable release into the environment which may harm some organisms.
Moreover, nanoparticles can also form sediments by adsorption with natural organic
matter (NOM), such as humic acid (HA), changing their bioavailability and toxicity. The
aim of this work is to evaluate the physical-chemical behavior of AgNP in different
aqueous medium (ultrapure water-UPW, zebrafish facility water-ZFW and zebrafish
growing media-ZGM) and to assess their toxicological effects in embryos and adult
zebrafish (Danio rerio). The study was carried out both in presence (AgNP+HA) and
absence of HA in order to investigate the interaction this NOM on the AgNP. All materials
were characterized by dynamic light scattering (DLS), transmission electron microscopy
(TEM), x-ray diffraction (XRD), attenuated total reflectance infrared spectroscopy (FTIR-
ATR) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). In order to calculate the LC50 and to
assess the embryo-larval toxicity, two hours post-fertilization (hpf) zebrafish embryos
(n=20/group) were exposed during 96 hours to AgNP (0, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4.75,
6.5, 8.5, and 10 mg/L) both with and without the presence of HA (20mg/L). After 96 hpf,
zebrafish larvae were collected to analyze silver uptake. Additionally, adult fish were
exposed for 96h to 0, 10, 20, 30, 40 and 60 mg/L of AgNP, with and without HA (20
mg/L). The LC50 was calculated and fish (n=7/group) were euthanized to collect
peripheral blood erythrocytes for comet assay, micronucleus (MN), and nuclear
abnormalities (NA) tests. Gills, livers, and intestines were collected for biodistribution
and histopathological assessment. TEM analysis showed that AgNP have variable and
irregular shape, with an average diameter of 26+16 nm. The complexation of HA with
AgNP (AgNP+HA) was observed by FTIR-ATR analysis and corroborated by TEM and
XPS. XPS assays also indicated that the surface of AgNP suspended in UPW and ZGM was
not oxidized (Ag®) by the presence of HA, but the surface of AgNP suspended in ZGM
with the presence of HA was oxidized to Ag3+*. The calculated LC50 for zebrafish embryos
exposed to AgNP was 1.19 mg/L, while the LC50 for AgNP+HA was 3.56 mg/L. The
larvae exposed to AgNP displayed developmental delay phenotypes (p<0.05) with
concentrations of at least 1 mg/L AgNP, including lower viability, generalized edema,
delays in hatching and yolk sac absorption. Alterations in body balance and cardiac

edema were statistically different at concentrations above 0.25 and 0.5 mg/L,



respectively. Observed malformations were statistically significants at 1 and 1.5 mg/L of
AgNP. In contrast, embryos exposed to AgNP+HA showed a significant decrease in the
frequency of the aformentioned alterations. The LC50 value for adult zebrafish exposed
to AgNP was 25.0 mg/L, while for groups exposed to AgNP+HA was 40.56 mg/L. DNA
fragmentation was not statistically significant (p>0.05) for groups exposed to 10, 20, 30
mg/L of AgNP with or without HA, when compared with the control group. In contrast,
NA test showed significant differences of binucleated cells when compared with the
control group. Although some gill histological alterations were observed (chloride cell
and lamellar epithelial cell hypertrophy, lamellar epithelial lifting, mucosal cell
hyperplasia, lamellar fusion, and aneurysms), there were no statistically significant
differences for both AgNP and AgNP+HA when compared with the control group. EDX
analysis showed the presence of AgNP in the intestinal lumen, but no histological
changes were observed in the intestine and liver of fish exposed to AgNP and AgNP+HA.
Considering the results obtained in our study, the toxicity and bioavailability of AgNP in
zebrafish can decrease in environments with HA, since HA can form strong complexes
between its carboxylic and phenolic groups with the AgNP. Thus, the presence of humic
acid in aquatic environments appears as a natural attenuator/remediator of water

polluted with silver nanoparticles.

Keywords: Nanoecotoxicology; silver nanoparticles; humic acid; nanoparticle surface

modifications; bioremediation.
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NTRODUCAO

Nanotecnologia, segundo a “International Organization for Standardization” (ISO
TC 229, 2005), contempla o entendimento e controle da matéria e processos em
nanoescala, tipicamente, mas ndo exclusivamente, abaixo de 100 nanémetros em uma ou
mais dimensdes, onde o aparecimento de fendmenos dependentes de tamanho permite
novas aplicacdes. Além disso, abrange a utilizacdo das propriedades dos materiais em
nanoescala que sdo diferentes das propriedades dos atomos individuais, moléculas, ou
dos materiais macroscoépicos, criando materiais, dispositivos e sistemas melhores que
exploram essas novas propriedades. Devido a isto, a nanotecnologia é um dos setores
tecnolégicos de rapido crescimento e com elevado impacto econémico com aplicagcoes
em diversas areas, como cosmetologia, biomedicina, embalagens, biorremediacao, tintas,
revestimentos, eletrénicos, catalise, ciéncias dos materiais, entre outros (NEL et al,

2006; LOPEZ-SERRANO et al,, 2014).

Existem diversas classificacbes para os nanomateriais (Figura 1), as quais
consideram diferentes parametros, entre eles: origem (natural ou antropogénica),
composicdo quimica (inorganica ou organica), formacdo (biogénicos, geogénica,
antropogénica ou atmosférica), tamanho, formato, aplicacdes em pesquisa e industria
(LOPEZ-SERRANO et al.,, 2014). Segundo a Agéncia de Prote¢cio Ambiental dos Estados
Unidos, os nanomateriais atualmente utilizados podem ser agrupados em quatro tipos
principais, que incluem nanomateriais baseados em carbono, nanomateriais baseados

em metais, dendrimeros e compdsitos (U.S. EPA, 2007).

Entre os nanomateriais mais utilizados encontram-se lipossomas, dendrimeros,
nanotubos de carbono, fulerenos, derivados do grafeno, O6xidos de titanio,

nanoparticulas de o6xidos de ferro, “quantum dots”, nanoparticulas poliméricas,
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nanoparticulas de prata, ouro e platina (SINGH E NALWA, 2011; YANG et al,, 2011;
PRABHU E POULOSE, 2012; LING E HYEON, 2013; LIN et al., 2014), virossomas e
hidrogéis (ETHERIDGE et al., 2013; LIN et al., 2014).

Existem sérias preocupacdes sobre os potenciais impactos ambientais e na saude
ocasionados pela exposicdo aos nanomateriais. E devido a isso, diferentes estudos tém
sido realizados para avaliar a toxicidade dos nanomateriais, abrangendo principalmente,
as interagdes de diferentes tipos de nanoparticulas com organismos aquaticos (ARUOJA
et al, 2009; LEE et al., 2012), plantas (MA et al., 2010; NAIR et al., 2010) e seres
humanos (ZHAO et al., 2011). Estes estudos levaram ao surgimento da nanotoxicologia,
uma disciplina emergente que tem como fungao principal a avaliacdo da seguranca de
produtos provenientes da nanotecnologia (OBERDORSTER et al.,, 2005; OBERDORSTER,

2010), contribuindo com o desenvolvimento econdmico, a qualidade de vida e com a

recuperacao e protecdo ambiental (OSTIGUY et al., 2009).

NANOESTRUTURAS BASEADAS f‘\

EM CARBONO
Fulerenos. nanotubos de carbono, ...
NANOPARTICULAS DE OXIDOS METALICOS \

Zn0, TiO2, $i02, ..

QUANTUM DOTS

CdSe, CdSeZnS, ...
NANOPARTICULAS METALICAS

Ag Au Cu, ..
POLIMEROS ORGANICOS
MIP,
LIPIDEOS/FOSFOLIPIDIOS

ORGANISMOS AQUATICOS
Zebrafish, Japanese medaka, ...
PLANTAS \
Alface, Rabanete, Azevém, .. I’.
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Camundongos, Ratos, ...
BACTERIAS E LEVADURAS

Saccharmyces cerevisiae,

Tetrahymena thermophila, ...
HUMANOS

IMPACTO

BIOLOGICA
Marcadores, entrega de farmacos, ...
AMBIENTAL
Biorremediagdo, biocida, ..
INDUSTRIAL

Fhidos. catalise, cosméticos.
protetores solares, ..

Figura 1. Classificacdo, aplicagdes e impacto para nanomateriais. Modificado de LOPEZ-
SERRANO et al. (2014).
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1.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Devido ao uso dos nanomateriais em diferentes areas e aplicagcdes, tornou-se
necessario desenvolver padrdes robustos para a sua caracterizagao, a fim de conhecer as
possiveis interacdes fisioldgicas, biodistribuicdo, transporte e endocitose dos
nanomateriais através dos diferentes tecidos. Embora atualmente ndo existam
metodologias padronizadas ou protocolos regulatorios, alguns laboratérios como o NLC
(“Nanotechnology Characterization Lab”) fornecem informag¢des sobre métodos de
caracterizacdo  fisico-quimica e de toxicidade in vitro e in vivo

(http://nlc.cancer.gov/working_assay_cascade.asp).

As propriedades fisicas e quimicas incluem uma vasta gama de caracteristicas das
particulas, tais como a composicdo elementar, densidade, estrutura cristalina,
reatividade quimica, solubilidade, e as constantes fisicas, tais como a condutividade, o
ponto de fusdo, dureza, e propriedades opticas (LIN et al, 2014). Para algumas
nanoparticulas, estas propriedades sao as mesmas ou semelhantes as propriedades do
material em escala convencional. No entanto, uma das principais razdes pelas quais as
nanoparticulas sdo de interesse é a capacidade de mudar estas propriedades a medida
que diminui o tamanho da particula, geralmente abaixo de 100 nm, e especialmente

abaixo de 10 nm (POWERS et al., 2006).

Considerando o paragrafo anterior, a apropriada caracterizacao fisica e quimica
dos nanomateriais é essencial na determinagdo das suas propriedades intrinsecas, tais
como a pureza, tamanho, solubilidade, carga e cristalinidade, para elucidar a
homogeneidade, estabilidade, reatividade, durabilidade bioldgica, potencial de aplicagdo
destas em diferentes ambientes, assim como, correlacionar tais propriedades com sua
atividade bioldgica e possivel promocdo de toxicidade (OBERDORSTER et al., 2005;
CONG et al, 2011). A utilizacdo de diferentes métodos e técnicas de caracterizagao
permite realizar uma abordagem confiavel visando garantir a qualidade, seguranca e
desenvolvimento racional de novos nanomateriais. Entre as técnicas mais utilizadas
estdo a microscopia eletronica, espalhamento de luz, espectroscopia dptica, dicroismo
circular, ressonancia magnética, espectrometria de massas, espectroscopia e
espalhamento de raios X, cromatografia e eletroforese, entre outros (SAPSFORD et al,,

2011; LIN et al,, 2014). Nos paragrafos seguintes resumiremos a importancia de cada
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uma destas técnicas nos processos de caracterizacao dos nanomateriais.
1.1.1. Tamanho e formato

O tamanho é um fator importante a ser considerado quando se trabalha com
nanomateriais. Dependendo do tipo de nanomaterial, o tamanho pode ser equivalente
ao diametro de uma particula com formato esférico, fornecendo-lhe caracteristicas
especificas como, por exemplo, sua biodistribui¢do nos organismos. (LIN et al,, 2014). O
tamanho também é uma das caracteristicas que influencia no tempo de circulacao dos
nanomateriais na corrente sanguinea, penetracdo através de diferentes barreiras
biolodgicas; distribuicdo nos tecidos e também indugao de respostas celulares (JIANG et

al, 2008).

Outro exemplo da importidncia do tamanho das nanoparticulas em sistemas
biologicos vem do fato que a captacao celular pode acontecer quando as células sao
expostas as particulas coloidais com um tamanho que varia de nandémetros a
micrometros, pois as células possuem func¢des definidas para regular a captacao e
transporte de componentes biologicos neste intervalo (MAO et al, 2013). Assim, é
importante considerar os tamanhos dos componentes biol6gicos envolvidos no processo
de incorporagdo como, por exemplo, a espessura da maioria das bicamadas lipidicas das
membranas celulares, as quais apresentam uma espessura aproximada de 4-10 nm; e o
diametro do complexo do poro nuclear em vertebrados, que se encontra ao redor dos
80-120 nm. Estas estruturas biolégicas com restricio de tamanho natural podem
executar fungdes de barreira na incorporacao de particulas, determinando os caminhos
e 0s mecanismos de absor¢do de nanoparticulas com diferentes tamanhos (ZHU et al,,

2013).

A Figura 2 ilustra os tamanhos mais cruciais envolvidos em diferentes formas de
captacdo e transporte celular. Na literatura se descreve que a captacao de
microparticulas maiores que 0,5 pm é geralmente através de fagocitose e para as
particulas menores que 0,2 pm é geralmente através pinocitose (CHITHRANI et al,
2006; YUAN et al,, 2010). A quantidade de receptores envolvidos na captagdo celular
também é em grande parte dependente do tamanho de particula, desde que o processo

de captacdo celular é fortemente dependente do tempo que tarda a invaginacdo das
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nanoparticulas, que se baseia na velocidade de difusdo dos receptores na superficie da
membrana celular (JIANG et al,, 2008). As particulas coloidais extremamente pequenas
ou grandes podem conduzir a uma absorc¢do pouco eficiente ou ineficiente (MAO et al,,

2013).

Vias de Fagocitose Vias de Pinocitose Penetracio direta
(@) Aglomerados NPs funcionalizadas NPs nio funcionalizadas
0 D
O (_V) =500nm A CPPs
[/ >.) @& \1 v
" )\_) ‘ . & ‘1 COOH
N (] ’ ¥ Pequenos
(KA 3 Ligandos Virus CTAB PEG X “clusters”
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’ = no especi fica -l
ot s
Q E §
' ® - é 13
[a) w
& Bicamada lipidica
o £ 3 4-10 nm
Secsotores especmics P
- ® ®
L] }

,
v.
g s

Qe

>1lym >1 ym 120 nm L~60 nm 93"'““
Fagocitose ‘Macro- Endocitose Endocitose Endocitose
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Figura 2. A incorporacio celular de particulas é dominada pelos tamanhos biolégicos e pelos
porteiros nas células dos mamiferos. A espessura da bicamada lipidica da membrana encontra-
se ao redor dos 4-10 nm. Fagdcitos podem captar grandes particulas (ou agregados de
particulas), particulas opsonizadas, ou particulas modificadas com ligantes via fagocitose. A
incorporacdo de particulas em células ndo fagocitarias de mamifero ocorre, principalmente,
através de pinocitose ou penetracdo direta. Com diferentes modificacdes da superficie, as
particulas podem ser incorporadas através de endocitose especifica (mediada por receptores)
ou endocitose ndo especifica. A heterogeneidade das superficies das particulas e a dispersao
sempre requerem multiplas vias de captacdo para serem envolvidos. Modificado de Zhu e
colaboradores (2013).

Em geral, a toxicidade das particulas estd diretamente relacionada com sua
captacao pelas células, desde que a velocidade e a quantidade de particulas captadas

aumentam ao diminuir o tamanho da particula, em células ndo fagocitarias (KETTLER et

al., 2014a). Vale ressaltar que uma caracteristica fisica importante dos nanomateriais,
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associadas ao tamanho, é a area superficial, que implica em maior reatividade da sua
superficie e solubilidade (Figura 3). Tais caracteristicas dos nanomateriais podem fazer
com que a atividade bioldgica seja maior em comparacdo com particulas maiores,
constituindo-se em um ponto critico na determinag¢do da seguranca (MISRA et al,, 2012).
Obviamente, o formato e a composicao quimica sdo fatores também importantes que

podem influenciar a toxicidade de nanomateriais (LIN et al., 2014).
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Figura 3. Carateristicas dos nanomateriais e fatores que podem afetar a sua dissolucao.
Modificado de MISRA et al. (2012).

Tamanho e consequentemente sua area superficial também apresentam correlacao
direta com a dissolu¢ao dos nanomateriais, uma propriedade importante que influencia
seu modo de acdo (por exemplo, propriedades antimicrobianas, toxicidade, aplica¢cdes
medicinais e impacto ambiental). O parametro fisico-quimico que controla este processo
é conhecido como solubilidade, que junto com a concentracdo e superficie das particulas,
age como uma forca motriz na dissolu¢do da particula. O potencial de dissolucao dos
nanomateriais pode influenciar a sua persisténcia e/ou transformacdo no meio
ambiente e atuar como um controle importante na sua resposta bioldgica, considerando

que a dissolugao pode levar a liberagao de ions altamente téxicos (MISRA et al., 2012).

A correlacdo entre dissolugao e as propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais

¢ na maioria das vezes dificil de estabelecer. Isto implica a utilizacdo e adaptacdo de
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diferentes técnicas existentes que permitam realizar uma caracterizacao eficaz antes de
realizar testes de toxicidade (CONG et al, 2011). Assim, a caracterizacdo de
nanomateriais é necessaria para assegurar que os testes de toxicidade sejam mais
confiaveis e reprodutiveis. Sem tal caracterizacao, os experimentos de nanotoxicidade
terdo valor limitado devido a ampla variabilidade das nanoparticulas, a maioria das
vezes desconhecida em diferentes condi¢des experimentais (ROGERS et al., 2007; CONG

etal, 2011).

0 formato das nanoparticulas é uma propriedade importante que pode influenciar
a bioacumulacao e, portanto, a toxicidade (DAI et al., 2015). Por exemplo, as
nanoparticulas esféricas de TiOz (11 nm) causam 5 vezes maior mortalidade do que as
nanoparticulas de TiO> de formato alongado (44 nm x 1500 nm) em bactérias
Escherichia coli (SIMON-DECKERS et al., 2009). Pal e colaboradores (2015) encontraram
que as AgNP de formato triangular inibiram mais eficazmente o crescimento das
bactérias (E. coli) do que as nanoesferas ou nanobastdes de prata. Zhao e colaboradores
(2013) observaram que a hidroxiapatita com formato de agulha retardou em maior
medida a eclosdao dos embrides de Danio rerio do que a hidroxiapatita com formato de
bastonete. Wang e colaboradores (2016) observaram que a toxicidade das
nanoparticulas de ouro, em embrides de zebrafish, é dependente do formato,
encontrando que as nanoesferas de ouro apresentaram maior toxicidade quando
comparadas com nanobastdes e nanopoliedros. Os estudos mencionados anteriormente
sdo exemplos de como o formato dos nanomateriais tem um importante impacto sobre a
toxicidade em diferentes organismos, considerando que as vias e os tipos de
incorporacao celular dependem também deste parametro (MITRAGOTRI, 2009;
KETTLER et al,, 2014).

Na Figura 4 esta representada, a modo geral, a incorporacdao por endocitose de
nanoparticulas com diferentes formatos. Para as particulas concebidas como esféricas,
bastoes e discos, a endocitose pode ser dividida em duas fases: a invaginacao da
membrana e as particulas embrulhadas (LI et al, 2012). Durante a primeira fase, as
nanoparticulas sdo orientadas para a membrana de tal forma que a interacao ligante-
receptor torna-se maior, isto devido a maximizacao da area de contato, estimulando a

invaginacdo da membrana. A cinética da segunda etapa, o embrulhamento da
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nanoparticula, é regulado pela maior curvatura que conduz a reorientacao das
nanoparticulas de formato anisotropico (por exemplo, bastdes e discos). Um dos
requisitos para que a interiorizacao de nanoparticulas seja bem sucedida é a liberacao
de energia para estabelecer a ligacdo ligante-receptor, que deve superar a energia
necessaria para a flexdo da membrana durante o embrulho (KETTLER et al,, 2014a; LI et

al, 2012).

offog—Tipo de ligante
Oz
= Tamanho e formato
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Figura 4. Mecanismos de incorporag¢ido de nanoparticulas com diferentes formatos. Da esquerda
para a direita: absorcdo de uma particula grande por fagocitose, interiorizacdo do liquido junto
com as particulas por macropinocitose, ligacao especifica de ligantes a receptores da superficie
celular e subsequentemente, endocitose mediada por receptores, e a difusdo de nanoparticulas
através da bicamada lipidica da membrana celular, incluindo proteinas transportadoras/canal.
Tomado e modificado de Qiu e colaboradores (2010).

Existe uma ampla variedade de métodos para determinar a distribuicdo do
tamanho e forma das particulas (Tabela 1), incluindo microscopia eletronica,
espalhamento dindmico de luz, medidas de area superficial, entre outras. Diretrizes de
organizagoes tais como “International Standards Organization-ISO”, “American Society

for Testing and Materials-ASTM”, “United States Pharmacopeia-USP”, estabelecem

diferentes parametros para a realizacdao destas medidas (POWERS et al., 2006).
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A microscopia é uma das técnicas mais importantes que permite a visualizacdo das
nanoparticulas, fornecendo informacgao exclusiva sobre o tamanho, formato e morfologia
(POWERS et al., 2006). Entre as técnicas baseadas em microscopia, de maior utilizacao,
podemos citar a microscopia eletrdnica de transmissio e varredura (CACERES-VELEZ et
al., 2016; CAO et al,, 2016); e microscopia de forca atomica (TIEDE et al., 2009; DENG et
al., 2016). Outra técnica que permite determinar o tamanho dos nanomateriais é a

difra¢do de raios X (DRX) (MARIEN et al.,, 2016).

A luz pode produzir uma serie de informagdes valiosas sobre as propriedades de
macromoléculas, incluindo a massa molecular, dimensdes e coeficientes de difusio, bem
como das propriedades de associa¢do/dissociacdo e a dindmica interna das amostras
(SAPSFORD et al,, 2011). A determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas é
frequentemente realizada por meio de uma técnica conhecida como espalhamento
dindmico de luz (“Dynamic Ligth Scattering-DLS”). Embora esta técnica permita
determinar (in situ) o tamanho e a concentracao de particulas na amostra de uma
maneira rapida (SAPSFORD et al, 2011), apresenta limitagdes relacionadas as
caracteristicas do meio e a polidispersidade das amostras (TIEDE et al., 2009). Outra
técnica atualmente utilizada é o “Nanoparticle tracking analysis-NTA”, onde se realiza o
rastreamento das particulas através do espalhamento de luz a partir de nanoparticulas

se movendo sob movimento browniano (SAPSFORD et al,, 2011).
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Tabela 1. Técnicas de caracterizacido fisico-quimica aplicaveis a sistemas nanoparticulados.

Tomado e modificado de Lin et al. (2014) e Powers et al. (2006).

FAIXA DE
TECNICA TAMANHO VANTAGENS DESVANTAGENS
NOMINAL
Pode ser também .,
. Menos confiavel para
utilizado para e
Espalhamento ) ) distribuicdo ampla de
S 4 nm- 6 um determinar o potencial-
dindmico de luzabe

¢, medida de particulas
em qualquer solvente

tamanho, Assume
particulas esféricas

Ampla faixa dindmica-
medidas para material
seco ou humido

Difracdo estatica de

40 nm- 3 mm
luz?

Assume particulas
esféricas, o efeito do
formato é desconhecido

Moni/polidispersas,
medidas individuais de
particulas, concentracao
aproximada,

Andlise de
rastreamento de
nanoparticulash

30-1000 nm

Baixa reprodutibilidade,
artefatos pelo preparo da
amostra

Varredura/ analise

Técnica de baixa pressio

o Bom para distribuicoes .
de mobilidade 2 nm- 2 pm p ¢ a seco, amostras
) . de tamanho
diferencial? pequenas
<0,5 de Tamanho, concentragdo,  Artefatos pelo preparo
Espectroscopia UV- absorbancia agregacao, estrutura da amostra, maior
visivel (~10.000 dm’ conformacional de sensibilidade compostos
_1 _1 7 " -
mol™ cm™) moléculas organicos
. . Boa resolucdo e imagem,
Microscopia e ¢ , & Artefatos pelo preparo
. 20,3 nm andlise de particulas ,
eletronicaasf o ) da amostra e vacuo
individuais
o Mapeamento de
) . Boa resolugdo e imagens i
Microscopia de forca o pequenas areas, artefatos
. >5nm 3-D, analise de
atomicabsg , T pelo contato com o
particulas individuais B ] .
cantilever
. . ) N Assume que as particulas
Area especifica da 55 nm Simples e aplicavel a q b

superficied maioria dos sistemas

sdo monodispersas e nao
porosas

aBootz et al. (2004); PJillavenkatesa and Kelly (2002); <Sjostrom et al. (1995); dLowell et al.
(2004), Burtscher (2005); ¢Zhao et al., (2013), Pan et al. (2013); Bernier et al. (2012), Johal

(2011); eSapsford et al. (2011b); tFilipe et al.,, (2010); Sapsford et al. (2011b); iHofmann (2010).

1.1.2. Superficie e composi¢ciao quimica

As caracteristicas fisico-quimicas sdo em fun¢do da composicdo atdémica e
molecular da superficie e da estrutura fisica das superficies, o que conduz a diferentes

respostas como resultado das interagdes entre o nanomaterial e o0 meio em que se

encontram (POWERS et al, 2006). Entre as diferentes propriedades da superficie
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consideradas como parametros importantes estdo a composicao, area superficial, carga

e funcionalizagdo da superficie.

Existem estudos onde se abordam varias questdes sobre como a composicdo
quimica determina a toxicidade dos nanomateriais (BUZEA et al., 2007), pois esta pode
influenciar o seu transporte, entrega e biodistribuicdo nos organismos. As diferentes
aplica¢des dadas a algumas nanoparticulas podem fazer com que surja a necessidade de
combinar dois ou mais tipos de nanomateriais para formar um mais complexo (PATRI et
al, 2006). Como consequéncia disso, a maioria das vezes torna-se dificil medir
diretamente a composicdo atdmica das superficies, ja que muitos destes sistemas estao
sujeitos aos contaminantes que podem ndo ser detectados por andlise quimica geral

(POWERS et al., 2006).

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica que permite conhecer, além da estrutura
cristalina, a composi¢cdo quimica e o estado dos nanomateriais (SIDDIQUI et al., 2016).
Outra técnica que estd sendo amplamente utilizada para caracterizacdo quimica da

superficie dos nanomateriais é a Espectroscopia Eletronica para Analise Quimica

(“ESCA”), ou a Espectroscopia Fotoeletrénica de raios X (XPS) (GREGUREC et al., 2014;

PSHYK et al, 2016), que pode ser utilizada para diferentes tipos de amostras,
fornecendo informag¢des importantes que permitem correlacionar as propriedades da
superficie dos nanomateriais com os seus efeitos biolégicos (RATNER, 1996; FLAK et al.,
2015; ESGUERRA-ARCE et al,, 2016). Desta maneira, a analise mais basica por XPS de
uma superficie pode fornecer informagdes qualitativa e quantitativa de todos os
elementos presentes, exceto do hidrogénio e o hélio. As aplicagbes mais sofisticadas
desta técnica permitem conhecer informacdo detalhada da quimica, organizacdo e

morfologia da superficie (POLITAKOS et al., 2016).

Por ser uma técnica nao tao difundida e conhecida, descreveremos, brevemente, os

principios basicos da andlise por XPS.

Os componentes principais de um XPS sdo o sistema de vacuo, a fonte de raios X, o
analisador de energia e um sistema de dados (Figura 5). Na camara principal de vacuo,
onde a amostra é analisada, é importante que o percurso dos fotoelétrons, desde a

amostra até o detector, ndo colidam com outras particulas da fase gasosa. As fontes de
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raios X sdo aquelas que usam anodos de aluminio ou magnésio, silica, zirconio, prata,
titinio e cromio; sendo as mais comumente utilizadas a de magnésio (radiagdo Kq:

hv=1253,6 eV) e aluminio (radiagao Ka: hv=1486,6 eV) (WAGNER et al., 1979).

A radiacdo X é monocromatizada com um cristal de quartzo antes de chegar a
amostra, o qual permite aproveitar uma faixa de energia onde a intensidade da radiacao
X é maxima, evitando os picos satélites de florescéncia de raios X, e que os elétrons de
alta energia degradem a amostra. A utilizagdo de um monocromador provoca a
diminuicdo da intensidade dos raios X que interagem com a amostra. Essa diminui¢do no
fluxo energético é compensada no sistema analisador, constituido por lentes que captam
a radiacdo, um analisador de energia e um sistema detector multicanal (WAGNER et al,,

1979).

Feixe de Cristal de
raios X quartzo
7 monocromador
Analisador de
energia . Canhio de
% \ elétrons
escaneados
Lentes ,
de
Y entrada )
MCD 3
K 1

- Anodo de Al
Amostra

Figura 5. Componentes basicos de um sistema de XPS monocromatico. Detector multicanal

(MCD).

O principio fisico da espectroscopia de fotoelétrons é baseado na energia de um

féton, a qual é dada pela relagdo de Einstein:

E=hv
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Onde,

h: Constante de Planck (6,62x10-34Js)

v: Frequéncia (Hz) da radia¢do

O foton é absorvido por um atomo de uma molécula, conduzindo a ionizacdo e a
emissdao de um elétron do nucleo (camada interna). A distribui¢cdo da energia cinética
dos fotoelétrons emitidos (isto é, o numero de fotoelétrons emitidos como uma func¢ao
da sua energia cinética) pode ser medida utilizando um analisador de energia dos
elétrons para medir a energia dos fotoelétrons emitidos. Desta maneira, a identidade
elementar, estado quimico e a quantidade de um elemento detectado podem ser
determinadas a partir da energia de ligacdo e a intensidade de um pico fotoeletrénico

(WAGNER etal., 1979).

0 processo de fotoionizacdo pode ser considerado de varias formas, uma delas é

analisando o processo geral, assim:
A+hv—- A+e
A conservacdo da energia, em seguida, exige que;
E(A) + hv=E(A*)+ E(e)

Como a energia do elétron esta presente apenas como energia cinética (EC), isto

pode ser rearranjado para dar a seguinte expressao para a EC do fotoelétron;
EC = hv - (E(A*) - E(A))

O termo final entre parénteses representa a diferenca de energia entre os atomos
ionizados e neutros, e é geralmente nomeado como energia de ligacao (EL) do elétron.

[sto leva a seguinte equacao;

EC:hV_EL_(bsp
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Onde,

hv: energia do féton

EL: energia de ligagdao do orbital atomico da onde é o elétron

®sp: fungio de trabalho do espectrometro

Na figura abaixo se mostra este efeito:

Fotoelétrons
A emitidos B Elétron
° snzer @
Vacuo Vacuo
of o
Er Er
ad 7 ad
3p 7 Eu 3p Eu
3s 3s
Raios X
incidentes 2p EL1z 2p —.—.—.—.—O—.— Eriz
(hv)
2s . . Fu 2z Eu

8

Figura 6. Diagrama de um processo fotoelétrico (A), onde um f6ton transfere a sua energia a um

1s {_) . Ex 1s Ex

elétron que é posteriormente emitido. O excesso de energia no atomo é compensado com a
ocupacdo da vacancia de baixa energia por um elétron de um nivel de energia maior. Qutra
forma de libera esse excesso de energia é realizada com a emissdo de um elétron Auger (B) ou

emitindo um féton de raios X. Tomado e modificado de (WAGNER et al., 1979).

A fotoionizacdo conduz a emissdao de fotoelétrons e elétrons Auger que sdo
emitidos devido ao relaxamento dos ions energéticos que sobram apos a fotoemissao
(Figura 7B). Esta emissao do elétron Auger, ocorre aproximadamente em 10-14 segundos
apos o evento fotoelétrico. A emissdo de um féton de raio X fluorescente é um processo
insignificante na escala de energia, ocorrendo pelo menos de 1% em cada vez (WAGNER

etal.,, 1979).
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No processo Auger, um elétron cai dentro do orbital vacante interno, e um segundo
elétron é emitido, carregando o excesso de energia. Os elétrons ejetados sdo
denominados elétrons Auger, em homenagem ao seu descobridor, o professor Pierre
Auger, em 1927. O elétron Auger possui energia cinética igual a diferenca entre a energia
do ion inicial e a dupla carga do ion final, e é independente do modo de ionizagao inicial.
E certo que as energias dos elétrons emitidos nio podem exceder a energia dos fétons
ionizantes. A energia cinética dos elétrons Auger estd compreendida na faixa entre 10 e
3000 eV, e o caminho livre médio destes elétrons nos sélidos fica em torno de 0,3 e 3 nm.
Por isto, apenas os elétrons originados nas camadas atdmicas mais superficiais chegam a
ser emitidos. Em sintese, a espectroscopia Auger, uma das mais difundidas técnicas de
estudo de superficies, consiste na andalise da energia cinética de elétrons emitidos pela

amostra, originarios das camadas internas dos &tomos (WAGNER et al., 1979).

Outro método comumente utilizado para a andlise fisico-quimico das superficies é
a microscopia eletronica de varredura, que além de fornecer informacao sobre a area
superficial, agregacdo, dispersdo e estrutura, permitem conhecer a composicdo
elementar das amostras quando combinado a espectroscopia de raios X por dispersao de
energia (GUSAIN et al., 2016). O detector de energia dispersiva de raios X (EDX ou “EDS-
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy”) é capaz de detectar os fétons de raios-X
emitidos pela amostra (Figura 7); estes por sua vez sdo analisados e classificados em
funcdo da sua energia e intensidade. Na andlise de EDS é usado um material
semicondutor para detectar os raios X em uma contagem eletronica que resulta em um

espectro que representa a analise quimica da amostra (NYLESE, 2015).
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Figura 7. Componentes principais de um sistema de espectroscopia por dispersdo de energia.
Tomado e modificado de Dedavid e colaboradores (2007).

Como colocado anteriormente, outro parametro a ser avaliado, por ter influéncia
direta nos possiveis efeitos téxicos dos nanomateriais, é a area superficial. A area
superficial esta em funcdo do ndmero, formato e didmetro das particulas, de tal modo
que quando as particulas se tornam menores, a area superficial especifica (m?2/g)
aumenta rapidamente, podendo ter uma area superficial na ordem de centenas de
metros quadrados por grama (POWERS et al, 2006). Desta maneira, a taxa de
dissolucao, solubilidade, estabilidade, incorporacdo e geracdo de espécies reativas de
oxigénio, entre outras, podem aumentar drasticamente quando a area superficial é

maior.

A area superficial efetiva e a porosidade das nanoparticulas em ambientes
biol6gicos podem mudar como resultado da adsor¢do de biomoléculas ou pela
aglomeracdo. A medida da area superficial e/ou a porosidade das particulas no meio
bioldgico é limitada a técnicas conduzidas sobre condig¢des fisioldgicas simuladas. A
técnica mais utilizada para fazer a estimativa da area da superficial é a microscopia

eletronica de varredura (DUFFIN et al., 2001; MAYNARD, 2003).

A carga superficial também € uma caracteristica importante a ser considerada, pois
esta modula também a ligacdo entre os receptores das células, bem como a sua

penetracdo nas barreiras biolodgicas (LIN et al,, 2014). Estudos recentes tem mostrado
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que a incorporacdo de nanoparticulas é favorecida para as carregadas negativamente,
em compara¢do com aquelas carregadas positivamente ou neutras (LIU et al, 2011;
LUYTS et al, 2013). As particulas carregadas positivamente podem apresentar um
potencial toxico maior do que as com carga negativa, podendo induzir altera¢des
mitocondriais, producdo elevada de espécies reativas de oxigénio (BHATTACHARJEE et
al., 2010) e danos no DNA (LIU et al,, 2011). Em contraste, no estudo realizado por Park
e colaboradores (2013) foi observado que a as nanoparticulas de silica (20nm de
didmetro, com diferentes valores de carga negativa) com maior carga negativa causaram
efeitos citotdxicos e geracdo de espécies reativas de oxigénio em maior medida do que
aquelas com carga negativa menor. Contudo, a relacdo entre carga superficial/potencial-
( e toxicidade ndo pode ser totalmente generalizada (LUYTS et al., 2013). Além disso, é
conhecido que cargas elevadas evitam a aglomeracao e particulas com baixo potencial-{
tendem a se agregar, diminuindo a taxa de incorporacdo nas células (HANAOR et al,,
2012; ZHAO E WANG, 2012). A carga superficial é avaliada principalmente utilizando-se
o potencial-¢ (CHOI et al., 2011; KHATUN et al.,, 2012; LIN et al., 2014).

Outra propriedade importante que afeta as aplicagdes bioldgicas dos
nanomateriais ¢ a sua funcionalizacdo superficial, pois pode determinar a via de
captacao celular, trafego intracelular e citotoxicidade (HAVRDOVA et al., 2016). Assim,
para as diferentes aplicacdes, a funcionalizacdo das nanoparticulas deve ser
cuidadosamente projetada para produzir o efeito desejado (PELAZ et al, 2015). A
funcionalizacao da superficie pode ser feita com diferentes agentes de acoplamento,
dando a possibilidade de se ligarem moléculas diferentes que podem alterar as
propriedades da sua superficie, modificando sua biocompatibilidade e destino no

organismo.

As nanoparticulas quando em contato com os fluidos biologicos e/ou o conteudo
celular sdo rapidamente cobertas por macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas,
lipidos e hidratos de carbono, as quais podem alteram as suas propriedades bioldgicas
(GARNETT E KALLINTERI, 2006). Quando se objetiva aumentar o tempo de circulagao,
nanoparticulas sdo revestidas com materiais poliméricos, tais como dextrano, quitosano,
poli (alcool vinilico), poli (e-caprolactona) ou poli (etileno glicol) (PEG) (BARRERA et al.,

2009). Estes polimeros hidrofilicos ligados a superficie das nanoparticulas diminuem o
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processo de opsonizacao que resulta em uma meia-vida mais longa das nanoparticulas
revestidas na corrente sanguinea. Além disso, a modificagdo da superficie das
nanoparticulas com polimeros melhora a sua estabilizacgdo em agua e reduz a
aglomeracdo de particulas (CHO et al., 2008). Deste modo, a biodistribuicdo, movimento
de materiais através de tecidos, fagocitose, opsonizacdo e endocitose de materiais
nanométricos podem ser modificados dependendo da funcionalizagdo da superficie das

nanoparticulas (GARNETT E KALLINTERI, 2006).

Algumas das técnicas mais utilizadas para caracterizar as superficies
funcionalizadas dos nanomateriais sdo a espectroscopia de fotoelétrons excitados por
raios X (XPS), a microscopia eletronica de transmissao de alta resolucao (HR-MET) e a
espectroscopia de reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de
fourier (ATR-FTIR). Na seguinte tabela (Tabela 2) estdo listados outros métodos
comumente utilizados para a andlise fisico-quimica das superficies dos materiais

nanoestruturados.
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Tabela 2. Técnicas aplicaveis para analise de superficies em sistemas nanoparticulados. Tomado
e modificado de Lin et al. (2014) e Powers et al. (2006).

TECNICA

PROFUNDIDAD
DE
PENETRACAO*

APLICACOES

LIMITACOES

Espectroscopia de

elétrons Auger?

1-5nm

Composicdo da superficie

Nao podem ser utilizados
isolantes devido a carga
significativa, danos na

superficie, AV-UAV

Espectroscopia por
perda de energia de

elétrons?

Poucos nm

Composi¢do da superficie e

mapeamento elementar

Amostras finas, AV-UAV

Microscopia eletrénica

de varredurac

pum

Morfologia da superficie

Carregamento da amostra,

AV-UAV

Microscopia eletronica
transmissao (alta
resolucdo, varredura por

transmissao)bd

<100 pm

Morfologia e estrutura

local

Preparacdo da amostra,
destruicdo de materiais

organicos, AV-UAV

Espectroscopia de
dispersdo de energia de

raios Xe

>500 nm

Composi¢cdo e mapeamento

elementar

Alguns raios X gerados ndo

sdo detectados

Difracdo de raios X"

Resolugdo a

escala atdbmica

Estruturas terciarias de

materiais cristalinos

S6 para materiais
cristalinos de baixo

numero atébmico

Espectroscopia
infravermelho, por
refletancia total atenuada
com transformada de

Fourier”

Independente da
espessura da

amostra

Estrutura e propriedades

da superficie

Interferéncia e forte
absorbancia da agua; baixa
sensibilidade para

nanomateriais

Espectroscopia de

emissdo de raios X/

Poucos A

Composicdo da superficie

AV-UAV

Espectroscopia de
fotoelétrons excitados

por raios X9

1-5nm

Andlise quimica da

superficie

Pouca resolugdo espacial,

AV-UAV

*Profundidade de penetracdo da fonte de radiacdo, alto vacuo (AV), ultra-alto vacuo (UAV).
aUnterhalt et al. (2002); ?Park et al. (2005); <Duffin et al. (2001), Bernier et al. (2012);
dChakraborty et al. (2005), Pan et al. (2013); ¢Dedavid et al. (2007); fGuo, (2004); sKim et al.
(2005); hLIN et al. (2014).
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1.1.3. Estabilidade

0 tamanho, formato, composicdo quimica, area superficial, carga, funcionaliza¢do e
solubilidade, entre outras caracteristicas, desempenham papéis fundamentais na
toxicidade dos nanomateriais, sendo todos afetados/influenciados pela fisico-quimica da
agua ou do meio onde estao suspendidos (MILLER et al., 2012; BENNETT et al,, 2013). O
tamanho do agregado (e, consequentemente, a taxa de sedimentac¢do) é influenciado
pela forca idnica e pH via regulacdo de carga (ADELEYE et al,, 2013), mediante o qual a
carga superficial repulsiva efetiva dos nanomateriais é diminuida através de blindagem
ionica e desprotonacdo da superficie. Desta forma, as caracteristicas fisico-quimicas dos
nanomateriais, entre as quais as mencionadas anteriormente, e as caracteristicas do
meio circundante podem estabilizar ou desestabilizar as particulas em suspensao, e
através dos mesmos mecanismos modificar as interagdes entre os organismos e as

nanoparticulas (CONWAY et al., 2015).

O estado de dispersdo dos sistemas nanoparticulados é outro parametro a ser
considerado na avaliacao da estabilidade das nanoparticulas, embora seja um dos mais
dificeis de quantificar, pois refere-se ao nimero relativo (ou massa) das particulas
(individuais) no meio de suspensao (POWERS et al., 2006). As particulas individuais
podem se manter juntas por interacdes/forcas de atracdo particula-particula (por
exemplo, Van der Waals e intera¢des hidrof6bicas), ligacao de moléculas adsorvidas (por
exemplo, polimeros, proteinas, polissacaridos) ou por meio da interacdo entre as
particulas e o seu ambiente (POWERS et al, 2006). Devido a essas interagoes, a
agregacao de nanoparticulas pode modificar a sua estabilidade e consequentemente

determinar a sua mobilidade, destino, persisténcia e toxicidade (SALEH et al., 2010).

A agregacao pode ser controlada/prevenida por meio de métodos como, por
exemplo, ultrassom e agitacdo, mas estes podem mudar o comportamento das
nanoparticulas, causando outros efeitos nos organismos expostos (POWERS et al,
2006). A agitacdo das nanoparticulas em suspensdo pode aumentar a sua captacdo em
células, devido ao aumento da interagdo entre eles (HANDY et al.,, 2012). Outros métodos
para evitar a agregacdo sao mediante a utilizacdo de dispersantes, mas a sua utilizagdo
pode danificar as células, interferir com os ensaios de toxicidade, alterar a

biodisponibilidade e/ou a incorporacao das nanoparticulas (POWERS et al., 2006). Entre
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os métodos comumente utilizados para caracterizar a estabilidade de sistemas
nanoparticulados estdo o espalhamento dinamico de luz (DLS) e a espectrofotometria

(CONWAY etal,, 2015).

Em resumo, as caracteristicas fisico-quimicas dos materiais em escala nanométrica
tém potencial para modificar as interagdes fisiologicas desde o nivel molecular até o
nivel sistémico, tornando o estudo dos efeitos toxicos decorrentes da exposicao aos
nanomateriais um assunto de pesquisa importante. Essas interac¢oes fisiol6gicas também
podem proporcionar beneficios em aplicacdes médicas, incluindo avancos na eficacia,
reducdo de efeitos colaterais, prevencao e tratamento de doencas. Neste contexto, a alta
producdo e utilizacdo dos nanomateriais para diferentes aplicagdes sugerem a demanda
e conhecimento de técnicas robustas que permitam determinar as suas propriedades
fisico-quimicas, tais como, tamanho, superficie, formato, composicdo, peso molecular,
pureza, estabilidade e solubilidade, entre outras. Na Figura 8 estdo ilustrados os
métodos e técnicas comumente utilizados para a determinac¢do das propriedades fisico-

quimicas dos nanomateriais.

Caracteristicas fisico-quimicas dos
nanomateriais e modalidades de
avaliagao adequados

DLS, FCS, MEV, MET, Tamanho/ \\
MFARMN,DRX ™| Dictribifics ; ici
Distribui¢do do tamanho Propriedades da Superficie m=—  ATR-FTIR MFA, XPS
/ AN
Potencial zeta, ATR-FTIR, e . . =
GE CE === Composicdo superficial Dispersao ==  \MET,STM, MFA
L \
MEV,MET,MFA, e Morfologia Estabilidade wes Potencial zeta, CD, TGA
DRX, SAXS, AUC DSC, ITC, HPLC, HDC
[ \
MFA,RMN, DRX, == Estiia B ICP-MS, RMN
SAXS, DSC, AUC HPLC, HDC
Composicao

ICP-MS, EDX, XPS,RMN

Figura 8. Caracteristicas fisico-quimicas dos nanomateriais com os respectivos

métodos/técnicas comumente utilizados. Tomado e modificado de Lin e colaboradores (2014).
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1.2. AS NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNP)

Ao longo da histéria humana a prata tem sido reconhecida por suas diferentes
propriedades tuteis, como fabricacdo de moedas, ornamentos, jéias, vasos para vinho e
agua, aplicacdo medicinal, incluindo o tratamento de ulceras nos séculos 17 e 18 (YU et
al., 2013). Em 1884, o nitrito de prata foi utilizado para evitar a conjuntivite gonocdcica
em bebés recém-nascidos; em 1967, foi introduzida a sulfadiazina de prata no
tratamento de pacientes com queimaduras, permanecendo como o medicamento mais

utilizado para feridas de queimaduras serosas (KLASEN, 2000).

A prata é um elemento extremamente raro na crosta terrestre, o que significa que
as concentragdes sdo extremamente baixas. Assim, a adicdo de apenas uma pequena
massa de prata a um corpo de agua a partir de atividades humanas resultard em grandes

impactos em relacdo as condi¢des naturais (LUOMA, 2008).

Em 1976, foi realizada a inclusdao da prata na lista de substancias perigosas
(76/464/EEC) da Comunidade Econdomica Europeia (EEC). Desde 1977 até os dias
atuais, foi também designada como um poluente em aguas naturais pela Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos (US EPA). Por esta razdo, a devida atencdo deve

ser dada ao seu processo de manufatura, transporte, armazenamento e descarte.

Os critérios norte-americanos de qualidade da agua do ambiente sugerem que a
vida aquatica nao sera prejudicada se as concentragdes de prata ndo excederem os 3,2 e
1,9 pg/L em agua doce e aguas costeiras, respectivamente (US EPA, 2002). Segundo o
informe realizado em 1996 pelo Ministério do Meio Ambiente pra Columbia Britanica, os
critérios de qualidade da agua recomendados para a proteccao da vida marinha e agua
doce estao entre 1,5-3,0 pg/L e 0,05-3,0 ug/L de prata total, respectivamente. Nas
diretrizes canadenses de qualidade da agua para a protecdo da vida aquatica (2015), foi
estabelecido que a concentragdo toxica maxima aceitavel em longo prazo (MATC) para a
prata em agua doce pode variar de 0,24 a 1,33 pg/L para peixes (crescimento) e 0,78
ug/L para invertebrados (reproducdo). A concentracdao sem efeito observado (NOEC)
pode variar de 4 a 13 pg/L para invertebrados, enquanto que a IC20 de invertebrados
como Daphnia magna foi estabelecida em 2,95 pg/L. Nessa diretriz também foi

estabelecido que as concentragdes que causam efeitos toxicos a longo prazo para a prata
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variam de 1,9 a 23 pg/L para peixes e 0,63 pg/L (MATC) para as plantas.

Os efeitos adversos da exposi¢do cronica a prata coloidal sdo a coloragao cinza-
azulada permanente da pele (argiria) ou olhos (argirosis) (IRIS, 1996), resultantes
principalmente da exposicao as formas soliveis de prata. Além de argiria e argirosis, a
exposicao a compostos soliveis de prata podem produzir outros efeitos tdxicos,
incluindo danos no figado e nos rins, irritagdo dos olhos, pele, trato respiratorio e

intestinal, e alteragdes nas células sanguineas (DRAKE E HAZELWOOD, 2005).

A prata nanoparticulada (coloidal) tem sido utilizada por mais de 150 anos e nos
Estados Unidos foi registrada como um material biocida desde 1954 (NOWACK et al,,
2011). A prata pode formar diferentes complexos organicos e inorganicos, encontrados
principalmente (mais estaveis) nos estados de oxidacao zero e +1, embora possam ser
encontrados os estados +2 e +3. O nitrato de prata é utilizado frequentemente como um
precursor na sintese de diferentes tipos de nanoparticulas de prata, as quais possuem
uma ampla variedade de formatos (esferas, “rods”, fios, tridngulos), coberturas (citrato,

polimeros, peptideos, agucares) e tamanhos (REIDY et al., 2013).

Por sua atividade antimicrobiana, antifingica e antiviral, a prata (nanoparticulada)
tornou-se um dos elementos mais utilizados para o desenvolvimento de diferentes
produtos nanotecnolégicos (FABREGA et al, 2009) entre os quais estdo incluidos
sabonetes, preservativos, téxteis, maquinas de lavar (DASARI E HWANG, 2010),
cateteres, curativos impregnados com prata (CHEN et al, 2006). Por causa disso, ha
sérias preocupacodes sobre os riscos ambientais e para a saude humana advindas da
exposicdo intencional ou inadvertida a esse material, considerando que os produtos que
o utilizam podem liberar, ao longo do tempo, prata na forma de ions, nanoparticulas

e/ou agregados.

Os efeitos toxicos das nanoparticulas de prata em diferentes parametros pode ser a
consequéncia da sua capacidade de promover danos as células. A poténcia das
nanoparticulas de prata em induzir danos celulares, quando comparados aos ions é
dependente do tipo de organismo teste, do tamanho do nanomaterial, entre outros
fatores (PARK et al, 2011). As nanoparticulas, agregadas ou ndo, podem ficar na

superficie das células, interrompendo seu funcionamento simplesmente pelo contato.
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Também podem atuar como um “Cavalo de Tréia”, e uma vez no interior das células
podem liberar ions de prata que causariam danos na maquinaria celular (NAVARRO et
al., 2008).

As nanoparticulas sdo constituidas por muitos atomos de prata na forma de ions de
prata, atomos aglomerados de prata metalica e/ou compostos contendo prata (BALOGH
et al, 2001). A grande area superficial é uma propriedade particularmente importante
para as nanoparticulas de prata, porque pode aumentar a velocidade de liberagdo de
fons, o qual é um dos processos mais importantes a ser considerado em estudos dos
possiveis efeitos toxicos da prata, por ser uma importante via para a sua atividade
biolégica (LIU et al,, 2010; YU et al., 2013). Os ions tem a capacidade de associar-se com
outros fons, sendo o préprio ion liberado inerentemente persistente (LUOMA, 2008). A
prata idnica é altamente persistente e toxica para os procariotos (SOTIRIOU E
PRATSINIS, 2010), invertebrados marinhos e de 4gua doce (LUOMA et al., 1995) e peixes
(LOPEZ-SERRANO et al, 2014). Além disso, tem uma tendéncia acentuada para
acumular-se nos organismos. Isso devido as suas propriedades quimicas que permitem a
sua absorcao através de proteinas transportadoras da membrana celular, um processo
similar ao regulador do transporte de ions Na* e Cu* nas células (BURY, 2009).
Entretanto, as nanoparticulas de prata nao sdo necessariamente persistentes, pois,
podem se dissolver e desagregar, perdendo as propriedades da particula (LUOMA, 2008;
NAVARRO et al,, 2008). Nesse sentido, os {ons e as nanoparticulas de prata sao espécies

de prata diferentes.

As AgNP se localizam preferencialmente nas mitocondrias, levando ao aumento da
producdo de EROs nesta organela; interrompendo a cadeia de transporte de elétrons;
induzindo danos estruturais importantes e baixa producao de ATP (ASHARANI et al,,
2009). Do mesmo modo, os ions de prata podem se unir aos grupos tiol das enzimas,
como NADH desidrogenase, e interromper a cadeia respiratdria em bactérias, gerando
espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem causar estresse oxidativo e dano celular
(ASHARANI et al.,, 2009; LIU et al., 2010). Além disso, as AgNP podem catalizar a reducdo
do oxigénio durante a fosforilagdo oxidativa, de oxigénio molecular ao radical anion
superoxido (0%). Este radical pode ser convertido em peréxido de hidrogénio (H202) e

posteriormente ser reduzido a agua ou parcialmente reduzido a radical hidroxila (OH-),



45

um dos oxidantes mais fortes da natureza (BOONSTRA E POST, 2004; ASHARANI et al,,
2009). E importante considerar que, as reagdes entre as AgNP e o Hz0; (2Ag + H20; +
2H*— 2Ag* + 2H20) sdo possivelmente um dos fatores que causam liberacdo de fons Ag*,

aumentando a sua toxicidade (TURRENS, 2003; ASHARANTI et al., 2009).

Outras formas de toxicidade causadas pelas nanoparticulas de prata podem
ocorrer apds a aderéncia das AgNP as membranas celulares ou endocitose, pois ha a
possibilidade de geracdo de um fluxo de ions (Ag*) através das membranas celulares
e/ou transporte ativo de Ag* para alvos bioldgicos sensiveis dentro das células (LIU et
al., 2010). Adicionalmente, uma vez realizada a aderéncia das AgNP as membranas
celulares, intermediarios do peréxido podem ser gerados, o que poderia oxidar lipidios
presentes nas membranas, mas ainda ha alguma controvérsia sobre a importancia

desses mecanismos (LIU E HURT, 2010).

Por outro lado, a prata é conhecida por ter caracteristicas de um acido fraco, e ha a
tendéncia natural de um acido reagir com uma base; neste caso, um acido fraco para
reagir com uma base fraca (MORONES E ELECHIGUERRA, 2005; PRABHU E POULOSE,
2012). As células apresentam em sua composicdo enxofre e fésforo, os quais sao bases
fracas. Desta maneira, a acdo das nanoparticulas sobre as células pode fazer com que
essa reacdo tenha lugar, e subsequentemente causar a morte celular. Outro fato
importante é que o DNA possui enxofre e fésforo, como componentes principais, e as
nanoparticulas podem atuar também sobre estes elementos, destruindo o DNA e
seguidamente induzindo a morte da célula (HATCHETT E WHITE, 1996; PRABHU E
POULOSE, 2012).

1.3. AS NANOPARTICULAS DE PRATA EM AMBIENTES AQUATICOS

O comportamento da prata nanoestruturada em ambientes aquaticos mostra uma
ampla variabilidade, pois este depende de fatores como o tamanho, formato e quimica
de superficie, entre outros (LIU et al.,, 2010). Estudos recentes afirmam que um dos
fatores mais importantes a ser considerado é a oxidacao das nanoparticulas de prata
(SOTIRIOU et al,, 2012), pois os ions de prata sdo provenientes dessa oxidacdo (zero
valentes), dada pela reacdo do oxigénio dissolvido, mediada por prétons e outros

componentes presentes na fase liquida (LOK et al., 2007; LIU E HURT, 2010).
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A oxidacdo da prata é termodinamicamente favorecida a temperatura ambiente
(AGO%9g = -11,25 k]/mol) e tem sido muito estudada, tanto para cristais simples como
para nanoparticulas (BUKHTIYAROV et al., 2003; BOBROV E GUILLEMOT, 2007; LI et al,,
2010). O ¢6xido de prata, quando comparado com a prata metalica, se dissolve mais
facilmente em agua pura (Kps = 4 x 10-11), resultando na liberacao de cations Ag*
(JOHNSTON et al, 1933). Uma vez que a camada de Ag:0 é dissolvida, a
oxidagdo/dissolucao adicional das AgNP metalicas ocorre apenas na presen¢a de um
oxidante na solucao (LEVARD et al, 2012). Liu e Hurt (2010) observaram que a
remoc¢do de oxigénio dissolvido da agua inibe completamente a liberacdo de ions de
prata dissolvidos, demonstrando o papel do 0O na oxidacdo da superficie das
nanoparticulas de prata. A reagdo seguinte foi proposta por Levard e colaboradores

(2012), para a dissolugdo da prata metalica em meio aquoso acido e aerdbico:
2Ag(s) + 1/2 Oz(aq) + 2H*(aq) & 2Ag"(ag) + H20

O ion de prata livre com carga positiva (Ag*) tem uma forte tendéncia a associar-se
com os ifons carregados negativamente em aguas naturais, a fim de atingir um estado
estavel. Em aguas naturais pode-se encontrar, principalmente, cinco ligantes aniénicos
inorganicos: fluoreto (F-), cloreto (CI'), sulfato (SO4%-), hidréxido (OH-) e carbonato (CO3%
), que competem pela associacdo com os metais catidnicos. As ligagdes também ocorrem
com a matéria organica dissolvida na agua e as constantes de equilibrio definem a forca
de cada complexo ligante-metal (LUOMA, 2008). Assim, uma propor¢dao muito pequena
do total da prata ira permanecer como prata Ag* (LIU E HURT, 2010) que depende das
concentracdes dos diferentes ligantes, carregados negativamente, e da forca de ligacao

da Ag* com cada ligante.

Na agua, a especiacdo da prata é dominada pela concentragdo de Cl- e, a medida
que aumenta a salinidade, os fons livres de Ag* desaparecem ao serem substituidos por
uma sequéncia de complexos de cloreto de prata neutra e aniénica (WOOD et al., 2004).
Em agua doce, os cloretos estdo presentes em baixas concentra¢des, mas, se ha mais
atomos de cloreto do que atomos de prata, a prata pode precipitar-se em forma de
cloreto de prata, o qual ndo é disponivel para ser absorbido pelos organismos vivos

(ADAMS E KRAMER, 1999). Por essa razao, devem ser consideradas avaliacdes de risco
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da prata acumulada em sedimentos que permitam conhecer as implicagdes em longo

prazo, armazenamento, mobilizacao, forma e biodisponibilidade de sedimentos.

Em organismos aquaticos, é conhecido que o ion livre (Ag*) pode causar toxicidade
aguda por ligacdo a sitios especificos nas branquias, atuando como um analogo ao Na*.
Esses locais (ligantes bidticos anidnicos) sdo proteinas, particularmente Na*, K* ATPase,
anidrase carbonica, e canais de Na*, que estdo intimamente envolvidos no transporte
ativo de Na* e Cl- (MORGAN et al, 2004; KALBASSI et al, 2011). Quanto maior a
saturacdo destes locais com Ag*, maior sera a toxicidade. Assim, os organismos de agua
doce expostos a prata estdo sujeitos a falhas na regulacdo ionica (3-24 horas antes de

desenvolver patologias) e posteriormente a morte (WOOD et al., 2004).

A prata é significantemente menos téxica para peixes de dgua do mar do que de
agua doce (KALBASSI et al.,, 2011), embora existam outros fatores que influenciam a
tolerancia dos organismos teste, tais como, a aclimatacdo (WOOD et al., 2004). A
captacdo de prata é menor na agua do mar do que em agua com salinidades
intermediarias, mas, em ambos os casos, pode ser acumulada no intestino, bem como no
tecido branquial e em 6rgaos internos, especialmente o figado (MORGAN et al.,, 2004;

WOOD et al., 2004).

Em resumo, os coldides de prata mais simples podem conter trés formas de prata:
metalica (Ag?), Ag livre (Ag*) ou seus complexos, e Ag* adsorvida na superficie das
nanoparticulas. Isso provavelmente fard com que se apresentem mudan¢as na sua
biodisponibilidade, diferentes caracteristicas de destino e transporte, com vias de

toxicidade independentes ou sinérgicas (LIU E HURT, 2010).

1.3.1. Efeitos Toxicos das Nanoparticulas de Prata em Organismos

Aquaticos

Em sistemas aquaticos, formas i6nicas da prata podem induzir toxicidade em
organismos sensiveis a baixas concentracoes (na ordem de umol/L) e, como resultado, a
concentracdo limiar da prata, que em critérios de qualidade de agua e diretrizes, é baixa
em relacdo a de outros metais (WOOD et al., 1999; BIANCHINI et al.,, 2002). Embora
exista a preocupacdo sobre a caracterizacdo dos efeitos toxicos decorrentes da

exposicdo as AgNP, uma compreensdo mais abrangente ainda é necessaria, isto
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principalmente devido a complexidade do seu comportamento em sistemas aquaticos.
Do mesmo modo que para outros nanomateriais, os fatores que tem sido identificados
como mais importantes na avaliacdo da toxicidade sdo o tamanho, o formato, a area
superficial, o comportamento no meio (aglomeracao, oxidacdo e dissolu¢do), a pureza e

a influencia das coberturas utilizadas (REIDY et al., 2013).

Hoje em dia varios pesquisadores estao focando seus estudos no esclarecimento
das incertezas sobre os mecanismos de toxicidade das AgNP, centrando-se
principalmente em propriedades como a adsorc¢do e a absor¢do. Um exemplo é o estudo
realizado por Leclerc e Wilkinson (2014) onde foi encontrado que as Chlamydomonas
reinhardtii expostas as AgNP aumentaram a incorporagdo de prata, quando
incrementada a oxidagdo das nanoparticulas na superficie da célula, mas apenas a
espécie Ag* foi considerada como a espécie que conseguiu entrar nas células. Por outro
lado, no estudo realizado por Khan e colaboradores (2015) foi estudada a dindmica de
bioacumulag¢do de AgNP recobertas com PVP, PEG e citrato, em compara¢do com a Ag
dissolvida, em Daphnia magna e Lumbriculus variegatus. As constantes de velocidade de
incorporacao para as AgNP foram ~2-10 vezes inferior do que para a Ag dissolvida,
tanto para D. magna como para L. variegatus. Assim, a toxicidade causada pelas AgNP é
mediada principalmente pela dissolucdao das nanoparticulas no meio ou apds a
incorporacao pelos organismos teste, em concordancia com os resultados obtidos por
Volker e colaboradores (2014), em S. cérneo; e por Jo e colaboradores (2012), em

Daphnia magna.

Allen e colaboradores (2010) encontraram que a toxicidade aguda (48h CLso) das
AgNP com cobertura de citrato e do AgNO3 foram semelhantes (1,1 mg/L de Ag) em
Daphnia magna, incluindo nanoparticulas de prata acumuladas no seu interior. Embora
os autores ndo chegassem a esta conclusao, os resultados sugerem que tanto as AgNP
como a Ag* liberada a partir das nanoparticulas foram responsaveis pela toxicidade. Em
contraste, a expressdo hepatica de genes relacionados com o estresse, em peixes medaka
(Oryzias latipes), diferiu entre os organismos expostos a 1 mg/L tanto de AgNP como de
AgNO3 apds o primeiro dia de exposi¢do, mas em dias subsequentes foram semelhantes
(CHAE et al, 2009a). Outro estudo realizado em mexilhdo de agua doce (Elliptio

complanata) indicou que a exposi¢do as AgNP (0,8; 4 e 20 mg/L) resultou num conjunto
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de respostas celulares subletais.

Nos estudos de toxicidade aquatica é importante considerar as caracteristicas
fisico-quimicas do meio, sendo a dureza um dos parametros mais importantes para
avaliacdo da biodisponibilidade da prata. Segundo o estudo realizado por Stoiber e
colaboradores (2015) em L. stagnalis, as AgNP podem incrementar a sua agregacdo em
agua moderadamente dura, especialmente quando recobertas com PEG, reduzindo a sua
biodisponibilidade em maior medida do que as recobertas com PVP. Adicionalmente, no
estudo realizado por Navarro e colaboradores (2015) foi observado que a
biodisponibilidade e toxicidade das AgNP é modificada pelo tipo de cobertura utilizada
na nanoparticula, modulando as interagdes entre as AgNP e as algas (Chlamydomonas

reinhardtii).

O organismo teste e as caracteristicas das nanoparticulas de prata, entre outros
fatores, podem causar distintos efeitos em diferentes concentragdes. Por exemplo, em
gastropodes como o caramujo Physa acuta, que é particularmente uma espécie sensivel
as AgNP, foi observado durante exposi¢des cronicas insuficiéncia reprodutiva (baixa
produgdo de ovos) em concentragdes acima de 0,01 mg/L (BERNOT E BRANDENBURG,
2013). Testes realizados em Rana catesbeiana (HINTHER et al., 2010) mostraram que as
respostas ao estresse e as dindmicas de sinalizacdo dos hormonios da tiredide foram
alteradas em concentracdes muito baixas (0,6 mg/L). Neste contexto, a importancia
deste tipo de estudos estd na determina¢do de diretrizes de qualidade da agua que
permitam proteger aos ecossistemas aquaticos da contamina¢do por nanoparticulas de

prata.

1.3.1.1. Efeitos Téxicos das Nanoparticulas de Prata em Zebrafish

Um organismo conveniente para estudar o impacto das AgNP em organismos
aquaticos é o zebrafish (Danio rerio). Este organismo teste estd sendo muito utilizado na
avaliacdo da toxicidade em ecotoxicologia (YANG et al,, 2009), e atualmente para testes
de toxicidade de nanomateriais (MUTH-KOHNE et al.,, 2013; OSBORNE et al.,, 2015).
Entre os estudos realizados para avaliar a toxicidade das nanoparticulas, podemos citar
a pesquisa realizada por Gupta e colaboradores (2016) em embrides expostos a AgNP.

Os embrides expostos expressaram niveis mais elevados de altera¢cdes morfoldgicas na
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cauda, no saco vitelinico e no pericardio.

Da mesma forma, Massarsky e colaboradores (2013) realizaram estudos com
zebrafish, determinando que a CLso para os embrides expostos a AgNP recobertas com
poliacrilato foi de 1,180 mg/L, enquanto que para os organismos expostos a Ag*, a CLso
foi de 70 mg/L. As analises demonstram que a toxicidade aguda das AgNP para embrides
de zebrafish é principalmente mediada pela liberacdo de Ag*. A influéncia do tamanho
das particulas e do tipo de revestimento pode, pelo menos parcialmente, explicar as

diferencas na dissolucdo de Ag* (GROH etal., 2014).

Coletivamente, os resultados atuais apontam que a toxicidade é dependente do
tamanho das AgNP. De modo que as AgNP menores (9 + 2 nm) podem induzir um
aumento muito maior nas taxas de mortalidade e diminuicdo das taxas de eclosdo do
que as particulas maiores (30 + 5 nm), dependendo das concentracdo testadas
(MOSSELHY et al.,, 2016). Além disso, as AgNP e o AgNO3 induzem diferentes efeitos nas
taxas de mortalidade e eclodibilidade. Também foram observados defeitos fenotipicos
induzidos pelas AgNP e pelo AgNOs3, tais como deformacao axial e deposicdo de Ag* no
corion embriondrio, respectivamente. Assim, Mosselhy e colaboradores (2016)
propuseram que as AgNP e o AgNOs induzem diferentes graus e tipos de toxicidade in

vivo.

Os perfis de expressao de genes nas branquias de zebrafish adultos sdo diferentes
para os organismos expostos as AgNP e ao AgNOs, sugerindo que a interacao bioldgica
dos nanomateriais é unica (GRIFFITT et al., 2009). A observacdo de respostas especificas
para organismos expostos a AgNP e a Ag*, também foram encontradas por Powers e
colaboradores (2011) para parametros de neurotoxicidade, no desenvolvimento de

embrides de D. rerio.

Estudos realizados por Bacchetta e colaboradores (2016) em zebrafish adultos,
mostraram que as AgNP se acumulam principalmente nas branquias, mas ndo foi
encontrada evidéncia de toxicidade em termos de estresse oxidativo. Em contraste, no
estudo realizado por Krishnaraj e colaboradores (2016), além do estresse oxidativo e a
imunotoxicidade, foi observado efeito genotoxico, bem como presenca de microntcleos

e anormalidades nucleares em células de sangue periférico. Osborne e colaboradores
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(2015) observaram maior reducdo na actividade da ATPase em peixes expostos a
particulas de 20 nm, do que nos expostos a particulas de tamanho maior ou expostos ao
AgNOs. Estes resultados demonstram a importancia do conhecimento de caracteristicas
da particula, por exemplo, como o tamanho para a determina¢do do impacto das AgNP

em diferentes 6rgaos, tais como branquias e intestino de D. rerio.

No geral, os estudos de genotoxicidade e citotoxicidade tém contribuido para o
entendimento dos efeitos causados pelas AgNP, pois estes variam consideravelmente,
dependendo das caracteristicas das nanoparticulas, do organismo teste e dos

parametros selecionados para o estudo (SCHULTZ et al., 2014).

1.4. 0 ACIDO HUMICO (AH)

A matéria organica natural (MON) é amplamente distribuida nos solos, aguas
naturais e sedimentos. Mudancas hidrolégicas e da composi¢do do solo influenciam a
quantidade de matéria organica em ambientes aqudaticos e a sua natureza quimica,
podendo provocar diferentes efeitos biogeoquimicos no ecossistema (CESAR E
AZEVEDO, 2008). A concentragdo natural de matéria organica (MO) nas aguas
superficiais varia tipicamente ENTRE 0,1-20 mg/L (RODRIGUES et al, 2009) e é
composta principalmente de substancias humicas (SH) que podem ser encontradas
amplamente distribuidas ao longo da superficie da terra, na matéria organica dos
sedimentos terrestres e aquaticos (LITVIN et al., 2012). As SH parecem ser o tipo mais
importante de compostos organicos no que diz respeito a sua capacidade para formar
complexos estaveis com ions metalicos. Por causa do seu potencial de complexagdo e sua
abundancia em aguas naturais, as substancias humicas sdo de grande interesse na

eliminacdo dos residuos toxicos (BOGGS et al., 1985).

As substancias humicas diferem de outras substancias organicas encontradas em
solos e aguas naturais, porque elas ja ndo possuem as propriedades fisicas e quimicas
especificas que caracterizam os compostos organicos. As SH sdo de cor escura, acidas,
predominantemente aromaticas [contendo um ou mais anéis de benzeno (CeHs)],
hidrofilicas (moléculas polares); quimicamente siao materiais complexos, e com
propriedades de polieletrélitos que variam em peso molecular (SCHNITZER E KHAN,

1978). Stumm e Morgan (1995) descreveram as substancias himicas como polimeros
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(300 a 30.000 g/mol) contendo grupamentos fenodlicos (OH) e carboxilicos, com um
menor numero de OH alifaticos, amino e quinonas (RODRIGUES et al., 2009). Por causa

disso, as SH ndo apresentam caracteristicas quimicas e fisicas bem definidas.

Baseados nas suas caracteristicas de solubilidade, as SH se classificam em acidos
humicos (AH), acidos fulvicos e huminas, (VOETS et al., 2004). O acido humico (Figura 9)
¢ uma SH soluvel em solventes basicos e insoluvel em condi¢des acidas (RODRIGUES et
al., 2009). As caracteristicas fisicas e quimicas de acidos humicos dependem de muitos
fatores, tais como a procedéncia do material original, as condi¢des climaticas (zona
tropical, subtropical, moderada ou fria), a acidez e o grau de umidade do solo, podendo

variar em relacdo a composicao elementar (LANDGRAF et al., 1999).

O 4cido himico é conhecido como um agente oxidante, capaz de formar
nanoparticulas de prata através da reducdo de ions de prata a temperatura ambiente
(AKAIGHE et al.,, 2011). O carater oxidante, além de outras propriedades fisico-quimicas
do acido humico, pode variar consideravelmente dependendo da sua origem; por
exemplo, os acidos himicos sedimentares tem a capacidade de reduzir os fons de prata a
22°C, enquanto que os acidos humicos de amostras de solo causam o mesmo efeito a
temperaturas muito mais elevadas (90°C) (AKAIGHE et al., 2011). Devido a ampla
variabilidade das caracteristicas fisicas e quimicas das SH, estas podem lhe conferir
fungdes especificas em ecossistemas aquaticos e terrestres. Assim, as SH sao conhecidas
por desempenharem um papel importante nos ciclos geoquimicos de muitos compostos
organicos e inorganicos, devido ao seu comportamento eletroquimico e troca idnica

(ANGEL et al,, 2013).

O AH presente na agua possui uma carga eléctrica negativa (potencial zeta),
associada a dissociacdo dos grupamentos fendlicos e carboxilicos, que podem ser
determinados por mobilidade eletroforética (WARWICK et al., 2001). Na presenca de
cations bivalentes (por exemplo, calcio) o AH forma agregados intra e intermoleculares
devido a neutralizacdo de cargas. Esta hipotese é corroborada por Rodrigues e
colaboradores (2009), os quais observaram um aumento do potencial zeta (tornou-se
menos negativo) com o aumento das concentracdes de calcio e magnésio no meio,

indicando instabilidade da suspensao, principalmente em pH basico.
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Figura 9. Estrutura proposta para uma molécula tipica de acido hiimico, tendo uma variedade
de componentes incluindo a quinona, fenol, catecol e acgticar. Tomado de Stevenson (1994).

Os principais sitios de complexacdo da molécula do AH sdo os grupamentos
carboxilicos e fendlicos. As interagdes possiveis entre o complexante e os metais podem
ter a forma de uma reacdo de adsorc¢ao catidnica via atracdo eletrostatica, como as entre
os grupamentos carboxilicos carregados negativamente (dissociados) e um cation
monovalente, ou interacdes mais complexas (RODRIGUES et al., 2009). As caracteristicas
da molécula organica, tais como densidade e tipo de grupamentos reativos, localizacdo
dos grupamentos reativos na molécula e tamanho da molécula, e caracteristicas da
solucdo, tais como pH, forca idnica e temperatura, terdo grande influéncia sobre a
ocorréncia e predominancia de determinado mecanismo e a sua estabilidade (NOVAIS et

al., 2007).

A constante de formacdo para a reacao entre um Ag* e as SH- é alta (logK = 13),
sendo de magnitude similar para varios compostos de sulfetos organicos, como tiois.
Desta maneira, os complexos formados entre a prata (I) e sulfetos sao muito fortes
(ADAMS E KRAMER, 1999). De igual maneira que para outros metais, a presenca de
matéria organica pode mudar (diminuir) a biodisponibilidade da prata, pela possivel
formacao de um complexo forte com a Ag, o qual pode modificar a acumulagdo da prata
ao longo do tempo (MORGAN et al., 2004). De acordo com o anterior, em ambientes
naturais, as nanoparticulas podem formar sedimentos pela adsor¢do a matéria organica
(TAN, 2003), alterando a biodisponibilidade e toxicidade dos metais, entre os quais os

fons de prata (LUOMA et al., 1995).
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O acido humico pode revestir as nanoparticulas, reduzindo a sua aglomeracado
(HYUNG et al., 2007), influenciando a biodisponibilidade e toxicidade dos xenobidticos
(especialmente metais pesados) em organismos aquaticos (BALAREZO et al, 2002;
VOETS et al.,, 2004), tais como Dreissena polymorpha (VOETS et al., 2004), Paracheirodon
innesi (TAO et al., 1999), Daphnia magna (KUKKONEN et al,, 1989) e Oncorhynchus
tshawytscha (HAMMOCK et al., 2003). Também tem sido afirmado que a quimica da
agua, incluindo tanto a matéria organica natural como a forga idnica da agua, pode ser de
grande impacto sobre a toxicidade e biodisponibilidade das AgNP, atuando como um
captador natural de radicais (GAO et al., 2012). Na maioria dos casos, o revestimento das
nanoparticulas metalicas pelo acido hiimico induz mudanc¢as no comportamento como
diminuicdo no tamanho dos agregados, sugerindo que o &cido humico presente em
ambientes aquaticos pode modificar, em grande medida, a estabilidade das

nanoparticulas, especificamente no estado de agregacdo/dispersdo (OMAR et al.,, 2014).

Como descrito anteriormente, a composicdo quimica da matéria orgdnica pode
modificar consideravelmente as taxas de agregacao, dissolu¢do e especiagcdo das
nanoparticulas em ambientes aquaticos. Essas mudangas no comportamento das
nanoparticulas na presenca de matéria organica foram observadas em estudos
realizados por Gunsolus e colaboradres (2015), Kim e colaboradores (2013) e Fan e
colaboradores (2016), utilizando como organismos teste Shewanella oneidensis MR-1 e
Oryzias latipes expostos a AgNP, e em Daphnia magna expostas a nano-TiOz. Por outro
lado, Wang e colaboradores (2015) realizaram estudos para avaliar a toxicidade das
AgNP em diferentes organismos (Raphidocelis subcapitata, Chydorus sphaericus e Danio
rerio), encontrando que a carga da superficie das nanoparticulas também pode ser
modificada (mais negativa) pela presenca de determinadas concentracdes de
substancias humicas. Portanto, a liberagdo de ions foi inibida dependendo das
concentracdes de matéria organica (SH) no meio e, por sua vez, os efeitos toxicos
causados pelos ions liberados diminuiram. Esses resultados sugerem que a adsorcao das
SH nas nanoparticulas constitui uma barreira eletrostatica que pode limitar as
interacdes entre as particulas e os organismos, reduzindo na maioria dos casos a

toxicidade.
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Além da mortalidade e das mudangas no comportamento dos organismos, existem
outros parametros que se tem considerado para avaliar os efeitos téxicos decorrentes da
exposicao aos nanomateriais, tais como, quantificacio da incorporacao das
nanoparticulas (CHEN et al.,, 2015), alteracdes morfolégicas, danos no DNA (CACERES-
VELEZ et al,, 2015), geracdo de espécies reativas de oxigénio e danos mitocondriais (LIN
et al.,, 2012). Autores como Lin e colaboradores (2012) e Chen e colaboradores (2015)
encontraram que Chlorella sp. e Danio rerio expostos as nanoparticulas de oxido de
titanio e grafeno, respectivamente, geraram espécies reativas de oxigénio e danos
mitocondriais. Estes efeitos foram mitigados significativamente pela presenca de AH,
bem como a deposicdo e acumulacdo desses nanomateriais no cérion dos embrides,

corroborando a capacidade do AH para mitigar a toxicidade dos nanomateriais.

Gao e colaboradores (2012) realizaram testes in vivo em Daphnia observando
também que quando incrementada a concentracdo de matéria organica no meio, a
toxicidade das nanoparticulas de prata (50 pg/L; pH 7) diminuiu linearmente.
Adicionalmente, estes autores realizaram testes de caracterizacdo fisico-quimica
encontrando que o total de prata em suspensdo incrementa na presenca de
concentracdes menores que 10 mg/L de carbono organico total (TOC), provavelmente
pelo aumento da dispersdo das particulas no meio. Em contraste, o conteudo total de
prata diminuiu em concentra¢des de matéria organica maiores do que 10 mg/L de TOC,
indicando um incremento na aglomeracao e precipitagdo das nanoparticulas acima de

essa concentracgao.

Embora existam uma grande quantidade de estudos onde foram avaliados os
efeitos toxicos dos nanomateriais, em diferentes organismos teste, os estudos onde se
avaliam os efeitos toxicos decorrentes da interacao entre as AgNP e o AH em organismos
aquaticos sdo limitados. Entre esses encontram-se os realizados por Garcia-Alonso e
colaboradores (2014), Oliver e colaboradores (2014), Chen e colaboradores (2013), e
Kim e colaboradores (2013), nos quais foram avaliados os efeitos toxicos das AgNP na
presenca de AH, em P. dumerilii, L. stagnalis, Chlamydomonas reinhardtii,
Pseudokirchneriella subcapitata e Oryzias latipes. No estudo realizado por Kim e
colaboradores (2013) foi observado que a liberagdo de fons a partir das AgNP

representa maior risco de toxicidade do que as proprias AgNP, e que a presenca de acido
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himico reduz consideravelmente a toxicidade das AgNP em embrides de peixe medaka

(Oryzias latipes), devido a sua complexacdo com os fons de prata.

Em resumo, a adsor¢do do acido humico na superficie das nanoparticulas pode
afetar a estabilidade e a dissolucdo das nanoparticulas na dgua, uma vez que pode
reduzir consideravelmente a sua biodisponibilidade, absorc¢ao, distribuicdo e toxicidade

em organismos aquaticos.

1.5. ORGANISMO TESTE

Os peixes estdo no ultimo nivel tréfico das cadeias alimentares aquaticas e sao
sensiveis as mudanc¢as ambientais, servindo como um bioindicador da qualidade
ambiental (DAUTREMEPUITS et al., 2004; TORRES DE LEMOS et al.,, 2007). Por esta
razdo, o peixe dulciaquicola D. rerio (zebrafish) vem sendo apontado pela literatura
cientifica como um organismo-teste para a avaliacdo do potencial toxicoldgico
decorrente da exposicdo a diferentes substancias tdxicas, incluindo exposicdo aos
nanomateriais, permitindo o desenvolvimento de abordagens de alto rendimento in vivo
(SHIN E FISHMAN, 2002; HILL et al, 2005; HENRY et al., 2007; LIN et al, 2011;
PETERSON E MACRAE, 2012).

Uma das vantagens da utilizacdo deste peixe é a sua capacidade de se reproduzir,
pois cada fémea produz centenas de ovos num curto espago de tempo. Além disso, pode-
se acompanhar facilmente todo o desenvolvimento embrionario devido a transparéncia
dos embrides; e realizar-se varios experimentos geracionais, bem como, investigar a
evolucao de doencgas e identificar as causas de doengas associadas (LAMMER et al., 2009;

OLIVEIRA et al,, 2009; MIONE E TREDE, 2010; ABLAIN E ZON, 2013).

Em contraste com os ensaios desenvolvidos utilizando cultura de células, os
estudos em animais vivos permitem conhecer processos de desenvolvimento complexos
que atuam ao longo do tempo para formar organismos adultos (HILL et al., 2005; LEE et
al, 2013). Além disso, alguns o6rgaos do zebrafish apresentam similaridades
morfologicas e funcionais aos dos seres humanos, como intestino e figado, e por isso, os
mecanismos e as vias patolégicas podem ser correlacionadas entre as espécies (SHIN et
al., 2002; ALI et al., 2011; LEE et al, 2012). O genoma desse peixe ja foi totalmente

sequenciado, permitindo estudos com biomarcadores genéticos de genotoxicidade e de
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alteracdes de expressao génica (HOWE et al,, 2013).

Deste modo, o zebrafish se apresenta como um modelo in vivo alternativo, rapido,
de alto rendimento, rentavel, facilmente acessivel e fiavel, que possui uma boa
correlagdo com modelos in vitro (ZHAO et al, 2013). Considerando as vantagens
mencionadas anteriormente, o zebrafish foi escolhido no presente estudo como modelo
experimental para avaliar a toxicidade das nanoparticulas de prata na presenca de acido

himico, durante o desenvolvimento embrio-larval, bem como em peixes adultos.
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USTIFICATIVA

Estima-se que a producdo de materiais nanoestruturados excedera em muito o
impacto ocasionado pela Revolucao Industrial (NEL et al., 2006). Desta maneira, é
urgentemente necessaria a obtencdo de informagdes sobre o perigo e o risco
toxicoldgico associados a exposicdo as nanoparticulas (OBERDORSTER et al,, 2005), o
que desempenhard um papel importante na afirmagdo e crescimento da nanotecnologia

(MEDEIROS E MATOSO, 2006).

Diferentes tipos de nanomateriais estdo sendo incorporados no desenvolvimento
de produtos, especialmente as nanoparticulas de prata, as quais sdo muito utilizadas na
fabricagdo de téxteis, materiais para eliminar as bactérias e odor de roupas, embalagens
de alimentos e outros itens, onde as propriedades antimicrobianas sao desejaveis (YU et
al., 2013). Por esta razdo, surge a necessidade de pesquisar, em diferentes cenarios, os
possiveis efeitos téxicos das AgNP que permitam ajudar na avaliacdo das utiliza¢des
previstas para este material em nanoescala e para tomar medidas sobre a limitagdo das
atividades que possam apresentar um risco excessivo para a saude humana e para o

ambiente.

Mundialmente, variadas discussdes no meio cientifico e governamental estdo
sendo realizadas sobre a melhor maneira de identificar e caracterizar o potencial efeito
toxicologico dos nanomateriais. Estas discussdes referem-se a identificacao de
metodologias e parametros para a caracterizacdo do perigo; as necessidades de
desenvolvimento de metodologias alternativas de avaliacdo; a diversidade, custo e
disponibilidade dos nanomaterias (YOON et al., 2009), visando garantir a saide publica

e saude ambiental.

As AgNP, inevitavelmente, podem entrar em contato com ambientes aquaticos
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naturais cujas caracteristicas fisico-quimicas sao diversas, tais como temperaturas
variaveis, pH, intensidade e duracdo da luz solar, forca idnica, concentragdo de oxigénio
molecular dissolvido, concentracdo e composicdo da matéria orgadnica natural
(GUNSOLUS etal., 2015), entre outras. Cada um desses parametros fisico-quimicos tem o
potencial de influenciar a estabilidade coloidal das nanoparticulas, modificando a

dissolucao das AgNP (producao de ions Ag*), cujo efeito é relacionado com a sua

toxicidade (XIU etal., 2012).

Entre outras potenciais transformac¢des das AgNP em ambientes aquaticos
naturais, as menos compreendidas sao as relacionadas ao comportamento e toxicidade
das nanoparticulas na presenc¢a de matéria organica (nos solos, dguas e sedimentos), o
que parece ser causado pela alta heterogeneidade dessas substancias organicas. As
mudancas hidrolégicas e a composicdo do solo influem na quantidade de matéria
organica em ambientes aqudaticos e na sua natureza quimica, podendo provocar
diferentes efeitos biogeoquimicos no ecossistema (CESAR E AZEVEDO, 2008). E
importante mencionar que a matéria organica natural é constituida entre 70 a 80% por
substiancias huimicas tais como o acido hiimico, o 4cido falvico e huminas (CESAR E

AZEVEDO, 2008).

Embora a quantidade de estudos onde se avaliam os efeitos téxicos dos
nanomateriais é cada vez maior, poucos estudos tem sido desenvolvidos para avaliar os
efeitos da interacdo entre o acido huimico e as AgNP, em organismos aquaticos. Assim, na
avaliacao dos riscos ambientais dados pela presen¢ca de nanomateriais é importante
considerar diferentes caracteristicas do ecossistema, tais como a presen¢a de acido

humico.

Desta maneira, o presente estudo descreve as propriedades fisico-quimicas
essenciais das AgNP na auséncia e na presenca do acido humico, em diferentes sistemas
aquosos; determina os possiveis efeitos advindos da exposicdo, através da observacao
da ocorréncia de toxicidade (alteragdes clinicas e comportamentais, ocorréncia de
morbidade e identificagdo da CLso,), genotoxicidade (fragmentacdo do DNA, formagdo de
micronucleos e anormalidades nucleares) e alteragdes histolégicas (branquias, figado e
intestino), e quantifica a incorporacao de AgNP por espectrometria de massas em peixes

adultos e larvas de zebrafish (Danio. rerio).
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BJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento fisico-quimico das nanoparticulas de prata na presenca

de acido himico em meio aquoso e seus possiveis efeitos toxicolégicos agudos durante o

desenvolvimento embrio-larval e no organismo adulto do zebrafish (Danio rerio), nas

mesmas condigoes.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o tamanho, a composicdo e o estado quimico das nanoparticulas

de prata;
Caracterizar o acido hiumico quanto a sua composicao quimica;

Avaliar a estabilidade das nanoparticulas de prata em diferentes meios

aquosos contendo acido hiumico;

Conhecer as modificagdes na superficie das nanoparticulas de prata em

diferentes meios aquosos contendo acido htimico;

Avaliar a adsorcao e modificagbes do acido humico na presenca de

nanoparticulas de prata suspensas em agua;

Quantificar a liberagdo de ions a partir de nanoparticulas de prata com e

sem a presenca de acido huimico;

Identificar as mudancas nos parametros fisico-quimicos da &agua na

presenca de nanoparticulas de prata e acido hiimico;
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Determinar a concentragdo letal média 50% (CLso-96n) € 0s possiveis efeitos
toxicoldgicos decorrentes da exposicdo a nanoparticulas de prata com e
sem associacdo ao acido humico, durante o desenvolvimento embrio-larval

e em peixes adultos;

Observar o comportamento dos peixes e determinar os sinais clinicos
decorrentes da exposicao a nanoparticulas de prata com e sem associagao

ao acido hiimico;

Avaliar o desenvolvimento embrio-larval durante 96 horas da fertilizacao,
mediante a exposicdo de nanoparticulas de prata com e sem a presenga de

4cido hiimico;

Quantificar e avaliar a incorporacdo de prata em larvas como consequéncia
da exposicdo as nanoparticulas de prata, com e sem a presenca de acido

himico;

Determinar as frequéncias de ocorréncias de micronucleos, anormalidades
nucleares e fragmentacao do DNA em eritrocitos dos peixes adultos apds a
exposicao as nanoparticulas de prata com e sem a presenca de acido

himico;

Identificar e quantificar possiveis alteragdes histolégicas em branquias,
figado e intestino dos peixes adultos, ap0s a exposicao as nanoparticulas de

prata com e a presenca de acido hiimico;

Quantificar e avaliar a incorporag¢do/biodistribui¢cdo de prata nas branquias,
figado, intestino, musculo e rim de peixes adultos expostos a nanoparticulas

de prata, com e sem a presenca de acido himico.
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ATERIAIS E METODOS

4.1. DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental desse estudo esta representado na Figura 10. Na Figura
11 pode-se observar o desenho experimental da caracterizacdo fisico-quimica dos

matériais testados, e os testes in vivo realizados estdo representados na Figura 12.

DESENHO EXPERIMENTAL
CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA TESTES In vivo (Danio rerio)
Materiais Teste Comportamento Desenvolvimento embrio-larval Adultos

em sistemas aquosos

7\

AgNPs Acido Humico (AH) / ‘

AgNPs AH AgNPs+AH

Figura 10. Esquema do desenho experimental geral desse estudo. Nanoparticulas de prata

(AgNP), acido hiumico (AH) e nanoparticulas de prata na presenga do dcido hiimico (AgNP+AH).
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Estabilidade: UV-Vis
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AGUA RECONSTITUIDA (REC)
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Tamanho e carga superficial: DLS
Estabilidade: UV-Vis

Liberacao de ions: ICP-MS
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AGUA DO SISTEMA (SIST)

Morfologia: MET

Tamanho e carga superficial: DLS
Liberacdo de ions: ICP-MS

Parametros fisico-quimicos: KIT, pHmetro
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Absorgao: UV-Vis
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Parametros fisico-quimicos: KIT, pHmetro

63

Interagao
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Agregagdo e adsor¢ao: MET
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adsorgao: XPS

Liberagao de ions: ICP-MS
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AGUA REC

Agregagdo e adsorcao: MET

Agregagao e carga superficial: DLS

Adsor¢ao: UV-Vis

Modificagbes na superficie, composi¢do quimica e
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Liberacdo de ions: ICP-MS

\

AGUA SIST

Agregagdo e adsor¢ao: MET

Agregagao e carga superficial: DLS

Adsorcao: UV-Vis

Modificagbes na superficie, composi¢do quimica e
adsorgao: XPS

Liberagdo de ions: ICP-MS

Parametros fisico-quimicos: KIT, pHmetro

Figura 11. Esquema do desenho experimental da caracterizagio fisico-quimica dos materiais
avaliados nesse estudo. Agua deionizada-MQ (NANOpure Dlamond de Barnstead, modelo
D11931), reconstituida-REC (294 mg/L CaCl,.H20; 123,3 mg/L MgS04.7H,0; 63 mg/L NaHCO3;
5,5 mg/L KCI), e do sistema-SIST (agua de manutencdo do Danio rerio), KIT (kit comercial de

Labcon® para medi¢do de nitritos, amonia e dureza).
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Figura 12. Esquema do desenho experimental dos testes in vivo realizados nesse estudo.
Podem-se observar os diferentes parametros considerados para avaliacdo dos efeitos toxicos,
durante o desenvolvimento embrio-larval e em peixes adultos, decorrentes da exposicao a AgNP,

AH e AgNP+AH.
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4.2. AGUA UTILIZADA PARA 0S DIFERENTES EXPERIMENTOS

Os testes foram realizados utilizando trés tipos de agua: agua deionizada-MQ
(NANOpure DIamond de Barnstead, modelo D11931), reconstituida (REC) e do sistema
de manutenc¢do (SIST) do zebrafish (Danio rerio). A agua REC foi preparada utilizando
agua deionizada e uma mistura de sais (294 mg/L CaCl2.H20; 123,3 mg/L MgS04.7H20;
63 mg/L NaHCO3; 5,5 mg/L KCI) simulando a agua doce, de acordo com o proposto por

Lépez-Serrano e colaboradores (2014).

A agua do sistema de manutenc¢do do zebrafish é dgua proveniente da rede de
abastecimento comum, previamente tratada com um sistema de filtros de carvao ativado
para a retirada do cloro. Apds as demais impurezas da agua foram removidas pela
utilizacdo de filtro de nitrocelulose e posterior utilizacao do filtro de luz ultravioleta. Os
parametros fisico-quimicos da agua de manutencdo do zebrafish estdo dentro dos
parametros estabelecidos pela OECD 203 (1992). A caracterizacdo da agua MQ, REC e
SIST foi realizada por ICP-MS a fim de conhecer a concentracao de prata, calcio, potassio,

magnésio e sédio.

4.3. NANOPARTICULAS DE PRATA E ACIDO HUMICO

As nanoparticulas de prata “silver nanopowder”, (CAS Number 7440-22-4) e o
acido hudmico, sal sodico, (CAS Number 68131-04-4) foram obtidos da SIGMA. Os
protocolos de preparo desses materiais estdo descritos para cada um dos testes

realizados.

4.4. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA E DO ACIDO
HUMICO

4.4.1. Caracterizacao da morfologia das nanoparticulas de prata

Amostras de nanoparticulas de prata (AgNP) foram caracterizadas quanto a
morfologia, utilizando-se microscopia eletronica de transmissdao (MET). Para tanto,
foram colocados 0,63 mg de AgNP em 25 mL de agua MQ, e as misturas foram sonicadas
durante 40 minutos (Vibra-CellTM 75042, 20 kHz, 500 W). Posteriormente, uma
aliquota de 10 mL da mistura anterior foi adicionada a 40 mL de d4gua MQ. Em seguida,

foi realizada uma diluicdo de 450:150 (agua MQ: solucao AgNP). Apds, 3 puL da diluicao
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foram colocados sobre uma tela de microscopia eletrénica previamente recoberta com
Formvar. As amostras de AgNP foram analisadas no microscépio eletronico JEOL (JEM-
1011, UnB - Brasilia, Brasil). Os diametros de 543 AgNP foram obtidos por andlise no
programa computacional Motic Images Plus 2.0. A distribuicdo de diametros das
particulas foi obtida utilizando-se o melhor ajuste de distribuicdo log-normal como

descrito por Limpert e colaboradores (2001), utilizando a férmula de Sturges (4).
k=1+3,322 logn (4)

Onde,

n: nimero de nanoparticulas analisadas.

4.4.2. Estudo das caracteristicas cristalinas das nanoparticulas de prata

A caracterizacdao da cristalinidade das AgNP foi realizada por DRX. Pode-se
confirmar a presenca de Ag® e obter o tamanho de cristalito das nanaoparticulas. Os
ensaios de difracdo de raios X foram realizados em um difratdmetro Rigaku - Ultima IV
(UnB - Brasilia, Brasil), com velocidade do gonidmetro de 4°/min, tubo de cobre (35
Kv/15 mA), varrendo-se de 2 a 80° (escala 20) com passo de 0,05°. Para analise da fase
cristalografica e determinacdo do didmetro médio das nanoparticulas foram
considerados os 4 picos presentes no difratograma. As posi¢des angulares dos picos de
Bragg da amostra foram comparadas com aqueles apresentados pela AMCSD
(http://rruff.geo.arizona.edu/AMS/xtal_data/DIFfiles/12873.txt) para prata metalica.
Para determinar o diametro médio das nanoparticulas utilizou-se o método grafico de
Williamson-Hall (Williamson-Hall plot). Os dados das larguras a meia-altura (full width
at half maximum - FWHM) dos quatro picos presentes no difratograma, utilizados neste
método, foram obtidos por ajuste numérico de funcdes de pico compostas por

lorentzianas e gaussianas utilizando o software PEAKOC 1.0.

4.4.3. Analise da composicio quimica superficial das nanoparticulas de

prata e do acido humico

A avaliacdo da composicao quimica das AgNP (camadas superficiais) e do acido
himico (AH) em pé foi realizada por XPS. Tal andlise foi realizada no espectrometro

SPECS Sage HR 100 (CICBiomaGUNE - San Sebastian, Espanha) com fonte de raios X ndo



67

monocromatico (Linha de magnésio Ka de 1253,6 eV de energia e 250 W) e calibrado
usando a linha de 3ds;2 de Ag com uma largura a meia altura (FWHM) de 1,1 eV. A
resolucao selecionada para os espectros foi de 15 eV e 0,15 eV /step. Todas as medidas
foram realizadas em uma camara de “ultra high vacum” (UHV) a uma pressao de 8x10-8
mbar. Um beamer de proje¢do eletronica foi utilizado para compensar o carregamento
durante a obtencdo de dados de XPS. Foram utilizadas fung¢des Gaussian-Lorentizan
(depois de uma corregao de base Shirley), onde a FWHM dos picos foram restritas

enquanto que as posicdes dos picos e as areas foram liberadas no ajuste dos dados.

4.4.4. Estudo molecular do acido hiumico

0 AH em p6 foi liofilizado para a andlise espectroscopica FTIR, seguindo o método
da pastilha de sal (em KBr) para amostras sé6lidas particuladas. A amostra sélida de AH
foi pulverizada e misturada com o KBr, seguido da sua prensagem, formando uma
pastilha transparente. O espectrofotometro utilizado foi o de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), FTIR Thermo Nicolet 6700 (Thermo Electron
Corporation, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA; regiao de 4.000 a 400 cm1;

ganho 8,0; resolucdo 4.000; 32 varreduras; CICBiomaGUNE - San Sebastian, Espanha).

A solucdo de AH (20 mg/L) foi preparada utilizando d4gua MQ para analise por
espectroscopia UV-VIS. As medi¢des foram realizadas na faixa de 200 a 600 nm, em
cubeta de quartzo, utilizando o espectrofotémetro Jasco-630Bio (CICBiomaGUNE - San

Sebastian, Espanha).

4.5. ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA EM DIFERENTES
MEIOS AQUOSOS

Os experimentos foram realizados a 25 °C; pH 7,5 + 0,5 e fotoperiodo de 10 horas
claro/14 horas escuro. Para todas as amostras avaliadas as condi¢cdes de sonicagao
foram: 20 kHz, 500 W, pulso 5/3 segundos (ON/OFF), 20% de amplitude, durante 40
minutos, utilizando o processador ultra-sénico Vibra-CellTM 75042. Os detalhes do

preparo de cada amostra avaliadas nos experimentos sao fornecidos a seguir.
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4.5.1. Estudo da estabilidade das nanoparticulas em agua deionizada em

funcao de diferentes concentragoes de NaCl

O efeito da salinidade na estabilidade das nanoparticulas de prata foi avaliado em
agua proveniente do sistema de manutencao dos peixes (SIST) do Laboratoério de
Genética Toxicoldgica do Departamento de Genética e Morfologia (IB-UnB), e em agua
deionizada (MQ) contendo 0; 0,02; 0,04 e 0,08 M de NaCl (separadamente), totalizando
cinco solugcdes com diferentes concentragdes de NaCl. Posteriormente, em 50 mL de
cada solugao foram adicionados 100 mg/L de AgNP e sonicadas utilizando as condig¢oes
anteriormente descritas. A agregacdo das AgNP foi determinada pelo monitoramento da
sedimentacdo de agregados de nanoparticulas utilizando o espectrofotdmetro UV-VIS
(SpectraMax M2, UnB - Brasilia, Brasil) com uma cubeta 1 cm de percurso. As mudancas
na absorbancia a 400 nm foram obtidas em funcdo do tempo, apds sonicacdo das
amostras, ou seja, 0, 40, 60, 80, 100, 120 minutos, 24 e 48 horas. Foram realizadas
medicdes do potencial zeta das amostras, nos mesmos tempos, por espalhamento de luz

dinamico (DLS) no equipamento Malvern Zetasizer Nano-ZS90 (UnB - Brasilia, Brasil).

4.5.2. Estudo da estabilidade das nanoparticulas de prata em agua do

sistema em funcao de diferentes concentragdes de acido hiumico

Para avaliar a estabilidade das nanoparticulas de prata na presenga de acido
himico (AH) foram estabelecidos diferentes experimentos utilizando apenas a agua
proveniente do sistema de manutencdo dos peixes do Laboratério de Genética
Toxicologica do Departamento de Genética e Morfologia (IB-UnB). Para tanto, foram
preparadas as seguintes amostras: agua do sistema contendo diferentes concentra¢des
de AH (0; 12,5; 25; 50 e 100 mg/L) e com concentracao constante de AgNP (100 mg/L),
e uma amostra apenas com AH na concentracdao de 100 mg/L, totalizando seis amostras
(50 mL cada). A agregacao das AgNP foi determinada pelo monitoramento da
sedimentacdo de agregados de nanoparticulas utilizando o espectrofotometro UV-VIS
(SpectraMax M2; UnB - Brasilia, Brasil) com uma cubeta 1 cm de percurso. As alteragdes
na absorbancia a 380 nm foram obtidas em funcdo do tempo, apds sonicacdo das
amostras, ou seja, aos 0, 40, 60, 80, 100, 120 minutos, 24 e 48 horas dos procedimentos.
Foram realizadas medi¢des do potencial zeta das nanoparticulas de prata, nos mesmos

tempos, por espalhamento de luz dinamico (DLS) no equipamento Malvern Zetasizer
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(Nano-ZS90; UnB - Brasilia, Brasil). Adicionalmente, 3 pL do sobrenadante de cada
amostra foi coletado, as 6 e 24 horas apds sonicacdo, e colocado sobre telas de
microscopia eletrénica previamente recoberta com Formvar para posterior analise no

microscépio eletronico JEOL (JEM-1011; UnB - Brasilia, Brasil).

4.5.3. Estudo comparativo da estabilidade das nanoparticulas de prata
para agua deionizada, reconstituida e do sistema com concentra¢ao

fixa de acido humico

Para este experimento foram utilizadas concentragdes fixas de AH (20 mg/L) e de
AgNP (30 mg/L) em trés tipos de agua (MQ, REC e SIST). O comportamento e a
estabilidade das AgNP em diferentes meios aquosos, com e sem a presen¢a de AH, foram
determinados realizando medi¢cdes do potencial zeta e do didmetro hidrodinamico das
amostras as 0, 24, 48, 72 e 96 horas apés sonicacdo no equipamento Malvern Zetasizer

(Nano-ZS90; UnB - Brasilia, Brasil).

As amostras de AgNP foram processadas para observar a possivel adsor¢dao do AH
nas AgNP por MET. Assim, 3 pL de cada amostra foram colocados em telinhas de cobre
(300 mesh) para analise por microscopia eletronica de transmissdo (JEOL JEM-2100F;
CICBiomaGUNE - San Sebastian, Espanha). As amostras (telinhas) foram preparadas em
duplicata a fim de realizar em uma delas contrasta¢do com acetato de uranila (0,05%).
Dessa maneira foi possivel observar o AH presente nas amostras e ao mesmo tempo
pode-se comparar com as amostras que nao foram contrastadas. Separadamente, uma
amostra de AgNP foi preparada em metanol (30 mg/L) e sonicadas durante 5 minutos
(utilizando as condi¢des de sonicacdo descritas anteriormente), para observar o

comportamento das nanoparticulas em meio organico.

4.6. ADSORCAO E MODIFICACOES DO ACIDO HUMICO NA PRESENCA DAS
NANOPARTICULAS DE PRATA

4.6.1. Analise das caracteristicas moleculares

A fim de conhecer as modifica¢des estruturais e a adsorcao do AH nas AgNP, em
adgua REC, foi realizado utilizando a espectroscopia no infravermelho por refletdncia
total atenuada com transformada de fourier (ATR-FTIR). As medi¢des foram realizadas

no espectrofotometro FTIR Thermo Nicolet 6700 (Thermo Electron Corporation,
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Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA; regido de 2.000 a 1.200 cm; ganho 8,0;
resolucdo 4.000; 34 varreduras; CICBiomaGUNE - San Sebastian, Espanha).

Este experimento foi desenvolvido em trés etapas: a primeira foi preparar uma
solucdo de AH (100 mg/L) em agua REC, o qual foi depositado no suporte para amostras
liquidas (cristal ZnSe para ATR “Smart ARK Accessory”) e posteriormente foi obtido o
espectro. Na segunda etapa, foi preparada uma suspensdo de AgNP (3 mg/mL) em
metanol, a qual foi depositada na célula de cristal (suporte ZnSe para ATR) e deixou-se
secar a temperatura ambiente. Na terceira etapa, a solu¢do de AH (preparada na
primeira etapa) foi colocada sobre o filme seco de AgNP. Os espectros foram obtidos as
1, 2 e 3 horas apo6s ter sido depositada a solu¢do de AH no filme de AgNP. Para a
obtencdo desses espectros foi realizada a subtracao do espectro do filme seco (AgNP)
nos espectros da solucao de AH adicionada, para ser comparado com o espectro obtido
da solucdo de AH (primeira etapa). Este experimento foi realizado segundo o descrito

por Bian e colaboradores (2011).

4.7. MODIFICAGOES NA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA EM
DIFERENTES MEIOS AQUOSOS

A fim de verificar a oxidacdo das AgNP, foram realizados diferentes testes
utilizando um espectrometro de XPS (SPECS Sage HR 100; CICBiomaGUNE - San
Sebastidn, Espanha). Os experimentos foram realizados a 25 °C; pH 7,5%0,5 e
fotoperiodo de 10 horas claro/14 horas escuro. Todas as amostras foram sonicadas
durante 40 minutos, pulso 5/3 segundos (ON/OFF) e 20% de amplitude (Vibra-CellTM
75042, 20 kHz, 500 W).

No primeiro teste foi avaliada a oxidagdo das AgNP com e sem a presenca de AH. As
amostras de agua MQ ou agua REC ou agua SIST foram adicionados 5 mg/L de AH. Apés
solubilizacdo do AH, foram adicionados 5 mg de AgNP em um volume de 5 mL de cada
amostra de agua e posteriormente foram sonicadas. No total foram preparadas 6
amostras: AgNP em agua MQ (Ag MQ), AgNP em agua MQ contendo acido humico (Ag AH
MQ), AgNP em agua REC (Ag REC), AgNP em agua REC contendo acido hiumico (Ag AH
REC), AgNP em agua SIST (Ag SIST), e AgNP em agua SIST contendo acido himico (Ag

AH SIST). As anadlises foram realizadas as 0 (imediatamente apés o preparo da solu¢do),
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24, 48 e 96 horas ap6s sonicacao.

Em funcao de que as AgNP em agua REC contendo acido humico (Ag AH REC)
apresentaram mudancas no estado de oxidacdo, foi realizado um segundo experimento
para avaliar a influéncia do AH e cada um dos os sais utilizados para o preparo da agua
REC na oxidacao das AgNP. Para tanto, foi utilizada agua MQ para preparar 4 diferentes
meios aquosos: agua MQ contendo CaCl2.2H20 (294 mg/L), agua MQ contendo
MgS04.7H20 (123,3 mg/L), agua MQ contendo NaHCO3 (63 mg/L), e agua MQ contendo
KCI (5,5 mg/L). Posteriormente, a cada amostra de agua foram adicionados 5 mg/L de
AH. Apés solubilizacdo do AH, 5 mg de AgNP foram adicionados em um volume de 5 mL
de cada agua preparada com posterior sonica¢do. As andlises foram realizadas as 96

horas apds sonicagao.

Baseados nos resultados do experimento anterior, foi estudada a influéncia da
mistura de sais na oxidacdo das AgNP (terceiro experimento). Para este experimento foi
utilizada agua MQ para preparar diferentes meios aquosos, os quais continham mistura
diferentes dos sais utilizados para o preparo da agua REC. No total foram preparadas 3
amostras: agua MQ contendo 63 mg/L de NaHCO3 + 294 mg/L CaCl2.2H,0; agua MQ
contendo 63 mg/L de NaHCO3 + 123,3 mg/L de MgS04.7H20; e agua MQ contendo 63
mg/L de NaHCO3 + 5,5 mg/L de KCI. A seguir, a cada amostra de agua foram adicionados
5 mg/L de AH. Apds solubilizacdo do AH, 5 mg de AgNP foram adicionados em um
volume de 5 mL de cada agua preparada seguida de sonica¢do. As andlises foram

realizadas as 96 horas apds sonicacgao.

A fim de conhecer se o AH e as sais foram adsorvidas na superficie das AgNP, em
todas as amostras analizadas dos experimentos descritos anteriormente foram
realizadas lavagens apos 96 horas do preparo. Assim, as amostras foram centrifugadas
(9.000 x g; 21 °C; 30 minutos) para remover o sobrenadante e lavadas 3 vezes com agua
MQ. Cada lavagem foi realizada da seguinte forma: foi retirado o excesso de
sobrenadante, imediatamente se adicionaram 5 mL de agua MQ, as amostras foram
ressuspendidas com ajuda do vortex e centrifugadas (9.000 x g; 21 °C; 30 minutos).
Depois da ultima lavagem, foi retirado o maximo possivel do sobrenadante, e ao redor
de 100 pL de cada amostra foram depositados nos suportes, deixando secar durante 16

horas a temperatura ambiente no dessecador. As amostras foram analisadas por XPS no
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espectrometro SPECS Sage HR 100 com fonte de raios X ndo monocromatica (Linha de

magnésio Ka de 1253,6 eV de energia e 250 W).

4.8. ESTUDO DA LIBERACAO DE iONS DE PRATA

A fim de conhecer a liberagdo de ions a partir de AgNP e AH, foram realizados dois
experimentos utilizando agua MQ, REC e SIST. A andlise quantitativa dos ions de prata
foi realizada por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS). Os experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente (20 °C), pH neutro
(6,8-7,0) e fotoperiodo de 10 horas claro/14 horas escuro, e o volume preparado para

cada amostra foi de 50 mL.

Em um primeiro momento analisamos diferentes concentracoes de AgNP em um
tempo fixo (96 horas). Para isso, foi realizada a sonicacdo (pulso 5/3 segundos
(ON/OFF), 20% de amplitude, durante 40 minutos) de uma solu¢ao mae (10 mg/L) de
AgNP preparada nos diferentes tipos de agua (MQ, REC e SIST) com ou sem acido
humico (20 mg/L), e a partir desta solugao foram realizadas diluicdes de maneira a
obtermos as seguintes concentrag¢des finais: 10; 3,0; 1,0; e 0,5 mg/L de AgNP em um
volume de 50 mL. O sistema foi entdo deixado em repouso por 96 horas e ap0ds esse

tempo os ions de prata liberados foram separados.

Para o segundo experimento foram preparadas 6 amostras: AgNP em dgua MQ sem
AH; AgNP em agua MQ contendo AH; AgNP em agua REC sem AH; AgNP em agua REC
contendo AH; AgNP em agua SIST sem AH; e AgNP em agua SIST contendo AH. Cada
amostra continha 20mg/L de AgNP, com e sem a presenca de 20 mg/L de AH. As
amostras foram mantidas em repouso e apds 0 (imediatamente apds o preparo da
solucdo), 24, 48 e 96 horas do preparo foi realizada a separacdao dos fons de prata

liberados ao meio.

Para os dois experimentos, os ions liberados foram separados das nanoparticulas
em suspensao utilizando os métodos descritos por Liu e Hurt (2010), George e
colaboradores (2012), e Lopez-Serrano e colaboradores (2014), com algumas
modificagdes. A separacgdo foi realizada em duas etapas. A primeira consistiu em realizar
duas centrifugacdes (8.912 x g; 25 °C; 20 minutos; Allegra™ X-22R, Beckman Coulter,

Inc.). Na primeira centrifugacdo foram utilizados os 50 mL de cada amostra, e na



73

segunda centrifugacdo foram utilizados 15 mL do sobrenadante (de cada amostra)
resultante da centrifugacdo anterior. Essa primeira etapa de separacado foi realizada a
fim de agilizar o processo de separacdo/precipitacao das AgNP, fazendo com que a prata
ionica ficasse no sobrenadante. Na segunda etapa foi realizada a ultrafiltracao, utilizando
filtros Amicon Ultra-4 5K, Millipore (7.500 x g; 20 minutos; 25 °C; rotor fixo; Allegra™ X-
22R, Beckman Coulter, Inc.), até obter um volume de 10 mL de filtrado para cada
amostra. As andlises foram realizadas, para as amostras dos dois experimentos, no
espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (7700x, Agilent
Technologies; Bilbao, Espanha) e os valores médios foram calculados a partir de trés

medicdes para cada grupo.

4.9. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA, EM ZEBRAFISH, DE
NANOPARTICULAS DE PRATA SUSPENSAS EM AGUA SIST, COM E SEM A
PRESENCA DE ACIDO HUMICO

4.9.1. Manutencio dos Peixes

Todos os procedimentos seguiram os principios éticos de experimentacao animal,
visando evitar ou minimizar o estresse, a angustia, a dor e o desconforto. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia (UnBDoC n°66618/2014, ANEXO A). Os procedimentos
seguiram as normas para experimentacao estabelecidas na Lei Arouca (n2 11.794, de 8
de outubro de 2008) e os procedimentos preconizados na literatura: Usos de Animais de

Laboratério” (National Research Council, 1996) e AVMA (2007).

Foram utilizados peixes Danio rerio adultos mantidos no Departamento de
Genética e Morfologia (GEM-IB-UnB), em aquarios apropriados e utilizando agua
(previamente tratada) proveniente da rede de abastecimento comum (Item 4.1.). A
temperatura foi mantida em torno de 26+1 °C com aeragdo constante; pH 7,5+0,5 e
fotoperiodo de 10 horas claro/14 horas escuro. Os animais receberam racao comercial

para peixes, duas vezes ao dia.
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4.9.2. Avaliacao da toxicidade aguda no desenvolvimento embrio-larval

do zebrafish

492.1. Producio de Ovos

Para a producio dos ovos, peixes machos e fémeas (19:23) com aproximadamente
seis meses de idade foram colocados numa caixa de incubagdo, constituida por um
tanque horizontal com divisdria para separar os machos das fémeas. No dia seguinte, a
diviséria foi removida imediatamente apds as luzes terem sido acessas. Os embrides de
zebrafish se desenvolvem rapidamente, por tal motivo, os ovos fertilizados foram
coletados uma hora depois das luzes terem sido acesas e ovos vidveis foram separados e
lavados pelo menos trés vezes com agua proveniente do meio de cultura. A fim de
garantir a sincroniza¢do do desenvolvimento no inicio da exposicao, os ovos fertilizados
foram identificados pela fase de blastula no desenvolvimento. 3-3,5 horas apos a
fertilizacdo (hpf); a viabilidade foi avaliada (ovos translicidos) para distribui-los

aleatoriamente nos grupos experimentais.

4.9.2.2. Preparo das Suspensées das Nanoparticulas de Prata em Agua do

Sistema com e sem a Presenca de Acido Huimico

Para avaliagdo da toxicidade das diferentes concentragoes de AgNP, com e sem a
presenca de AH em embrides de zebrafish foi utilizada agua do sistema. Para as
amostras de AgNP com a presenca de AH, a dgua utilizada foi previamente preparada
adicionando AH (a fim de obter uma solucao de 20 mg/L de acido humico) na agua,
agitando a solugdo até se dissolver. E importante destacar que esta agua foi utilizada
apenas para o preparo das diferentes amostras de AgNP contendo AH, e para aquelas
sem a presenca de AH foi utilizada apenas agua SIST.

Posteriormente, duas solu¢des mae de 10 mg/L AgNP (cada) foram preparadas,
uma com a presenca de 20 mg/L de AH, e outra sem a presenca de AH (apenas agua
SIST). Seguidamente cada uma foi sonicada durante 40 minutos, pulso 5/3 segundos
(ON/OFF) e 20% de amplitude (Vibra-CellTM 75042, 20 kHz, 500 W). A partir destas
duas solu¢des mae foram realizadas dilui¢des, utilizando também agua SIST (com e sem

20 mg/L de AH), de maneira a obtermos as seguintes concentracgdes finais de AgNP:
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0,25;0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,75; 6,5 € 8,5 mg/L.

Desta forma, as suspensdes preparadas foram utilizadas para compor dois grupos
experimentais conforme a Tabela 3. Para facilitar a compreensao, nomearemos ao grupo
com diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata sem a presenca de acido
humico, como AgNP, e ao grupo com diferentes concentragdes de nanoparticulas de

prata com a presenga de acido huimico, como AgNP+AH.

Tabela 3. Grupos experimentais considerados para avaliacdo da toxicidade no desenvolvimento
embrio-larval mediante a exposicao de AgNP, AH e AgNP+AH.

GRUPO EXPERIMENTAL AgNP

Sub-grupos
AgNP (mg/L) Controle Tratados
0 0,25 05 1,0 15 20 25 30 4,75 65 8,5 10
GRUPO EXPERIMENTAL AgNP+AH
Sub-grupos
AgNP (mg/L)  Controle Tratados
+
20 mg/L AH 0 AH 025 05 10 15 20 25 30 4,75 65 8,5 10

Nos sub-grupos controle (0) foi utilizada apenas dgua do sistema de manutencdo e o sub-grupo AH foi
tratado apenas com 20 mg/L de AH.

4.9.2.3. Avaliacio da Toxicidade no Desenvolvimento Embrio-Larval do

Zebrafish

A avaliagdo do desenvolvimento embrio-larval foi baseada na diretriz “Fish
Embryo Acute Toxicity (FET)” da OECD 236 (2013), a fim de determinar a concentragao
letal média (CL50) das AgNP, com e sem a presenca de AH. Os ovos coletados foram
distribuidos em dois grandes grupos, sendo um apenas com nanoparticulas de prata
(AgNP) e o segundo com nanoparticulas de prata na presenca de acido humico

(AgNP+AH), como descrito na Tabela 3.

Os experimentos foram realizados em placas de cultura de 24 pogos. Em cada placa
(isto é uma placa por concentrac¢do), 20 pogos foram preenchidos com 2 mL de AgNP ou
AgNP+AH e os 4 pocgos restantes foram preenchidos com 2 mL de dgua do sistema de
manutencdo, constituindo o grupo controle interno de cada placa. Um embrido foi

transferido para cada pogo da placa. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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Todas as placas foram colocadas em uma incubadora de iluminagdo (SOLAB SL-224) a

26+1 °C e fotoperiodo de 10 horas claro/14 horas escuro por até 96 horas.

O desenvolvimento embrio-larval foi monitorado com a ajuda de um microscopio
invertido (ZEISS Axio Vert.Al; UnB - Brasilia, Brasil), com sistema de captura de
imagens acoplado (Carl Zeiss AxioCam MRc), as 24, 48, 72 e 96 horas pds fertilizacao
(hpf). Os parametros avaliados foram coagula¢do (morte), formacao dos olhos, otdlitos e
somitos, movimentos espontaneos, pigmentacao do corpo, absor¢do do saco vitelino,
desprendimento da cauda, batimento cardiaco, perda do equilibrio, edema cardiaco, e
malformacgdes na cabeca, coluna e cauda (BAI et al., 2010). Para avaliar as malformacgdes
na coluna e na cauda foi considerado o angulo da cabec¢a-cauda das larvas (ONG et al.,
2017), onde a coluna se assemelha a uma linha reta e as malformagdes na coluna sao

identificadas como uma ou mais curvaturas presentes ao longo da coluna vertebral.

A andlise macroscopica das larvas foi realizada, também, com o microscépio de
eletronico de varredura JEOL (JSM-700 1F; UnB - Brasilia, Brasil). As larvas (n=10) dos
diferentes grupos expostos, com e sem AH, foram eutanasiadas por submersao em agua
fria (0-4 °C) e seguidamente foram fixadas com o fixador Karnovsky (2%
paraformaldeido, 2% glutaraldeido, 3% sacarose, 5 mM cloreto de calcio em tampao
CaC03 0,1 M; pH 7,4) durante 5 horas. Posteriormente, as amostras foram armazenadas
no tampao CaCO0s3 (0,1 M; pH 7,4). O material foi pds-fixado com tetréxido de 6smio (4%)
durante 1 hora e imediatamente foram realizadas desidratacdes graduais utilizando
acetona (30, 50, 70, 90 e 100 %); e desidratacdoes com o secador ao ponto critico de CO>
(Balzers CPD 030). As amostras foram dispostas sobre os suportes (“stubs”),
previamente identificados e na sequéncia, a metalizacdo foi realizada no equipamento

Balzers (SCD 050). Posteriormente, foi realizada a analise e a captura de imagens.

4.9.2.4. Parametros Fisico-Quimicos da Agua do Sistema Contendo

Nanoparticulas de Prata com e Sem a Presenca de Acido Himico

Os parametros fisico-quimicos da agua do sistema como: temperatura, pH
(pHmetro), condutividade (PHTEK CD203), nitritos, amodnia e dureza foram avaliados as

96 horas ap6s o preparo das aguas contendo AgNP (0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0;
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4,75; 6,5; 8,5 e 10 mg/L AgNP), com ou sem a presenca de acido humico (20 mg/L); agua
contendo apenas AH (20 mg/L), e 4gua sem a presenca dos materiais teste (AgNP,
AgNP+AH e AH). Os parametros fisico-quimicos foram medidos utilizando os Kkits

comerciais de Labcon®.

4.9.2.5. Quantificacio da Prata nas Larvas de Zebrafish

A quantificagdo da prata incorporada nas larvas foi realizada por espectrometria
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Assim, as larvas dos grupos
experimentais 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 3,0 mg/L de AgNP, com e sem a presenca de AH, foram
eutanasiadas por submersdo em agua fria (0-4 °C) e seguidamente foram colocadas em
microtubos de centrifuga, previamente identificadas para cada grupo, formando pools
de 23 larvas por sub-grupo experimental. As larvas foram liofilizadas e seguidamente foi
realizada a digestdo acida com HNO3 70% durante 48 horas a temperatura ambiente. As
solugdes foram transferidas a baldoes volumétricos (10 mL) e foram preenchidos até o
nivel com agua MQ, para obter amostras com concentrag¢do final de HNO3 1%. A andlise
quantitativa foi realizada no espectrOmetro de massas com plasma indutivamente
acoplado (7700x, Agilent Technologies; Bilbao, Espanha). Os valores médios foram
calculados a partir de cinco repeti¢cdes para cada sub-grupo. O protocolo foi baseado no

protocolo proposto por (KRYSTEK, 2012; KIM et al.,, 2013) com algumas modificacdes.

4.9.3. Avaliacao da toxicidade aguda em peixes zebrafish adultos

493.1. Preparo das Nanoparticulas de Prata com e sem a Presenca de

AH em Agua do Sistema

Para avaliacdo da toxicidade das AgNP com e sem a presenca de AH em peixes
adultos de zebrafish foi utilizada agua do sistema. Para as amostras de AgNP com a
presenca de AH, a agua utilizada foi previamente preparada adicionando AH (a fim de
obter uma solugio de 20 mg/L de 4cido himico), agitando a solugdo até se dissolver. E
importante destacar que esta agua foi utilizada apenas para o preparo das diferentes
amostras de AgNP contendo AH, e para aquelas sem a presenca de AH foi utilizada

apenas agua SIST.
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Posteriormente, duas solu¢des mae de 60 mg/L AgNP (cada) foram preparadas,
utilizando numa delas dgua com a presenca de 20 mg/L de AH e numa outra sem a
presenca de AH (apenas agua SIST), e seguidamente cada uma foi sonicada durante 40
minutos, pulso 5/3 segundos (ON/OFF) e 20% de amplitude (Vibra-CellTM 75042, 20
kHz, 500 W). A partir destas duas solu¢des mae foram realizadas dilui¢des, utilizando
também agua SIST (com e sem 20 mg/L de AH), de maneira a obtermos as seguintes
concentragoes finais de AgNP: 10, 20, 30 e 40 mg/L.

Desta forma, as suspensdes preparadas foram utilizadas para compor dois grupos
experimentais conforme a Tabela 4. De igual forma que para os experimentos realizados
com embrides, nomearemos ao grupo com diferentes concentragdes de nanoparticulas
de prata sem a presenca de acido himico, como AgNP, e ao grupo com diferentes
concentracdes de nanoparticulas de prata com a presenca de acido humico, como

AgNP+AH.

Tabela 4. Grupos experimentais considerados para avaliacdo da toxicidade em peixes adultos
mediante a exposicdo de AgNP, AH e AgNP+AH.

GRUPO EXPERIMENTAL AgNP

Sub-grupos
AgNP (mg/L) Controle Tratados
0 10 20 30 40 60
GRUPO EXPERIMENTAL AgNP+AH
Sub-grupos
AgNP (mg/L) + 20 mg/L AH Controle Tratados
0 AH 10 20 30 40 60

Nos sub-grupos controle (0) foi utilizada apenas dgua do sistema de manutencdo e o sub-grupo AH foi
tratado apenas com 20 mg/L de AH.

4.9.3.2. Avaliacio da Toxicidade em Zebrafish Adultos

A avaliacdo da toxicidade aguda em peixes adultos foi baseada na diretriz “Fish,
Acute Toxicity Test” da OECD 203 (1992), a fim de determinar a concentracao letal
média (CL50) das AgNP, com e sem a presenca de AH. Peixes com seis meses de idade
foram distribuidos em dois grandes grupos, sendo um grupo apenas com nanoparticulas
de prata e o segundo grupo com nanoparticulas de prata na presenca de acido himico

(20 mg/L), como descrito na Tabela 4. Cada sub-grupo foi composto por 7 animais,



79

respeitando-se o limite de 1g peixe/1 litro de 4gua. A exposicao ocorreu por 96 horas em

meio estatico sob aeracao constante.

Apébs 24, 48, 72 e 96 horas da exposicao, os peixes foram observados quanto a
ocorréncia de alteragdes clinicas e comportamentais, como perda do equilibrio, natacao
superficial, erratica e/ou circular, produ¢do de muco branquial, altera¢des respiratérias,
mudancgas na cor da pele, morbidade e mortalidade. Ao finalizar a exposi¢do, todos os
peixes foram eutanasiados pela seccdo da medula, seguido de mielotomia.
Imediatamente ap6s esse procedimento, nos peixes pertencentes aos sub-grupos 10, 20
e 30 mg/L de AgNP (com e sem a presenca de AH), peixes do sub-grupo controle
(apenas com agua do sistema), e peixes tratados apenas com 20 mg/L de AH foi
realizada a coleta sanguinea para realizacdo do teste do cometa, micronucleo e
anormalidades nucleares. Adicionalmente, as branquias, o figado e o intestino desses

peixes foram coletados para posterior avaliacdo histopatolégica.

4.9.3.3. Parametros Fisico-Quimicos da Agua do_Sistema Contendo

Nanoparticulas de Prata com e sem a Presenca de Acido Himico

Os parametros fisico-quimicos da agua do sistema como: temperatura, pH
(pHmetro), condutividade (PHTEK CD203), nitritos, amoénia e dureza foram avaliados as
96 horas apo6s o preparo das aguas contendo AgNP (0; 10; 20; 30; 40 e 60 mg/L AgNP),
com ou sem a presenca de acido humico (20 mg/L); agua contendo apenas AH (20
mg/L), e agua sem a presenca dos materiais teste (AgNP, AgNP+AH e AH). Os

parametros fisico-quimicos foram medidos utilizando os kits comerciais de Labcon®.

4.9.3.4. Genotoxicidade e Mutagenicidade em Peixes Adultos

Ap0és realizada a coleta sanguinea com auxilio de pipeta heparinizada, o sangue foi
armazenado em microtubos contendo 500 pL de soro fetal bovino (SFB). 40 pL da
mistura (SBF-sangue) foram utilizados para realizar o teste do cometa (KOSMEHL et al,,
2008; CACERES-VELEZ et al., 2016) e 50 pL foram utilizados para realizar o esfregaco
em laminas histolégicas para o teste do micronticleo (TSANGARIS et al., 2011; CACERES-
VELEZ et al, 2016) e o teste de anormalidades nucleares (CARRASCO et al., 1990;
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CACERES-VELEZ et al., 2016).
49.3.4.1. Teste do Cometa

Para realizacao do teste do cometa, os procedimentos foram realizados de acordo
com o protocolo descrito por Kosmehl e colaboradores (2008). Assim, 40 uL da solugao
SBF-sangue foram misturados cuidadosamente com 120 pL de agarose “low melting
point agarose” (LMP 7%), previamente fundida e mantida em banho-maria a 37 °C, e
aplicadas em laminas previamente forradas com agarose normal (1,5 %).
Posteriormente, as laminas foram imersas na solucao de lise uso (Triton X de Merck,
DMSO de Macron™, e lise estoque, pH 10) e ap6s duas horas foram retiradas as laminas
da solugdo de lise e colocadas na cuba de eletroforese, padronizando a posi¢ao para que
0s cometas corram sempre para o mesmo lado. Seguidamente, foi preenchida a cuba
com a solucdo de eletroforese (EDTA 0,2M de Vetec, NaOH 10M de Vetec, pH 13) até
cobrir as laminas. As laminas descansaram na cuba (dentro da geladeira) por 20
minutos e a fonte de eletroforese foi regulada para 25 Volts e 300 mA (com tampao, se
necessario) para realizar a eletroforese (20 minutos). Logo apéds, as laminas foram
imersas em solucdo tampdo de neutralizacdao (Tris de Vetec-Sigma, pH 7,5) por 5
minutos na solu¢do, 5 minutos descansando fora da solugdo (3 vezes), e deixaram-se
secar a temperatura ambiente. ApOs secagem, as laminas foram fixadas com etanol
absoluto (5 minutos) e guardadas na geladeira (4°C) até o momento da analise. Todas as
etapas do teste foram realizadas no escuro e antes de analisar as amostras foi realizado
um teste cego escrevendo cddigos nas laminas de modo que, quando for executada a

analise ndo for conhecida a origem das amostras.

As laminas foram coradas com brometo de etidio (20 pg/mL) no mesmo dia da
analise e foram classificadas e analisadas 150 células por individuo, no microscépio de
fluorescéncia (ZEISS Axioskop 2-HAL 100; UnB - Brasilia, Brasil). As células observadas
foram classificadas de acordo com o tipo de dano (0, 1, 2, 3 e 4), os quais correspondem
ao tamanho e a proporc¢do do nucleéide-cauda. A classificagdo baseou-se nos autores

Gontijo e colaboradores (2003) e Collins e colaboradores (2008).
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4.9.3.4.2. Teste de Micronucleo e Anormalidades Nucleares

Os testes de micronucleo e anormalidades nucleares foram realizados de acordo
com o protocolo proposto por Fenech e colaboradores (2003) e Barsiene e
colaboradores (2006). 50 pL da suspensdo SBF-sangue foram utilizados para os
esfregacos sanguineos, sendo realizados esfregacos em duas laminas por individuo.
Posteriormente, as laminas foram secas a temperatura ambiente, fixadas com metanol
absoluto (10 minutos), coradas com Giemsa (20 % v/v) e analisadas no microscépio de
luz (ZEISS Axioskop 2-HAL 100) em lente objetiva de 100x. Trés mil células foram
contadas e analisadas por individuo (realizando previamente o teste cego), cujas
caracteristicas, propostas por Fenech (2003), foram adotadas para a identificacao dos

micronucleos (Figura 13).
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Figura 13. Fotografias de micronucleo e diferentes tipos de anormalidades nucleares em
eritrdcitos de sangue periférico de Danio rerio. (1) Micronucleo, (2) broto, (3) célula binucleada,

(4) “blebbed”, (5) “lobed” e (6) “notched”. Tomado de Caceres-Vélez (2013).

4.9.3.5. Avaliacio Histopatolégica

As branquias, o figado e o intestino foram coletados e processados para analise de
microscopia de luz (corados com Hematoxilina-Eosina). Os o6rgdos coletados foram
fixados com fixador Davidson (glicerina de Cromoline®, formaldeido 100%, etanol
100%, acido acético glacial de Vetec-Sigma e agua destilada) durante 12 horas na
geladeira; posteriormente, foi realizada a desidratacao com alcool em concentracoes
crescentes, seguido de diafanizacao em xilol e inclusdao em parafina. As amostras foram
cortadas no micrétomo (LEICA RM2235), coradas com H-E e analisadas no microscopio

optico (ZEISS Axioskop 2-HAL 100; UnB - Brasilia, Brasil).

A avaliagdo histolégica e a classificacao das alteragdes foram utilizadas de acordo
ao proposto por Caceres-Vélez e colaboradores (2016). Assim, as alteragdes foram

classificadas de acordo com seu estadiamento (Tabela 5) e o fator de importancia (FI)
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em relacdo ao impacto sobre a saude dos peixes. Cada alteracdo foi classificada de

acordo ao FI ou grau da lesdo, atribuindo valores de 0 a 3. Deste modo, o grau 0

representa os 6rgao sem alteragdes; o grau 1, alteragdes leves, facilmente reversiveis; o

grau 2, alteragdes moderadas que podem ser reversiveis ou irreversiveis; e o grau 3,

alteracbes graves que geralmente sdo irreversiveis e a sua persisténcia e progressao

pode levar a uma perda parcial ou total da funcao do 6rgao.

Cada 6rgao foi avaliado separadamente, calculando trés indices (1, 2 e 3). O primeiro

indice (Ea) foi calculado separadamente para cada estagio (I, II e III) apresentado em

cada peixe. O segundo indice (Tp-dano total por peixe) foi a somatoéria dos resultados de

cada Eaq, e m. E o terceiro indice (Tg-dano total por grupo) foi a soma dos Tp dividida

pelo nimero de individuos.
Ea=) (YxFI)

Tp=E+ En+ Em
Te=)Tp/n

Onde,

E: Estagio

A: estagio [, Il ou II1

Y: auséncia de alteracao (0) ou presenca (1),

FI: fator de importancia,

n: numero total de individuos analisados por grupo (7)
Tp: indice patolégico total do peixe,

Tq: indice patolégico total do grupo experimental.

(1)

(2)

(3)
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Tabela 5. Alteracdes histologicas em branquias, figado e intestino, classificadas segundo o

estadiamento. Tomada de Caceres-Vélez (2013).

ESTADIO (E) ALTERACOES HISTOLOGICAS DAS BRANQUIAS

Hipertrofia* e hiperplasia* epitélio lamelar
Atrofia*
Congestdo sanguinea
I Descolamento do epitélio lamelar
Fusdo lamelar
Hiperplasia da cartilagem

Infiltragdo de leucécitos™

Hemorragia e ruptura do epitélio lamelar
Hipertrofia e hiperplasia de células mucosas

Edema*

II

Hipertrofia e hiperplasia de células de cloreto

Aneurisma lamelar
Vacuolizacdo*
III . . . . .
Necrose (picnose, cariélise e cariorréxis)*

Degeneracio celular *

*Alteragdes para o figado e o intestino.

4.9.3.6. Avaliacio da Acumulacio/Biodistribuicio das Nanoparticulas de

Prata em Zebrafish Adultos

Baseado nos dados obtidos na determinagao da concentragao letal média (CLso0-96h),
peixes com aproximadamente 6 meses de idade (2+1 cm) foram alocados em sete
grupos experimentais, cada um deles com 5 peixes. Os peixes foram tratados com
concentracdes crescentes de nanoparticulas de prata em meio estatico e aeracao
constante, avaliados as 96h apés exposicdo. Os subgrupos de exposicao foram
constituidos por: dois subgrupos expostos s6 a AgNP (10 e 20 mg/L AgNP), trés
subgrupos expostos a AgNP (10, 20 e 30 mg/L AgNP) na presenca de AH (20 mg/L AH) e
mais dois subgrupos controle (0 mg/L AgNP, 20 mg/L AH). Durante a exposicdo, os
animais foram observados quanto a ocorréncia de morbidade e alteracdes clinicas e/ou

comportamentais. As populacdes nos aquarios ndo excederam a concentracdo maxima
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de 1,0 g peixe por litro de agua.

Ao final da exposicao os peixes foram eutanasiados pela seccao da medula, seguido
de mielotomia, e posteriormente medidos (peso e comprimento). Baseados nos
protocolos propostos por Zimmermann e colaboradores (2001), Ashoka e colaboradores
(2009), Krystek (2012) e Osborne e colaboradores (2015), as branquias, o musculo
(parte caudal), o intestino, o figado e o rim foram coletados, colocados em microtubos e
estocados a -20 °C. Apos, as diferentes amostras foram liofilizadas e pesadas a fim de
conhecer o peso seco. Para a digestdo acida das amostras foi utilizado o acido nitrico
(HNO3 70%), deixando-se reagir durante 48h a temperatura ambiente. Apos, foram
realizadas diluicdes para obter amostras com um volume final de 10 mL e uma
concentracdo de HNO3 2%. Finalmente, a andlise quantitativa da prata foi realizada por
ICP-MS (iCAP™ Q ICP-MS Thermo Scientific™; CICBiomaGUNE - San Sebastian, Espanha).

Cada amostra foi medida em triplicata.

4.10.ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram avaliados por meio de estatistica paramétrica ou ndo
paramétrica, de acordo com a distribuicio de normalidade, utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov. Para os dados paramétricos, foi realizada a Analise de Variancia
(ANOVA) seguido do teste Tukey-Kramer; os dados nao paramétricos foram analisados
com o teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste Dunn (comparagdes multiplas). As
analises dos dados quantitativos foram realizadas utilizando o Teste Exato de Fisher e,
para a determinacao da CL50, foi utilizado o Teste Probit (SPSS). O programa estatistico

utilizado foi GraphPad Instat 3.02, cujo nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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ESULTADOS

5.1. AGUA UTILIZADA PARA 0S DIFERENTES EXPERIMENTOS

Na tabela a seguir mostram-se os dados obtidos (Tabela 6), observando que a 4gua
REC possui maior quantidade de magnésio, potassio calcio e prata do que a 4gua MQ e
SIST. No entanto, a quantidade de sédio foi maior na agua SIST. E importante destacar
que foram detectados tracos de prata em todos os tipos de agua utilizada nos

experimentos, sendo estes <0,04 pg/L.

Tabela 6. Caracterizacdo da agua MQ, REC e SIST por ICP-MS.

AMOSTRA Ag(pg/L) Ca(mg/L) K(mg/L) Mg(mg/L) Na(mg/L)

MQ <0,01 <0,05 <0,05 < 0,05 < 0,05
REC <0,01 104,00 3,17 12,90 19,00
SIST 0,04 3,99 3,06 7,87 86,40

5.2. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA E DO ACIDO
HUMICO

As analises por MET permitiram verificar o estado de agregacdo, o formato e o
tamanho das AgNP (Figura 14). Observamos nanoparticulas de formato variavel e
irregular, cujo diametro médio foi de 26+16 nm (Figura 14B). Também observamos que
as AgNP permaneceram agregadas, mesmo apods a sonica¢do, como representado na

Figura 14A.



86

404

w
S
1

7

Frequéncia (%)

7
7

A/A///////////Aw/m ,,,,,,,

3.0-13 23-33 4353 63-73 93-113 53-63 63-73 73-83 93113
Diametro (nm)

N

\\\\\\\\\\\\\\\

N

AN
\\

0-

Figura 14. Caracterizacdo das AgNP por MET. (A) Micrografia eletrénica de transmissao
apresentando nanoparticulas com formatos variaveis e irregulares com didmetro médio de
26+16 nm. (B) Histograma com a distribuicao de frequéncias dos tamanhos das AgNP. A barra
corresponde a 50nm.

A Figura 15 apresenta o difratograma das AgNP, que correspondem ao padrdo
apresentado pela prata metalica (Ag®) na literatura. Também podemos observar a
auséncia de espalhamento difuso no difratograma, um indicativo da auséncia ou baixa
concentracdo de material amorfo na amostra e auséncia de pico relacionado ao 6xido de
prata. Com esta metodologia também foi possivel calcular o didmetro médio dos

cristalitos das AgNP que foi de 20 nm, menor ao tamanho médio observado por MET

(26x16 nm).
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Figura 15. Difratograma de raios X das nanoparticulas de prata em pd. Os dados experimentais
obtidos (26 tabelado) correspondem ao padrdo apresentado pela prata metdlica (Ag®) na
literatura. O didmetro médio das AgNP calculado foi de 20 nm.
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0 espectro 3d da amostra de AgNP analisada por XPS esta representado na Figura
16. Destaca-se a apresentacdo de alta qualidade do espectro, onde se observa que em
torno de 368,4 eV esta posicionado o pico 3ds,2, indicando que as AgNP correspondem a

prata metalica (Ag?), de acordo com o estabelecido na literatura (MOULDER et al., 1995).

1,0x10*

— Ag3d Ag(0)i 1Aall)

8,0x10"
6,0x10" 4

4,0x10" o

Intensidade (cps)

2,0x10" 4

0.0

T T T T T = T T
380 378 376 374 372 370 368 366 364
Energia de ligacéo (eV)

Figura 16. Espectro XPS das AgNP. Picos referentes a energia de ligacdo encontradas,
comparadas com os valores tedricos para as regides 3d da Ag (0) e da Ag (I), indicando que as
AgNP correspondem a Ag (0).

A determinacgao do estado quimico da amostra (Figura 17) foi realizada utilizando
o parametro Auger modificado, a. Definido como a diferenca entre a energia cinética do
fotoelétron mais intenso (Ag 3ds,2) e o pico Auger (Ag MsVV) de maior energia, mais a
energia da fonte de excitacdo (1253.6 eV para Mg). O parametro Auger modificado, o,
calculado para a amostra de AgNP foi de 726.1 eV, o qual esta de acordo com os valores
estabelecidos na literatura (MOULDER et al., 1995) para prata metalica (Ag?). Assim,
tanto os dados obtidos por DRX (Figura 15) e por XPS (Figuras 16 e 17) corroboram que

as AgNP correspondem a prata metalica.
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Figura 17. Espectro Auger das AgNP. O parametro Auger calculado para a amostra de AgNP foi
de 726.1 eV, indicando que as AgNP correspondem a Ag (0).

As andlises do acido huimico realizadas por XPS permitiram conhecer a sua
composicdo quimica e a energia de ligacdo, através de escaneamentos de alta resolugao,
para o carbono e o oxigénio. No espectro XPS, mostrado na Figura 18, podem ser
observados trés picos tipicos para os orbitais do carbono 1s (C1s), do oxigénio 1s (O1s)
e do sodio 1s (Nals), com energias de ligacdo em 285 eV, 533 eV e 1070 eV,
respectivamente, indicando a que a composicao quimica do AH é dada principalmente
pela presenca dos elementos carbono, oxigénio e sédio. Adicionalmente, a Figura 19A
mostra o espectro com os picos ajustados e associados as ligacoes C-C/C-H com outros
componentes associados as ligacdes C-O, C=0 e CO;. No espectro sdo mostradas as
posicdes esperadas para as ligacdes do C-C e C-H designadas a 285,0 eV; ligacdes CO em
torno de 286,5 eV; ligacdes C=0 e 0=C-OH ao redor de 288,5 eV e ligacdes CO2 em torno
de 290,5 eV. O espectro O1s do AH (Figura 19B) mostra as posicdes esperadas para as
ligacdes C=0 e C-O em torno de 531,6 e 533,1 eV; respectivamente.
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Figura 18. Caracterizacdo do acido hiumico em p6 por XPS. No espectro estdo indicados os picos

correspondentes para os diferentes elementos (carbono, oxigénio e sddio) encontrados no AH.
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Figura 19. Caracterizacdo do acido humico em pé por XPS. As regides dos espectros Cls e O1s

obtidos para o AH estdo representados nas figuras A e B, respectivamente. Nos espectros estdo

indicados (setas) os picos correspondentes para as diferentes ligacGes encontradas para o

carbono e o oxigénio.

Na Figura 20 pode ser observada a estrutura tipica do AH obtida por

espectroscopia FTIR. O espectro FTIR obtido (Figura 20A) apresenta picos localizados a

3400 cm’! pertencente ao stretching do grupamento O-H, 2928 cm atribuido ao

stretching do C-H alifatico e ao stretching do C-H dos grupos metilo. O pico em torno de



90

1500 cm! corresponde ao stretching do C=C aromatico e os picos em 1581 e 1402 cm
correspondem ao stretching assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupamento
carboxila. A regido em torno de 1300 a 1000 cm™! corresponde ao stretching do C-OH
alifatico e os numeros de onda entre 900 a 700 cm-! oferece informacdo sobre os planos
vibracionais do C-H aromatico, ligacdes do benzeno e do alquilbenzeno presentes na
molécula de AH. As posi¢des dos picos, mencionados anteriormente, estao listados na

Figura 20B.

Os espectros do AH em agua MQ (Figura 21) foram obtidos por espectroscopia na
regido do ultravioleta/visivel (UV-VIS). Nos espectros é possivel observar dois picos, um
deles em 270 nm e outro perto de 400 nm, sendo o primeiro um pico discreto.
Adicionalmente, os espectros mostram decréscimos nas intensidades da absor¢do ao
aumentar o comprimento de onda. Isto pode estar relacionado com o fato de que a
matéria organica possui croméforos, como estruturas aromaticas (quinonas e cetonas),

que absorvem em toda a regido analisada (200-600 nm).
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Figura 20. Caracterizacdo do acido hiimico em p6 por FTIR. (A) Espectro FTIR do AH cujos

valores indicados por setas e chaves estdo representados na tabela (B).
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Figura 21. Espectros UV/VIS do AH (20 mg/L) suspenso em agua ultrapura (MQ). Os espectros
foram obtidos na faixa de 200-600 nm. Observam-se picos caracteristicos do AH em 270 nm e
392 nm.

5.3. ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA EM DIFERENTES
MEIOS AQUOSOS

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 22. A estabilidade das
suspensOes de nanoparticulas de prata, medidas durante um periodo de 24 horas,
mostraram alteracdes quando foi adicionado o NaCl (Figura 22), sendo que, quanto
maior a concentra¢do de NaCl menor é a propor¢ao A/Ao (A: Absorbancia no tempo final,
Ao: Absorbéancia no tempo inicial). Na Figura 22 observamos um declinio nas curvas ao
longo do tempo, sendo este mais evidente apos 120 minutos. Também notamos uma
sobreposicao das curvas referentes as amostras de AgNP em suspensdo na agua do
sistema e na agua MQ, indicando comportamentos similares das nanoparticulas nesses
sistemas aquosos. Na Figura 22 pode-se observar que partir do tempo de 120 minutos o
declinio nas curvas sobrepostas é mais perceptivel, indicando que até 120 minutos as
suspensoes de AgNP sdao mais estaveis ao apresentar valores de A/Ao (absorbancia

final/absorbancia inicial em cada tempo) préximos a um.
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Figura 22. Andlise das AgNP (100 mg/L) na presenca de diferentes concentracdes de NaCl (0,02;
0,04 e 0,08 M) e pH neutro (7,0+0,5). Medidas da absorbancia no tempo inicial e final (A/A0) de
cada amostra, ao longo de 48 horas (2880 min), correlacionado com a sedimentacdo das AgNP
em funcao da forga idnica. Todas as amostras foram dispersas em agua do sistema. 1440 min=24

horas, 2880 min=48 horas. Os dados representam a Média + Desvio Padrao.

O comportamento descrito anteriormente (Figura 22) pode ser também observado
na Figura 23A, onde as AgNP apresentaram maior agregacdo e incremento no tamanho
dos agregados ao longo do tempo nos sistemas aquosos que continham NaCl em
concentracoes de 0,04 e 0,08M. No entanto, as AgNP em agua com NaCl 0,02 M, na agua
MQ e SIST, apresentaram comportamentos similares quanto a agregacao e tamanho dos
agregados ao longo do tempo. Deste modo, as AgNP se agregaram com maior facilidade

em sistemas aquosos com alta concentragdo de sal.

Na Figura 23B estdo representadas as medi¢cdes do potencial zeta das diferentes
amostras. Os dados mostram que o potencial zeta diminui com o aumento da forca
ionica, cujo comportamento das nanoparticulas é bastante repulsivo em baixa forca
ionica. Também observamos um declinio nos valores do potencial zeta a partir dos 120
minutos para as AgNP em suspensdo nos diferentes meios aquosos, exceto nas
suspensdes com agua do sistema, que apresentaram valores constantes do potencial

zeta ao longo do tempo.
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Figura 23. Didmetro hidrodindmico e potencial zeta das AgNP (100 mg/L) para diferentes
concentragdes de NaCl (0,02; 0,04 e 0,08 M) e pH neutro (7,0£0,5). (A) Medidas do didmetro
hidrodinamico de cada amostra, ao longo de 48 horas (2880 min), em funcio da forga idnica. (B)
Medi¢cdes do potencial zeta das AgNP em funcdo da forca idnica. Todas as amostras foram
dispersas em agua do sistema. 1440 min=24 horas, 2880 min=48 horas. Os dados representam a

Média + Desvio Padrio.

Na Figura 24 é possivel observar que as AgNP apresentam maior estabilidade
quando aumentamos a concentracio de AH. Assim, a suspensdo mais estavel de
nanoparticulas foi observada na concentracdo de 100 mg/L de AH, seguida pela
concentracdo de 50; 25 e 12,5 mg/L de AH. Para todas as amostras (especialmente para
as concentragdes de 0; 12,5 e 25 mg/L de AH), ap6s 120 minutos, o decaimento da
proporg¢ao A/Ao foi mais evidente, indicando um aumento na taxa de aglomeracao e
sedimentacdo das nanoparticulas nesse tempo, e consequentemente uma diminuicdo na
estabilidade dos sistemas ao longo do tempo. Por outro lado, o didmetro hidrodinamico
das amostras (Figura 25A) indica que as AgNP sem a presenca de AH apresentaram
maior tamanho dos agregados quando comparado com os tamanhos das outras
amostras que continham AH. Adicionalmente, essa amostra apresentou um aumento
notorio no tamanho dos agregados no tempo de 2880 minutos (48 horas), enquanto que

as outras amostras apresentaram um decréscimo a partir dos 120 minutos.
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Figura 24. Analise das AgNP (100 mg/L) na presenca de diferentes concentracdes de AH (12,5;
12; 50 e 100 mg/L) e pH neutro (7,0+0,5). Medidas da absorbancia no tempo inicial e final
(A/A0) de cada amostra, ao longo de 48 horas (2880 min), em funcdo da concentracdo de AH.
Todas as amostras foram dispersas em agua do sistema. 1440 min=24 horas, 2880 min=48

horas. Os dados representam a Média + Desvio Padrao.

O potencial zeta em pH neutro (7,5+0,5) das AgNP em concentragdes crescentes de
AH estdo representados na Figura 25B. O aumento da negatividade nos valores do
potencial zeta foi observado, especialmente, nas concentragdes 50 e 100 mg/L de AH. Na
Figura 25B pode se observar que a amostra de AH e a amostra que continha as AgNP+AH
(100 mg/L) apresentaram valores similares no potencial zeta ao longo do tempo, e
adicionalmente, para todas as amostras analisadas os valores do potencial zeta

apresentaram comportamento similar ao longo do tempo.

Na Figura 26 podem ser observadas as micrografias eletronicas de transmissao das
AgNP na presenca de AH em diferentes concentracdes, as 6 e 24 horas apds o preparo.
As imagens sdo representativas para cada amostra e podem ser observados diferentes
estados de agregacdo nos diferentes tempos avaliados; encontrando que os agregados
de AgNP tornam-se maiores ao longo do tempo e também quando a concentracdo de AH
aumenta. Adicionalmente, pode se observar a possivel adsorcdao do AH (setas) na

superficie das AgNP.
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Figura 25. Didmetro hidrodindmico e potencial zeta das AgNP (100 mg/L) na presenca de
diferentes concentragdes de AH (12,5; 12; 50 e 100 mg/L) e pH neutro (7,0+0,5). (A) Medidas do

didmetro hidrodindmico de cada amostra, ao longo de 48 horas (2880 min), em fun¢do da

concentracio de AH. (B) Medi¢Ges do potencial zeta das AgNP em funcdo da concentragido do AH.

Todas as amostras foram dispersas em agua do sistema. 1440 min=24 horas, 2880 min=48

horas. Os dados representam a Média + Desvio Padrao.
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Figura 26. Micrografias eletronicas de transmissao representativas das AgNP na presenca de AH

em diferentes concentracdes (12,5; 12; 50 e 100 mg/L) as 6 e 24 horas ap6s sonica¢do. Pode se

observar os diferentes estados de agregacdo das AgNP nas diferentes amostras avaliadas. As

setas indicam a possivel adsorcdo do AH (menor elétron-densidade) nas AgNP. As escalas de

barras correspondem a 100 nm (12,5-100 mg/L) e 200 nm (0 mg/L).
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O comportamento das AgNP em agua MQ, agua SIST e agua REC, com e sem a
presenca de AH, esta representado nas Figuras 27, 28 e 29, onde se mostram os valores
obtidos no didmetro hidrodindmico e potencial zeta dos diferentes sistemas avaliados ao
longo de 96 horas. Na Figura 27 pode ser observado que o didametro hidrodinamico das
AgNP suspendidas em agua REC foi maior do que na agua MQ e SIST, sendo que as
nanoparticulas na agua MQ e SIST apresentaram um comportamento mais préximo.
Adicionalmente, foi possivel se observar que as AgNP em agua REC formaram agregados
de maior tamanho, com variagdes no mesmo, ao longo de 96 horas; enquanto que o
didmetro hidrodinamico das AgNP em agua MQ e SIST foi mais estavel durante o periodo
avaliado. Deste modo, quando se aumentou a concentracdo de sais no meio, as AgNP se

agregaram com maior facilidade.
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Figura 27. Valores do didametro hidrodinamico das AgNP (30 mg/L) na presenca de AH (20
mg/L), em d4gua MQ, REC e SIST. Os dados correspondem as medidas obtidas diariamente, por 96
horas, apés sonicacio, e estdo representados pela Média + Desvio Padrdo. MQ AH (Acido htimico
em 4gua ultrapura), MQ Ag (4gua ultrapura contendo AgNP), MQ AH Ag (Acido hiimico em 4dgua
ultrapura contendo AgNP), REC AH (Acido hiimico em &gua reconstituida), REC Ag (dgua
reconstituida contendo AgNP), REC AH Ag (Acido hiimico em &4gua reconstituida contendo
AgNP), SIST AH (Acido hiimico em 4gua do sistema), SIST Ag (4gua do sistema contendo AgNP),
SIST AH Ag (Acido himico em 4gua do sistema contendo AgNP).

Ao comparar todos os sistemas, considerando a auséncia/presenca de AH, nao foi
observado um padrao similar quanto a formacao de agregados de nanoparticulas. Assim,

os agregados da amostra AgNP REC AH, a partir das 24 horas, foram maiores (>1200
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nm) quando comparados com a amostra AgNP REC e AH REC. Por outro lado, as
amostras AgNP MQ, AgNP MQ AH, AgNP SIST, AgNP SIST AH apresentaram tamanhos
semelhantes, os quais ndo ultrapassaram os 250 nm. Nas amostras que continham AH
foi observada uma diminuicdo, embora discreta, no tamanho dos agregados quando

comparadas com as amostras sem AH.

Na Figura 28 estdo apresentados os valores obtidos do potencial zeta obtidos para
as diferentes amostras avaliadas. Observamos que esses valores nos diferentes meios
aquosos variaram dependendo da quantidade de sais, encontrando que o potencial zeta
foi maior para as AgNP na agua MQ, seguido pela dgua SIST e por ultimo a 4gua REC.
Adicionalmente, esses valores obtidos apresentaram um aumento ao longo do tempo,
destacando que as AgNP na presenc¢a do AH (em agua REC, SIST ou MQ) apresentaram

maior carga superficial do que as nanoparticulas sem a presenca de AH.
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Figura 28. Valores do potencial zeta das AgNP (30 mg/L) na presenca de AH (20 mg/L), em
agua MQ, REC e SIST. Os dados correspondem as medidas obtidas diariamente, por 96 horas,
ap6s sonicacio, e estdo representados pela Média + Desvio Padrdo. MQ AH (Acido hiimico em
agua ultrapura), MQ Ag (dgua ultrapura contendo AgNP), MQ AH Ag (Acido hiimico em 4gua
ultrapura contendo AgNP), REC AH (Acido hiimico em &4gua reconstituida), REC Ag (dgua
reconstituida contendo AgNP), REC AH Ag (Acido htiimico em &4gua reconstituida contendo
AgNP), SIST AH (Acido hiimico em 4gua do sistema), SIST Ag (4gua do sistema contendo AgNP),
SIST AH Ag (Acido himico em 4gua do sistema contendo AgNP).

A Figura 29 elaborou-se a fim de facilitar a observagdo dos resultados obtidos as
96 horas, tanto para o didametro hidrodinamico (Figura 29A) como para o potencial zeta

(Figura 29B). Observa-se que tanto a agua MQ como SIST proporcionam condi¢des
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similares as AgNP, o que pode ser observado nos valores do didametro hidrodinamico
(Figura 29A). Esses valores indicam que as AgNP na presenca de AH (agua MQ e SIST)
formaram agregados de menor tamanho do que as nanoparticulas sem o AH (AgNP MQ e
AgNP SIST). Em contraste, a amostra AgNP REC AH formaram se agregados de maior
tamanho quando comparadas com a amostra AgNP REC. No entanto, os valores do
potencial zeta (Figura 29B), para as todas amostras que continham AH (AgNP MQ AH,
AgNP REC AH e AgNP SIST AH), foi maior do que para as amostras AgNP MQ, AgNP REC
e AgNP SIST. Alias, os valores do potencial zeta foram inversos a concentracdo de sais
presentes nos diferentes sistemas aquosos testados. Deste modo, encontrou-se que as
AgNP REC AH apresentaram valores menores no potencial zeta do que as AgNP SIST AH
e AgNP MQ AH. Os valores negativos no potencial zeta podem ser devidos a adsorc¢do do
AH na superficie das AgNP, a qual se observa nas micrografias eletronicas de
transmissdo (Figura 30C), indicado pela seta. Assim, os resultados indicam que a carga

superficial das AgNP é influenciada pela presenca de AH e sais no meio.
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Figura 29. Valores do diametro hidrodinamico (A) e potencial zeta (B) das AgNP (30 mg/L) na
presenca de AH (20 mg/L), em agua MQ, REC e SIST. Os dados correspondem as medidas apds
96 horas da sonicacio, e estdo representados pela Média * Desvio Padrdo. MQ AH (Acido hiimico
em 4gua ultrapura), MQ Ag (4gua ultrapura contendo AgNP), MQ AH Ag (Acido hiimico em 4gua
ultrapura contendo AgNP), REC AH (Acido htiimico em &gua reconstituida), REC Ag (4gua
reconstituida contendo AgNP), REC AH Ag (Acido hiimico em 4gua reconstituida contendo
AgNP), SIST AH (Acido htiimico em 4gua do sistema), SIST Ag (4gua do sistema contendo AgNP),
SIST AH Ag (Acido hiimico em 4gua do sistema contendo AgNP).
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2
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Figura 30. Micrografias eletronicas de transmissao das AgNP (30 mg/L) com e sem a presenca
de AH (20 mg/L), apds 96 horas da sonicacdo. AgNP suspensas em metanol (A), em agua
ultrapura (B), em agua ultrapura com AH (C). As areas mais elétron-densas correspondem as
AgNP e as de menor elétron-densidade ao AH (seta). A contrastacdo negativa foi realizada com

acetato de uranila (0,05%).

5.4. ADSORCAO E MODIFICACOES DO ACIDO HUMICO NA PRESENCA DAS
NANOPARTICULAS DE PRATA

Uma vez que os diferentes grupos funcionais do AH (grupamentos carboxilicos e
fenolicos) possuem alta capacidade de complexacdo com as AgNP, foram realizadas
analises por espectroscopia no infravermelho por refletancia total atenuada com
transformada de fourier (ATR-FTIR) a fim de corroborar essa interacao. A utilizagdo
dessa técnica permitiu identificar deslocamentos no stretching assimétrico e simétrico
do grupamento carboxila, localizados em 1562,8 e 1378 cml. Na Figura 31 estdo
ilustrados os espectros (Figura 31A) e os nimeros de onda (Figura 31B) onde foram
observadas as mudancas no AH apd6s 1, 2 e 3 horas de interacio com as AgNP.
Adicionalmente, uma nova banda foi observada (ver em detalhe na Figura 31B) entre os
picos do stretching assimétrico e simétrico em cada tempo de interacdo, como se mostra
na figura 31A e B. Quando considerada a separa¢do do numero de onda entre as bandas

IR assimétricas e simétricas COO- a diferenca (A) do numero de onde foi de 204 cm-1.
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Figura 31. Analise por ATR-FTIR do filme de AH (100 mg/mL depositado no cristal de ZnSe) e
AH adsorvido no filme de AgNP (3 mg/mL) depositado no cristal ZnSe. (A) Os dados foram
adquiridos apés 1, 2 e 3 horas do preparo. (B) Representacio dos valores dos picos. Na faixa de

2000-1100 cm-! foram observadas mudangas no stretching assimétrico e simétrico do COO-.

5.5. MODIFICACOES NA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA EM
DIFERENTES MEIOS AQUOSOS

A fim de conhecer as mudancas na superficie das AgNP, causada pelo ambiente
aquoso (MQ, REC, SIST), foram realizados experimentos e analises em diferentes tempos
ap6s o preparo das nanoparticulas. Desta maneira, nas Figuras 32-35 e na Tabela 7 estao
representados os resultados obtidos no primeiro experimento, segundo o descrito no
item 4.7 dos materiais e métodos (Modificagdes na superficie das nanoparticulas de
prata em diferentes meios aquosos). Especificamente os espectros para as AgNP
suspendidas em agua MQ, sem e com a presenca de AH, estdo representados nas Figuras
32A-D e 32E-H, respectivamente. Nas Figuras 33A-D encontram-se os espectros para as
AgNP suspendidas em agua reconstituida sem a presenca de AH e nas Figuras 33E-H
para as AgNP com AH. Do mesmo modo, os resultados obtidos para as AgNP
suspendidas em agua do sistema sem presenca de AH estdo representados nas Figuras

34A-D, e com AH nas Figuras 34E-H.



101

Na Figura 32 (A-D) observamos os espectros obtidos por XPS, das amostras de
AgNP em agua MQ nos diferentes tempos experimentais (0, 24, 48 e 96 horas), onde as
posic¢des dos picos Ag 3ds,2 proximo de 368,4 eV indicam que as amostras de AgNP, para
cada tempo, correspondem a prata metalica (MOULDER et al., 1995), ou seja as AgNP
ndo apresentaram mudancas no estado de oxidacao, em pH neutro, permanecendo como
Ag (0) ao longo do tempo experimental, tal como se tinha encontrado nos resultados
anteriores (Figura 16). Embora a qualidade dos espectros das amostras analisadas de
AgNP em agua REC e SIST foram menores, observaram-se os picos nas mesmas posi¢des

(Figuras 33A-D e 34A-D) que para a prata metalica Ag (0).

A Tabela 7 mostra os parametros Auger obtidos para amostras de AgNP em agua
MQ, REC e SIST. Os parametros Auger calculados para as amostras de AgNP suspendidas
em agua MQ e SIST mostram que as nanoparticulas ndo apresentaram mudangas no
estado de oxidacdo, permanecendo em estado Ag (0) com pico Ag 3ds,; préximo de
368,4 eV, indicando que as amostras de AgNP em agua MQ e SIST com e sem AH (Ag AH
MQ), para cada tempo, correspondem a prata metalica (MOULDER et al, 1995). No
entanto, para as AgNP suspendidas em agua REC com a presenca de AH (Figuras 33E-H),
os resultados indicaram que houve mudancas significativas nos espectros das amostras
ao longo do tempo, quando comparadas com as amostras sem AH (Figuras 33A-D), onde
ndo se observaram mudangas no estado de oxidacao da prata. Os espectros Ag 3d das
amostras de AgNP em agua REC com AH, apresentadas na Figuras 33E-H, mostraram a
presenca de dois estados diferentes, um para Ag (0) com pico Ag 3ds,2 proximo de 368,4
eV e outro para Ag (III) com pico Ag 3ds/2 em torno de 370,4 eV (MOULDER et al.,, 1995).
E claramente visivel que o componente associado ao estado Ag (III) aumenta ao longo do
tempo, estabelecendo-se uma diferenca notdria entre as amostras de AgNP sem AH
(Figura 33A-D). Estes resultados indicam que a presenca do AH, possivelmente, influiu
na mudanc¢a do estado de oxidacao de Ag (0) para Ag (III) nas amostras de AgNP
analisadas. Esta mudanca no estado de oxidacao foi observada também no parametro

Auger calculado para essa amostra (Figura 35).
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Figura 32. Espectros XPS das amostras de AgNP suspendidas em agua deionizada. Espectros
XPS das AgNP suspendidas em agua MQ sem a presenca de AH, nos diferentes tempos
experimentais 0 (A), 24 (B), 48 (C) e 96 (D) horas. Espectros XPS das amostras de AgNP em agua
MQ contendo AH, nos diferentes tempos experimentais 0 (E), 24 (F), 48 (G) e 96 (H) horas. As

posicdes dos picos (+ 368,4 eV) nos espectros A-H indicam que as amostras correspondem ao
estado de valéncia da prata, Ag®.
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Figura 33. Espectros XPS das amostras de AgNP suspendidas em agua reconstituida. Espectros
XPS das AgNP suspendidas em agua REC sem a presenca de AH, nos diferentes tempos
experimentais 0 (A), 24 (B), 48 (C) e 96 (D) horas. Espectros XPS das amostras de AgNP em agua
REC contendo AH, nos diferentes tempos experimentais 0 (E), 24 (F), 48 (G) e 96 (H) horas. As
posicdes dos picos (+ 368,4 eV) nos espectros A-D indicam que as amostras correspondem ao
estado de valéncia da prata, Ag®, enquanto que nos espectros E-H se observa a presenca de dois
estados de valéncia da prata, Ag® (+ 368,4 eV) e Ag3+ (+ 370,4 eV).
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Figura 34. Espectros XPS das amostras de AgNP suspendidas em agua do sistema. Espectros XPS
das AgNP suspendidas em agua SIST sem a presenca de AH, nos diferentes tempos
experimentais 0 (A), 24 (B), 48 (C) e 96 (D) horas. Espectros XPS das amostras de AgNP em agua
SIST contendo AH, nos diferentes tempos experimentais 0 (E), 24 (F), 48 (G) e 96 (H) horas. As
posicdes dos picos (+ 368,4 eV) nos espectros A-H indicam que as amostras correspondem ao
estado de valéncia da prata, Ag®.
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Tabela 7. Parametro Auger calculado para as amostras de AgNP em agua MQ, REC e SIST nos

tempos 0, 24, 48, e 96 horas ap0s sonicacio.

TEMPO Ag 3ds)2 AUGER M4VV PARAMETRO AUGER
AMOSTRAS
(h) (ev) (eV) (eV)
0 367,75 895,2 726,2
24 367,54 894,92 726,2
AgNP MQ
48 367,51 894,92 726,2
96 367,72 895,12 726,2
0 367,73 895,01 726,3
24 367,41 895,31 725,7
AgNP REC
48 367,43 895,08 726,0
96 367,42 894,76 726,3
0 367,42 894,92 726,10
24 367,34 894,76 726,18
AgNP SIST
48 367,37 894,88 726,09
96 369,24 896,76 726,08
730
729;
2 726, . Ag(in)
5
E, 727 4
=
<
2 726 & - Ag(0)
[T]
£
€ 725
g Ag(l)
724 Ag(ll)
723 . . L
AGNP AH MQ AgNP AH SIST  AgNP AH REC

Figura 35. Pardmetro Auger calculado para as amostras de AgNP em dgua MQ, SIST e REC com a

presenca de AH no tempo 96 horas apds sonicacio.
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As figuras abaixo mostram os espectros C 1s para as AgNP suspendidas em agua
MQ (Figuras 36A-D), REC (Figuras 37-D) e SIST (Figuras 38A-D), obtidos nos tempos 0,
24, 48 e 96 horas apds o preparo. Os espectros C 1s de todas as amostras mostram os
picos associados a ligacoes C-C/C-H em 285,0 eV, ligacdes C-O em 286,5 eV, ligagdes C=0
e O=C-OH ao redor de 288,5 eV e carbonatos em 290,2 eV.

Por outro lado, nas Figuras 36E-H, 37E-H e 38E-H estio representados os
espectros para o oxigénio (O 1s) que correspondem as AgNP suspendidas em agua MQ,
REC e SIST, respectivamente. Nestas figuras podemos observar que as posicoes
esperadas para as ligagcdes Ag-0, oxigénio em carbonatos, C=0, e C-O-C estdo ao redor de
529,2; 531,0; 532,0 e 533,3 eV; respectivamente. O componente relacionado com as
ligacdes Ag-0O foi observado somente nas AgNP suspendidas em dgua REC, analisada as
96 horas apds o preparo. Estes resultados corroboram os dados representados na Figura
33H, onde se observou a presenca do componente para Ag (III) com alta intensidade no

espectro Ag 3d para esta amostra, e também no parametro Auger calculado (Figura 35).
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Figura 36. Espectros XPS das amostras de AgNP (1 mg/mL), dispersas em dgua MQ com AH (1
mg/L) obtidos as 0 (a), 24 (b), 48 (c) e 96 (d) horas apés sonicacdo. Regides da energia de
ligacdo do carbono (A-D) e do oxigénio (E-H). Os picos indicados pelas setas correspondem as
diferentes energias de ligacdo encontradas para o carbono e o oxigénio, indicando a presenga do
AH nas amostras.
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Figura 37. Espectros XPS das amostras de AgNP (1 mg/mL), dispersas em dgua REC com AH (1
mg/L) obtidos as 0 (a), 24 (b), 48 (c) e 96 (d) horas apés sonicacdo. Regides da energia de
ligacdo do carbono (A-D) e do oxigénio (E-H). As setas indicam os picos correspondentes as
diferentes energias de ligacdo encontradas para o carbono e o oxigénio, indicando a presenca de
AH nas amostras. Na figura H é possivel observar o pico associado a energia de ligagdo Ag-O.
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Figura 38. Espectros XPS das amostras de AgNP (1 mg/mL), dispersas em agua SIST com AH (1
mg/L) obtidos as 0 (a), 24 (b), 48 (c) e 96 (d) horas apds sonicacdo. Regides da energia de
ligacdo do carbono (A-D) e do oxigénio (E-H). Os picos indicados pelas setas correspondem as

diferentes energias de ligacdo encontradas para o carbono e o oxigénio, indicando a presenca do

AH nas amostras.
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0 segundo experimento foi realizado a fim de conhecer a influéncia do AH e dos
sais utilizados no preparo da agua REC na oxidagdo das AgNP. Assim, na Figura 39 estdo
ilustrados os espectros obtidos para cada meio aquoso contendo NaHCO3 (Figura 39B),
KClI (Figura 39C), CaCl; (Figura 39D) e MgSO4 (Figura 39E), observando que as AgNP que
apresentaram maior porcentagem de oxidac¢do, correspondendo a presenca de Ag (III),
foram as suspendidas em agua contendo NaHCO3 (29%), seguido por KCI (18%), MgS04
(15%) e CaClz (14%). As porcentagens atomicas relativas para os dois estados de
valéncia da prata para cada espectro estdo representadas nos quadros a direita dos

espectros da Figura 39.

A partir da observacao que o NaHCOs3 foi o sal que mais influenciou a oxidacao das
AgNP, foram realizados experimentos estabelecendo como constante a presenca deste
sal na 4dgua. Desta maneira, nos espectros obtidos no terceiro experimento (Figura 40)
foi possivel observar que as AgNP se oxidaram em maior propor¢do quando suspendidas
em agua com NaHCO3+MgS0s (38%), seguido pelo NaHCO3+KCl (19%). As AgNP
suspendidas em agua com NaHCOsz+CaCl; ndo apresentaram mudanc¢as no estado de
oxidacdo, permanecendo como Ag (0). As porcentagens atémicas relativas para o
nitrogénio, oxigénio, carbono, calcio e os dois estados de valéncia da prata para cada

espectro estdo representados nos quadros a direita dos espectros da Figura 40.
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Figura 39. Espectros XPS das amostras de AgNP (1 mg/mL) dispersas em diferentes meios
aquosos com AH (1 mg/L), obtidos as 96 horas apds sonicacdo. (A) Espectro XPS das AgNP
dispersas em agua reconstituida. Espectro XPS das AgNP dispersas em agua contendo NaHCO3
(B), KCI (C), CaCl; (D) e MgS04 (E). As porcentagens atémicas relativas para os dois estados de

valéncia da prata para cada espectro estdo representadas nos quadros a direita.
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Figura 40. Espectros XPS das amostras de AgNP (1 mg/mL) dispersas em diferentes meios
aquosos com AH (1 mg/L), obtidos as 96 horas apds sonicacdo. (A) Espectro XPS das AgNP
dispersas em agua reconstituida. Espectro XPS das AgNP contendo NaHCO3 e MgSO. (B), NaHCO3
e KCI (C), NaHCOs3 e CaCl; (D). As porcentagens atdmicas relativas para o nitrogénio, oxigénio,
carbono, calcio e os dois estados de valéncia da prata para cada espectro estio representados

nos quadros a direita.
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5.6. ESTUDO DA LIBERACAO DE IONS DE PRATA

Na Figura 41 esta representada a quantidade de prata dissolvida (ions) apo6s 96
horas da sonicagdo em agua MQ, agua REC e agua SIST, a partir de diferentes
concentracoes de AgNP (0; 0,5; 1,0; 3,0 e 10 mg/L), com e sem a presenca de AH (20
mg/L). Os dados sugerem que os ions liberados (durante 96 horas), em todas as
concentragdes avaliadas, foram maiores para as amostras suspendidas na agua MQ
(Figura 41A), SIST (Figura 41B) e REC (Figura 41C) quando comparadas com o grupo
controle (0 mg/L AgNP), com ou sem a presenca de dcido hiimico. Além disso a liberagao
foi concentracdo dependente, sendo maior para as maiores concentracoes de AgNP

suspendidas em todos os tipos de 4gua nas condi¢des utilizadas nos experimentos.

A quantidade de prata liberada foi menor nas amostras que continham AH. No
entanto, a partir da concentracdo de 3,0 mg/L e 10 mg/L de AgNP suspendidas em agua
REC e SIST, respectivamente, foi observado que houve maior liberacdo de fons nas
amostras que continham AH do que para as que ndo o continham. Além disso, para as
AgNP suspendidas em agua contendo AH foi observado que a maior quantidade de ions
liberados ocorreu para as nanoparticulas suspendidas na agua REC, seguido pela agua
SIST e MQ, independente da concentragao utilizada, atingindo valores até de 28,66; 9,36
e 0,99 ug/L de Ag, respectivamente.

Na Figura 42 esta representada a quantidade de ions de prata (20 mg/L) liberados
nas diferentes amostras, com ou sem acido himico (20 mg/L) as 0, 24, 48 e 96 horas
apos o preparo. Para as amostras de AgNP suspendidas em agua SIST e REC sem AH nao
foi observada uma correlagdo tempo dependente na liberagcdo de ions, enquanto que
para as amostras de AgNP suspendidas em agua SIST e REC, com presenca de acido
humico, a liberacdo de ions foi aumentando ao longo do tempo. Este comportamento
(correlacdao tempo dependente) também foi observado para as amostras de AgNP
suspendidas em agua MQ na presenca ou auséncia de acido humico, sendo no entanto
maior para as amostras de AgNP em presenca de acido humico (AgNP AH MQ). Este
comportamento ocorreu de maneira inversa para as AgNP suspendidas em agua SIST,
onde as nanoparticulas com a presenca do AH liberaram maior quantidade de ions.
Adicionalmente foi observado que para as AgNP suspendidas em agua SIST sem AH, a

partir de 24 horas, a concentra¢do de ions de prata liberados decresce. Para as AgNP
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suspendidas em agua REC foi observado um comportamento similar, mas se comeca a

observar a diminui¢do na concentracdo de ions as 96 horas ap6s o preparo das

nanoparticulas.
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Figura 41. Quantificacio dos ions de prata liberados na agua a partir de diferentes

concentracdes de AgNP (0; 0,5; 1,0; 3,0 e 10 mg/L) com e sem a presenca de AH (20 mg/L), apos

96 horas da sonicacdo. AgNP suspendidas em agua MQ (A), dgua SIST (B) e agua REC (C). As

analises foram realizadas por ICP-MS. Os dados representam a Média + Desvio Padrao.
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Figura 42. Quantificacdo dos ions de prata liberados na agua a partir da concentracio de 20

mg/L de AgNP, com e sem a presen¢a de AH (20 mg/L), nos tempos 0, 24, 48 e 96 horas apos

exposicao. As AgNP foram suspendidas em agua MQ, agua REC e 4gua SIST. As analises foram

realizadas por ICP-MS. Os dados representam a Média + Desvio Padrao.
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5.7. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA, EM ZEBRAFISH, DE
NANOPARTICULAS DE PRATA SUSPENSAS EM AGUA SIST, COM E SEM A
PRESENCA DE ACIDO HUMICO

5.7.1. Avaliacdo da toxicidade no desenvolvimento embrio-larval do

zebrafish

Os embrides expostos as AgNP, com e sem a presenca de AH, nas condi¢cGes
experimentais ja especificadas mostraram toxicidade correlacionada com as
concentracoes avaliadas (relagdo concentracao-resposta) (Figuras 43 e 44A). A CL50
encontrada para os subgrupos expostos a AgNP foi de 1,19 mg/L, e para os subgrupos
expostos a AgNP+AH foi de 3,56 mg/L (Figura 43). A mortalidade foi observada
principalmente as 24 horas de exposicao para os subgrupos expostos a concentragdes
menores do que a CL50 para AgNP, e as 72 horas de exposi¢do para os subgrupos
expostos a concentra¢coes maiores do que a CL50 para AgNP+AH. Nos subgrupos
controle (0 e 20 mg/L AH) foi observado que a mortalidade foi <5% (Figura 44A) ao

longo do periodo experimental.
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Figura 43. Concentracdo letal 50% (CL50) das AgNP e das AgNP na presenca de AH (20 mg/L)
em 96 horas apés fertilizacdo. CL50: AgNP=1,19mg/L; AgNP+AH=3,56mg/L. Teste Probit (SPSS).

As larvas expostas a AgNP mostraram diferencas estatisticamente significativas
nas concentragdes testadas e para os diferentes parametros considerados nesta

avaliacdo. Desta maneira, as larvas expostas apenas a AgNP mostraram diferencas
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estatisticamente significativas na viabilidade dos ovos (Figura 44A), batimento cardiaco
(Figura 44C), e alteracdes do equilibrio (Figura 44D) quando comparados com o grupo
controle, a partir da concentracao de 0,25 mg/L de AgNP. O atraso na eclosdo (Figura
44B), edema generalizado (Figura 44F), atraso na absor¢dao do saco vitelinico (Figura
44E), anormalidades no saco vitelinico (Figuras 45B e F, 46B) e malformacdes tais como
microcefalia (Figura 44I[) foram estatisticamente diferentes a partir da concentragao de
1 mg/L de AgNP e a partir de 0,5 mg/L para o edema cardiaco. A frequéncia do total de
organismos malformados (Figura 44H) foi alta, mas ndo estatisticamente significativa
quando comparado com o grupo controle. Entre as outras anormalidades encontradas
sem significancia estatistica estao malformagdes na cauda (Figuras 45C e G) e na coluna

(Figuras 45F e G; Figuras 46C-E; Figuras 47B).

Por outro lado, os organismos expostos as AgNP+AH mostraram diferencas
estatisticamente significativas apenas a partir da concentracdo de 2 mg/L de AgNP+AH
para o batimento cardiaco (Figura 44C) e atraso na absorc¢do do saco vitelinico (Figura
44E); a partir de 3,0 mg/L AgNP+AH para coagulacao (Figura 44A), altera¢do no
equilibrio (Figura 44D) e total de malformados (Figura 44H); a partir de 4,75 mg/L
AgNP+AH para microcefalia (Figura 44I), e a partir de 6,5 mg/L AgNP+AH para atraso na
eclosdo (Figura 44B) e edema generalizado (Figura 44F). Os organismos expostos
apenas ao AH apresentaram, como Unica anormalidade, edema cardiaco (Figura 44G), o

qual foi estatisticamente significativo.

A coagulacdo dos ovos foi observada, principalmente, as 24 horas para os grupos
expostos a AgNP e as 72 horas para os grupos expostos as AgNP+AH. Adicionalmente, a
eclosdo foi observada no grupo controle as 48 horas enquanto que para os grupos
expostos aconteceu ao redor das 72 horas apds exposicao, indicando um atraso neste

processo natural para os organismos expostos tanto as AgNP como as AgNP+AH.

O edema generalizado foi observado principalmente entre as 72 e 96 horas de

exposicao as AgNP, e entre as 48 e 96 horas apds exposicao as AgNP+AH.

Com os resultados obtidos, foi possivel observar que as AgNP causaram efeitos
toxicos em concentragdes menores do que a CL50 calculada (1,19 mg/L), pois foram

encontradas alteracdes (estatisticamente significativas) nos organismos expostos a



117

partir de 1 mg/L. Em contraste, os organismos expostos as AgNP com a presenca de AH
essas alteragdes foram estatisticamente significativas principalmente para os
organismos expostos a concentragdes maiores do que a CL50 calculada (3,56 mg/L)
para este grupo experimental. Nas Tabelas 8 e 9 estdo resumidos os dados descritos
anteriormente, indicando com “x” a partir de qual concentracao foram encontradas as
diferentes altera¢des. E importante mencionar que se observou formagao de precipitado
no fundo das placas de cultura (Figuras 47B, C) e também deposicdo na superficie do
corion dos embrides (Figura 47D). Macroscopicamente foi possivel observar os

precipitados formados, provavelmente, pela agregacdo das AgNP e/ou AgNP+AH ao

longo do experimento.
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Figura 44. Avaliacdo do desenvolvimento embrio-larval durante 96 horas da fertilizagdo mediante a exposicao
de AgNP (barras pretas), AH e AgNP+AH (barras cinzas). As figuras ilustram as comparagdes entre os diferentes
parametros considerados na avaliacdo do desenvolvimento embrio-larval: (A) mortalidade, (B) eclosdo, (C)
batimento cardiaco, (D) alteracdo do equilibrio, (E) atraso na absor¢do do saco vitelinico, (F) edema
generalizado, (G) edema cardiaco, (H) total de malformados, (I) microcefalia. Os dados estdo representados pela
Média * Desvio Padrdo, n=40. Os asteriscos indicam a significancia estatistica quando comparados os grupos

expostos com o grupo controle: p<0,05 (*); p<0,01 (**) e p<0,001 (***). Os dados foram analisados utiliando o
Teste exato de Fisher.
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Figura 45. Imagens representativas dos organismos expostos durante 96 horas as AgNP, com e
sem a presenca de AH. A-D correspondem aos embrides e E-H as larvas. (A, E) organismos
controle, (B, C, D, F, G e H) expostos. As setas indicam: (B, F) atraso na absorc¢ao do saco vitelino,
(C, G) malformacdo da cauda e (D, H) edema cardiaco. O parametro normal pro angulo da

cabeca-cauda nas larvas esta indicado pelas setas vermelhas pontilhadas.
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Figura 46. Micrografias eletronicas de varredura de organismos expostos as AgNP, com e sem a
presenca de aH, apds 96 horas da fertilizacdo. (A) larva do grupo controle e (B, C, D e E) dos
grupos expostos. Mudancas na morfologia da cabeca (setas pretas) e do saco vitelino
(asteriscos), e tipos de malformacdes na coluna (setas vermelhas) encontradas nos grupos

expostos. As escalas de barras correspondem a 100 pm.

Tabela 8. Sintese dos resultados obtidos na avaliacdo do desenvolvimento embrio-larval

durante 96 horas da fertilizagdo mediante a exposicdo de AgNP (Figura 44).

AgNP . Atraso na Edema . . Total de Perda do

(mg/L) Mortalidade eclosdo cardiaco Bradicardia malformados equilibrio
0 - - - - - -
0,25 - - - - - -
0,5 - - X X - X
1,0 X X X X X X
1,5 X X X X X X
2,0 X X X X X X
2,5 X X X X X X
3,0 X X X X X X

X: concentragdes onde foram observadas as diferentes alteracdes.
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Tabela 9. Sintese dos resultados obtidos na avaliacio do desenvolvimento embrio-larval

durante 96 horas da fertilizacdo mediante a exposicdo de AgNP+AH (Figura 44).

AgNP+AH Atraso na Edema Total de Perda do
(mg/L) Mortalidade eclosio cardiaco Bradicardia malformados equilibrio
0-2,5 - - - - - -
3,0 - - - X X X
4,75 X X X X X X
6,5 X X X X X X
8,5 X X X X X X
10 X X X X X X

X: concentracdes onde foram observadas as diferentes alteracdes.

Figura 47. Imagens representativas dos organismos expostos a AgNP, AH, e AgNP+AH. Larvas
pertencentes aos subgrupos: controle (A), AgNP (B), AgNP+AH (C) e AH (D). As setas indicam a
precipitacdo dos materiais testados, no fundo da placa de cultura (B e C) e na superficie do

corion (D).

5.7.1.1. Parametros Fisico-Quimicos da Agua do Sistema Contendo

Nanopartl'culas de Prata com e sem a Presenga de Acido Humico

No Anexo B estdo representadas as medidas dos parametros fisico-quimicos da
agua dos diferentes grupos expostos as AgNP, com e sem a presenca de AH. Nos

diferentes experimentos nao foram observadas alteragdes na concentracdo de nitritos
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(ppm), amonia (ppm), dureza total, pH, condutividade ou temperatura entre os
subgrupos experimentais expostos a AgNP. Os parametros fisico-quimicos encontrados
estdo dentro dos parametros estabelecidos no guideline da OECD 273 “Fish Embryo

Acute Toxicity Test (FET)".

5.7.1.2. Quantificacio da Prata nas Larvas de Zebrafish

Apébs 96 horas de exposicdo tanto as AgNP como as AgNP+AH os resultados
mostraram que houve incorporacdo da prata em todos os organismos. Essa
incorporacao nos embrides (Figura 48) aumentou na medida em que se aumentou a
concentracdo de AgNP, em ambos os grupos experimentais, e quando comparadas com o
grupo controle (0 mg/L AgNP), as diferencas foram estatisticamente significativas
(p<0,05), exceto para o grupo exposto a concentracao de 0,5 mg/L AgNP+AH. Em todas
as concentragdes (0,5; 1,0; 1,5 e 3,0 mg/L) observou-se que os organismos expostos a
AgNP incorporaram quantidades maiores de prata do que os grupos expostos a

AgNP+AH.
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Figura 48. Prata incorporada (pg/L) nos organismos durante 96 horas de exposicdo as AgNP,
com e sem a presenca de AH. Os dados representam a Média + Desvio Padrdo das amostras
analisadas. Os asteriscos indicam a significancia estatistica quando comparados os grupos
expostos com o grupo controle: p<0,05 (*); p<0,01 (**) e p<0,001 (***). Os dados foram
analisados utiliando o Teste de Dunnett (ANOVA).
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5.7.1. Avaliacao da toxicidade em peixes zebrafish adultos

Para a determinacao da CL50 das AgNP, com e sem a presenca de AH, os peixes
foram pesados no tempo zero (anteriormente a exposicdo, peso médio de 0,431+0,082
g) e no tempo final (as 96 horas, peso médio de 0,408+0,076 g). Apds a pesagem no
tempo zero, os peixes foram distribuidos aleatoriamente entre os subgrupos
experimentais descritos no item 4.9.3.2 de Materiais e Métodos (Avaliacdo da toxicidade
em zebrafish adultos). Durante o tempo de exposicdo os peixes foram observados para
se avaliar os sinais clinicos decorrentes da exposi¢cdo, encontrando que entre os
subgrupos experimentais 0; 10 mg/L de AgNP (com e sem AH) e 20 mg/L de AH nao
foram observadas ocorréncia de morbidade, alteracdes macroscopicas, alteracdes
comportamentais e outras alteracdes clinicas. Entretanto, os subgrupos tratados com
AgNP sem AH, foi observado que a partir da concentracao de 20 mg/L de AgNP a
mortalidade come¢ou a aumentar assim como a ocorréncia de pelo menos trés das
alteracdes macroscépicas avaliadas (Tabela 10). No entanto, nos subgrupos tratados
com AgNP na presenca de AH (Tabela 11), observou-se que a ocorréncia de alteracdes
macroscopicas diminuiram quando comparados com os subgrupos tratados sé com
AgNP, mesmo nas maiores concentragdes. E importante mencionar que a alteracio
macroscopica mais frequente entre todos os subgrupos tratados (AgNP, com e sem AH)
foi o salto, o qual foi observado durante as primeiras 4 horas de exposi¢do. Por outro
lado, ndo foram observados sinais de comportamento agressivo ou altera¢des na cor da
pele dos organismos de todos os grupos. Durante as primeiras 8 horas de exposicdo, os
peixes que sobreviveram permaneceram no fundo do aquario, mas depois de 24 horas
de exposicao, ndao houve diferengas visiveis no comportamento entre o controle e os

subgrupos expostos.

Baseado nos dados de mortalidade foi possivel a determina¢dao da concentragao
letal média (CL50), estimada em 25 e 40,56 mg/L de AgNP para os grupos expostos a
AgNP e AgNP+AH, respectivamente (Figura 49). Os valores foram calculados para peixes

adultos de Danio rerio expostos em meio estatico durante 96 horas.
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Tabela 10. Ocorréncia de mortalidade e sinais clinicos observados nos peixes adultos (n=14)

expostos as AgNP.

Natac¢ao Producao de
AgNP Mortalidade Perda do Natacao
erratica e Salto muco
(mg/L) Ne¢ deindividuos  equilibrio  superficial
circular branquial
0 _ B - - B -
10 1 - - - X -
20 2 X X - X -
30 9 X X X X X
40 14 X X X - X
60 14 X X X - X

X: grupos onde foram observadas as diferentes alteragdes.

Tabela 11. Ocorréncia de mortalidade e sinais clinicos observados nos peixes adultos (n=14)

expostos ao AH e as AgNP+AH.

AH, AgNP+AH
(mg/L AgNP)

Mortalidade

N2 de individuos

Perda do

equilibrio

Natacao

Natacao

erratica e
superficial ]
circular

Salto

Producao de
muco

branquial

AH

0
10
20
30
40
60

R W = =

12

X

R < X

X: grupos onde foram observadas as diferentes alteragdes.
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Figura 49. Concentracio letal 50% (CL50) das AgNP em adultos de zebrafish apds exposicao
aguda (96 horas). CL50: AgNP=25,0 mg/L; AgNP+AH=40,56mg/L. Teste Probit (SPSS).

5.7.1.1. Parametros Fisico-Quimicos da Agua do Sistema Contendo

Nanoparticulas de Prata com e sem a Presenca de Acido Himico

No Anexo B estdo representadas as medidas dos parametros fisico-quimicos da
adgua dos diferentes grupos expostos as AgNP, com e sem a presenca de AH. Nos
diferentes experimentos ndao foram observadas alteragdes na concentracao de nitritos
(ppm), amodnia (ppm), dureza total, pH, condutividade ou temperatura entre os
subgrupos experimentais expostos a AgNP. Os parametros fisico-quimicos encontrados
estdo dentro dos parametros estabelecidos no guideline da OECD 203 “Fish, Acute

Toxicity Test”.

5.7.1.2. Genotoxicidade e Mutagenicidade em Peixes Adultos

Na Figura 50 estdo representadas as porcentagens de fragmentacao do DNA e a sua
respectiva classificagdo segundo o tipo de dano encontrado nas células de peixes
expostos a diferentes concentragdes da AgNP, com e sem a presenca de AH, apos a
realizacdo do teste do cometa. As porcentagens correspondentes ao dano moderado
(Figura 50A), elevado (Figura 50B) e total (Figura 50C) sugerem que a exposicao as
AgNP ou as AgNP+AH ndo induziram fragmentacio no DNA do Danio rerio.

Consequentemente, diferencas estatisticamente significativas nao foram observadas
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entre os subgrupos de cada material-teste utilizados neste delineamento experimental,

ndo estabelecendo uma relagdo concentragdo-resposta.
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Figura 50. Fragmentagdo no DNA (%) em eritrécitos de peixes expostos a AgNP com e sem a
presenca de AH. As figuras representam o dano moderado (A), dano elevado (B) e dano total (C)
observado ap6s 96 horas de exposicdo. Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=14).
Foram realizadas comparacdes multiplas utilizando o Teste de Tukey-Kramer (ANOVA).

Diferencas significativas ndo foram observadas para todos os subgrupos expostos a AgNP, com e

sem a presencga de AH (p>0,05).

A Tabela 12 representa as anormalidades nucleares e células com micronucleos
que foram observadas em eritrocitos de peixes dos subgrupos controle e tratados com
AgNP ou AgNP+AH. Diferencas estatisticamente significativas ndo foram observadas

para células micronucleadas, com brotos e “lobed”. Entretanto, os organismos expostos a
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30 mg/L de AgNP, 20 mg/L de AgNP+AH e 20 mg/L de AH apresentaram diferencgas
estatisticamente significativas quanto a presenca de células binucleadas, células com

nucleo “blebbed” e “notched”, respectivamente.

Tabela 12. Microntucleos e anormalidades nucleares observadas en eritrocitos de sangue
periférico de peixes (Danio rerio) expostos a AgNP, com e sem a presenca de AH.

AgNP
GRUPO (mg/L) MN BR BN BB LB NT
0 0.50+0.71 1.00+1.14 0 1.14+1.22 0.50+0.64 0.57%0.73
10 1.08+1.04 1.46x1.34 0.08+0.14 1.00£1.08 0.31+0.47 1.23%2.27
AgNP
20 0.67+0.89 1.92+1.58 0.08+0.14 0.58+0.78 0.08+0.14 0.17+0.28
30 0 1.75+0.75 1.50+£1.50** 0.75+1.13 0.25+0.38 0.75%+0.75
0 0.21+£0.37 1.07+0.68 0 0 0.21+0.34 0
AH 0.21+£0.37 1.43+1.06 0 0.64+0.73 0.57+0.73 0.64+0.73*
AgNP+AH 10 0 0.54+0.75 0 0.31+x0.43 0.31+x0.43 0.31x0.47
20 0.15+0.28 0.77+0.83 0 0.77+0.71* 0.38+0.47 0
30 0.11+0.20 1.11+1.06 0 0.56+0.74 0.33+0.52 0.33%+0.59

Os datos representam a Média * Desvio Padrio (n=14) de eritrécitos micronucleados (MN), com
brotos (BR), binucleados (BN), “blebbed” (BB), “lobed” (LB) e “notched” (NT). Foi utilizado o
Teste Dunn (Kruskal-Wallis), onde os asteriscos indicam a significAncia estatistica quando
comparado o grupo controle com os grupos expostos: p<0,05 (*); p<0,01 (**) e p<0,001 (***).

5.7.1.3. Avaliacio Histopatolégica

As alteragdes histologicas encontradas nas branquias dos organismos expostos as
AgNP e AgNP+AH estdo representadas nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. Nas
Tabelas 13 e 14 esta descrito o total de organismos que apresentaram altera¢des
histolégicas, detalhando o tipo de alteracao histoldgica e a sua respectiva classificacao
segundo o estadio em que foi observada. Adicionalmente, na Figura 51 estao ilustrados
os indices patoldgicos totais (Tg) das branquias, nos quais foram observadas diferencas,

estatisticamente significativas (p<0,05), quando comparado o subgrupo controle com a



128

concentracdao de 30 mg/L do grupo exposto a AgNP+AH. Entretanto, as alteragdes

observadas nos organismos expostos a AgNP ndo foram estatisticamente significativas.

Tabela 13. Alteragdes histolégicas encontradas nos peixes expostos durante 96 horas a AgNP.

GRUPOS
ESTADIO  ALTERACOES HISTOLOGICAS Omg/L 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L
(n=7) (n=5) (n=6) (n=7)
Descolamento do epitélio lamelar 0 3 3 3
Hipertrofia epitélio lamelar 0 2 3 3
: Hiperplasia células epitélio lamelar 0 1 0 0
Fusao lamelar 0 1 0 0
Hipertrofia das células de cloro 0 0 0 2
Hiperplasia de células mucosas 0 0 0 0
i Hipertrofia de células mucosas 0 0 0 0
Edema lamelar 0 0 0 0
11 Aneurisma lamelar 1 1 0 1
Total de alterados 1 3 3 4

Na tabela esta descrito o nimero de peixes que apresentaram alteragdes histologicas.

Tabela 14. Alteragdes histoldgicas encontradas nos peixes expostos durante 96 horas a

AgNP+AH.

GRUPOS
ESTADIO ALTERACOES HISTOLOGICAS 0 mg/L AH 10 mg/L 20mg/L 30 mg/L
(n=8) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8)
Descolamento do epitélio lamelar 3 4 5 5 5
Hipertrofia epitélio lamelar 3 2 5 6 7
: Hiperplasia células epitélio lamelar 0 0 0 1 1
Fusdo lamelar 0 0 0 2 1
Hipertrofia das células de cloro 0 0 1 2 2
Hiperplasia de células mucosas 0 0 0 1 0
i Hipertrofia de células mucosas 0 0 0 2 0
Edema lamelar 0 0 0 0 1
III Aneurisma lamelar 0 0 0 2 2
Total de alterados 3 4 5 7 7

Na tabela esta descrito o nimero de peixes que apresentaram alteracdes histologicas.
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Figura 51. Indice histopatolégico total para branquia de Danio rerio. Foi utilizado o Teste Dunn
(Kruskal-Wallis). Os asteriscos indicam a significancia estatistica quando comparado o grupo
controle com os grupos expostos: p<0,05 (*); p<0,01 (**) e p<0,001 (***).

Na Figura 52 podemos observar imagens representativas das branquias de Danio
rerio, dos diferentes subgrupos obtidos por microscopia 6ptica. Na Figura 52A observa-
se um corte longitudinal de filamentos branquiais, correspondentes a organismos sem
alteracdes, mostrando a estrutura normal para este 6rgdo. As alteracdes encontradas
(Tabelas 13 e 14) nos organismos dos diferentes grupos de exposicao sao mostradas na
Figura 52. Nessa figura é possivel observar alteracdes como: hipertrofia do epitélio
lamelar (Figura 52B), hipertrofia de células de cloro (Figura 52B), hipertrofia e
hiperplasia de células mucosas (Figura 52C), edema lamelar (Figura 52C), hiperplasia
das células do epitélio lamelar (Figura 52D), descolamento do epitélio lamelar (Figura

52D), aneurismas (Figuras 52D e E) e fusao lamelar (Figura 52F).

O figado (Figuras 53A e B) e o intestino (Figuras 53C e D) dos organismos tratados
com as AgNP e as AgNP+AH ndo apresentaram altera¢des histolégicas; portanto, ndo foi
realizado o calculo de Tg para esses 6rgdos. Apesar disso, em todas as concentracdes
testadas, foi observada a presenca dos materiais testados no limen intestinal (Figura
53D), indicando o seu consumo. A presenca desses materiais no limen intestinal foi
corroborada por Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios X (EDX), cujos
resultados estdo apresentados na Figura 54. Os mapas e os espectros obtidos

permitiram identificar a presenca de prata, em todas as concentracdes testadas, nos
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organismos expostos as AgNP (Figura 54B) e as AgNP+AH (Figura 54C).

Figura 52. Cortes longitudinais de filamentos branquiais de Danio rerio. Micrografias
representativas de branquias de peixes que ndo apresentaram alteracdes histoldgicas (A).
Micrografias representativas de filamentos branquiais onde se indicam com setas as alteragdes
histopatolégicas encontradas. Hipertrofia de células do epitélio lamelar (FpL), hipertrofia de
células de cloreto (HpC), hipertrofia de células mucosa (HpM), edema lamelar (EL), hiperplasia
das células mucosas (HsM), hiperplasia das células do epitélio lamelar (HsL), descolamento do
epitélio lamelar (DE), Aneurisma (A) e fusdo lamelar (FL). Coloragdo H-E. As escalas de barras
correspondem a 50 pm.
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Figura 53. Micrografias representativas de figado e intestino de Danio rerio de diferentes
grupos experimentais. A figura A corresponde ao figado de peixes do grupo controle, e a figura B
corresponde ao figado dos organismos tratados com AgNP ou AgNP+AH. Nas figuras A e B
observam-se os hepatdcitos (H), sinusoides (S) e a veia central (V). A micrografia C corresponde
ao intestino dos peixes do grupo controle e a figura D representa o intestino dos organismos
tratados com AgNP, AgNP+AH ou AH. Nas figuras C e D observam-se bordadura em escova (BE),
epitélio colunar simples (ECS), ldmen (L) e as células caliciformes (CC). Os materiais testados
(MT) foram observados no limen intestinal (D) dos peixes expostos a AgNP e AgNP+AH (D).
Coloragio H-E. As escalas de barras correspondem a 50 um (B, Ce D) e 100 um (A).
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Figura 54. Micrografias eletrénicas de varredura de intestino de Danio rerio. Mapeamento do
carbono (C) e prata (Ag) em cortes histoldégicos do intestino de peixes pertencentes ao grupo
controle (A), AgNP (B) e AgNP+AH (C). Os mapas e os espectros foram obtidos por
Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios X (EDX). A intensidade da cor de cada elemento
indica sua presenca e localizacdo na amostra. Foi observada a presenca dos materiais testados

no limen intestinal dos organismos expostos a AgNP e AgNP+AH.

5.7.1.4. Avaliacio da Acumulacio/Biodistribuicio das Nanoparticulas de

Prata em Zebrafish Adultos

0 peso e o comprimento médio dos peixes (Danio rerio) apds exposicao foi de
0,51+0,10 g e 3,11+0,15 cm, respectivamente, como determinado por ICP-MS. Na Figura
55 estd apresentada a concentracdo de prata (ng Ag / mg 6rgao) no intestino (Figura
55A), figado (Figura 55B), rim (Figura 55C), branquia (Figura 55D) e musculo (Figura
55E) dos peixes zebrafish, expostos durante 96 horas a 0, 10 e 20 mg/L de AgNP; 0, 10,
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20 e 30 mg/L de AgNP+AH; e 20 mg/L de AH. Nos grupos expostos as diferentes
concentracdes de AgNP foi observado que no intestino, figado, rim e branquias, a
quantidade de prata presente aumentou em relacdo ao aumento da concentracao de
AgNP, mas quando comparados com o grupo controle encontrou-se significancia
estatistica apenas no figado, rim e branquia na concentrag¢do de 20 mg/L AgNP. Embora
no musculo ndo tenha sido observada uma relacdo (aumento) dependente da
concentracdo, a incorporagdo de prata na concentracdo de 20 mg/L AgNP também foi
estatisticamente significativa. Considerando os valores mais altos de prata quantificados
em cada 6rgdo analisado, nos grupos expostos as diferentes concentragoes de AgNP,
encontrou-se que o intestino foi o 6rgdo que mais continha prata atingindo valores de
687,98 ng Ag / mg 6rgao; seguido pelo rim (147,11 ng Ag / mg 6rgdo), o figado (133,54
ng Ag / mg 6rgdo), as branquias (31,29 ng Ag / mg 6rgdo) e o musculo (5,66 ng Ag / mg

6rgao).

Nos peixes zebrafish expostos as diferentes concentragoes de AgNP+AH, foi
observado que a quantidade de prata presente nestes 6rgdos ndo aumentou com o
aumento da concentracdo de AgNP, mas quando comparados com o grupo controle
encontrou-se significancia estatistica no intestino, figado e musculo dos peixes expostos
a 20 mg/L AgNP+AH, e no figado e branquia dos expostos a 30 mg/L AgNP+AH.
Considerando os valores mais altos de prata quantificados em cada 6rgdo analisado, nos
grupos expostos as diferentes concentracdes de AgNP+AH, encontrou-se que o intestino
foi o 6rgao que mais continha prata atingindo valores de 470,86 ng Ag / mg 6rgao;
seguido pelo figado (103,36 ng Ag / mg 6rgdo), o rim (41,86 ng Ag / mg 6rgao), as
branquias (23,71 ng Ag / mg 6rgao), e o musculo (3,18 ng Ag / mg 6rgao).

Quando comparados os valores mais altos da prata quantificados nos diferentes
orgdos avaliados dos peixes zebrafish expostos as AgNP e as AgNP+AH, observamos que
a quantidade de prata nos 6rgaos dos peixes expostos as AgNP+AH foi menor do que nos
orgdos dos peixes expostos as AgNP. Quando calculadas as porcentagens de reducao
para cada 6rgao, considerando apenas os valores mais altos, o rim foi o 6rgdo que
apresentou maior porcentagem de reducdo (71,55%), seguido pelas branquias

(54,89%), musculo (43,82%), intestino (31,56%) e figado (22,56%).
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Figura 55. Concentracao de Ag (ng Ag / mg 6rgao) no intestino (A), figado (B), rim (C), branquia
(D) e musculo (E) dos peixes expostos durante 96 horas a 0, 10 e 20 mg/L de AgNP (barras
pretas); 0, 10, 20 e 30 mg/L de AgNP na presenca de 20 mg/L de dcido humico (barras cinzas); e
20 mg/L de AH. Os dados representam a Média + Desvio Padrao (n=5). Foi utilizado o Teste
Dunn (Kruskal-Wallis). Os asteriscos indicam a significincia estatistica quando comparado o

grupo controle com os grupos expostos: p<0,05 (*); p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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ISCUSSAO

Hoje em dia existe um rapido desenvolvimento e produciao de nanoparticulas de
prata para fabricacao de diferentes produtos com propriedades antimicrobianas (BENN
E WESTERHOFF, 2008), mas os impactos ambientais da liberagcdo das AgNP de produtos
comerciais nao sdao ainda bem conhecidos. A quantidade e a forma em que os
nanomateriais sao liberados a partir de produtos de consumo devem ser determinadas
para avaliar os riscos ambientais da nanotecnologia. Isto sugere a demanda de um maior
conhecimento que permita aprimorar e regular tanto a fabricacdo quanto o uso dos

nanomateriais.

E conhecido que os nanomateriais tdm potencial para influenciar nas interacdes
fisiologicas, desde o nivel molecular até o nivel sistemico (JEYARA] et al, 2013;
]OVANOVIC et al, 2014), devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, tornando os
estudos relacionados com nanomateriais um tépico de pesquisa importante e
interessante. Desta maneira, a utilizacdo de técnicas robustas para a caracterizacao dos
nanomateriais é fundamental para garantir a seguranca das populacdes que possam

interagir com estes.

Até certo ponto, a caracterizacdo depende dos objetivos propostos em cada estudo.
No entanto, hd uma série de propriedades fundamentais que devem ser conhecidas para
responder as perguntas de interesse. Autores como Oberdorster e colaboradores (2005
e 2005b), e Powers e colaboradores (2006), sugerem que uma completa caracterizacao
das nanoparticulas inclui o conhecimento do tamanho e a sua distribui¢cdo, formato,
cristalinidade, porosidade, rugosidade, quimica do material, solubilidade, area de

superficie, estado de dispersao, quimica de superficie, entre outras.
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Em nosso trabalho foram utilizadas técnicas como microscopia eletronica de
transmissdao (MET), espalhamento dindmico de luz (DLS), difracdo de raios X (DRX),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
no infravermelho por refletancia total atenuada com transformada de Fourier (ATR-
FTIR), espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), entre outras, a fim de

conhecer as caracteristicas e comportamento das AgNP em diferentes sistemas aquosos.

E importante destacar que foram detectados tragos de prata em todos os tipos de
agua utilizada nos experimentos, sendo estes <0,04 pg/L. Os valores encontrados para a
prata (Tabela 6) podem ser explicados pelo fato de que este é um elemento traco em
aguas doces e marinhas. Segundo os “Guidelines for Drinking-water Quality” da WHO
(2003) e os critérios nacionais recomendados de qualidade da 4gua da US EPA (2002),
as concentragdes médias de prata em aguas naturais e o nivel recomendado para a prata

na agua doce sdo 0,2-0,3 pg/L e 3,2 pg/L, respectivamente.

Nos experimentos realizados com os trés tipos de agua (MQ, SIST e REC), as quais
contém diferentes concentracdes de sais, foi observado aumento no diametro
hidrodinamico das AgNP (Figura 27), e diminui¢do nos valores do potencial zeta (Figura
28) nessa ordem: REC>SIST>MQ, provavelmente em funcdo da maior concentragdo de
sais presentes na primeira. Este comportamento também foi observado nos
experimentos de estabilidade (Figuras 22 e 23) das AgNP em adgua MQ com diferentes
forcas ionicas (0,02; 0,04 e 0,08 M de NaCl), onde o didmetro hidrodindmico (Figura
23A) e o potencial zeta (Figura 23B) das amostras que continham maior forca idnica
apresentaram tamanhos hidrodindmicos maiores e diminuicdo no potencial zeta,
indicando a formacdo de agregados nas amostras ao longo do tempo, como
consequéncia da baixa repulsdo na elevada forgca i6nica (BIAN et al, 2011).
Adicionalmente, essas mudangas no diametro hidrodindmico e potencial zeta foram
corroboradas com o decaimento da propor¢dao A/Ao nas medi¢cdes de absorbancia ao
longo do tempo (Figura 22), indicando um aumento na taxa de aglomeracdo e
sedimentagdo das nanoparticulas nesse tempo e, consequentemente, uma diminui¢do na

estabilidade dos sistemas ao longo do tempo considerado para as analises.

O comportamento das AgNP em meios aquosos com diferentes forcas ionicas

observado nos diferentes experimentos de estabilidade é semelhante aos dados obtidos
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por Bian e colaboradores (2011), e Yang e colaboradores (2013) para nanoparticulas de
oxidos de zinco e titanio, respectivamente. Analogamente a outras nanoparticulas
metalicas, as AgNP se agregam com maior facilidade em sistemas aquosos com alta
concentracdo de sal, o que pode mudar as suas propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas, resultando numa perda ou diminui¢do da toxicidade (LOK et al., 2007). Desta
forma, a estabilidade das nanoparticulas metalicas em solu¢do aquosa depende, em

grande medida, da forga ionica (ZHANG et al,, 2009; ZHOU; KELLER, 2010).

Apesar de que no preparo das suspensoes de AgNP tenha sido utilizado um tempo
de 40 minutos de sonica¢do, observou-se que o tamanho médio das nanoparticulas foi
maior do que o didmetro médio calculado por microscopia eletrénica de transmissao
(26 nm). Estes resultados sugerem que a agregacdo também pode ser causada pelo
caracter hidrofébico das AgNP que, além de induzir a aglomeracgdo, pode aumentar a sua
velocidade de sedimentac¢do nos diferentes sistemas aquaticos (BIAN eta al,, 2011; Yang

etal., 2013).

Em ambientes aquaticos, a matéria organica natural, como por exemplo, o acido
himico, pode se adsorver na superficie de nanoparticulas, aprimorando a sua
estabilidade nas suspensdes (ZHANG et al., 2009). Em nosso trabalho, pode ser
observado a partir da propor¢do A/Ao que, na medida em que se aumenta a
concentracdo de acido humico dissolvido nas diferentes amostras, as suspensdes de
AgNP se tornam mais estaveis (Figura 24), sendo a suspensao de nanoparticulas mais
estavel na solucdo aquosa com concentracao de 100 mg/L de AH. No entanto, em
periodos mais prolongados (>120 minutos), as suspensodes sdo instaveis, mesmo na mais
alta concentracdao, o qual pode ser o resultado de presenca de ponte entre as
nanoparticulas pela interacdo de multiplos grupamentos funcionais da molécula do
acido humico (BIAN et al., 2011). De fato nossos resultados demonstram o aumento da
negatividade nos valores do potencial zeta das AgNP, especialmente quando na presenca
de concentragdes de 50 e 100 mg/L de AH, e que podem ser atribuidas as moléculas de
acido humico adsorvidas na superficie das nanoparticulas de prata (ZHANG et al., 2009;
BIAN et al, 2011). A adsor¢do do AH na superficie das AgNP foi corroborada nas

imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissado (Figura 26).
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Como colocado anteriormente, a adsor¢ao do AH na superficie das AgNP foi
observada nos resultados obtidos pela microscopia eletronica de transmissao (Figura 26
e 30) além de ser observado nos espectros ATR-FTIR (Figura 31), dado pelo
deslocamento das posi¢cdes dos picos correspondentes aos alongamentos assimétricos (a
partir de 1562,8 cm'! a 1665,7 cm1) e simétricos (1378,0 cm! a 1446,3 cm-1) do grupo
carboxila. A formag¢do de novos picos e o deslocamento dos picos nos espectros FTIR,
sendo mais evidente na amostra ap6s 3 h, sugerem a formacao de complexos de esfera
interna, devido a uma interagcdo do AH com as AgNP (BRONSTEIN et al., 2007). De fato,
os picos em ~1650 cm-1, ~1582 cm! e a banda que aparece em ~1445 cm-! podem ser
atribuidos, respectivamente, as vibragdes assimétrica e simétrica de ligagdes C-O do

complexo carboxila-prata, na superficie das nanoparticulas.

A separacdo do numero de onda entre as bandas de IR assimétricas e simétricas
COO- (137 cm1) indica que a interagdo entre a cabeca do carboxilato e o &tomo metalico
(neste caso prata) é uma coordenacdo do tipo ponte. Quando considerado o pico
dividido em ~1650 cm1, esta diferenca do nimero de onda é de 204 cm-! e as interagdes
mais propensas a serem formadas sdo do tipo monodentadas (NAKAMOTO, 2009). E
importante considerar que as alteragdes espectrais dos acidos carboxilicos devem ser
interpretadas em termos de equilibrio acido-base entre frac¢cdes -COOH e -COO, assim,
como uma funcdo do pH do meio. Consequentemente, mais de um tipo de interacao
poderia coexistir entre o AH e as AgNP. Além disso, o AH apresenta uma variedade de
componentes incluindo quinonas, fendis, catecéis e porgdes de acticar (RODRIGUES et

al., 2009), que também podem se complexar com a superficie das AgNP.

A complexacao entre o AH e as AgNP também foi confirmada por XPS (Figuras 36,
37 e 38), sendo possivel observar os picos associados a ligacdes C-C, C-H, C-O e 0=C-OH,
caracteristicos da molécula de AH, na superficie das AgNP. Estas ligacOes estao
relacionadas aos grupos funcionais que possuem alta capacidade de complexacdao com
os ions metalicos, tais como os grupamentos carboxilicos e fendlicos (ZHANG et al,
2009; GAO et al.,, 2012). A dissociagdo dos grupamentos carboxila pode explicar os
valores negativos do potencial zeta (BIAN et al.,, 2011), indicando também a possivel

adsorcao/complexacdo do AH na superficie das AgNP.
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Dentre as diferentes técnicas de analise espectroscopicas, a analise por XPS tem
uma contribuicao importante para a caracterizagdo da superficie dos materiais. A
energia de ligacdo obtida pela técnica de XPS é resultante do ambiente quimico existente
na amostra, tornando o XPS uma ferramenta importante na andlise de estados de
oxida¢do dos elementos associados a superficie da amostra (MOULDER et al., 1995). Isto
possibilitou a analise quimica elementar, quantitativa e estados de oxidacao das AgNP
em pH neutro, diferentes tempos experimentais (0, 24, 48 e 96 horas) e meios

dispersantes (4gua MQ, 4gua REC e dgua SIST, com e sem a presenca de AH).

Termodinamicamente, os produtos de solubilidade e as constantes de estabilidade
das AgNP ligadas com compostos organicos, tais como o AH, podem ser uteis para
prever as espécies de prata, a sua solubilidade e no geral o seu comportamento no
ambiente (HASHIMOTO et al,, 2015). As espécies predominantes de prata no ambiente
sao AgCl, Ag:S e Ag0, o que depende do potencial redox do sistema, podendo competir
em diferentes ambientes com outros ions metalicos para estabelecer ligacdes com os

sulfuretos (HASHIMOTO et al., 2015).

Nossos resultados mostraram que a Unica amostra que apresentou as mudangas no
estado de oxida¢do foram as AgNP suspendidas em agua REC+AH. Embora a maioria dos
artigos descreva que as nanoparticulas de prata podem ser oxidadas, principalmente
para Ag (I) ou Ag (II) (BABAPOUR et al.,, 2011; AGNIHOTRI et al,, 2013), no nosso estudo
as amostras apresentaram os estados de oxidacao, Ag (0) e Ag (III). Esses resultados
corroboram os dados obtidos no parametro Auger (Figura 35), e com o componente
relacionado as ligacdes Ag-O (Figuras 37E-H). Assim, a oxidacao das AgNP poderia ter
sido causada pelas concentrac¢des de sais utilizadas no preparo da agua REC e também,
pela presenca do AH (Figuras 39 e 40). O AH é conhecido pelas suas propriedades redox,
cujo potencial de reducdo é de 0,5-0,7 V, devido aos seus grupamentos fenolicos e
hidroquinonas implicadas nas rea¢des (TIPPING, 2005). Além disso, as ligacdes podem
influenciar o estado fisico-quimico da matéria himica e assim, suas interagdes com
outros componentes do sistema ambiental (TIPPING, 2005). Deste modo, é importante
conhecer como as substancias hiumicas podem influenciar o comportamento dos cations,
e também, como os cdations influenciam mudangas nas substdncias humicas,

desempenhando um papel importante nas reagdes redox fotoquimicas em aguas
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naturais. Vale ressaltar que a complexacdo entre as AgNP e o AH pode produzir novas
espécies quimicas, alterando as propriedades de transporte no meio, a
biodisponibilidade e a toxicidade de AgNP em diferentes organismos (TIPPING, 2005;
GAO et al, 2012; WIRTH et al, 2012; KIM et al, 2013; MOUSAVI et al, 2015). A
biodisponibilidade dos metais estd intimamente relacionada com a sua especiacao

quimica na solucdo que se encontram suspendidos.

Os valores de pH (7,5 £ 0,5) podem causar a desprotonacdao dos grupamentos
carboxilicos e fendlicos do AH, resultando numa maior carga negativa e carater ionico, o
qual foi observado nos resultados do potencial zeta (Figuras 25B, 28 e 29B) e também
nos espectros de ATR-FTIR pela auséncia da banda de absor¢do do “stretching” do C=0
em 1720 cm (Figura 31). Sabe-se que a complexacdao entre o AH e as AgNP pode
diminuir em pH acidos (desde pH 6,0), e em pH 7,5-9,0 a capacidade de solubilidade e
complexacdo do AH aumenta de maneira que, em valores de pH mais elevados os
grupamentos carboxilicos e fenolicos sdo desprotonados (BIAN et al., 2011; MOUSAVI et
al., 2015). Isso porque as moléculas de AH se tornam mais abertas (em forma linear),
devido a diminui¢do das ligagcdes intra e intermoleculares do hidrogénio e pelo aumento

das forc¢as de repulsdo entre os grupamentos funcionais dissociados (BIAN et al., 2011).

Os resultados indicam alta probabilidade de que as AgNP que nao se oxidaram ao
longo de 96 horas, na d4gua MQ e REC sem AH, permanecam como prata metalica
(AgY)(Figuras 32 e 34). Para estas amostras, as energias de ligacao Ag 3ds/2 (374,5 eV),
Ag 3ds,2 (368,4 eV) e a separacao do dubleto 3d da Ag (~6 eV) indicam que as AgNP se
encontravam no estado de oxidacao Ag®. Estas energias de ligacdo para Ag? também
foram descritos por Murray e colaboradores no 2005, e por Agnihotri e colaboradores
no 2013. Os resultados observados (AgNP ndo oxidadas ou pouco oxidadas - neste
ultimo caso fora do limite de resolucdo do equipamento de XPS) podem ser explicados
pelo fato que, a concentracdo de cations (Ca?*, Mg?*, Na*, K* e Cl) provenientes dos sais
presentes na agua MQ e SIST ndo foi suficiente para promover a oxidacdo das
nanoparticulas. Desta maneira, os resultados indicam que a oxidacdo da superficie das
AgNP resulta da interagdo entre o dcido humico (20 mg/L) e os sais presentes no meio

(294 mg/L CaCl2.H20, 123,3 mg/L MgS04.7H,0, 63 mg/L NaHCOs e 5,5 mg/L KCl).
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Em resumo, as nanoparticulas de prata (Ag°) ndo sdo persistentes no meio
ambiente aquatico real, podendo se oxidar pela presenca do oxigénio dissolvido e outros
fatores como o pH, temperatura, composicao quimica do meio dispersante e presenca de
acido humico (LIU E HURT, 2010). Além disso, a oxidacao das AgNP em solucdo pode
ocorrer em valores de pH baixo (SOTIRIOU et al,, 2012), o que explica o porque em
alguns dos resultados obtidos no presente experimento ndo tenham sido observadas
mudang¢as no estado de oxidacdo (experimentos conduzidos em pH neutro). As
mudangas observadas no estado de oxidacdo das amostras de AgNP na presenca do AH
(Figura 33), podem ser devidas também a presenca de outros ions no meio tais como

sédio, cdlcio, potassio e magnésio (Figuras 39 e 40).

A dissolugdo das AgNP para formar fons de prata é uma das principais questdes na
avaliacdo de risco ambiental. Para avaliar a solubilidade das nanoparticulas de prata, sob
condi¢des aerdbicas, deve ser considerada ndo s6 a presenca de prata metdalica, que é
insoliivel em aguas anaerdbicas, mas também a possivel presenca de uma camada de
oxido (Ag20) na superficie da nanoparticula (XIU et al., 2011). Em contraste com a prata
metalica, o 6xido de prata se dissolve em agua pura (Kps=4x10-11) (JOHNSTON et al.,
1933), que resulta na liberacdo de cations Ag* (2Ags)+1/202@aq+2H*—>2Ag*(aq)+H20aq))-
Uma vez que a camada de Ag>0 é dissolvida, a oxidacdo/dissolucdo das AgNP ocorre

apenas na presenca de um oxidante em solugao (LEVARD etal., 2012).

Os resultados de liberacdo de ifons no nosso estudo mostraram que a quantidade
de ions liberados aumentava com o aumento da concentracdo de AgNP (Figura 41),
exceto para a suspensdo de AgNP em dgua MQ+AH, onde nao se observou este padrdo de
liberacdo de ions (Figura 41A). Além disso, os ions liberados a partir das AgNP
suspendidas em agua MQ, SIST e REC foram maiores nas amostras que nao continham
AH e, especificamente, as AgNP suspendidas em agua REC+AH liberaram uma maior
quantidade de ions (Figura 41C), os quais provavelmente foram produzidos pela
oxidacao da superficie das nanoparticulas (Figuras 33E-H, 39, 40), quando comparado
com as amostras de AgNP suspendidas em agua MQ+AH (Figuras 32, 41A) e agua
SIST+AH (Figuras 34 e 41B). A formacao de complexos entre o AH e as AgNP pode
induzir modificacdes na superficie das nanoparticulas, atrasando e/ou diminuindo

ligeiramente este processo de oxidacdo. Lee e colaboradores (2012), e Mousavi e
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colaboradores (2015) observam também que, em um ambiente mais complexo, a taxa de
conversao de {ons de prata poderia ser maior a partir de AgNP sem cobertura do que
para AgNP com cobertura. Consequentemente, a formacao de complexos de prata
depende fortemente das condicbes ambientais e, por conseguinte, torna-se
indispensavel a caracterizacdo do ambiente quimico em que as nanoparticulas estdo

suspendidas.

Baseados nos resultados obtidos e ilustrados na Figura 42, pode-se inferir que
entre as 24 e 48 horas, na amostra AgNP REC, os {fons liberados a partir das AgNP
(20mg/L) possivelmente atingiram um platd, sendo semelhantes aos dados obtidos por
Sotiriou e colaboradores (2012). Tais pesquisadores verificaram uma pequena liberagao
de ions imediatamente apo6s a sua dispersdo, que foi atribuida a presenca de uma
pequena fracdo/camada de 6xidos de prata na superficie das AgNP, as quais podem ser
parcialmente oxidadas em condi¢des ambientais. Adicionalmente, as particulas de prata
de menor tamanho podem ter sido oxidadas mais rapidamente do que as maiores
(SOTIRIOU E PRATSINIS, 2010), e o 6xido de prata tem maior solubilidade do que a
prata metalica quando em contato com a agua, facilitando assim a liberagdo de ions.
Nesta mesma amostra, as 96 horas, a quantidade de ions liberada foi menor do que no
tempo inicial. Este comportamento pode ser explicado pela ocorréncia de um processo
chamado “Ostwald ripening”. Este mecanismo explica como os pequenos aglomerados,
particulas ou atomos/moléculas transferem sua massa para aglomerados maiores
(ZENG, 2007), reduzindo a area superficial das nanoparticulas e, ao mesmo tempo,
formando precipitados. Além disso, a diminuicdo da concentracdo de ions de prata
possivelmente foi originada a partir da interacao catidnica com anions presentes no
meio, tais como o sulfato e o cloreto, resultando na sedimentac¢do, o que corrobora com

os dados obtidos por Kim e colaboradores (2013).

No estudo realizado por Henglein (1998) e Zeng (2007), afirma-se que os ions de
prata podem adsorver-se quimicamente (quimissor¢ao) as nanoparticulas, onde cada
fon adsorvido torna-se parte da particula. Outra teoria que poderia explicar este
comportamento é a hip6tese proposta por Sotiriou e colaboradores (2012), os quais
afirmam que a liberacdo de ions de nanoparticulas sonicadas atinge um plato,

imediatamente ap6s sonicacdo. Isto provavelmente acontece por que a camada de 6xido
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que esta proxima ao “core” da nanoparticula passa a ser Ag (0), aumentando o contetdo

de prata metalico.

Em contraste, os ions de prata liberados nas amostras de AgNP (20 mg/L) na
presenca de 20 mg/L de AH (AgNP AH REC e AgNP AH MQ) (Figura 42), tanto na agua
reconstituida como na agua deionizada, exibiram um aumento na sua concentragao,
comparado com a concentracdo dos fons de prata na agua sem AH. O aumento da
concentracdo de prata dissolvida (fons) foi provavelmente induzido pela complexac¢dao
dos grupamentos carboxilicos e tidis organicos do AH com os ions de prata (KIM et al,,
2013). A concentragao de {ons de prata dissolvidos aumentou ao longo do tempo nessas
amostras (AgNP AH REC e AgNP AH mQ), provavelmente devido a estabilidade coloidal
das nanoparticulas em meios com AH (Figuras 24, 25, 27, 28 e 29). Isso esta de acordo
com a hipétese sugerida por Manoharan e colaboradores (2014), na qual se descreve
que quando o AH é adicionado a uma dispersdo de AgNP, liga-se as nanoparticulas e
fons; uma vez complexados continuam liberando ions, resultando numa diminui¢do no
tamanho das AgNP. A taxa de dissolucdo das AgNP ligadas a uma determinada
quantidade de moléculas de AH é altamente influenciada pelo AH, sendo que os ions que
se ligam ao AH podem formar novas AgNP. Estes novos de AgNP, ligados ao AH, também
podem liberar ions de modo semelhante ao descrito anteriormente e, esses ions podem

voltar a formar novas AgNP. Este processo pode ser repetido continuamente.

Embora os resultados de XPS tenham mostrado que o estado predominante de
prata é Ag(0) para as amostras de AgNP suspendidas em agua MQ e SIST, observaram-se
ions liberados (Figuras 41A e 41B) em todas as concentracdes avaliadas. Isto pode ser
explicado pelo fato de que a camada de 6xido de prata formada foi mais fina do que o
limite de deteccao do espectrometro XPS (como mencionado em paragrafos anteriores),
e outra possibilidade é que o 6xido de prata formado tenha sido dissolvido rapidamente
em forma de ions para o meio, desde que os ions de prata sdao provenientes,
principalmente, da oxidagdo de particulas metalicas (LIU E HURT, 2010; SOTIRIOU et al,,
2012). Neste sentido, e concordando com o afirmado por Sotiriou e colaboradores
(2012), os fons de prata sao liberados a partir da superficie das AgNP e a cinética de
liberacdo é determinada pela area superficial das nanoparticulas, pH, temperatura,

presenca de outros fons, processos de sonicacdo, entre outros fatores.
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Sabe-se que as nanoparticulas de menor tamanho tém uma maior superficie de
contato e, consequentemente, a liberacdo de ions pode ser maior, constituindo a
principal causa de toxicidade das AgNP (LIU et al.,, 2010; YU et al,, 2013). No entanto, no
estudo desenvolvido por Agnihotri e colaboradores (2013) verificou-se que a
quantidade de ifons liberados foi maior nas amostras em que as nanoparticulas
apresentaram maior agregacdo. Isto poderia explicar os resultados do nosso estudo,
onde as amostras de AgNP com didmetro hidrodindmico maior (Figura 27), mostraram

uma maior liberacao de ions do que aquelas com menor didmetro hidrodinamico.

Apesar da utilizacao das AgNP ter aumentado significativamente nos tltimos anos,
com uma producdo mundial total estimada em 500 toneladas por ano (FABREGA et al,,
2011), os dados empiricos disponiveis sobre os niveis ambientais de AgNP sdo poucos e,
dada a sua producdo muito significativa, é muito provavel que as AgNP entrem em
contato com o meio ambiente aquatico (AERLE et al., 2013). De acordo com os estudos, a
toxicidade deste metal é afetada pela sua especiagdo no meio, que por sua vez, é afetada
por uma série de parametros, incluindo composi¢ao idnica e matéria organica dissolvida
na adgua. Como consequéncia da diminuicdo da biodisponibilidade da prata quando a
forca i6nica aumenta na agua, os peixes que habitam ambientes de dgua doce sdo mais
suscetiveis a toxicidade das espécies de prata quando comparados com os peixes

marinhos (WOOD et al., 1999).

Os experimentos desenvolvidos no presente estudo foram realizados utilizando
agua do sistema de manutencdo dos peixes (agua doce), de acordo com os parametros
estabelecidos pela OECD 236 e 203, para avaliar a toxicidade aguda embrio-larval e em
peixes adultos de Danio rerio, respectivamente. A mortalidade observada nos
organismos expostos (embrides e peixes adultos) apenas as AgNP pode estar associada a
aderéncia/adsorcao de aglomerados de AgNP no corion dos embrides, larvas e
branquias dos peixes adultos, os quais podem permanecer na superficie causando
estresse por contato fisico, faléncia na troca de oxigénio e/ou producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ERO), resultando em estresse oxidativo (CHENG et al,,
2007; ZHU et al., 2009). E importante destacar que, tanto nos experimentos de
toxicidade aguda embrio-larval como de toxicidade em peixes adultos de Danio rerio foi

observado que a presenca de acido hiimico no sistema aquoso avaliado modificou,
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principalmente, a toxicidade decorrente da exposicdo as AgNP. Esta diminuicdo da
toxicidade dada pela presenca do AH pode ser observada no aumento dos valores
calculados para a CL50 nos testes realizados em embrides e em peixes adultos de

zebrafish (Figuras 43 e 49).

Os resultados mencionados estdo de acordo com a informagdo encontrada na
literatura, onde se descreve que o AH pode ser adsorvido na superficie das
nanoparticulas, reduzindo a sua aglomeracdao (HYUNG et al.,, 2007), modificando a sua
biodisponibilidade e toxicidade em organismos aquaticos (BALAREZO et al., 2002;
VOETS et al., 2004), bactérias (WIRTH et al., 2012; ZHANG et al., 2012) e nematoides
(YANG et al, 2014). Estes trabalhos e os resultados obtidos por Gunsolus e
colaboradores (2015) sugerem que a adsor¢do da matéria organica natural-MON na
superficie das AgNP (pode diminuir o total de fons liberados, bem como modular a
adsor¢do ou interiorizacdo das nanoparticulas pelos organismos) é o principal

mecanismo de mitigacao de toxicidade.

Os outros resultados obtidos nos experimentos de toxicidade embrio-larval
indicam que os efeitos adversos (edema cardiaco, total de mortos, atraso na eclosao e
alteracdes no equilibrio) foram observados em menor proporg¢do para as larvas expostas
a AgNP+AH do que para grupos expostos a AgNP, sugerindo que tanto a quantidade de
AgNP quanto de {ons liberados a partir das concentracdes testadas, estdo
correlacionados com os efeitos adversos mencionados anteriormente. Além do mais, a
quantidade de prata incorporada, durante 96 horas, foi menor em larvas expostas a
AgNP+AH do que para aqueles expostos apenas a AgNP. Estes resultados sugerem que,
embora houvesse liberacdo de ions nas amostras de AgNP+AH, estes poderiam ter
formado complexos com moléculas de AH, reduzindo os efeitos téxicos em embrides de

Danio rerio (Figuras 43 e 44).

Embora nao tenham sido realizados estudos sobre os mecanismos de toxicidade
das AgNP com e sem a presenca de AH, nossos resultados sugerem que a toxicidade
observada nos embrides do zebrafish poderia estar relacionada com a quantidade de
fons liberados (Figura 41B) ou/e pelo estresse causado pelo contato/interacdo direto
entre os aglomerados das AgNP com os embrides/larvas (Figura 47). Além da

mortalidade, outros efeitos téxicos (com significancia estatistica) foram observados
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durante o desenvolvimento embrio-larval, tais como, atraso na eclosdo, bradicardia,
atraso na absorg¢do do saco vitelinico, alteracdes no equilibrio, edema generalizado e
cardiaco, bem como, presenca de embrides malformados. Estes efeitos toxicos das AgNP
podem ter sido causados principalmente pela producao de ions de prata (LUOMA et al,,
1995b; SOTIRIOU E PRATSINIS, 2010; LOPEZ-SERRANO et al,, 2014), mas pode também

ser causado na mesma extensao pelas nanoparticulas.

Outros mecanismos ou modos de toxicidade das AgNP sao o contato direto com os
aglomerados/precipitados de nanoparticulas, nanoparticulas liberadas como colé6ides
na solucdo e por fons liberados a partir tanto dos aglomerados como das nanoparticulas
(AGNIHOTRI et al,, 2013). Portanto, a toxicidade das AgNP ndo pode estar relacionada
apenas com as concentracdes de prata testadas, mas também com as espécies de prata

presentes no meio.

A incorporacao de prata nas larvas (Figura 48) pode ter acontecido pela endocitose
de AgNP e/ou pelo transporte de ions ao interior das células. Os estudos realizados por
Lee e colaboradores (2007), e Asharani e colaboradores (2008) reportaram que as AgNP
podem ser incorporadas por embrides de zebrafish através dos canais dos poros do
corion, e posteriormente se localizar no cérebro, coracdo, saco vitelinico e sangue,
durante o desenvolvimento embrionario. Uma vez incorporados, os ions de prata podem
se ligar aos grupamentos tiol das enzimas, tais como a NADH desidrogenase (ASHARANI
et al., 2009; LIU E HURT, 2010), causando os efeitos toxicos apresentados na Figura 44.
Outras formas de toxicidade causadas pela exposicao as AgNP pode acontecer apoés a
endocitose ou adesdao das AgNP na membrana celular, uma vez que existe a
possibilidade de gerar um fluxo de ions através da membrana e/ou de transportar
ativamente os ions Ag* para alvos bioldgicos sensiveis no interior das células (LIU et al.,
2010). Adicionalmente, também é conhecido que as AgNP podem causar outros efeitos
toxicos como incrementar a produ¢do de ERO, interromper a cadeia de transporte de

elétrons, induzir danos estruturais e baixa producdo de ATP (ASHARANI et al,, 2009).

Nos experimentos realizados com peixes adultos, foi observado que durante as
primeiras oito horas de exposicdo, os peixes que sobreviveram (dos subgrupos 10, 20 e
30 mg/L de AgNP) permaneceram no fundo do aquario, mas depois de 24 horas de

exposicdo, ndo houve diferengas visiveis no comportamento entre o controle e os
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subgrupos expostos. Outras alteracdes observadas foram a perda do equilibrio, natacao
erratica e circular, salto e produgdo de muco branquial (Tabelas 10 e 11), as quais foram
observadas, principalmente, a partir da concentracdao de 20 mg/L de AgNP, enquanto
que para os grupos expostos as AgNP+AH foram observadas nos peixes expostos a 60
mg/L de AgNP+AH. Durante 96 horas de exposicao as AgNP e as AgNP+AH, houve
ocorréncia de mortalidade nos diferentes subgrupos experimentais a partir da
concentracao de 10 mg/L AgNP (Tabelas 10 e 11). Desta forma, a curva concentragao-
resposta ou a CLso-96n foi calculada em 25,0 mg/L para os peixes expostos a AgNP, e
40,56mg/L para os expostos a AgNP+AH. Estes resultados indicam que o AH, além de
diminuir a mortalidade, contribui na diminuicdo da ocorréncia dos sinais clinicos. As
alteragdes clinicas descritas anteriormente sugerem a ocorréncia de toxicidade
respiratoria, também observada nos estudos realizados por Bilberg e colaboradores

(2012), e por Krishnaraj e colaboradores (2016).

Estudos prévios determinaram que a CLso.4gn foi de 7,07 mg/L para zebrafish
expostos a 6xidos metalicos revestidos por AgNP com um didmetro médio de 44,5 e 216
nm (GRIFFITT et al.,, 2007). Choi e colaboradores (2010) realizaram um estudo com
zebrafish encontrando a CLso-24n em 250 mg/L para AgNP de 5-20 nm de didmetro,
sendo maior do que o valor da CLso encontrada por Griffitt e colaboradores (2007) e no
presente estudo. Em outro estudo realizado com peixes da espécie Oryzias latipes, a CLso-
o6h foi determinada em 34,6 ug/L para AgNP nado revestidas de 50 nm de diametro
(CHAE et al.,, 2009), cujo valor calculado da CLso-.96n € diferente ao encontrado no
presente estudo para AgNP de 26 nm de diametro. Krishnaraj e colaboradores (2016)
determinaram que a CLso-96n foi de 142,2 pg/L em peixes adultos de Danio rerio. Por
conseguinte, é evidente que as nanoparticulas de prata de diferentes tamanhos, com ou
sem agentes estabilizantes, podem causar diferentes graus de toxicidade em organismos,

tempos e condi¢des de exposicdo diferentes.

Um biomarcador é definido como alteragdes qualitativas e quantitativas
decorrentes da exposicdo a uma substdncia determinada, obtidos por meio de medidas
de fluidos corporais, células, tecidos e/ou do organismo, que indicam, em termos
bioquimicos, celulares, fisiolégicos, comportamentais ou energéticos, a presenca de

substancias contaminantes, a magnitude da resposta do organismo alvo (LAM E GRAY,



148

2003) ou do grau de contaminacdo (WALKER et al, 1996). Neste contexto, a
fragmentacdo do DNA e as alteragdes histologicas sdo considerados biomarcadores de

efeito (CACERES-VELEZ et al., 2015).

No presente estudo foram utilizadas a fragmentacao do DNA e as alteracoes
histologicas como biomarcadores da exposicao a AgNP e AgNP+AH. Os resultados
obtidos pelo teste do cometa (Figura 50) e micronucleo (Tabela 12) mostraram que as
concentracoes testadas de AgNP e AgNP+AH nao causaram fragmentacao no DNA dos
eritrécitos dos peixes expostos, mas foram observadas alteragdes nucleares
estatisticamente significativas relacionadas a frequéncia de células binucleadas (p<0,01)

e células com nucleo “blebbed” (p<0,05).

A formacdo de anormalidades nucleares (como células com nucleo “blebbed”),
cadeias de cromatina, células binucleadas e microndcleos estio intimamente
relacionadas com o tipo de quebra-fusdo-ponte de alteracdes mitdticas causadas
principalmente durante a anafase. As anormalidades no formato nuclear podem ser
essencialmente consideradas como indicadoras de instabilidade genética e
heterogeneidade, independente da complexidade citogenética dos organismos
(GISSELSSON et al.,, 2001). Algumas pesquisas afirmam que as irregularidades nucleares
indicam a associacdo entre a exposicdo a substdncias quimicas e a formacao de
aberracdes cromossOmicas estruturais (AMBROS et al, 1997). Adicionalmente, as
anormalidades nucleares, incluindo variabilidade no tamanho nuclear, estrutura da
cromatina anormal e as irregularidades no formato nuclear, tém sido frequentemente
observadas em tecidos malignos (BIBBO, 1997; GISSELSSON et al., 2001), mas os

mecanismos por tras desses fend6menos ainda sao pouco conhecidos.

O teste do cometa tem sido amplamente utilizado como um teste de
genotoxicidade que pode detectar danos primarios/reversiveis no DNA, tais como sitios
alcali-labeis e quebras de fita simples e dupla no DNA de células individuais, (SINGH et
al., 1988; GIANNOTTI et al., 2002; KIMURA et al., 2013), enquanto que o teste de MN é
um teste bem estabelecido para detectar quebras de fita dupla do DNA irreparaveis,
efeitos clastogénicos, aneugénicos (BOLOGNESI et al., 2004; KIMURA et al., 2013), danos
cromossomicos fixos do tipo estrutural e/ou numérico (GOETHEM et al., 1997; KRISHNA

E HAYASHI, 2000). A combinagdo desses testes resulta em uma abordagem sensivel para
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a deteccdo eficiente do efeito de multiplas classes de compostos genotoxicos em
diferentes 6rgaos-alvo (VASQUEZ, 2010). O anteriormente exposto permite inferir que
tanto as AgNP, como as AgNP+AH, nao possuem potencial genotoéxico ou mutagénico
significativo em Danio rerio, associado com as condi¢des utilizadas no desenvolvimento
dos experimentos, tais como tempo e tipo de exposicdo, concentragcdes avaliadas e o
organismo teste selecionado, entre outras condicdes mencionadas nos materiais e

meétodos.

Além dos biomacadores de genotoxidade, foi utilizado o biomarcador
histopatoldgico a fim de conhecer as alteragdes nas branquias, figado e intestino dos
peixes, associadas a exposicao de AgNP ou de AgNP+AH. Esses resultados indicaram que
as AgNP na presenca de AH podem induzir altera¢des adicionais, sendo significativas a
partir da concentracao de 30 mg/L de AgNP+AH (Figura 51). Isto provavelmente é
devido a que o AH contribui com a estabilidade das nanoparticulas na 4gua (Figuras 24 e
27), permanecendo mais tempo em suspensdo e consequentemente interagindo com os
peixes. Em paragrafos anteriores tinha se mencionado que a liberacdo de ions a partir
das AgNP+AH (Figura 42) foi dependente do tempo, enquanto que para as AgNP nao foi
observado este comportamento. Podemos inferir que a crescente liberacdo de ions nas
amostras de AgNP+AH pode estar relacionada com as alteracbes descritas
especificamente para este grupo, embora a avaliagdo histopatolégica tenha sido

realizada no tempo final da exposicao.

Uma das principais vias de absorcdao e toxicidade das AgNP é através das
branquias, causando efeitos adversos na osmorregulacdo, semelhantes aos descritos
para a prata ionica (GRIFFITT et al., 2009; FARMEN et al., 2012). Para as AgNP, os efeitos
sobre a atividade da Na*/K*-ATPase nas branquias tem sido atribuida a dissolucao de
fons de prata a partir das particulas, e/ou a presenca de ions de prata na superficie das
nanoparticulas (GRIFFITT et al.,, 2009; OSBORNE et al., 2015). Os mecanismos pelos
quais estes efeitos especificos ocorrem pela exposicao as AgNP ndo sdo claros ainda, mas
podem ser devido a danos da superficie das branquias causados pela presenca de
particulas em suspensao e/ou dissociagcdo de fons de prata a partir de AgNP adsorvidas

no muco presente ao redor das membranas branquiais (AERLE et al., 2013).
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Autores como Osborne e colaboradores (2015) afirmam que as altera¢des
morfologicas observaveis nas branquias de peixes expostos a nanoparticulas de prata
sio em grande medida decorrentes dos ions presentes no meio. Os autores
anteriormente mencionados encontraram nas branquias alteragées como fusdo lamelar,
hiperplasia e inflamag¢do; e no intestino observaram processos inflamatdrios,
vacualizacdo, perda de microvilosidades, aumento do numero de células caliciformes e
danos na lamina proépria. Outros efeitos observados em zebrafish pela exposicao as
AgNP sdo apoptose nas células do figado-apds 24 horas de exposicdo (CHOI et al., 2010);
danos na membrana celular, nicleos picnéticos e ruptura completa das células,
decorrentes do estresse oxidativo em branquias e figado, apés 96 horas de exposicdo

(KRISHNARAJ et al.,, 2016).

Os resultados sobre a quantidade de prata presente nos diferentes 6rgaos
avaliados nos peixes adultos de zebrafish sugerem que, embora nas andlises de
acumulac¢do/ biodistribuicao de prata nos 6rgdos analisados (dos peixes expostos tanto
as AgNP como as AgNP+AH) ndo tenha sido encontrada significancia estatistica para
todas as concentragdes avaliadas em relacdo ao grupo controle, para 96 horas de

exposicao, pode ter significado bioldgico a longo prazo.

Independentemente se os peixes foram expostos a AgNP ou AgNP+AH, o 6rgdo que
contém maior quantidade de prata é o intestino, e o musculo o que contém menor
quantidade de prata. E importante mencionar que a diferenca entre a quantidade de
prata presente nos peixes destes dois grupos (AgNP ou AgNP+AH) esta relacionada com
a presenca de acido humico, onde foi observada reducdo da incorporagao de prata nas
diferentes solugdes aquosas avaliadas. Desta maneira, o acimulo de prata em diferentes
orgdos de peixes provenientes de agua naturais se da de forma dependente da presenca
de acido huimico, concentracao de prata, do tempo de exposicao, e da afinidade da prata

para determinados 6rgios (GIGUERE et al., 2004).

0 acumulo de metais em peixes inclui diferentes vias, como a ingestdo de alimentos
contaminados, material particulado em suspensdo, troca de ifons (liberados do metal)
através de branquias e pele. A partir dessas vias, os metais podem ser absorvidos,
entrando em contato com o sangue e posteriormente transportado para varios érgaos

para armazenamento ou excrecao (AKAN et al, 2012). Por enquanto, os estudos
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realizados em 1996 por Hogstrand e colaboradores, e Yamazaki e colaboradores
mostraram que a prata é acumulada principalmente no figado, seguido pela vesicula
biliar, rim e branquias de peixes de dgua doce. Deste modo, a dindmica da concentracao
de metais em varios 6rgdos durante a exposicdo e depuracdo pode ser diferente. Por
exemplo, no inicio de exposi¢des a determinadas concentra¢des de metais, o acumulo
pode aumentar rapidamente nas branquias e no intestino, enquanto que o acimulo no
musculo é muito menor e mais lento. Posteriormente a exposicdo (periodo de
recuperacdo), os metais podem ser transportados rapidamente das branquias e
biodistribuidos pela corrente sanguinea para o resto do corpo, acumulando-se em

outros 6rgdos, como o figado, os rins e o musculo (JEZIERSKA, 2006).

Sabe-se que as branquias sdo mais susceptiveis aos efeitos adversos aos
xenobidticos, por serem altamente permedveis, seguido da pele, que apresenta uma
extensa area de exposicdo. Devido a estrutura e localizagdo, tais 6rgdos apresentam
maior vulnerabilidade aos efeitos adversos, por estarem em contato constante e direto
com o ambiente (SEITBAYEV et al, 2013). Isto é um fator que pode determinar o
acumulo de metais (SANCHEZ et al., 1998), embora no nosso estudo a branquia nao
tenha sido o 6rgao que continha maior quantidade de prata, foi o que presentou
alteracdes histologicas. Isto indica que provavelmente as alteragdes nas concentragoes
avaliadas causam mudancas na sua estrutura, dadas principalmente pela interacao fisica
entre as AgNP e este 6rgdo, além da quantidade de prata incorporada. Embora o
intestino tenha sido o 6rgdao que mais continha prata, este ndo apresentou mudancas

histologicas provavelmente devido ao tempo de exposicao.

0 acumulo de metais nos orgdos de peixe é uma funcdo das taxas de absor¢ao e
eliminacdo, e as concentracoes de metal em varios 6rgaos podem mudar durante e apos
a exposicao, de acordo com varios padroes. Alguns fatores que influem na deposicao de
metais nos diferentes 6rgaos sdo a temperatura, dureza da agua (principalmente
concentracdao de calcio), tempo de exposicdo, entre outros (AKAN et al, 2012). A
temperatura da agua pode estabelecer diferencas na deposicao de metais em varios
orgdos, sendo que as temperaturas mais elevadas promovem uma maior acumulagdo
especialmente no rim e no figado, possivelmente pela maior taxa metabdlica, incluindo

uma maior taxa de absorc¢ado e de ligacdo de metais (YANG E CHEN, 1996). A dureza da
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agua afeta consideravelmente a absor¢do de metais em todo o epitélio branquial; o
enriquecimento de agua com calcio reduz o acimulo de metais nas branquias
(BALDISSEROTTO et al., 2005). O efeito do tempo é um problema complexo na
distribuicdo do metal dentro do organismo devido afinidades diferentes dos varios
metais para os tecidos de varias espécies de peixes (JEZIERSKA, 2006). Varias espécies
de peixes provenientes do mesmo corpo de agua podem acumular quantidades
diferentes de metais, possivelmente pelos habitos de vida e alimentagdo (AKAN et al,,

2012), além da apresentacdo de metabolismos diferentes.

Os resultados obtidos nos estudos in vivo permitem inferir que as propriedades da
superficie das AgNP, a interacdo entre as AgNP e o AH e as caracteristicas fisico-
quimicas do meio determinam o comportamento das nanoparticulas em ambientes
aquaticos e, consequentemente, seus efeitos toxicos. Assim, algumas das caracteristicas
fisico-quimicas a serem consideradas (baseados nos nossos achados) nos estudos
nanoecotoxicologicos sdo a estabilidade, estado de agregacao, modificacdo da superficie,
dissolucao das nanoparticulas, bem como a forc¢a i6nica, matéria organica presente na

agua e pH do meio.
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ONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que:

O 4cido humico tem a capacidade de mitigar nao s6 os efeitos toxicos,
principalmente a mortalidade (~ 50%), mas também outros efeitos deletérios
decorrentes da exposicdo as nanoparticulas de prata, tanto em embrides, como em
organismos adultos de Danio rerio. A diminuicdo dos efeitos toxicos observados pode ser
atribuida a adsorcdo do acido hiimico na superficie das AgNP, que por sua vez, induz
mudangas na estabilidade e no potencial-{ das nanoparticulas de prata. Desta maneira, o
acido humico, em ambientes aquaticos, aparece como um atenuador/remediador

natural da 4gua poluida com nanoparticulas de prata.
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9.2. ANEXO B - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA NOS
EXPERIMENTOS in vivo

Parametros fisico-quimicos da agua as 96 horas de exposi¢cdo as nanoparticulas de prata com e sem a

presenca de dcido himico (20 mg/L). Testes de toxicidade em embrides e peixes adultos de zebrafish.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

AgNP Grupos de OXIGENIO NITRITOS AMONIA PUREZA COND. TEMP.
DISSOLVIDO GH pH
(mg/L) exposicio (ppm) (ppm) (uScm?) Q)
(ppm) (ppm)
. AgNP 11,0 nd nd 50 6,94 0,25 26
AgNP+AH 8,0 nd 3,50 50 6,78 0,25 26
AgNP 11,0 nd nd 50 6,94 0,25 26
0.25 AgNP+AH 8,0 nd 0,5 50 6,78 0,25 26
AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 24
03 AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 6,8 0,24 26
AgNP 11,0 nd nd 50 6,6 0,24 25
1o AgNP+AH 8,0 nd 0,5 50 6,8 0,24 26
AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
s AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 7,0 0,24 25
AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 26
20 AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 7,0 0,24 25
25 AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
AgNP+AH 8,0 nd 0,5 50 6,8 0,24 26
AgNP 11,0 nd nd 50 6,6 0,24 25
30 AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 6,8 0,24 26
AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
75 AgNP+AH 8,0 nd 0,5 50 7,0 0,24 25
AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
65 AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 7,0 0,24 25
AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 26
85 AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 7,0 0,24 25
N AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 6,8 0,24 26
2 AgNP 11,0 nd nd 50 6,6 0,24 25
AgNP+AH 8,0 nd 0,50 50 6,8 0,24 26
20 AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
AgNP+AH 8,0 0,25 0,50 50 7,0 0,24 25
40 AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 25
AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 7,0 0,24 25
o AgNP 11,0 nd nd 50 6,8 0,24 26
AgNP+AH 8,0 nd 0,25 50 7,0 0,24 25

COND.: condutividade, DUREZA GH: dureza geral, TEMP: temperatura, nd: nao
detectada.



