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“l...] And should they tell you
You'll never pull through

Don 't hesitate |...]

[-.] And every time I feel afraid

I hold tighter to my Faith

And I live one more day

And I make it through the rain [...]”

(Through the Rain,
Mariah Carey /| Lionel Cole)



RESUMO

As nanoparticulas (NPs) tém sido amplamente produzidas em larga escala para
varios propdsitos tais como: producdo de cosméticos, protetores solares, biosensores, proteses
humanas e tratamento do cancer. No entanto, devido a ampla producéo, eventualmente as NPs
podem encontrar seu destino final nos corpos d’agua, onde 0s estudos relativos a presenca
dessas substancias muitas vezes ndo sdo suficientes para estimar os efeitos que as mesmas
poderiam causar nos organismos aquaticos. Estudos de toxicidade cronica com nanoparticulas
de oxido de ferro (nano-Fe;0,) sdo escassos e, até onde sabemos, inexistentes para claddceros
tropicais, embora avaliagOes cronicas sejam de grande importancia para predicdo dos efeitos
de substancias, pois abrangem grande parte do ciclo de vida dos organismos. No presente
estudo, foram estudadas nanoparticulas de Fe3O,4 para cladocero neotropical Ceriodaphnia
silvestrii, por meio de testes de toxicidade aguda (0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 e 100,00 mg L
1), durante 48 horas, e cronica (0,00; 3,125; 6,25; 12,50; 25,00 e 50,00 mg L™), durante 14
dias. A caracterizagdo das NPs nos meios de exposicdo revelou que elas sofreram
aglomeracdo e agregacdo em escalas micrométricas. Os resultados obtidos apontaram
auséncia de toxicidade aguda para as nano-Fe;O, (CE(1)504gn > 100,00 mg L™). Nos testes de
toxicidade cronica, no tratamento de 50,00 mg L™, houve inibicdo significativa no
crescimento e reproducéo, afetando o comprimento maximo (inibicdo de 12,71%) e o nUmero
acumulado de ovos (diminuicdo de 51,99%) e de neonatas (diminuicdo de 61,37%)
produzidos por fémea (teste de Dunnett p < 0.05). Concluiu-se que as nano-FesO4
apresentaram efeitos crénicos, no 14° dia, para o cladécero C. silvestrii somente na maior
concentracéo avaliada (50,00 mg L™). O uso de nano-Fe;O4 em ambientes aquaticos pode ser
considerado seguro para esta espécie de claddcero tropical, com base nos parametros

avaliados, até concentracées de 25,00 mg L™

Palavras-chave: ecotoxicologia; nanotoxicologia; nanoparticulas magnéticas; magnetita;

microcrustaceos; espécies neotropicais.



ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) have been produced on a large scale worldwide for
various consumer purposes such as the production of cosmetics, sunscreen, biosensors, human
prosthetics and cancer therapy. However, due to its large production, NPs can have water
bodies as final destination, where current studies addressing these compounds are not
sufficient to estimate the threat that these substances could cause to aquatic organisms.
Chronic studies with nano-Fe;O,4 are scarce and, to the best of our knowledge, inexistent
regarding tropical zooplankton species, although chronic studies are of great importance to
predict the effects of the substances because they analyses great part of this organisms life
cycle. At present study, we investigated nanoparticles of Fe3;O4, to the tropical cladoceran
Ceriodaphnia silvestrii using acute toxicity tests (0.00; 0.01; 0.10; 1.00; 10.00 and 100.00 mg
L") during 48h, and chronic toxicity tests (0.00; 3.125; 6.25; 12.50; 25.00 and 50.00 mg L™)
during 14 days. Characterization of NPs in the exposure medium revealed that they
experienced agglomeration and aggregation on a micrometer scale. Results showed non-
toxicity of nano-Fe;O, after 48h of acute exposure (EC504g, > 100.00 mg L™). ). In chronic
tests, treatment of 50 mg L™ caused significant inhibition of growth and reproduction,
affecting the maximum length (inhibited 12.71%), accumulated number of eggs (reduction of
51.99%) and neonates (decrease of 61.37%) per female (Dunnett’s test, p < 0.05). We
concluded that nano-FesOg, in the 14™ day, was toxic to C. silvestrii only at the highest
concentration tested (50.00 mg L™) during this chronic exposure.. The use of nano-Fe;O, in
aquatic environments could be considered safe to this species in concentrations up to 25.00
mg L, according to the parameters evaluated.

Key-words:  ecotoxicology; nanotoxicology; magnetic  nanoparticles;  magnetite;

microcrustaceans; Neotropical species.
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Estrutura do trabalho

Esta dissertacdo esta estruturada da seguinte maneira:

e Capitulo 1: breve introducdo a tematica da pesquisa, seguida dos objetivos do estudo;

e Capitulo 2: metodologia geral detalhada;

e Capitulo 3: artigo cientifico “Efeitos de nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe3O,) para
o cladécero tropical Ceriodaphnia silvestrii”, com inten¢do de submissdo para um

periddico internacional.

e Apéndices: contendo a carta controle de sensibilidade para Ceriodaphnia silvestrii
exposta a substancia de referéncia cloreto de sédio, e variaveis fisicas e quimicas das
solugdes-teste, durante os ensaios agudos e cronicos de Ceriodaphnia silvestrii

exposta as nano-Fez0,.



Capitulo 1

Introducao geral e objetivos
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1. Introducéo geral

1.1. Ecotoxicologia

Nos dias atuais, em meio a crises no setor hidrico e com a crescente perda de
diversidade dos ambientes naturais, é grande a preocupacdo com as substancias que sao
lancadas diariamente nos corpos d’agua ou que acabam sendo lixiviadas com a chuva, dentre

elas: metais, hormonios e pesticidas.

A Ecotoxicologia é um ramo da toxicologia ambiental, que objetiva
compreender os efeitos toxicos de substancias naturais ou artificiais aos organismos vivos
(Butler, 1978). A principal diferenca entre os termos Toxicologia Ambiental e Ecotoxicologia
é que o primeiro termo se refere aos efeitos adversos causados em seres humanos, enquanto o
segundo se refere aos efeitos causados sobre os componentes ndo humanos (Fernicola et al.,

2004).

Os ensaios ecotoxicolégicos ndo substituem as andlises quimicas, mas
complementam seus resultados, uma vez que as analises quimicas indicam quais compostos
estdo presentes num corpo d’agua, mas ndo determinam 0S prejuizos dessas substancias aos

organismos daqguele ambiente (Costa et al., 2008).

Os organismos utilizados nos ensaios de toxicidade sd&o denominados
organismos-teste (ABNT, 2016a). Um organismo-teste deve apresentar certas caracteristicas,
como por exemplo: possuir ampla distribuicdo nos ambientes naturais, de modo a ser um
organismo representativo; ser, preferencialmente, de facil cultivo em laboratério, de modo a
tornar os testes de toxicidade mais praticos e reproduziveis em qualquer parte do mundo; e

possuir sensibilidade a agentes toxicos (Costa et al., 2008).
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Atualmente, os testes de ecotoxicidade estdo bem estabelecidos para alguns
organismos-teste. A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) possui protocolos de
ecotoxicologia para algas (ABNT, 2011a, 2013), invertebrados (ABNT, 2011b, 2012, 2013b,

2014, 20163, 2016b, 2016¢, 2016d, 2016€) e peixes (ABNT, 2016f, 2016g).

Os microcrustaceos sdo organismos-teste bastante utilizados na Ecotoxicologia.
Existem, por exemplo, diversos protocolos nacionais e internacionais para a utilizacdo da
espécie Daphnia magna em ensaios ecotoxicoldgicos (USEPA, 2002; OECD, 2004; ABNT,
2016b). Da mesma forma, espécies neotropicais de claddceros como Ceriodaphnia silvestrii
também possuem protocolos padronizados (ABNT, 2016a) para testes ecotoxicoldgicos.
Sabe-se que o zooplancton tem um papel importante como elo entre os produtores primarios e
os consumidores, exercendo papel crucial nas cadeias alimentares aquaticas, sendo
considerado um grupo-chave em muitos ecossistemas. Em virtude disso, seu estudo € de

extrema relevancia em ecologia aquatica.

Grandes sdo os esforcos para tornar os testes ecotoxicologicos mais realistas,
de modo que as condi¢cbes experimentais sejam mais proximas das condi¢cbes ambientais
naturais. Nesse sentido, se tem trabalhado ultimamente com ensaios multi-espécie em
mesocosmos, 0S quais sdo sistemas artificiais simplificados que visam simular o que ocorre
nos ambientes naturais (Wilbur, 1997). Porém, nesse tipo de experimento, diversos sdo 0s
fatores que podem alterar os resultados e, com isso, fica mais complexa a interpretagéo dos
fendmenos, sendo necessario distinguir o que é efeito adverso do contaminante e o que €

decorrente dos fatores externos.

Os ensaios laboratoriais de toxicidade cronica sdo de grande relevancia, visto
que podem inferir quais os possiveis efeitos de agentes tdxicos sobre parametros relativos ao

ciclo de vida dos organismos, como, por exemplo, 0s seguintes parametros a serem avaliados
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no ciclo de vida dos cladoceros: comprimento corporal, comprimento corporal maximo,
comprimento da primipara, nUmero de ovos e neonatos por fémea, taxa de eclosao dos ovos,
longevidade, dentre outros. Com o avango tecnoldgico, a Ecotoxicologia também acabou por
utilizar as novas ferramentas disponiveis em busca de novos “endpoints”. Os ensaios de
genotoxicidade, por exemplo, avaliam os efeitos de agentes genotoxicos, que sdo aqueles que

afetam negativamente a integridade do material genético dos organismos (Nai et al., 2015).

Nos dias atuais, 0s cientistas ndo estdo preocupados apenas em emitir parecer
sobre a toxicidade de uma dada substancia. Essa ciéncia é investigativa, com enfoque sobre
causas e efeitos, e como esses efeitos poderiam ser evitados ou neutralizados. Novos avangos
tecnoldgicos continuardo auxiliando esse ramo da toxicologia, para que a cada dia tenhamos
mais respostas efetivas sobre os possiveis efeitos de substancias toxicas emergentes sobre o0s

ecossistemas naturais.

1.2. Nanoparticulas

1.2.1. O que sdo nanoparticulas?

Nanoparticulas (NPs) sdo poluentes emergentes e podem ser definidas como
materiais que possuem tamanho entre 1 e 100 nm em pelo menos duas de suas dimensdes
(Luoma, 2008). Para que seja possivel compreender quao pequenas elas sdo, pode-se
comparar seu tamanho com outros componentes conhecidos (Figura 1), sendo as NPs muito
menores que um eritrocito humano e até mesmo que os virus. Os nanomateriais vém tendo
destague no cenario atual de pesquisas, visto que possuem propriedades fisico-quimicas
especificas e ainda uma grande possibilidade de utilizacbes em diversas areas, incluindo
biomedicina, area industrial, equipamentos eletronicos, entre outras. Porém, alguns autores
alertam para o fato de que a nanotoxicologia € uma area de conhecimento com grande lacuna

de informacGes, que deve ser preenchida (Wickson et al., 2010), uma vez que diferentes
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cientistas possuem diferentes visdes acerca dos riscos que as NPs podem acarretar (Scheufele

et al., 2007).
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Figura 1. Desenho esquematico comparando o tamanho das nanoparticulas (1-100 nm) com o de outras estruturas conhecidas

(Fonte: https://s3-sa-east-1.amazonaws.com/ofitexto.arquivos/deq 230778.htm)

A medida que ocorrem aprimoramentos das tecnologias existentes e que novos

produtos s@o desenvolvidos, riscos iminentes do uso de NPs poderdo ser evidenciados.

Segundo inventarios de produtos catalogados até o ano de 2014, mais de 1800 produtos

haviam incorporado nanoparticulas em sua composicdo (Vance et al., 2015).

E primordial que esses possiveis riscos das NPs sejam avaliados, de modo a se

criar uma legislagdo internacional que regule a producdo e o descarte de materiais que

utilizam nanoparticulas (Lapresta-Fernandez et al., 2012). Atualmente, somente a Unido

Europeia e a Suica possuem legislacdes especificas quanto a regulamentacdo de nanomateriais

(Amenta et al., 2015); j& o Brasil, mesmo sendo pais pioneiro na America Latina em


https://s3-sa-east-1.amazonaws.com/ofitexto.arquivos/deg_230778.htm
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pesquisas com nanotecnologia (Kay e Shapira, 2009), ndo possui henhuma regulamentacéo

quanto a esses nanomateriais (Amenta et al., 2015).

1.2.2. Nanoparticulas metélicas

NPs metélicas sdo particulas metélicas com tamanho menor que 100 nm em
pelo menos duas de suas dimensGes. As NPs metalicas possuem caracteristicas fisicas e
quimicas diferentes das particulas metalicas com tamanho maior, chamadas de bulk metals

(Horikoshi e Serpone, 2013).

As nanoparticulas metalicas sdo economicamente relevantes, visto sua
producdo em larga escala. A Tabela 1, a seguir, contém uma estimativa de producdo mundial

dessas NPs de acordo com Piccinno et al. (2012).

Tabela 1. Estimativa da producdo mundial de nanoparticulas metélicas ao ano (Piccinno et al.,
2012).

Nanoparticulas Producdo mundial estimada (toneladas ano™)
Didxido de titanio 3000

Oxido de zinco 550

Oxido de ferro 55
Oxido de aluminio 55

A preocupacao quanto ao uso de NPs se da pelo fato de ndo haver legislagdo
que regulamente sua fabricacdo e posterior descarte para maioria dos paises. Caso estas
substancias cheguem aos corpos d’agua, pode haver acumulagdo nos organismos da base da

cadeia alimentar, podendo ocorrer biomagnificagdo, caracterizada por aumento na
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concentracdo de uma substancia contaminante atraves dos diferentes niveis da cadeia tréfica
(Bour et al., 2015).

1.2.3 Nanoparticulas de oxido de ferro

Dentre as diversas aplicacdes das NPs de oxido de ferro, destaca-se o seu
potencial para a area biomédica. Em um dos tratamentos contra o cancer, por exemplo, essas
NPs magnéticas entram em contato com as celulas cancerigenas e, ap6s isso, aplica-se um
campo eletromagnético sobre as mesmas, de modo que ocorra um aumento de temperatura

nessas células, causando sua destruicdo por hipertermia (Souza et al., 2011).

Na Figura 2, pode-se observar um esquema de tratamento contra o cancer,
utilizando NPs de 6xido de ferro. Na imagem, ha dois tipos de tratamento demonstrados: a
esquerda temos o exemplo de drug delivery, onde os medicamentos quimioterapicos sao
inseridos entre a NP e seu revestimento, chamado de coating; e a direita temos um gréafico

demonstrando como funciona o tratamento de hipertermia, por meio de campo magnético.

No entanto, a utilizacdo de NPs com este propdsito ainda estd em fase de
estudos, visto que essas moléculas de até 100 nm poderiam atravessar a barreira
hematoencefalica humana (Stissmuth et al., 2009), podendo causar efeitos desconhecidos no

sistema nervoso e no corpo humano em geral.
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Figura 2. Esquema demonstrando tratamento contra o cancer, utilizando NPs de oxido de ferro. A esquerda: drug delivery. A
direita: hipertermia por campo magnético.
(Fonte: modificado de “http://www.nanowerk.com/news2/newsid=32791.php”)

As NPs de Oxido de ferro também possuem potencial para o tratamento de
residuos, podendo adsorver pesticidas e metais pesados (Xu et al., 2012; Dave e Chopda,
2014). No entanto, experimentos de campo demonstram que essas NPs podem ser lixiviadas
pelo fluxo de agua para os lengois freaticos, quando usadas para remediacdo de solo
contaminado (Zhang, 2003). Na Figura 2, podemos observar 0 esquema de um processo de
descontaminacdo de solo, utilizando NPs de 6xido de ferro, onde sdo utilizados 11,2 kg dessa

NP para cada 100 m? de solo (Zhang, 2003).
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Remediacgdo in situ com nanoparticulas

A descontaminacdo se inicia alguns dias apos a injecdo das nanoparticulas no solo

Fonte de contaminagdo it .
l_ﬂ Injecdo de nanoparticulas de ferro t
4 A
______________________ —
~ = A ”
\‘ ll Transformacao de fertilizantes N\ ’
, (ex. NO;) \\ / &
\ ’
% N I
e
Descloragdo de * Descontaminacao
solventes organicos de metais
ex. C C
( Cles GCL) Desintoxicacado de pesticidas (ex. Pb, Cr, As)
(ex. lindane, DDT)
Source: Lehigh University

Figura 3. Remediagdo de solo contaminado, utilizando nanoparticulas de dxido de ferro.

(Fonte: modificado de “http://www.eetimes.com/document.asp?doc_id=1146809)

O efeito cronico de NPs de Oxido de ferro sobre claddceros nativos é pouco
estudado, sendo que os trabalhos existentes na literatura a esse respeito estdo centrados na
toxicidade aguda e testes de bioacumulacdo desses compostos sobre organismos encontrados
em ecossistemas temperados (Garcia et al., 2011; Hu et al., 2012; Baumann et al., 2014;
Blinova et al., 2015). As algas e os dafinideos sdo organismos mais sensiveis as NPs, de
acordo com uma revisdo bibliografica feita por Kahru e Dubourguier (2010). A investigacao
dos possiveis efeitos de agentes toxicos em parametros de reprodugdo e crescimento de
microcrustaceos, que podem ser analisados somente por meio de testes de toxicidade crénica,
é de extrema relevancia, uma vez que é através da reproducdo que os claddceros garantem a

renovacao de suas populagdes e a perpetuacdo de suas espécies.
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Até onde sabemos, ndo ha estudos envolvendo a toxicidade de NPs de 6xido de
ferro sobre espécies tropicais de claddceros. Tais estudos s@o de extrema importancia, pois se
sabe que organismos tropicais nativos podem ndo responder a agentes toxicos da mesma
forma que organismos exaticos, sendo que os nativos podem, inclusive, ser mais sensiveis que
0s exaticos (Moreira et al., 2014).

Nesse sentido, o presente estudo visa preencher parte da lacuna existente em
relacdo as espécies nativas tropicais, contribuindo para o conhecimento de possiveis efeitos
desse material emergente, cuja producdo cresce a cada dia, sobre uma espécie nativa de
cladocero tropical, para que se possa estimar o possivel risco do descarte dessas NPs em

ecossistemas dulcicolas naturais de regides tropicais e subtropicais.
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2. Objetivos

2.1. Geral

= Avaliar os efeitos de exposi¢des agudas e crénicas de nanoparticulas de 6xido
de ferro (nano-Fe;0,) para o cladocero nativo Ceriodaphnia silvestrii, de modo
a estimar os possiveis efeitos que o descarte dessas NPs poderia causar para 0s

cladoceros, em ambientes naturais de dgua doce.

2.2. Especificos

= Realizar a exposicdo aguda de nano-Fe3;O4 sobre C. silvestrii, visando obter a
concentracdo efetiva média (CE50), ou seja, a concentracdo que causa efeito
agudo a 50% dos organismos expostos;

= Realizar a exposicao cronica de C. silvestrii a concentracdes subletais de nano-
Fe30,4, para avaliacdo dos efeitos sobre os seguintes parametros do ciclo de
vida dos organismos: crescimento em comprimento, nimero acumulado de
0vos e neonatas por fémea; comprimento corporal maximo; comprimento da

primipara; idade da primipara, longevidade e taxa de eclosdo dos ovos.
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Nesta secdo serdo apresentados os passos metodoldgicos do presente estudo, de
forma mais detalhada. Todos os procedimentos seguiram normas padronizadas, citadas ao

longo deste capitulo.

1. Alimentacéo dos claddceros e cultivo das microalgas
Como fonte alimentar para o cultivo de cladoceros foi fornecida a cloroficea
Pseudokirchneriella subcapitata (Figura 1), na concentragdo de 2 x 10° células mL™, trés

VEZES Na semana.

10 pm

NIES-35 Pseudokirchneriella subcapitata

Figura 1. Cloroficea Pseudokirchneriella subcapitata, utilizada como alimento para Ceriodaphnia silvestrii.
(Fonte: https://br.pinterest.com/pin/406168460113841753/)

A cloroficea P. subcapitata, foi cultivada em meio L.C. Oligo (AFNOR, 1980),
pH 7.0, o qual possui a seguinte composicdo quimica (o meio foi modificado de sua
composicdo original, substituindo-se KNO3 por NaNOs): Ca(NOs), - 4H,0 (1,7 x 10™ M),
NaNOj3 (1,0 x 10° M), MgS0, - 7H,0 (1,2 x 10 M), K,HPO, (2,3 10* M), CuSO, - 5H,0
(6,0 x 10 M), (NH4)sM070,4 - 4H,0 (2,4 x 10® M), ZnSO, - 7H,0 (1,0 x 107" M), CoCl, -
6H,0 (1,3 x 107 M), Mn(NO3), - H,0 (1,5 107 M), CgHgO7 - H,0 (1,4 x 107 M), H3BO3 (4,9
x 107 M), CgHsFeO; - H,0 (3,1 x 10°® M), FeCls - 6H,0 (1,9 x 10° M), FeSO, - 7TH,0 (1,1 x

10° M) e NaHCO3 (1,8 x 10 M).
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O meio foi autoclavado por 20 minutos, a 121°C, em Erlenmeyers de 2.000 mL
de capacidade contendo 1.000 mL do meio L.C. Oligo. A cultura algal foi inoculada na
concentracdo de 1 x 10° células mL™, em condices assépticas em capela de fluxo laminar,
que foi previamente esterilizada com alcool 70% e mantida sob luz UV por 15 minutos. As
culturas algais (Figura 2) permaneceram sob iluminacdo de 150 pmol m?2s™, em condigdes

controladas de luz e temperatura (25°C + 2; 12: 12h claro: escuro) sob leve aeracdo constante.

Figura 2. Cultura de Pseudokirchneriella subcapitata, sob leve aeragdo.
(Fonte: autoria propria)

O meio utilizado para cultivo da microalga ndo é adequado para alimentacédo
dos claddceros. Por isso, para retirar o excesso do meio de cultura algaceo, de modo a deixar
apenas as células algais, esta solucdo foi centrifugada a 2.000 rpm a 4°C, durante 15 minutos
(Eppendorf 5702 R, Alemanha). Apos a centrifugacdo, a alga foi ressuspendida em &gua
reconstituida (a mesma utilizada para cultivo dos cladoceros). Uma subamostra dessa
suspensdo (1,00 mL) foi retirada e fixada com 200 pL de lugol para determinacdo da
concentracdo de células de microalgas no meio ressuspendido. A concentracdo algal foi

determinada atraveés da contagem dessa subamostra em um hemocitdmetro (Improved
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Neubauer-Bright Line), sob microscépio Optico (Zeiss Axiostar Plus, Alemanha).

Como fonte complementar de alimento para o cultivo de zooplancton foi
fornecido o alimento composto trés vezes por semana. Este alimento foi preparado segundo
métodos disponiveis em ABNT (2016a), utilizando-se: (1) solucdo de levedura, feita com
fermento bioldgico seco; e (1) uma solucdo preparada com racdo para peixe fermentada. A
solucdo de levedura (I) foi preparada colocando-se 0,5g de fermento biolégico seco em 100
mL de agua destilada. A solucdo permaneceu sob agitacdo até sua total diluicdo.

No preparo da solucdo com racdo de peixe (Il), 5 g de racdo foram colocados
em 1.000 mL de agua deionizada, e mantidos sob aeracdo constante por uma semana, de
forma que a racdo permanecesse em suspensao e, quando necessario, a dgua perdida por
evaporacdo era reposta. Ao final desse periodo, a solucdo decantou por cerca de 2 horas e 0
sobrenadante foi filtrado em rede de zooplancton de 60 um de abertura de malha. O material
sedimentado foi devidamente descartado. A solucao final foi distribuida em sacos plasticos de
20 mL devidamente etiquetados e conservados em freezer a - 4°C até 0 momento do uso.

Assim, o alimento composto consistiu da mistura de partes iguais das solugdes
I e Il, descritas anteriormente. Esta solugdo foi conservada sob refrigeracdo e utilizada por um
periodo maximo de 7 dias. Para a alimentagdo do zooplancton, foi adicionado 0,02 mL de
alimento composto por organismo. Além do alimento composto, também foi fornecida a
vitamina Fishtamin® (Sera, Alemanha), na concentragdo de 66 pL para cada litro de agua

reconstituida, ofertada trés vezes na semana.

2. Manutencédo das culturas estoque de microcrustaceos
Os cultivos estoque de Ceriodaphnia silvestrii (Figura 3) foram mantidos em
camara incubadora a temperatura de 25 + 1°C, com fotoperiodo de 12h/12h claro/escuro. O

meio utilizado para cultivo foi a agua reconstituida, composta por agua deionizada com
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valores de dureza ajustados para a faixa requerida de 40 a 48 mg/L de CaCOg, de pH para
faixa de 7,0 a 7,6 e de condutividade elétrica préxima a 160 pS cm™ (ABNT, 2016a). A agua
reconstituida teve a seguinte composic&o quimica: CaSO, - 2H,0 (1,74 x 10 M), KCI (2,68

x 10° M), NaHCOj3 (5,71 x 10 M) e MgSOy, - 7H,0 (2,47 x 10™* M).

Figura 3. Claddcero nativo Ceriodaphnia silvestrii, utilizado como organismo teste no presente estudo.
(Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ceriodaphnia_silvestrii_01.jpg)

A medida da dureza total da dgua de cultivo foi realizada por meio de titulacdo
com EDTA. Quando necessario, o valor do pH foi ajustado com HCI 1M ou NaOH 1M. Os
valores de pH, dureza e condutividade foram medidos antes do uso da &gua de cultivo.

A troca total de dgua dos claddceros ocorreu trés vezes por semana, sendo 0s
microcrustaceos alimentados nestes dias. De modo a manter lotes de zooplancton com idade
controlada, a cada 15 dias novos lotes de organismos foram iniciados com individuos com

idade inferior a 24 horas.

3. Nanoparticulas: fonte, preparacéo e caracterizagédo

As NPs utilizadas neste trabalho foram adquiridas da Sigma-Aldrich (CAS:
1317-61-9). De acordo com o fabricante, estas particulas possuem tamanho menor do que 50

nm. As nano-Fe;O, foram caracterizadas no meio de exposicdo dos organismos, agua


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ceriodaphnia_silvestrii_01.jpg
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reconstituida nas concentrages de 3,125; 12,50 e 50,00 mg L™ de nano-Fe;O,, em 0 he 72 h

de exposicédo, durante os testes cronicos.

As nanoparticulas foram caracterizadas nos meios de exposicao em relacdo aos
seguintes parametros: potencial zeta (mV), indice de polidispersividade (Pdl) e tamanho
hidrodindmico médio (d.nm), por meio de espalhamento de luz dindmico (do inglés Dynamic

Light Scattering DLS), em um espectrometro Malvern Nano ZS90, Inglaterra.

As solucbes estoque de NPs foram preparadas ap0s pesagem em balanca
(Gehaka AG 200, Brasil) e dissolucdo em agua reconstituida, sendo em seguida dispersas em
sonicador de ponta (Unique DES500, Brasil) por 30 minutos (500 W / 20 kHz) antes de seu
uso, assim como descrito em procedimentos utilizados para outros tipos de nanoparticulas
(Aruoja et al., 2009). As solucdes-teste foram obtidas a partir de diluicBes das solugdes

estoque em agua reconstituida.

4. Testes de toxicidade com cladoceros
Para os testes de toxicidade, foi utilizada a espécie nativa de claddcero
neotropical Ceriodaphnia silvestrii (Figura 3). Este organismo foi disponibilizado pelo
Nucleo de Estudos de Ecologia Aplicada — Centro de Recursos Hidricos e Estudos

Ambientais (CHREA), Universidade de Sdo Paulo (USP), campus de Séo Carlos.

4.1 Testes de sensibilidade

Foram realizados periddicos testes de sensibilidade, a fim de se garantir a
qualidade dos cultivos para os testes de toxicidade, baseando-se nos parametros da ABNT
(2016D).

Para realizagdo dos testes, foram selecionados neonatas com menos de 24 h de

vida, as quais foram expostas a concentracdes de NaCl (cloreto de sodio, substancia de
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referéncia utilizada). No preparo da solucéo estoque de 100 g L™ de NaCl, 25 g do sal foram
diluidos em 250 mL de &gua deionizada. A partir da solucdo estoque, foram preparadas as
soluces-teste em cinco concentragdes nominais (0,0; 0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e 2,2 g L™) de NaCl,
diluidas em agua de cultivo, com 4 replicas cada, mais um grupo controle negativo com o
mesmo namero de réplicas, cuja mortalidade ndo excedeu 10%. A faixa de concentracgdes foi
escolhida com base nos dados de Takenaka (2007).

Os testes foram realizados em recipientes com 20 mL de solucédo teste, onde
foram utilizados 20 neonatas por concentracdo, sendo portanto, 5 neonatas distribuidas em
cada uma das 4 réplicas. Os testes tiveram duracdo de 48h e, durante todo periodo, 0s
organismos ndo foram alimentados e permanecem no escuro, sob condi¢cdes controladas de
temperatura (25 = 1°C). O efeito observado nos organismos foi a imobilidade e/ou
mortalidade, considerando-se imdveis 0s organismos que nao apresentaram movimentacao
num intervalo de 15 segundos, apoOs leve agitacdo do recipiente. Os parametros fisicos e
quimicos medidos foram o pH e a condutividade das solu¢des no inicio e no final dos
experimentos.

O meétodo estatistico utilizado para o calculo da concentracdo inicial efetiva
média (CE(1)50) foi o Trimmed Sperman-Karber (Hamilton et al., 1977). Ao final, foi
confeccionada uma carta controle (Apéndice 1), contendo o valor médio (x) da CE(1)504gh, €
os limites superiores e inferiores: (x + 20) e (x — 20), respectivamente, que sao estabelecidos
pelo limite de duas vezes o desvio-padrdo (o) em relacdo ao valor médio (x) obtido. O valor
médio de CE(1)50.g, foi de 1,24 + 0.34 g L™ de NaCl (Apéndice 1), sendo que todos os
valores de CE(1)50 estiveram dentro do limite de confianga. Os intervalos de confianga de
CE504s, de C. silvestrii exposta a0 NaCl (g L™) do presente estudo ficaram préximos aos
relatados na literatura, que séo de: 0,61 a 1,87 (Monteiro, 2001), 0,76 a 1,76 (Takenaka, 2007)

e 0,77 a 1,63 (Coelho, 2008).
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4.2 Teste de toxicidade aguda e crénica com nano-Fe;O4

Os testes de toxicidade com nano-Fe;O, seguiram normas nacionais,
ligeiramente modificadas (no teste de toxicidade crénica ao inves de 7 a 8 dias, a duracgéo total
foi de 14 dias), desenvolvidas para espécies de cladoceros tropicais, para testes agudos
(ABNT, 2016b) e para testes crénicos (ABNT, 2016a). Todos os materiais utilizados nos
testes foram previamente lavados com acido cloridrico 10% e enxaguadas abundantemente

com agua de torneira e 4gua deionizada.

Primeiramente, foi realizado um teste de toxicidade aguda com uma ampla
faixa de concentracGes nominais de nano-Fe;O4 (0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 e 100,00 mg L
1), preparadas a partir de solugdes estoque de 0,1 e 10,0 g L™. O controle consistiu de

organismos expostos apenas a agua reconstituida.

Nos testes de toxicidade aguda, para cada tratamento, 20 neonatas de C.
silvestrii com menos de 24h de idade (distribuidos em 4 réplicas) foram distribuidos em
grupos de cinco individuos em frascos de poliestireno de 50 mL de capacidade, contendo 20
mL de solucdo teste. O desenho experimental dos testes agudos estd esquematizado na Figura
4. O experimento foi realizado em camara incubadora (Nova Etica B.O.D. 411/D, Brasil) em
condigdes controladas de temperatura (25 + 1°C), no escuro e sem alimentacdo. A avaliacédo
ocorreu apos 24 e 48 h, a partir da contagem dos organismos mortos e imadveis. Para o calculo
da concentracdo inicial efetiva média (CE(1)50) foi utilizado o Trimmed Sperman-Karber

(Hamilton et al., 1977).
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Figura 4. Desenho experimental do teste de toxicidade aguda com Ceriodaphnia silvestrii exposta a cinco concentrac@es de
nano-Fe;0; (0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 e 100,00 mg L)

A partir dos resultados obtidos no teste de toxicidade aguda, realizou-se a
exposicao crénica dos organismos a concentracdes subletais. Os testes de toxicidade cronica
foram realizados utilizando-se cinco concentra¢bes nominais de nano-Fe;O4 (0,00; 3,125;
6,25; 12,50; 25,00 e 50,00 mg L) preparadas a partir de uma solucéo estoque de 10 g L™. No
grupo controle, os cladoceros foram mantidos em agua reconstituida ndo contaminada com
NPs. Os testes tiveram 10 réplicas, contendo um organismo (com idade inferior a 24 horas)
por replicata (n=10). Os organismos foram colocados em frascos de poliestireno com 50 mL

de capacidade, contendo 20 mL de solucdo teste (Figura 5).
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Figura 5. Desenho experimental do teste de toxicidade cronica com Ceriodaphnia silvestrii exposta a 5 concentra¢des de
nano-Fe;0; (0,00; 3,125; 6,25; 12,50; 25,00 e 50,00 mg L™)

Os testes de toxicidade crénica foram realizados em camara incubadora (Nova
Etica B.0O.D. 411/D, Brasil), sob condigdes controladas de temperatura (25 + 1°C) e
fotoperiodo (12:12h, claro: escuro). Os organismos foram alimentados diariamente com uma
concentracdo de 2 x 10° células mL™ de P. subcapitata, e trés vezes na semana (segundas,
quartas e sextas-feiras) com 0,02 mL ind™ de alimento composto. As solucdes teste foram

completamente renovadas trés vezes na semana (segundas, quartas e sextas-feiras).

Durante os testes cronicos, que duraram 14 dias, os parametros avaliados
foram: idade da primipara (primeira postura de ovos), nimero acumulado de ovos e neonatas
por fémea, comprimento diario, comprimento maximo; porcentagem de eclosdo dos ovos, e
longevidade. Os claddoceros foram observados diariamente sob estereomicroscopio (Leica

MZ6, Alemanha).
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Em ambos os testes, agudos e cronicos, as seguintes variaveis fisicas e
quimicas foram aferidas: pH (Analion PM 608, Brasil), condutividade (MS Tecnopon mCA-
150P, Brasil), concentracdo de oxigénio dissolvido (Hanna, Brasil), dureza da agua e

temperatura.

5. Analises estatisticas

Os dados obtidos nos testes cronicos foram testados, a priori, para a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e igualdade das variancias (teste de Levene median). Os
dados paramétricos foram analisados com one-way-ANOVA, seguido dos testes de Dunnett e
post-hoc teste de Tukey; dados ndo paramétricos foram analisados com teste de Kruskal-
Wallis, seguidos de post-hoc testes de Dunn’s e Tukey. Diferencas significativas foram

consideradas com a = 0,05.
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1. Introducéao

Nanoparticulas (NPs) manufaturadas s@o poluentes emergentes cuja producéo
vem aumentando, e que tém grande potencial para aplicacdes tecnoldgicas e biomédicas (Ai
et al., 2011; Laurent et al., 2011; Maximilien et al., 2015; Wang et al., 2016). As NPs séo
geralmente definidas por suas caracteristicas Unicas: ao menos duas dimensGes com tamanho

menor que 100 nm, alta reatividade e grande proporcéo superficie-volume (Luoma, 2008).

Investimentos em nanotecnologia, somente em uma iniciativa de pesquisa
governamental dos EUA, alcangaram a marca de US$ 23 bilhdes desde 2001 e estima-se que
as vendas de produtos feitos nos EUA com NPs excederam US$ 500 bilhdes até o fim de
2016 (NNI, 2016). Até o ano de 2014, um inventério de produtos com nanotecnologia
“Nanotechnology Consumer Product Inventory (CPI)” catalogou mais de 1.800 produtos que

haviam incorporado nanoparticulas em sua composi¢do (Vance et al., 2015).

As nanoparticulas metélicas sdo umas das mais importantes comercialmente,
devido a sua alta producdo. De acordo com estimativas, as nanoparticulas de diéxido de
titdnio, Oxido de zinco, 6xido de ferro e éxido de aluminio possuem, respectivamente,

producdo mundial anual de 3.000; 550; 55 e 55 toneladas (Piccinno et al., 2012).

No campo da biomedicina, as nanoparticulas supermagnéticas de 6xido de
ferro estdo sendo testadas para a entrega de medicamentos nas células, também chamado de
“drug delivery”, como por exemplo, tratamentos de quimioterapia, € como agente de contraste

para ressonancia magnética (Mahmoudi et al., 2011; Zhu e Liao, 2015).

As nanoparticulas de 6xido de ferro estdo sendo estudadas como agentes para
tratamentos de residuos em solos contaminados. Estudos demonstram que essas

nanoparticulas podem ser nanoadsorventes, adsorvendo metais pesados e compostos
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organicos, bem como fotocatalizadores para os demais tipos de contaminantes (Xu et al.,
2012; Dave e Chopda, 2014). Um estudo indica que as nanoparticulas de Oxido de ferro
também possuem potencial para o tratamento de &gua utilizada para abastecimento, uma vez
gue esses nanomateriais podem adsorver e retirar arsénico de &guas subterraneas

contaminadas com esse poluente (Aredes et al., 2012).

Devido ao aumento na producdo das NPs, ha preocupagdes quanto a producao
e ao descarte desses nanomateriais. A concentracdo de NPs nos corpos d’agua tende a
aumentar, podendo ser uma ameaca para a biota aquatica. No entanto, poucos sao 0s paises

gue possuem regulamentacdo especifica para o descarte dos nanomateriais.

Atualmente, a Unido Europeia e a Suica sdo as Unicas localidades em que ha
determinagbes especificas, quanto aos nanomateriais, incorporadas as legislacdes vigentes
(Amenta et al., 2015). Nos Estados Unidos (EUA), uma consideravel parcela das NPs obedece
as regulamentacdes da “US Food and Drug Administration”, FDA, agéncia reguladora das
drogas e alimentos nos EUA. De acordo com USEPA (2014), a FDA regula 0s nanomateriais
utilizando os mesmos parametros utilizados para as particulas bulk, apesar de a FDA possuir

alguns guias especificos sobre nanomateriais.

Sabe-se também que, em alguns casos, as NPs podem ser mais toxicas do que
as particulas bulk. Heinlaan et al. (2008) observaram que Daphnia magna teve menores
valores de LC504g, para as NPs de ZnO e CuO do que para as particulas bulk dos mesmos
compostos. No Brasil, apesar de ser o pais que lidera as pesquisas com nanotecnologia na
Ameérica Latina (Kay e Shapira, 2009), ndo ha legislacbes especificas para nanomaterias

(Amenta et al., 2015).

Estudos demonstraram que as nanoparticulas de oxido de ferro utilizadas para

remediacdo de solos contaminados podem ser transportadas por até 20 metros de distancia
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(Zhang, 2003). Ha poucos estudos crénicos sobre a toxicidade das NPs de 6xido de ferro para
cladoceros, sendo que os estudos estdo focados na toxicidade aguda dessas NPs (Garcia et al.,
2011; Baumann et al., 2014; Blinova et al., 2015). Até onde se sabe, ndo ha relatos de

toxicidade aguda ou crénica de NPs de 6xido de ferro para claddceros tropicais.

Com base nisso, o0 presente estudo objetivou avaliar a toxicidade aguda e
crbnica de nano-Fe;O, para Ceriodaphnia silvestrii (claddcero tropical), investigando
parametros de reproducdo, crescimento e sobrevivéncia. Com este estudo, espera-se ampliar o
conhecimento na area de nanotoxicologia ambiental, procurando entender quais os efeitos que
a nanoparticula estudada pode causar para a biota aquética, especialmente para o zooplancton,

gue constitui a base das cadeias alimentares de ecossistemas limnicos.

2. Material e métodos

2.1. Nanoparticulas: fonte, preparacdo e caracterizacdo

As nanoparticulas de 6xido de ferro (magnetita, Fe3s0,), com pureza > 98%,
foram adquiridas da Sigma-Aldrich (CAS: 1317-61-9) e, segundo Blinova et al. (2015), ndo
possuem revestimento. De acordo com informacgdes do fabricante, as nanoparticulas em p6

possuem tamanho menor que 50 nm.

As nano-Fe3O,4 foram caracterizadas dispersas em agua reconstituida, durante o
teste de toxicidade cronica. Para tal, trés concentraces (3,125; 12,50 e 50,00 mg L™) de
nano-Fe;O,4 foram dispersas em agua reconstituida e caracterizadas em 0 e 72h apds o inicio

do teste.

A caracterizacdo das solugcOes-teste durante o ensaio crbnico consistiu nas
determinacbes de: potencial-zeta (mV), indice de polidispersividade (Pdl) e tamanho

hidrodinamico (d.nm) por espalhamento dindmico da luz (conhecido como dynamic light
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scattering, DLS). As analises foram realizadas em um espectrémetro Malvern Nano ZS90,

Inglaterra.

As solucgdes-estoque de nanoparticulas foram dispersas em sonicador de ponta
por 30 minutos (500 W / 20 kHz) antes de serem utilizadas (Unique DES500, Brasil). As
solucBes-teste foram obtidas a partir de dilui¢cfes da solucdo-estoque em agua reconstituida,

cujos procedimentos estao descritos na sec¢do seguinte.

2.2. Culturas estoque de zooplancton e fitoplancton

O zooplancton foi cultivado de acordo com protocolos padronizados para
cladoceros tropicais (ABNT, 2016b), em béqueres com 2 L de capacidade, contendo 1,5 L de
4gua reconstituida (dureza: 46-48 mg CaCO; L™; pH entre 7,0-7,4; condutividade elétrica
proxima de 160 pS cm?). Os microcrustéaceos foram mantidos em camaras incubadoras (Nova
Etica B.O.D. 411/D, Brasil) sob condi¢des controladas de temperatura (25 * 1°C) e

fotoperiodo (12:12h, luz: escuro).

A é&gua reconstituida foi feita adicionando-se (em &gua deionizada) 0s
seguintes reagentes de grau-analitico: CaSOy - 2H,0 (1,74 x 10™ M), KCI (2,68 x 10™ M),

NaHCO; (5,71 x 10 M) e MgSOy, - 7H,0 (2,47 x 10 M).

O zooplancton cultivado foi alimentado durante as trocas de agua (trés vezes
por semana) com 2 x 10° células mL™ de suspenséo algal da cloroficea Pseudokirchneriella
subcapitata e 0,5 mL L™ de um composto complementar, feito a partir de fermento biolégico
(5 g L") e racdo de peixe fermentada (5 g L™), em uma proporcdo 1:1 (ABNT, 2016a).
Periodicamente, foram realizados testes de sensibilidade com os claddceros, utilizando-sea
substancia de referéncia cloreto de sédio (NaCl), de modo a checar a saide dos organismos

experimentais.
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A cloroficea P. subcapitata, utilizada como alimento para zooplancton, foi
cultivada em meio L.C. Oligo (AFNOR, 1980), pH 7.0, o qual possui a seguinte composicao
quimica (o meio foi modificado de sua composicdo original, substituindo-se KNO3z por
NaNO3): Ca(NO3); - 4H,0 (1,7 x 10* M), NaNO;s (1,0 x 10 M), MgS0O, - 7H,0 (1,2 x 10*
M), KoHPO, (2,3 10* M), CuSO, - 5H,0 (6,0 x 10 M), (NH,)sM070,4 - 4H,0 (2,4 x 10
M), ZnSO, - 7H,0 (1,0 x 107 M), CoCl, - 6H,0 (1,3 x 107 M), Mn(NO3), - H,O (1,5 107
M), CeHgO7 - H,0 (1,4 x 107 M), HsBO3 (4,9 x 107 M), CgHsFeO; - H,0 (3,1 x 10° M),

FeCls - 6H,0 (1,9 x 10° M), FeSO, - 7H,0 (1,1 x 10° M) e NaHCO; (1,8 x 10™ M).

Inicialmente, as algas foram inoculadas a uma concentracéo de 10° células mL’
! em meio L.C. Oligo estéril (autoclavado a 121°C, por 20 minutos) e mantidas sob condicdes
controladas de temperatura (25 = 2°C) e intensidade luminosa (12:12h luz: escuro; 150 pmol
m2s™t). O meio algal foi gentilmente aerado, em condices assépticas, até que as culturas
atingissem crescimento exponencial. Apds isso, as culturas foram centrifugadas a 2.000 rpm
por 15 minutos, a 4°C (Eppendorf 5702 R, Alemanha), o pellet foi ressuspendido em &gua
reconstituida, sendo que a algas na solucgdo final foram quantificadas em camara de Neubauer,

sob microscopio optico (Zeiss Axiostar Plus, Alemanha).

2.3. Testes de toxicidade

O desenho experimental seguiu protocolos padronizados (ABNT, 2016a; b) para
espécies de claddceros tropicais. O protocolo para os testes crénicos (ABNT, 2016b) foi
ligeiramente modificado, de modo que o teste crénico do presente estudo teve duracdo total de
14 dias, diferente do tempo determinado pela norma (7 a 8 dias). Todos os materiais utilizados

nos ensaios foram previamente lavados em acido cloridrico 10%.



Capitulo 3: artigo cientifico 49

Primeiramente, foi realizado um teste de toxicidade aguda com uma ampla faixa
de concentracdes de nano-Fe;0, (0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 e 100,00 mg L™), preparadas a

partir de solucdes estoque de 0,1 e 10,0 g L™

Nos testes de toxicidade aguda, para cada concentracdo de nanoparticulas e do
grupo controle (somente em agua reconstituida), 20 neonatas (idade < 24h) de C. silvestrii
foram distribuidas em grupos de 5 individuos em 4 réplicas, em frascos de poliestireno com
50 mL de capacidade, contendo 20 mL de solugéo-teste. O experimento foi realizado em
camaras incubadoras (Nova Etica B.O.D. 411/D, Brasil) em condigbes controladas de
temperatura (25 + 1°C), no escuro e sem alimentagdo. Ap6s 24 e 48h, os organismos imoveis

foram quantificados.

Baseados nos testes de toxicidade aguda, foram escolhidas as 5 concentragdes
nominais de nano-Fe;O, do teste de toxicidade crénica (0,00; 3,125; 6,25; 12,50; 25,00 e
50,00 mg L), preparadas a partir de solugdes estoque de 10 g L™. No grupo controle, os
cladoceros foram mantidos somente em agua reconstituida. O teste teve inicio com 10 réplicas
por tratamento, cada uma contendo 1 neonata (idade < 24h). Os organismos foram mantidos

em frascos de poliestireno com 50 mL de capacidade, contendo 20 mL de solugéo teste.

Os testes de toxicidade cronica foram realizados em camaras incubadoras (Nova
Etica B.O.D. 411/D, Brasil) sob condi¢des controladas de temperatura (25 + 1°C) e
fotoperiodo (12:12h, claro: escuro). Os organismos foram alimentados diariamente com 2 X
10° células mL™ de P. subcapitata e trés vezes por semana (segundas, quartas e sextas) com
0,02 mL ind?* de um complemento alimentar (descrito no item “2.2 Culturas estoque de

zooplancton e fitoplancton”).

Durante os testes de toxicidade crbnica, que tiveram duracdo de 14 dias, 0s

parametros analisados foram: idade da primipara, niumero de ovos e neonatas por fémea;
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comprimento diario, comprimento maximo, taxa de eclosdo e longevidade. Os claddceros
foram observados diariamente e medidos utilizando um estereomicroscépio (Leica MZ6,
Alemanha). Na concentracdo de 6,25 mg L™, imagens dos organismos foram realizadas, de

modo a demonstrar a internalizacdo dessas NPs nos claddceros.

Em ambos os testes, agudo e cronico, as seguintes varidveis fisicas e quimicas
foram aferidas: pH (Analion PM 608, Brasil), condutividade (MS Tecnopon mCA-150P,

Brasil), oxigénio dissolvido (Hanna, Brasil), dureza da dgua e temperatura.

2.4. Anélises estatisticas

Os dados obtidos nos testes de toxicidade cronica foram testados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e variancia (teste de Levene median). Os dados
paramétricos foram analisados usando one-way-ANOVA, seguido de testes de Dunnett e
Tukey; os dados ndo-paramétricos foram analisados usando one-way-ANOVA on ranks (teste
de Kruskal-Wallis) seguido de testes de Dunn’s e Tukey. Diferengas significativas foram

consideradas para a = 0.05.

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacdo das nano-Fe3;Oq

Os resultados de tamanho hidrodindmico das nano-Fe;O, demonstraram que as
NPs agregaram e aglomeraram imediatamente ap6s o preparo das solucGes-teste e esse nivel
de agregacgdo tendeu a aumentar apds o periodo de 72h em todas as concentragdes testadas.
Nas concentracdes de 3,125; 12,50 e 50,00 mg L™, respectivamente, os didmetros eram
inicialmente (t=0) de 729,6; 710,6 e 1.451,3 nm e, apos 72h, eles alcancaram valores médios
de 1.110,0; 1.277,3 e 1.712,7 nm (Tabela 1). Possivelmente houve interagéo entre as cargas
superficiais das nanoparticulas com o0s componentes do meio de exposi¢cdo (agua

reconstituida) e também com os excretas dos organismos durante a exposicéo.
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Sabe-se que as nanoparticulas de oxido de ferro ndo encapadas tendem a
agregar em solugdes aquosas e esse nivel de agregacdo tende a aumentar com 0 aumento da
concentracdo dessas nanoparticulas (Maximova e Dahl, 2006; Baalousha, 2009). Em um
estudo com nano-Fe3O,4 ndo encapadas, o nivel de sedimentacdo e agregacao foi tdo alto que
ndo foi possivel medir o tamanho hidrodindmico das particulas (Blinova et al., 2015).

De acordo com Handy et al. (2008), deveria haver maior flexibilidade quanto a
definicdo de NPs para os ecotoxicologistas, de modo que particulas ligeiramente maiores que
100 nm pudessem ser consideradas nanoparticulas, desde que essas particulas tenham sido
preparas a partir de particulas com tamanho inicial < 100 nm. H4, inclusive, definicdes que
consideram NPs como particulas com tamanho inferior a 1.000 nm (Maximilien et al., 2015).

Os valores de Pdl foram maiores que 0,480 em todas as concentracdes testadas
(Tabela 1). E possivel que as nanoparticulas possam ter sido bem dispersas, porém tenham
agregado apos isso. No entanto, para valores Pdl maiores do que 0,5 e tamanho hidrodinamico
maior que 500 nm, os dados devem ser interpretados de maneira cautelosa, uma vez que sob
essas condicOes, particulas maiores acabam por dominar o sinal de espalhamento da luz,

blogueando a leitura das particulas menores (NanoComposix, 2015).
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Tabela 1. Valores médios (x) e desvio padrdo (SD) para 0s seguintes parametros de
caracterizacdo, durante os testes de toxicidade cronica, das nano-Fe;O4: tamanho
hidrodinamico (didmetro em nm), indice de polidispesividade (Pdl) e potencial-zeta (mV).
Amostras foram coletadas durante dois periodos experimentais (T): 0 e 72h apds o inicio do
teste de toxicidade cronica.

Tamanho Indice de Potencial-zeta

Tratamentos T pigrodinamico (nm)  polidispersividade  (mV/)

-1
(mg L) " x SD x SD x SD

3,125 0 729,6 29,4 0,834 0,08 -251 0,66
12,5 0 710,6 59,62 0,540 0,13 -21,7 1,55
50,0 0 14513 299,09 0,723 0,24 -22,4 0,32
3,125 72 1.110,0 262,51 0,952 0,08 - 24,7 2,37
12,5 72 1.277,3 244,30 0,904 0,16 -239 0,32
50,0 72 1.712,7 16554 0,481 0,13 -19,9 0,23

3.2. Testes de toxicidade

Ambos os testes, agudo e crénico, foram validados, ja que: a imobilidade e a
mortalidade foram inferiores a 10% no grupo controle apds 48h, durante os testes de
toxicidade aguda (ABNT, 2016a); a mortalidade do grupo controle ndo excedeu 20% durante
os testes de toxicidade crdnica, bem como o nimero médio de neonatas produzidas por fémea
foi superior a 15, durante os primeiros 7 dias de teste (ABNT, 2016b). Em ambos os testes, a
temperatura interna das incubadoras e o pH n&o variaram mais de 1°C e 1 unidade,
respectivamente, e os valores de concentracdo de oxigénio dissolvido foram superiores a 7.5
mg O, L™ em todas as solugbes-teste. Os parametros fisicos e quimicos detalhados est&o

apresentados no Apéndice 2.

Os resultados dos testes de toxicidade aguda (com concentragdes na faixa de
0,01 — 100,00 mg L™) revelaram que as nano-FesO, ndo foram tdxicas, nessa faixa de

concentracdo, para C. silvestrii, em testes de até 48h. Com base nesses resultados, foram
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realizados testes de toxicidade cronica, de modo a avaliar pardmetros como crescimento e

reproducdo, ndo mensuraveis em testes de toxicidade aguda.

Segundo Blinova et al. (2015), nano-FesO4 ndo encapadas ndo apresentaram
toxicidade aguda para D. magna ap6s 48h de exposi¢cdo, em concentracdes de até 100,00 mg
L™, e ndo foi observada diferenca de toxicidade entre as NPs e as particulas bulk desse
composto. No entanto, estudos demonstram que a toxicidade das nano-Fe3;O,4 para D. magna
pode estar relacionada ao tipo de revestimento das nanoparticulas, como por exemplo os

dados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Testes de toxicidade aguda de nanoparticulas de 6xido ferro (nano-Fe;0,4) encapadas
e ndo, para diferentes espécies de claddceros, onde TMAOH ¢é a sigla para
tetramethylammonium hydroxide; e PVP significa polymer polyvinyl pyrrolidone. D. =

Daphnia; C. = Ceriodaphnia; SR = sem revestimento.

) Organismos- Parametro Resultados Referéncias

Revestimentos
teste avaliado valores unidades

TMAOH D.magna  Clsy—48h  23x10* mgmL™ (Garcfa et al., 2011)
Ascorbate D. magna CEsp—96 h 50,7 mg ferro L*  (Baumann et al., 2014)
Citrate D. magna CEsop—96 h 68,4 mg ferro L™ (Baumann et al., 2014)
Dextran D. magna CEsp—96 h 27,9 mg ferro Lt (Baumann et al., 2014)
PVP D. magna CEsp—96 h >100,0 mgferro L™ (Baumann etal., 2014)
SR D. magna CEsp—48h >1000 mgL* (Blinova et al., 2015)
SR C.silvestrii  CE(l)sp—48h >1000 mglL™ Presente estudo

Baseado nos dados de toxicidade cronica, o crescimento corporal dos animais
expostos as nano-Fe3O, foi comparado aos organismos do grupo controle (Figura 1). Os
dados demonstram que, no tratamento de 50,00 mg L™, a inibicdo no crescimento se deu a
partir do dia 7 até o dia 14, sendo o comprimento médio 12,71% menor do que o obtido no

grupo controle. Os valores de CENO(I) (concentracdo inicial de efeito ndo observado) e
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CEO(I) (concentracao inicial de efeito observado) foram, respectivamente, 25,00 e 50,00 mg

L de nano-Fe;0,4 para o pardmetro crescimento (Tabela 3).

Comprimento médio (um)
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Figura. 1. Comprimento corporal médio (um) de Ceriodaphnia silvestrii durante 14 dias de
exposicdo a 5 concentracdes de nano-FesO, (0,00; 3,125; 6,25; 12,50; 25,00 e 50,00 mg L™).
Asteriscos representam diferencas significativas entre os tratamentos e o grupo controle (o =
0.05).
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Tabela 3. Valores de CENO(I) (concentracdo inicial de efeito ndo observado) e CEO(I)
(concentracdo inicial de efeito observado) para parametros de bionomia de Ceriodaphnia
silvestrii exposta a nano-FesO4 por 14 dias e andlise estatistica utilizada. As abreviacoes
representam os seguintes testes estatisticos: A= one way-ANOVA; KW = Kruskal-Wallis; D
= Dunnett; Du = Dunn; T = Tukey.

Estatistica
Parametros CENO(I) CEO(I) Teste aplicado

(valores de p)

Idade da primipara

) >50,00 > 50,00 KW (0,460)
(dias)
Tamanho da primipara
>50,00 > 50,00 KW (0,102)
(Lm)
. KW (<£0,001)
Tamanho maximo
25,00 50,00 Du (< 0,05)
(um)
T (<0,05)
Ecloséo dos ovos
>50,00 > 50,00 KW (0,242)
(%)
N° médio de neonatas 25,00 50,00 A/DIT or
acumulados/fémea KW/Du/T
N° médio de ovos 25,00 50,00 A/DIT or
acumulados/ fémea KW/Du/T
Longevidade (dias) >50,00 > 50,00 KW (0,870)

Segundo estudo de Dave (1984), particulas bulk de ferro (FeClsz - 6 H,0)
causaram inibicdo de 10,85 e 7,63% no comprimento de D. magna exposta a 4,06 mg Fe L™,
respectivamente, apds 7 e 21 dias. De acordo com o presente estudo, ndo foi observada
inibicdo na concentracdo de nanoparticula de ferro (3,125 mg L™) mais préxima a utilizada

concentracdo de particulas bulk no estudo mencionado anteriormente (Figura 1).

No 4° dia de experimento, a concentracdo intermediaria de 12,50 mg L™

estimulou o (teste de Dunnett, p < 0.05) crescimento, possuindo maior valor médio neste dia
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do que todas as outras concentracdes, porém a partir do 5° dia, ndo houve mais resposta de
estimulo significativa. Este resultado pode ser explicado pelo efeito de hormesis, no qual
baixas doses de uma substancia podem causar um efeito benéfico para determinado

organismo, enquanto altas doses causam um efeito inibitorio (Mattson, 2008).

A Figura 2A demonstra que 0 numero médio acumulado de ovos por fémea foi
reduzido na concentracdo 50,00 mg L™ de nano-Fe;0, a partir do 6° dia, atingindo 51,99 % de

reducdo de ovos comparado ao grupo controle no 14° dia (teste de Dunnett, p < 0.05).

O nimero médio acumulado de neonatas por fémea (Figura 2B) foi reduzido
em 61,37% na concentracdo de 50,00 mg L™. Houve uma tendéncia de estimulo deste
parametro na concentracdo de 3,125 mg L™ (14° dia), corroborando o estudo de Dave (1984),
no qual claddceros tiveram respostas de estimulo em pardmetros reprodutivos quando
expostos a baixas concentrac@es de ferro. No 7° dia, houve uma diferenca significativa entre o
controle e o tratamento de 25,00 mg L™ quanto ao nimero de neonatas por fémea (teste de
Dunn, p < 0.05). Caso o teste tivesse duracdo de apenas 7 dias, a CEO(I) para o teste seria de
25,00 mg L™ de nano-Fes0., porém com o passar o tempo o animal possivelmente conseguiu
se recuperar ou se adaptar as NPs, mesmo estando exposto constantemente a elas. Como o

teste teve duracdo de 14 dias, a CEO(I) foi 50,00 mg L™ para estes parametros.

Em experimentos de recuperacdo de D. magna exposta por 48 h a nano-FezO,
e, apobs isso, cultivadas em agua ndo contaminada, foram observados efeitos positivos na
reproducdo (nimero de ninhadas) em longo prazo, em concentracdes de 10,0 mg L™; e néo
houve efeitos nas concentragdes de 100,0 mg L™, quando comparadas ao grupo controle
(Blinova et al., 2015). No entanto, no presente estudo, no qual os claddceros foram
continuamente expostos ao agente toxico, observou-se uma tendéncia de efeitos positivos em

concentracdes de 3,125 mg L™ e efeitos positivos significativos em parametros reprodutivos e
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de crescimento em concentracdes de 12,50 mg L™. Nas concentragdes de 50,00 mg L™, foram
observados efeitos inibitérios no crescimento (CENO(I): 25,00 e CEO(I): 50,00 mg L™, para
comprimento do corpo ap6s 14 dias — Tabela 3) e no numero de ovos e neonatos por fémea

(ambos com CENO(I): 25,00 e CEO(1): 50,00 mg L™, ap6s 14 dias — Tabela 3).
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Fig. 2. Nimero acumulado médio de ovos (A) e neonatas (B) por fémea de Ceriodaphnia silvestrii, exposta a 5
concentracdes de nano-Fe;O, (0,00; 3,125; 6,25; 12,50; 25,00 e 50,00 mg L™) durante 14 dias. Cada ponto
representa o valor médio de 10 replicas Asteriscos representam diferencas significativas entre os tratamentos e o
grupo controle (o = 0.05).
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Fig. 2. Nimero acumulado médio de ovos (A) e neonatas (B) por fémea de Ceriodaphnia silvestrii, exposta a 5 concentracfes
de nano-Fe;0, (3,125; 6,25; 12,50; 25,00 e 50,0 Omg L) durante 14 dias. Cada ponto representa o valor médio de 10
replicas Asteriscos representam diferengas significativas entre os tratamentos e o grupo controle (o= 0.05).

Hu et al. (2012) observou rapida bioacumulacdo de nano-Fe,O3; no sistema
digestivo de Ceriodaphnia dubia (Figura 3), exposta a uma concentracdo de 5 mg L™, apés 30
minutos. No presente estudo, embora a presenca de nano-Fe3O4 no sistema digestivo de C.
silvestrii tenha sido fotografada apenas nos experimentos em que os cladoceros foram
expostos a 6,25 mg L™ de nano-Fe;O4 por exemplo (Figura 3). Este fendmeno também foi
observado nas demais concentragcdes experimentais de NPs. Além disso, foram observadas
nanoparticulas aderidas aos ovos de C. silvestrii (Figura 3B), indicando que houve

bioacumulagéo.
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Fig. 3. Ceriodaphnia silvestrii exposta a 6,25 mg L™ de nano-Fe;0, durante teste de toxicidade cronica (dias de exposigdo: A
=9; B =11). As figuras indicam as NPs internalizadas no sistema digestivo (flechas sélidas) e nos ovos (flechas pontilhadas)
dos claddceros.

Outros animais também podem transferir os metais para seus ovos como, por
exemplo, as tartarugas (Sakai et al., 2000), passaros (Agusa et al., 2005) e jacarés (Xu et al.,
2006). Este pode ser um processo de desintoxicacdo dos organismos, expelindo o metal néo

intencionalmente.

Em um estudo com D. magna, observou-se acumulacdo de zinco em seus ovos
e, de acordo com os autores, esta acumulacdo ocorria via alimentacdo (Evens et al., 2012). No
presente estudo, a bioacumulagdo de nano-Fe3O4 nos ovos (Figura 3B) se deu, provavelmente,
pela contaminagdo via &gua, uma vez que o alimento ofertado era livre de contaminacdo por

ferro. No entanto, esse aspecto necessita de investigacdes futuras.

Outro estudo com D. magna exposta a nano-TiO; indicou bioacumulagdo no
intestino e regido abdominal dos animais e, de acordo com os autores, a bioacumulagdo no
intestino ocorreu por ingestdo ativa dessas NPs (Tan et al., 2016). Zhao e Wang (2011)

observaram, em testes de toxicidade crénica de D. magna exposta a nano-AgNQOs, que 0
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cladocero bioacumulou maior quantidade de prata quando exposto ao metal via agua, do que

qguando exposto via alimento contaminado.

Estudos de bioacumula¢do com NPs de diamante demonstram que essas NPs se
acumularam no Iimen do intestino de D. magna, acarretando perda do formato das células
dessa regido (Mendonga et al., 2011). No presente estudo, também foi observada acumulagéo
de NPs no intestino de C. silvestrii, 0 que pode ter ocasionado bloqueio na absorcdo de

alimento, levando a um decréscimo no nimero de ovos e neonatos por fémea.

A Tabela 4 mostra parametros biondmicos de C. silvestrii. Os parametros idade
da primipara, tamanho da primipara, porcentagem de eclosdo e longevidade nos tratamentos
ndo diferiram significativamente do controle. O comprimento corporal maximo diferiu entre o
grupo controle (teste de Dunnett, p < 0.05) e o tratamento com maior concentracdo de nano-
FesO4 (50,00 mg L™), com inibicdo 16,57% no crescimento, sendo o valor de CEO(l) de

50,00 mg L™ nano-Fe;0..

Tabela 4. Parametros de ciclo de vida de Ceriodaphnia silvestrii exposta a 5 concentracdes de
nano-Fe;0, (mg L™). Os valores médio estdo apresentados, seguidos dos desvios-padrdes.
Linhas em que os valores apresentam mesma letra sobescrita correspondem a diferencas nao
significativas (p > 0.05).

Parametros Controle Tratamentos
3,125 6,25 12,50 25,00 50,00
Idade da
primipara 5,00 + 0,97 4,70 + 0,63 4,70 £ 0,42 4,50 + 0,00 5,37 +1,80 4,83 +0,50
(dias)
Tamanho da
primipara 636,48 + 75,97 673,96 + 43,49 669,37 + 28,68 686,97 + 30,12 692,32 + 33,96 649,40 + 28,22
(Hm)
Tamanho
maximo 876,69 + 41,46° 880,51 + 41,34° 845,32 +60,26*° 861,39 + 60,68° 761,94 +199,33% 731,49 + 122,88°
(Hm)
Eclosao

(%)

Longevidade
(dias)

83,05 + 11,07 76,64 + 11,20 78,01 +17,07 75,99 + 14,15 80,61 + 14,74 66,47 + 18,42

13,85+ 1,87 13,55+2,39 13,25 +2,17 12,70 + 3,33 11,90 +5,23 11,64 + 4,27
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Durante as observacdes diarias, verificou-se que um organismo produzia 0s
ovos e, ap6s poucos segundos, os expelia (4° dia, concentracdo de 3,125 mg L™). Este
comportamento foi observado apenas uma vez durante o teste de toxicidade cronico, no
entanto isso pode ter ocorrido em outras concentracbes e em outros dias, 0 que pode ter
levado a uma superestimacéo na taxa de eclosdo dos ovos, uma vez que a producédo de ovos
pode ter sido subestimada. Ovos abortados sdo raramente reportados, devido a seu pequeno

tamanho e auséncia de movimento, tornando dificil sua observacao (Sobral et al., 2001).

O estresse oxidativo pode ter sido um possivel mecanismo de acdo das nano-
Fes;0,4, causando toxicidade para C. silvestrii. O estresse oxidativo pode induzir a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (conhecidas como reactive oxygen species, ROS), causando
danos as células, como por exemplo: peroxidacdo de membranas celulares (Birben et al.,
2012). As NPs podem causar estresse oxidativo para organismos como: a alga verde
Chlamydomonas reinhardtii (Melegari et al., 2013), os peixes Oreochromis mossambicus
(Govindasamy e Rahuman, 2012) e Danio rerio (Choi et al., 2010) e para cladoceros (Kim et

al., 2010).

Experimentos com outros organismos demonstram que as nanoparticulas de
oxido de ferro podem ser toxicas para: (I) cloroficeas, como a Chlorella vulgaris, induzindo
estresse oxidativo (Barhoumi e Dewez, 2013); (Il) para a bactéria Vibrio fisheri, em altas
concentracdes, com CE50 de 0,24 g L™ (Garcia et al., 2011); (I1l) para as algas marinhas
Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp., nas quais houve toxidade em baixas concentracdes de
NPs (Demir et al., 2015); (1V) para a briéfita Physcomitrella patens, com baixa citotoxicidade

em concentracdes ambientalmente relevantes de até 50,0 pg por planta (Canivet et al., 2015).

Nosso estudo enfatiza a importancia de testes de toxicidade crbénica, uma vez

que os testes de toxicidade aguda, em certos casos, podem néo levar a conclusdes robustas
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sobre o dano que certos poluentes, que ndo sdo toxicos em curtos periodos de tempo,
poderiam causar para 0s ambientes aquaticos. Exposi¢fes crénicas geram resultados que
podem ser utilizados para criar novas legislacbes ou complementar legislacbes vigentes,
baseado no Principio da Precaucdo, utilizando-se parametros de crescimento e reprodutivos
para tal, j& que sdo parametros essenciais para perpetuacdo das espécies de claddceros.
Salienta-se que 0 uso de espéecies nativas € de extrema importancia em ensaios
ecotoxicoldgicos, trazendo um cenario mais realistico para 0s ecossistemas tropicais, nos
quais, muitas vezes, espécies nativas podem ser mais sensiveis a certos agentes toxicos do que

as espécies exoticas de ambientes temperados (Moreira et al., 2014).
4. Conclusoes

N&o foram observados efeitos agudos de nano-Fe;O,4 para C. silvestrii em
concentracdes de até 100,00 mg L™, apds 48h de exposicao. No teste de toxicidade cronica, a
maior concentragdo (50,00 mg L) de nano-FesO, causou inibicdo significativa no
crescimento corporal e reproducdo (nimero médio acumulado de ovos e neonatos por fémea)
do claddcero, parametros esses essenciais para manutencdo desta espécie em ambientes
naturais. Além disso, observamos bioacumulacdo de nano-Fe3O4 nos ovos dos claddceros,
sugerindo que esses animais estariam transferindo o ferro para os ovos através de nutrientes
de reserva presentes nos mesmos. Com isso, as nano-Fe3;O, devem ser utilizadas e descartadas
com cautela, de modo a ndo contaminar corpos d’agua e sedimento de lagos e rios, uma vez
que concentragbes elevadas (> 25,00 mg L™) desse poluente podem ser toxicas para C.
silvestrii, j& que essa concentracdo foi a CENO(I) para alguns pardmetros de bionomia no

presente estudo.
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A partir dos dados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

= As nanoparticulas de éxido de ferro (nano-Fe;O,) utilizadas no presente
trabalho, quando em 4&gua reconstituida, aglomeraram-se em escala

micromeétrica e tenderam a sedimentar rapidamente;

= Na&o houve toxicidade aguda de nano-Fe3O, para o cladocero nativo
Ceriodaphnia silvestrii, na faixa de concentracGes testada, sendo CE(1)504g,

>100 mg L™

= Nos testes cronicos, em geral, concentracdes de até 25 mg L™ de nano-Fe;O,
ndo afetaram significativamente (p > 0,05) os pardmetros de crescimento,
reproducéo e de sobrevivéncia de C. silvestrii. Na concentracdo de 50 mg L™,
houve inibicdo significativa (p < 0,05) no crescimento dos claddceros, bem
como decréscimo significativo (p < 0,05) no nimero de ovos e de neonatos

por fémea;

= No 7° dia experimental, a concentracdo de 25,00 mg L™ de nano-FesO,
diminuiu significativamente o nimero de neonatos por fémea. Com o passar
do tempo, o animal aparentemente se adaptou ou se recuperou da exposi¢ao
as NPs (embora tenha sido exposto continuamente a este poluente), de modo
que apenas concentracdes de 50,00 mg L™ continuaram a afetar este

parametro.

= Durante 0s ensaios cronicos, foi observado ingestdo de nano-Fe3O,4 por C.
silvestrii, bem como bioacumulagdo, uma vez que foram observadas

nanoparticulas em seus ovos, que passaram a ter aspecto acinzentado;

= Como os claddceros fazem parte da base das cadeias alimentares, o uso e
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descarte dessas nanoparticulas devem ser efetuados com cautela, uma vez que
nano-Fe3;0, afetou aspectos reprodutivos de C. silvestrii, sendo que o impacto
na reproducdo afetaria diretamente a perpetuacdo dessa espécie nativa em
ambientes naturais, uma vez que esses microcrustaceos possuem ciclos de

vida relativamente curtos.

Com base nos parametros analisados, concentracdes abaixo de 25 mg L™ de
nano-Fe3O4 em ambientes aquaticos podem ser consideradas seguras para C.

silvestrii.
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Apéndice 1. Carta controle de Ceriodaphnia silvestrii exposta a substancia de referéncia
cloreto de sddio (NaCl). Onde: as linhas pontilhadas representam os limites inferior e
superior; a linha sélida o valor médio de CE(1)504g,; € 0s quadrados o valor de CE(1)504g, de
cada teste.
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Apéndice 2. Parametros fisicos e quimicos da &gua durante os testes de toxicidade aguda e
crénica com Ceriodaphnia silvestrii exposta a 5 concentragdes de nano-Fe3Oy.

. Tempp Eje Tratamentos Condutividade O_XIgen.lo Dureza da agua
Tipo de teste  exposicao (m L'l) pH (Scm'l) dissolvido (mg CaCO L'l)
(dias) 9 H (mg LY 9 3
0 Controle 7,17 150,8 7,8 48
0 0,01 7,02 152,0 79 -
0 0,10 7,11 148,8 79 -
0 1,00 7,26 160,5 7,9 -
0 10,00 7,06 157,3 7,9 -
Agudo 0 100,00 7,27 149,2 7,8 -
2 Controle 7,79 165,5 7,6 48
2 0,01 7,76 162,3 75 -
2 0,10 7,75 163,8 7,6 -
2 1,00 7,74 167,2 75 -
2 10,00 7,77 166,3 75 -
2 100,00 7,66 164,3 7,5 -
0 Controle 7,09 157,2 7,7 48
0 3,125 7,28 157,8 7,9 -
0 6,25 7,04 157,6 8,0 -
0 12,50 7,00 157,3 7.8 -
- 0 25,00 7,09 157,3 7,9 -
C(i‘j’s‘:jﬂ o O 50,00 7,03 157,4 78 -
teste) 3 Controle 7,45 176,3 7.8 54
3 3,125 7,49 183,7 7,9 -
3 6,25 7,52 181,4 8,0 -
3 12,50 7,61 179,5 8,1 -
3 25,00 7,49 1947 8,1 -
3 50,00 7,62 189,1 7,9 -
3 Controle 7,20 158,1 7,8 48
3 3,125 7,43 151,9 7,8 -
3 6,25 7,38 150,3 79 -
3 12,50 7,32 151,7 7,8 -
Crénico 3 25,00 7,43 152,6 79 -
(2% solugio- 3 50,00 7,47 150,7 7,8 -
teste) 5 Controle 7,62 165,9 8,0 50
5 3,125 1,77 164,0 7,8 -
5 6,25 7,66 1715 8,1 -
5 12,50 7,67 169,3 7,9 -
5 25,00 7,71 169,8 8,1 -
5 50,00 1,77 180,9 8,0 -
5 Controle 7,45 146,9 7,8 48
5 3,125 7,25 166,7 7,7 -
5 6,25 7,29 155,6 8,0 -
5 12,50 7,38 150,1 8,0 -
Crénico 5 25,00 7,37 151,7 8,1 -
(3 solugdio- 5 50,00 7,27 149,3 8,0 -
teste) 7 Controle 1,74 177,0 7,8 48
7 3,125 8,10 185,2 7,6 -
7 6,25 7,63 168,7 75 -
7 12,50 7,75 181,5 8,0 -
7 25,00 7,74 202,4 8,0 -
7 50,00 7,65 189,8 8,0 -




