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RESUMO — Nanoparticulas provém de materiais amplamente utilizados, como os metais.
Esse processo de transformagao dos elementos é uma consequéncia do desenvolvimento
atual da nanotecnologia. Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de
nanoparticulas de prata (AgNPs) e determinar o valor da Concentragdo de Efeito Ndo
Observado sobre o organismo-teste bioindicador aquatico Chironomus sancticaroli
(Diptera: Chironomidae). O composto se apresentou como “praticamente néo-toxico” aos
individuos, ao se obter uma CLsy de 186 mg L' AgNP apés exposicdo aguda de 48 horas.
Para a exposi¢éo crénica, também foi calculado um valor de CLso (95 mg L") e um de CL1o
(35 mg L"). Sendo que a partir da CL1o foi obtido o valor da Concentragdo de Efeito Ndo
Observado que pode, juntamente com os valores calculados para outros organismos,
auxiliar a determinar uma quantidade permissivel na agua de AgNPs por 6rgéos

governamentais reguladores.

Palavras-chaves: Nanotecnologia, ecotoxicologia, Chironomidae, bioindicador

1 Autor: Bolsista CNPq (ITl), Graduagao em Ciéncias Biologicas, PUCC-Campinas, SP, leticia.aliberti@hotmail.com
2 Colaborador: Pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariuna-SP; claudio.jonsson@embrapa.br
3 Orientador: Pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina-SP; mariana.silveira@embrapa.br



13° Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica — CIIC 2019

30 e 31 de julho de 2019 - Campinas, Sdao Paulo
ISBN: 978-85-7029-149-3

ABSTRACT — Nanoparticles come from widely used materials, as metals. This process of
element transformation is a consequence of the current development of nanotechnology.
The aim of this work was to evaluate the toxicity of silver nanoparticles (AgNPs) on the
aquatic bioindicator test-individual Chironomus sancticaroli. The compound showed “almost
non-toxic” behavior to the individuals by obtaining a LCso of 186 mg L' AgNP after acute
exposure. For the cronic exposure a LCso (95 mg L") and a LC1o (35 mg L") were calculated.
The value of No Observed Effect Concentration was obtained from the LC1o, which can,
along with values from other organisms, help to determine an allowed concentration of

AgNPs in water by governmental regulated agencies.

Keywords: nanotechnology, ecotoxicology, aquatic, Chironomidae and bioindicator

1 INTRODUGAO

Os testes de ecotoxicidade representam métodos para constatar e qualificar a
capacidade de uma substancia téxica em causar efeitos danosos ou fatais, a partir da
resposta de bioindicadores que compdem os grandes grupos de uma cadeia ecoldgica
(CONAMA, 2011). De forma geral, insetos aquaticos representantes da familia
Chironomidae (Diptera) sdo considerados bioindicadores de impactos ambientais, pois
passam por seu estagio larval no sedimento, interagindo assim com possiveis
contaminantes nele acumulados. Esses individuos possuem ampla distribuicdo e
sensibilidade a inumeros poluentes, além de apresentarem um curto ciclo de vida,

viabilizando sua utilizagao em estudos ecotoxicoldgicos (PARK; CHOI, 2009).

Atualmente, diferentes trabalhos académicos tém sido realizados com a utilizagao
do quironomideo Chironomus sancticaroli como organismo-teste para experimentos
relacionados a toxicologia, onde pode ser usado ou ndo o sedimento original, tendo como
substituintes agua/sedimento reconstituido (BARBOSA, 2008; PUSCEDDU, 2009; SALES,
2009; BONANI, 2010).

Essa espécie foi selecionada como organismo—teste para a realizagdo de
experimentos de ecotoxicidade com as amostras de sedimento da rede de monitoramento

da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB). Posteriormente, a
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metodologia de ensaio aplicada para o ensaio com o quironomideo baseou-se na descrita
do EPA (UNITED STATES, 2000) e da ABNT (2007), para observagao do efeito agudo ou
cronico por diferentes tipos de ingredientes ativos sobre a sobrevivéncia, como efeito

subletal, uma vez que néo ha a padronizag¢ao do ensaio.

O recente desenvolvimento da nanotecnologia proporcionou o aparecimento de
novos materiais, que se tornaram fonte de liberacdo de nanoparticulas no ambiente. O
impacto ambiental das mesmas ainda é pouco conhecido e estudado. A estabilidade dessas
particulas em suspensdes coloidais define sua mobilidade em ecossistemas aquaticos, que
depende da difusdo, conveccao e de forcas externas para atravessar membranas celulares
de individuos pertencentes a esses biossistemas. Nanoparticulas de prata sdo atualmente
utilizadas como bactericidas pois podem provocar alteragdes em organismos procariontes,
impedindo que bactérias regulem o transporte transmembrana de substancias essenciais
(NAVARRO et al., 2008).

O objetivo desse estudo foi estimar a concentragdo da toxicidade de AgNP e sua
concentracao de efeito ndo observado por meio de exposigdes agudas e crbnicas, sobre o

quironomideo bioindicador Chironomus sancticaroli.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e manutengao de C. sancticaroli em laboratério

Os organismos foram cultivados em bandejas plasticas (47cm de comprimento x
32,5cm de largura x 8,5cm de altura) contendo até 0,5cm de areia tratada como substrato.
Sobre as bandejas foi colocado um suporte telado (50cm de comprimento x 34,5cm de

largura x 51cm de altura) para evitar a fuga dos adultos alados.

Foram utilizados seis litros de agua reconstituida em cada bandeja, proveniente de
poco da Embrapa Meio Ambiente, previamente ajustada em relagdo ao pH (7,0 a 7,6),
dureza (40 a 48 mg L' de CaCQs), condutividade (72 a 212 uS cm™) e oxigénio dissolvido
acima de 5,0 mg L', com intensidade luminosa de aproximadamente 1.000 lux. As bandejas
foram colocadas em ambiente aclimatado, com temperaturas entre 24 e 26°C, 16 horas de

luz e aeragao branda.

A alimentacéo diaria fornecida constituiu-se de 7 mL de solugao de ragéo de peixe
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(20g de Tetramin® para cada litro de agua reconstituida, com validade de 07 dias sob

refrigeragao e solidos totais entre 16,2 e 20,4 g L ).

A troca de 50% da agua foi realizada semanalmente, tomando-se o cuidado de
manter a diferenga da temperatura da agua reconstituida em apenas 1°C. Durante a troca
de agua, todos os residuos (restos de alimento, organismos mortos e exuvias) foram

sifonados. Com o auxilio de uma gaze limpa, as laterais das bandejas foram higienizadas.

Nas bandejas cujos organismos entraram na fase reprodutiva, foram retiradas as
desovas produzidas em cada bandeja um dia antes da manutengao semanal, no dia efetivo
e um dia apds, garantindo assim, jovens com idade adequada (entre 2° e 3° instar) para o

ensaio.

2.2 Obtengao de organismos jovens

As desovas produzidas foram separadas e dispostas em nova bandeja com pelo
menos 4 litros de agua, uma fina camada de areia peneirada no fundo (<500 um) e aeragao
branda. Foram fornecidos 3 mL de solugéo de ragéo de peixe (20 g L") diariamente, apos
48 horas da retirada das desovas (periodo para inicio da eclosao). As caracteristicas da
qualidade da agua e do ambiente foram idénticas as adotadas nos cultivos. As bandejas
com as desovas permaneceram incubadas por oito dias para o amadurecimento das larvas
até atingirem a idade adequada para o uso nos ensaios. Essas larvas constituiram o lote

de organismos teste.

Apo6s um periodo de incubagado de 7 dias, a bandeja foi cuidadosamente agitada
para a separagao dos organismos dos graos de areia facilitando, assim, a contagem e a
manipulacgao das larvas. A identificagdo dos instares dessa espécie baseou-se apenas na

duragéo (dias), de cada instar conforme descrito por Fonseca (1997).

2.3 Sensibilidade ao ingrediente ativo por exposi¢cao aguda

O ingrediente ativo (AgNP 3850 mg L") foi diluido com agua reconstituida em
recipientes de 100 mL de solugéo teste, nas concentragdes (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mg L")
e controle. Os volumes foram distribuidos em um total de 6 placas (uma para cada diluigao
€ mais uma para o controle), com 24 pogos cada, sendo que para cada pogo, foi pipetado

2,5 mL de cada diluigdo de AgNP e cobertos com tampa. A agua reconstituida foi a mesma
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utilizada nos cultivos, sem o uso de substrato.

Em cada poco foi colocado um organismo do lote semanal de jovens e incubados
por 7 dias (procedimento 2.2) a temperatura de 25 * 1 °C, 16 h luz, de acordo com a diretriz
da OECD 235 (OECD, 2011). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com seis tratamentos (concentragdes) e 4 repeticdes, sendo que cada repeticdo continha

seis poc¢os de placa com uma larva cada.

Ao final de cada periodo (24 e 48 horas de exposi¢ao), os organismos vivos foram
recuperados e contados, sendo os mortos classificados como iméveis ao momento do

toque com o estilete.

2.4 Sensibilidade ao ingrediente ativo por exposi¢ao crénica

A solugéo de AgNP (3850 mg L") foi diluida em frascos de 200 mL com agua
reconstituida nas seguintes concentragbes: 2, 6, 18, 58 e 186 mg L, calculadas e
determinadas a partir do experimento anterior (teste agudo). O uso somente da agua

representou o controle.

Anteriormente a disposicado das larvas, foram transferidos 50 mL de cada diluigéo
para béqueres de 100 mL, que foram mantidos na sala de criagdo para atingirem a
temperatura ambiente, a qual correspondia a temperatura da sala de criagéo (25 + 1 °C).
Apos isso, cada diluicdo foi transferida para 4 béqueres de 10mL.

Entao, foram separadas 120 larvas da bandeja de jovens previamente incubados
por 192h a temperatura de 25 + 1 °C, 16h luz, de acordo com a diretriz da OECD 235. Em
cada béquer de 10 mL foram utilizadas 5 larvas. O delineamento experimental foi
completamente casualizado em seis concentragdes com 4 repeticoes, sendo cada réplica
um béquer de 10 mL contendo 5 larvas. Somente no primeiro dia foi fornecido 0,5 mL de
alimentagao (Tetramin® 20 g L™).

O experimento teve uma duragéo de 9 dias (216 horas), sendo que a cada 48 horas
eram pipetados 8 mL de cada diluicao, para analise fisico-quimica da agua e contagem dos
individuos iméveis e/ou mortos ao toque. Os volumes retirados das solu¢cdes eram
utilizados para estimar dados fisico-quimicos das mesmas, que ao final apresentaram
médias de 7,27 mg L' para o oxigénio dissolvido, 8,24 para o pH e 0,75 uS cm™ para a

condutividade elétrica.
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2.5 Determinagéo de parametros de toxicidade

Para ser considerado “muito toxico” a um organismo aquatico, um composto deve
apresentar uma CL50 entre 0,1 e 1 mg L -'; “moderadamente toxico” entre 1 e 10 mg L ;
“levemente tdxico” de 10 a 100 mg L ' e “praticamente nZo tdxico” maior que 100 mg L '
(UNITED STATES, 2019).

Os dados utilizados para calcular a Concentragdo Letal Media (CLso), ou seja,
concentracao que tem efeito em 50% da populacdo (HAMILTON; RUSSO; THURSTON,
1977), foram a quantidade de larvas vivas e mortas em 24 horas, 48 horas (exposigao
aguda) e 9 dias (exposigao crbnica). Ela foi determinada pelos médulos “Probit Analysis” e
“Simple Regression” do programa Statgraphics Centurion XVII, Versdo 1.17.04
(STATGRAPHICS TECHNOLOGIES, 2014).

No caso do estudo de exposi¢ao crbnica, devido a alta mortalidade observada nos
recipientes que serviram como controle, a taxa de mortalidade foi corrijida atraves da
formula de Abbott (Equacao 1) (RAO et al., 2007)

P="Pops-Pe/1-Pe (1)
onde P é a mortalidade ajustada; Po,s € @ mortalidade observada no tratamento e Pc é a

mortalidade observada no controle.

A Concentragao Letal que afeta 10% dos organismos da populagao no final do
estudo de exposicado crbénica (CL1o-9d) foi determinada para efeito de estimativa da
Concentracao de Efeito Ndo Observado (CENO) (WARNE; VAN DAM, 2008). Entretanto,
um valor mais coerente deste também foi estimado pela relagdo CLse-9d / 10 (OECD, 1995;
REBECHI et al., 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de mortalidade de C. sancticaroli em relagao ao teste agudo, obtidos
apos 24 e 48 horas, sao apresentados nas figuras 1 e 2, respectivamente. A CLso para o
primeiro periodo foi estimada em 202,3 mg L' AgNP. Apds 48 horas, a CLs foi de 186 mg
L-" AgNP. Este valor classifica o material-teste para o organismo-teste em estudo, como

“praticamente nao-téxico” (UNITED STATES, 2019). Essa reducao no valor se deve ao
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término do experimento ter ocorrido em 48 horas e demonstra que o aumento do tempo de

exposigao acarreta um aumento da toxicidade.
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Figura 1. Mortalidade de Chironomus sancticaroli em relagdo a concentracdo de AgNP apds 24
horas de exposicao.
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Figura 2. Mortalidade de Chironomus sancticaroli em relagdo a concentracdo de AgNP apds 48
horas de exposicao.
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A figura 3 apresenta os resultados referentes a exposi¢cao de longo prazo (9 dias)
onde observou-se também, tal como constatado para as outras exposi¢cdes, uma relagao
concentragao-efeito. A partir desses dados calculou-se uma CEso-9d equivalente a 95 mg
L' e uma CE1-9d de 35 mg L. Sendo que ultimo corresponderia ao valor de CENO
(Concentragéo de Efeito Nao Observado). Entretanto, o valor deste parametro, quando
obtido pela relagdo CE50-9d/10, foi equivalente a 9,5 mg L', um valor mais coerente para
essa concentragdo. Portanto, para efeito de adog¢ao de um valor de CENO este ultimo valor
seria elegido como nivel de concentragdo com maior prote¢do ao organismo e a um

possivel ecossistema.

Resultados diferentes foram observados por Becaro et al. (2015) em Artemia salina
e Daphnia similis, sendo as concentracdes para ambos os artropodes aquaticos menores
que a observada nas 48 h no presente estudo, com valores de CEs¢-48h equivalentes a
0,055 e 0,00026 mg L. Isto representa um aumento de toxicidade nesses microcrustaceos
da ordem de 3.380 a 715.300 vezes, em relacao ao inseto aquatico em estudo. Esta
discrepancia no efeito toxico também foi constatada para o nanomaterial 6xido de grafeno,
onde se registrou um valor de CEs0-96 h equivalente a 0,58 mg L' em D. magna, enquanto
que foi marcadamente superior em C. sancticaroli (CEsp-9d >100 mg L") (CASTRO et al.,
2018).
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Figura 03. Relagéo dose-efeito da exposicdo de Chironomus sancticaroli a AgNP durante 9 dias. A

interseccdo das linhas vermelhas continua e tracejada no eixo das abscissas representa,
respectivamente, os valores de CLs0-9d e CL10-9d.
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A toxicidade de AgNPs é relacionada a sua area superficial. Quanto maior a mesma
for, maior sera a liberag&o de ions Ag*, que estdo relacionados ao seu nivel téxico (DURAN
et al., 2019). Yoo-iam, Chaichana e Satapanajaru (2014) obtiveram os valores da CLso de
AgNPs e Ag® em Chlorella sp., Moina macrocopa, Chironomus spp. e Barbonymus
gonionotus. Assim, comprovaram que os ions Ag* obtidos por meio da dissociagao de
AgNO3 sao mais téxicos aos organismos estudados do que as AgNPs. Com as solugdes de
AgNPs em concentragdes entre 3,88 e 0 mg L', a CLso-48h para Chironomus spp. foi 1,08
1 1,21, diferente da encontrada no presente estudo em C. sancticaroli (CL50-48h > 100 mg
L.

No estudo de Park et al. (2015) com AgNPs cobertas por materiais organicos e nao
cobertas provocaram efeitos como danos ao DNA e expressao de genes relacionadas a
estresse oxidativo em C. riparius. Nair e Choi (2012), relataram que a desregulacao de
receptores EcR no género C. riparius foi causada pela exposicao a AgNP apds 48 e 72
horas. Esses receptores sdo destinados a ecdisterdides, hormbnios que interferem no
crescimento, desenvolvimento e na muda de larvas de C. riparius. A ativagédo do gene
proteico do anel de Balbiani (CrBR2.2) foi observada como mecanismo de defesa desta

espécie a exposicao de AgNPs (NAIR et al., 2011).

4 CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata avaliadas no presente estudo sdo consideradas
“praticamente nao téxicas” a Chironomus sancticaroli comparativamente as avaliadas em
outros artropodes aquaticos, como dafnideos e artémias. Os resultados permitiram calcular
um parametro toxicolégico proveniente de uma relacdo-dose efeito em diferentes periodos
de exposig¢ao. Apesar de ter ocorrido uma mortalidade natural maior do que a esperada na
exposigao a longo prazo, um valor de CENO incipiente foi determinado no organismo-teste
em estudo. Este valor de concentracdo, juntamente com valores de CENO de outras
espécies, pode auxiliar na determinagdo de um valor maximo permissivel de AgNP a ser

estabelecido por 6rgaos legisladores para fins de protecdo das comunidades aquaticas.
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