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RESUMO
Levando em conta 0 avanco da nanotecnologia nas areas do meio ambiente, biotecnologia e
biomedicina, observa-se um crescimento dos estudos relacionados a aplicacdo desses
nanomateriais e as consequéncias de sua liberacdo no meio ambiente. O presente estudo
procurou mostrar o efeito toxico de nanoparticulas de prata (AgNPs), produzidas pelo
Laboratdrio de Materiais Funcionais Avancados (LAMFA) da UFC, em nauplios de Artemia
sp., avaliando a taxa de mortalidade, modificagdes morfoldgicas, danos celulares e emissao de
prata, utilizando-se de ferramentas microscopicas: microscopia de campo claro, microscopia
eletronica de varredura, anélise por espectrometria de raios-x por dispersdo de energia e
microscopia confocal de varredura a laser. As nanoparticulas eram de natureza esférica e com
tamanho médio de 15nm. Os cistos de artemia foram eclodidos em agua marinha e postos
para tratamento em meio de teste de diferentes concentracdes (100ppm; 50ppm; 25ppm e
12,5ppm). O teste foi realizado com artémias com 2 dias ap6s ecloséo e 6 dias apos ecloséo.
Avaliando toxicidade aguda (24 e 48 horas). A agregacdo de AgNPs na regido do intestino de
Artemia sp. foi estudada usando microscopia de campo claro e o dano celular foi percebido
pelas células apoptoticas coradas com laranja de acridina, utilizando-se microscopia confocal
de varredura a laser. AlteracGes morfoldgicas foram observados por microscopia eletrénica de
varredura. Este estudo mostrou que a concentracdo de 12,5ppm foi suficiente para sensibilizar
o0 animal, sendo letal e causando alterac@es significativas no corpo e células do mesmo. Além
disso, mostrou a agregacdo de AgNPs na regido intestinal, as células apoptdticas e alteractes
morfoldgicas em todas as concentragdes, indo de encontro com estudos ja realizados. Assim,
este estudo revelou que as concentragfes, em partes por milhdo, utilizadas de AgNPs tém
efeito toxico em Artemia sp. resultando em altas taxas de mortalidade e danos significativos

no animal.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Nanoparticulas de prata; Artemia sp.; Microscopia

eletronica de varredura; Microscopia confocal a laser; Nanotoxicologia



ABSTRACT

Taking into account the advancement of nanotechnology in the areas of environment,
biotechnology and biomedicine, there is an increase in the studies related to the application of
these nanomaterials and the consequences of their release into the environment. The present
study aimed to show the toxic effect of silver nanoparticles (AgNPs), produced by the
Laboratdrio de Materiais Funcionais Avancados (LAMFA) of the UFC, in nauplii of Artemia
sp., Evaluating the mortality rate, morphological changes, cellular damage and emission of
silver using microscopic tools: light field microscopy, scanning electron microscopy, energy
dispersive x-ray spectrometry and confocal scanning laser microscopy. The nanoparticles
were spherical in nature and had an average size of 15nm. Artemia cysts were hatched in
seawater and placed in a test medium of different concentrations (100ppm, 50ppm, 25ppm
and 12.5ppm) for treatment. The test was performed with artemia 2 days after hatching and 6
days after hatching. Assessing acute toxicity (24 and 48 hours). The aggregation of AgNPs in
the intestine region of Artemia sp. was studied using light field microscopy and cell damage
was detected by apoptotic cells stained with acridine orange using laser scanning confocal
microscopy. Morphological changes were observed by scanning electron microscopy. This
study showed that the concentration of 12.5 ppm was sufficient to sensitize the animal, being
lethal and causing significant changes in the body and cells of the same. In addition, it showed
aggregation of AgNPs in the intestinal region, apoptotic cells and morphological alterations at
all concentrations, going against previous studies. That way, this study has shown that the
concentrations, in parts per million, of AgNPs have a toxic effect on Artemia sp. resulting in
high mortality rates and significant animal damage.

Key-words:. Nanotechnology; Silver nanoparticles; Artemia sp.; Scanning electron

microscopy; Laser Confocal Microscopy; Nanotoxicology
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1 INTRODUCAO
1.1 Nanotecnologia

Ao par acelerado de descobertas e inovagOes, combinadas com a natureza
interdisciplinar das mesmas, levando ao surgimento de areas convergentes de conhecimento,
capacidade e investimento, tem-se a nanotecnologia como um grande exemplo, ja que ela
surgiu da confluéncia de descobertas em fisica, quimica, biologia e engenharia por volta dos
anos 2000 (ROCO; MIRKIN; HERSAM, 2010). Como nanotecnologia € uma ciéncia ampla
que engloba muitas areas do conhecimento, a sua definicdo sofreu alteragdes ao passar dos
anos, a partir das aplicacfes inerentes a essa ciéncia. A primeira defini¢do veio em 1999, com
a publicagdo do livro Nanotechnology Research Directions, onde postulava que a
nanotecnologia é a ciéncia com a capacidade de controlar e reestruturar a matéria nos niveis
atdbmico e molecular entre 1 nm a 100 nm, alem disso, explorar as propriedades e fenémenos
eminentes com o objetivo de criar materiais, dispositivos e sistemas com essas propriedades e
funcGes em uma pequena estrutura.Tal tecnologia poderia ser aplicada a diferentes areas de
relevancia, como na biomedicina,engenharias e meio ambiente, e podem ser um elo para uma
plataforma unificadora da ciéncia, engenharia e tecnologia em nanoescala (ROCO;
WILLIAMS; ALIVISATOS, 1999). Em 2010, o Comité Técnico 229 sobre nanotecnologias
(ISO 2009) pertencente a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO) propds uma
definicdo que possuia os mesmo elementos de 1999, contudo, ainda ndo ha uma aceitagao
clara e estabelecida sobre a linguagem comum, uso, aplicacao e finalidade da nanotecnologia
para a sociedade, visto que, algumas vezes esta ciéncia se apresenta como um paradigma
cientifico e tecnoldgico fundamentalmente novo (LOVESTAM et al., 2010).

A nanotecnologia possibilita a construcdo da matéria em limites ndo naturais de
tamanho, estabelecendo uma escala que permeia o comportamento de um atomo em relacdo
ao material volumoso sélido, estando entre fragdes de nanémetros, sempre levando em
consideragdo o0 ajuste em associacdo com o tamanho, forma e padrdo do nanomaterial. Esta
capacidade de rearranjar a matéria em nanoescala torna-se um método econémico para
agregar funcionalidade a produtos de diferentes areas, evidenciando assim, uma importancia
da nanotecnologia (FERREIRA; RANGEL, 2009). Além disso, esse rearranjo permite uma
mudanga nas propriedades e comportamento do material, tais como - condutibilidade, dureza,
magnetismo- caracteristicas também aproveitadas no desenvolvimento de produtos e
dispositivos (MELO; PIMENTA, 2010).
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Os nanomateriais, sendo produtos da nanociéncia, possuem sua prépria definicdo
e classificacdo de acordo a utilidade. Quando um material é colocado abaixo do seu tamanho
critico, onde suas propriedades se manifestam de forma anormal as suas caracteristicas usuais,
pode-se dizer que se tem um nanomaterial. Cada material possui seu tamanho critico e este se
relaciona diferentemente com cada uma das propriedades (ZARBIN, 2007). Dentro desses
nanomateriais encontram-se 0s nanotubos, nanofibras e nanoparticulas apresentando uma
diversa gama de producdo de nanomateriais nas diferentes areas da ciéncia. Na industria de
cosméticos, 0s nanomateriais sdo utilizados em dermatologia cosmética, filtros solares,
nanoemulsdes preparadas a partir de nanoparticulas, como por exemplo, nanoparticulas de
dioxido de titanio (TiO2) e déxido de zinco (ZnO) (MORGANTI, 2010), sendo estas ultimas
usadas por possuirem sistemas de liberacdo de substancias desejadas, como nanocapsulas,
nanocristais, lipossomas e niossomas (MU; SPRANDO, 2010). Na area biomédica, hd o
aparecimento desses materiais na forma de quantum dots (QDs) ou pontos quanticos,
caracterizados como nanocristais semicondutores coloidais que possuem comportamento de
fotoluminescéncia (ZHANG et al., 2006), sendo aplicados para a rotulagem em células
sanguineas vermelhas com o intuito de investigar a expressdo génica de antigenos
(ALBUQUERQUE DE FARIA et al., 2005), estudos de processos intracelulares de receptores
relacionados a neur6nios vivos e a identificacdo de linfonodos para o indicacdo de tumores e
diagndsticos (MICHALET et al., 2005). Na area ambiental, possivelmente seja, 0 ramo onde
a nanociéncia tenha mais aplicagdes nanotecnologicas, contudo, apresentando o uso mais
arbitrario em relacdo a essa tecnologia. A aplicacdo pode ser no tratamento ou remediacdo da
poluicdo do ar, conforme Bhakta et al. (2016), que se utilizou de nanocatalisadores para
acelerar as reacdes quimicas de gases nocivos, gerados por carros e industrias, em gases
inofensivos, bem como membranas nanoestruturadas capazes de capturar as emissfes de
gases de efeito estufa causadas pela mineracdo de carvao e geracao de energia em regides de
alto consumo. Bem como a producdo de membranas seletivas capazes de filtrar
contaminantes, como nanoestruturas que tem o poder de retirar poluentes industriais de
efluentes, reducdo na utilizacdo de matéria e energia pela aplicacdo de nanomateriais, além de
estudos biotecnoldgicos sobre os efeitos das nanoestruturas no meio ambiente (ALVES,
2010).

Considerando a vasta aplicacdo desses materiais, deve-se ter cautela quanto a sua
liberacdo no meio ambiente. Devido ao seu tamanho nanométrico, sua dispersdo torna-se

simples, podendo difundir-se facilmente nos solos, propagar-se pelo ar e até mesmo atingir
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células, ocasionando o0 acUmulo desses elementos em organismos, acarretando em
consequéncias danosas para 0 meio e individuos que nele estdo. O resultado desse acimulo
pode se dar ao longo da cadeia alimentar, por adsorcéo de biomoléculas e como consequéncia
uma interrupcao, em organismos Vvivos, de processos bioldgicos (QUINA, 2004).

Em tese, ndo hd uma grande quantidade de informacgdes disponiveis sobre a
toxicidade, biodegradacdo e acumulo desses nanomateriais, evidenciando assim a importancia

de estudos nessa area em progresso.

1.2 Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

Segundo Poole Jr. e Owens (2003), por defini¢do, as nanoparticulas (NPs) podem
ser caracterizadas como a composicdo de atomos ou moléculas que tenham um raio de
tamanho entre 1 a 100 nanometros, apresentando propriedades distintas daquelas do seu
material de origem. Estas nanoparticulas podem derivar de diferentes materiais, dando origem
a NPs metalicas, NPs magnéticas, NPs coloidais, NPs semicondutoras, quantum dots, onde
dependendo do material utilizado hd métodos especificos de sintese.

As nanoparticulas de prata (AgNPs), compostos formados pela reducdo de ions
Ag’, tem chamado muito atencdo pelas suas propriedades quimicas, Opticas e elétricas
aplicadas a nanotecnologia (BOLZAN et al., 2015). As AgNPs séo utilizadas em estudos
antimicrobianos (DURAN, 2010; LARA et al., 2010; RADZIG et al., 2013; ZHANG;
SMITH; OYANEDEL-CRAVER, 2012), finalidades biomédicas (ALARCON et al., 2016;
MURPHY et al., 2015; SAMBERG; OLDENBURG; MONTEIRO-RIVIERE, 2009) e em
processos de melhoria em efeitos elétricos e Opticos (CHAPMAN; MULVANEY, 2001;
GREER; STREET, 2007; ZOU; SCHATZ, 2005;). Nanoparticulas de prata, por possuirem
um alto efeito toxico, atuando como produto antimicrobiano, sdo muito utilizadas em
produtos comerciais (BEER et al., 2012), por esse fato, estudos relacionados com a toxicidade

de AgNPs sdo potencialmente importantes para a sociedade e devem ser conduzidos.

1.3 Toxicologia e sistemas biologicos

As AgNPs podem se mostrar nocivas ao meio ambiente, podendo ser letal para
plantas e animais. Para a verificagdo da nocividade dessas nanoparticulas séo realizados testes
ecotoxicoldgicos. Segundo Butler (1984) a ecotoxicologia € um estudo dos efeitos de

poluentes, substancias liberadas no meio ambiente e na biota de varios animais, incluindo os
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seres humanos. Em um teste de toxicidade busca-se avaliar os efeitos causados & um espécie
teste escolhida, expondo-a em ensaios bioldgicos com uma ou mais substancias durante um
certo periodo de tempo. Tais testes sdo executados em organismos indicadores, pelo fato de
possuirem algumas caracteristicas desejaveis, como pequeno limite de tolerancia ecoldgica a
determinadas substancias, apresentando assim alguma alteracdo fisiologica, morfoldgica ou
comportamental, quando expostas a toxicos (DE PAIVA MAGALHAES; FERRAO-FILHO,
2008; RUBINGER, 2009). Os resultados sdo qualitativos e quantitativos, onde os efeitos
toxicos podem causar um efeito letal, que é a mortalidade, e efeitos sub letais como alteracdes
no desenvolvimento e crescimento, reproducgéo, patologias, respostas celulares, efeitos que
sdo quantificados com o nimero de organismos mortos, porcentagem de eclosdo de ovos,
alteracdes no tamanho e peso, ocorréncia de tumores ou inibi¢do enzimatica (DOS SANTOS;
DA SILVA, 2007).

Para que o teste apresente resultados significativos e relevantes, a escolha do
organismo teste tem de ser apropriada, levando em conta alguns critérios. Segundo Rand
(1995), os critérios para a escolha do organismo apropriado devem ser: sensibilidades entre
espécies sempre constantes; disponibilidade e abundancia; ciéncia da representatividade da
espécie sobre o0 ecossistema que ira receber o impacto; baixa sazonalidade; importancia
comercial ou ecoldgica; apresentar facilidade de cultivo em laboratério, com técnicas
disponiveis; conhecimentos sobre fisiologia, genética e comportamentos da espécie. O mesmo
autor relata que a escolha de algas, peixes e invertebrados como organismos testes é
recomendavel pelo fato de ja se possuir uma quantidade substancial de informacGes em
estudos ecotoxicoldgicos disponiveis para muitos deles, além de serem organismos sensiveis e
ecologicamente importantes.

A utilizacdo de Artemia sp. tem sido amplamente usada em testes de toxicidade, por
ser um animal com manutencéo laboratorial facil e ampla distribui¢do. Artemia sp. atua como
elo de ligacdo entre as comunidades planctonicas e as cadeias superiores (PIMENTEL et al.,
2011). Possui corpo segmentado, caracteristico do filo Arthropoda, dividido em cabeca, torax
e abddmen. Seu corpo é coberto com exoesqueleto fino e flexivel de quitina, tendo os
musculos presos internamente. Apresenta periodos de muda, que é o descarte e aparecimento
de um novo exoesqueleto, onde nas fémeas o processo ocorre precedendo a ovulagdo
(ABATZOPOULOS, 2013).

Segundo Nunes (2006), o género Artemia € subdividido em seis espécies que

geralmente possui populagdes partenogénicas e apresentam caracteristicas proprias do género
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que o tornam um organismo ideal para estudos ecotoxicologicos como adaptabilidade a
amplas faixas de salinidade (5 a 250 g L™) e a grandes variacdes de temperatura (6 a 35 °C),
apresentando ciclo de vida em estagios com alta taxa de fecundidade, estratégia de reproducéo
por ovoviviparidade ou oviparidade (com nauplios ou producao de cistos), pequeno tamanho
corporal e adaptabilidade a recursos variados de nutrientes, pelo fato de ser um animal
filtrador ndo seletivo, além de ser capaz de se desenvolver em laboratério.

A utilizacdo de artémias, como espécie teste, para verificar a nocividade de
nanoparticulas € comum, mas ndo ha relatos quanto ao uso das AgNPs deste estudo, que
foram elaboradas no Laboratério de Materiais Funcionais Avancados (LAMFA),
Departamento de Fisica da UFC. Além disso, as técnicas de microscopias empregadas para a
avaliacdo dos danos causados sdo pouco relatadas na literatura. Sendo assim, a proposta desse
trabalho é elucidar ao maximo a letalidade e subletalidades dessas nanoparticulas de prata

quando expostas a um organismo modelo como Artemia sp.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar e caracterizar, a partir de técnicas de microscopia, 0 dano causado a Artemia

sp. quando submetida a diferentes concentracGes de nanoparticulas de prata (AgNPs).

2.2 Especificos

e Viabilizar o cultivo de Artemia sp. como organismo modelo para teste de
toxicidade;

e Caracterizar, na amostra, por meio de detector EDS, a presenca ou auséncia de
AgNPs;

e Descrever alteracbes morfolégicas por meio de microscopia eletrdnica de
varredura e microscopia de campo claro;

e Descrever dano celular causado a partir de microscopia confocal de varredura a
laser;

e Avaliar, por meio de estatistica, o indice de mortalidade, levando em conta

estagio de desenvolvimento das artémias e concentracdo de AgNPs.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Organismo teste: Artemia sp.

Os cistos de Artemia sp. foram adquiridos comercialmente em lojas
especializadas. As artémias foram mantidas distante da luz e acondicionados em recipientes
de vidro longe da umidade. Para a obtencdo dos nauplios, os cistos foram hidratados em 350
mL de agua do mar artificial, preparada previamente com &gua destilada e sal marinho, e, em
seguida mantidos sob constante aeracdo e com periodos de 12h de luz e 12h de escuro, a
temperatura de 22 + 2 ° C. Para 0s bioensaios foram usados os nduplio apos 48h (2 dias) da

ecloséo e 144h (6 dias) da ecloséo.

3.2 Meio de Teste

As AgNPs utilizadas foram sintetizadas e fornecidas pelo Prof. Dr. Odair Pastor
Ferreira, do Laboratério de Materiais Funcionais Avancados (LAMFA), Departamento de
Fisica da UFC. Preparadas pelo método de reducdo do citrato e estabilizadas com quitosana,
as AgNPs apresentaram tamanho médio de 15nm e carga superficial com valor positivo de
+40,8 mV. Valores negativos ou positivos garantem menor agregagdo das NPs, dessa forma,
adquirem maior estabilidade. As AgNPs vieram na concentracdo de 600 ppm (partes por

milhdo) e foram diluidas em agua do mar artificial para 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm e 12,5

ppm.

3.3 Teste de toxicidade: AgNPs com Artemia sp.

O bioensaio foi realizado em placas de 24 pocos estéreis adicionando 10 nauplios a 2
mL de Meio de Teste, utilizando pipeta automéatica com mesmo volume para cada poco. Para
cada concentracgdo, foi conduzido um experimento em triplicata, onde foram testadas quatro
concentracdes de AgNP: 100ppm, 50 ppm, 25 ppm e 12,5 ppm. Além disso, houve triplicatas
para controle positivo, (acido nitrico a 1%), para assegurar que O organismo responde
propriamente a uma substancia nociva e o controle negativo (meio salino sem nanoparticulas
de prata), para indicar até que ponto a mortalidade pode ter sido causada por outro fator. As
placas foram mantidas a temperatura de 22 + 2 ° C. Apds 24h e 48h, as placas eram analisadas
para verificar o nimero de animais mortos, atribuindo como atributo de morte a imobilizacéo

do animal por 10s, adaptado de Blizzard et al. (1989).
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3.4 Calculo da taxa de mortalidade

O célculo para a mortalidade percentual seguiu a férmula de Arulvasu et al
(2014):

% de mortalidade = n° de Artemia sp. mortas
X100

n° inicial de Artemia sp. vivas

Os resultados foram tabulados e expressos como graficos e tabelas.

3.5 Processamento e andlise para Microscopia eletronica de varredura

Apdbs as 48h do ensaio, as artémias foram fixadas em solucdo fixadora de
Karnovsky, que contém glutaraldeido a 2,5%, formaldeido a 4%, diluidos em tampédo
cacodilato de sédio 0,05 M, em temperatura ambiente, por no minimo 24 horas.
Seguidamente, é feito o processo de pos fixacdo e desidratacdo, onde o material foi lavado,
trés vezes, em tampdo cacodilato de sodio a 0,05M, por 45 minutos cada lavagem e de
submetido a desidratacdo com etanol em série crescente de 50%, 70%, 90%, 100%, por 45
minutos cada, sendo a ultima série de 100% repetidada duas vezes. Por fim, o material
desidratado é colocado para secar em hexametildisilizano (HDMS), inicialmente com uma
solucdo de 1:1 de HMDS e etanol por 60 minutos e por fim HMDS puro até evaporagdo
completa da solucdo e secagem do material. Todo o procedimento foi feito em capela com
exaustor. Para a analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), o material ja seco
precisa ser montado em um porta amostra de aluminio, sendo aderidos ao mesmo por uma fita
de carbono dupla face. Apos isso, ocorre a metalizacdo, utilizando o aparelho Quorum Q150T
ES, cobrindo as amostras com uma camada de 20 nm de ouro, proporcionando assim, melhor
aterramento do material ocasionando em melhores imagens. A elaboragdo das imagens
ocorreu no microscépio eletronico de varredura Quanta FEG 450 (FEI) e no Microscopio de
varredura INSPECT 50. Para a Andlise quimica semiquantitativa das amostras, utilizou-se a
técnica analitica de espectrometria de raios-x por dispersao de energia (EDS), por meio de um

detector acoplado a cAmara do microscépio eletrénico de varredura.
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3.6  Microscopia confocal de varredura a laser

As artémias foram tiradas do meio de teste e imersas em laranja de acridina a 1%
por 20 minutos, logo ap6s as mesmas foram lavadas trés vezes com agua destilada para a
observacdo de dano celular. As amostras foram colocadas em laminas e observadas no
microscopio confocal a laser (LM 710 Zeiss) utilizando um laser de excitagdo com
comprimento de onda 488nm e de emissdo 532nm. As imagens de campo claro foram obtidas

No Mesmo microscopio.
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4 RESULTADOS
4.1 Analise da gota de AgNP

A andlise feita em MEV e EDS teve o intuito de investigar a morfologia e
tamanho das nanoparticulas de prata. Apresentam, predominantemente, formato esférico com
didmetros que variam de alguns nanémetros para 30-40 nm (Figura 1B). O gréafico EDS
aparece com trés picos localizados entre 0 KeV e 4 KeV. O pico maximo localizado no
espectro 0,5 KeV sinaliza para o oxigénio (O), onde a agua onde foi diluida a mesma é
responsavel pela sinalizacdo. O segundo pico maximo localizado no espectro 1,5 KeV indica
o0 aluminio (Al), onde o porta amostra de aluminio é o responsavel pela sinalizacdo. que vem
prata. O terceiro e ultimo pico localizado no espectro 3 KeV sinaliza para a prata. (Figura
1A).

Figura 1 - Microscopia eletrénica de varredura (B) e grafico semiquantitativo de elementos,
elaborado por EDS, das AgNPs do trabalho.

A - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS. Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde);
B - Imagem de MEV da morfologia da AgNP.
Barras: B — 30 um;

A

Al Ag

o

Il[lll'lll]mllll[l'l[lll]lllllll[l'l[ll
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 keV

Fonte: elaborada pela autora
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4.2 Taxa de mortalidade Artemia sp.

As analises estatisticas para mortalidade mostraram resultados significativos em
artemia de 2 dias como em artemia de 6 dias. Para artémia de 2 dias, todas as concentracfes
foram letais, e mostraram resultados significativos ja dentro de 24 horas de exposicdo e em
todas as concentragfes. Nos controles, os resultados encontrados foram de tal forma que no
controle negativo (dgua do mar artificial sem nanoparticula), a mortalidade foi de 0% e 6,6%,
respectivamente 24h e 48h, podendo ser considerado um valor insignificante. J& no controle
positivo (acido nitrico a 1%) a mortalidade foi de 100%, para ambas as condi¢des de tempo.
Na concentragdo minima de 12,5 ppm, a mortalidade foi de 30% e ao decorrer do aumento de
concentracdo de 25 ppm, 50 ppm e 100 ppm a mortalidade foi de cerca de 93,33%, 90% e
90%, respectivamente, valores para as primeiras 24h. Para 48h, na concentracdo minima de
12,5 ppm a mortalidade foi de 80% e ao decorrer do aumento de concentracdo de 25 ppm, 50
ppm e 100 ppm a mortalidade foi de cerca de 100%, 100% e 100%, respectivamente. Foi feito
um teste t de Student, para comparacdo do grupo experimental (concentracdes de AgNPs)

com o grupo controle negativo, gerando um valor de p (Tabela 1).
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Tabela 1 - O resultado da taxa de mortalidade (24 e 48 horas) de Artemia sp. de 2 dias, tratadas com

concentracdes (ppm) de nanoparticul®d°dderata.  N° de % de % de Valor de
Concentracso Numero  Artemiasp. Artemiasp. mortalidade mortalidade em rela a%
¢ inicial de mortas mortas apos 24 apos 48 ¢
(ppm) . g g ao controle
Artemia sp. apos 24 apos 48 horas horas neaativo
horas horas (valor £ DP) (valor + DP) g
Controle 30 0 2 0£0 6.66+0.57 -
negativo
Controle 30 30 30 100+ 0 100£0 -
positivo
100 ppm 30 30 30 100+ 0 100+ 0 p=0,01
50 ppm 30 27 30 90+1 100+ 0 p= 0,002
25 ppm 30 28 30 93.33£0.57 100+ 0 p= 0,001
12,5 ppm 30 9 24 30+1 80+1 p=0,14

Fonte: elaborada pela autora

Gréfico 1 - Grafico de barras mostrando os resultados para a taxa de mortalidade (24 e 48

horas) de Artemia sp.de 2 dias, tratadas com varias concentracdes (ppm) de AgNPs.
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Fonte: elaborada pela autora
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Para arttmia de 6 dias, o resultado foi similar ao de 2 dias. Todas as
concentragfes foram letais, e mostrando resultados significantes j& dentro de 24 horas de
exposicdo e em todas as concentracdes. O teste t apontou valor de p < 0,05 em todas as

concentracdes da nanoparticula de prata. (Tabela 2 e Gréfico 2).

Tabela 2 - O resultado da taxa de mortalidade (24 e 48 horas) de Artemia sp. de 6 dias, tratadas com

concentragdes (ppm) de nanoparticulas de prata.

DP - Desvio padrao

N° de N° de % de % de Valor de
~ NUmero Artemia Artemia  mortalidade mortalidade P
Concentracao . . . . . em relagéo
inicial de  sp. mortas sp. mortas apos 24 apos 48
(ppm) . ] . ao controle
Artemiasp.  apos 24 apos 48 horas horas neaativo
horas horas (valor £ DP) (valor + DP) g
Controle 30 1 7 333057 2333+057 -
negativo
Controle 30 30 30 100£00 100400 -
positivo
100 ppm 30 27 30 90 + 0.57 100+ 0.0 p= 0,04
50 ppm 30 27 28 100+0.0  93.33 £0.57 p= 0,04
25 ppm 30 30 30 100+ 0.0 100+ 0.0 p= 0,04
12,5 ppm 30 28 28 93.33+1.15 93.33+1.15 p= 0,04

Fonte: elaborada pela autora
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Gréfico 2 - Grafico de barras mostrando os resultados para a taxa de mortalidade (24 e 48
horas) de Artemia sp.de 6 dias tratada com varias concentragdes (ppm) de AgNPs.
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Fonte: elaborada pela autora

4.3 Variacdo morfologica de Artemia sp. 2 dias (ap6s tratamento com nanoparticulas
de prata): microscopia de campo claro, eletronica de varredura, confocal e analise
semiquantitativa de prata

Nas fotomicrografias de campo claro foram possiveis as observacbes de
agregados de nanoparticulas de prata dentro do intestino e preso no corpo do animal (Figura
2A; 3A; 4A; 5A; 6A; 7A). Como Artemia sp. € um animal filtrador ndo seletivos, geralmente
consome particulas com tamanho menor que 50 pum, nesse estagio de nauplio (ARUVALSU
et al., 2014). Nas concentracbes de 100ppm, 50ppm e 25ppm, a agregacdo de AgNPs é
notdria no intestino, preenchendo-o quase que completamente, e na cabeca, deixando os
tecidos escurecidos pela nocividade. Em 12,5ppm, as AgNPs estdo sutilmente presentes na
regido da cabeca e o dano ao corpo do animal se da pela ndo distingdo dos tecidos. No
controle positivo, apesar do animal possuir uma coloracdo escura, devido ao dano do HNO3,
ndo ha indicativos de agregados de nanoparticulas. J& no controle negativo, os tecidos estdo
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esbranquicados e se podem ver as delimitagOes de estruturas e tecidos, demonstrando néo ter
danos celulares significativos.

A laranja de acridina se liga aos &cidos nucleicos e destacam dano celular, de
acordo com bula do fabricante. Assim, ela evidencia células apoptéticas e células necroticas.
Como observado nas imagens, houve dano celular (DC), visivel pelas pontuacfes brilhantes
verdes, em todas as concentraces de nanoparticulas de prata (Figura 4C; 5C; 6C; 7C). As trés
concentragdes mais altas exibiram pontos verdes brilhantes por todo o corpo ou com mais
intensidade em alguns pontos (Figura 4C; 5C; 6C). Na concentracdo mais baixa, apenas
algumas manchas verdes eram visiveis no corpo do animal (Figura 7C). No controle positivo
houve dano celular e brilho devida a nocividade conhecida do Acido Nitrico as células vivas
(Figura 3C). Ja no controle negativo, houve brilho devido a propria fluorescéncia do material
bioldgico e da emisséo da acridina (2C). As figuras 2B; 3B; 4B; 5B; 6B; 7B sdo amostras de
Artemia sp. com tratamentos em AgNP mas sem o laranja de acridina, servindo de imagem
controle, mostrando que o dano celular s é realmente evidenciado com o laranja de acridina,
pela ligacdo do mesmo com o acido nucleico de celular apoptoticas.

A interacdo das nanoparticulas de prata com Artemia sp. pode ser observada
externamente, onde as AgNPs estdo sobre o exoesqueleto causando danos diretos a
morfologia do bicho. Na figura 2 (D; E; F), controle negativo, onde o animal ndo foi exposto
as AgNPs, h4d completo desenvolvimento das antenas, tamanho corporal, abertura anal
completa e desenvolvimento completo dos enditos e cilios da superficie. Quando o animal foi
exposto a uma substancia danosa, como o acido nitrico, além da mortalidade, ele apresentou
desenvolvimento insatisfatério das antenas, ma formacdo ou nenhuma da abertura anal, pouco
desenvolvimentos dos enditos e perca ciliar (Figura 3D; E; F). O mesmo padrdo morfolégico
foi observado quando as artémias foram submetidas as concentracGes de 100ppm, 50ppm,
25ppm e 12,5 ppm. Nédo houve abertura anal (Figura 4E; 5E; 6E; 7E), desenvolvimento
insastifatorio das antenas (Figura 4D; 5D; 6D; 7D), onde o Unico tratamento que apresentou
desenvolvimento de cilios nos enditos foi 0 12,5ppm, a menor concentragdo (Figura 7F).
Além disso, em todas as concentrac@es foi-se capaz de observar AgNPs fixadas no corpo e
nas antenas.

Em analise com EDS para prata, controle positivo e negativo apresentou apenas
ruido (Figuras 2H; 3H) e nenhum pico para Ag (Figuras 2I; 3I). J& quando submetida a AgNP,
houve sinalizacdo para prata, com formacgéo de imagem (Figuras 4H; 5H; 6H; 7H) e pico para

Ag (Figuras 41; 5I; 61; 71). Houve também sinalizacdo para outros elementos como carbono
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(C), oxigénio (O), magnésio (Mg), silicio (Si), célcio (Ca) que sdo proprios da amostra
bioldgica, aluminio (Al) do porta amostra, ouro (Au) da cobertura da metalizacéo, cloro (Cl) e

sodio (Na) do meio de teste.
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Figura 2 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia

eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréafico representativo de

quantificacdo de elementos em Artemia sp 2 dias, submetida ao tratamento com agua marinha

- controle negativo.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal;

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1% ;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%;

D - Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o desenvolvimento completo da antena (DE);

E — Detalhe do abddmen. Note a formacdo completa da abertura anal (*);

F — Detalhe da antena. Note desenvolvimento dos enditos com presenca de cilios (ponta da seta branca);

G - Imagem de MEV para andlise semiquantitativa de prata; H - Imagem EDS para prata;

| - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS. Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C—200 um; D - 300 um; E — 100 pm; F — 40 um; G, H - 50 um.
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Figura 3 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréafico representativo de
quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp 2 dias, submetida ao tratamento com acido

nitrico (HNO3) - controle positivo.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal;

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1% ;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note o dano celular causado (DC);

D - Visao geral da morfologia do animal em MEV. Note 0 moderado desenvolvimento daantena (DE);

E — Detalhe do abdémen. Note a ma formacéo da abertura anal (*);

F — Detalhe da antena. Note pouco desenvolvimento dos enditos com auséncia de cilios (ponta da seta branca);

G - Imagem de MEV para andlise semiquantitativa de prata;

H - Imagem EDS para prata;

| - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS. Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C, D — 200 um; E — 100 um; F, G, H — 50 um.
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Figura 4 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréfico representativo de

quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp. 2 dias, submetida ao tratamento de 100ppm.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal. Note acimulo de AgNPs no intestino (ponta da seta
branca) e presenca no corpo do animal (ponta da seta vermelha);

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1%;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note dano celular (DC);

D - Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o pouco desenvolvimento da antena (DE); E — Detalhe
do abddmen. Note a auséncia da abertura anal (*);

F — Detalhe antena. Note o pouco desenvolvimento dos enditos com auséncia de cilios (ponta da seta branca);

G - Imagem de MEV para andlise semiquantitativa de prata;

H - Imagem EDS para prata;

| - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS. Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C, D — 200 pm; E — 100 um; F — 40 pm; G, H — 50 pm.

Fonte: elaborada pela autora



cps/eV

34

Figura 5 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréafico representativo de

quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp. 2 dias, submetida ao tratamento de 50ppm.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal. Note acimulo de AgNPs no intestino (ponta da seta
branca) e presenca no corpo do animal (ponta da seta vermelha);

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1%;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note dano celular (DC);

D — Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o pouco desenvolvimento da antena (DE);

E — Detalhe do abdémen. Note a auséncia da abertura anal (*);

F — Detalhe antena. Note o pouco desenvolvimento dos enditos com auséncia de cilios (ponta da seta branca);

G - Imagem de MEV para andlise semiquantitativa de prata;

H - Imagem EDS para prata; | - Grafico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS. Note o pico de prata
(Ag) (Ponta da seta verde).

Barras: A, B, C—200 um; E — 100 pm; F — 40 pm; G - 50 um; H — 50 um.

Fonte: elaborada pela autora



cpsfeV

35

Figura 6 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréafico representativo de

quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp. 2 dias, submetida ao tratamento de 25ppm.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal. Note acimulo de AgNPs no intestino (ponta da seta
branca) e presenca no corpo do animal (ponta da seta vermelha);

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1%;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note dano celular (DC);

D — Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o pouco desenvolvimento da antena (DE);

E — Detalhe do abdémen. Note a auséncia da abertura anal (*);

F — Detalhe da antena. Note o pouco desenvolvimento dos enditos com presenga moderada de cilios (ponta da
seta branca);

G - Imagem de MEV para analise semiquantitativa de prata; H - Imagem EDS para prata;

| - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C, D — 200 um; E — 100 pm; F — 40 pm; G, H - 5 pm.

C
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Fonte: elaborada pela autora
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Figura 7 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréafico representativo de

quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp. 2 dias, submetida ao tratamento de 12,5ppm.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal. Note acimulo de AgNPs no intestino (ponta da seta
branca);

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1%;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note dano celular (DC);

D — Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o pouco desenvolvimento da antena (DE);

E — Detalhe do abdémen. Note a auséncia da abertura anal (*);

F — Detalhe da antena. Note o0 pouco desenvolvimento dos enditos com presenca de cilios (ponta da seta branca);
G - Imagem de MEV para andlise semiquantitativa de prata;

H - Imagem EDS para prata;

| - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS. Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C, D — 200 pm; E — 100 um; F — 40 pm; G - 30 um; H - 25 pm.
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Fonte: elaborada pela autora
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4.4 Variagdo morfologica de Artemia sp. 6 dias (apds tratamento com nanoparticulas
de prata): microscopia de campo claro, eletronica de varredura, confocal e anélise

semiquantitativa de prata

Os resultados foram semelhantes aos de Artemia sp. 2 dias. A imagem de EDS no
tratamento de 100ppm mostrou nitidamente pontos de prata, além disso, foi 0 que apresentou
maior pico de Ag no grafico (Figura 10H; 101). Os danos celulares (DC) apareceram em todas
as concentracdes, mostrando pico de Ag em todas (dados ndo mostrados). O desenvolvimento

dos enditos nas artémias submetidas as AgNPs seguiram 0 mesmo padréo das de 2 dias.
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Figura 8 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréfico representativo de
quantificacdo de elementos em Artemia sp 6 dias, submetida ao tratamento com agua do mar

artificial - controle negativo.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal;

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1% ;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%;

D — Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o desenvolvimento completo da antena (DE);

E — Detalhe do abddmen. Note a formacdo completa da abertura anal (*);

F — Detalhe da antena. Note desenvolvimento dos enditos com presenca de cilios (ponta da seta branca);

G - Imagem de MEV para andlise semiquantitativa de prata;

H - Imagem EDS para prata;

I - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C, D — 200 um; E — 100 um; F — 30 pm; G - 50 um; H - 25 pm.
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Fonte: elaborada pela autora
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Figura 9 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B,C), microscopia
eletronica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréafico representativo de
quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp 6 dias, submetida ao tratamento com acido

nitrico (HNO3) - controle positivo.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal;

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1% ;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note o dano celular causado (DC);

D - Visao geral da morfologia do animal em MEV. Note o moderado desenvolvimento da antena (DE);

E — Detalhe do abdémen. Note a ma formacéo da abertura anal (*);

F — Detalhe da antena. Note moderado desenvolvimento dos enditos com auséncia de cilios (ponta da seta
branca); G - Imagem de MEV para analise semiquantitativa de prata; H - Imagem EDS para prata; | - Gréafico
semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).

Barras: A, B, C, D — 200 um; E — 100 um; F — 50 pm; G - 40 um; H - 25 pm.

0 -

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 10 - Microscopia de campo claro (A), microscopia confocal a laser (B, C),
microscopia eletrénica de varredura (D, E, F, G), imagem obtida por EDS (H) e gréfico
representativo de quantificacdo de elementos (I) em Artemia sp. 6 dias, submetida ao
tratamento de 100ppm.

A — Imagem de campo claro da morfologia do animal. Note acimulo de AgNPs no intestino (ponta da seta
branca) e presenca no corpo do animal (ponta da seta vermelha);

B — Artemia sp. sem laranja de acridina 1%;

C — Artemia sp. com laranja de acridina 1%. Note dano celular (DC);

D — Visdo geral da morfologia do animal em MEV. Note o pouco desenvolvimento da antena (DE); E — Detalhe
do abddémen. Note a auséncia da abertura anal (*);

F — Detalhe antena. Note o pouco desenvolvimento dos enditos com auséncia de cilios (ponta da seta branca);

G - Imagem de MEV para analise semiquantitativa de prata;

H - Imagem EDS para prata;

| - Gréfico semiquantitavo de elementos, elaborado por EDS Note o pico de prata (Ag) (Ponta da seta verde).
Barras: A, B, C, D — 200 um; E — 100 um; F — 50 pm; G - 40 um; H — 25 um.
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Fonte: elaborada pela autora
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5 DISCUSSAO

Os danos a Artemia sp. foram observados por meio de técnicas de microscopia
Optica e microscopia eletrdnica de varredura, permitindo a observacdo do acumulo de
agregados nanoparticulas, danos celulares e morfologicos. Pela microscopia de campo claro,
pode-se observar agregadoos de nanoparticulas no intestino, variando a quantidade entre as
concentragdes, geralmente possuindo maior quantidade aqueles que foram submetidos ao
maior tratamento. Isto também foi observado por Ates et al. (2013), onde agregados ainda
maiores de NPs se formam dentro do intestino do animal, mostrando que as NPs ndo eram
mais particulas nanométricas, mas agregados no meio de exposicao, sendo estes de dificil
excrecdo pelo animal. O mesmo foi observado por Arulvasu et al. (2014), citando ainda que o
acumulo dessas AgNPs no animal impede a absor¢do de alimento e nutrientes, sendo letal
ndo apenas pela toxicidade, mas pela capacidade de agregacdo das NPs. Além da facilidade
desses animais, sendo filtradores ndo seletivos, de consumirem particulas de tamanho menor
que 50 um, nesse estagio de nauplio. Em outros organismos também foi descrito esse
comportamento de agregacdo, como em Daphnia similis (BECARO et al.,2015) e peixe-zebra
(ASHARANI et al., 2008). Isso pode vir a ser um problema no ambiente aquético devido a
transferéncia trofica, principalmente por organismos plancténicos e bentdnicos, sendo base da
alimentacdo de muitos outros animais (WANG et al, 2014).

O dano celular foi observado por microscopia confocal por meio de colocaragédo
com laranja de acridina. O resultado do estudo foi semelhante ao de Arulvasu et al. (2014) e
Asharani et al. (2008), onde o controle negativo ndo apresentou coloracéo significativa ja que
ndo havia efeito toxico das nanoparticulas de prata, porém quando submetido ao tratamento
com AgNPs os animais passaram a mostrar pontos fluorescentes verdes no corpo, explicado
pela decomposicdo de partes do corpo e condicdo de apoptose devido a toxicidade das
nanoparticulas de prata. Sendo assim, quanto maior o sinal de fluorescéncia da laranja de
acridina maior a quantidade de células apoptoticas. A técnica é muito utilizada para estudo
citotoxico das nanoparticula em células de mamiferos (ARORA et al, 2009; LEE, et al.,
2014; ASHARANI et al., 2008).

As interactes de NPs com o animal podem causar danos diretos ao exoesqueleto e
o desenvolvimento de seus apéndices, bem como as membranas corporais (WANG, et al.,
2017). A agregacdo de AgNPs ao enditos, estrutura que pertence as antenas, podem ser
observadas em MEV. Comprometendo o desenvolvimento completo em relacdo a tamanho,

bem como causaram o emaranhamento até a fusdo de alguns deles. Resultado préximo ao de
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Mesari¢ et al., (2015). Segundo o mesmo autor, 0s nanomateriais se ligaram aos enditos,
ocasionando a fusdo deles de tal forma que os cilios eram completamente cobertos impedindo
a visualizacdo dos mesmos. Wang et al (2014) observou que com o tratamento de
nanoparticulas de a-Fe203 ocorria 0 mesmo emaranhamento dos enditos mas além disso,
haviam buracos em todas a superficies do corpo da artémia. As artémias submetidas aos
tratamentos apresentaram ma formacdo da abertura anal, sendo uma ma formacdo do
abdémen. Caracteristica também apresentada por Ozkan et al.(2016) onde as artémias do
grupo controle ndo apresentaram alteracGes visiveis no sistema digestivo, intestino e
extremidades (antenas) ou malformacGes, contudo, quando exposta as nanoparticulas
apresentavam alteragdes na formagdo dos olhos, forma do globo e o desbotamento da iris,
aumento do intestino, com alteracGes e acimulo de NPs, malformacGes na casca exterior e por
fim, perda de antenas também foram observadas.

Analisando-se as tabelas com as taxas de mortalidade, observou-se que os valores
aumentaram quando se tratavam de artémias com 6 dias, isto pode ser explicado pelo fato de
nauplios de Artemia sp. recém-nascidos apresentarem alta resisténcia a substancias toxicas
mas essa resisténcia diminui ap6s 18h para um nivel mais baixo e constante pelas 60h
seguintes, além disso, os estagios Il larvais se mostraram mais sensiveis a substancias
nocivas (SORGELOOS; REMICHE-VAN DER WIELEN; PERSOONE, 1978). Ademais,
Van Stappen (1996) observou que os nauplios iniciais de Artemia sp. possuem reservas de
gema e passam a ingerir alimentos a partir do estagio Il em diante. Isto as torna suscetiveis a
ingerirem mais agregados de nanopaticulas e sofrerem mais danos e mortalidade. Quando se
olha apenas para os graficos pode-se perceber que ha mortalidade significativa dentro de 24
horas de exposi¢do, em ambos os estagios de desenvolvimento, onde mais da metade dos
nauplios foram encontrados mortos. Ap6s 48 horas, a taxa de mortalidade foi quase 100% em
todas as concentracdes. Estes resultados também foram observados em Aruvalsu et al. (2014),
que também realizou teste em cistos de Artemia sp. revelando que as nanoparticulas de prata
tém efeito em ambos, tanto no animal vivo quanto nos seus cistos, apresentando uma
diminuicdo da taxa de ecloséo a partir do aumento de toxicidade da AgNP.

Observou-se que os valores de p se apresentaram abaixo de 5%, mostrando que 0s
resultados indicaram um nivel de significancia, em relagdo ao controle negativo, bom, assim
os resultados possuem confianga acima de 95%. Excetuando a concentragdo de 12,5 ppm em
Artemia sp. de 2 dias, que apresentou valor de p > 0,05, onde nela aceitasse a hip6tese nula de

que ndo houve alteracdo significativa de mortalidade em relagéo ao grupo controle negativo.



43

Contudo, seus valores de desvio padréo, podem ser considerados dentro do valor de controle
negativo. As demais concentracdes apresentaram p < 0,05, aceitando assim a hipdtese
alternativa, onde houve alteracdo significativa entre as taxas do tratamento do controle
negativo e as demais concentracfes, mostrando que os valores de mortalidade sofreram
variagOes altas quando comparadas com o grupo controle negativo, evidenciando altas taxas
de mortalidade. Além disso, os dados estatisticos mostram que a concentracdo de 12,5 ppm ja
foi suficiente para sensibilizar o animal e ser letal para o mesmo. Mesari¢ et al (2015) também
observou mortalidade em todas as concentra¢es usadas, inclusive nas mais baixas, 0.1 a 1
mg/mL, indicando dano morfoldgico, diminuicdo na velocidade de natacdo e alteracdo

enzimatica do nauplio.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, avaliou-se os efeitos tdxicos de nanoparticulas de prata,
sintetizadas pelo Laboratério de Materiais Funcionais Avancados (LAMFA) da UFC, em
Artemia sp. para elucidar os efeitos toxicos dela e seus impactos para 0s ecossistemas
marinhos. Os resultados apontaram para o fato de que a exposicdo aguda em artemias de 2
dias de 6 dias de desenvolvimento sofreram mudancgas significativas mortalidade,
morfologicos e dano celular, comparados ao controle negativo. Houve o aparecimento de
prata (Ag) e danos em todas as concentracdes do tratamento. A Artemia sp. de 6 dias foi a
mais sensivel, de acordo com teste estatisticos, e a que apresentou o maior pico de prata e
agregados de AgNP no seu corpo. Os resultados revelaram efeitos de curto prazo (24 h) e em
todas as concentracdes testadas, apresentando altas taxas de mortalidade. Além disso, 0 uso
das técnicas microscopias utilizadas permitiram a visualizacdo do dano e alteragcdes ocorridas
no ensaio, sendo potentes ferramentas para o estudo toxicoldgico de nanoparticulas. A fim de
se utilizar dessa AgNP para fins comerciais e seguros e em tratamentos a longo prazo outros
estudos complementares devem ser realizados, principalmente na alteracdo bioquimica do
animal e utilizando-se de mais técnicas microscopias, como realizar visualizaces em

microscopia de transmissao.
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