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285 e V (hidrocarboneto) são normalmente utilizados como padrão interno de referência a outros elementos 
quando ocorrem fenômenos de carregamento elétrico. No entanto, a sua presença em mais de um estado 
é um indicativo da formação de carbonato de bário, BaC0

3 
(também observado pela energia de ligação 

de Ba em ~ 780 e V). A deconvolução do pico C 1s revelou um pico de carbonato na superficie do BT, em 
288-289 e V. O BaC0

3 
pode ser um subproduto da síntese de BaTi0

3
, qualquer que seja a via de síntese, ou 

pode também ser derivado da tendência para a adsorção de co2 que existe em superficies de perovskitas, 
devido a uma interação dipolo-dipolo entre o cristal BaTi0

3 
ferroelétrico e a molécula de C0

2 
polar. Como 

este componente está presente somente em traços, é mais provável que o carbonato seja formado como 
uma segunda fase discreta(~ 2%) em vez de uma película de superficie. 

4 CONCLUSÃO 

Tanto BT MP (~170nm, tetragonal) quanto BT NP (~60 nm, cúbico de face centrada) se mos
traram negativos, facilmente agregáveis e precipitáveis (instáveis) em todos os meios de cultura aquoso 
estudados, com uma taxa de liberação de íons Ba2+ para os mesmos que não ultrapassa 1,5%. Estes dados 
podem ser usados para direcionar futuros trabalhos com ensaios de ecotoxicidade aquática. 
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Classificação: Estudo dos aspectos de segurança em nanotecnologia. 

Resumo 
As nanopartículas de dióxido de titânio (nano-Ti02) apresentam propriedades fotocatalíticas que devem 
ser consideradas na sua avaliação ecotoxicológica. Este trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade 
do nano-Ti02 em Daphnia similis, sob diferentes condições de iluminação. D. similis foram expostas a 
O, 7, 75 e 750 mg/L de nano-Ti02 (anatase, 25 nm) sob luz visível ou luz visível e radiação ultravioleta 
(UV), durante 24h. Analisou-se a atividade de catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e fosfata
se ácida (FA) nos organismos expostos. CAT apresentou redução na sua atividade nos grupos expostos 
a 750 mg/L. Em geral, a exposição a radiação UV elevou a atividade de GST. FA sofreu interação dos 
fatores, sendo a atividade de FA inibida sob radiação UV, em todas as concentrações testadas. Estes 
resultados contribuem para compreensão dos efeitos ecotoxicológicos do nano-Ti02 e indicam que a 
condição de iluminação influencia tais efeitos. 
Palavras-chave: Nanotoxicologia; Ecotoxicologia; Água; Microcrustáceo. 

SUBLETHAL EXPOSURE OF DAPHNIA TO ANATASE CAUSES BIOCHEMICAL CHANG
ES THAT ARE DEPENDENT OF ILLUMINATION CONDITION. 
Abstract 
Nanoparticles oftitanium dioxide (nano-Ti02) exhibit photocatalytic properties that must be considered 
in its ecotoxicological assessment. This study aimed to evaluate the toxicity ofnano-Ti02 in Daphnia 
similis under different illumination conditions. D. similis were exposed to O, 7, 75 and 750 mg/L of 
nano-Ti02 (anatase 25 nm) under visible light or visible and ultraviolet light (UV) for 24 hours. We 
analyzed the activity of catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST) and acid phosphatase (AP) in 
exposed organisms. CAT showed a decrease in activity in the groups exposed to 750 mg/L. In general, 
exposure to UV radiation increased the GST activity. FA showed that there was an interaction offactors, 
and the activity of FA was inhibited under UV radiation, at ali tested concentrations. These findings 
contribute to understanding the ecotoxicological effects o f nano-TiO 2 and indicate that the illumination 
condition inftuences such effects. 
Keywords: Nanotoxicology; Ecotoxicology; Water; Microcrustacean. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nanopartículas de dióxido de titânio (nano-Ti02) estão entre as mais utilizadas pela nanotecno
logia. Sua crescente produção e utilização levaram a diversos estudos para avaliação da sua toxicidade. 
O nano-Ti02 possui propriedades fotocatalíticas, gerando espécies reativas de oxigênio (ROS) capazes 
de danificar moléculas biológicas; este tem sido o mecanismo de toxicidade mais discutido para o nano
Ti02 (NOGUEIRA; JARDIM, 1998). 

Trabalho anterior do nosso grupo mostrou que níveis mínimos de radiação UV alteram a toxici
dade aguda do nano-Ti02 em Daphnia similis, sendo o valor de CE50

48
h=750 mg/L para anatase 25 nm. 

Apesar do valor de CE50 ser elevado e classificar o nano-Ti02 como praticamente não tóxico (USEPA, 
1985), é importante avaliar a ocorrência de efeitos subletais em organismos expostos ao nano-Ti02 para 
avaliar possíveis riscos ao ambiente. 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos subletais do nano-Ti02 em Daphnia similis, sob 
diferentes condições de iluminação, através da análise de biomarcadores bioquímicas. 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

D. similis foram expostas durante 24h a O, 7, 75, e 750 mg/L de nano-Ti02 (Sigma Aldrich, 
25 nm, 100% anatase) sob duas condições de iluminação: luz visível com ou sem radiação ultravioleta 
(UV). As concentrações testadas corresponderam à CE50

48
h sob UV, 10% e 1% da CE50

48
h sob UV de 

nano-Ti02. A radiação UV nos bioensaios foi estabelecida através de lâmpadas UVA340 da Q Panel, e 
a sua intensidade foi de 0.17 J/h/cm2, uma dose cerca de 250 vezes inferior à radiação solar no outono 
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(CLEMENTE et al, 2013). 

Cerca de 100 organismos adultos foram expostos às condições testes, em placas de petri ( diâme
tro 10 em, altura coluna de água 1 em) contendo 50 mL de solução. Ao final do período de exposição, os 
organismos foram coletados utilizando uma peneira (malha de 21.2 mm), lavados com água destilada, 
pesados e armazenados a -80° C para posterior realização de análises bioquímicas. 

As daphnias coletadas foram homogeneizadas em tampão fosfato 50 mM pH 7 (1: 1 O peso/volu
me) e centrifugadas a 10.000 xg durante 10 min, 4°C. O sobrenadante foi utilizado para realização das 
análises das atividades específicas de glutationa S-transferase (GST; KEEN et al., 1976), catalase (CAT; 
AEBI, 1983), fosfatase ácida (FA; PRAZERES et al., 2004) e concentração proteica (BRADFORD, 
197 6). Ao menos 3 pools de daphnia foram analisados por grupo e todas as leituras foram feitas em 
triplicata. 

As análises foram realizadas em leitora de absorbância de microplaca (Tecan Sunrise, Austria), 
exceto a análise de CAT, que foi realizada em espectrofotômetro de cubeta UV-Vis (Model 1650PC, 
Shimadzu, Japão). 

Os dados bioquímicas foram comparados através de Anova de duas vias; consideraram-se os 
fatores condição de iluminação (com e sem UV), concentração e a interação entre eles. Empregou-se 
o pós-teste de Holm-Sidak, para comparação dos grupos. Para todas as análises adotou-se um nível de 
significância de 5%. A normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Para estas 
análises utilizou -se o programa Sigma Plot versão 11. O. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A exposição durante 24h de daphnias a concentrações equivalentes e abaixo da CE50 
48

h sob UV, 
indicou diferentes respostas dos biomarcadores bioquímicas estudados. A atividade específica de CAT 
(Figura 11) apresentou efeito da condição de iluminação (p=0,006) e da concentração (p<0,001), mas 
não houve interação entre os dois fatores (p= O, 13). A inibição na atividade de CAT ocorreu nos grupos 
expostos a 750 mg/L sem e com UV e também a 7 mg/L com UV. O efeito da concentração de nano-Ti0

2 

sobre a atividade específica de FA (Figura 111) dependeu da condição de iluminação, caracterizando a 
ocorrência de interação dos dois fatores (p=0,017). A inibição da atividade de FA ocorreu em todas as 
concentrações testadas de anatase com UV. A atividade específica de GST (Figura 1111) apresentou efeito 
da condição de iluminação (p= 0,018). 

A literatura é ainda inconclusiva sobre o efeito do nano-Ti0
2 

sobre biomarcadores bioquímicas. 
Trabalhos com outros organismos aquáticos expostos ao nano-Ti0

2 
também observaram reduções na 

atividade e expressão de CAT (HAO et al., 2009, CUI et al., 2010). Altas concentrações de Hp
2 

podem 
inibir reversivelmente e inativar irreversivelmente a atividade de catalase (LARDINOIS et al, 1996). Da 
mesma forma, espécies reativas de oxigênio como *0

2 
e H

2
0

2 
são capazes de oxidar resíduos de cisteína 

presentes no sítio ativo e, portanto, inibir a atividade de fosfatases (AOYAMA et al., 2003). A ocorrência 
de estresse oxidativo pode estar relacionada à produção direta de ROS pelo nano-Ti0

2
, ou por hipóxia 

causada devido à aderência do nano-Ti0
2 

aos organismos e consequente dificuldade respiratória. Anata
se é a fase cristal de Ti0

2 
com maiores propriedades fotocatalíticas com relação a rutilo. A fotoativação 

de anatase pela radiação UV leva a produção de ROS e no nosso estudo, essa condição promoveu uma 
elevação na toxicidade desse material para daphnia. 
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Figura 1. Análises bioquímicas em D. similis expostas durante 24h a nano-Ti0
2 

sem e com radiação UV 
Atividades específicas de (I) catalase, (11) fosfatase ácida, (III) glutationa S-transferase. Média± erro padrão. * 

indica p<0,05 entre grupos sem e com UV dentro da mesma concentração. Letras maíusculas diferentes indicam 
p<0,05 entre grupos sem UV Letras minúsculas diferentes indicam p<0,05 entre grupos com UV 

4 CONCLUSÃO 

Nossos resultados indicam que o nano-Ti0
2 

anatase pode gerar efeitos subletais em organismos 
aquáticos que dependem da condição de iluminação. A exposição aguda de daphnias a concentrações 
equivalentes e abaixo da CE50

48
h de nano-Ti0

2 
sob radiação UV inibiu as atividades específicas de 

catalase e fosfatase ácida, indicando a ocorrência de estresse oxidativo. Nossos resultados indicam que 
o nano-Ti0

2 
pode apresentar impacto negativo em ecossistemas de água doce, e contribuem para a dis

cussão e estabelecimentos dos protocolos nanoecotoxicológicos. 
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Classificação: Estudo dos aspectos de segurança em nanotecnologia. 

Resumo 
A nanotecnologia representa atualmente um negócio mundial que movimenta mais de 100 bilhões de 
dólares e atrai cada vez mais recursos humanos e financeiros, devido ao seu enorme potencial de aplica
ção. Assim, metodologias que permitam avaliar a segurança dos nanoprodutos, especialmente aqueles 
que já encontram-se no mercado, são de fundamental importância. No entanto, a área do conhecimento 
que envolve as avaliações de riscos das nanotecnologias encontra-se ainda bastante incipiente no Bra
sil. A criação de uma metodologia para a Avaliação dos Riscos das nanotecnologias representa uma 
medida mitigatória eficaz para enfrentar os desafios cada vez maiores identificados pelos cientistas e 
legisladores, podendo atuar em três momentos: prevenindo, monitorando e restaurando. Desta forma, 
são apresentados nesse trabalho 14 indicadores para a avaliar o potencial de risco. Esses foram validados 
pelos especialistas da área de nanotecnologia por meio da Técnica Delphi de consulta aos especialistas. 
Segundo eles, esses indicadores representam de modo mais completo os aspectos mais críticos relacio
nados ao desenvolvimento da Nanotecnologia. Estes indicadores, de modo geral, têm a finalidade de 
auxiliar os desenvolvedores desta tecnologia para que reavaliem as metodologias empregadas para o 
desenvolvimento das nanotecnologias com a finalidade de mitigar um provável risco. 
Palavras-chave: Nanotecnologia, Nanopartícula, Avaliação da Segurança, Indicadores de riscos. 

RISK INDICATORS OF THE NANOTECHNOLOGY DEVELOPMENT- A TOOL FOR DECI
SION MAKING SUPPORT 
Abstract 
Nanotechnology is currently a global business that operates more than 100 billion dollars and is increas
ingly attracting human and financiai resources, dueto their enormous potential application. Thus, meth
odologies for assessing the safety o f nano-products, especially those that are already in market. How
ever, the area ofknowledge that involves risk assessments ofnanotechnology is still incipient in Brazil. 
The development o f a methodology for risk assessment of nanotechnologies is an effective measure to 
face increasing challenges identified by scientists and legislators, which can act in three stages: pre
venting, monitoring and restoring. Thus, in this work are presented 14 indicators to assess the potential 
risk, these have been validated by experts in the field o f nanotechnology through the Delphi technique 
of consulting experts. According to them, these indicators represent more completely the most criticai 
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