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“Por vezes sentimos que aquilo
que fazemos ndo é sendo uma
gota de agua no mar. Mas o mar
seria menor se lhe faltasse uma

gota”.

(Madre Teresa de Calcuta- 1910-1997)



RESUMO

O zinco é um metal essencial para os seres vivos, mas pode tornar-se toxico em concentracoes
elevadas. Atualmente, o zinco tem sido usado na producédo industrial de nanoparticulas (NPs), as
quais tém se destacado no cenario da nanotecnologia devido a sua ampla utilizacdo em produtos
de higiene pessoal, cosméticos, tintas, tecidos, biossensores e no diagndstico e terapia de
diversos tipos de cancer. Entretanto, a producdo de NPs em larga escala tem gerado
preocupacbes quanto ao descarte desses nanomateriais em ecossistemas aquaticos e as
consequéncias para a biota. O presente estudo objetivou comparar os efeitos de dois compostos
de zinco, as nanoparticulas de 6xido de zinco (NP-ZnO) e o sulfato de zinco (ZnS0Osa), sobre o
cladécero tropical Ceriodaphnia silvestrii, de maneira a identificar os possiveis efeitos na
concentragédo efetiva (CEso) em testes de exposicdo aguda, e no crescimento e reproducdo em
testes de exposi¢do cronica, bem como distinguir se a principal causa da eventual toxicidade das
NPs é devida a liberacdo de ions de zinco ou a propriedades intrinsecas das mesmas. Os testes
agudos (controle; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1,0 mg L para NP-ZnO e controle; 0,032; 0,1; 0,32;
1,04 e 3,35 mg L para ZnSQ) tiveram a duracdo de 48 horas e os cronicos (controle; 0,006;
0,0125; 0,025; 0,05 e 0,1 mg L para NP-ZnO e controle, 0,006; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,09 mg L
para ZnSQ4), de 8 dias. A CEso-4sn para NP-ZnO foi de 0,35 mg L™, enquanto a CEso-ssh para
ZnS0O, foi de 0,92 mg L. Nos testes cronicos, houve reducéo significativa do tamanho corporal
médio de 11,3% no tratamento de 0,1 mg L de NP-ZnO e de 10% no tratamento de 0,01 mg L™
de ZnSOg; reducdo do numero médio de ovos acumulados e de neonatas produzidos por fémea
de 53,9% e 72,5% para NP-ZnO, e de 55% e 50% para ZnSOs, respectivamente. Foram
observados, ainda, efeitos de bioacumulacdo e auséncia de eclosdo (aborto) de ovos nas maiores
concentracdes avaliadas para as NP-ZnO. Nossos resultados indicaram efeitos toxicos agudos e
cronicos pela exposicao de C. silvestrii as NP-ZnO e ao ZnSOa4. A exposicdo cronica afetou os
parametros de crescimento e reproducdo do microcrustaceo em concentracfes a partir de 0,006
mg L para ambas as substancias, sendo a toxicidade proveniente tanto dos ions metalicos livres,
quanto das propriedades das NPs. Assim, o presente trabalho pode subsidiar estudos e
regulamentacfes que visem 0 manejo e o descarte de NP-ZnO e de ZnSO4 em ecossistemas de

agua doce.

Palavras-chave: poluentes emergentes, nanoparticulas metalicas, zooplancton, microcrustaceo,

ecotoxicidade, nanotoxicidade, metais pesados.



ABSTRACT

Zinc is an essential metal for living beings, but can become toxic at high concentrations.
Currently, zinc has been used in the industrial production of nanoparticles (NPs), which have
been calling attention in the nanotechnological scenario due to their large use in personal hygiene
products, cosmetics, paints, fabrics, biosensors and in diagnosis and therapy of several types of
cancer. However, the production of NPs on a large scale has raised concerns about the disposal
of these nanomaterials in aquatic ecosystems and the consequences for the biota. The objective
of this study was to compare the effects of two zinc compounds, zinc oxide nanoparticles (NP-
ZnO) and zinc sulfate (ZnSOg4), on the tropical cladoceran Ceriodaphnia silvestrii, in order to
identify the possible effects on the effective concentration (CEso) in acute exposure tests, and in
growth and reproduction in chronic exposure tests, as well as to distinguish whether the main
cause of the potential toxicity of NPs is due to the release of zinc ions or their intrinsic
properties. Acute tests (control; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 and 1.0 mg L for NP-ZnO and control
0.032; 0.1; 1.04 and 3.35 mg L™ for ZnSO.) lasted 48 hours and the chronic ones (control; 0.006;
0.0125; 0.025; 0.05 and 0.1 mg L™ for NP-ZnO and control; 0.006; 0.01; 0.02; 0.04 and 0.09 mg
L for ZnSO4), 8 days. The ECso-4sn for NP-ZnO was 0.35 mg L, while the ECso.4sn for ZnSO4
was 0.92 mg L. In the chronic tests, there was a significant reduction of the mean body size of
11.3% in the treatment of 0.1 mg L of NP-ZnO and 10% in the treatment of 0.01 mg L* of
ZnSQOy; reduction in the mean number of accumulated eggs and neonates produced per female of
53.9% and 72.5% for NP-ZnO, and 55% and 50% for ZnSOs, respectively. Effects of
bioaccumulation and absence of egg hatching (abortion) on the highest concentrations evaluated
for NP-ZnO were also observed. Our results showed acute and chronic toxic effects by exposure
of C. silvestrii to NP-ZnO and ZnSOs. Chronic exposure affected microcrustacean growth and
reproduction parameters at concentrations of 0.006 mg L™ for both substances, with toxicity
coming from both free metal ions and the properties of NPs. Therefore, the present work can
subsidize studies and regulations aimed at the management and disposal of NP-ZnO and ZnSO4

in freshwater environments.

Keywords: Emergent pollutants, metallic nanoparticles, zooplankton, microcrustacean,
ecotoxicity, nanotoxicity.
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Estrutura do trabalho

A presente dissertacdo encontra-se estruturada da seguinte forma:

e Capitulo 1: introdugdo ao termo da pesquisa e objetivos do estudo;

e Capitulo 2: metodologia geral detalhada;

e Capitulo 3: Efeito de nanoparticulas de éxido de zinco sobre o claddcero tropical
Ceriodaphnia silvestrii.

e Capitulo 4: Efeito do sulfato de zinco sobre o claddcero tropical Ceriodaphnia silvestrii.



Capitulo 1

Introducao e objetivos gerais
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1. Introducéo Geral

1.1.Nanoparticulas

Nanoparticulas (NPs) manufaturadas sdo materiais que possuem tamanho entre 1 e 100 nm
em pelo menos duas de suas dimens@es (Luoma, 2008). Esses nanomateriais tém sido produzidos
h& muito tempo. Entretanto, somente nos Gltimos anos, sua producdo tomou grande proporcao
em escala industrial, sendo as vantagens e a aplicabilidade das NPs amplamente conhecidas. Até
0 ano de 2015, mais de 1800 produtos contendo algum tipo de NP em sua composicdo foram
catalogados pela CPI (Inventario de consumo de produtos nanotecnoldgicos) e, devido as suas
caracteristicas fisicas e quimicas, estas puderam ser empregadas em diversas areas (Figura 1),
como medicina, eletrbnica e computacdo, industria automotiva, produtos de higiene pessoal,
cosméticos, entre outros (Bour et al., 2014; Bystrzejewska-Piotrowska et al., 2009; Vance et al.,

2015).

Dessa forma, com o aumento da producdo e uso das NPs em diversos itens
comercializados, o langcamento desses produtos em ambientes naturais, principalmente em
ambientes aquaticos que recebem &guas residuais de origem doméstica e industrial, tem se

tornado alvo de preocupacéo e estudos (Defra 2007; Vaseashta et al. 2007).
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Figura 1. Desenho esqueméatico com as diversas areas de aplicacdo de materiais
nanotecnoldgicos (Fonte:https://betaeq.com.br/index.php/2015/10/31/nanotecnologia-aplicada-a-

engenharia-quimica/)

Assim, novos estudos e conhecimentos em relagdo ao potencial toxico desses materiais sdo
necessarios, para que se possa formular legislacdes regulamentadoras quanto ao descarte dos
mesmos no meio ambiente. Na atual conjuntura, poucos paises possuem leis concretas
relacionadas a producdo e destino das NPs, em sua maioria paises pertencentes a Unido Europeia
(Amenta et al., 2015). Os paises da Africa e da América do Sul ndo possuem legislacdes
especificas para o descarte de tais nanomateriais, mesmo sendo o Brasil um dos paises lideres em

desenvolvimento e pesquisa em nanotecnologia na Ameérica Latina (Guillhermo Foladori, 2007).
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Nesse sentido, a troca de conhecimento entre os diversos paises acerca dos beneficios e
riscos das NPs é de extrema importancia, para que mais regulamentacdes sobre o uso desses
materiais possam ser desenvolvidas, visando a seguranca de seres humanos, bem como a

protecdo ambiental.

1.2. Nanoparticulas de éxido de zinco

Diversos tipos de NPs podem ser encontradas na literatura, tais como NPs metéalicas, NPs
6xido metéalicas e NPs de polimero. Dentre os tipos citados, as NPs 6xido metalicas se destacam
devido a sua multifuncionalidade, proporcionada por suas caracteristicas Unicas (Vaseem et
al.,2010). As nanoparticulas de oxido de zinco (NP-ZnO) (Figura 2) sdo utilizadas em variada
gama de areas atualmente, como cosméticos, aditivos alimenticios, industrias de concreto e
borracha, biosensores, materiais Opticos e eletronicos, tratamento de doencas, entre outras
(Theodore, 2006; Wang et al., 2008; Baxter e Ayudil, 2005; Weber e Yang, 2001).

No entanto, embora haja varias aplicacbes das NP-ZnO, estas, devido ao seu formato,
tamanho em nanoescala e grande area de superficie de contato, podem interagir diretamente com
sistemas bioldgicos, bem como no meio ambiente (Brayner et al., 2010). O acumulo de NP-ZnO
no corpo humano, por exemplo, pode causar toxicidade as células bronquio-epiteliais (Heng et
al., 2010) e do figado (Vyom et al., 2011). Além disso, em outros estudos relacionados ao meio
ambiente, diversos autores relatam a toxicidade das NP-ZnO a organismos sensiveis como

microcrustaceos, peixes e mamiferos (Lopes et al., 2013; Wei bai et al., 2010; Vyom et al., 2012
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Figura.2- Nanoparticulas de 6xido de zinco (NP-ZnQO)

Fonte: (https://imagens.tabelaperiodica.org/nanoparticulas-de-oxido-de-zinco/)

1.3.Ecotoxicologia e seus principios

A partir do advento da revolugéo industrial no século XVIII, os processos industriais foram
intensificados ao redor do mundo, ganhando grande visibilidade. Desde entdo, artigos
industrializados tém sido produzidos em larga escala. Somente no ano de 2017, por exemplo,
esses produtos tiveram sua producao global aumentada em 4,5% (UNIDO, 2017). Dessa forma,
diversos produtos quimicos, como hormdnios, metais, pesticidas e nanomateriais foram
produzidos, tendo suas concentragcbes aumentadas no meio ambiente, devido ao constante
lancamento desses produtos nos ecossistemas naturais. Tal fato tem gerado grandes
preocupacles e crescente necessidade de se conhecer os possiveis efeitos dessas substancias

quimicas em individuos, populagdes, comunidades e ecossistemas, bem como as consequéncias


https://imagens.tabelaperiodica.org/nanoparticulas-de-oxido-de-zinco/
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ao homem. Pesquisas com esse enfoque se enquadram na é&rea de estudo denominada
ecotoxicologia.

Segundo Truhaut (1969 apud Truhaut, 1977), a ecotoxicologia pode ser definida como
uma “ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre organismos vivos,
populacGes e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aquéticos, que constituem a
biosfera, incluindo assim a interagcdo das substancias com o meio no qual 0s organismos vivem
em um contexto integrado”. Assim, o0s efeitos de substancias naturais ou artificiais sobre os seres
vivos sdo conhecidos através de testes ecotoxicol6gicos, nos quais é possivel se determinar as
concentragdes toxicas dos compostos em organismos alvo, contribuindo para o desenvolvimento
de parametros e normas de producdo, langamento e qualidade para protegdo de comunidades e o
meio ambiente ao seu redor (Bertoletti, 2000). Os testes ecotoxicoldgicos, portanto,
complementariam as avalia¢Ges realizadas a agua e no sedimento pelas analises quimicas, uma
vez que estas Ultimas limitam-se a detectar contaminantes apenas nos ambientes, ndo dando
importancia aos maleficios ocasionados em organismos vivos, fato importantissimo para uma
avaliacdo robusta em relagdo aos danos ecoldgicos ocorridos (Jha,2008).

Os ensaios sdo realizados com diferentes concentragdes de substancias e compostos
quimicos, por determinado periodo de tempo, sendo utilizados organismos de elevada
sensibilidade denominados organismos-teste (Magalhdes e Filho, 2008; ABNT, 2017). As
espécies utilizadas nos testes devem apresentar certas caracteristicas especificas: sensibilidade
constante e elevada aos contaminantes, elevadas disponibilidade e abundéncia, uniformidade e
estabilidade genéticas nas populacgdes, representatividade de seu nivel tréfico, facilidade de
cultivo e adaptacdo a rotina laboratorial e ampla distribuicdo (Rand et al., 1995; Ronco et al.,

2004: APHA, 1998).
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Para serem realizados, os testes de ecotoxicidade necessitam de uma gama de
regulamentacfes e normas estabelecidas a serem seguidas, de maneira a considerarmos validos
os resultados obtidos (Magalhdes e Filho, 2008). Assim, uma série de protocolos (ABNT,
CETESB, USEPA, OECD e ASTM) estdo disponiveis para os organismos-teste utilizados, sendo
0S mais comuns para a ecotoxicologia aquética: algas, crusticeos, peixes e bactérias (Costa e
Olivi, 2008). Dentre os organismos citados, 0s microcrustaceos sdao amplamente utilizados em
diversos testes ecotoxicologicos, como Daphnia magna (OECD, 2004 e ABNT, 2016b),
cladécero originario de regides temperadas, e claddceros de origem neotropical como
Ceriodaphnia silvestrii (ABNT, 2017). A importancia do zooplancton encontra-se em seu papel
condutor de fluxo de energia, de produtores primarios aos consumidores secundarios, tendo
fundamental valor, portanto, no transporte de nutrientes no ambiente aquéatico e, assim, 0s
estudos relacionados as suas atividades sao considerados relevantes ao campo da ecotoxicidade
(Coelho et al., 2015).

Assim, o controle do lancamento de residuos nos ambientes aquéaticos é de extrema
importancia para a salde desses ecossistemas. Para tanto, os dados obtidos a partir dos ensaios
ecotoxicoldgicos podem subsidiar elementos reguladores do uso de substancias quimicas, além
de serem utilizados como ferramentas de vigilancia no acompanhamento das condicdes fisicas e

quimicas do ambiente.
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2. Objetivos

2.1. Geral

e Comparar os efeitos de dois compostos de zinco, as nanoparticulas de 6xido de zinco (NP-
Zn0) e o sulfato de zinco (ZnSO4), sobre o cladocero tropical Ceriodaphnia silvestrii, durante
exposicOes aguda e cronica, de maneira a identificar os possiveis impactos no ciclo de vida
desses microcrustaceos e distinguir se a principal causa da eventual toxicidade € devida a

liberacdo de ions de zinco ou as propriedades intrinsecas das nanoparticulas.

2.2. Especificos
e Realizar testes ecotoxicoldgicos agudos com NP-ZnO e ZnSOs utilizando o cladocero C.
silvestrii como organismo teste, a fim de se determinar a concentracao efetiva média (CE50), que

seria a concentracdo que causa efeito agudo a 50% dos organismos testados;

e Realizar testes ecotoxicoldgicos cronicos com concentragdes subletais de NP-ZnO e ZnSO4
utilizando C. silvestrii como organismo teste, com a finalidade se de avaliar os seguintes
parametros biondmicos dos organismos testados: tamanho corporal, nUmero acumulados de ovos
e neonatas por fémea, idade da primipara, tamanho corporal da primipara e taxa de eclosdao de

OVvOs.
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Neste capitulo, as etapas metodoldgicas do presente estudo serdo descritas de maneira detalhada.

Para todos os procedimentos adotados, normas padronizadas previamente estabelecidas foram

seguidas.

1. Organismos-teste: culturas de Ceriodaphnia silvestrii

Neonatas de Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera) (Figura 1) foram

utilizadas como organismos-teste na analise de possiveis propriedades toxicas de NP-ZnO a essa

espécie ao longo do presente trabalho.

Figura 1. Cladécero tropical Ceriodaphnia silvestrii, organismo utilizado nos testes de toxicidade do presente
estudo.(Fonte: https://species.wikimedia.org/wiki/File:Ceriodaphnia_silvestrii_01.jpg)

Essa espécie foi cultivada em laboratério, sendo mantida em camara incubadora (Nova Etica
B.O.D. 411/D, Brasil) sob condigfes controladas de temperatura (25 = 1°C), luminosidade (150
umol m?2s?) e fotoperiodo (12:12 h luz:escuro). Para os cultivos das culturas-estoque, foram

utilizados béqueres com capacidade de 2L contendo 1,5 L de agua reconstituida com pH de 7,0 a


https://species.wikimedia.org/wiki/File:Ceriodaphnia_silvestrii_01.jpg
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7,6, dureza de 40 mg L™t a 48 mg L de CaCOs e condutividade de 160 puS cm2, pardmetros
recomendados pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2016a). A renovagao do
meio de cultura, composto dessa dgua reconstituida acrescida de alimento, foi realizada a cada
dois dias (3 vezes semana), aferindo-se, apds cada troca, todos os pardmetros supracitados. A fim
de se garantir a qualidade e a idade dos organismos utilizados nos testes ecotoxicol6gicos, novos

organismos com idade inferior a 24 horas foram utilizados para dar inicio a novas culturas.

2. Alimentacédo dos organismos-teste e cultivo de microalgas

Os cladoceros foram alimentados com a microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata

(Figura 2) a partir de uma solucio algal com concentracéo de 2 x 10° células mL™,

Figura 2. Microalga Raphidocelis subcapitata utilizada nos experimentos

(Fonte: https://sagdb.uni-goettingen.de/detailedList.php?str_number=61.81)

A microalga foi cultivada em meio de cultura L.C Oligo (AFNOR, 1980) autoclavado a
121°C por 20 minutos em frasco Erlernmeyer de 2 L de volume, contendo 1 L do meio (Figura

2), o qual foi inoculado com 1 x 10° células mL* a partir de uma cultura de algas em crescimento


https://sagdb.uni-goettingen.de/detailedList.php?str_number=61.81
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exponencial, sob condi¢des assépticas em capela de fluxo laminar, que foi previamente
esterilizada com alcool 70% e mantida sob luz UV por 15 minutos. As culturas algais
permaneceram em condic¢des controladas de temperatura (25 + 2 °C), intensidade luminosa (150
umol m? s?) e fotoperiodo (12:12 h claro:escuro), recebendo aeragdo continua de baixa
intensidade. Posteriormente, 0 meio com microalgas em fase exponencial de crescimento foi
centrifugado a 2000 rpm a 4°C, durante 15 minutos (Eppendorf 5702 R, Alemanha), sendo o
sobrenadante descartado e as células algais ressuspendidas em dagua reconstituida para

alimentacéo do zooplancton.

Figura 3. Cultura de Raphidocelis subcapitata levemente aerada em laboratdrio.

(Fonte: arquivo pessoal)

Além da solugdo algal, um alimento complementar foi fornecido aos claddceros, o qual foi
preparado com propor¢des iguais de solugdes de levedura e de racdo de peixe fermentada, de

acordo com protocolo descrito pela ABNT (2016a). A primeira solugéo foi preparada a partir de
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0,5 g de fermento bioldgico seco em 100 mL de agua destilada, permanecendo sob agitacdo até
sua completa dissolucdo. A segunda solucdo foi preparada a partir de 5 g de racdo de peixe
imersos em 1 L de agua deionizada, submetidos a continua aeracdo ao longo de uma semana.
Ap0s o periodo referido, a solugdo passou por processo de decanta¢do no decorrer de 2 horas,
sendo o sobrenadante filtrado com o auxilio de rede zooplancton de 60 pum, e 0 excesso
descartado em local devidamente destinado para esse fim. A solucdo resultante desse processo
foi incorporada a primeira solugdo de fermento biolégico, sendo posteriormente subdividida em
pequenos sacos plasticos de 20 mL de volume, os quais foram mantidos em freezer a — 4°C.
Como reforgo ao desenvolvimento dos claddceros, a vitamina Fishtamin® (Sera, Alemanha)
foi adicionada ao meio de cultura trés vezes por semana (a cada troca do meio), na concentragdo

de 100 pL para cada 1,5 L de &gua reconstituida.

3. Nanoparticulas e sal de zinco: procedéncia, caracteristicas e preparo

As nanoparticulas de éxido de zinco (NP-ZnO) e o sulfato de zinco (ZnSO4.7H20) analisados,
foram comercialmente adquiridos da empresa Sigma-Aldrich e utilizadas sem modificacéo
(Brasil, Sdo Paulo; codigo do lote: #MKBT6312V e n°® CAS: 7446-20-0 respectivamente ). As
particulas possuiam tamanho inferior a 100 nm, sendo seu meio constituido em 50% de &gua, de
acordo com informacdes do fabricante.

As NP-ZnO foram dispersas em agua reconstituida e caracterizadas em 0 e 72h, logo apds o
inicio do teste de toxicidade cronica. As NPs foram caracterizadas quanto ao potencial-zeta

(mV), tamanho hidrodindmico (d.nm) e indice de polidispersividade (Pdl), em espectrofotdmetro
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ZetaSizer Malvern ZS90, para trés concentragdes presentes na exposicao cronica (0,006; 0,025 e
0,1 mgL%).

Uma suspensao-estoque inicial de NP-ZnO foi preparada em &gua reconstituida previamente
autoclavada, para concentracdo final de 200 mg L™, sendo em seguida, dispersa em banho
ultrasonico (Ultra Cleaner 1400 unique) por 30 minutos a 20 kHz, antes de seu uso (Aruoja et al,
2009). O composto quimico utilizado nos experimentos foi o sal de sulfato de zinco
(ZnS04.7H20), o qual foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (n® CAS: 7446-20-0), e utilizado
sem nenhuma modificacao.

Em relacéo ao sulfato de zinco, uma solucdo-estoque inicial foi preparada para concentracéo
final de 500 mg L™ em &gua reconstituida autoclavada (ABNT,2017). Para o preparo da solugio-
estoque inicial, 500 mg de ZnSO4 foram pesados em balanga analitica (Gehaka AG Brasil, 200),
e diluidos a 1 L de agua reconstituida autoclavada. Dessa maneira, as solugdes-teste utilizadas ao

longo dos experimentos foram obtidas com base na diluicdo da solugéo-estoque inicial.

4. Testes de Sensibilidade

Com a finalidade de se garantir a qualidade dos claddceros a serem usados nos testes de
toxicidade, testes de sensibilidade foram realizados nas culturas—estoque de maneira recorrente,
de acordo com parametros indicados nas normas da ABNT (2016a). Para tanto, neonatas com
idade inferior a 24 horas foram selecionadas e expostas a diferentes concentrages de NaCl
(cloreto de sddio, substancia de referéncia), obtidas a partir de uma solugdo-estoque de 100 g L
de NaCl. Com base no trabalho de Takenaka (2007), cinco concentra¢des da solugao-teste (0,0;

0,6; 1,0; 1,3; 1,6; € 2,2 g L) de NaCl, mais um grupo controle, foram preparados contendo 4
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réplicas para cada um. Os testes foram realizados em recipientes contendo 10 mL de cada
concentracdo das solucdes-teste, utilizando-se 5 neonatas para cada réplica, totalizando 20

neonatas (n=20) para cada concentracao testada.

Os testes de sensibilidade tiveram duracdo de 48h, tendo sido realizadas duas leituras, uma
24h e outra 48h apos o inicio do experimento, de forma a se determinar a CE(1)50. Ao longo dos
experimentos, os claddceros ndao foram alimentados e permaneceram no escuro, em camara
incubadora (Nova Etica B.O.D. 411/D, Brasil), sob temperatura controlada (25 + 1°C), sendo a
taxa de mortalidade inferior a 10%. Para fins de analise, os efeitos observados foram a
imobilidade e/ou letalidade, considerando-se imoveis 0s organismos sem nenhuma
movimentacao ap0s suave agitacdo dos recipientes, em um intervalo de 15 segundos. Ademais,

foram medidos condutividade e pH de cada solucdo-teste no comeco e ao final dos testes.

O calculo da CE(I)50 foi realizado com a ferramenta estatistica Trimmed Sperman-Karber
(Hamilton et al., 1977). A partir dos resultados, foi elaborada uma carta controle contendo o
valor médio (x) da CE50 e os limites superiores e inferiores (desvio padréo- ¢), (X + 206) e (X —

20), respectivamente.

5. Testes de toxicidade aguda e crénica

Antes de se iniciar os testes de toxicidade, todos 0s materiais e vidrarias permaneceram
em &cido cloridrico 10% por, no minimo, 24h e, em seguida, foram lavados em agua corrente e,

posteriormente, em agua deionizada para remocdo de quaisquer resquicios quimicos. Apos
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lavagem, o material foi posto em bandeja revestida por papel filtro e coberto com o mesmo
material, até sua completa secagem.

Testes de toxicidade aguda e cronica foram realizados para as substancias experimentais
NP-ZnO e ZnSOs. Para os testes de toxicidade aguda, foram utilizadas 4 réplicas com 5 neonatas
com idades entre 6h e 24h por réplica. A partir da suspensdo-estoque inicial, seis concentragcdes
experimentais foram preparadas para NP-ZnO (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1,0 mg L), apds testes
preliminares com diferentes concentragdes, e a partir da solucdo-estoque inicial, cinco
concentragdes experimentais para ZnSO4 (0,032; 0,1; 0,32; 1,04 e 3,35 mg L) foram elaboradas.
Um grupo controle também foi inserido ao teste, tendo 0s organismos expostos apenas a agua
reconstituida (ABNT, 2016a).

Recipientes de poliestireno (50 mL) foram utilizados para realizacdo dos testes, e
posteriormente descartados ao final dos testes. Em cada recipiente, um volume de 20 mL de
solucéo-teste de cada concentracdo experimental foi exposto aos organismos testados (Figura 3).
Durante todo o periodo do teste, os claddceros foram mantidos em ambiente escuro, em camara
incubadora (Nova Etica B.O.D. 411/D, Brasil), sem alimentacio e sob temperatura controlada
(25+ 1°C). Os parametros analisados foram a imobilidade e a letalidade ap6s 24h e 48h do inicio
do experimento. Para o célculo da CE(I)50, utilizou-se o programa estatistico Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977).

A partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda, os organismos foram expostos a
concentragdes subletais de NP-ZnO e ZnSOa, Para isso, o valor da concentracdo de 10% de
letalidade para os organismos testados (CL10), foi calculado com o auxilio do programa
estatistico de analise de sensibilidade Probit. Para os testes de toxicidade cronica, cinco

concentragdes nao-letais foram utilizadas: 0,006; 0,0125; 0,025; 0,05 e 1,0 mg L para NP-ZnO
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e cinco concentracdes ndo-letais foram utilizadas (0,006; 0,01; 0;02; 0,04 e 0,09 mg L?) para
ZnSQO4. Cada concentragdo contou com 10 réplicas (n=10), com inser¢do de apenas uma neonata
com menos de 24h de idade por réplica. O grupo controle foi exposto somente ao meio contendo
agua reconstituida. Para o teste de ecotoxicidade crénica com NP-ZnO, a suspenséo-estoque foi
previamente sonicada durante 30 minutos, sendo 20 mL de cada solucdo-teste adicionados aos

recipientes experimentais.

Solugbes-teste

Controle Z=sY

o ¢
Solugao-estoque

Figura 4. Montagem dos testes de toxicidade aguda e crénica com NP-ZnO

(Fonte: arquivo pessoal)

Os organismos experimentais permaneceram em camara incubadora (Nova Etica B.O.D.
411/D, Brasil), sob condigdes controladas de temperatura (25 + 1°C), luminosidade (150 pmol m-
25'1) e fotoperiodo (12:12 h luz:escuro) ao longo de oito dias (ABNT, 2016b). No decorrer desse
periodo, 0s microcrustaceos tiveram o meio renovado por completo, trés vezes na semana, tendo
sido alimentados, nessas ocasides, com uma suspenséo algal de R. subcapitata a concentracédo de

2 x 10° cels. mL* e com 0,5 mL L do alimento composto. Os parametros analisados durante os
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testes cronicos foram comprimento do corpo, longevidade, nimero acumulado de ovos e
neonatas produzidos por fémea adulta, idade da primipara e porcentagem de eclosdo dos ovos,
sendo 0s organismos experimentais observados diariamente sob estereomicroscopio (Leica,
MZ6, Alemanha).

De acordo com o protocolo da ABNT (2016b), o teste foi validado, pois 60% ou mais das
fémeas adultas utilizadas nos testes tiveram uma produgdo de ao menos 15 neonatos até o oitavo
dia, além de a taxa de mortalidade no grupo controle ter sido inferior a 20%.

Em ambos os testes de toxicidade (aguda e cronica), foram aferidos o pH (Analion PM
608, Brasil), a temperatura (Hach hg30d), a condutividade (Analion PM 608, Brasil), a

concentracdo de oxigénio dissolvido (Hach hq30d) e a dureza da &gua.

6. Analises estatisticas

Os resultados dos testes de toxicidade cronica foram submetidos a andlise estatistica para a
normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk, com o auxilio do software SigmaPlot 11.0. Em
relacdo aos dados paramétricos, uma analise de Variancia one-way-ANOVA, foi realizada, e em
adicdo, os testes de post-hoc Tukey e testes de Dunnett. Para dados ndo paramétricos, o teste de
Kruskal-Wallis foi aplicado, seguido dos testes post-hoc de Dunn’s e Tukey. As diferengas

significativas dos dados foram estabelecidas quando a = 0,05.
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Efeito de nanoparticulas de oxido de zinco
sobre o cladocero tropical Ceriodaphnia
silvestrii
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1. Introducgéo

No campo de estudos da nanociéncia e da nanotecnologia, tém sido desenvolvidos projetos
cientificos de grande interesse em todo o mundo, tornando-se prioridade em diversos locais
(Aguar-Fernandez e Hullmann, 2007; Zweck et al., 2008). A partir da década de 1990, p6de-se
perceber rapido aumento na utilizacdo de nanomateriais em diversos produtos comerciais, tais
como cosméticos, logbes de bronzeamento, tintas, janelas auto-limpantes e roupas resistentes a
manchas (Bystrzejewska-Piotrowska et al., 2009; Kahru e Dubourguier, 2010). As
nanoparticulas (NPs) manufaturadas compdem grande parte do crescente nimero de produtos
comercializados (Project on Emerging Nanotechnologies, 2008), tendo sido catalogados mais de
1800 produtos de uso diario com NPs em sua composicao. (Vance et al., 2015). Esses materiais
sdo definidos com base em peculiaridades de seus atributos, tais como a caracteristica de possuir
ao menos duas dimensdes externas em nanoescala (< 100 nm) e a grande razéo entre superficie e
volume, o que leva essas particulas a apresentarem elevada reatividade quimica (Luoma, 2008).

Os materiais mais utilizados na fabricacdo das NPs sdo carbono, prata, silica, diéxido de
titdnio, 6xido de zinco e 6xido de cério (Maynard e Michelson, 2006), existindo mais de 1600
métodos de sintese de NPs, de acordo com relatérios da Royal Commission on Environmental
Pollution (2008). As NPs de oxido de zinco (NP-ZnO) tém producdo anual estimada em 550
toneladas, sendo de extrema importancia devido as suas inimeras aplica¢des, como em sensores
quimicos, biossensores, dispositivos Opticos e eletrénicos, aumento da resisténcia do concreto,
aditivo de borracha de pneus, blogueadores UV em protetores solares, aditivo de alimentos,
dentre outras (Brayner et al., 2010; Vaseem et al., 2010; Brown, 1976; Piccinno et al., 2012). Na
area medica, o uso das NP-ZnO tem obtido diversos resultados positivos, entre eles o significante

efeito inibidor de crescimento de microrganismos causadores de varias doencas em humanos,
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tais como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (Adams et al.,
2006; Zhang et al., 2008), além dos diversos avancos nas pesquisas referentes aos farmacos
utilizados no tratamento de doencas, atuando por exemplo no combate as células tumorais
através do sistema de entrega de medicamentos, técnica conhecida como “drug-delivery”
(Rasmussem et al., 2010).

Dessa forma, levando-se em consideracdo o aumento na producdo de NPs sintéticas, a
liberagcdo desses materiais no meio ambiente tornou-se uma questdo preocupante a ser avaliada.
Assim, a necessidade de se analisar e compreender os possiveis efeitos da exposi¢do da biota a
NPs ¢é fundamental para avaliacdo do potencial toxicol6gico desses nanomateriais, de modo a
complementar os estudos referentes ao constante e rapido desenvolvimento da nanotecnologia
(Stone e Donaldson, 2006).

Assim, de maneira a se compreender 0s possiveis efeitos tdxicos de produtos
nanoparticulados, claddceros da espécie Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea,
Cladocera), foram utilizados no presentes estudo. Esses microcrustaceos sdo consumidores
primarios, de ambiente dulcicola, com ampla distribuicdo geogréfica pela América do Sul
(ABNT, 2017; Fonseca e Rocha, 2004). Tais microcrustdceos possuem caracteristicas
biondmicas consideradas atraentes para utilizacdo de testes de toxicidade, devido ao seu curto
periodo de ciclo de vida (7 a 10 dias), abundéncia e facilidade de cultivo (Versteeg et al., 1997;
Fonseca e Rocha, 2004), além de ja ter sido atestada em diversos experimentos, a sua
sensibilidade a inimeros compostos quimicos (Freitas e Rocha, 2011; Spadoto et al.,2017).
Assim, 0 uso desses animais em testes de ecotoxicidade aguda e cronica implicaria reducéo de

tempo e recursos utilizados, além de a espécie apresentar sensibilidade a quimicos, semelhante a
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de outros claddceros amplamente utilizados em estudos ecotoxicoldgicos, evitando assim a
introducdo de espécies exoticas em ambiente tropical (Versteeg et al.,1997; U.S. EPA 2002).

Entretanto, anélises de toxicidade de NP-ZnO no dmbito ecoldgico, em sua maioria, sdo
realizadas em organismos-teste como peixes (Bai et al., 2010), bactérias (McGuffie et al., 2016),
microalgas (Yung et al., 2017) e microcrustaceos como Daphnia magna, espécie que necessita
de 21 dias corridos para realizagéo de testes de ecotoxicidade cronica (Lopes et al., 2013; Xiao et
al., 2015; Adam et al., 2014). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura, outros estudos
ecotoxicoldgicos com NP-ZnO com espécies de claddceros tropicais.

Em face do exposto, o presente trabalho teve como propdésito a analise da toxicidade
aguda e crénica de NP-ZnO sobre a espécie de claddcero tropical Ceriodaphnia silvestrii. Para
fins avaliativos, o0s organismos-teste foram observados quanto a sua reproducdo,
desenvolvimento e taxa de mortalidade, quando expostos as NP-ZnO. Dessa forma, sendo este o
primeiro estudo que se tem conhecimento a avaliar a toxicidade de NP-ZnO sobre um claddcero
tropical, espera-se contribuir para a ampliacdo dos conhecimentos relacionados a area da
nanociéncia e nanotoxicologia, para que a producdo e o descarte dessas NPs, bem como a
toxicidade ao meio ambiente, sejam melhor compreendidos, de modo a gerar subsidios para
formulacdo de politicas publicas que possibilitem a reducdo do impacto desses poluentes

emergentes nos ecossistemas aquéticos.
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2. Material e método

2.1 Nanoparticulas de 6xido de zinco

As nanoparticulas de éxido de zinco (NP-ZnQO) foram comercialmente adquiridas da empresa
Sigma-Aldrich e utilizadas sem nenhuma modificacdo. De acordo com o fabricante, as particulas
de NP-ZnO possuem tamanho inferior a 100 nm e seu meio é constituido de 50% de agua
(Brasil, Séo Paulo; codigo do lote: #MKBT6312V).

As suspensdes-teste utilizadas nos experimentos foram obtidas dispersando-se as NP-ZnO
em agua reconstituida (ABNT,2017). Para isto, uma suspensdo-estoque inicial de NP-ZnO foi
preparada para uma concentracéo final de 200 mg L™ em 4gua reconstituida autoclavada, sendo a
dispersao resultante submetida a banho ultrasénico (Ultra Cleaner 1400 unique) por 30 minutos a
20 kHz, antes de sua utilizacdo. O processo de sonicacdo tende a reduzir aglomerados, agregados
e sedimentac6es provenientes da dispersdo inicial.

Para utilizacdo nos testes agudos e crénicos essa suspensdo-estoque inicial foi diluida para as
concentragcdes correspondentes. A suspensdo-estoque inicial foi caracterizada em agua
reconstituida para o tamanho hidrodindmico inicial (didmetro - nm), potencial zeta (mV) e indice
de polidispersividade (Pdl) (ZetaSizer Malvern ZS90), pelo Grupo de Nanomedicina e

Nanotecnologia do Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo (Campus Sao Carlos).
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2.2 Organismos-teste: culturas de Ceriodaphnia silvestrii

Neonatas de Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera), obtidas no
Laboratério de Limnologia no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (UFSCar-
Campus S&o Carlos), foram utilizadas como organismos-teste nas avaliagdes ecotoxicologicas
com as NP-ZnO.

Para isso, os organismos foram cultivados em laboratério, mantidos em camara incubadora
(Nova Etica B.0.D. 411/D, Brasil) sob condigbes controladas de temperatura (25 + 1°C),
luminosidade (150 pmol ms?) e fotoperiodo (12: 12 h luz: escuro). Para as culturas-estoque,
foram utilizados béqueres com capacidade de 2L contendo 1,5 L de &gua reconstituida com pH
de 7,0 a 7,6, dureza de 40 mg L a 48 mg L de CaCO3 e condutividade de 160 puS cm™,
(ABNT, 2017). A renovagdo do meio de cultura, composto dessa dgua reconstituida acrescida de
alimento, foi realizada a cada dois dias (3 vezes semana), aferindo-se, apds cada troca, todos 0s
parametros citados anteriormente. Os claddceros foram alimentados com a microalga cloroficea
Raphidocelis subcapitata a partir de uma suspensdo algal com concentracdo de 2 x 10° células
mL, apo6s cada troca do meio de cultura (trés vezes na semana). A microalga foi cultivada em
meio de cultura L.C. Oligo (AFNOR, 1980), autoclavado a 121 °C por 20 minutos, o qual foi
inoculado com 1 x 10° células mL a partir de uma cultura de algas em crescimento exponencial.
Além da suspensdo algal, um alimento composto foi fornecido aos cladédceros, o qual foi
preparado com racdo de peixe fermentada e levedura, ABNT (2017). Como refor¢co ao
desenvolvimento dos cladoceros, a vitamina Fishtamin® (Sera, Alemanha) foi adicionada ao
meio de cultura trés vezes por semana (a cada troca do meio), na concentracdo de 100 pL para

cada 1,5 L de &gua reconstituida.
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2.3 Testes de toxicidade

Para realizacdo dos testes de toxicidade aguda, 20 neonatas com idades entre 6h e 24h,
foram selecionadas e subdivididas em quatro réplicas, totalizando cinco neonatas por réplica.
Seis concentracfes experimentais foram utilizadas para NP-ZnO (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1,0 mg
L1), as quais foram preparadas a partir da diluicio da suspensdo-estoque. Um grupo controle
também foi inserido no experimento, no qual os organismos foram expostos apenas a agua
reconstituida, sendo que ndo mais do que 10% de mortalidade foi aceito no grupo controle para
validacdo do teste (ABNT, 2017).

Os testes foram realizados em recipientes de poliestireno, contendo um volume de 20 mL
de suspensdo-teste em cada uma das concentracbes experimentais. Todos 0S organismos
permaneceram no escuro, em camara incubadora (Nova Etica B.O.D. 411/D, Brasil), sem
alimentacdo e sob temperatura controlada (25 £ 1°C). Os efeitos observados foram a imobilidade
e a letalidade, em estereomicroscopio (Leica, MZ6, Alemanha), ap6s 24h e 48h do inicio do
experimento.

A partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda, calculou-se o valor da
concentracdo que causou 10% de letalidade para os organismos testados (CL10). Devido a sua
condicdo de subletalidade, a CL10 foi o ponto de partida para a escolha das concentracfes
subletais de NP-ZnO utilizadas nos testes de toxicidade crbnica. Para os testes de toxicidade
cronica, cinco concentrag@es subletais foram utilizadas: 0,006; 0,0125; 0,025; 0,05 e 0,1 mg L.
Cada concentracdo contou com 10 réplicas, com a inser¢do de apenas uma neonata com menos
de 24h de idade por réplica (n=10). O grupo controle ndo foi exposto a meios contendo NP-ZnO.
A suspensdo-estoque foi previamente sonicada durante 30 minutos, sendo 20 mL de cada

suspensdo-teste adicionados aos recipientes experimentais.
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As exposicOes cronicas foram realizadas nas mesmas condi¢gdes mantidas para oS
cultivos, sendo temperatura (25 + 1°C), luminosidade (150 pmol m2s?) e fotoperiodo (12:12 h
luz:escuro) por 8 dias (ABNT, 2017). No decorrer desse periodo, 0s microcrustaceos tiveram o
meio renovado por completo trés vezes na semana, tendo sido alimentados, nessas ocasides, com
uma suspensdo algal de R. subcapitata na concentragdo de 2 x 10° cels. mL™? e com 0,5 mL L*
do alimento composto. Os parametros analisados durante os testes crénicos foram comprimento
do corpo, longevidade, nimero acumulado de ovos e neonatas produzidos por fémea adulta,
idade da primipara e porcentagem de eclosdo dos ovos, sendo 0s organismos experimentais
observados diariamente sob estereomicroscopio (Leica, MZ6, Alemanha).

Em ambos os testes de toxicidade (aguda e crénica), foram aferidos pH (Analion PM 608,
Brasil), temperatura (Hach hg30d), condutividade (Analion PM 608, Brasil), concentracdo de
oxigénio dissolvido (Hach hg30d) e dureza da &gua, ao inicio e término do teste, sendo todas as

solucgdes-teste aferidas.

2.5 Analises estatisticas

Para o calculo da CE(1)50 relacionada ao teste de toxicidade aguda, utilizou-se o
programa estatistico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). A CL10 foi calculada
com auxilio do programa estatistico de anélise de sensibilidade Probit. Os valores de CENO
(maior concentracdo estatisticamente ndo significativa) e CEO (menor concentragdo
estatisticamente significativa) também foram utilizados para os resultados obtidos no teste de
ecotoxicidade cronica.

Os dados resultantes dos testes de toxicidade cronica foram submetidos a anélise

estatistica para a normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, foi realizada
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andlise de Variancia one-way-ANOVA, e em adicdo, os testes de post-hoc Tukey e testes de
Dunnett (SigmaPlot 11.0). Para dados ndo paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado,
seguido dos testes post-hoc de Dunn’s e Tukey. As diferengas significativas dos dados foram

estabelecidas quando a = 0,05.

Resultados

3. Caracterizagdo das NP-ZnO

As NP-ZnO caracterizadas em &gua reconstituida apresentaram tamanho hidrodindmico
inicial médio de 92,14 + 2,84 nanbmetros de diametro, potencial zeta de +11,62 + 1,46 mV e

indice de polidispersividade de 0,274 + 0,05.

3.1 Teste de toxicidade

Os testes ecotoxicoldgicos realizados no presente estudo foram validados de acordo com
os protocolos da ABNT, uma vez que a mortalidade no grupo controle, apds 48h, foi inferior a
10% nos testes de toxicidade aguda (ABNT, 2017), enquanto que, nos teste de toxicidade
cronica, a mortalidade no grupo controle ao longo dos 8 dias de experimento foi inferior a 20% e
a media de neonatas geradas por fémea adulta foi superior a 15 individuos ao sétimo dia do

experimento (ABNT, 2017).
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As varidveis fisicas e quimicas do meio experimental se mantiveram no nivel de faixas
ideais ao longo dos testes, com variagOes inferiores a uma unidade para a temperatura e para o
pH , com concentracdes de oxigénio dissolvido superiores a 7,7 mg O, L™ e dureza entre 40 a 48
mg/L de CaCOsz.

A partir dos resultados do teste de toxicidade aguda (48h) com NP-ZnO, obteve-se um
valor de CEso-ssn de 0,35 mg L (com intervalo de confianca de 95% entre 0,31 e 0,40 mg L™?)
para Ceriodaphnia silvestrii.

Os resultados dos testes de toxicidade cronica de NP-ZnO sobre C. silvestrii estio
apresentados nas Figuras 1 e 2 e na Tabela 1. A exposicdo as NP-ZnO resultou em inibicao
significativa do crescimento dos organismos. O tamanho corporal médio dos organismos
expostos aos cinco tratamentos (0,006; 0,0125; 0,025; 0,05 e 0,1 mg L) com NP-ZnO foi
significativamente menor em comparagdo ao tamanho do corpo dos organismos do grupo
controle, a partir do sexto dia (p<0.001-Figura 1). A exposicdo a concentracdo de 0,1 mg L™ de
NP-ZnO, resultou na maior taxa de inibicdo do crescimento corporal dentre os 5 tratamentos
utilizados no teste. Do sexto ao oitavo dia de exposi¢do, o tamanho corporal médio nao foi
alterado para esse tratamento, ou seja, ao final da exposicdo os organismos expostos a 0,1 mg L

de NP-ZnO foram 11,3% menores que 0s organismos do grupo controle.
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Fig.1. Comprimento corporal médio do claddcero Ceriodaphnia silvestrii ao longo de oito dias de exposicéo a 5
concentragdes de NP-ZnO (0,006; 0,0125; 0,025; 0,05 e 0,1 mg L2).

Dessa maneira, considerando o comprimento médio corporal dos organismos
experimentais, o valor encontrado para a CEO, ou seja, a menor concentracdo estatisticamente

significativa , foi de 0,006 mg L de NP-ZnO.

Em relacdo ao numero médio acumulado de ovos por fémea, é possivel observar nos
resultados apresentados (figura 2A), que houve reducdo significativa (p<0.05) a partir do 5° dia
de exposicdo para os tratamentos 0,025, 0,05 e 0,1 mg L™ de NP-ZnO, atingindo um valor de
producdo de ovos acumulados 53.9% menor no Gltimo dia do teste (8°dia) em relagdo ao grupo

controle, para a concentragdo de 0,1 mg L™ (teste de Tukey e Dunnett, p<0.05).
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Fig 2. Numero acumulado médio de ovos (A) e de neonatas (B) por fémea de Ceriodaphnia silvestrii ao
longo de 8 dias de exposicéo a 5 concentragdes de NP-ZnO (0.006; 0.0125; 0.025; 0.05 e 0.1 mg L™).

No que se refere ao nimero médio acumulado de neonatas por fémea (Figura 2B),
observa-se uma diminuicéo significativa a partir do 7°dia de exposicao cronica as concentracoes
de 0,0125, 0,025, 0,05 e 0,1 mg L (teste de Dunnett, p<0.05). A média de neonatas produzidos
na concentragdo de 0,1 mg L, foi 72,5% menor, em comparagdo ao grupo controle no 8° dia.
Baseado nos resultados do teste de toxicidade cronica, determinou-se o valor de CENO de 0.006
mg L™ e o valor de CEO de 0.0125 mg L, e a CEsp > 0.1 mg L™ de NP-ZnO. Nesse tratamento
(0.1 mg L), verificou-se que os organismos adultos produziram menor nimero de ovos e,
consequentemente, geraram menor numero de neonatas nos ultimos dois dias de exposicao.
Tratando-se da taxa de eclosdo de ovos e idade da primipara, houve diferenca estatistica
significativa somente para a concentragio de 0,1 mg L™ (p< 0,05) para os testes de Tukey,
Dunnet’s e Dunn’s em relagdo ao primeiro parametro, enquanto no segundo, ndo foram

observadas diferencas estatisticamente significativas para nenhuma das concentraces.
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No presente estudo, foi possivel observar acumulacdo de NP-ZnO no corpo dos
claddceros expostos aos tratamentos com concentragdes de 0.025 mg L™, 0.05 mg Lte 0.1 mg L
Y(Figura 3 A e B). As NP-ZnO foram acumuladas nos ovos, carapaca e trato intestinal dos

organismos expostos.

Fig. 3. Ceriodaphnia silvestrii em grupo controle (A), e exposta a concentragfes de 0,1 mg L (B) e 0,025
mg L* (C) de NP-ZnO ao 3° dia do teste de toxicidade cronica. Setas sdlidas indicam NP-ZnO acumuladas no

sistema digestivo dos organismos, enquanto que setas pontilhadas indicam ovos sendo abortados (fonte: autoria

prépria).
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Discussao

Os resultados para a dispersdo das NP-ZnO em &gua reconstituida demonstraram que as NPs
apresentaram tamanho hidrodindmico inicial inferior a 100 nm, potencial zeta positivo e indice
de polidispersividade (<0,5). Esses resultados indicam que os organismos foram expostos ao
ZnO na forma nanoparticulada. A carga positiva apresentada pelas NP-ZnO indica a tendéncia
para agregacdo/aglomeracao com componentes do meio exposicao.

No presente estudo, pbde-se observar que houve efeito toxico agudo para o claddcero C.
silvestrii com uma CEsosn de 0,35 mg L. Outros estudos com NP-ZnO também indicaram
toxicidade elevada dessa nanoparticula (Xiao et al. 2015; Lopes et al. 2014). Os valores
encontrados para CLso-4sn para o claddcero Daphnia magna foram de 0,99 mg L (Xiao et al.,
2015) e 1,10 mg L (Lopes et al., 2014). A CE50 obtida em nosso estudo para C. silvestrii foi
menor que os valores descritos na literatura para D. magna. Esse resultado pode ser atribuido a
maior sensibilidade da C. silvestrii as NP-ZnO e a outros compostos quimicos em comparagao ao
microcrustaceo D. magna (Versteeg et al., 1997). Essa caracteristica de maior sensibilidade, faz
com que o cladécero Ceriodaphnia silvestrii sofra os efeitos tdxicos em menores concentracoes
da substancia, tornando essa espécie um excelente organismo bioindicador para estudos de
contaminagdo em ecossistemas tropicais.

De acordo com Hai-zhou et al., (2012), a toxicidade das nanoparticulas de 6xidos
metalicos pode estar parcialmente associada a dispersao de ions metalicos no meio experimental.
Essa constatacdo foi corroborada por outros dois estudos sobre a toxicidade de NP-ZnO,
Blinova et al. (2010) avaliando a toxicidade de NP-ZnO em &guas naturais e Bacchetta et al.
(2016) avaliando a citotoxicidade dessa NP em D. magna. No entanto, outros autores

encontraram resultados contrastantes. Baek et al. (2011), estudando a toxicidade de NP-ZnO para
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bactérias (E. coli, B. subtilis e S. aureus), observou que as NP-ZnO liberavam maior quantidade
de ions em comparacao as outras NPs avaliadas (CuO, NiO, ZnO e Sh,03), mas os ions liberados
pelas NP-ZnO n&o causaram efeitos tdxicos significativos sendo a toxicidade atribuida a propria
NP-ZnO. Da mesma forma, Xiao et al. (2015), analisando os efeitos das NP-ZnO em D. magna,
atribuiu a toxicidade de NP-ZnO essencialmente as particulas em si e ndo aos ions metalicos. A
discrepancia entre os resultados encontrados na literatura pode estar atrelada a presenca de
revestimentos em NP-ZnO (Merdzan et al., 2014), ao tamanho das particulas avaliadas
(Meulenkamp, 1998) e aos valores das varidveis monitoradas na solucdo-teste, como por
exemplo, o pH (Li et al., 2013). Assim, 0 mecanismo de toxicidade de nanoparticulas de 6xidos
metalicos € um assunto de grande complexidade, necessitando de estudos mais aprofundados
para sua completa compreenséo.

Foi possivel verificar também que as NP-ZnO causaram efeitos deletérios sobre os
parametros de crescimento e reproducdo dos organismos estudados. Os efeitos negativos de NP-
ZnO sobre o desenvolvimento corporal médio dos claddceros foram igualmente relatados por
outros autores. Hai-zhou et al (2012) obteve valores decrescentes do comprimento corporal
médio de Daphnia magna, em funcdo do aumento das concentracdes de NP-ZnO, de forma
semelhante ao presente estudo, sendo que na ultima concentragdo testada pelo autor (0.5 mg L),
0 comprimento corporal foi 26,6% menor em relagdo ao grupo controle.

Do mesmo modo, Adam et al (2014) observaram inibigéo significativa do crescimento
corporal médio em D. magna a partir da concentracdo de 0,16 mg L™ de NP-ZnO (410 um) em
relacdo ao controle (460 pum). No entanto, o referido autor notou ligeira discrepancia no
crescimento corporal entre duas concentracfes experimentais de NP-ZnO: o tamanho corporal

médio (460 pm) encontrado no tratamento com 0,008 mg L de NP-ZnO foi superior ao
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tamanho corporal médio (430 pm) encontrado no tratamento com menor concentracdo de NP-
ZnO (0,0024 mg L1). Situagdo semelhante foi observada no presente estudo nas concentragdes
0,0125 e 0,006 mg L%, entre 0 5° e 0 6° dia de exposicdo. Esse maior efeito sobre o comprimento
do corpo em menores concentragcdes de NP-ZnO pode indicar que os organismos talvez sejam
capazes de se adaptar a situacdes de estresse e responder de maneira diferente em relacdo a
exposi¢do. A inibigdo do crescimento corporal também foi registrada em nematodos expostos a
diferentes tratamentos contendo nanoparticulas de titanio e nanoparticulas de zinco (Wu et al.,
2013), com reducéo significativa (p<0.001) a partir da concentragdo de 0,05 mg L™ de NP-ZnO,
sendo a toxicidade do zinco superior a toxicidade verificada nos tratamentos com titanio.

Em relacdo ao numero acumulado de ovos e neonatas acumulados por fémea, neste
estudo verificou-se resposta concentracdo dependente. A diminui¢do dos ovos e neonatas ao final
da exposicdo as NP-ZnO na concentragdo0,1 mg L foi 50% inferior em relacdo ao resultado
encontrado nos organismos do grupo controle. De acordo com Lopes et al. (2014), o nimero de
neonatas produzidas por fémea de D. magna foi afetado pela exposicdo as NP-ZnO, resultando
em reducdo de até 62% na prole em relagdo ao organismos do grupo controle, sendo a média de
reducdo muito proxima a averiguada no presente estudo. O mesmo resultado foi obtido por
Adam et al. (2014), em estudo, no qual o nimero de neonatas decrescia conforme as
concentracdes de NP-ZnO aumentavam, sendo os valores significativos para o nimero médio de
neonatas encontrados nas duas concentragdes mais altas. Esses resultados podem ser entendidos
do ponto de vista do ajuste energético sofrido pelos organismos em situacdes de estresse
ambiental. Na presenca das NP-ZnO os organismos tendem a investir a energia disponivel para
sua propria manutencdo e sobrevivéncia ao inves de investir em crescimento e reproducéo.

Mudangcas na estratégia de disponibilidade energética foram ja descritas para diversos poluentes
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ambientais, ocorrendo também, diante da exposicdo as NPs (Souza et al. 2018; Lovern et al.
2007; Smolders et al., 2005).

O estudo sobre o crescimento e reprodugdo dos claddceros se faz necessério, pois, a partir
do conhecimento das taxas de desenvolvimento das diferentes fases do ciclo de vida
(desenvolvimento embrionario e pds embrionario) e particularidades reprodutivas, é possivel
aprimorar o quadro de informacdes existentes acerca da biologia desse animal, além de promover
maior conhecimento para um manejo adequado e preservacdo de ecossistemas aquaticos. Dessa
maneira, sendo o desenvolvimento corporal de C. silvestrii afetado pela presenca de NP-ZnO no
ambiente, havera consequentemente efeito na producdo de ovos e neonatas, fazendo com que
ocorra a diminuicdo da produgdo dos mesmos. Com o tamanho reduzido, menor produtividade
de ovos e liberacdo de neonatas, esses crustaceos perdem sua vantagem competitiva em relacéo
aos outros claddceros, relacionada ao curto ciclo de vida (7 a 10 dias). Tal fato, podera culminar
na diminuicdo de sua populagdo dentre os demais organismos presentes em ambientes aquaticos,
gerando diversos desequilibrios em ecossistemas dulcicolas, como por exemplo, no fluxo

energético de cadeias alimentares (Meldo, 1999).

Dois outros fatos importantes foram constatados ao longo das observagdes diarias do
teste de toxicidade crénica. O primeiro foi a ndo eclosdo de ovos ao terceiro dia do teste, em duas
concentragdes (0,025 e 0,1 mg L), e o segundo foi a acumulagio de NP-ZnO no trato digestorio
dos claddceros a partir da concentragdo de 0,025 mg L. Em estudo realizado por Sobral et al.
(2001), os ovos nédo eclodidos de cladoceros dificilmente séo reportados, em virtude do seu
tamanho pequeno e auséncia de movimento, o que torna dificil a sua visualizagdo. Entretanto, no
decorrer das observacdes diarias do teste de toxicidade crbénica no presente estudo, dois

organismos foram observados em seu processo de ndo eclosdo dos ovos produzidos, nas
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concentragdes de 0,025 mg Lt e 0,1 mg L. (Figura 3). De acordo com Bundschuh et al. (2016),
conforme a concentragdo dos tratamentos com nanoparticulas de titdnio aumentava, o nimero de
aborto de ovos para Daphnia magna também crescia.

Segundo Elder et al. (2009) e Santo et al. (2014), o trato gastrointestinal € um dos pontos
de entrada mais importantes de nanoparticulas, sendo um alvo essencial de absorcdo das
mesmas. Ainda de acordo com Santo et al. (2014), as NP-ZnO agem no limen intestinal, criando
vacuolos, modificando o formato das células, bem como degradando proteinas presentes na
membrana celular. Em estudos envolvendo os efeitos acumulativos de nanoparticulas de titanio,
Tan et al. (2014) e Zhu et al. (2010) observaram que a a¢do bioacumulativa no intestino de D.
magna, ocorria devido a ingestdo das mesmas a partir da coluna d’agua, fato confirmado por
Zhao e Wang (2010) em experimentos com nanoparticulas de prata, as quais foram melhor
absorvidas pelos claddceros quando presentes em agua, do que em alimento algal contaminado.
Tal fendmeno também foi observado por Gebara (2017-dados ndo publicados) em testes de
toxicidade cronica com C. silvestrii exposta a 6,25 mg L™ de nanoparticulas de éxido de ferro,
registrando bioacumulagdo no tubo digestivo e nos ovos dos organismos experimentais. Zhu et
al. (2010) relataram bioacumulacdo de nanoparticulas de 6xido de titanio no aparelho digestivo
de D. magna exposta as concentragdes de 0.1 mg L (periodo de 12 h) e 1.0 mg L (periodo de
24h). Esse assunto, no entanto, ainda estd longe de uma completa compreensdo. De Lucca
(2016), por exemplo, em testes de toxicidade crénicos com C. silvestrii exposta a nanoparticulas
de dioxido de titanio, relatou que a toxicidade dessas NPs para o claddcero era quase 100 vezes
(1 mg L) maior pela via alimentar do que a partir da dgua (100 mg L), comparada com outra
espécie do mesmo género (C. dubia), referida por outro autor (Li et al., 2011), o que indica maior

absorc¢éo a partir do alimento.
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Assim, como a bioacumulagdo de NP-ZnO pode ser observada no presente estudo em C.
silvestrii, a toxicidade das NPs que culminou na reducdo do numero de ovos e da taxa de eclosao
desses ovos, com diminuicdo do nascimento de neonatas, pode ter ocorrido devido & ndao
depuracdo eficiente do sistema digestivo. O acimulo de NP-ZnO no trato intestinal pode ter
contribuido para uma significativa reducdo na ingestdo de alimento, provocando deficiéncias na
absorcédo de nutrientes importantes ao desenvolvimento dos organismos (Souza et al. 2018; Zhu

et al., 2010).

Outro possivel mecanismo de toxicidade causada por NP-ZnO, refere-se ao estresse
oxidativo ocasionado nas células que sdo expostas ao quimico. A producdo de espécies reativas
de oxigénio (comumente chamado de ROS- Reactive Oxygen Species) pode ser tdxica, pois pode
ultrapassar a capacidade de producdo de defesa antioxidante da célula, causando a peroxidacéo
dos lipidios da membrana (Xia et al., 2006).

Os efeitos cronicos das NP-ZnO relatados no presente estudo séo de grande importancia
para maior compreensdo do comportamento desse contaminante emergente em ambientes
aquaticos, pois representam contextos toxicos de exposicao de maneira mais realistica do que 0s
apresentados nos cenarios de efeitos agudos, devido a possibilidade de analise, a longo prazo, de
efeitos subletais dos poluentes. Adicionalmente, este estudo se destaca pelo uso de uma espécie
tropical nativa em experimentos ecotoxicolégicos (Freitas e Rocha, 2011), o que é muito
relevante, considerando que esses organismos foram extremamente sensiveis a essa
nanoparticula avaliada, tornando a C. silvestrii um organismo fundamental para avaliacbes de

toxicidade em ecossistemas tropicais.
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Conclusoes

Foram observados efeitos de toxicidade aguda de NP-ZnO para o claddcero
Ceriodaphnia silvestrii, com valor de CEso-4sh de 0,35 mg L2, Em relagéo ao teste de toxicidade
cronica, observou-se que a maior concentra¢io de NP-ZnO (0.1 mg L™) provocou inibicio
estatisticamente significativa no parametro de crescimento médio corporal dos organismos, com
reducdo de 11,3% em relacdo ao grupo controle e CEO estimada em 0,006 mg L. Baixas
concentragdes de NP-ZnO (0,0125 e 0,025 e mg L) causaram efeitos toxicos sobre o niimero
médio acumulado de ovos e de neonatas, respectivamente. Ademais, a acumulacdo de NP-ZnO
no sistema digestivo dos organismos foi constatada, assim como o fendmeno de nao eclosdo dos
0VvO0s nas maiores concentragdes de NPs utilizadas. Assim, recomenda-se maior precaucao quanto
a utilizacdo e descarte das NP-ZnO, em funcdo da comprovada toxicidade dessa substancia a
biota aquatica em concentra¢fes ambientalmente relevantes.

Assim, os resultados do presente estudo demonstraram os efeitos toxicos que as NP-ZnO
tém sobre o claddcero tropical C. silvestrii, j& em baixas concentracdes, que, potencialmente
podem ser encontradas nos ecossistemas aquaticos naturais, indicando a necessidade de criacéo
de normatizacdo que regulamente o uso e o descarte desse contaminante emergente em paises

tropicais.
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Capitulo 4

Efeito do sulfato de zinco sobre o cladocero
tropical Ceriodaphnia silvestrii
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1. Introducéao

Diversas substancias toxicas podem afetar a qualidade do ecossistema aquatico, atingindo
organismos, populacdes e comunidades e, consequentemente, perturbando o equilibrio da biota
no ambiente. Dentre esses compostos quimicos, 0s metais pesados podem estar presentes nos
ecossistemas aquaticos provenientes de diversos processos, como intemperismo de rochas,

erosdo, chuvas e atividades humanas (Guilherme et al., 2002; Esteves, 1998; Jackson, 2002).

Diversos metais pesados, como Fe, Mn, Co, Mo, Mg e Zn, sdo macronutrientes necessarios
aos seres vivos, tendo papel importante em processos bioquimicos, como por exemplo, a
fotossintese, a cadeia respiratoria e a fixacdo de nitrogénio (Maldonado e Wendling, 2009).
Entretanto, mesmo o0s elementos essenciais podem causar toxicidade aos organismos,
dependendo das condicdes e concentracdes de exposicao (Esteves,1998). O cobre e o zinco, por
exemplo, podem provocar reducdo nas taxas de crescimento e reproducdo dos organismos,
aumento da taxa de mortalidade, e até a completa eliminacdo da biota (Mazon et al., 2000). Tal
fato ocorre, devido a tendéncia dos metais pesados de se aglutinarem aos solidos em suspenséo
presentes nos corpos d’agua, sedimentando-se ao fundo dos mesmos, podendo retornar a solugado
aquosa através dos poros sedimentares ou mesmo diretamente a lamina de agua (Esteves, 1998;
Warren e Hack, 2001). Outra possibilidade de toxicidade no ambiente aquatico, se deve a
formacdo de compostos estaveis pelos metais pesados, 0s quais se mantém presentes na cadeia

alimentar (Marcantonio, 2005).

Segundo Vallee e Auld (1990), o zinco é um componente essencial de diversas enzimas
envolvidas no metabolismo de diferentes espécies, de todos os filos, sendo indispensavel para a

maioria de suas funcdes de sintese e degradacdo de metabolitos. No entanto, o zinco quando em
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elevadas concentracbes no meio ambiente pode agir de maneira toxica em organismos
(Marcantonio, 2005). Em estudo realizado por Wang et al (2017), pesquisadores concluiram que
a exposicdo de camundongos a elevadas concentragdes de sulfato de zinco (ZnSQOas), resultou em
efeitos tdxicos aos animais, havendo diminuicdo em seu tamanho corporal e alteracdo na
microbiota intestinal. Em relacdo a estudos que incluem a ecotoxicidade aquéatica, em
Schamphelaere et al (2004) pode-se observar a toxicidade do zinco na reproducdo do claddcero

Daphnia magna, em testes de ecotoxicidade cronica.

2. Material e método

2.1. Sal de sulfato de zinco

O composto quimico utilizado nos experimentos foi o sal de sulfato de zinco (ZnSO4.7H20),
0 qual foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (n® CAS: 7446-20-0), e utilizado sem nenhuma
modificacgéo.

Uma solugéo-estoque inicial de ZnSO4 foi preparada para concentragdo final de 500 mg L
em agua reconstituida autoclavada (ABNT,2017). Para o preparo da solucdo-estoque inicial, 500
mg de ZnSO4 foram pesados em balanca analitica (Gehaka AG Brasil, 200) e adicionados a 1 L
de &gua reconstituida autoclavada. Dessa maneira, as solucOes-teste utilizadas ao longo dos

experimentos foram obtidas com base na diluicdo da solucdo-estoque inicial acima citada.
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2.2 Organismos-teste: culturas de Ceriodaphnia silvestrii

Neonatas de Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera) foram utilizadas
como organismos-teste nas avaliagdes ecotoxicoldgicas com as NP-ZnO, sendo obtidas no
Laboratério de Limnologia no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (UFSCar-
Campus Séo Carlos).

Os organismos foram cultivados em laboratério, mantidos em cémara incubadora (Nova
Etica B.O.D. 411/D, Brasil) sob condicdes controladas de temperatura (25 + 1°C), luminosidade
(150 umol m2s) e fotoperiodo (12: 12 h luz: escuro). Para as culturas-estoque, foram utilizados
béqueres com capacidade de 2L contendo 1,5 L de agua reconstituida com pH de 7,0 a 7,6,
dureza de 40 mg L™t a 48 mg L de CaCOs e condutividade de 160 uS cm2, (ABNT, 2017). A
renovacao do meio de cultura, composto dessa &gua reconstituida acrescida de alimento, foi
realizada a cada dois dias (3 vezes na semana), aferindo-se, ap0s cada troca, todos 0s pardmetros
citados anteriormente. Os cladoceros foram alimentados com a microalga cloroficea
Raphidocelis subcapitata a partir de uma suspensdo algal com concentracdo de 2 x 10° células
mL, apo6s cada troca do meio de cultura (trés vezes na semana). A microalga foi cultivada em
meio de cultura L.C. Oligo (AFNOR, 1980), autoclavado a 121 °C por 20 minutos, o qual foi
inoculado com 1 x 10° células mL a partir de uma cultura de algas em crescimento exponencial.
Além da suspensdo algal, um alimento composto foi fornecido aos cladoceros, o qual foi
preparado com racdo de peixe fermentada e levedura, ABNT (2017). Como refor¢co ao
desenvolvimento dos cladoceros, a vitamina Fishtamin® (Sera, Alemanha) foi adicionada ao
meio de cultura trés vezes por semana (a cada troca do meio), na concentracdo de 100 pL para

cada 1,5 L de &gua reconstituida.
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2.3 Testes de toxicidade

Para a realizagéo dos testes de toxicidade aguda, 20 neonatas com idades entre 6h e 24h,
foram selecionadas e subdivididas em quatro réplicas, totalizando cinco neonatas por réplica.
Cinco concentragdes experimentais foram utilizadas para ZnSO4 (0,032; 0,1; 0,32; 1,04 e 3,35
mg L), as quais foram preparadas a partir da diluicio da solucdo-estoque. Um grupo controle
também foi inserido no experimento, no qual os organismos foram expostos apenas a agua
reconstituida, sendo que ndo mais do que 10% de mortalidade foi aceito no grupo controle para a
validacao do teste (ABNT, 2017).

Os testes foram realizados em recipientes de poliestireno, contendo um volume de 20 mL
de suspensdo-teste em cada uma das concentragches experimentais. Todos 0S organismos
permaneceram no escuro, em camara incubadora (Nova Etica B.O.D. 411/D, Brasil), sem
alimentacéo e sob temperatura controlada (25+ 1°C). Os efeitos observados foram a imobilidade
e a letalidade, em estereomicroscopio (Leica, MZ6, Alemanha), apds 24h e 48h do inicio do
experimento.

A partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda, calculou-se o valor da
concentracdo que causou 10% de letalidade para os organismos testados (CL10). Devido a sua
condicdo de subletalidade, a CL10 foi o ponto de partida para a escolha das concentragdes
subletais de ZnSO4 utilizadas nos testes de toxicidade cronica. Para os testes de toxicidade
cronica, cinco concentragdes subletais foram utilizadas: 0,006; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,09 mg L™.
Cada concentragdo contou com 10 replicas, com a insercdo de apenas uma neonata com menos
de 24h de idade por réplica (n=10). O grupo controle ndo foi exposto a meios contendo ZnSOa.

Assim, 20 mL de cada solucao-teste foram adicionados aos recipientes experimentais.
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As exposicOes cronicas foram realizadas nas mesmas condi¢gdes mantidas para oS
cultivos, sendo temperatura (25 + 1°C), luminosidade (150 pmol ms?) e fotoperiodo (12:12 h
luz:escuro) por 8 dias (ABNT, 2017). No decorrer desse periodo, 0s microcrustaceos tiveram o
meio renovado por completo trés vezes na semana, tendo sido alimentados, nessas ocasides, com
uma suspenséo algal de R. subcapitata a concentragdo de 2 x 10° cels. mL™ e com 0,5 mL L do
alimento composto. Os parametros analisados durante os testes cronicos foram comprimento do
corpo, longevidade, nimero acumulado de ovos e neonatas produzidos por fémea adulta, idade
da primipara e porcentagem de eclosdo dos ovos, sendo 0s organismos experimentais observados
diariamente sob estereomicroscépio (Leica, MZ6, Alemanha).

Em ambos os testes de toxicidade (aguda e crénica), foram aferidos pH (Analion PM 608,
Brasil), temperatura (Hach hg30d), condutividade (Analion PM 608, Brasil), concentracdo de
oxigénio dissolvido (Hach hg30d) e dureza da agua ao inicio e término do teste, sendo todas as

solucgdes-teste aferidas.

2.5 Analises estatisticas

Para o calculo da CE(1)50 relacionada ao teste de toxicidade aguda, utilizou-se o
programa estatistico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). A CL10 foi calculada
com auxilio do programa estatistico de anélise de sensibilidade Probit. Os valores de CENO
(maior concentracdo estatisticamente ndo significativa) e CEO (menor concentragdo
estatisticamente significativa) também foram utilizados para os resultados obtidos no teste de
ecotoxicidade cronica.

Os dados resultantes dos testes de toxicidade cronica foram submetidos a analise

estatistica para a normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, foi realizada
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andlise de Variancia one-way-ANOVA, e em adicdo, os testes de post-hoc Tukey e testes de
Dunnett (SigmaPlot 11.0). Para dados ndo paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado,
seguido dos testes post-hoc de Dunn’s e Tukey. As diferencas entre os dados foram considerados

quando a = 0,05.

3. Resultados

3.1.Testes de toxicidade

De acordo com os protocolos da ABNT (2017), os testes ecotoxicoldgicos foram validados,
pois a mortalidade no grupo controle foi inferior a 10%, apds o periodo de 48h para
ecotoxicidade aguda, enquanto a mortalidade no grupo controle para ecotoxicidade crénica, foi
inferior a 20% ao longo de 7 dias experimentais. O niUmero médio de neonatas geradas por fémea

adulta foi superior a 15 individuos ao sétimo dia do teste.

Em relacdo as variaveis fisicas e quimicas, foram observadas variacdes inferiores a uma
unidade para temperatura e pH, concentragbes de oxigénio superiores a 7,9 mg O, L, dureza

entre 40 a 48 mg L de CaCOs e condutividade em 160 mS cm™,

A partir dos resultados do teste de ecotoxicidade aguda (48h) com ZnSQ4, obteve-se um
valor de CEso-ssn de 0,92 mg L (com intervalo de confianca de 95% entre 0,67 e 1,28 mg L™?)
para Ceriodaphnia silvestrii.

Os resultados referentes aos testes de ecotoxicidade cronica de ZnSOs (Figuras 1 e 2),
revelam que houve diminui¢do no comprimento corporal médio dos organismos testados. No

entanto, ocorreu também certa disparidade entre as concentracdes teste utilizadas. Observa-se
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que, a exposicdo de C silvestrii a concentracdo de 0,09 mg L™ de sulfato de zinco, resultou em
comprimento médio ligeiramente maior, em relacdo as concentragdes menores testadas, enquanto
a concentragdo de 0,01 mg L™ permaneceu com a menor média de comprimento corporal do

cladocero Ceriodaphnia silvestrii, sendo 10% menor em relagdo ao controle no oitavo dia.
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Fig.1. Comprimento corporal médio do cladécero Ceriodaphnia silvestrii ao longo de oito dias de exposicdo a 5
concentragdes de ZnSO; (0,006; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,09 mg L™2).

Assim, considerando o comprimento médio corporal dos organismos experimentais, 0s
valores encontrados para a concentracdo de efeito ndo observado (CENO), ou seja, a maior
concentracdo nominal do agente toxico utilizado no teste que ndo causa efeito deletério
estatisticamente significativo sobre os organismos ap6s exposicéo, foi de 0,09 mg L, enquanto a
concentragdo de efeito observado (CEO), ou seja, a menor concentragdo nominal do agente
toxico que causa efeito deletério, foi de 0,02 mg L de ZnSO..

Em relagdo ao nimero médio acumulado de ovos por fémea, é possivel observar nos
resultados apresentados (figura 2A), que houve reducdo significativa (p<0.05) a partir do 6° dia

de exposicdo para os tratamentos 0,01, 0,02, 0,04 e 0,09 mg L™ de ZnSQO4, atingindo um valor de
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producdo de ovos acumulados 55% menor no ultimo dia do teste (8°dia) em relacdo ao grupo

controle, para a concentragio de 0,09 mg L™ (teste de Tukey e Dunnett, p<0.05).
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Fig 2. Numero acumulado médio de ovos (A) e de neonatas (B) por fémea de Ceriodaphnia silvestrii ao
longo de 8 dias de exposicdo a 5 concentragdes de ZnSO4 (0.006; 0.01; 0.02; 0.04 € 0.09 mg L1).

Em relacdo ao numero médio acumulado de neonatas por fémea (Figura 2B), observa-se
diminuicao significativa a partir do 5°dia de exposicdo cronica para as concentracfes de 0,04 e
0,09 mg L (teste de Dunnett, p<0.05). Nesse caso, pode-se observar que o nimero acumulado
de neonatas na concentracdo de 0,09 mg LY superou novamente o nimero acumulado de
neonatas na concentracdo de 0,01 mg LY. Em comparagdo ao grupo controle no 8° dia, a média
de neonatas por fémea adulta, foi 53% menor.

A partir dos dados obtidos no teste de ecotoxicidade cronica, determinou-se o valor de

CENO de <0,09 mg L e o valor de CEO de 0,006 mg L.
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4. Discussao

Observou-se efeito toxico do sulfato de zinco em Ceriodaphnia silvestrii, no teste de
ecotoxicidade aguda do presente estudo, com CEso-4sn= 0,92 mg L™X. De acordo com Hyne et al
(2005), toxicidade aguda de ions zinco também foi encontrada para o cladocero Ceriodaphnia
dubia e, conforme a taxa de pH variava no meio, deixando-o mais acido, a toxicidade ao
organismo-teste aumentava. Outro estudo referindo-se a toxicidade do zinco foi realizado por
Belanger e Cherry (1990), no qual pdde-se constatar que o zinco exercia efeito toxico sobre o
organismo-teste Ceriodaphnia dubia. Dessa forma, podemos dizer que os dados obtidos no
presente estudo corroboram os resultados de alguns estudos em relacdo a ecotoxicidade aguda
dos ions de zinco.

Em relacdo ao teste de ecotoxicidade cronica, efeitos prejudiciais sobre os parametros de
crescimento corporal e reproducdo de Ceriodaphnia silvestrii foram constatados. Efeitos
deletérios acerca do tamanho corporal médio dos organismos também foram apontados por
Winner (1981), em estudo no qual observou-se ligeira reducdo do desenvolvimento corporal em
Daphnia magna, ocasionado por ions de zinco provenientes de ZnSO4.7H20. A toxicidade pelo
fons zinco pode ocorrer, devido a interagdo dos ions com proteinas de alto e baixo peso
molecular, assim como com outros compartimentos celulares, e também através da penetracao
dos ions de zinco por difusdo passiva e facilitada (Di Giulio et al, 2003; Rainbow, 1995).

Entretanto, um fato relevante também foi observado quanto ao pardmetro de crescimento
corporal. A concentragéo 0,09 mg Lt suplantou as demais, enquanto a concentragio de 0,01 mg
L encontrou-se sendo a mais nociva ao pardmetro de crescimento.

Em relagcdo ao nimero acumulado de ovos e neonatas acumulados por fémea, neste estudo

verificou-se também o efeito deletério. A diminuicdo dos ovos ao final da exposi¢do ao ZnSO4
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na concentragdo 0,09 mg L™ foi 50% inferior em relagdo ao encontrado nos organismos do grupo
controle. Em se tratando do nimero de neonatas acumuladas por fémea, observou-se diminuicao
das mesmas. Contudo, com a concentracdo de 0,09 mg L™ superando novamente a concentragao

de 0,01 mg L™,
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Conclusao

Efeitos de toxicidade aguda foram observados para ZnSOs no cladocero tropical
Ceriodaphnia silvestrii, com valor de CEsg.4sn de 0,92 mg L. Levando-se em consideracéo o teste de
ecotoxicidade cronica, observou-se que a maior concentracdo de ZnSOs induziu a inibicdo da
producdo de ovos pelos organismos. Em relacdo aos pardmetros de crescimento corporal e
liberagdo de neonatas por fémea, observou-se inibicdo em ambos. Entretanto, um fenbmeno de
superagdo da maior concentragdo (0,09 mg L) sobre a segunda menor concentragdo (0,01 mg L-
1 ocorreu e ndo pdde ser explicado, devido a falta de registros de tais ocorréncias em outros
resultados obtidos na literatura atual. Assim, € necessario que esses testes ecotoxicoldgicos sejam

repetidos para confirmacao dos resultados.
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Consideracg6es Finais

e As NP-ZnO tendem a formar aglomerados quando em meio de exposi¢do, mas, ainda mantém

tamanho nanoparticulado.

e Constatou-se efeito de toxicidade aguda de NP-ZnO para C. silvestrii, a partir da faixa de CEso-

shde 0.35mg L?

* Nos testes de toxicidade cronica com NP-ZnO, observou-se que, em todas as concentragoes,
houve diferenca significativa em relacdo aos parametros de crescimento e reproducdo de C.

silvestrii.

e A concentragio de 0,1 mg L™ de NP-ZnO provocou inibicdo estatisticamente significativa no
parametro de crescimento médio corporal dos organismos, com reducdo de 11,3% em relacdo ao

grupo controle e CEO estimada em 0.006 mg L.

e Baixas concentrages de NP-ZnO (0.025 e 0.0125 mg L) causaram efeitos toxicos sobre o
nimero médio acumulado de ovos e de neonatas, sendo notavel o decréscimo a partir do quinto

dia e do sétimo dia do experimento, para ovos e neonatas, respectivamente. Na concentracdo de
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0,1 mg L%, houve reducdo de 53,9% para o nimero de ovos e de 72,5% para o nimero de

neonatas em relagdo ao grupo controle.

e Ao longo dos testes de toxicidade cronica, observou-se também a acumulacdo de NP-ZnO no

trato digestivo de C. silvestrii, bem como a néo ecloséo de ovos.

e Houve toxicidade de NP-ZnO nos claddceros a partir de concentracfes muito baixas,
ocasionando impactos relacionados a sua reproducdo, dentre outros, o que indica que 0 manejo e
0 descarte desses materiais deve ser realizado com cautela, uma vez que esses organismos
pertencem a base das cadeias alimentares aquéaticas e, consequentemente, afetam toda a cadeia

alimentar.

e Observou-se inibicdo dos parametros de crescimento e reproducdo em Ceriodaphnia silvestrii

expostas ao ZnSOs, em baixas concentragdes.

e Houve reducdo de 55% na producdao de ovos e de 50% na producdo de neonatas nos

organismos expostos ao ZnSOg,

« Os efeitos toxicos puderam ser observados em ambos os compostos (NP-ZnO e ZnS04), com
percentual parecido de inibicdo. No entanto, as NP-ZnO ainda possuem efeito de toxicidade

superior ao ZnSOa4.
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e Devido aos resultados singulares de ZnSO4 sobre os parametros de crescimento corporal e
producdo de neonatas (superagdo de maior concentragdo sobre as demais), a repeticdo dos testes

realizados no presente trabalho é recomendada.

A exposigdo cronica promoveu toxicidade de ambas as substancias para C. silvestrii, sendo essa

toxicidade proveniente tanto dos ions metalicos livres quanto das propriedades das NPs.

Os resultados do presente trabalho podem subsidiar estudos e regulamentacdes que visem o

manejo e o descarte de NP-ZnO e de ZnSO4em ecossistemas de agua doce.



Apéendices
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Apéndice 1. Valores comparativos de tamanho médio corporal e suas respectivas concentracbes de

NP-ZnO.
Autores Valor concentragdo (mg/L) Comprimento corporal
Adam et al (2014) 0,008 460 pm
0,024 430 pm
Presente estudo (2017) 0,006 683 Um

0,0125 670 pm
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Apéndice 2. Valores de CENO (concentracdo de efeito ndo observado) e CEO (concentracdo de

efeito observado) para parametros avaliados no teste de ecotoxicidade crbnica de C. silvestrii
exposta a 5 concentragdes de NP-ZnO (0,006; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 mg L1), por oito dias.
(D= teste de Dunn ; Du= teste de Dunnett; T= teste de Tukey; KW= teste de Kruskal Wallis)

Fatores avaliados Teste aplicado P CENO CEO
mg/L
Tamanho corporal D <0,05 >0,1 0,0125
N°ovos acum./fémea Du/T/KW <0,05/<0,05/<0,001 0,0125 0,025
N°neonatos acum./fémea D/T/KW <0,05/<0,05/<0,001 0,006 0,0125
Eclosdo de ovos (%) D/T/Du <0,05 0,05 0,1
Idade primipara (dias) KW 0,3333 >0,1 >0,1

Apéndice 3. Valores de CENO (concentracdo de efeito ndo observado) e CEO (concentracdo de

efeito observado) para pardmetros avaliados no teste de ecotoxicidade crbnica de C. silvestrii
exposta a 5 concentragdes de NP-ZnO (0,006; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 mg L), por oito dias. (D=
teste de Dunn ; Du= teste de Dunnett; T= teste de Tukey; KW= teste de Kruskal Wallis)

Fatores avaliados Teste aplicado P CENO CEO
mg/L

Tamanho corporal D <0,05 0,09 0,02
Comprimento primipara KW 0,15 - -
N°ovos acum./fémea Du/T/ <0,05/<0,05 >0,09 0,006
N°neonatos acum./fémea Du/T <0,05/<0,05 >0,09 0,006
Eclosdo de ovos (%) D/T/Du <0,05 0,05 0,1
Idade primipara (dias) KW 0,4 >0,09 >0,09




