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Resumo. As nanoparticulas de prata (NPAQ), devido a seus diversos atributos (formato variado, elevada area
superficial e alto poder bactericida), vem sendo amplamente utilizadas em diversos setores da inddstria. Esta
utilizacdo abrangente, tem provocado grande preocupacdo, quanto aos impactos e riscos potenciais que as NPAg
podem causar ao meio ambiente e a salde humana. Este trabalho teve como objetivo verificar a toxicidade de
uma amostra de NPAg estabilizada com Goma Arabica e reduzida com Tri-Alanina, utilizando ensaios in vitro e
in vivo. O teste in vitro de citotoxicidade, foi realizado seguindo a norma 1SO 10993 - 5, em células da linhagem
NCTC-L929; os ensaios in vivo de ecotoxicidade aguda, de acordo com a norma brasileira ABNT NBR 12713,
utilizando como organismo teste a Daphnia similis; e embriotoxicidade aguda de acordo com o protocolo da
OECD 236, utilizando como organismo teste o Danio rerio. Os resultados obtidos foram: ICs de 2,61 mg L7,
CEso de 6,55 pg L e CLso de 673 pug L. Os organismos aquaticos apresentaram maior sensibilidade as NPAg
do que as células em cultura, elevando a importancia de se realizar mais estudos em vérias espécies de interesse
bioldgico. Além disso, mostra-se necessario verificar o descarte apropriado dessas nanoparticulas, visto que no
Brasil ainda néo ha legislacBes que quantifiquem os limites permissiveis para esse descarte.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes. Nanoparticulas de Prata. Citotoxicidade. Microcrustaceos
aquaticos. Peixes.

1. INTRODUCAO

A Nanotecnologia compreende a investigacdo e o desenvolvimento de projetos e
materiais em nivel molecular e atdbmico, dentro da escala nanométrica de 1-100 nm (Miller,
Serrato e Kundahl, 2005). A nanotecnologia verde é uma area especifica da nanotecnologia,
que busca o desenvolvimento de protocolos para gerar produtos e processos sustentaveis, a
partir da utilizacdo de produtos naturais. O objetivo é minimizar os impactos ambientais
gerados, do processo de producdo ao produto final (Karn e Bergeson, 2009; Mittal et al.,
2013).

Na industria brasileira a utilizacdo de materiais nanoestruturados esta cada vez mais
difundida. As nanoparticulas de prata (NPAQ), devido as suas propriedades como: tamanho
pequeno, formato variado, elevada area superficial e capacidade bactericida, podem ser
incorporadas facilmente a diversos materiais: curativos, no interior de refrigeradores, em
palmilhas antimicrobianas, em purificadores de ar, em instrumentos cirargicos e etc (Berni
Neto et al., 2008; Nogueira et al., 2013; Souza et al., 2013).

As NPAg nao séo soluveis em &gua, portanto durante sua sintese é necessario a utilizacédo
de agentes estabilizantes, como por exemplo a goma arabica (GA). A GA é um exsudado de
goma seco, comestivel, proveniente dos caules e ramos de Acacia senegal e A. seyal, que é
rico em fibra soltvel ndo viscosa (Ali, Ziada e Blunden, 2009).

As NPAg podem ser liberadas ao meio ambiente de diversas formas, durante sua sintese,
fabricacéo, utilizagdo e processo de reciclagem de materiais que contenham a mesma em sua
composicdo. Desta forma, podem atingir o ecossistema aquatico e apresentar riscos a biota,
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podendo ser responsaveis por causar efeitos nocivos para seres humanos e outros organismos
vivos. Estima-se que as NPAg estejam presentes entre 0,00003 e 0,5 ug L™ em aguas néo
tratadas, e seus efeitos nos organismos aquaticos sdo pouco elucidados (Mathias et al., 2014;
Nogueira et al., 2013; Wal, 2010; Souza et al., 2013).

Na literatura h& vérios relatos sobre os possiveis mecanismos de acdo das NPAg em
sistemas biologicos. Uma questdo importante quanto a toxicidade das NPAg, € se a mesma é
ocasionada pelos Ag® (ions de prata), liberados da superficie das nanoparticulas ou pelas
préprias nanoparticulas. Estudos demonstraram que a toxicidade aguda para organismos
aquaticos é principalmente atribuida ao Ag* liberado (Newton et al., 2013; Kittler et al.,
2010).

A toxicidade das NPAg pode ser verificada em testes tanto in vitro como in vivo. O teste
in vitro de citotoxicidade minimiza a utilizacdo de animais de laboratério. E a primeira etapa a
ser realizada para avaliar o nivel de toxicidade de qualquer material para utilizacdo em
dispositivos biomédicos, e apds a comprovacdo da sua ndo toxicidade é que o estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se os ensaios necessarios em
animais de laboratério (Cruz et al., 1998; Rogero et al., 2003).

Os testes in vivo podem ser realizados utilizando ensaios ecotoxicoldgicos. No meio
aquatico a toxicidade de agentes quimicos é avaliada por meio de ensaios ecotoxicoldgicos
com organismos representativos da coluna d’agua ou dos sedimentos de ambientes de agua
doce, estuarina ou marinha. O conhecimento da toxicidade desses agentes a diferentes
organismos aquaticos permite averiguar o impacto temporario que esses poluentes causam a
biota dos corpos hidricos, além da determinacdo dos limites permissiveis de varias
substancias quimicas para protecdo da vida aquatica (Zagatto e Bertoletti, 2006).

A Daphnia similis (Crustacea, Cladocera), € um microscrustaceo plancténico, com
comprimento maximo de 3,5 mm. Atuam como consumidores primarios na cadeia alimentar
aquatica e se alimentam por filtracdo de material organico particulado em suspensdo. Os
organismos deste género sdo vulgarmente conhecidos como pulga d’agua e tem larga
distribuicdo no hemisfério norte (ABNT, 2009).

O Danio rerio, é popularmente conhecido como peixe-zebra (zebrafish) ou paulistinha, é
uma espécie de peixe tropical, ovipara, omnivora, de comprimento médio de 4 a 5
centimetros. Atuam como consumidores secundarios na cadeia alimentar aquatica. Estes
organismos s&o originarios da India e Paquistdo e foram introduzidos em diversas partes do
mundo (ABNT, 2011). O modelo do Danio rerio € muito usado nos ensaios bioldgicos pois,
seu DNA tem cerca de 70% de semelhanca com 0 DNA humano (Zhang et al., 2003).

O aumento na producdo e utilizacdo das NPAg em diversas areas tem provocado grande
preocupacdo quanto aos impactos e riscos potenciais que estas podem causar a0 meio
ambiente e a salde humana, o que eleva a importancia da determinacdo da toxicidade em
varias especies de interesse bioldgico.

Este trabalho teve como objetivo verificar a toxicidade das NPAg em organismos
aquaticos, utilizando Daphnia similis no teste de ecotoxicidade aguda e Danio rerio no teste
de embriotoxicidade aguda.

2. MATERIAIS E METODOS
A amostra de NPAg utilizada, na concentragdo de 174 ppm e tamanho aproximado de 75

nm, foi fornecida pelo Dr. Katti Kateshi da Universidade de Missouri - EUA. Na sintese desta
amostra, foi utilizado como agente estabilizante a GA e como agente redutor, a Tri-Alanina.
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2.1 Ensaio de Citotoxicidade

Os ensaios in vitro de citotoxicidade foram realizados baseados na norma 1SO 10993-5,
para determinacdo do indice de citotoxicidade, que € a concentracdo da substancia que causa
mortalidade a 50% das células expostas (IC50) (ISO, 1999).

Foram utilizadas células fibroblasticas da linhagem NCTC-clone 929 - CCIAL 020, de
tecido conectivo de camundongo do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo - Brasil, e 0 meio de
cultura foi o Meio de Eagle (MEM) com adicdo de 10% de soro fetal bovino, aminoacidos
ndo essenciais e piruvato de sédio (MEM-uso).

As microplacas utilizadas para os ensaios foram preparadas pelo Nucleo de Culturas
Celulares do Instituto Adolfo Lutz. O cultivo das células foi realizado em meio MEM-uso e
ap6s o crescimento, elas foram destacadas e a suspensdo celular foi acertada para 3,5x10°
células/mL. 200 uL da suspensdo foram distribuidos em cada po¢o da microplaca de 96 pocos
e a placa foi mantida em incubadora Umida a 37°C e atmosfera com 5% CO: por cerca de 24h,
para atingir a confluéncia desejada.

Foi utilizado como controle negativo a alumina e como controle positivo o latex de
borracha natural. Os extratos dos controles, assim como a solucdo das NPAg foram
submetidos a diluicdo seriada com MEM-uso obtendo-se concentra¢des de 100, 50, 25, 12,5 e
6,25%.

O controle negativo, material que ndo causa toxicidade, e o controle positivo, material
gue demonstra resposta citotdxica reprodutivel, sdo utilizados com o proposito de demonstrar
uma resposta apropriada do teste.

No ensaio propriamente dito foram depositados 200 uL de cada diluicdo, em triplicata,
tanto das nanoparticulas como dos controles, em cada pogo da microplaca.

A placa foi mantida em estufa tmida a 37°C e atmosfera com 5% CO? por 24h. Decorrido
este periodo os meios foram trocados por solucdo de vermelho neutro em MEM e a placa
incubada por mais 3h para a incorporacdo do corante. Apés esta etapa a placa foi lavada duas
vezes com tampao fosfato (PBS) pH 7,4, uma vez com a solucéo de lavagem (1% CaCl, em
formaldeido 0,5%) e em seguida foram adicionadas em cada pogo 200 uL da solucdo de
extracdo (50% etanol em &cido acético 1%). Apds agitacdo por 10 min foi realizada a leitura
da densidade Optica (DO) da microplaca em espectrofotdbmetro leitor de ELISA Sunrise da
Tecan, em 540 nm e filtro de referéncia de 600 nm.

Com base nesse teste foram determinadas as concentracdes das NPAg para a realizacéo
dos ensaios de ecotoxicidade aguda com Daphnia similis.

2.2 Ensaio de Ecotoxicidade Aguda

Os ensaios de ecotoxicidade aguda foram realizados baseados na norma ABNT NBR
12713 (2009), para determinacdo da concentragdo efetiva que causa imobilidade a 50% dos
organismos expostos (CE50), das NPAg. Os organismos foram cultivados e mantidos no
laboratdrio de Ecotoxicologia do CQMA, de acordo com a mesma norma.

Neste ensaio, as Daphnia similis foram expostas aos controles (Meio MS, GA e Tri-
Alanina), e diferentes concentragdes de NPAg: 3,125; 6,25; 12,50; 25 e 50 pg L, por um
periodo de 48 horas. A solugdo estoque de NPAg utilizada foi de 174 pg L. Para o controle
da GA foi utilizado 0,4 g em 200 mL de Meio MS e para o controle de Tri-Alanina, foi
utilizado 0,001 g em 1000 mL de Meio MS. Os ensaios foram realizados de acordo com a
Tabela 1.
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Tabela 1 - Resumo dos requisitos para o ensaio de ecotoxicidade aguda.

Requisitos CondicGes

Ensaio Estatico

Duragéo 48 horas

Idade do organismo 6 a 24 horas

Agua de diluicio Agua reconstituida (Meio MS)
Volume minimo de solucdo-teste por organismo 2mL

Numero minimo de diluicdes 5 concentragdes + Controle
NUmero minimo de organismos por diluicdo 20

Ndmero minimo de replicatas por diluicao 4

Alimentacéo Nenhuma

Temperatura 18°Ca 22°C

Fotoperiodo Escuro ou 12h a 16h de luz
Efeito observado Imobilidade

Expressédo dos resultados CES50

Fonte: Adaptado de ABNT NBR 12713, 2009.

No final do periodo de exposicéo, com base no numero de organismos iméveis em funcéo
da concentracdo das NPAg, foi calculada a CE50 usando o programa Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1977).

Para assegurar a adequada sensibilidade dos organismos, conforme prescrito pela ABNT
NBR 12713, foram realizados mensalmente testes de sensibilidade. Esses ensaios foram feitos
nas mesmas condi¢fes dos ensaios definitivos, utilizando como substancia de referéncia o
cloreto de sodio (NaCl) na concentragdo de 5 g L. A partir desta solugdo, foram preparadas
as diluicoes nas concentragoes de 1; 2; 2,5; 3 e 4 g L. Os resultados de CE50 obtidos, foram
inseridos na carta-controle, que consiste em um grafico contendo a média da CE50 + 2 DP.

2.3 Ensaio de Embriotoxicidade Aguda

Os ensaios de embriotoxicidade aguda foram realizados baseados na norma OECD n° 236
(Guideline on Fish Embryo Toxicity Test-FET), para determinagdo da concentracédo letal que
causa mortalidade a 50% dos organismos expostos (CL50), das NPAg. Os embrides do peixe
Danio rerio, foram fornecidos pelo Laboratério de Ecotoxicologia da CETESB.

Neste ensaio, 0s ovos recém-fertilizados do Danio rerio, foram expostos aos controles
(Meio MS, GA e Tri-Alanina), e diferentes concentragdes de NPAgQ: 156; 312,5; 625; 1250;
2500 pg L. As soluces-teste foram preparadas no momento da realizagéo do ensaio, a partir
da solugio-estoque de 10000 pg L. Para o controle da GA foi utilizado 0,4 g em 200 mL de
Meio MS, e para o controle de Tri-Alanina foi utilizado 0,001 g em 1000 mL de Meio MS.

Foram utilizadas microplacas de 24 pocos, e em cada poco foram inseridos 2 embrides
com 2 mL de solugdes-teste. Em cada microplaca, 4 pocgos foram utilizados como controle
interno, contendo apenas agua de diluicdo (Meio MS). As microplacas foram mantidas em
incubadora, sob temperatura controlada de 25°C, por 96 horas.

A cada 24h foram analisados os indicadores de letalidade: coagulagdo de ovos
fertilizados, auséncia de formacdo de somitos, auséncia de batimentos cardiacos e néo
desprendimento da cauda.

Ao término do ensaio, os valores positivos de letalidade, foram inseridos no programa
Trimmed Spearman-Karber, para obtengao da CL50. Na Tabela 2, estdo descritas as
condigdes gerais dos ensaios de embriotoxicidade aguda.
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Tabela 2 - Resumo dos requisitos para o ensaio de embriotoxicidade aguda.

Requisitos Condic@es
Ensaio Estatico
Duracédo 96 horas
Agua de diluicio Agua reconstituida (Meio MS)
Numero de diluicdes 5 concentragdes + Controles
Numero de embrides por diluicdo 20
Ovos > 70% dos ovos coletados devem ser fertilizados
Temperatura 26 £ 1°C
Coagulacdo de ovos fertilizados, auséncia de formacéao
Efeitos observados de somitos, auséncia de batimentos cardiacos e nao
desprendimento da cauda.
Expressdo dos resultados CL50

Fonte: Adaptado de OECD 236, 2013.

A utilizacdo do Danio rerio no presente estudo foi autorizado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/IPEN), sob coordenacdo do Centro de Biotecnologia (CB), do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP), sob o parecer N°
174/16/CEUA-IPEN/SP.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ensaio de Citotoxicidade

Os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade das NPAg, apresentam-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Porcentagens de viabilidade celular dos extratos dos controles negativo, positivo, e das NPAg.

Concentracéao % Viabilidade celular + cv*
NPAg Extrato Controle Controle NPAg
(mg.L?) (%) Negativo Positivo
17,40 100 9419 1+10 2+16
8,70 50 92+11 1+9 1+16
4,35 25 94+10 50+10 3122
2,18 12,5 94+10 81+16 6749
1,09 6,25 91+14 8318 99+4

*Coeficiente de variagdo

Lancando em grafico a % de viabilidade celular em fungdo da concentragdo do extrato
foram obtidas as curvas de viabilidade celular do ensaio, mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Curvas de viabilidade celular das NPAg no ensaio in vitro de citotoxicidade.

O controle positivo apresentou ICso de 25% e as NPAg, ICso de 15%, equivalente ao
valor de 2,61 mg L, uma vez que as diluicBes foram feitas a partir da concentracéo de 17,40
mg L (100% do extrato). Os controles de GA e Tri-Alanina ndo apresentaram toxicidade.

N&o foram encontrados dados na literatura referente a toxicidade em células de tecido
conectivo de camundongo (NCTC-L929), para amostras de NPAg estabilizadas com GA e
reduzidas por Tri-Alanina. Contudo, no estudo comparativo de Rogero et al. (2015), foram
utilizadas solucbes de NPAg obtidas por duas metodologias, e os valores de ICso obtidos
foram: 1,32 mg L para a solugio na concentragdo de 22 ppm; e 3,40 mg L para a solugio
na concentragdo de 10.000 ppm. Leitch et al. (1993), reportou ICso de 6,25 mg L™ para NPAg
esféricas com tamanho entre 7 e 12 nm.

Os valores mencionados acima, demonstraram que as NPAg apresentaram ICsp na mesma
ordem de grandeza que os resultados obtidos neste estudo.

3.2 Ensaio de Ecotoxicidade Aguda

Os organismos expostos aos controles de Ga e Tri-Alanina, apresentaram imobilidade
inferior ou igual a 5%, nos 3 ensaios realizados. Sabe-se que o recomendado para a norma da
ABNT 12713 (2016), € que a mortalidade no controle negativo (Meio MS), ndo ultrapasse
10% do valor total de organismos expostos. Com base nessa informacao, pode-se inferir que o
agente estabilizante (GA) e o agente redutor (Tri-Alanina), ndo influenciaram na toxicidade
das NPAg.

Os resultados da % de imobilidade em relagdo as concentragfes das NPAg foram
lancados em gréafico (Figura 2), onde podemos visualizar o aumento da imobilidade dos
organismos com 0 aumento da concentracdo das NPAg.
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Figura 2 - Curva de imobilidade das neonatas de Daphnia similis em funcdo das concentra¢fes das NPAg.

O valor médio da CEso foi de 6,55 pg L. A imobilidade na Daphnia similis, foi
observada a partir da concentragdo de 6,25 ug L™t de NPAg (35-50%), e atingiu 100% de
imobilidade a partir da concentracio de 12,50 pg L1,

Ndo foram encontrados dados na literatura referente as alteracbes morfoldgicas e
ecotoxicidade aguda em Daphnia similis para amostras de NPAg estabilizadas com GA e
reduzidas por Tri-Alanina. Contudo, em publicagfes anteriores foram identificados valores de
CEso na mesma ordem de grandeza das obtidas no presente estudo, como: 4,70 ug L™
(Maziero et al., 2016); 6,90 ug L' e 13,93 pg L ! (Rogero et al., 2015), apesar das NPAg
terem sido sintetizadas por diferentes metodologias.

A Daphnia magna, também é um modelo experimental amplamente utilizado em ensaios
de ecotoxicidade aguda, porém, estudos demonstraram que sua senbilidade € menor que a da
Daphnia similis (Costa et al., 2008; Beatrici et al., 2006).

Newton et al. (2013), obteve o valor de CEsp entre 2,14 pg L™ e 3,48 ug L, para NPAg
com tamanho aproximado entre 7,5 nm e 17,9 nm, estabilizadas com GA, em Daphnia
magna, apés 48h de exposicdo (Newton et al., 2013). Neste trabalho, a sensibilidade da
Daphnia magna néo foi consideravelmente menor que a da Daphnia similis, comparadas a
encontrada no presente estudo para as amostras: 1 (CEso de 4,40 pg L™* para NPAg de 25 nm),
e 2 (CEso de 6,55 pg L™t para NPAg de 75 nm).

Volker et al. (2013), obteve o valor de CEso de 121 mg L™, para NPAg com tamanho
aproximado de 15 nm, estabilizadas com Polivinilpirrolidona (PVP) em Daphnia magna, apos
48h de exposicdo (Volker et al., 2013). Entretanto, Li et al. (2010), obteve o valor de CEso
entre 3 ug Lt e 4 pug L%, para NPAg com tamanho aproximado de 36 nm, estabilizadas com
citrato de sddio (Li et al., 2010). Estes resultados corroboram ao fato de que a utilizagdo do
agente estabilizante, pode interferir na toxicidade da amostra. Porém, vale ressaltar que outros
fatores também influenciam nessa toxicidade, como a utilizacdo do agente redutor e o
tamanho da nanoparticula.

3.3 Ensaio de Embriotoxicidade Aguda
Os organismos expostos aos controles de Ga e Tri-Alanina, apresentaram letalidade
inferior ou igual a 5%, nos 3 ensaios realizados. Sabe-se que o recomendado para a norma da

OECD, ¢ que a mortalidade no controle de placa e no controle do meio ndo ultrapassem 10%
do valor total de organismos expostos. Com base nessa informacdo, pode-se inferir que o
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agente estabilizante (GA) e o agente redutor (Tri-Alanina), ndo influenciaram na toxicidade
das NPAg.

Os resultados da % de letalidade em relacdo as concentracfes de NPAg foram langcados
em grafico (Figura 3), onde podemos visualizar o aumento da letalidade dos organismos com
0 aumento da concentragdo das NPAg.
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Figura 3 - Curva de letalidade dos embrides de Danio rerio em funcdo das concentracdes de NPAg.

O valor médio da CLso foi de 673 pg L. As taxas de alteragdes morfoldgicas observadas
nos organismos durante os ensaios, foram avaliadas pelo Teste t de Student, para verificar se
as amostras de NPAgQ apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos organismos
em comparacdo com o controle, com nivel de significancia de p <0,05. Com base nos
resultados obtidos neste teste, as alteragdes morfoldgicas ndo foram estatisticamente
significativas comparadas ao controle.

A letalidade no Danio rerio, foi observada a partir da concentragio de 312,5 pg L™ de
NPAg (10-15%), e cresceu de acordo com 0 aumento da concentragdo de NPAg, atingindo
100% de letalidade na concentragio de 2500 ug L1,

Uma questdo importante quanto a toxicidade das NPA(g, é se a mesma € ocasionada pelos
Ag+ liberados da superficie das nanoparticulas. Estudos demonstraram que a toxicidade
aguda para organismos aquaticos é principalmente atribuida ao Ag+ liberado (Newton et al.,
2013; Kittler et al., 2010).

Em organismos aquaticos o mecanismo de toxicidade para Ag sdo o disturbio
ionorregulatério ou a falha associada a inibicdo competitiva ou ndo competitiva da atividade
da trifosfatase de adenosina (Na*, K* -ATPase), dependente de fons sodio ou potassio. 1sso
resulta na inibicdo da absorcdo de Na* nas branquias, o que acarreta a uma sequéncia de
eventos que culminam em parada cardiaca e morte (Hogstrand e Wood, 1998; Bianchini e
Wood, 2003).

No entanto, outras pesquisas sugerem que a toxicidade é ocasionada pelas proprias
NPAg, em que o provavel mecanismo de toxicidade é a produgdo de especies reativas de
oxigénio e estresse oxidativo. Isso resulta em dano mitocondrial, peroxidacdo lipidica da
membrana e danos no DNA e nos lipidios, os quais levam a apoptose celular (Asharani et al.,
2008; Choi et al., 2010).

N&o foram encontrados dados na literatura referente a alteragdes morfologicas e
embriotoxicidade aguda em Danio rerio, decorrentes de amostras de NPAg estabilizadas com
GA e reduzidas por Tri-Alanina. Entretanto, em trabalhos anteriores como o de Asharani et al
(2008), foram estudadas NPAg estabilizadas com Amido de batata e Albumina de soro bovino
(BSA), com tamanho aproximado de 5 nm a 20 nm, cujo o valor de CLso obtido, para
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embriGes de Danio rerio, apos 72h de exposicdo, foi de 25 mg L e 50 mg L (Asharani et
al., 2008).

O trabalho de Xin et al (2015), realizado também com embrifes de Danio rerio, mostrou
o valor de CLso de 4,120 mg L™, apds 96h de exposicdo, para NPAg (neste trabalho ndo ha
informacdes quanto ao agente estabilizante), com tamanho aproximado de 3 nm a 6 nm; e
CLso de 5,909 mg L para NPAg com tamanho aproximado de 8 nm a 10 nm (Xin et al.,
2015). Nesses estudos foi possivel observar que quanto menor o tamanho da nanoparticula,
maior pode ser o seu efeito toxico. Contudo, é importante ressaltar que outros fatores também
podem influenciar na toxicidade das amostras, como a utilizacdo do agente estabilizante e do
agente redutor.

Griffitt et al. (2008), obteve o valor de CLso de 7,07 mg L™, em adultos de Danio rerio,
para NPAg (neste trabalho ndo ha informacBes quanto ao agente estabilizante), com tamanho
aproximado entre 20 nm e 30 nm, apds 48h de exposicdo. No estudo de Azevedo et al.
(2019), o valor de CLso obtido foi de 8,18 ug L%, em adultos de Danio rerio, para NPAg
(neste trabalho, também ndo ha informagBes quanto ao agente estabilizante), com tamanho
aproximado de 89 nm, apos 48h de exposicao.

No trabalho de Bilberg et al (2011), foram estudadas a toxicidade de NPAg estabilizadas
com Polivinilpirrolidona (PVP), com tamanho aproximado de 81 nm, e também a toxicidade
de ions de Ag, em adultos de Danio rerio, ap6s 48h de exposi¢do. Os valores de CLso obtidos
para as NPAg, foi de 84 ug L™ e para os ions de Ag, foi de 25 pg L (Bilberg et al., 2011).
Estes resultados corroboram aos estudos de Newton et al., 2013 e Kittler et al., 2010, sobre os
ions de Ag apresentarem maior toxicidade que as NPAg em si.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, nota-se que 0s organismos aquaticos sdo
aproximadamente 1.000x mais sensiveis que células em cultura. E necessério a realizacdo de
mais estudos relacionados as adversidades que as NPAg podem causar a0 meio ambiente e a
salde humana. Assim como a importancia da determinacdo da toxicidade em varias espécies
de interesse biolégico, como algas, bactérias, microcrustaceos, peixes, entre outros. Além
disso, mostra-se necessario verificar o descarte das NPAg no meio ambiente, visto que no
Brasil ainda ndo ha legislagdes que quantifiquem os limites permissiveis para esse descarte.
Este trabalho podera contribuir para as informacGes sobre a ecotoxicidade aguda das NPAg,
amplamente utilizadas atualmente.
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