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RESUMO

As nanoparticulas de prata (AgNP) sdo de alto interesse industrial, destacando-se por suas
propriedades antissépticas, antifungicas e versatilidade no transporte de farmacos (drug
delivery). Contudo, a expansao na sua empregabilidade esta diretamente vinculada ao aumento
do descarte dessa nanoparticula no meio ambiente. Mundialmente, podem ser encontradas
regulamentagdes, que mesmo ndo direcionadas, abrangem o uso, producdo e descarte de
nanoparticulas, como REACH e a EPA. No Brasil, destaca-se o Projeto de Lei 880/2019 (Marco
Legal da Nanotecnologia), independente da regulamentacdo, o delineamento de risco de um
nanomaterial a ser empregado em larga escala é uma necessidade basica para se garantir a
seguranc¢a de uso. Visando padronizar parametros de toxicidade e experimentagdo, a OECD
estabelece normativas com orientagdes e modelos de estudo para a testagem de materiais.
Dentre os organismos-modelo para estudos em meio aquatico e cadeia tréfica, tem se a
microalga Chlamydomonas reinhardtii, o microcrustaceo Artemia salina e embrides de Danio
rerio, organismos escolhidos para testagens da exposicao a concentragdes de AgNP (12.5, 25
e 50 ppm) e teste de passagem de nivel trofico da nanoparticula, através da sua sintese,
caracterizagdo de AgNP e andlise de danos causados aos modelos com uso de microscopia. A
AgNP utilizada foi sintetizada em colaborac¢ao e analisada em Uv-Vis, com duas sinteses € um
padrao e outras dez (10) vezes mais concentradas; os experimentos de exposicdo nos trés
modelos se deram pela diluicdo do sintetizado de AgNP nos respectivos meios dos modelos
com analises a cada 24 horas. O experimento de nivel tréfico consistiu em exposigdo de C.
reinhardtii previamente contaminada com as concentragdes de AgNP, exposta a A. salina
(nduplio I e II), e ao final dos experimentos as amostras foram coletadas e fixadas para
microscopia Otica, eletronica de varredura e de feixe confocal. Os resultados obtidos
demostraram que em meio das A. salinas tende a formar coloides, visiveis no trato digestivo do
espécime sem causar alteracdes morfologicas ou mortalidade, em meio TAP homemeide a
AgNP nao demostra a mesma tendéncia de agregacdo, além de diminuir a velocidade de
replicacdo de C. reinhardtii, que formam colonias envoltas em uma secre¢do transparente, os
embrides de D. rerio apresentaram 100% de mortalidade e o experimento de nivel tréfico ndo
apresentou toxicidade causada pela ingestdo de C. reinhardtii contaminada, pela 4. Salina.
Conclui-se que o meio de exposi¢ao influencia diretamente na toxicidade de AgNP, que se

mostrou toxica quando mantida em seu estado nao agregado.

Palavras-chave: AgNP; toxicidade, Artemia salin;, Danio rerio; Chlamydomonas Reinhard.



ABISTRACT

Silver nanoparticles (AgNP) are of high industrial interest, standing out for their antiseptic and
antifungal properties and versatility in drug delivery. However, the expansion of their
employability is directly linked to the increase in the disposal of these nanoparticles in the
environment. Worldwide, regulations such as REACH and the EPA exist, although not
specifically targeted, which cover the use, production, and disposal of nanoparticles. In Brazil,
Bill 880/2019 (Legal Framework for Nanotechnology) stands out. Regardless of regulation, risk
assessment of a nanomaterial to be used on a large scale is a basic requirement to ensure the
safety of use. Aiming to standardize toxicity and experimental parameters, the OECD
establishes standards, guidelines, and study models for testing materials. Among the model
organisms for studies in aquatic environments and food chains are the microalgae
Chlamydomonas reinhardtii, the microcrustacean Artemia salina, and Danio rerio embryos.
These organisms were chosen for testing exposure to AgNP concentrations (12.5, 25, and 50
ppm) and testing the trophic level passage of nanoparticles through their synthesis,
characterization of AgNP, and analysis of damage caused to the models using microscopy. The
AgNP used was synthesized in collaboration and analyzed in UV-Vis, with two syntheses and
one standard, and ten (10) times more concentrated; the exposure experiments in the three
models were carried out by diluting the synthesized AgNP in the respective model media with
analyses every 24 hours. The trophic level experiment consisted of exposing C. reinhardtii
previously contaminated with AgNP concentrations to A. salina (nauplii I and II), and at the
end of the experiments, the samples were collected and fixed for optical, scanning electron, and
confocal microscopy. The results obtained showed that in the 4. salinas medium, colloids tend
to form, visible in the digestive tract of the specimen without causing morphological changes
or mortality. In the homemade TAP medium, AgNP does not show the same tendency to
aggregate, in addition to decreasing the replication speed of C. reinhardtii, which form colonies
surrounded by a transparent secretion. D. rerio embryos showed 100% mortality, and the
trophic level experiment showed no toxicity caused by the ingestion of C. reinhardtii
contaminated by 4. Salina. It is concluded that the exposure medium directly influences the

toxicity of AgNP, which proved to be toxic when kept in its non-aggregated state.

Keywords: AgNP; toxicity, Artemia salina, Danio rerio; Chlamydomonas reinhardtii.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carateristicas de nanoparticulas

Nanoparticulas consistem em particulas de tamanho reduzido, as quais pelo menos
uma de suas dimensdes ¢ menor que 100 nm (Mourdikoudis; Pallares; Thanh, 2018). As
dimensdes das particulas podem influenciar diretamente em suas propriedades (Altammar,

2023; Bélteky et al., 2021).

Podendo ser separadas entre nanoparticulas a base de carbono (grafeno, nanotubos
de carbono, o0xido de grafeno) (Holmannova et al., 2022), com base em lipidios (utilizados
como carreadores de DNA, RNA e siRNA) (Xu et al., 2022), de ceramica (TiO2, SiOs, AlO»)
(Hass Wakamatsu; Salomao, 2010) semicondutoras (CdSe, ZeSe, TiO2, ZnO)(Mishra et al.,
2023), poliméricas (nanohidrogéis) (Mishra et al., 2023) e nanoparticulas metalicas (AgNPs,
CuNPs, AuNPs) (Altammar, 2023).

Dentre os inumeros tipos de nanoparticulas, as mais estudadas sao as poliméricas e
as metalicas (Altammar, 2023; Sajid, 2022), principalmente as nanoparticulas de prata (AgNP),
devido a sua fécil sintese e sua ampla utilizagdo no meio farmacoldgico e médico, entre suas
aplicacdes, podem ser citadas revestimentos de dispositivos médicos curativos para ferimentos
e queimaduras, antissépticos € moléculas modificadas para uso em sistemas de Drug delivery

(Essghaier, 2024; Kaushal et al., 2023).

1.2 Nanoparticula de prata (AgNP)

As nanoparticulas de prata (AgNPs) t€ém despertado um interesse sem precedentes
na comunidade cientifica devido as suas propriedades fisico-quimicas singulares, as quais
derivam de sua elevada relacdo superficie-volume e de efeitos de confinamento quantico. Um
dos fendmenos mais notaveis ¢ a Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR),
que confere as AgNPs propriedades Opticas ajustaveis, fundamentais para o desenvolvimento

de sensores de alta sensibilidade e dispositivos fotdnicos (Sati et al., 2025)

A eficacia dessas nanoparticulas ¢ intrinsecamente dependente de sua morfologia

(esferas, prismas ou fios) e do método de sintese, que dita a estabilidade e a reatividade quimica
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do material em diferentes meios (Sati et al., 2025).

No campo biomédico, as AgNPs sdo amplamente reconhecidas por seu potente e
amplo espectro de acdo antimicrobiana, agindo contra bactérias gram-positivas, gram-
negativas, fungos e virus, incluindo variantes resistentes a antibidticos. O mecanismo de agao
envolve a liberagdo controlada de ions de prata, que rompem a integridade da membrana
citoplasmatica, induzem a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e interferem na
replicagdo do DNA. Essas particulas se destacam ainda pelo uso em terapias anticancerigenas,
nas quais sua citotoxicidade seletiva pode ser explorada para inibir o crescimento tumoral e

melhorar a entrega direcionada de farmacos (Jangid et al., 2024).

As AgNP formam ligacdes fortes com moléculas biologicas especialmente as de
membrana através de fons (Ag") liberados causando a oxida¢do da membrana bacteriana,
entrando na célula e podendo causar danos ao DNA da bactéria, impedindo sua replicagdo e
sintese de enzimas cruciais para o funcionamento da célula, levando a morte celular (Noga et

al., 2023).

Além das aplicagdes biologicas, avangos demonstram a versatilidade das AgNPs na
engenharia de materiais e energia. No setor fotovoltaico, a incorporacdo de camadas de
nanoparticulas de prata em células solares orginicas tem mostrado um aumento significativo
na eficiéncia de conversdo energética, facilitando o transporte de cargas e reduzindo perdas
opticas. Paralelamente, na area ambiental, elas sdo aplicadas como catalisadores eficientes na
degradacao de poluentes organicos em efluentes industriais € no desenvolvimento de
embalagens inteligentes para alimentos, visando prolongar a vida util de produtos pereciveis

através de suas propriedades conservantes (Gavim et al., 2025).

Apesar do vasto potencial, a sintese sustentavel e a toxicidade ambiental das AgNPs
permanecem como desafios criticos para sua comercializagdo em larga escala. A transi¢ao para
a "sintese verde", que utiliza extratos vegetais ou microrganismos em vez de agentes redutores
quimicos toxicos, tem sido o foco de pesquisas de ponta para mitigar impactos ecoldgicos. A
compreensdo detalhada da interacdo entre as AgNPs e os sistemas bioldgicos (a "nano-bio
interface") ¢ essencial para garantir a seguranca regulatoria, permitindo que os beneficios
tecnologicos dessas nanoestruturas sejam plenamente aproveitados sem comprometer a saude

humana ou a biodiversidade (Karatas et al., 2026).

Além disso, o uso em larga escala dessas particulas pode acarretar dano ambiental,
principalmente no que desrespeita a fauna e flora aquatica, tendo impactos diretos como morte

de espécies, além da sua insercao na cadeia alimentar, se alojando em produtores primarios de
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grande consumo, ¢ sendo bioacumulado ao passar da complexidade predatéria da cadeia
alimentar, podendo chegar direta ou indiretamente ao consumo humano, principalmente por via
de pescados e outros alimentos derivados de agua doce ou salgada (Mat Lazim et al., 2023;

Ramzan et al., 2022).

1.3 Descarte e toxicidade de nanoparticulas

O desenvolvimento de novas particulas também representa o surgimento de novos
residuos quimicos a serem descartados. As nanoparticulas, sdo algumas dessas particulas que
representam um grande avango tecnologico, € vem sendo exploradas e produzidas em grandes
quantidades para diversas finalidades, no mundo moderno tem-se cade vez mais aproveitados
das novas caracteristicas de materiais em escala nanométrica para gerar farmacos, alimentos e
materiais, e produtos entre eles tintas, protetor solar, além de derivados alimenticios de
consumo diario, como sucos e processados de frutas e leite (Adeyemi; Fawole, 2023; Chen et

al., 2023; Joseph et al., 2023).

O uso gera descarte, e o descarte de forma inadequada expde os ecossistemas e as
cadeias troficas a novos perigos de possiveis contaminagdes nocivas (Colman et al., 2014; Nam
et al., 2014). A elimina¢do de nanoparticulas ndo neutralizadas, ¢ um risco nao apenas pela sua
acumula¢do como sua interacdo com o meio e os individuos expostos (Elsaesser; Howard,

2012; Nemmar et al., 2013).

O processo de reacdo dessas moléculas com o meio pode mudar por completo suas
propriedades e caracteristicas, podendo tanto neutralizar uma molécula antes perigosa, quanto
tornar uma particula antes inofensiva um problema ambiental (Colman et al., 2014). A interagao
¢ apenas um dos problemas desse descarte inadequado, por ano toneladas de residuos sdo
descartados e com eles quantidades cada vez mais significativas de nanoparticulas, o acimulo
se tona uma questao quando se considera que diferentes doses de uma mesma substancia podem

ter efeitos divergentes (Bélteky et al., 2019; Nam et al., 2014).

Ademais, ¢ crucial frisar que os dejetos de nanoparticulas provem tanto de descarte
doméstico, quanto de industrial e agricola (Agredo-Gomez et al., 2024; Kolarova;
Napiorkowski, 2021; Pontes et al., 2020) Sendo mais que um problema de gerenciamento de
residuos, representa a caréncia de propostas e legislagdes governamentais com relacdo aos

produtos que se utilizam e derivam-se de nanoparticulas como um todo.
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1.4 Perspectiva da regulamentac¢ao global de nanoresiduos

A base para resguardar o uso e eliminacdo seguro de nanoparticulas ¢ a
regularizacdo. Esse processo regulatério ainda estd em fases iniciais, sendo encontrado
principalmente em paises de primeiro mundo, com os da unido europeia, que regulamenta
através do REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
regulado pela Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos, através de processos como a exigéncia
para as empresas fabricante o enfoque em nanoparticulas e nanomateriais, de fabricagao segura
através do processo de “safe by design” que garante a seguranca do material, dé€s do uso ao
descarte, alem da mensuragdo de possiveis riscos que podem ser causados por essas estruturas

(“REACH regulation™), 2026)

Os Estados Unidos da América, também apresentam medidas voltada para
regulacdo de nanoestruturados, através do TSCA (Toxic Substances Control Act) regulado pelo
EPA (agéncia de regulacdo ambiental) (“EPA”, 2026), que esta mais ligada a manuteng¢do de
registros pela fabricante das informacdes de periculosidade do que ¢ produzido e a exigéncia
de notifica¢do do 6rgao competentes além de testes de para a seguranga humana. Mundialmente
se tem registros e protocolos gerados pelas instituigdes como a Organizagao para a Cooperacao
e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), que propde diretrizes e praticas para experimentacao

e utilizagdo segura de produtos como as nanoparticulas (“OECD”, 2026).

No que diz respeito a atuagdo da legislacdo brasileira ndo se tem nenhuma lei ou
diretriz em vigor no periodo atual, que se volte diretamente para a regularizagdo do produgao e
descarte de nanomateriais em geral. O que ¢ observado, ¢ a regulamentacdo do uso por 6rgao
como a Anvisa pelo RDC n° 751/2022, voltada, contudo para produtos da area da satde e o
possivel risco humano, e a criagdo de projetos de lei como a PL 880/2019 (Marco Legal da
Nanotecnologia), marcando a relevancia dessas estruturas e da necessidade de se progredir na
sua regulariza¢do, como forma de garantir o uso, producdo e elimina¢do de forma benéfica e

com menor impacto para a fauna e a flora local.

A observagdo de parametros ambientais € a principal ferramenta para mensurar a
saude de um ecossistema, existem diversas formas e indicadores amplamente estudados que sao
utilizados como medidores da boa interacdo entre o ambiente e alguma substancia, tanto
organismos vivos como anfibios, algas e peixes (Kumar; Gupta; Dhiman, 2024; Zaghloul et al.,
2020) ou quimicos como peroxidos e proteinas (Lopez-Pedrouso et al., 2022; Nagarani et al.,

2023).
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Muitos desses biomarcadores de polui¢do, principalmente a aquatica, vem sendo
estudados e padronizados para serem utilizados em laboratério, permitindo assim a criacao de
modelos e protocolos, que predizem os impactos de determinados componentes em situagao
controlada, minimizando danos e perdas, tanto para o ecossistema quanto para os insumos de
pesquisa (Kumar; Gupta; Dhiman, 2024). A testagem de toxicidade em espécimes laboratoriais
¢ uma etapa crucial e indispensavel para garantir a seguranga de um composto, especialmente
para determinar a sua dosagem segura de utilizagcdo, o que determina a diferenga entre um

medicamento e um veneno (Lopez-Pedrouso et al., 2022; Nagarani et al., 2023).

Quando se trata do bioacumulo de uma substancia no meio ambiente, a questao
pode ser tratada de forma similar, sendo necessario averiguar a toxicidade do reagente nas
condi¢des externas, diferentes do que ele inicialmente fora designado para interagir. As
normativas da OECD designardo que o limite ndo deve ultrapassar 100 ppm no meio (OECD
423, 2001), entre esse intervalo ¢ crucial a determinagao do inicio da letalidade, mensurando-
se assim se ha a necessidade de medidas mais efetivas para a neutralizagdo do componente no

meio.

1.5 Modelos utilizados para os testes de toxicidade

Os modelos selecionados para a analise da AgNP seguem uma via ascendente na
cadeia alimentar, por meio do crescimento de nivel tréfico, seguindo de organismos base como
microalgas (Chlamydomonas reinhardtii) (Dupuis; Merchant, 2023) e microcrustiaceos
(Artemia salina) (Tiong et al., 2025) até embrides de peixe (Danio rerio) (Polaka et al., 2022).
Analisando a resposta dos modelos a AgNP, juntamente com a reatividade da particula aos
diferentes meios qua cada modelo exige e como esses meios interferem diretamente na

interagdo e toxicidade entre as particulas e os organismos.

1.5.1 Chlamydomonas reinhardtii

A Chlamydomonas reinhardtii (fig.1) ¢ um eucarioto fotossintetizante unicelular
que mede entre 10 e 20 um (Cross; Umen, 2015; Harris, 2026), apresenta dois flagelos
utilizados para locomogao, e pode ser encontrada tanto em ambiente aquatico (agua doce e

salgada) quanto em solo, sendo uma das microalgas mais estudadas. Além disso, essa alga ¢
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muito utilizada para estudos genéticos e a fotossintese, pela presenca de DNA no cloroplasto,
mitocondrial e ntcleo, por sua resisténcia e rapida divisdo (Tran; Kaldenhoff, 2020; Weeks,

2023).

O cloroplasto que preenche a maior parte do interior da alga, ¢ também a organela
que confere a coloragdo verde intensa quando a célula esta em um estado saudavel, contudo
pode se desenvolver em ambiente bem ou mal iluminados devido a possibilidade de utilizar a

molécula de acetato como molécula energética (Dupuis; Merchant, 2023; Hanikenne, 2003).

O modelo em si apresenta vantagem por poder ser utilizado como sinalizador de
contaminagdo de agua doce de facil propagagdo e rapida adaptabilidade, além do baixo custo
de manutencdo e poder ser propagado em ambientes de armazenamento reduzido (Dupuis;

Merchant, 2023; Tran; Kaldenhoff, 2020).

Figura 1 — Chlamydomonas reinhardtii, Barra 50 pm.
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Fonte: elaborado pela autora.

1.5.2 Artemia salina (nauplio I e IT)

Artemia salina (fig.2), ¢ um microcrustaceo filtrador de 4gua salgada com tamanho
que varia entre 10 a 20 mm, que se desenvolve a partir de cistos, passando por estagio de
desenvolvimento de nduplio até chegar a fase adulta. Sendo um dos modelos de ecotoxicidade
mais utilizados, por seu facil manuseio e baixo custo tendo sua experimentacdo normatizada
pelo ISO/TS 20787:2017. A artemia representa a base da cadeia alimentar, rica em proteina ¢

um dos principais alimentos vivos de peixes em cativeiro, sendo também utilizado para estudo
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de nivel trofico (Rajabi et al., 2015; Tiong et al., 2025).

Figura 2 — Artemia salina nauplio II, Barra 50 pm.

Fonte: elaborado pela autora.

O primeiro estagio do ciclo de vida da artemia (fig.3) apds a eclosdo, ¢ designado
como nauplio I, um individuo pré-desenvolvido com estrutura simples que nasce apds 24 horas
de incubacgdo dos cistos, suas estruturas internas ainda nao estdo totalmente desenvolvidas e
ainda dependendo da prépria reserva nutricional para sobreviver, desenvolvimento segue com
o estagio de nduplio II, 48 horas de desenvolvimento, j4 ha ingestao de residuos externos, sendo
sua dieta normalmente composta de microalgas ou plancton, se alimentando nesse estdgio por
estruturas até 0,45 micrometros, sua estrutura morfologia engloba apéndices, olhos naupliares,
seguimentos do abdome. Esses sdo os estagios mais estudados e utilizados do ciclo de vida da

artemia (Contino et al., 2023; Rajabi et al., 2015).

O meio ideal de desenvolvimento das artemias utiliza-se o Red Sea Salt, ph 8

(basico), contem também calcio, magnésio entre outros aditivos.

As artemias sao utilizados como modelos de pesquisa voltadas para contaminantes
em agua salgada. Sao organismos filtradores, o que aumenta sua interagdo com particulas no
meio, além de serem pequenos quando comparados com outros modelos animais, nao
demandando muito espago para a eclosdo desenvolvimento ou grande quantidades de material
a ser testado, além de baixo valor de mercado, por serem utilizados na aquicultura como
alimento para peixes, o que facilita o seu acesso, apresentam também a vantagem de seus cistos

poderem ser armazenados por grandes periodos.

Figura 3 — Ciclo de vida de Artémia salina. Eclosdo, nauplio I, nduplio II, juvenil e estagio

adulto.
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Ciclo de Vida da Artemia Salina
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Fonte: inve aquaculture web page, ( https://artemia.inveaquaculture.com/artemia/)

1.5.3 Danio rerio (embrides)

Danio rerio ¢ um peixe de dgua doce que, vem se mostrando ser uma alternativa ao
uso de ratos para testes laboratoriais, devido a caracteristicas como, similaridade com o DNA
humano de 70%, alta taxa de reproducdo, baixo custo de manejo quando comparado com
roedores e rapido desenvolvimento chegando a fase adulta entre 60 a 90 dias, além de apresentar

dimorfismos sexual, (Haraoka et al., 2022; Polaka et al., 2022; Yoo et al., 2016).

O seu uso para pesquisa é regulamentado pelo Comité de Etica Animal (CEUA),
contudo embrides com até 96 horas de vida ndo necessitam de aprovagdo para uso, € seus
parametros de experimentagdo sao normalizados pelas diretrizes de teste 236 da OCDE (OECD,

2025).

Além das vantagens de utilizacdo do modelo Danio rerio, seus ovos também
permitem o acompanhamento do desenvolvimento morfologico dos embrides por serem
transparentes, permitindo a andlise de parametros além da mortalidade, como deformagdes e

atrasos no desenvolvimento (Haraoka et al., 2022; Polaka et al., 2022; Yoo et al., 2016).

A experimentagdo com esses modelos aquaticos, visa a utilizagdo de espécimes ja
consolidadas pela literatura, que a partir da disponibilidade, foi possivel tragar um delineamento
experimental visando a posteriori criagdo da cadeia troéfica com esses espécimes, ou seja, de
acordo com a cadeia alimentar um individuo serviria de alimento para o seguinte para se

observar a passagem de niveo trofico na cadeia de bioacumulagao da nanoparticula de interesse.


https://artemia.inveaquaculture.com/artemia/
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Esse trabalho teve por objetivo sintetizar, caracterizar e observar os efeitos toxicos da
exposi¢ao de organismos modelo (Artemia salina, Chlamydomonas reinhardtii e Danio
rerio) a AgNP e os efeitos da interacao da nanoparticula aos seus diferentes meios, além

de investigar a passagem de nivel trofico dessa nanoparticula.

2.2 Objetivos Especificos

o Sintetizar AgNP pelo método de sintese verde.
o Observar a agregacao de AgNP nos diferentes meios.

o Determinar a toxicidade de AgNP nos modelos Artemia salina, Chlamydomonas

reinhardtii e Danio rerio.

e Averiguar possiveis danos celulares causados aos modelos com auxilio de microscopia

Otica, microscopia eletronica de varredura e microscopia de feixe confocal.

e Averiguar a passagem de nivel tréfico de AgNP de Chlamydomonas reinhardtii a

Artemia salina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese da nanoparticula de prata (AgNP)

A nanoparticula de prata (AgNP), utilizada foi sintetizada em parceria com o
Laboratério de Quimica Avangada de Matérias da UFC (GQMat), coordenado pelo Dr. Pierre
Fechine - Departamento de Analise Quimica e Fisico-quimica, Universidade Federal do Ceara

- UFC, de acordo com (Mallmann, 2016).

A caracterizacdo levou em vista os dados ja descritos por (Mallmann, 2016) em
sintese posteriores, do mesmo grupo de pesquisa, apresentaram que a particula em questao
detém as seguintes caracteristicas, agdo antifungica, quando exposta a Aspergillus species,
tamanho do raio hidrodinamico da particula de 67 nm, de acordo com dispersao de raio-X, as

medidas no DLS (Dynamic Light Scattering) apresentaram dispersao proximos a 27 e 2 nm.

A sintese consistiu em adicionar nitrato de prata (AgNO3) 21 miligramas em 250
ml de dgua ultrapura e aquecé-la a 80°C, nessa temperatura foi adicionado a arabinose
(CsH1005) 0,5 gramas e citrato de s6dio (Na3C¢Hs07) 0,25 gramas, em agitagdo e temperatura

constante por 10 minutos.

O célculo da concentragdo de prata em solugdo, se utilizou do volume final da

sintese e da propor¢do de ions prata (Mallmann, 2016)

Devido a concentragao final em ppm (partes por milhdo) obtida ser proxima a 50
ppm, que foi a concentragdo maxima testada, e com a finalidade de evitar a redugdo das
propor¢des do meio necessario para os testes, foi realizada uma nova sintese na qual as
concentragdes dos reagentes foram aumentadas em 10 vezes, com a finalidade de se manteve a
promogdo de no maximo 20% de contaminante no meio exigida pela norma (OECD, 2004) .
Ambeas as solugdes, sintese padrdo e a 10 vezes mais concentrada foram testadas para garantir

sua similaridade de reacdo com o meio € com as amostras de teste.

Para a caracterizagdo das particulas, foram realizadas medi¢cdes em UV — vis com
excitacdo em 300 e 600 nm. A partir dessa excitacdo foram observadas bandas entre 350 e 450

nm, confirmando a presenca de AgNPs em ambas as solugdes sintetizadas.

A coloracao da sintese padrdo final foi amarelo forte, ja para a concentragao
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observou-se uma coloracdo bem escura quase preta, que se assemelhava a padrdo quando
diluida.

Os resultados da concentracao foram gerados por calculo de Ag advindo do

AgNO:s, tendo como base a quantidade de nitrato de prata (AgNO3) utilizado na sintese.

Para detecao da AgNP em solucdo foram feitas medi¢cdes no espectrofotometro
specord 250 da Analytik Jena, no departamento de Fisica da UFC e no departamento de
quimica analitica e fisico quimica da UFC, laboratorio GQmat, para visualizagdo do

comprimento de onda da nanoparticula.

3.2 Teste de inibicao de crescimento de Chlamydomonas reinhardtii expostas a AgNP

Os testes seguiram as diretrizes do teste de inibigdo de crescimento de algas e
cianobactérias de dgua doce da OCDE para testes de produtos quimicos, OECD 201 (Oecd,
2006). Para tanto, foram testados os efeitos biologicos a partir de concentragdes de 50, 25 e

12,5 ppm.

As microalgas Chlamydomonas reinhardtii foram crescidas em meio TAP
Homemade (pH 7,0) em colaboragdo com o Laboratério de Biotecnologia Molecular
(LabMol), coordenado pelo professor André Luis Coelho da Silva - Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, quando alcancaram o crescimento exponencial,
foram expostos as nanoparticulas de prata em culturas de 20 ml na concentragdo de 2,5 x 10°
células/ml em triplicata, utilizando tubos Falcon de 50 ml, por 72 horas. Juntamente com
substancia de referéncias (controles) utilizados, sendo elas Dicromato de potéssio (K2Cr207)
como controle positivo, na concentragdo final em meio de 0,05 molar, diluido em meio TAP
homemade e apenas meio TAP de acordo com (Gorman; Levine, 1965; Gormant; Levine,
2026).

Foi utilizado a fase exponencial (logaritmica), do desenvolvimento das
microalgas, alcangada de um a dois dias apds o inicio do cultivo, o pH do meio aferido antes
do inicio do experimento e ao final, iniciando em torno do pH 8§, as culturas mantiveram-se, a
temperatura entre 21 a 24 °C. A superficie onde as culturas foram incubadas receberam

iluminacdo fluorescente continua e uniforme.

A biomassa de algas em cada frasco foi determinada, antes do inicio dos testes
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(Tempo 0) e diariamente durante o periodo de exposi¢do (ao completar 24, 48 ¢ 72 horas de
exposicao a particula). As medigdes forem feitas em pequenos volumes removidos da solugdo

de teste, ¢ contabilizados o desenvolvimento da colonia com o auxilio de camara de Neubauer.

Ao fim das 72 horas de exposi¢ao, cada unidade da triplicada (20ml) foi separada
em duas amostras de 10 ml, sendo a primeira amostra de 10 ml, destinados a ressupinagdo em
AMA (4gua do mar artificial), para evitar diluicdo do meio das artemias, ¢ coleta para um
pogo da placa de pogos das artemias, os outros 10 ml seguiram para fixacdo com fixador de
Karnovsky modificado (composto de tampao cacodilato de sddio a 0,1 M, Paraformaldeido
a 4% e Glutaraldeido a 2,5 %) (Karnovsky, 1964) Todas as aliquotas foram centrifugadas
(5000 rpm em temperatura ambiente) e lavadas com meio TAP homemade, para remover

excesso de AgNP existente no meio.

Metade dos aliquotas foram separadas utilizados para alimentacdo das artémias

em estagio de nauplio II (De Paiva Pinheiro et al., 2020).

Tabela 1 - Composi¢dao do meio TAP Homemade (pH 7,0)

Solugio Componente Volume Concentracdona  Concentragio
solucio estoque final no meio

Base Tris Tris | M 20 mL I M 20 mM

Sal TAP NH,CI 10 mL 20 g/L 0,2 g/L
MgS0,.7H,0 5g/L 0,05 g/L
CaCl,.2H,0 2,5 g/l 0,025 g/L

Tampio fosfato  K,HPO, 1 mL 10,8 g/100 mL 0,108 g/L
KH,PO, 5,6g/100 mL 0,2 g/L.
Sal dissodico de 50 g/250 mL 0,2 g/L.
EDTA

Elementos-traco ZnS0,.7H-0 1 mL 22 g/100 mL 0,22 g/L

de hunter
H,BO, 11,4 g/200 mL 0,057 g/L
MnCl,.4H,0 5,06g/50 mL 0,1012 ¢/L
FeSO,.7TH,0 4,99 g/50 mL 0,0998 g/
CoCl,.6H,O 1,61 g/50 mL 0,0322 ¢/l
CuS0,.5H,0 1,57 g/50 mL 0,0314 g/l
(NH;)sMo;0,4.4 1,10 g/50 mL 0,022 g/L
H,O

Acido acético Acido acético 1 mL - -

glacial

Fonte: (Gorman; Levine, 1965; Gormant; Levine, 2026).
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3.3 Exposicao de Artemia salina a AgNP

A exposicdo de Artemia salina as AgNPs segui as diretrizes estabelecidas pela

OCDE 202 para experimento de toxicidade aguda em materiais (OECD, 2004).

As concentragdes testadas foram 12.5, 25 e 50 ppm de AgNP, derivadas tanto da
solugdo padrao quanto a 10 vezes mais concentrada de AgNP, para observar se ambas as
sinteses tinham a mesma toxicidade. O experimento se deu em placas de 24 pogos, o qual cada
pogo representava uma unidade da triplicata. Agua do mar artificial e dicromato de potéssio a

0,05M foram empregues como controles negativo e positivo do experimento respetivamente.

As artemias foram eclodidas em camara de cultivo com areacdo ¢ luz constante a

24 °C, a partir de cistos cedidos pela INVE do Brasil.

Para o controle negativo, adicionou-se 2 ml de AMA (4gua do mar artificial) em

cada poco, j& o controle positivo foi utilizado 2 ml de dicromato de potéssio 0,05M.

As diluicdes a partir da solugdo com a sintese dos componentes 10 vezes mais
concentrada, foram feitas em estoque de 10 ml para cada concentracdo em seguida despejada
nos pocos. A dilui¢ao da solugdo da sintese padrao consistiu na corre¢cdo da concentracao para

50 ppm, as demais dilui¢des foram feitas diretamente nos pocos utilizando AMA.

Para se obter os nduplios ¢ necessario adicionar seus cistos em agua do mar
artificial (AMA) 35 g/L pH 8, aclimatada, iniciando o processo de eclosdo. Durante todo o
processo, mantido-se iluminagao, temperatura e aeracdo contantes, e realizar a eclosdo em uma camara
de incubacao. O ciclo de eclosdao de completa com 24 horas do inicio da incubacgao, obtendo
artemias em estado de nauplio I, sendo obtendo nauplio I com 48 horas do inicio da eclosao

(De Paiva Pinheiro et al., 2020; Miguel et al., 2023).

Com as artemias no estagio de nauplio desejado, sdao selecionados 10 individuos
vivo para cada pogo utilizado. As placas montadas foram mantidas em camara de cultivo, com
iluminacdo direta e continua, além de temperatura em torno de 24 ~25°C, por 24 horas, apos
esse periodo a placa deve ser analisada em microscopio estereoscopio a fim de se contabilizar a
quantidade de individuos vivos restantes de cada poco, o procedimento se repete ao completar

48 horas de exposi¢cdo a AgNP. Ao fim desse periodo, os individuos que se mantiverem vivos
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foram coletados e colocados em Eppendorfs contendo 0,5 ml de fixador de Karnovisk
modificado (composto de tampao cacodilato de s6dio a 0,1 M, Paraformaldeido a 4% e

Glutaraldeido a 2,5 %), e conservados em geladeira para processamento (Karnovsky, 1964).

Devido aos resultados obtidos, ndo foi possivel o calculo da DL50 para essas

amostras.

3.4 Exposicio de embrides de Danio rerio a AgNP

As exposicoes da nanoparticula aos embrides foram de acordo com os parametros
estabelecidos pela OCDE (OECD, 2025) Os embrides foram obtidos através de desova
induzida em acasalamentos realizados no Laboratério de Biomateriais do Departamento de
Engenharia Metalurgica e de Materiais da UFC, com coldnia estabelecida, seguindo a
proporcao de 3 machos para 6 fémeas. Os aquarios foram preparados pela tarde (17h) com
enriquecimento ambiental (esferas de vidro) e divisoria entre os machos e fémeas, a divisoria

foi retirado no dia seguinte as 8h, e o processo de reprodugdo foi mantido até as 12 horas.

Para interromper o processo de reproducdo os peixes foram novamente separados
e realocados para seus viveiros, o enriquecimento ambiental removido e os ovos obtidos

removidos e aclimatado em camara de encubacao com 4gua reconstituida.

O experimento utilizou E3 (dgua reconstituida), como meio de manuseio dos
embrides e diluicdo de solucdes. O ph utilizado para esse meio foi 7,3 (levemente alcalino),
contendo em solugdo bicarbonato de sédio 0,096g (NaHCO3), Sulfato de magnésio 0,06g
(MgSO0s), sulfato de célcio di-hidratado 0,06g (CaS0O4.2H>0) e Cloreto de potassio 0,004g
(KCl), quantidade referente a um litro (Miguel et al., 2025).

Os embrides passam por duas etapas de selecdo antes de serem dispostos nos pogos
da placa de 24 pocos, previamente montadas com 2 ml de solug@o por poco, sendo 20 pogos
destinados para o contaminante e 4 para os controles de placa, evitando assim a utilizagdo de
embrides nao viaveis e com tempos de fecundagdo diferente dos necessarios. Todos os
embrides utilizados na montagem de placas possuem 5 horas e 20 minutos de fecundagao,

como visto na (fig. 4).

Sao necessarios para o experimento uma placa correspondente a controle negativo,

contendo apenas meio E3 e uma placa correspondente ao controle positivo, 3,4- dicloroanilina
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a0,02%.

Figura 4 — Embrido de Danio rerio com 5 horas e 20 minutos de fecunda. Barra 150 pm.

Fonte: elaborado pela autora.

3.5 Passagem de nivel tréfico

O experimento de passagem de nivel tréfico da AgNP, se deu pela separacao de
aliquotas de 10 ml, de cada respetiva concentracdo e dos controles ao fim das 72 horas de
exposicao das Chlamydomonas reinhardltii, essas aliquotas foram centrifugadas (5000 rpm em
temperatura ambiente) e lavadas com meio TAP homemade, para remover excesso de AgNP

existente no meio.

As amostras ressuspendidas com AMA apds centrifugacdo, foram colocadas um
poco contendo 10 artemias com 48 horas de eclosdo, estagio de nauplio II, e ressuspendidas
apos 24 horas juntamente com a contagem de artemias vivas, assim como o experimento de

toxicidade com as artemias (De Paiva Pinheiro et al., 2023; Miguel et al., 2023).
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3.6 Técnicas em Microscopia

As amostras das algas, das artémias ¢ dos embrides de Danio rerio foram
processadas para microscopia de otica de campo claro, microscopia eletronica de varredura e

microscopia confocal a laser.

Diferenciando-se do processamento se deu apenas a concentracdo do tampao

cacodilato de sodio utilizada, sendo 0,05 M para as microalgas e 0,1M para as artemias.

3.7.1 Microscopia ética

Para microscopia oOtica de campo claro in vivo, as amostras de A. salina e C.
reinhardtii, foram posicionadas em lamina previamente limpa. As imagens foram feitas
utilizando o Zeiss Primo Star equipado com camera digital, e as imagens foram capturadas

com o auxilio do software Zen Lite, na Central Analitica - UFC.

Imagens de microscopia, se deram apds processamento, de desidratagdo das
amostras e inclusao de resina epox, para corte dos blocos de resina epox, utilizando-se de um
ultramicrotomo (Leica RM2255 Rotating Microtome), e os cortes cordos com azul de
toluidina (TBO) 0.025% pH 4.0 e lavados com agua destilada. As imagens também foram

feitas com o Zeiss Primo Star, da Central Analitica - UFC.

3.7.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O processo pos fixacdo consistiu em lavagens, 3 vezes com o tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, seguido da serie alcodlica (50%, 70%, 90% e 100%), em que as artemias ficaram
30 minutos em cada Etapa. Subsequentemente as amostras foram secas por via quimica, com
a isen¢do progressiva das propor¢des de HMDS em alcool puro permanecendo 15 minutos em
cada troca. O recipiente da amostra foi mantido fechado durante esse periodo. Ao final, o
liquido contendo as artemias foi transferido para uma laminula, deixado overnight para
secagem. Por fim, as amostras secas foram montadas em stubs com fita de carbono e, em seguida,

metalizadas (Metalizadora QT 150 ES —Quorum).
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As imagens de MEV foram feitas utilizando-se do Microscopio Eletronico de

Varredura Quanta 450-FEG — ThermoFisher na Central Analitica da UFC.

3.7.3 Microscopia confocal

As amostras previamente processadas com laranja de acridina foram preparadas em
laminas de vidro e exitadas com leiser de 405 nm, para a capita¢do do sinal e formacao das

imagens.

As imagens de confocal foram feitas utilizando-se do Microscopio Confocal LM-710 —

Zeiss na Central Analitica da UFC.



4 RESULTADOS

4.1 Estabilidade de AgNP em meio de Artemia salina

Grafico 1 — Tabela de absorbancia de AgNP com e sem AMA.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As linhas correspondem as amostras testadas, padrdo sem sal (sintese de

concentragdo padrao de AgNP sem a adi¢do de Red Sea Salt, componente do meio das artemias),

concentrada 10 vezes (a sintese refeita com os reagentes 10 vezes mais concentrados),

concentrada 10 vezes com sal (andlise da sintese 10 vezes mais concentrada com a adi¢do de

Red Sea Salta meio das artemias, padrdo com sal (sintese com a concentra¢do padrdo dos

reagentes adicionada de Red Sea Salt). E possivel ver a agregago nas diferentes concentragdes

utilizadas durante o experimento na (fig.5).

Figura 5 — Agregacio de AgNP com meio Agua do mar artificial 35g/L.
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Fonte: elaborada pela autora.
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As AgNPs, sintetizadas das duas formas mencionadas anteriormente, agregaram
rapidamente quando adicionadas ao meio AMA da Artemia salina, (fig. 5). Dessa forma,
foram realizadas analises UV- vis (300 a 600nm), para observar a presenca de AgNP ainda no

melio.

A banda plasmonica (pico entre 350 e 450 nm) indica a presenga da particula em

solucdo, a falta desse pico indica a agregagdo da AgNP.

Em vista da rapida reacdo de agregacdo, observada em ambas as solucdes de
AgNP sintetizadas, ao se adicionar a AgNP ao meio salino das artemias, foram necessarios
testes para averiguar a presenca da AgNP ndo agregado, durante o tempo do experimento. As
analises das bandas plasmonicas, das solu¢des de prata com e sem sal, com sal sendo AgNP a
50 ppm diluida em agua ultrapura e com sal seria AgNP 50 ppm diluida em dgua do mar
artificial) foram averiguadas, que nas solugdes antes de interagirem com o meio salino (azul-
escuro e verde) € percetivel o pico entre 350 e 450 nm, como visto no grafico 1, representando
a presenca de nanoparticulas no meio. Nas amostras com sal (azul-claro e roxo do Gréfico 1)
nao foi observado picos entre 350 e 450 nm, representando a auséncia de AgNP em suspensao.
A mistura entre o sal e a solu¢do de nanoparticula de prata foi feita minutos antes de ser levada
para medi¢do, podendo ser observado a rapida mudanca de cor de um tom amarelado
caracteristicas da AgNP para um preto acinzentado, além de ser possivel perceber a presenca

de pequenos coloides pretos.

Com isso ¢ observado que em meio de dgua do mar artificial destinado para a
Artemia salina, ha a tendéncia de agregacao de AgNP, que perdem assim sua conformacao e
propriedades originais esperadas. Contudo a toxidade desses agregados ainda ¢ cabivel de

investigacgao.
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4.2 Estabilidade da AgNP no meio de Chlamydomonas reinhardtii e Danio rerio

Grafico 2 — Gréafico de absorbancia de AgNP (50 ppm) com E3.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Grafico 3 — Grafico de absorbancia de AgNP (50 ppm) com TAP
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Fonte: elaborada pela autora.

Ambas as diluicdes em meio proprio para Danio rerio (E3) e Chlamydomonas
reinhardtii (TAP), (Graficos 2 e 3), apresentaram picos similares entre 350 e 450 nm, tendo o
apice da leitura sendo capitada proximo a 400 nm, assim como ¢ visivel no grafico relativo a

diluicao de AgNP em agua reconstituida, esses picos representam a presenca da AgNP em
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suspensdo. Mesmo misturada ao meio, o processo de agregacdo que estingue o pico nao foi

observado nesses meios.

Devidos a presenga desses picos em ambos 0s meios, tanto o cultivo de Danio rerio
(E3) e Chlamydomonas reinhardtii (TAP), mantiveram as caracteristicas e propriedades
observadas da AgNP, ndo sendo possivel notar a formagdo imediata de agregados, ou seja,
AgNP manteve sua estrutura nanométrica em solugao por mais tempo do que € notado em meio

salino com Red Sea Salt destinado ao cultivo de artemia.

4.3 Toxicidade de AgNPs sobre nauplios I e Il de Artemia salina

Grafico 4 — Toxicidade aguda de AgNPs (sintese padrao) em néduplios I de Artemia salina.
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Fonte: elaborado pela autora.

Os espécimes expostos a solucdo padrao de AgNP a artemias iniciando o
experimento em estagio de nduplio I, ndo apresentaram média de mortalidade numericamente
relevante quando observamos o grafico gerado pela média das contagens de vivos obtidas nas
triplicatas, (Grafico 4). Tanto em 24 horas de exposi¢do quanto em 48 horas, as artemias se
mantiveram estadveis e com movimentos perceptiveis, desenvolvendo—se para o proximo
estagio de crescimento esperado. O controle positivo, contendo dicromato de potéssio a

0,05M, apresenta mortalidade de 100% ja esperada.



Grafico 5 — Toxicidade aguda de AgNPs (sintese padrao) em nauplios Il de Artemia salina.
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Da mesma forma que nauplio I (grafico 4), é observado no (Gréfico 5), que os

nauplios em estagio II expostos a AgNP, tiveram um baixo indice de mortalidade, contudo ¢

possivel observar que 50 ppm tem uma média de vivos em 48 horas de exposi¢do menor que

quando comparado com as demais concentra¢des, ndo chegando a 2 mortos por pogo quando

considerado o desvio padrao (grafico 5).

Grafico 6 - Toxicidade aguda de AgNPs (sintese 10 vezes mais concentrada) em nauplios I de

Artemia salina.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Os resultados expostos no grafico de exposi¢cdo de nauplios I a AgNP 10 vezes
mais concentrada, grafico 6, se diferencia do observado com néduplio I e AgNP padrao, grafico

4, por ter uma maior média de individuos vivos em 50 ppm em 48 horas de exposi¢ao.

De modo geral, ndo se observa divergéncias relevantes quando comparado a média
de individuos vivos exposto as duas formas de sintese de AgNP, as mortes observadas foram
minimas, podendo nao estar diretamente relacionadas a particula, demonstrando que nao ha
divergéncias nas duas sinteses no que desrespeita a toxicidade comparada com néuplios de

Artemia salina.

Grafico 7 - Toxicidade aguda de AgNPs (sintese 10 vezes mais concentrada) em nauplios II de

Artemia salina.
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Fonte: elaborado pela autora.

A média de sobreviventes observada no grafico da AgNP sintese 10 vezes mais
concentrada em nauplio II, grafico 7, sdo similares aos dados coletados para o controle
negativo apenas com agua do mar artificial, sendo a média nas primeiras 24 horas de 10 vivos
com uma ou duas mortes sendo notadas com 48 horas, independente da concentracdo de

AgNP.

4.4 Analise quantitativa das colonias de Chlamydomonas reinhardtii expostas a AgNP

A partir desse ponto os experimentos se seguiram com a utilizacdo apenas da AgNP advinda
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da sintese 10 vezes mais concentrada por questdo de conveniéncia de diluicdo das aliquotas.

Grafico 8 - Exposicao de microalgas Chlamydomonas reinhardtii a AgNP (a) e Exposicdo de

microalgas Chlamydomonas reinhardtii a AgNP, corte do grafico abaixo de 10° (b).
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Fonte: elaborado pela autora.
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As colonias Chlamydomonas reinhardtii partiram de uma concentragao inicial de

células por ml de 2,5 x 10°, grafico 8 (a). O controle negativo do experimento apresentou

crescimento continuo tendo uma taxa de crescimento em média de 220% a cada 24 horas,

finalizando o experimento com 3,01 x 10° células/ml, grafico 8 (a). O controle positivo teve a

tendéncia oposta, com um decréscimo de quase 100% em compara¢do com o volume inicial

de células, a queda no ntimero de individuos mais proeminentes se deu nas primeiras 24 horas.

A propensao de comportamento das células durante as primeiras 24 horas de exposicao foi
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similar; as colOnias a serem expostas comecaram a crescer, a S0 ppm em um volume bem
menor que 12,5 e 25, (Grafico 8 (b)). De 24 para 48 horas a tendéncia no volume de células
foi decrescente, tendo uma morte celular mais acentuada em 25 ppm, bem menor do que a
notada em 12,5 ppm. A tendéncia progressiva de 48 horas para 72 horas, mostrou que 50 ppm
continuou em redugdo no volume de células se aproximando do volume final do controle
positivo, 25 ppm iniciou um processo de crescimento no nimero de células, terminando com

um volume de células/ml final similar a 12,5 ppm, (grafico 8 (b)).

4.5 Toxicidade de microalgas Chlamydomonas reinhardtii expostas por 72 horas a AgNP

inseridas como alimentacao de Artemia salina

Grafico 9 — Toxicidade aguda de Artemia salina alimentada com Chlamydomonas reinhardtii

previamente exposta a AgNP.
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Fonte: elaborada pela autora.

A alimentagdo das artemias com microalgas expostas a AgNP teve a média de
mortalidade proxima a zero, quase todos os individuos chegaram as 48 horas vivos, exceto os
expostos a dicromato de potassio, que apresentou 100% de mortalidade nas primeiras 24 horas

de exposic¢do as artemias.



36

4.6 Microscopia Otica

4.6.1 MO Artemia salina

Figura 6 — Nauplio em estagio I expostos por 24 horas a AgNP padrdo e 10 vezes mais

concentrada, Barra: 50 pm.
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Fonte: elaborada pela autora.

Como observado na (fig.6), o controle negativo expostos somente a AMA
completou o desenvolvimento para o estagio de nduplio II, (fig.6 A e B), apresenta tamanho
regular, trato digestivo bem desenvolvido e a presenca de olho naupliano, apéndices e antenas
sem deformidade aparente, j4 os espécimes expostos ao controle negativo (dicromato de
potassio 0,05M), (fig.6 C e D), tem toda sua estrutura mais escurecida ¢ mantém o

desenvolvimento referente a nauplio I, sem danos aparentes a nenhuma estrutura corporal.
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As artemias advindas da exposicdo a nanoparticula se mostram semelhantes ao
controle negativo no que desrespeita ao desenvolvimento do animal para o estdgio de nauplio
II, contudo as amostras apresentam coloide de cor escura no trato digestivo quase por
completo, (fig.6 E, F, G, H e J), exceto na concentragao de 50 ppm da concentragdo padrao,
(fig.6 I), que também apresenta a massa escura, contudo, em menor quantidade do que as

demais artemias expostas a nanoparticula.

Devido a inexisténcia de particulas consumiveis de tamanho significativo, para a
formagdo de aglomerados no trato digestivo que se ndo advindas da AgNP diluida no meio,
se pressupoe que esses coloides sejam nanoparticulas de prata agregadas, possivelmente prata

metalica.

Figura 7 — Nauplio em estagio I expostos por 48 horas a AgNP padrio e 10 mais concentrada,

Barra: 50 pm.
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Fonte: elaborada pela autora.

Jana figura 7, os nduplios expostos a AgNPs por 24h, os controles negativos (fig.7
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A e B), ndo apresentam problemas no desenvolvimento ja estando em estagio de nauplio I1I
(mais desenvolvido que o estagio anterior de nauplio II) e o controle positivo morto em estagio
de nauplio I, (fig.7 C e D). A presenca da prata no trato digestivo € menos proeminente nessas
amostras, ainda bem presente na concentragao de 12,5 ppm, (fig.7 E e F), mas ja apresenta
uma reducao significativa na sua presenca em 25 ppm na concentragdo padrao, fig.7 G, ja em
50 ppm também se percebe a redugdo na quantidade especialmente na concentracdo 10 vezes
mais concentrada, quase nao havendo particula, (fig.7 J). A concentra¢ao de 50 ppm padrao,
aparenta ndo somente ter particulas no trato digestivo. A presenca em menor quantidade do
aglomerado no trato digestivo das artemias pode estar relacionado ao tempo de exposi¢do dela
aos coloides, podendo representar que o agregado passou pelo processo digestivo de ingestdo,
digestao e excre¢ao.

Figura 8 — Nauplio em estagio II expostos por 24 horas a AgNP padrao e 10 vezes mais

concentrada, Barra: 50 pm.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Pode-se notar que, as amostras da (fig.8) ja iniciam a exposi¢do em estagio de
nauplio II, os controles expostos apenas a dgua do mar artificial apresenta a continuag¢do do
crescimento para o estagio de nauplio III, (fig.8 A e B), sem a perda ou deformidade de

nenhuma das caracteristicas morfologicas adquiridas no estagio de nauplio II.

Os olhos, antenas, apéndices e aparelho digestivo apresentam-se integros e sem
alteragdes visiveis que demonstrem algum dano. J4 as artérias expostas a dicromato de
potassio apresentam manuten¢do da morfologia de nduplio II e escurecimento do corpo do
animal. Os espécimes expostos as concentragdes de AgNP por 24 horas, apresentam
caracteristicas referentes ao observado no controle apenas com agua do mar artificial, contudo
a presenca de uma massa preta ¢ observavel no trato digestivo de todos os exemplares em
grande quantidade, exceto, no de 50 ppm exposto a AgNP de sintese padrio, (fig.8 I).

Figura 9 — Nauplio em estagio II expostos por 48 horas a AgNP padrao e 10 vezes mais

concentrada, Barra: 50 pm.
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Fonte: elaborada pela autora.

De forma similar os controles expostos apenas a AMA, coletados em 24 horas para
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nauplio II, os modelos captados ndo apresentaram deformidade ou interferéncia de
desenvolvimento quando expostos apenas a agua do mar artificial, (fig.9 A e B), e se mantém
em estdgio de néauplio II com escurecimento do corpo quando expostos a dicromato de
potassio, (fig.9 C e D). Novamente ¢ perceptivel a ampla presenca de coloides pretos no
decorrer do trato digestivo, sendo observado menor quantidade da substancia nos espécimes
expostos a AgNP na concentracdo de 12,5 e 50 ppm na sintese padrdo, (fig.9 E ¢ G). No
exemplar exposto a concentracdo de 25 ppm na sintese 10 vezes mais concentrado, (fig.9 H),
¢ possivel se notar uma massa escura na parte superior no inicio do sistema digestivo, onde se

espera que ocorra a capitagao do alimento pelo animal.

A (fig.10) ¢ uma imagem comparativa das imagens de todas as artemias expostas
ao teste de toxicidade com AgNP diretamente, ¢ possivel ver nessa figura, que independente
da concentracao da nanoparticula exposta ¢ possivel perceber o coloide de coloracdo escura
no trato digestivo, além do desenvolvimento completo dos individuos, sendo notavel os

apéndices, antenas, abdome e olho naupliano.
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Figure 10 — Agrupamento das imagens de Artemia salina referentes ao teste de toxicidade com
AgNP.
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.6.2 MO Chlamydomonas reinhardtii

Figura 11 — Chlamydomonas reinhardtii expostas concentracdes de AgNP (12.5, 25, 50 ppm),

Barra: 50 um.
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Fonte: elaborada pela autora.

Controle negativo, mantido apenas em meio TAP homemade para o
desenvolvimento das microalgas, apresenta espécimes de coloragdo verde forte e de formato
esférico (fig.11 A). Por outro lado, as algas expostas ao dicromato apresentam verde menos

intenso e células de tamanho aparentemente menor, além de pequenos agregados celulares

(fig.10 C).

As amostras expostas a AgNP apresentam similaridades na pigmentacao, sendo ela
mais fraca e células menores do que a observada no dicromato, (fig.11 C), além da tendéncia
de agregacdo entre a células e a presenca de coloides de coloragdo escura ao entorno da
camada externa das microalgas, mesmo entre as células agregadas, sendo possivel observar o
contaminante dentro do aglomerado de células, além de uma camada transparente superficial

entre as c€lulas, que aparenta manté-las agregadas, (fig.11 B, D e E).



Figura 12 — Artemia salina (NII) alimentada com Chlamydomonas reinhardtii exposta a

AgNP (72 horas), Barra: 50 um.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As artemias observadas nas imagens foram alimentadas com Chlamydomonas

reinhardtii, que receberam previamente o tratamento de exposicdo a AgNP em diferentes

concentragoes.

Os controles, os quais foram alimentados com clamidomonas sem contaminante

no meio de crescimento, controle negativo (AMA), (fig.12 A, e C). Chlamydomonas

reinhardtii previamente exposta por 72 horas a dicromato de potassio, (fig.12 C), controle

positivo. Todas as artemias foram expostas ja em estdgio de nduplio II, nesse estagio ¢

esperado a ingestdo de contaminantes presentes no meio, o que € observado em todos os
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espécimes. O controle positivo apresenta o trato digestivo cheio e com uma leve colorago
esverdeada, olhos, antenas e apéndices sem danos aparentes, e crescimento esperado com bom
desenvolvimento dos seguimentos do corpo. O controle positivo apresenta estagnacdao do
desenvolvimento, ainda ¢ possivel se perceber algum contaminante em pouca quantidade no

trato digestivo.

Os espécimes expostos a clamidomona contaminada com AgNP apresentam seu
trato digestivo completo por agregados escuro e claros em quantidade variavel, sendo que na
concentracdo de 12,5ppm ¢ mais proeminente a presenca de coloides escuros, (fig.12
B), em comparagdo com o controle negativo alimentado com clamidomonas regulares, as
artemias que receberam clamidomonas com AgNP aparentam ter um desenvolvimento
abdominal menor, com um abdomen mais esguio € com os seguimentos do corpo menos

proeminente.



4.7 Microscopia eletronica de varredura

Figura 13 - Imagens de MEV de artemia nduplio II exposta a AgNP (padrdo) por 48 horas,
Barra: 300 um.
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Fonte: elaborada pela autora.
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As imagens de varredura, ndo evidenciaram diferengas estruturais aparentes, 0s
individuos correspondem ao desenvolvimento esperado para 48 horas de desenvolvimento,
exceto o controle positivo que se manteve com as caracteristicas do inicio do experimento. Os
modelos se assemelham ao controle negativo, (fig.13 A e B), apresentando apéndices, antenas
e abdome bem visivel e desenvolvido, contudo ¢ possivel se comparar que os individuos
expostos a 12, 5 ppm apresentam um tamanho menor do abdome quando comparados com o

controle negativo e as demais concentracdes de exposicao da AgNP, (fig.13 E).

Figura 14 - Imagens de MEV Chlamydomonas reinhardtii exposta a AgNP por 72 horas,
magnifica¢do de 10 000 e 30000 kV, Barra: 300 um.
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Fonte: elaborada pela autora.



47

As Chlamydomonas reinhardtii, expostas apenas ao meio TAP homemade, (fig.14
A e B), demostraram alteracdo superficial, ¢ perceptivel o enrugamento do envoltério da
microalga, as mesmas quando expostas a dicromato de potassio desenvolvem uma camada de
revestimento externo, além de apresentar, ter uma superficie menos enrugada que o controle
com AMA, (fig.14 C e D). E possivel se notar no controle com dicromato de potassio a
presenca de células com o revestimento externo rompido e com seu contetido interno

extravasado.

Nas trés concentragdes, (fig.14 E, F, G, H, I e J), a microalga aparenta estar entre
os controles no que desrespeita ao dano superficial, com a notavel presenca de agregados

externos ao entorno das clamidomonas.
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4.8 Microscopia de feixe confocal

Figura 15 — Imagens de microscopia confocal de Chlamydomonas reinhardtii previamente
expostas por 72 horas a AgNP, com e sem tratamento para microscopia (laranja de acridina),

Barra 50: pm.

Sem acridina | Com acridina

TAP

K,Cr,O,
[0,5M]

12,5 ppm

25 ppm

50 ppm

Fonte: elaborada pela autora.
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As respostas da Chlamydomonas reinhardtii, com e sem laranja de acridina foram
muito similares independente da amostra analisada, apresentando apensa um brilho levemente

mais acentuado quando utilizado a laranja de acridina, (fig.15 B, D, F, He J).

O controle positivo apresenta menor sinal de fluorescéncia, (fig. 15 A e B),
concentrada em pequenos pontos, ja o controle negativo, (fig.15 C e D), quase ndo apresenta

amostra e a perfei¢ao da fluorescéncia também ¢ fraca.

Nas amostras expostas a AgNP ¢ possivel se notar uma fluorescéncia mais intensa
e um processo de agregacdo, sendo que em 12,5 ppm tem-se um numero de agregados em
cada unidade menor, (fig.15 E e F), essa quantidade parece aumentar de acordo com o
aumento da concentracdo de AgNP, com 50 ppm apresentando os maiores agregados com maior

numero de unidades por agregado, (fig.15 J).
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4.9 Microscopia otica de FET

Figura 16 — Embrides de Danio rerio, exposto a concentragdes de AgNP (12.5, 25,50) por 24
horas, Barra: 300 pm.

E3 12,5
- Ppm

3,4-dicloroanilina 25
ppm

Fonte: elaborada pela autora.

Ambos os controles se assemelham no desenvolvimento do embrido, dentro do
saco embrionario é possivel identificar o embrido ja com caracteristicas correspondentes a 24
horas de desenvolvimento como olhos, (fig.16 A e C), desprendimento de cauda, batimento
cardiaco e movimentagdo dentro do saco embrionario. Diferente dos embrides expostos a
AgNP, 12,5 e 25 ppm, (fig.16 B e D), apresentam coloragdo amarelada e estdo completamente

coagulados, tendo apenas uma massa celular dentro do saco embriondrio, em 50 ppm ¢
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possivel se notar o inicio do desenvolvimento do embrido. O embrido, contudo, ndo estd com
vida, detém uma cor amarelada e o saco vitelinico apresenta escurecimento compativel com a

decomposi¢ao do embrido morto, (figl6. E).

Os indices de mortalidade em todas as triplicatas do experimento foram proximos
ou iguais a 100% nas placas expostas as concentragdes de prata, na segunda triplicata também
foi possivel notar alguns embrides iniciando o desenvolvimento como o observado em 50 ppm
na placa de 25 ppm, (fig.16 D e E), contudo, ja mortos em 24 horas novamente. Os indices de
mortalidade ¢ deformagdo analisados nos controles foram dentro do esperado, 100% dos
individuos expostos apenas a dgua reconstituida sobreviveu em todas as triplicatas; a média de

mortos do pesticida 3,4 — dicloranilina também ¢ de 100% nas primeiras 24 horas.

Devido ao indice de 100% de mortes dos embrides nas primeiras 24 horas de
experimento, as andlises sO se seguiram por 24 horas e apenas as imagens de 24 horas

individuais foram captadas.
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5 DISCUSSAO

5.1 Reatividade de AgNP

A sintese da AgNP utilizada consistiu em uma abordagem bottom-up, o
aquecimento catalisa a reagdo endotérmica de sintese das AgNPs partir do nitrato de prata,
liberando Ag", o citrato adicionado age como agente redutor, doando elétrons para 0 Ag"
gerando Ag’, o que também estabiliza a nanoparticula, que tem a tendéncia de se agrupar, a
arabinose funciona de forma similar agindo tanto como agente redutor quanto como
estabilizante da particula. A estabilizagdo da nanoparticula consiste em uma camada externa
carregada que repele as particulas entre si e impede seu crescimento (Bruna et al., 2021;

Kahrilas et al., 2014; Lok et al., 2007).

A toxicidade da AgNP sintetizada se d4, pela quebra dessa estabilidade, entre o
Ag’ e o citrato e a arabinose adsorvidos na camada externa das nanoparticulas, substincias
externas que interajam de forma mais forte com Ag0 ou que removam a camada externa de
estabilizantes, retornando Ag’ a Ag", que disperso no meio pode interagir com estruturas
externas ou formar prata metalica e se agregar (Bélteky et al., 2019; El Badawy et al., 2012;

Palécio et al., 2021; Shrestha; Wang; Dutta, 2020).

O que pode ser observado quando a AgNP entra em contato com a agua do mar
artificial € que as particulas sofrem um processo de diminui¢@o da repulsdo eletrostatica pelo
aumento da for¢a i6nica no meio, ou seja os ions do sal interagindo com a camada externa da
AgNP, debilitando sua camada externa diminuindo o efeito da repulsdo entre as particulas, ou
seja a camada externa se fragiliza, mas se mantem, o processo nao destroi por completo a
ligagdo entre o revestimento estabilizante e a Ag” interna, ele apenas permite a aproximagio
entre os nucleos de prata e a fusdo entre as particulas, gerando apenas uma molécula maior

com o0 mesmo nucleo e revestimento.

O agregado observado ¢ de coloracdo escura e ndo branca, o que demostrara ser
um indicador de prata metélica e ndo cloreto de prata (AgCl), composto que tem coloragdo
branca (Lodeiro et al., 2018; Shrestha; Wang; Dutta, 2020). Contudo o processo reativo
gerado na nanoparticula indica um processo de capitalizacdo, possivelmente gerado pelo

cloreto de s6dio no meio (Sendra et al., 2017).
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A nanoparticula de prata agregada se torna menos toxica que a AgNP dispersa no
meio, devido ao tamanho e a possibilidade de interacdo do Ag’ interno, quanto maior a
superficie de interagdo entre a AgNP maior a dispersdo de Ag' no meio, nesse caso a
nanoparticula mesmo tendo menor tamanho quando comparado com o agregado gerado no
meio salobro ainda ¢ mais toxica por permite melhor interacdo entre a particula e o alvo da

(Beer et al., 2012; Romer et al., 2011).

5.2 Ingestao e digestao em Artemia salina

As Artemias salinas sdo microcrustdceos moveis, que em geral se alimentam do
que conseguem filtrar na coluna de 4gua, sendo considerados filtradores ndo seletivos, nao
sendo de habito desse tipo de animal procurar por alimento no assoalho, seja do seu ambiente
nativo ou de recipientes de teste (Gorham et al., 2014; Rajabi et al., 2015). No estagio de
nauplio II quando hé o inicio da ingestdo de particulas para a alimentag¢do, o consumo da
artemia ¢ limitado a particulas até 30 micrometros (Contino et al., 2023) agregados maiores
que isso ndo seriam internalizados pela artemia, sendo o tamanho medio esperado da

nanoparticula ndo agregada no meio de 67 nm de acordo com (Mallmann, 2016).

Nas pranchas de microscopia 6tica, € possivel observar que hé a ingestdo desses
agregados, demonstrando que os mesmos deveriam ter menos de 30 micrometros e estarem
disponiveis no meio. Demais os agregados ndo aparentam estar presos no trato digestivo,

podendo fazer parte do processo de digestdo das artemias.

5.3 AgNP em meio TAP homemade

O meio TAP (Tris-Acetato-Phosfato), empregado no experimento de exposi¢ao
das Chlamydomonas reinhardtii a AgNP, diferente do encontrado na solu¢ao de Red Sea Salt,
apresenta a presenca em solucao de Tris 1 M, um tampao que neutraliza os ions acidos que
podem via a se formar no meio e ir a interagir com a camada externa da AgNP,
proporcionando estabilidade da particula por mais tempo no meio evitando o processo de
agregacao. Contudo o tempo de interacao da AgNP e a exposicao a luz, favorecem que haja a

producao de ions que interajam com a camada externa da nanoparticula (Dupuis; Merchant,
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2023; Hanikenne, 2003).

5.4 Resposta da Chlamydomonas reinhardtii a toxicidade de AgNP

As Chlamydomonas reinhardtii sao microalgas fotossintetizantes altamente
resistentes a contaminastes no ambiente, podendo se adaptar a poluentes (Dupuis; Merchant,
2023). Sua parede celular quando comparada com outras espécies como a Clorela, permitindo

mais facilmente a entrada e acumulo de particulas internamente.

Estudos indicam que em meios considerados “4gua doce’’, hd uma maior
biodisponibilidade dos ions de Ag", representando que o complexo da AgNP se mantém
estdvel até interagir com um organismo externo, tendo uma menor taxa de interagdo
diretamente com os componentes presente no meio, tornando a formagao de coloides mais
lenta e permitindo que as formas mais reativas interagem diretamente com organismos (Kent;

Vikesland, 2012; Oukarroum et al., 2012; Sendra et al., 2017).

O processo observado nas amostras expostas a AgNP foi uma adaptagdo e defesa
ao microcontaminante externo, havendo uma queda no nimero de individuos e diminui¢ao no
tamanho das células. Sendo percetivel a formagdo de microcolonias palmeloides (Cheloni;
Slaveykova, 2021) fase caracterizada pela visivel agregacdo das unidades celulares, descrita
pelo processo de divisdo celular, em que a célula gerada se mantém presas em uma mucilagem,
secretada como forma de defesa, ndo sendo capaz de haver a separagdo da parede celular
individual, também ¢ notavel que essas algas agregadas ndo desenvolvem flagelo (Rosowski,

2003).

Ademais a toxicidade esperada a AgNP causada pelos ions Ag”, os agregados de
prata que se acumulado pelo ambiente representam um estresse fisico as microalgas. Os
agregados escuros visivelmente se acomodam no exterior das células, representando uma
barreira fisica para a capitacao de luz, o que reduz a capacidade de fotossintese e produgdo de

energia.

Essas agregagdes no exterior da célula podem esta sendo catalisada, devido ao

: , + . ~ . ;.
mecanismo de resposta ao estresse dos ions Ag™ a liberagao da camada polimérica promove
uma barreira fisica entre os agregados e as AgNP no meio e as microalgas, visando evitar o

contato e diminuir os danos causados pela sua interacdo com a membrana citoplasmatica, além
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de tentar evitar a entrada da prata no limen das algas, essa camada apresenta caracteristicas
“pegajosas”, o que propicia o alojamento dos agregados (Cheloni; Slaveykova, 2021; Dupuis;

Merchant, 2023; Hanikenne, 2003).

5.5 Estabilidade de AgNP no meio E3 e acdo nos embrides de Danio rerio

Nesse modelo dois componentes foram essenciais para que nao se observasse um

relevante processo de agregagdo no meio.

Primeiramente a composi¢ao do meio, durante sua sintese os compostos seguem
uma ordem de adicdo e reacdo, primeiramente ¢ adicionado NaHCOs3 a agua destilada,
seguindo da adicdo de MgSO4, CaS04.2H,0 e KCL, a mistura desses componentes em agua
destilada corrigido para pH 7,3, ndo libera no meio uma grande quantidade de ions capazes
de perturbar a estabilidade da camada externa da nanoparticula de forma a promover uma

rapida agregacdo (OECD, 2025; Polaka et al., 2022; Yoo et al., 2016).

Em vista disso ¢ esperado uma agregacdo moderada, pela oxidacao natural da
particula e por sua reagao a luz, ja que as placas com os embrides sao expostas a periodos de
luz referentes ao ciclo (Bélteky et al., 2019; El Badawy et al., 2012; Shrestha; Wang; Dutta,
2020).

Outro especto, ¢ que devido a maior vulnerabilidade do embrido de Danio rerio,
o experimento alcangcou média de mortalidade igual a 100% dos individuos nas primeiras 24
horas de exposi¢do, sendo feito as demais triplicatas mais parando novamente nesse periodo

(Padilla; Glaberman, 2020; Polaka et al., 2022).

Diferente do que da Chlamydomonas reinhardtii,os embrides de Danio rerio, nao
apresentam uma segunda camada de defesa fisica (parede e membrana celular) nem resposta
ativa a contaminantes externos como o caso da produc¢ao de secrecdes que ocorre na microalga
(Dupuis; Merchant, 2023; Harris, 2026). A barreira fisica presente ¢ apenas o corium, que ao
interagir diretamente com a nanoparticulas de prata promove a liberagdo de Ag", devido a
afinidade aos grupamentos ricos em enxofre presente nas proteinas de membrana e enzimas,
esse processo favorece a lise celular, permitindo ndo apenas a morte celular, mas a entrada de

Ag" que reage com os componentes internos (Yoo et al., 2016).

A destruicdo de células do corium permite que a as nanoparticulas a cessem com
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mais facilidade o espago pré-vitelinico até chegar na membrana vitelinica do embrido,
realizando agdo semelhante a ocorrida no corium (Padilla; Glaberman, 2020; Polaka et al.,

2022).

Pode-se notar nas imagens B e D (fig.16) que as células correspondentes ao
embrido no interior do corium estdo desformes sinalizando problemas na divisdo celular e até
extravasamento das células, além do escurecimento das células imagem D e E (fig.13),

evidenciando o inicio do processo de decomposigao.

A coloragao amarelada evidencia a entrada da nanoparticula no meio vitelinico, e
a presenca do desenvolvimento de algumas estruturas em alguns embrides, como pode ser
notado na imagem E, demonstra que o processo de entrada leva um certo tempo para chegar

a afetar o embrido.

O estagio visualizado corresponde a um embrido com desenvolvimento entre 14
a 16 horas, o que demonstra que a AgNP pode levar esse tempo para vir a matar efetivamente
o embrido independente da concentracdo, em vista que nas demais triplicatas, esse mesmo
tipo de embrido no mesmo estagio de desenvolvimento também foi encontrado nas demais

concentracoes.

5.6 Inserciao de AgNP na cadeia trofica

A tendéncia ja observada das nanoparticulas de prata (AgNP), é causar a morte em
organismos mais vulneraveis como visto nos embrides de Danio rerio, a lenta acumulacdo em
organismos resistentes como o caso da Chlamydomonas reinhardtii, que desenvolveu um
envoltorio para se proteger e se adaptar a AgNP, contudo ainda ¢ observavel a presenca de
agregados escuros dentro ou proximo as células, ou o consumo dos agregados notado no trato

digestivo das Artemia salina.

Independente do organismo se mostrar resistente ou ndo, esses organismos se
encontram como mecanismo de transporte da nanoparticula, dentro da cadeia trofica aquatica,
em vista que todos eles sdo considerados organismos bases na cadeia alimentar (Banaee et al.,

2024; Saidon et al., 2024).

A presenca da acumulacdo dessa particula metalica em organismos basais representa

um potencial de biomagnificacdo perigoso, em vista que a tendéncia de acumulacdo em
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consumidores mais complexos na cadeia alimentar tende a chegar diretamente no ser humano

(Saidon et al., 2024).

O actimulo de metais pesados em organismos marinhos ja ¢ uma questao ambiental
conhecida, contudo a expiacao do uso e comercializagdo de nanoparticulas metalicas pode vir
a trazer um novo perigo ambiental, com tendéncias reais de escalonamento por via de
biomagnificacdo e vir a se tornar um futuro problema que afete a saude publica e a seguranga

sanitaria dos alimentos advindos do meio aquatico.
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6 CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata (AgNP) ¢ uma nanoparticula que apresenta toxicidade diretamente
relacionada a sua estabilidade , meios salinos propiciam a formacao de agregados, diminuindo
area de contato do ion Ag", o que torna os agregados menos toxicos, como visto no modelo de
Artemia salina, que mesmo com a ingestdo dos coloides ndo apresentaram mortes
significativas, ja& meios considerados ‘‘agua doce’’, sem a presenca de ions que perturbe a
camada de estabilizacdo da nanoparticula, propiciam a interagdes nocivas de AgNP para com
os modelos, como visto nas Chlamydomonas reinhardtii, que responderam ao estresse
ambiental gerado pela particula com a formagdo de colonias palmeloides, e em embrides de
Danio rerio que se mostraram totalmente vulneraveis, com 100% de mortes em todas as
concentragdes testadas, mesmo ndo apresentando toxicidade o teste de passagem de nivel
trofico demostrou que AgNP, ¢ capaz de entrar na cadeia trofica como foi visto da

Chlamydomonas reinhardtii para Artemia salina.
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