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induzido pelas proprias particulas ou pelos fons Ba™" liberados no meio de cultura; (ii) BT foi capaz de
estressar os organismos-teste, o que foi evidenciado pelo aumento na atividade da SOD. pela diminui-
¢d0 da eficiéncia fotossintética e pela dimui¢dio dos niveis intracelulares de ATP; e (iii) o tamanho de
BT parece nao influenciar os efeitos produzidos sobre o crescimento dos micro-organismos — embora a
inibigdo do crescimento tenha sido pronunciada com o nanomaterial.
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Resumo
Duas particulas de titanato de bario (BT), da ordem micrométrica (~170 nm) e manométrica (--60 nm),
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foram avaliadas quanto ao seu impacto em ambientes aqudticos utilizando a euglenofita Euglena gra-
cilis como organismo-modelo. BT apresentou um cfeito tdxico estatisticamente significativo (p<0.05)
no crescimento e na viabilidade celular de E. gracilis desde 1 ppm, efeito relacionado a endocitose das
particulas numa quantidade tal que levou a uma ruptura de suas membranas. BT foi capaz de estressar
0s organismos-teste, o que foi evidenciado pelo aumento na atividade da superoxido dismutase, pela
diminui¢do da eficiéncia fotossintética e pela dimuigdo dos niveis intracelulares de ATP. O tamanho de
BT parece ndo influenciar os efeitos produzidos sobre o crescimento dos microrganismos — embora a
inibicdo do crescimento tenha sido pronunciada com o nanomaterial.

Palavras-chave: Nanoecotoxicologia aquética; Titanato de bério; Euglena gracilis.

AQUATICAL TOXICITY OF BARIUM TITANATE MICRO- AND NANOPARTICLES TO EU-
GLENA GRACILIS

Abstract

Two particles of barium titanate (BT), micro- (~170 nm) and nanosized (~60 nm), were evaluated for
their impact on aquatic environments using Fuglena gracilis as model-organism. BT has a statistically
significant toxic effect on cell growth and viability of E. gracilis, from 1 ppm, related to the effect of
endocytosed particles in such an amount that a rupture of their membranes was caused. BT was able
to stress all test-organisms, which was evidenced by the increase in superoxide dismutase activity, de-
creased photosynthetic efficiency and the decreased intracellular ATP levels. The size of BT did not
influence the effects on the growth of microorganisms - although growth inhibition has been maore pro-
nounced with the nanomaterial.

Keywords: Aquatic nanoecotoxicology; Barium titanate; Fuglena gracilis.
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1 INTRODUCAO

A exposi¢do de nanomateriais em diferentes compartimentos ambientais (dgua, solo e ar) pode
resultar na sua maior biodisponibilidade e acimulo ao longo das cadeias alimentares. Neste contexto, a
ecotoxicologia é uma ciéncia cujo cerne € estudar os contaminantes e seus efeitos sobre componentes da
biostera, incluihdo seres humanos (NEWMAN; ZHAO, 2008).

Para tanto, os testes de toxicidade aquatica sdio bastante utilizados porque tais ecossistemas
constituem os principais receptaculos de contaminantes, quer sejam eles advindos de langamento direto
nos corpos d'agua, através de descargas de efluentes, ou emitidos no ar ou depositados nos solos (KE-
NDALL ef al.. 2001). E recomendavel que o efeito toxico de uma amostra seja avaliado para diferentes
espéeies representativas da biota aquética, ¢ neste estudo euglendfitas (Euglena gracilis).

As euglenofitas £ gracilis apresentam uma plasticidade metabolica notavel, uma vez que po-
dem comportar-se tanto como autotroficas e fotossintéticas (quando cultivadas na presenga de luz, apre-
sentando-se macroscopicamente na cor verde) quanto como heterotroficas (quando cultivadas no escuro,
sendo neste caso incolor) (EINICKER-LAMAS e¢r al., 2002). No presente estudo, as culturas foram mo-
duladas para terem um comportamento autotréfico. Além disso, elas possuem a capacidade de endocitar
particulas e de se mover por meio de um flagelo, uma estrutura longa em forma de chicote (BRAYNER
etal.,2011). ¢

O presente estudo focou nos estudos de ecotoxicidade de titanato de bario (BT), um material que
em nanoescala tem sido utilizado como nanocarreador intracelular para proteinas e farmacos de baixo
peso molecular, tais como doxorrubicina (CIOFANI ez al., 2010), como material para sondas de imagem
(HSIEH er al., 2010)e como material de enxerto 6sseo (BALL er al., 2014). Assim sendo, o objetivo ge-
ral foi avaliar pela primeira vez o perfil ecotoxicologico de BT para a euglenofita £. gracilis, avaliando
a resposta em fungio do tamanho de particula, determinando se o tamanho de particula ¢ um parametro
que influencia a toxicidade de BT.

2 MATERIAIS E METODOS

E. gracilis (euglena eucariotica) foi proveniente da algoteca do Muséum National d’Histoire
Naturelle. Suspensdes-estogue contendo 1000 pg mL™" dos pos (o chamado “nano™ possut 60 nm de
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diametro ¢ 0 “micro” 170 nm) foram adicionadas as algas crescidas em Meio Mineral (MM) em concen-
tragdes finais de 1, 25, 50, 75 ¢ 100 pg mL-".

A resposta téxica foi avaliada por meio da contagem de células as 24, 48, 72 e 96 h apos a adicdo
dos materiais. A contagem das células foi feita através de microscopia de campo luminoso, utilizando
o Auto Cellometer X4 (Nexcelom, EUA). Foi avaliada simultaneamente a porcentagem de viabilidade
celular utilizando 0 método de exclusdo do azul de tripano.

As interagdes entre 0s organismos e 0s materiais na concentragiio de 100 ug ml. " e apds 72 h de
exposi¢do foram observadas usando MEV ¢ MET.

A enzima superoxido dismutase (SOD) foi quantificada nos controles ¢ tratamentos (1, 50 ¢
100 ng mL=", em 24, 48, 72 e 96 h de exposi¢do). Para liberagdo da SOD intra-celular, as células foram
lisadas com o auxilio de esferas de silica através de agitagdo mecanica vigorosa em vortice ¢ posterior
centrifugacdo por 15 mina 2000 ~ ¢ (Sorvall Lynx 6000, Thermo Scientific, EUA). Para a quantificacao,
foi utitizado um kit de ensaio de SOD-WST 19160 (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os controles ¢ os trata-
mentos, depois de serem incubados a 37 °C durante 20 min. foram lidos a 450 nm utilizando um leitor
de placas Envision Multilabel (Perkin-Elmer, FUA).

A atividade fotossintética dos controles e tratamentos (1, 50 ¢ 100 ug mL™", a 24, 48, 72 ¢ 96
h de exposigdo) foram determinados através de fluorometria de amplitude de pulso modulado (PAM)
utilizando Auorimetro PEA Handy (Hansatech, Reino Unido).

Niveis intracelularcs de adenosina-5-trifosfato nos controles ¢ tratamentos (1. 50 ¢ 100 pg mi.™",
em 24, 48, 72 e 96 h de exposi¢do) foram quantificados através de kit ATP Bioluminescent Assay (Sig-
ma-Aldrich, Alemanha). A lise das células foi conseguida mecanicamente num vortice usando esteras de
vidro seguido de centrifugagdo por |5 min a 2000 x g (Sorvall Lynx 6000, Thermo Scientific, EUA), a
fim de obter o ATP livre no sobrenadante. A concentragdo de ATP foi determinada através de uma curva
analitica com concentragdes conhecidas de ATP na faixa de 2 x 107° - 200 pM.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO .

A Figura 1 mostra a taxa de crescimento de £. gracilis como uma fungao do tempo de exposi-
¢do as particulas de BT. Apesar da relativamente breve duragdo do teste, os efeitos ao longo de vérias
geragdes podem ser avaliados por causa da taxa de divisdo que as algas possuem. Um efeito muito
pronunciado foi visto em £. gracilis, para a qual tanto BT MP quanto BT NP levaram a uma inibigao
significativa do crescimento (p < 0,05) em todas as concentragdes testadas e desde a primeira contagem
de células, apds 24 h de contato.

Quanto ao ensaio realizado para avaliar a viabilidade dos organismos, fof observado que £ gra-
cilis exposta a BT apresentou uma diminuigdo da capacidade de excluir corante, ou seja, a diminuigdo
na contagem foi acompanhada de diminui¢do na integridade membranar.
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Figura 1. Contagem celular (esquerda) e viabilidade celular (direita) de Euglena gracilis em fungdo da
concentragdo e do tempo de exposigio a particulas de titanato de bario.

Microscopicamente, as imagens de MEV do controle de £. gracilis mostram células alongadas
bem definidas com seus flagelos em forma de chicote. Os tratamentos, no entanto, diferem sobremanei-
ra. Pode ser visto que as células expostas a ambas particulas sdo menores, com uma forma de pedo, ¢
sem flagelo visivel. Isso acontece provavelmente por causa da endocitose das particulas de BT e também
de outras substincias contidas nos meios de cultura. As células realizaram endocitose num tal grau que a
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membrana ndo pdde resistir e efetivamente se rompeu. As imagens de MET, por sua vez, mostram duas
caracteristicas principais: as nanoparticulas de fato internalizadas por endocitose e um relevante aumen-
to da produgdo de corpos de paramilo, um carboidrato semelhante ao amido. Estes corpos paramilo po-
dem ser visualizados como bastdes rigidos incolores ou brancos, e quando eles atingem uma concentra-
¢do demasiado elevada para a célula manusear, as paredes celulares acabam por explodir. Neste sentido,
MEV e MLT foram complementares, ambos confirmando que a alta endocitose das particulas conduziu
a uma superprodugdo de paramilo, o que causou a explosdo e, consequentemente, a morte das células.

O efeito que as particulas causaram no estresse oxidativo foi também avaliado. ambas particulas
em todas as concentra¢des, exceto BT MP em 1 ng ml.”', exerceram algum efeito sobre a atividade da
SOD.

O aumento da produgdo de EROs também ¢ conhecida por afetar a fotossintese. Para E. gracilis,
o efeito (diminuigio da atividade) foi observado a partir da primeira hora para ambas as particulas e em
ambos 0s meios.

Juntamente com a atividade da SOD, uma outra medi¢éo da atividade mitocondrial das células
¢ o teor de ATP intracelular. Para E. gracilis, os efeitos toram vistos desde o primeiro dia. A queda no
teor de ATP pode refletir uma diminuigio na atividade mitocondrial, e assim as particulas de BT leva-
ram a distirbios no metabolismo energético dos organismos. Para as células eucariodticas de Euglena, a
elevada atividade de endocitética também desempenhou um papel na diminui¢do de ATP, uma vez que
o processo de endocitose utiliza energia a partir do ATP, (DUKHIN er a/., 2001).

4 CONCLUSAO

Diante do exposto, as principais conclusdes que se pode depreender deste estudo foram: (i) BT
tem um efeito tdxico estatisticamente significativo no crescimento e na viabilidade celular de £ gra-
cilis desde a menor concentragio testada (1 ppm), efeito relacionado a endocitose das particulas numa
quantidade tal que levou a uma ruptura de suas membranas; (it) BT foi capaz de estressar os organisimos-
teste, o que foi evidenciado pelo aumento na atividade da SOD, pela diminui¢fo da eficiéncia fotossinté-
tica e pela dimui¢do dos niveis intracelulares de ATP; e (iii) o tamanho de BT parece nao influenciar os
cfeitos produzidos sobre o crescimento dos micro-organismos — embora a inibico do crescimento tenha
sido pronunciada com o nanomaterial.
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Resumo

Duas particulas de titanato de bario (BT) foram caracterizadas fisico-quimicamente quanto a parametros
de intercsse para ensaios de toxicologia aquatica, Foram realizados: difra¢do de raios-X, observagoes
morfolégicas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao
(MET). determinagdo da drea de superficie, do estado de dispersdo ¢ da carga ¢ guimica de superficie
e avaliacdo do grau de dissolugdo em suspensdes aquosas. Tanto BT MP (microparticulay quanto BT
NP (nanoparticula) se mostraram carregadas negativamente, facilmente agregaveis. com uma taxa de
liberacdo de ions Ba*" para os meios de cultura que nao ultrapassa 1,5%.

Palavras-chave: Titanato de bario; Caracterizagio fisico-quimica: Nanoecotoxicologia.

CHARACTERIZATION OF BARIUM TITANATE MICRO- AND NANOPARTICLES FOR
TOXICITY ASSAYS

Abstract

Two particles of barium titanate (BT) were physico-chemically characterized regarding parameters of
interest to aquatic toxicology assays. We performed: X-ray diffraction, morphological observations by
scanning clectron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM), determination of
surface area, the state of dispersion and charge and chemistry of surface and assessment of the disso-
lution in aqueous suspensions. Both BT MP (microparticle) as BT NP (nanoparticle) were negatively
charged, easily aggregatable, with a release rate of Ba* ions to the culture media that does not exceed
[.5%.

Keywords: Barium titanate: Physicochemical characterization; Nanoecotoxicology.
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I INTRODUCAO —
Os trés elementos base para as estratégias de screening do perfil de toxicidade de nanomateriais.
scgundo Oberdarster er al. (2005) s@o: (i) caracterizagdo fisico-quimica (tamanho. drea de superficie,
formato, sotubilidade, agregagdo); (ii) elucida¢do dos efeitos biologicos a partir de estudos in vitro; ¢
(ii1) confirmacao dos efeitos em estudos in vivo. Nesse sentido, a caracterizagfo assume papel primordial
para o completo entendimento do mecanismo de interag@o dos materiais com os seres Vivos.
O conhecimento cientifico recente sobre os mecanismos de interagdo de células e nanoparticulas
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