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Problema abordado

A elucidagcéo dos efeitos adversos de contaminantes a organismos ecologicamente
relevantes faz-se necessaria para a avaliacdo de risco ambiental, para o
direcionamento das politicas publicas e para a determinagao de limites permissiveis.
Um dos materiais mais comumente utilizados em nanoprodutos é o diéxido de titanio.
Diversas nanoparticulas de TiO,(nano-TiO,;) tém sido produzidas atualmente
(XIAOBO, 2009), com variagdes no tamanho das particulas, area de superficie,
pureza, caracteristicas de superficie, forma cristalina, reatividade quimica e outras
propriedades. Muitos estudos mostram o uso potencial do nano-TiO, em processos de
fotocatalise heterogénea, para degradacdo de compostos organicos e inorganicos
(CHATTERJEE; DASGUPTA, 2005; FUJISHIMA; ZHANG, 2006). O principio da
fotocatalise heterogénea envolve a ativacdo de um semicondutor por radiacdo solar ou
artificial, gera espécies reativas de oxigénio (ROS) e encontra aplicabilidade
principalmente na remediacdo de solo e aguas contaminadas. As propriedades
fotocataliticas do nano-TiO, podem elevar seus efeitos toxicos a organismos aquaticos
em condi¢cbes ambientais, e poucos estudos tém considerado isso. A realizacdo de
ensaios com nano-TiO, apresenta, entdo, diversas particularidades, como as
propriedades fotocataliticas e de absorcdo da radiacdo UV, o comportamento de
agregacao e sedimentacdo na dgua. Tem sido observada uma grande variabilidade de
resultados na literatura com relacdo aos testes de ecotoxicidade do nano-TiO,. Tal
variabilidade pode ser decorrente de diferentes caracteristicas dos nano-TiO, e aos
desenhos experimentais. Por isso, tem-se discutido largamente a necessidade da

caracterizacdo apropriada das NPs estudadas, assim como a padronizacdo dos



métodos de avaliacdo nanoecotoxicolégica (HANDY et al., 2012). Em condicbes
naturais, 0s organismos aquaticos estdo expostos a diversos fatores como a radiacao
solar que muitas vezes ndo sao incluidos nos bioensaios laboratoriais. De forma geral,
as metodologias de avaliacdo de risco existentes atendem genericamente as
necessidades de avaliacdo de risco das nanoparticulas, mas com o enfrentamento de
diversos questionamentos. O detalhamento para cada teste ou grupo de testes requer
modificacfes e validacOes para tratar adequadamente cada nanomaterial com base
nas suas caracteristicas morfolégicas / fisico-quimica e do conhecimento de seus
procedimentos de sintese. Nos bioensaios com organismos aquaticos, geralmente
utilizam-se lampadas fluorescentes comuns para estabelecer o ciclo circadiano. Tais
lampadas emitem basicamente luz visivel, enquanto em condi¢bes naturais o0s
organismos estdo expostos a radiacao solar (infravermelho, luz visivel e ultravioleta).
Devido a formacado de ROS quando o TiO, é exposto a radiacdo UV, pode ocorrer
manifestacdo ou aumento de seus efeitos tdxicos em organismos aquaticos em
condicbes ambientais. Portanto, h4 necessidade de considerar estes fatores na

avaliacdo e de padronizar o seu uso experimental.

Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do a diferentes concentracdes
de nano-TiO, sob diferentes condi¢gbes de iluminagdo em organismos aquaticos,
visando estabelecer a toxicidade deste nanocomposto através da avaliagdo de
biomarcadores bioquimicos e genéticos e o desenvolvimento de protocolos
experimentais nanoecotoxicolégicos. Este estudo visou, portanto, obter informacdes
sobre 0s potenciais riscos ecotoxicolégicos de nano-TiO, estabelecendo para isso um
modelo experimental de estudo da sua toxicidade em peixes (Piaractus
mesopotamicus e embrides de Daniorerio) e microcrustaceos (Daphniasimilis e

Artemia salina).

Principais contribuic@es cientificas

Foram estudados dois produtos comerciais: Titanium 1V oxide (Sigma Aldrich, 100%
anatase, tamanho de particula priméria <25 nm, 99.7% pureza) e Aeroxide P25
(DegussaEvonik, 20% rutilo, 80% anatase, tamanho de particula primaria 25 nm, 50
m®/g, 99% pureza). Ambos os produtos apresentaram intensa agregacdo e
precipitacdo, fazendo-se necesséria a renovacgao diaria dos meios de exposicdo. As
medidas de Potencial Zeta ao longo do tempo das suspensdes de nano-TiO, em agua
ndo indicaram boa estabilidade das particulas em suspensdo. O pH da solugéo

aquosa afeta o TiO,, incluindo a carga das particulas, o tamanho dos agregados e a



posicdo das bandas de conducdo e de valéncia. As medidas de tamanho de
particulas, por espalhamento dindmico de luz (DLS) apresentaram boa qualidade
apenas nas suspensbdes preparadas em agua sem sal. A instabilidade das suspensdes
de nano-TiO, em agua com sal foi confirmada através de espectrofotometria. Foi
observada intensa agregacdo das nanoparticulas em agua onde os peixes foram
testados por DLS. Para ambos os produtos, observou-se reducdo da absorbancia da
suspenséo ao longo do tempo, sendo que no pico de absorbancia, reduziu-se em 24 h
a 4,8 % (Titanium IV Oxide) e 6,3 % (AeroxideP25) da inicial, indicando quase total
precipitacdo das particulas. No que se refere & exposicdo dos organismos, tanto a
suspensdo das particulas por sonicacdo — que poderia mudar as caracteristicas
fisicogquimicas das nanoparticulas mas representaria a maxima chance de exposi¢céo
bem como a falta de homogeneizacdo do meio que representaria uma condicdo mais
natural mas mais irregular de exposicado dos organismos, sdo situacdes experimentais
criticadas por diferentes grupos de pesquisadores.

Como organismos-teste, foram escolhidos o Piaractus mesopotamicus (pacu Caranha)
que é uma espécie nativa representativa das regides tropicais e amplamente cultivada
na piscicultura além de microcrustaceos com condicBes experimentais padronizadas-
Daphnia similis e Artemia salina. Foram também utilizados embribes de Danio rerio
para a avaliacdo do desenvolvimento embrionério de peixes.

Para o estabelecimento da radiacdo ultravioleta (UV) em laboratério, foram utilizadas
lampadas UVA340 Q-Panel (duas com embrides de peixe, daphnias e artemias e
quatro com peixes adultos). Os animais foram submetidos a um ciclo claro-escuro de
12h no teste agudo com peixes e nos demais 16/8h claro/escuro. A exposicao a UV,
nos grupos correspondentes, ocorreu durante o periodo claro. Medidas da radiagao
solar em ambiente externo e em laboratério foram feitas através do
espectroradibmetro.

Ao final do periodo de exposicdo foram analisados os biomarcadores bioquimicos
relacionados a estresse oxidativo e metabolismo - atividade especifica de catalase,
superoxido dismutase, glutationa S-transferase, fosfatase acida e Na/K- ATPase e
niveis de metalotioneina, lipoperoxidacao e carbonilacdo de proteinas no figado dos
peixes. Em peixe, foram também realizados testes de genotoxicidade (cometa e
micronucleo).

Em peixes, a exposicdo aguda mostrou um efeito da concentracdo de nano-TiO,
Sigma Aldrich sobre a atividade da fosfatase acida e um efeito da iluminacdo na
carbonilacdo de proteinas. A exposicdo prolongada, entretanto, revelou um efeito da
iluminacdo nas atividades da superdxido dismutase e da catalase, e um efeito da
formulacdo de nano-TiO, (Titanium IV Oxide ou Aeroxide P25) sobre a atividade da

glutationa S-transferase. A ocorréncia de interacdo da formulacdo de nano-TiO, e



condicdo de iluminacdo foi também observada na carbonilacdo de proteinas,
concentracao de metalotioneina e inducdo de danos genéticos (ensaio cometa).

Os bioensaios com D. similis revelaram uma dependéncia da iluminacdo e da
formulacdo de nano-TiO, na toxicidade aguda. A CE504s, de Titanium IV Oxide e
Aeroxide P25 sob luz visivel foi >1000 mg/L, enquanto sob radiacdo UV a toxicidade
de ambos os produtos foi elevada, sendo que o segundo (CE504g, 60,16 mg/L) foi
cerca de 10x mais toxico que o primeiro (CE504g, 750,55 mg/L). Avaliou-se também a
toxicidade da combinacédo de UVA e UVB, e a DE50,g, correspondeu a 0,004 mW/cm?
de UVB e 0,967 mW/cm? de UVA. No bioensaio de exposicdo aguda de daphnias ao
nano-TiO,, a dose estabelecida de UV total foi cerca de 20 vezes inferior a DE50,g, de
exposicdo UV, e 265 vezes inferior a irradidncia solar na primavera, havendo
predominio de UVA (100%).

No meio ambiente, as daphnias movimentam-se na coluna d’agua, fazendo com que a
dose de exposicdo a radiacdo UV varie conforme a profundidade e a qualidade da
agua. Assim, apesar da dose UV estabelecida ser muito inferior a radiacdo UV solar
na superficie, pode ser comparavel as doses reais no meio aquatico, visto que a
coluna d’'agua utilizada foi de apenas um cm. Os resultados indicaram que a exposicao
simultanea a niveis minimos de radiacdo ultravioleta altera os parametros de
toxicidade aguda em daphnia, mostrando inclusive que a toxicidade depende do
produto avaliado. A A. salina se mostrou mais sensivel a acdo do nano-TiO, com a
EC504gn 4 mg/L para ambos os produtos, sob UV.

Por fim, foi avaliada a toxicidade das duas formulacées de nano-TiO, em diferentes
condicbes de iluminacéo, através de um modelo experimental atualmente proposta
dentro do principio dos 3Rs (refinamento de metodologias, reducao e substituicdo de
animais de experimenta¢éo)(DE ESCH et al., 2012). O teste com embrides de peixe
(FishEmbryoTest, FET) vem sendo empregado na ecotoxicologia, ja que seus
resultados apresentam forte correlacdo com testes de toxicidade aguda com peixes
adultos (Knobel et al., 2012).0s embrides de peixe (Daniorerio) foram expostos
durante 96 h a diferentes concentracfes das duas formulacdes de nano-TiO,, nas
condicbes de iluminacéo testadas. Foram avaliados parametros de toxicidade aguda e
de efeitos subletais, como sobrevivéncia, malformacao, ecloséo, equilibrio,
comprimento total das larvas e biomarcadores bioquimicos (atividade especifica de
catalase, glutationa S-transferase e fosfatase acida). Ambas as formulactes
aceleraram a ecloséo das larvas. Sob radiacao UV, observou-se maior mortalidade de
larvas nos grupos expostos a combinacdo das duas fases cristal do que a fase
anatase. A exposicdo ao Aeroxide P25 sob radiacdo UV provocou alteragdo de

equilibrio nas larvas. Alteracdes nas atividades de CAT e GST indicam ocorréncia de



estresse oxidativo, porém nao foi observada uma clara relacdo concentracdo-resposta.
O estudo indica diferentes efeitos nos biomarcadores, de acordo com o produto e a
condicdo de iluminacdo testada. Em especial, a atividade de fosfatase acida,
glutationa S-transferase, catalase, e o0s niveis de metalotioneina, proteinas
carboniladas e de dano genético apresentaram resposta as condi¢cdes de estudo. Em
embrides de peixe, foram particularmente interessantes a avaliacdo do tamanho
corporal, bem como da taxa de eclosdo e da presenca de alteracdo de equilibrio. As
atividades de Na'/K*-ATPase, superdéxido dismutase, glutationaperoxidase e os niveis
de lipoperoxidacdo ndo apresentaram respostas evidentes frente as condi¢bes de
estudo. Os bioensaios com microcrustaceos e embrides de peixes apresentaram maior
sensibilidade, praticidade e economia de recursos com relagdo aos bioensaios com
peixes juvenis.

Assim, é necessdria a padronizacao dos protocolos de estudos nanoecotoxicolégicos,
para melhor compreensdo e avaliagdo dos riscos da nanotecnologia. Para tal
padronizacdo, € necessdria a compreensdo de todos os fatores envolvidos no
comportamento e efeitos de cada formulacdo de nanoparticulas. Por fim, o estudo
contribuiu para a compreensdo dos fatores envolvidos no caso do nano-TiO,
mostrando que a toxicidade deste, além do organismo teste, depende também das
condicbes de iluminacédo, do produto testado e tempo de exposi¢ao.

De forma sucinta, as principais contribuicbes deste projeto foram:

- O estudo contribuiu para a compreensao dos fatores envolvidos com a exposi¢do ao
nano-TiO, mostrando que além do organismo teste, a sua toxicidade depende das
condicdes de iluminacéo, do produto testado e tempo de exposicao.

- Os resultados ressaltam a necessidade de adaptacdo dos protocolos de avaliacéo
nanoecotoxicoldgica e fornecem informacfes para o desenvolvimento de protocolos
gue visam estudar substancias cuja toxicidade seja afetada pelas condi¢cdes de
iluminacéo e propriedades fotocataliticas.

- E necessaria a padronizacéo dos protocolos de estudos nanoecotoxicologicos, para

melhor compreenséo e avaliagdo dos riscos da nanotecnologia.

Impactos sociais, econdmicos e ambientais

Este trabalho fornece informacdes para o desenvolvimento de protocolos que
objetivam estudar substéncias cuja toxicidade seja afetada pelas condicbes de
iluminacdo e propriedades fotocataliticas. Os resultados exaltam a necessidade de
adaptacdo dos protocolos de avaliagdo ecotoxicolégica para estudos de
nanoecotoxicologia para o qual o comportamento das particulas nos meios de

exposicao e as propriedades fotocataliticas devem ser levados em consideracao. Além



de melhorar a compreenséo da toxicidade nano-TiO,, os resultados demonstraram a
importancia de se considerar as condicbes experimentais nos testes

nanoecotoxicoldgicos.
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