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RESUMO

Nanoparticulas possuem uma dimensdo entre 1 a 100 nm, promovendo novas
propriedades em relagdo ao material original. As nanoparticulas de prata (NpAg) sao
amplamente usadas em produtos do cotidiano como medicamentos, tintas,
cosméticos e filtros solares. Em vista disso, esse estudo se propde a analisar a
aglomeracgao, toxicidade e efeitos morfolégicos de tal particula no modelo animal de
Artemia salina, através de analises de aglomeragdo das particulas feitas por DLS
(Dynamic light scattering), além de experimento de exposi¢cdo, e imagens feitas tanto
por microscopia otica quanto eletrobnica de varredura. Com a conclusdao dos
experimentos, pode-se notar que a particula tem uma agregacao uniforme
independente do meio, e se observar um numero maior de individuos mortos no
estagio de nauplio 2, além de n&o se ter alteragdes morfolégicas apenas uma
fragilizacdo do revestimento externo do animal. O que possibilitou a averiguagao de
que os individuos com o sistema digestivo completo sdo mais afetados pela
nanoparticula de prata, possivelmente devido a sua ingestdo e que a concentragao

empregada néo influencia na aglomeracéo da particula.

Palavras-chave: nanoparticula de prata; toxicidade; nauplio; Artemia salina;

microscopia;



ABSTRACT

Nanoparticles are between 1 and 100 nm in size, providing new properties compared
to the original material. Silver nanoparticles (NpAg) are widely used in everyday
products such as drugs, paints, cosmetics, and sunscreens. In view of this, this study
proposes to analyze the agglomeration, toxicity, and morphological effects of such a
particle in the animal model of Artemia salina, through particle agglomeration
analysis by DLS (Dynamic light scattering), as well as exposure experiment, and
imaging by both optical and scanning electron microscopy. With the conclusion of the
experiments, it can be seen that the particle has a uniform aggregation independent
of the medium, and a greater number of dead individuals were observed in nauplii
stage 2, and there were no morphological changes, only a weakening of the external
coating of the animal. This allowed the verification that individuals with a complete
digestive system are more affected by the silver nanoparticle, possibly due to its
ingestion, and that the concentration used does not influence the agglomeration of

the particle.

Keywords: silver nanoparticle; toxicity; nauplii; Artemia salina; microscopy;
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1 INTRODUGAO
1.1 Nanoparticula de prata (NpAg)

Nanoparticulas sdo estruturas em escala nanométrica que possuem, pelo
menos, uma das dimensdes menores que 100 nm. Seu tamanho pode variar de
acordo com o meétodo de produgado e os elementos empregados na composigcédo da
particula (ZIELINSKA et al., 2020). Essa redimensionalizagdo da escala de tamanho
promove propriedades diferentes das que seriam esperadas de serem observadas
no material em dimensdes originais, permitindo que os elementos ja conhecidos
anteriormente se comportem de maneira Unica, adquirindo propriedades e
interacbes que podem ser aproveitadas de diversas novas formas
(MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018). Podendo ser observada, essas
novas caracteristicas nas nanoparticulas de prata, ouro, cobre, zinco, titanio e outros
compostos organicos e inorganicos, sendo que as de prata vem se popularizando no
mercado por sua agao bactericida (COLMAN et al., 2014a, 2014Db).

A prata € um dos elementos estudados principalmente pelas suas
carateristicas antimicrobianas, um biomaterial que por anos foi empregando na
desinfecdo de feridas e no combate a microrganismos (DESHMUKH et al., 2019).
Seu mecanismo de acéo se baseia na liberagédo de ions de prata (Ag+) que formam
ligacdes fortes com moléculas biolégicas sendo mais aceitas, as teorias em que
esses ions promovem a oxidacdo da membrana bacteriana, afetando
subsequentemente mente outros pontos do citoplasma promovendo a morte da
célula ou por via de ligacdo ao DNA da bactéria impedindo sua replicacdo e com
algumas enzimas impossibilitando a de produzir energia (GOKCEKAYA et al., 2021).
Esses mecanismos de acdo podem perder a eficacia quando a particula sofre
mudangas da sua escala nanométrica perdendo assim suas propriedades de

nanoparticulas, com o aumento de tamanho devido sua aglomeragdo no meio.

A nanoparticula de prata utilizada, em solugdo estoque de 600 ppm, é
estabilizada com quitosana , e de acordo com analise de dispersao da particula feita
nessa solugcado estoque, os tamanhos que poderiam ser encontrados variavam de

quantidades significativas de particulas entre 50 nanometros a 450 nanometros.
1.2 Agregacao de NpAg

Como toda particula, as nanoparticulas de prata tém suas proprias

tendéncias de agregacéo, dependendo do ambiente e dos elementos aos quais elas
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sdo expostas. Contudo, deve-se considerar principalmente as tendéncias de
aglomeragdo dos ambientes nos quais a particula tera mais possibilidade de ser
encontrada, seja durante o uso ou o descarte final. Essa tendéncia de aglomeragéao
€ outra caracteristica crucial na determinacdo da toxicidade de algum componente
ou substancia, tendo em vista que sua biodisponibilidade afeta a forma que as
particulas interagem com o0s organismos vivos ou nhao vivos aos seu redor
(ARULVASU et al., 2014; COLMAN et al., 2014b).

O DLS (Espalhamento dindmico de luz), caracteriza particulas de
intervalos de tamanho nano a micro, com as medigdes feita através da passagem de
dispersbes de luz dindmica em angulos de medicdo diferentes, sendo o
equipamento utilizado para fazer as analises das tendencias de aglomeragdo da
NpAg, acompanhando as mudangas de tamanho durante os periodos pré-
selecionados (ELZEY; GRASSIAN, 2010; MOTTA et al., 2023). Pois sua alteragcéo
fisica reflete diretamente nas suas interagdes com o meio, consequentemente com

seus niveis de toxicidade.
1.3 Toxicidade de NpAg

As propriedades e acado das nanoparticulas podem variar dependendo
das suas carateristicas fisico-quimicas, tais como nano forma (tamanho
nanomeétrico), forma idnica (forma carregada eletricamente) ou ligagdo com outros
compostos quimicos (ligada ou incorporada a outros elementos e moléculas)
(DESHMUKH et al., 2019; GOKCEKAYA et al.,, 2021). Desse modo, tais fatores
impactam significativamente no mecanismo de ag¢do da particula, e seus potenciais
efeitos nos organismos (sejam eles macro ou microscopicos) (NEMMAR et al.,
2013), gerando efeitos variados na sua eficiéncia e nos efeitos toxicolégicos que
essa particula promove (ELSAESSER; HOWARD, 2012). Desse modo, é
indispensavel a testagem desses novos compostos tanto em viés de se comprovar

sua eficiéncia quanto para garantir sua seguranga para o descarte.

A presenga de novos materiais em quantidades cada vez maiores, torna
necessario a analise das variagbes que a presenga, a curto e longo prazo dessas
particulas ira proporcionar no ecossistema o qual ira receber quantidades cada vez
maiores. O escalonamento no uso das nanoparticulas de prata, atualmente a prata
pode ser encontrada em tintas, eletrodomésticos, cosméticos, farmacos, na industria
téxtil (DESHMUKH et al., 2019), todo esse aumento no uso da prata demonstra que

sua presenga também tende a aumentar em sistemas de descarte principalmente de



15

esgoto (COLMAN et al., 2014a), seja ele domeéstico ou industrial, 0 qual em muitas
vezes nao tem o tratamento apropriado para neutralizar ou coletar essa nova

perticula.

Ademais, com as evolugdes das pesquisas notou-se o impacto negativo
que o acumulo dessa particula no ambiente pode acarretar, como interferir em
importantes processos de sistemas bioldgicos presentes em corpos d'agua
(COLMAN et al., 2014b; NAM et al., 2014). Sendo o meio aquatico o mais afetado
pelo descarte, foi proposto um modelo que permitisse que se avaliasse essa
toxicidade nesse meio e seu possivel impacto na fauna (DE PAIVA PINHEIRO et al.,
2023; MIGUEL et al., 2021). Além da estipulagcdo de parametros, como a DL50,
serem indispensavel, para delimitar concentragdes e descarte adequado desses
residuos. A DL50 é um parametro que é comumente utilizado em estudos
biolégicos, para a determinacéo da toxicidade de um composto qualquer, no qual se
determina qual a concentragdo no qual 50% de uma dada populagédo vem a 6bito
(MORRIS-SCHAFFER; MCCOY, 2021).

1.4 Organismo modelo

O organismo modelo selecionado para a experimentagao foi a Artemia
salina, por ja ser um modelo altamente empregado em analises de toxicologia
(MADHAV et al.,, 2017), seu tamanho e valor mercadoldgico pequenos, o0 que
favorece o seu amplo uso na pesquisa e principalmente por ser um organismo

aquatico de agua salgada sensivel a mudangas no ambiente (RAJABI et al., 2015).

A Artemia salina € um crustaceo da familia Artemiidae de agua salgada,
que se alimenta através da filtragdo, onde recolhe particulas do meio.
Morfologicamente, € dividido por cabega, térax e abdémen e tem seu tamanho

adulto variando de 10 a 20 mm de comprimento.

Seu desenvolvimento se baseia em dois estagios, sendo eles, nauplio |
(N1) apds 24 horas apos a eclosédo, com o corpo e 6rgao parcialmente desenvolvido,
e estagio de nauplio Il (N2), atingido apds 48 horas de desenvolvimento com
estrutura interna e externa ja bem mais desenvolvidos. Importante salientar que o
sistema digestivo do animal s6 esta completamente formado apos atingir o estagio
de N2, assim podendo se alimentar de particulas encontradas no meio, ndo sendo
mais dependente da prépria reserva nutricional (GONCALO DAS NEVES SILVA et
al., [s.d.]; SORGELOOS; REMICHE-VAN DER WIELEN; PERSOONE, 1978).
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAIS
Investigar a toxicidade aguda de nanoparticulas de prata em nauplios de

Artemia salina.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar a agregagdo das NpAg em agua do mar artificial e agua
ultrapura usando o equipamento de DLS;

e Diferenciar os efeitos da toxicidade aguda das NpAg em nauplios em
estagios de desenvolvimento | e || e em diferentes concentracdes (6,
12,5, 25, 50 e 100 ppm);

e Caracterizar as mudangas morfolégicas sofridas por conta da
exposicao a NpAg nos dois estagios (N1 e N2) de desenvolvimento,

por meio da microscopia 6tica e eletrdonica de varredura.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Agregacao de NpAg em agua do mar artificial e agua ultrapura

Para a andlise da aglomeragédo das nanoparticulas de prata, em agua do
mar artificial (AMA) 35 g/L (35 gramas de Red Salt para 1 litro de agua destilada), no
equipamento DLS (Dispersao Dinédmica de Luz), fora utilizado uma mistura feita
minutos antes do inicio da testagem contendo agua do mar artificial filtrada e a
aliquota referente a concentragdo que se desejava testar. A coleta da aliquota foi
feita com micropipetas automaticas a partir da solugdo padrdao de 600ppm e
homogeneizada em um tubo Falcon de 15 ml com a quantidade necessaria de AMA
para se obter 2ml de solu¢do na concentragado desejada. Note que as concentragdes
testadas foram 6, 12.5, 25, 50 e 100 ppm (partes por milhdo) de nanoparticula de

prata.

Com a amostra homogeneizada, 1 ml foi retirado, com o auxilio de uma
pipeta automatica, e colocado em cubeta de quartzo que por sua vez foi colocada no
equipamento de DLS (Zetasizer Nano S — Malvern). As leituras programadas no
sistema da maquina, se basearam nos intervalos de 1 horas, 2 horas, 4 horas, 8
horas, 24 horas, 28 horas, 32 horas e 48 horas, sendo a primeira hora de leituras
continuas (120 leituras totais) e as seguintes de leituras unicas.

Para testagem da aglomeracao, sem a interferéncia de ions no meio, o
mesmo experimento foi reproduzido com a nanoparticula em dois meios.
Inicialmente agua do mar filtrada e depois reproduzido com agua ultrapura,
coletadas minutos antes do inicio do experimento para garantir o maximo possivel
de neutralidade do meio que entraria em contato com a particula, utilizando-se as
mesmas concentragdes de antes 6, 12.5, 25, 50 e 100ppm. As leituras
programadas no sistema da maquina também tiveram os mesmos intervalos, se
basearam nos intervalos de 1 horas, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 24 horas, 28 horas,
32 horas e 48 horas, sendo a primeira hora de leituras continuas (120 leituras totais)
e as seguintes de leituras unicas. Com as tendencias de aglomeragéo da particula,
foi possivel seguir para os testes de toxicidade, possibilitando uma melhor
correlagdo entre a mortalidade e a tendencia de comportamento da particula no

meio.
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3.2 Toxicidade aguda de nanoparticulas de prata em nauplios de Artemia

salina estagios l e Il

A solucao base de nanoparticulas de prata utilizada foi a de concentragao
600 ppm (partes por milhdo) armazenada em ambiente resfriado. Note que essa
solucéo padrao fora testada para garantir o tamanho das particulas presentes. Com
a particula base, o proximo passo € o calculo e separacdo das medidas necessarias
para as concentragdes. As solugdes escolhidas para serem testadas foram 6, 12.5,
25, 50 e 100 ppm (ARULVASU et al., 2014; ASADI DOKHT LISH et al., 2019; DE
PAIVA PINHEIRO et al., 2020, 2023; UNAL; EGRI; ATES, 2022).

Cada concentracao é calculada e medida tendo como base a solugao de
600ppm inicial e para obter uma solugcdo final de 10 ml para cada uma das
concentracbes desejadas, ou seja, 10 ml de 6, 12.5, 25, 50 e 100 ppm da
nanoparticula diluida. Sendo misturada e homogeneizada com AMA, (a agua do mar
so foi misturada a nanoparticula de prata minutos antes de entrar em contato com
as artémias), produzida em laboratério a partir de Red Salt e agua destilada, solugéao
homogeneizada e filtrada com papel de filtro para evitar possiveis particulas maiores
(MIGUEL et al., 2021).

O cultivo dos individuos da Artemia salina, foi feito em meio aquoso de
agua do mar artificial filtrada. Em um Erlenmeyer com 200 ml de agua do mar
filtrada em temperatura ambiente e adicionou-se 0,4g de cisto, com os cistos na
agua, fora colocado dentro do Erlenmeyer, um aerador de aquario (em contato com
a agua), para manter a oxigenagcao do meio, com a aeracgao ligada o Erlenmeyer foi
posto em uma camara de cultivo contendo luz de LED, para manter a luminosidade

além da temperatura (entre 24~25 °C), para acompanhada por um termémetro.

Cada estagio de vida da artémia tem seu tempo especifico de
desenvolvimento, sendo 24 horas para nauplio 1 (N1), onde os individuos est&o
parcialmente desenvolvidos e 48 horas para nauplio 2 (N2), ja se obtém individuos

completamente desenvolvidos.

Preparado as solugdes e os nauplios no estagio desejado, foi separado
placas de 24 pocos (previamente identificada), e colocados 10 individuos vivos em
cada pogo da placa, com o auxilio de um estereoscépio, em 100 microlitros

utilizando uma micropipeta automatica. Para cada concentragéo (6, 12.5, 25, 50 e



19

100 ppm), montou-se trés pogos contendo 10 individuos em cada (triplicata), para se
obter dados mais confiaveis possivel. Em cada pogo, os quais ja tinham os 10
individuos, foi adicionado 2 ml da solugao (correspondendo com a concentragao
demarcada na placa) (MIGUEL et al., 2021), iniciando-se assim o processo de

exposicao.

Durante o processo de exposi¢ao dos individuos, repetido igualmente em
ambos os estagios de desenvolvimento N1 e N2, o numero de mortos em cada pogo
foi contabilizado. Essas contagens se deram as 24 horas e ao fim das 48 horas do
inicio da exposicao. Ao fim do experimento, as artémias foram coletadas com o
auxilio da lupa e pipeta automatica e armazenadas em eppendorfs identificados

conforme a concentragao.

3.2.2 Andlise morfolégica dos individuos de Artemia salina expostos aos testes

de toxicidade

Ao fim do ensaio de toxicidade, imagens a fresco foram feitas no
microscopio otico. O procedimento se baseia em coletar um individuo vivo e coloca-
lo em uma lamina de vidro e por cima uma laminula para que a imagem possa ser
feita nos aumentos desejados, no caso desse experimento 40x. Os individuos
restantes foram fixados com fixador de Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e tamp&o cacodilato de sddio 0,1M), o bastante para cobrir toda

a amostra.

Com a amostra ja fixada, pode se seguir para a etapa de a desidratacgao,
parte do processo para preparar as amostras para a microscopia no Microscopio
Eletronico de Varredura Quanta 450-FEG — FEI (MEV). A desidratagado se baseia em
uma série de lavagens, com intervalos de 45 minutos entre as lavagens, em
sequéncia da amostra, iniciando com tampao cacodilato de sodio 0,1 M (3 lavagens)
e concentragdes graduais de alcool (50%, 70%, 90% e 100%) sendo que a ultima
concentracdo de 100% de alcool deve ser repetida trés vezes, todo o processo feito

em capela de exaustdo e com luvas.

Terminado o processo de desidratagdo, segue-se para a retirada do
alcool da amostra no equipamento de ponto critico, as amostras foram colocadas
em envelopes de papel de filtro, dentro de separag¢des do suporte do equipamento

(Secadora de Ponto Critico Quorum K850 WM), identificadas com papel e
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numeracgao a lapis, tudo imerso em alcool 100% dentro do tanque da maquina onde
se da inicio ao processo de resfriamento com nitrogénio liquido, seguido pelas
trocas do alcool pelo nitrogénio até ndo se ter mais alcool na amostra e se iniciar o
aquecimento até a preg¢ao ideal onde alcangcado esse ponto pode-se aliviar a

pressao do gas lentamente até zerar.

Ao fim do processo de ponto critico, tem-se as amostras secas e prontas
para montagem em stubs, preparados com fita de carbono e enumerados, para
metalizagdo em uma metalizadora QT150 ES — Quorum, com o objetivo de tornar as
amostras condutiveis no microscopio. Ao fim do processo os stubs prontos sao
levados para o MEV e as imagens (magnitude 500,5.00 Kv, tamanho 200

nanémetros) dos individuos mais completo s&o feitas.
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4 RESULTADOS
4.1 Analises de aglomeragao de NpAg com Agua do mar artificial filtrada
e NpAg com Agua ultrapura

Nas leituras da nanoparticula (concentragdo 6 ppm) com a agua do mar
artificial, foi possivel notar (grafico 1), que ao decorrer da primeira hora houve uma
pequena queda inicial nos tamanhos, seguido por uma tendencia de aumento, que
nao chegou a passar o tamanho de 230 nandmetros. Contudo, as medigdes ja se
iniciaram acima de 100 nanOémetros, em contrapartida no grafico 2 & possivel ver
que ao decorrer das 48 horas, a tendencia foi de aumento sem queda até a ultima

leitura marcando 2000 nanémetros.

Grafico 1 e 2 - Analise de DLS da tendencia de aglomeracgéo das particulas de NpAg

com concentragao de 6ppm em AMA.

Grafico 1: Grafico 2:
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As analises obtidas com a concentragdo de 12,5 ppm também em agua

do mar artificial, seguiu a tendencia de se manter na primeira hora de medicdo o

tamanho abaixo de 230 nanémetros, Grafico 3, com leituras iniciais maiores de 100

nandmetros, a tendencia de agregagdo se mantem até a ultima leitura no Grafico 4

onde é alcangado o tamanho inferior a 2000 nanémetros observado no Grafico 2.

Grafico 3 e 4 - Analise de DLS da tendencia de aglomeracgéo das particulas de NpAg

com concentragao de 6ppm em AMA.

Gréafico 3:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na
concentragao de 12,5ppm na primeira 1 hora de contato
com agua do mar artificial filtrada(35g/L)
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Grafico 4:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na
concentragio de 12,5ppm em contato com agua do mar
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Com a concentracdo de a tendencia inicial, observada no Grafico 5, foi

quase uma curva perfeita, iniciando em um tamanho bem menor, se comparado as

anteriores, por volta de 90 nandmetros, mas seguindo a mesma tendencia de se

manter em um tamanho inferior a 230 nandmetros. Ademais, no decorrer das 48

horas seu comportamento teve uma tendencia de aumento até alcancar 32 horas,

onde o tamanho caiu de 2400 para 1400 nandmetro. Sendo que na marca de 48

horas o tamanho foi superior ao observado nas outras concentragdes (Graficos 4 e

2), chegando por volta de 2800 nandbmetros.

Grafico 5 e 6 - Analise de DLS da tendencia de aglomeracao das particulas de NpAg

com concentragado de 6ppm em AMA.

Gréafico 5:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na
concentragdo de 25ppm na primeira 1 hora de contato
com agua do mar artificial filtrada(35g/L)
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Gréafico 6:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na
concentragao de 25ppm em contato com agua do mar
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Novamente, como observado nas concentracdes de 6 e 12.5, 50 ppm, as

leituras iniciam com superiores a 90 nanémetros. Contudo, nas primeiras horas,

diferente das outras tem um escalonamento mais rapido do tamanho das particulas,

alcangando na ultima leitura o tamanho de 230 nanémetros, grafico 7. Contrario ao

que é visto nos gréficos 6, 4 e 2 o grafico 8 tem uma leve crescente, mas se mantem

bem abaixo do que fora observado antes, além da ultima leitura ficar em torno dos

600 nanbmetros, bem abaixo dos 2000 nandmetros de antes.

Grafico 7 e 8 - Analise de DLS da tendencia de aglomeracao das particulas de NpAg

com concentracdo de 6ppm em AMA.

Grafico 7:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na

concentragao de 50ppm na primeira 1 hora de contato

com agua do mar artificial filtrada(35g/L)
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Grafico 8:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na
concentracao de 50ppm em contato com agua do mar
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No grafico 9, assim como os demais graficos (1, 3, 5, e 7), mesmo que

tenha uma tendencia linear, ainda se mantem na leitura inicial maior que 90

nandmetros. Em contrapartida, o grafico 10 € o mais discrepante dos demais,

durante todo periodo de leitura, os pontos se mantiveram em leituras baixas, nao

passando os 600 nanémetros.

Grafico 9 e 10 - Analise de DLS da tendencia de aglomeragédo das particulas de

NpAg com concentragao de 6ppm em AMA.

Grafico 9:
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Fonte: Elaborado pela autora

Grafico 10:

Aumento do tamanho do aglomerado de NpAg na
concentragao de 100ppm em contato com agua do mar
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Todas as concentragdes mantiveram a tendéncia de aumentar o tamanho da

particula na primeira hora, chegando proximo a 230 na ultima leitura da hora e

iniciando com média de 100 nanbmetros. Ao decorrer das leituras de 48 horas, as

tendencias foram aumentando o tamanho e chegando proximo a 2000 nanémetros.

Contudo, o grafico 10 mostra uma grande discrepancia durante todas as medi¢des

em comparagao aos outros referentes as demais concentracoes.
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Com viés comparativo, as medi¢cdes das concentracbes de nanoparticula
de prata foram novamente feitas, agora com meio sendo trocado de agua do mar
artificial para agua ultrapura, coletada mantes da mistura nanoparticula agua ser
feita.O grafico 11, demostra as leituras de tamanho da concentragdo de 6 ppm com
agua ultrapura, é visivel a discrepancia em relagdo as outras analises da primeira
hora feitas com agua do mar filtrada, a primeira leitura inicia com 700 nanémetros e
declina até se manter numa faixa de tamanho entre 300 e 100 nandmetros.
Ademais, as leituras feitas posteriores a primeira hora, grafico 12, captaram

particulas que se mantiveram abaixo de 200 nanémetros.

Grafico 11 e 12 - Analise de DLS da tendencia de aglomeragao das particulas de

NpAg com concentragdo de 6ppm em agua ultrapura.

Grafico 11: Grafico 12:
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Voltando a tendencia de tamanho observada nas amostras submetidas a
agua do mar filtrada, 12.5 ppm com agua ultrapura na primeira hora teve suas
primeiras leituras abaixo de 230, entre 110 e 140 nandmetros, sendo as seguintes
formando uma tendencia de tamanho linear entre essas medidas, como observado
no grafico 13. O grafico 14, por sua vez, segue a tendencia do grafico 12 da

concentracédo de 6 ppm, leituras abaixo de 200 nanémetros.

Grafico 13 e 14 - Analise de DLS da tendencia de aglomeragao das particulas de

NpAg com concentragao de 6ppm em agua ultrapura.

Grafico 13: Grafico 14:
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O gréfico 15, ja mostra uma tendencia mais dispersa das particulas em
25ppm, se mantendo abaixo do de 230 nanémetros, mas tendo uma variagdo maior
entre as leituras e iniciando com leituras mais altas acima de 180 nandémetros, as
leituras seguidas da primeira hora se mantiveram abaixo dos 200 nanémetros como

os graficos (14 e12).

Grafico 15 e 16 - Analise de DLS da tendencia de aglomeragéo das particulas de

NpAg com concentragdo de 6ppm em agua ultrapura.
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Os graficos de 50 ppm (grafico 17 e 18), com agua ultrapura se
assemelham muito com os observados em 12.5 ppm, primeira hora com valores
similares entre 130 e 160, sem tendéncia de aumento ou diminui¢do do tamanho e
nas horas seguintes se manteve com leituras de tamanho menores que 200

nanémetros.

Grafico 17 e 18 - Analise de DLS da tendencia de aglomeragao das particulas de

NpAg com concentragdo de 6ppm em agua ultrapura.

Grafico 17: Grafico 18:
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Com a mesma tendencia de 12.5, 25 e 50 ppm, os graficos com os
resultados da concentragdo de 100 ppm e agua ultrapura ficam abaixo de 230, com
menor leitura sendo 120 e maior 170 nandmetros no grafico 19. No grafico 20 das

leituras até 48 horas de aglomeracéo se mantem abaixo de 200 nandmetros.

Grafico 19 e 20 - Analise de DLS da tendencia de aglomeragao das particulas de

NpAg com concentragdo de 6ppm em agua ultrapura.

Grafico 19: Grafico 20:
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Repetindo o teste com &gua ultrapura, € possivel detectar que na
contragcdo de 6ppm ha um declinio anormal de um tamanho consideravelmente
maior nas primeiras leituras, que nao fora observado em nenhuma outra
concentracdo. Em contrapartida, todas as outras leituras da primeira hora
mantiveram o padrao de ficar abaixo de 230 nanémetros assim como o obtido nas
com agua do mar filtrada. No entanto, as leituras seguintes de até 48 horas, se
mantiverem bem abaixo de 200 nandémetros, sendo a unica discrepancia desse
conjunto de graficos o de 100 ppm com agua do mar artificial, o qual teve leituras

que chegaram préximas aos 400 nandmetros.
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4.2 Tendencia de mortalidade

Grafico 21 - Analise da toxicidade aguda em N1 expostos a NpAg através da
comparagao entre o numero de mortos e as concentragdes respectivas observadas

durante os periodos de experimentagao de 24 e 48 horas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os espécimes em estagio de nauplio 1 apresentaram uma tendéncia
crescente no numero de individuo mortos, sendo que com 24 horas de exposi¢cao
nas concentragdes de 24,50 e 100 ppm ja se tinha passado dos 50% de mortos em
uma tendencia de curva a qual as mortes voltaram a diminuir em 100 ppm.
Chegando em 48 horas apenas 6 ppm e o controle negativo (agua do mar artificial
filtrada ou AMA) ndo haviam alcangado a margem de 50%. Os valores foram
escalonando em reta com 100 ppm sendo o que continha o maior numero de

mortos, excluindo o controle positivo.



32

Grafico 22 - Anadlise da toxicidade aguada em N2 expostos a NpAg através da
comparagao entre o numero de mortos e as concentragdes respectivas observadas

durante os periodos de experimentagao de 24 e 48 horas.

Analise de toxicidade aguda em nauplio 2 em exposicao a
concentracao de nanoparticula de prata durante

£

(7]

0 I

£ BW24 horas
g . W48 horas
o 5

D o

5%

o ©9

o E E E E E )

s g o o = c o E E

3 = & & § & § BB

= = - E e

T8
Concentracao da nanoparticula e controles positivo
e negativo

Fonte: Elaborado pela autora.

Com nauplio 2, a tendéncia foi de quase 100% de mortos nas primeiras
24 horas, novamente 6 ppm e controle negativo se mantiveram abaixo desse
parametro comparados as demais concentragdes, mesmo com as 48 horas, nao

sendo possivel a comparacao de letalidade entre as concentragdes.
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4.2.1 DL50

Note que apenas nos dados de N1, na primeira contagem de 24
horas fora possivel estabelecer uma DL50. Em vista, de que os dados iniciais
coletados de N2 ja demonstravam valor de quase 100% de mortos em todas as
concentragbes exceto 6 ppm e AMA, nas primeiras 24 horas, nao sendo possivel
assim calcular um valor para DL50 das artémias em estagio de N2 nem na
contagem de 24 nem de 48 horas.

O unico valor de DL50 calculavel, a partir os dados coletados fora para N1
nas primeiras 24 horas de exposi¢cao, obtendo-se a concentracédo de 21,86 ppm para
essa DL50. Em 48 horas, a equagao gerada nao possibilitou o calculo do valor.

Devido os dados para N2, os quais foram valores préximos, o que nao
permite o estabelecimento da equagao da reta, portanto n&o € possivel calcular a
DL50, devido ha ndo haver uma dispersdo no numero de mortos mais sim uma

uniformidade.
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4.3 Analises morfolégicas com imagens de microscopia eletrénica de

varredura (MEV) e microscopia 6ptica
4.3.1 Controles

Artémias expostas apenas a agua do mar artificial filtrada em
concentragédo de 35¢g/L de sal marinho, foi considerado o controle negativo (C-)
utilizados para o experimento. Nao foram observados danos estruturais,
morfolégicos ou a presencga de particulas externas nas artémias (figura 1- A e C),
além de nenhum dano ao exoesqueleto do animal (figura 1-B e D), pode se perceber
que as artémias que iniciam o experimento em estagio de desenvolvimento N1 ao
final do mesmo alcangaram o estagio N2 sem intercorréncias no desenvolvimento

padrao do animal (figuras 1- A e B).

Figura 1 - Amostras de agua do mar filtrada (AMA): A) A.salina em microscopia
optica amostra do experimento com nauplio 1 em AMA (controle negativo), B)
A.salina em microscopia eletrénica de varredura amostra do experimento com
nauplio 1 em AMA (controle negativo), C) A.salina em microscopia 6ptica amostra do
experimento com nauplio 2 em AMA (controle negativo), D) A.salina em microscopia
eletrbnica de varredura amostra do experimento com nauplio 2 em AMA (controle

negativo).

AMA MO MEV

Fonte: Elaborado pelos autores.
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O dicromato de potassio (K.Cr.O;), em concentragcdao 0,05 mol/L foi o
controle positivo (C+) do experimento. Nessa situacéo, € perceptivel e esperada a
morte de todos os individuos, sem causar danos morfologicos significativos ao
animal (figura 2-A e C). A morte rapida do animal interfere no ciclo de
desenvolvimento, as artémias que iniciaram o experimento em fase de N1 (figura 2 -

A e B) ndo se desenvolveram para alcancgar o estagio de N2 (figura 2 — C e D).

Figura 2 - Amostras de A. salina em dicromato de potassio: A) A.salina em
microscopia Optica amostra do experimento com nauplio 1 em dicromato (controle
positivo), B) A.salina em microscopia eletrbnica de varredura amostra do
experimento com nauplio 1 em dicromato (controle positivo), C) A.salina em
microscopia 6ptica amostra do experimento com nauplio 2 em dicromato (controle
positivo), D) A.salina em microscopia eletrobnica de varredura amostra do

experimento com nauplio 2 em dicromato (controle positivo).

DICROMATO MO MEV
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C

Fonte: Elaborado pelos autores.
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4.1.2 Exposigao a concentragées de nanoparticula de prata

Nas artémias expostas a concentragdo de 6ppm da nanoparticula de
prata, foram encontradas poucas alteragbes morfolégicas, sendo o estagio de
desenvolvimento das artémias iniciadas em N1 completado para N2 (Figura 3-A e
B). Além de nenhuma entrada aparente de particula no trato digestivo do animal
(Figura 3-A e C), nao é observavel danos morfolégicos em ambas as microscopias,
olhos, antenas e apéndices demostram constituicdo similar ao controle nas artémias

expostas apenas a agua do mar artificial (figura 3 — B e D).

Figura 3 - Amostra de A. salina em nanoparticula na concentragao de 6ppm: A)
A.salina em microscopia Optica amostra do experimento com nauplio 1 em
concentragédo de 6ppm, B) A.salina em microscopia eletrénica de varredura amostra
do experimento com nauplio 1 em concentragdo de 6ppm, C) A.salina em
microscopia Optica amostra do experimento com nauplio 2 em concentragcdo de
6ppm, D) A.salina em microscopia eletrénica de varredura amostra do experimento

com nauplio 2 em concentragao de 6ppm.

6bppm MO

N2

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Na concentracédo de 12,5ppm ja é possivel notar a presenga de particulas
no trato digestivo do animal, mas apenas no estagio de N1 (figura 4-A). Nao é
percebido comprometimento no desenvolvimento do animal para as artémias,
iniciado em N1 (figura 4-A e B), ou alteragbes morfologicas significativas, apéndices,
olho e antenas bem desenvolvidos, com poucos ou nenhum dano observavel (figura
4-BeD).

Figura 4 - Amostra de A. salina em nanoparticula na concentracdo de 12,5ppm: A)
A.salina em microscopia Optica amostra do experimento com nauplio 1 em
concentragédo de 12,5ppm, B) A.salina em microscopia eletrbnica de varredura
amostra do experimento com nauplio 1 em concentragdo de 12,5ppm, C) A.salina
em microscopia Optica amostra do experimento com nauplio 2 em concentracdo de
12,5ppm, D) A.salina em microscopia eletrbnica de varredura amostra do

experimento com nauplio 2 em concentracédo de 12,5ppm.

125m MO MEV

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Com a concentragao de 25ppm, ja é possivel encontrar uma quantidade
bem maior de particula no trato digestivo sendo que N1 (figura 5-A) apresenta uma
quantidade maior que N2 (figura 5-C), danos externos ou alteracbes morfologicas
nao sao perceptiveis nas imagens de Optico, contudo, nas de microscopia eletrénica
de varredura, (figura 5 — B e D), é possivel identificar que o animal ficou mais fragil,
com maiores rugosidades no exoesqueleto e rupturas no envoltério, possivelmente

ficara mais suscetivel a danos causados pelo processamento.

Figura 5 - Amostra de A. salina em nanoparticula na concentracdo de 25ppm: A)
A.salina em microscopia oOptica amostra do experimento com nauplio 1 em
concentracdo de 25ppm, B) A.salina em microscopia eletrobnica de varredura
amostra do experimento com nauplio 1 em concentragao de 25ppm, C) A.salina em
microscopia oOptica amostra do experimento com nauplio 2 em concentragdo de
25ppm, D) A.salina em microscopia eletronica de varredura amostra do experimento

com nauplio 2 em concentragédo de 25ppm.

25ppm MO MEV

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em comparacédo a 25ppm, as amostras de 50ppm ja apresentam uma
reducao na quantidade de particulas presentes no interior no animal (figura 5-A e B
e figura 6-A), nas imagens de otico ainda ndo apresentam danos morfoldgicos,
contudo, nas imagens de MEV apresentam os danos externos e enrugamento do
exoesqueleto ja perceptivel nas de 25ppm (figura 5-B e D), entretanto com uma
reducdo nos danos mesmo que mais significativos quando comparados a 6 e 12,5
(figura 3 e 4- B e D).

Figura 6 - Amostra de A. salina em nanoparticula na concentracdo de 50ppm: A)
A.salina em microscopia oOptica amostra do experimento com nauplio 1 em
concentracdo de 50ppm, B) A.salina em microscopia eletrobnica de varredura
amostra do experimento com nauplio 1 em concentragao de 50ppm, C) A.salina em
microscopia oOptica amostra do experimento com nauplio 2 em concentragdo de
50ppm, D) A.salina em microscopia eletronica de varredura amostra do experimento

com nauplio 2 em concentragéo de 50ppm.

Soppm MO MEV

N1

Fonte: Elaborado pela autora.
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As imagens de 100 ppm sdo similares a de 6 ppm com relagdo ao
conteudo do trato digestivo do animal, ndo sendo visivel particula no interior (figura
7- A e C), e sem nenhuma alteragdo morfologica significativa (figura 3 e 7-A e C),
antenas apéndices e olhos presentes como observado em todas as imagens
anteriores, mesmo que as imagens de MEV possam demostrar algum dano externo
e rugosidades, além dos danos perceptiveis no N2 (figura 7-C) tais danos podendo

ser atribuido ao tratamento da amostra para a microscopia.

Figura 7 - Amostra de A. salina em nanoparticula na concentragao de
100ppm: A) A.salina em microscopia 6ptica amostra do experimento com nauplio 1
em concentracdo de 100ppm, B) A.salina em microscopia eletronica de varredura
amostra do experimento com nauplio 1 em concentragéo de 100ppm, C) A.salina em
microscopia oOptica amostra do experimento com nauplio 2 em concentragdo de
50ppm, D) A.salina em microscopia eletronica de varredura amostra do experimento

com nauplio 2 em concentragdo de 100ppm.

100ppm MO MEV

N1

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO
5.1 Aglomeracgao da particula (NpAg)

Os experimentos demostraram que a NpAg tem tendéncias similares de
aglomeracdo, se mantendo numa faixa fora do que seria esperado para o seu
tamanho original, independente da concentragao utilizada, contudo, a discrepante
alteragao no periodo de 48 horas entre as mesmas concentragdes feitas analisadas
em solugdes diferentes demostrou que algo no meio interferiu no tamanho e na
tendencia das aglomeracdes (CARAPAR et al., 2022).Sendo as particulas
encontradas na agua ultrapura menores que as encontradas as da agua do mar
artificial no mesmo periodo de tempo.

Com isso e de acordo com (ELZEY; GRASSIAN, 2010; WEI et al., 2015),
os quais afirmam que o pH interfere na aglomeragao da particula, particularmente os
meios acidos, quanto mais acido maior € a tendéncia de diluicdo, o que pode-se
relacionar ao possivel pH basico da agua do mar artificial, se levarmos em
consideragdo que, mesmo nao se tendo medido o pH durante o experimento, de
acordo com o fabricante do sal utilizado (Red Salt) o pH da solugéo ficaria em torno
de 8, sendo um valor basico (BURIC et al., 2023; FERREIRA et al., 2023; YONTAR;
CEVIK, 2023) .

Em contrapartida, se espera da agua ultrapura tenha neutralidade de
ions, ou seja, livre de componente que possam afetar o seu pH em primeiro
momento (FERREIRA et al., 2023; PERETYAZHKO; ZHANG; COLVIN, 2014),
contudo, necessita-se averiguar se houve algum processo de acidificagdo do meio
(MA et al., 2023; MESSINA; COSTANTINI; EENS, 2023) devido ao tempo a qual a
agua ultrapura ficou em contato com a particula e se fora devido a esses acidos
presentes no meio que a tendéncia dos graficos de 48 horas foi se manter abaixo
dos 200 nandémetros.

Outra abordagem sobre o porqué de se ter encontrado tal intervalo de
tamanho na agua ultrapura pode-se basear em duas vertentes além da acidificagao
da agua. A primeira sendo que as particulas se agregaram rapidamente e nao foram
detectadas na leitura do equipamento, essa hipdtese descartaria o pH como
principal agente de agregagdo no meio, ou pode-se considerar que a neutralidade
da agua néo favoreceu as particulas se agregarem e elas tenderam a ficar diluidas
no meio, (BURIC et al., 2023; FERREIRA et al., 2023; YONTAR; CEVIK, 2023)
sendo possivelmente mais diluidas pela sua acidificacdo pela liberacdo de ions H+
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pela agua.

Todos os parametros se encaixariam como formas de justificar os dados
obtidos nas analises de tamanho feitas em DLS, n&o sendo essencialmente
relevante a concentragdo da nanoparticula no meio, mas sim o pH do mesmo para

aumentar ou retardar a aglomeracéo.

Comparando os dados dos graficos pode-se perceber que o tamanho da particula
nao interferiu na mortalidade em vista que, menos com particulas maiores 6 ppm em
agua do mar matou menos que 100ppm que teve valores de agregagdo menores.
Também ¢é importante ressaltar o valor obtido na dI50 que foi possivel calcular,
(21,86), um valor de concentragao proximo do intermediario, onde se tem o maior

numero de mortos alem de uma queda no tamanho das particulas.

5.2 Toxicidade e mortalidade

De acordo com (BECARO et al., 2015; LIU; HURT, 2010; PALACIO et al.,
2021), nanoparticulas de prata sao ingeridas por nauplios de A. salina e podem se
aglomerar no trato digestorio do animal, interferindo assim na ingestao de alimentos,
impedindo, absorcado de nutrientes, o que levaria morte deles por uma ma nutricéo,
as particulas de prata impediriam que os nutrientes entrassem no corpo do animal.

Contudo, nao fora disponibilizado nutricdo no meio, o que néo interferiria
na absor¢cdo de nutrientes do animal, pois o experimento ja foi programado tendo
em vista as reservas nutricionais presentes durante o desenvolvimento do cisto
(ARULVASU et al., 2014; DE PAIVA PINHEIRO et al., 2023; GONCALO DAS
NEVES SILVA et al., [s.d.]; KOWALSKA-GORALSKA et al., 2011), ou seja, mesmo
que n&o houvesse nenhum nutriente no meio para ser ingerido ou se a particula
impedisse essa absorgdo o proprio animal ja teria os nutrientes necessarios para
sobreviver durante o periodo do experimento.

Ademais, os espécimes em agua do mar artificial (controle em que todos
os individuos devem permanecer vivos), ndo apresentaram as mesmas mortes
mesmo na auséncia de alimentacido, o que reforcaria que as mortes levadas pela
ingestdo da particula nos periodos acompanhados ndo se deram por obstrugdo do
trato digestivo.

Também é importante ressaltar que em N1, estagio no qual os individuos
nao tinham trato digestivo completo nas primeiras 24 horas, teve-se um aumento

consideravel no numero de mortos, mesmo nos casos sem particulas no interior do
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animal, ou seja, o mecanismo de toxicidade da nanoparticula nao estaria
relacionado ao impedimento da nutricdo da artémia, ou a ingestdo da particula
diretamente para oferecer um gral letal de toxicidade.

A ingestédo pode ser relacionada como um meio de aumentar o nivel de
letalidade da particula (BURIC et al., 2023; YONTAR; CEVIK, 2023), entretanto, a
ingestdo é um mecanismo secundario em relagcdo a exposigdo, ou seja,
intensificaos riscos. Como vistos que N1, mesmo sem ingestdo se obteve um
numero de mortes relativamente alto e as particulas foram encontradas dentro dos
animais, o préprio conto pode levar a infiltrar a particula pelo exoesqueleto de uma
forma ainda desconhecida (DAS NEVES et al.,, 2023; LARESE et al.,, 2009;
MOHAMADHOSSEIN et al., [s.d.]), além da relagdo entre tamanho da particula e
seu nivel de toxicidade nao terem sido esclarecidos por completo, 0 que necessitaria
de experimentos mais aprofundados e especificos para cada perspectiva, com uma

acompanhamento diferenciado do processo de intoxicagdo do animal (ALI, 2023) .

5.3 Toxicidade e morfologia

Outro fator que pode ter interferido nos resultados obtidos nos testes de
toxicidade € o armazenamento como colocado em (AHLBERG et al.,, 2014;
GORHAM et al., 2014; KITTLER et al., 2010; LOK et al., 2007). O armazenamento
da nanoparticula pode vir a interferir no seu nivel de toxicidade, quanto mais velha
(produzida a mais tempo) for a nanoparticula maior serda a quantidade de ions
liberados em suspencao e maior sera seu efeito toxico. Afetando diretamente as
taxas de mortalidade que podem ser obtidas nos experimentos, uma variavel nao
mensurada por completo, ou seja ndo ha estudo que estipule uma data limite em
que a particula alcangara a toxicidade maxima em solucdo nem se o método de
producdo afeta essa tendencia de liberacdo dos ions em solucéo.

Em outro ponto de vista, as imagens de MO e MEV apresentam uma
diminuicdo na quantidade de nanoparticulas encontradas dentro da artémia, a
medida em que se aumenta a concentracido da nanoparticula, sendo praticamente
inexistente em 6 e 100 ppm.

Ademais, é possivel fazer um paralelo entre as concentragcbes e a
existéncia de particulas no intestino, pois, mesmo que 100 ppm n&o apresente a
particula ingerida, tem uma quantidade de mortos muito superior a 6ppm, podendo-
se concluir que a ingestao ndo € o unico mecanismo que influencia na toxicidade,
mas contribui significativamente para agravar seus efeitos, sendo a alta

concentracdo o maior responsavel pelas mortes.
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Em paralelo a morte dos individuos temos seu desenvolvimento durante o
periodo do experimento, pois os individuos que iniciaram os testes em estagio de N1
ainda tem a tendencia biolégica de continuar seu desenvolvimento. Foi observado
que, mesmo com algumas rugosidades observadas no exoesqueleto, que também
podem ser atribuidas ao processo de preparagcdo das artémias para microscopia,
que € um animal delicado e o processo é agressivo a amostra, os individuos de N1
em comparacgao geral atingiram o estagio de desenvolvimento de N2 em todas as
concentracdes expostas.

Temos, em outra perspectiva, mortes que ndo estdo diretamente
relacionadas a falhas no desenvolvimento, o que se pode teorizar que foram mortas
apds alancarem o estagio de N2. Além de nao se vincular ao processo de
desenvolvimento, o aumento da mortalidade ndo se vincula a damos ao
exoesqueleto do animal, em vista que ndo foi comprovado danos morfolégicos
externos significativos, podendo-se atrelar os encontrados ao processamento para
microscopia, o qual é agressivo para a amostra fragil.

Analoga a possibilidade de que a ingestdo aumente a probabilidade de
morte, outro ponto é de que s6 é possivel perceber as particulas ou aglomerados de
particulas, no trato digestivo as quais sao visiveis ao olho humano, ja que analises
em microscopios de maior poténcia de resolugao nao foram feitas (ARULVASU et
al., 2014; DE PAIVA PINHEIRO et al., 2020, 2023; MIGUEL et al., 2021), como a

microscopia eletrénica de transmissao.
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6 CONCLUSAO

Portanto, com o presente estudo conclui-se que, baseado na comparagdo dos
graficos, a aglomeragdo da particula ndo demostra discrepancia significativa ao
variar a concentragdo seja em agua do mar filtrada ou agua ultrapura, nao
mostrando ter relacado direta com os niveis de mortalidades encontrados nos testes
de toxicidade. A mortalidade, por outro lado, pode ter uma relagdo direta com o
consumo das particulas, pois, (12,5 e 25ppm) apresentaram mais mortes e mais
particulas no interior do animal. Sobre o0s possiveis danos externos que a NpAg
poderia causar em contato com o animal, nota-se que ela pode tornar o individuo
mais fragil, como visto nas imagens B e D das figuras 5 e 6. O estagio de nauplio 2 é
o0 mais afetado pela nanoparticula, sendo apenas a concentragdo de 6ppm nao
toxica para os individuos nas primeiras 24 horas. Em contrapartida, para nauplio 1
as concentragdes mais toxicas foram 12,5 e 25 ppm nas primeiras 24 horas e todas

exceto 6 ppm ao passar das 48 horas.

Por fim, pode-se pressupor que as concentragdes testadas afetam cada estagio de
desenvolvimento da artémia de forma diferente, sendo assim novos experimentos
com concentragcdes intermediais as utilizadas sao necessarias, para a obtencéo de
teses mais solidas sobre o efeito da particula. Além da necessidade de
implementacdo de um protocolo de qualidade para a testagem das particulas, em
vista que parametros nao considerados durante o experimento, podem ser variaveis

que interferem no resultado final, como a prépria vida util da particula.
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