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RESUMO

A utilizagdo de nanoparticulas de prata (AgNP) bioldgicas nos dias atuais ¢ uma
alternativa promissora frente as obtidas por via sintética (VS), uma vez que, ndo geram
residuos em seu processo de sintese e possuem superficie revestida por proteinas que
viabilizam sua incorporagdo em diversos compostos comerciais, sendo os fAirmacos os
de maior destaque. O efeito do descarte de AgNP sintéticas no meio ambiente ¢é
atualmente fonte de investigagdo de diversos grupos de pesquisa, entretanto, sdao
restritas as informagdes associadas as AgNP biologicas. Diante deste contexto, o
presente estudo utilizou a AgNP IBCLP20 biossintetizada pelo fungo Aspergillus niger
para avaliar a sua agdo antimicrobiana e efeito toxico em ambiente aquatico dulcicula
utilizando organismos pertencentes a diferentes niveis troficos. Nos ensaios
antimicrobianos a AgNP IBCLP20 apresentou excelente acdo antibacteriana em uma
faixa de concentragdo de 5 a 100 pg/mL e agdo antifingica na faixa de concentragdo de
20 a 100 pg/mL. A densidade celular da microalga Chrorella vulgaris, quando exposta a
AgNP IBCLP20 e ao sal precursor AgNO;, na maior concentragdo analisada (100
uM/mL) e ap6s 96 horas de incubacdo, apresentou uma taxa de reducdo de 34,4% e
85,71%, respectivamente. Nas mesmas condi¢des supracitadas, s6 foi detectada
viabilidade celular da microalga quando exposta a AgNP bioldgica (65,38%). A
letalidade média em D. silimis causada pelas AgNP IBCLP20 foi estimada a uma
concentracdo de 4,06 ug/L (2,29 -6,42). , Utilizou-se também, os biomarcadores
fisiol6gicos consumo de oxigénio e excrecdo de amdnia como respostas as alteracdes no
metabolismo no peixe Danio rerio exposto AgNP IB-CLP20, AgNP comercial e
AgNOs. A exposicdo a AgNP IBCLP20 ocasionou aumento significativo (p<0,05) do
consumo de oxigénio pelo D. rerio de aproximadamende 200% na maior concentracdo
estudada (75 pg/L). A excrecdo de amonia apresentou um aumento nas concentragdes
iniciais de exposicao, chegando a elevar-se duas vezes quando comparada ao controle,
seguida por uma queda nas concentracfes mais elevadas. Para AgNP comercial o
consumo de O, ndo apresentou diferencas significativas e a excre¢cdo de amonia
apresentou uma queda em todas as concentragdes. Para AgNOs; o0 metabolismo
apresentou um aumento nas primeiras concentragdes chegando a aproximadamente
300% o consumo do controle, seguido por uma queda nas demais concentracfes e a

excrecdo de amonia apresentou um decréscimo em todas as concentrag@es analisadas.



Palavras-chave: Nanoparticulas de prata micogénica; Klebsiella pneumoniae;

Trichophyton mentagrophytes, Chrorella vulgaris; Daphnia similis, Danio rerio.
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ABSTRACT

The use of biological silver nanoparticles (AgNP) today is a promising alternative
compared to those obtained synthetically (VS), since they do not generate residues in
their synthesis process and have a surface coated with proteins that enable their
incorporation in several commercial compounds, with drugs being the most prominent.
The effect of discarding synthetic AgNP in the environment is currently a source of
investigation for several research groups, however, information associated with
biological AgNP is restricted. In this context, the present study used the AgNP IBCLP20
biosynthesized by the fungus Aspergillus niger to evaluate its antimicrobial action and
toxic effect in aquatic dulcicle environment using organisms belonging to different
trophic levels. In antimicrobial tests, AgNP IBCLP20 showed excellent antibacterial
action in a concentration range of 5 to 100 pg / mL and antifungal action in the
concentration range of 20 to 100 ug / mL. The cell density of the microalgae Chrorella
vulgaris, when exposed to AgNP IBCLP20 and the precursor salt AgNOs, in the highest
concentration analyzed (100 uM / mL) and after 96 hours of incubation, showed a
reduction rate of 34.4% and 85.71 %, respectively. Under the same conditions
mentioned above, cell viability of the microalgae was only detected when exposed to
biological AgNP (65.38%). The average lethality in D. silimis caused by AgNP
IBCLP20 was estimated at a concentration of 4.06pg/L (2.29 -6.42). , The physiological
biomarkers oxygen consumption and ammonia excretion were also used as responses to
changes in metabolism in exposed fish Danio rerio AgNP IB-CLP20, commercial AgNP
and AgNOs;. Exposure to AgNP IBCLP20 caused a significant increase (p <0.05) in
oxygen consumption by D. rerio of approximately 200% at the highest concentration
studied (75png/L). The excretion of ammonia showed an increase in the initial exposure
concentrations, reaching an increase twice when compared to the control, followed by a
decrease in the higher concentrations. For commercial AgNP, O2 consumption did not
show significant differences and ammonia excretion decreased in all concentrations. For
AgNOs;, metabolism showed an increase in the first concentrations reaching
approximately 300% of the control consumption, followed by a drop in the other
concentrations and the excretion of ammonia showed a decrease in all the analyzed

concentrations.

Key words: Micogenic silver nanoparticles; Klebsiella pneumoniae; Trichophyton

mentagrophytes, Chrorella vulgaris, Daphnia similis, Danio rerio.
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LISTA DE SIGLAS

AgNP- Nanoparticula de Prata

BDA.- Batata Dextrose Agar

CIM- Concentracgdo Inibitoria Minima

CFM- Concentracdo Fungica Minima

IB-CLP- Instituto de Biociéncias- Campus Litoral Paulista
IPT- Instituto de Pesquisa Técnoldgica

PDI- indice de Polidispersio

SPR- Ressonancia Plasménica Superficial

MET- Microscopia Eletronica de Transmissédo
MEA- Agar Extrato Malte

MGLP- Malte glicose extrato de levedura Peptona

NP- Nanoparticula



1. INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata (AgNP) possuem vasta aplicagdo em diversas areas
industriais e ambientais. Geralmente, sdo trés fatores principais necessarios para a
sintese de AgNP, incluindo a presenca de ions de prata, agentes redutores e reagentes de
revestimento. Muito embora a sintese de AgNP seja bem estabelecida por métodos
quimicos, os mesmos ainda apresentam custo elevado na producdo e geram residuos
toxicos que representam um elevado risco ao meio ambiente. Deste modo, nos dias
atuais, os processos de sintese de nanoparticulas que nao afetem o meio ambiente ¢ um

ponto amplamente discutido na nanotecnologia.

A tendéncia atual destaca a utilizagdo de recursos bioldgicos como fontes
redutoras de metais. As bactérias, fungos, algas e plantas sdo organismos descritos
como biossintetizadores de nanomateriais metalicos (RAHMAN et al., 2019). Dentre os
organismos supracitados, os fungos sdo considerados promissores devido apresentarem
facil manipulacdo, baixo custo na producao, ndo gerarem residuos toxicos no processo
de sintese e apresentarem facilidade na operacao de ampliacdo de escala. Muito embora
a obtencdo de AgNP por via bioldgica possa diminuir o risco de contamina¢do, uma vez
que, ndo sdo gerados residuos toxicos durante o processo de sintese, 0s riscos
decorrentes da liberacdao destas AgNP no meio ambiente precisam ser melhor estudados,
principalmente devido as transformagdes no ambiente que modificam suas

propriedades, assim como, a toxicidade (JORGE DE SOUZA et al., 2019).

Os potenciais riscos para sistemas aquaticos sdo em sua grande maioria
conduzidos em estudos que utilizam AgNP sintéticas. Estudos de amplo espectro
demonstraram que as AgNP sintéticas e Ag''sdo toxicos para os organismos dos
ecossistemas aquaticos, incluindo bactérias, micro e macro algas, plantas aquaticas,
crustaceos e peixes (TAYEMEH et al., 2020). Diante deste contexto, a fim de ampliar o
conhecimento a respeito do efeito da AgNP biologica ICBLCP20, o presente estudo
avaliou sua a¢do antimicrobiana e potenciais efeitos toxicos em organismos de ambiente

aquatico dulcicola pertencentes a diferentes niveis troficos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Nanomateriais micogénicos

Nanomateriais tém sido amplamente utilizados no mercado ¢ o interesse sobre
suas propriedades continua crescendo, esse cendrio se d4 a vasta aplicagdo que esses
materiais podem assumir. Suas propriedades diferem de dtomos individuais, moléculas
ou materiais macroscopicos e, quando seu tamanho ¢ compreendido entre 1 e 100
nandmetros, sdo classificados como nanoparticulas (NPs) (LOPEZ-SERRANO et al.,
2014; BOVERHOF et al., 2015; HULKOTI et al., 2014; NOWACK e BUCHELI,
2007; SUN et al., 2017).

A caracterizacdo das NPs ¢ essencial para garantir a qualidade e seguranca de
sua utilizagdo, existe uma ampla variabilidade de tamanho, carga e dispersdo das NPs de
uma mesma constituicdo quimica, que geralmente ¢ desconhecida em diferentes
condi¢des experimentais. Essas medidas sdo comumente avaliadas por espalhamento
dindmico luz (“Dynamic Ligth Scattering-DLS”), espectroscopia otica e microscopia

eletronica (SAPSFORD et al., 2011; POWERS et al., 2006).

Sua sintese pode ser realizada por diferentes métodos, podendo ser quimicos,
fisicos ou biologicos. Os métodos bioldgicos prometem ser uma alternativa simples,
ecoldgica e de baixo custo quando comparado aos os outros métodos, que demandam
uma elevada utilizacdo de energia, instrumentagdo complexa, e utilizacdo de reagentes
quimicos, muitas vezes toxicos (OTTONI et al., 2017, MOANEZI et al., 2014;
JIRAVOVA et al., 2016; SINGH et al., 2020).

Diversos microrganismos sao capazes de biossintetizar NPs metalicas, porém as
biossintetizadas por fungos filamentosos apresentam vantagens sobre as demais
(SIMOES et al. 2020). Fungos filamentosos (Ff) sio resistentes a metais e possuem a
capacidade de bioacumulacao, o que proporciona a sintese de diferentes NPs (Tabela 1).
Eles secretam enzimas e outras proteinas de facil manipulagdo em uma propor¢do maior
que os demais microrganimos (OTTONI et al., 2014), proporcionando uma biossintese
extracelular de répida purificagdo e com melhor manipulagdo. Os Ff resistem a pressao
de fluxo, agitacdo e outras condigdes necessarias para ampliacao de escala de produgao,
suas nanoparticulas sdo agentes antibacterianos inorganicos seguros que demonstraram
exibir uma forte toxicidade para uma ampla gama de microrganismos e baixa toxicidade

para humanos (MUNDARAGI et al., 2020).



Tabela 1 - Fungos filamentosos biossintetizadores de nanoparticulas metalicas

Fungo

Nanoparticula metélica

Referéncia

Alternaria tenuissima

Pleurotus florida

Colletotrichum
incarnatum

Penicillium oxalicum
Trichoderma spp.
Periconium sp

Aspergillus niger

Oxido de zinco (ZnO)

Prata (AQ)

Prata (Ag)

Prata (Ag)
Prata (Ag)
Oxido de zinco (ZnO)

Oxido de ferro (CuO)

ABDELHAKIM et
2020

KAUR et al., 2019

CHANDANKERE et al.,

2020

FEROZE et al., 2019
RAMOS et al, 2020
GANESAN, 2020

CHATTERJEE et
2020

Jahnula aquatica Ouro (Au) MOHAMED, 2020
Trichoderma sp Oxido de cobre (CuO) SARAVANAKUMAR et
al., 2019
Penicillium citreonigrum Prata (Ag) HAMAD, 2019
Dierckx and
Scopulariopsis brumptii
Aspergillus fumigatus Prata (Ag) OTHMAN et al., 2019
Botryodiplodia Prata (Ag) JANAKIRAMAN et al.,
theobromae 2019
Trichoderma harzianum Prata (Ag) GUILGUER-
CASAGRANDE et al.,
2019

2.2.Nanoparticulas de prata

A prata € conhecida desde a antiguidade como um étimo agente antimicrobiano
(NOMIYA et al.,, 2004; BALAKUMARAN et al., 2016), porém, apresenta elevada
toxicidade, sendo este um dos fatores que desencadearam a sua substituicdo por
antibioticos. Com o aumento da resisténcia bacteriana e a chegada das “super bactérias”

ocorreu a urgéncia na criacdo de tecnologias alternativas no combate a estes
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microrganismos, nesse momento teve inicio a ascensdo das AgNP (ANFOSSI et al.,
2018).

As AgNP sdo descritas principalmente por sua atividade antimicrobiana,
antifangica e antiviral, destacando-se no desenvolvimento de produtos nanotecnologicos
(FABREGA et al., 2009). Estudos recentes ressaltam sua eficiente acdo principalmente
contra bactérias e fungos recorrentes em infeccbes (BAKER et al., 2005; LIU et al.,
2018; RAHISUDDIN et al., 2015; MOHAN et al., 2014). Por essa razdo a producédo de
itens de higiene, farmacos e cosméticos é cada vez maior (DASARI E HWANG, 2010),
levando a uma crescente utilizacdo de produtos contendo prata, que ocasionard na
liberacdo das AgNPs no meio ambiente (LEKAMGE et al., 2018).

Na superficie das AgNP ocorre a liberacdo de ions que sdo capazes de alterar 0s
processos bioldgicos em diversos organismos devido a propriedade gquimicas, ocorre
entdo a acumulacdo e consequentemente substituicGes em processos responsaveis pela
regulacdo do metabolismo celular (BURY, 2009; LIU et al., 2010; LUOMA, 2008).

Apesar da diversidade de potenciais aplicagdes, os nanomateriais metalicos
podem desencadear riscos a saide humana, causando alteragdes no metabolismo, na
estrutura celular (TIAN et al, 2018) e ao meio ambiente, quando os residuos sao
descartados na agua e entram em contato com a fauna e flora (KRISHNARAJ et al.,

2016; SMEKALOVA et al., 2018).

2.3. Ecotoxicidade das nanoparticulas de prata

Fatores como tamanho, forma, caracteristicas de superficie e taxa de dissolucdo
podem influenciar na interacdo das AgNP com sistemas biologicos (MATHIAS et al.,
2015). Deste modo, no ambiete natural, as AgNP podem sofrer alteracGes em suas
propriedades, transporte e toxicidade, levando a potencializagdo dos efeitos danosos a
biota aquatica. Os organismos do ambiente aquatico sdo particularmente vulneraveis a
estes contaminantes, uma vez que a absorcdo pode ser facilitada e acarretar em danos
fisiologicos, bem como disfuncdes celulares (PASCHOALINO et al., 2010). Assim,
estudos ecotoxicoldgicos tém sido realizados para identificar o potencial de toxicidade
das AgNPs em diferentes mdelos biologicos, como bactérias (RAI et al., 2009), fungos
(CARREIRA et al., 2009), invertebrados (SILLER et al., 2013; MANNO et al., 2013;



CHAN & CHIU, 2015; MAZIERO et al., 2016) e peixes (WANG & WANG, 2014,
MCGILLICUDDY et al., 2017).

Apesar do pouco conhecimento a cerca das AgNP, os ions de prata sdo
considerados persistentes e altamente tdxicos a diversos organismos aquaticos
(FABREGA et al., 2011). No Brasil, a resolugdo CONAMA (BRASIL, 2009, 2018)
indica os valores méximos de prata permitidos em aguas de diferentes classes, sendo de
100 pg/L em aguas para consumo humano, de 50ug/L em &guas para recreacdo e de
10pg/L como limite de quantificacdo praticavel. Esses valores séo estabelecidos apenas
para os ions de prata, porém ndo existem valores delimitados para AgNP. Entretanto,
resultados recentes apontam que, em certos casos, as nanoparticulas podem ser mais
toxicas que os ions metalicos correspondentes (LI et al., 2015; SAKAMOTO et al.,
2015; SHEN et al., 2015; FABREGA et al., 2011; SORENSEN et al., 2015; LI et al.,
2017; PAKRASHI et al., 2017; ABRAMENKO et al., 2018).

As AgNP apresentam comportamento complexo em meio aquatico e, embora
exista a necessidade de conhecer seus efeitos toxicos, é necessario identificar os fatores
que podem alterar sua toxicidade, como tamanho, formato, area superficial,
aglomeracdo, e a pureza (HU et al., 2016; FEKETE-KERTESZ et al., 2017). A
toxicidades das AgNP sinteticas apresenta diferencas significativas dependendo das
espécies-teste, tornando necessario o desenvolvimento de uma distribuicdo de
sensibilidade de espécies (SSD) que abranja uma vasta gama de espécies e estabeleca
concentracdes limiares para esse nanomaterial (GARNER et al., 2015; BELANGER et
al.,, 2017; RIBEIRO et al., 2014; KWART et al., 2016). Estudos de toxicidade com
mais de uma espécie, com diferentes niveis troficos ou espécies com diferentes
estratégias de vida sdo escassos (LEKAMGE et al., 2018; OTTONI et al., 2020).
Entretanto, estudos indicam que o comportamento da prata pode ser diferente em grupos
animais distintos, em algas e poliquetas, por exemplo, podem bioacumular mais
rapidamente a prata na forma de sal (AgNOg3), enquanto os invertebrados e peixes
apresentam maior taxa de bioacumulacdo na forma de nanoparticulas
(MCGILLICUDDY et al., 2017).

2.4. QOrganismos-teste

2.4.1. Chlorella vulgaris
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A Chlorella vulgaris é uma microalga da ordem Chlorococcales, na natureza é
encontrada em agua doce, salgada e no solo. Esta microalga se reproduz de forma
assexuada, por divisdo mitdtica gerando células idénticas (HOEK et al., 1995).

Esta espécie foi a primeira microalga da ordem Chlorococcales a crescer em
ambiente laboratorial e a facilidade de sua manutencdo em cultura torna-a um
microorganismo ideal. A capacidade fotossintetizante faz do organismo um produtor
primario, base de diversas cadeias tréficas, a alteracdo em sua quantidade ou qualidade

acarretaria em o desequilibrio de um ecossistema como um todo (YAN & PAN, 2002).

Estudos anteriores apontaram a capacidade de C. vulgaris em absorver metais,
principalmente (SOLDO & BEHRA, 2000; KNAUER et al., 1997). O processo de
incorporacdo de metais consiste na absorcdo e bioacumulacdo destes de forma ativa e
pode intervir no metabolismo da célula (YAN & PAN, 2002)

2.4.2. Daphnia similis

Invertebrados constituem cerca de 95% das espécies do planeta e sdo
cosmopolitas e apresentam abundancia populacional, essa € uma das explicacdes para
sua importancia em estudos de ecotixicidade (FOSSI et al., 1998). Sdo consumidores
primarios, se alimentando de microalgas e matéria organica em suspensdo (BUIKEMA
& SHERBERGER, 1977), e qualquer alteracdo em sua qualidade ou quantidade pode
comprometes nos demais niveis troficos. Dentre os invertabrados mais utilizados em
estudos ecotoxicologicos, 0s microcrustaceos dulcicolas do género Daphnia se
destacam por apresentarem reproducdo assexuada por partenogénese, 0 que garante
organismos-teste geneticamente idénticos e com a mesma sensibilidade a diferentes
compostos (DOMINGUES & BERTOLETT]I, 2006; COSTA et al., 2017).

A espécia Daphnia similis foi escolhida devido a sua alta sensibilidade a
poluentes, bem como sua importancia como base da cadeia alimentar em ecossistemas
de agua doce os torna um modelo bioldgico adequado para ecotoxicologia (LEKAMGE
et al., 2018). Pequenas alteracbes na qualidade e quantidade da populacdo de
daphnideos prejudicam diretamente outras populagdes de organismos aquaticos,
levando a grandes impactos ambientais (MARTINS et al., 2007). Além disso, estudos

de exposicdo de D. similis a AgNP tém sido realizados para avaliar a bioacumulacao das



NPs nos organismos aquaticos, e identificar as CL50 de AgNP sinteticas de diferentes
caracteristicas (VOLKER et al., 2013; L1 et al., 2016; LI et al., 2017).

2.4.3. Danio rerio

O Danio rerio, popularmente chamado de zebrafish ou paulistinha, é um
modelo biolégico, amplamente utilizado em bioensaios para avaliacdo de xenobidticos,
dentre eles AgNP (YANG et al., 2009; LIN et al., 2011; PETERSON E MACRAE,
2012MUTH-KOHNE et al., 2013; OSBORNE et al., 2015).

Os peixes estdo geralmente, no nivel mais elevado da cadeia trofica e com isso
acabam bioacumulando poluentes em sua alimentacdo, além de serem sensiveis a
mudangas ambientais, podendo ser usados como bioindicadores. (LEMOS et al., 2007).
Diferente de ensaios em células, os estudos em animais in-vivo permitem observar 0s
efeito das mais diversas exposic¢@es a longo prazo, mostrando os danos nos processos de
desenvolvimento do animal até que ele se torne adulto (HILL et al., 2005; LEE et al.,
2013). E um modelo de rapido desenvolvimento, facil acesso e cultivo em laboratério, e
baixo custo que apresenta alto rendimento (ZHAO et al., 2013). O D. rerio apresenta
ainda 6rgdos com similaridades morfoldgicas aos érgdos humanos, esse fator traz maior
interesse na utilizacdo da espécie pela possibilidade de relacionar os danos causados a
modelos humanos (LEE et al., 2012).

Os estudos com AgNP realizados em D. rerio sdo marjoriamente realizados em
embribes, para avaliar o efeito agudo no desenvolvimento embrionario do peixe
(MUTH-KOHNE et al., 2013; OSBORNE et al., 2015.; GUPTA et al., 2016;
MASSARKY et al., 2013), os estudos realizados em adultos buscam avaliar a letalidade
das AgNPs, os danos histoldgicos e os danos causados ao material genético, porém néo
se encontra na literatura estudos sobre os efeitos subletais no metabolismo dos peixes,
fator de grande importancia, pois pode influénciar diretamente a predacdo do
consumidor secundario (GRIFFITT et al., 2009; BACCHETTA et al., 2016).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivo indentificar a acdo antimicrobiana e efeito

toxico da AgNP IBCLP20 biossintetizada pelo fungo Aspergillus niger em organismos

dulcicolas pertencentes a diferentes niveis troficos.

Para atingir tal objetivo foram propostos os seguintes objetivos especificos:

a)

b)

Avaliar a acdo antibacteriana da AgNP IBCLP20 nas linhagens de
Pseudomonas aeroginosa (IPT322), Staphylococcus aureus (IPT246) e
Klebsiella pneumoniae (IPT412);

Avaliar a a acdo antifungica da AgNP IBCLP20 nos fungos Aspergillus
niger (IPT295), Penicillium funiculosum (IPT423), Fusarium oxysporum
(IPT330), Aspergillus fumigatus (IPT728), Aspergillus parasiticus
(IPT729) e Trichophyton mentagrophytes (IPT31);

Avaliar o efeito toxico da AgNP IBCLP20 em Chlorella vulgaris por
densidade e viabilidade celular;

Avaliar a toxicidade aguda da AgNP IBCLP20 em Daphnia similis;
Avaliar os efeitos da AgNP IBCLP20 no consumo de oxigénio e na
excrecdo de amonia em Danio rerio comparando aos efeitos de uma

AgNP comercial e do metal precursor AgNOs3.



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Biossintese de AgNP

O processo de biossintese de nanoparticulas de prata foi realizado por via
extracelular utilizando linhagem Aspergillus niger IBCLP20 pertencente a Colegéo de
Cultura do Instituto de Biociéncias-Campus do Litoral Paulista. A linhagem foi isolada
de sedimento marinho proveniente da Baia do Araca, Sdo Sebastido-SP. A manutencgédo
da linhagem decorreu utilizando meio de cultura MGLP (composic¢édo final: 20g/L de
extrato de malte, 20g/L de glicose monohidratada, 1g/L de peptona bacterioldgica,
15¢/L de &gar) sendo mantida a 4 °C.

4.1.1. Inbculo

A partir das placas com meio MGLP inoculadas com a linhagem IB-CLP20,
foram retirados discos de 6mm da &rea periférica da col6nia e inseridos na regido central
de placas contendo meio de cultura Batata Agar Dextrose (BDA). Apds um periodo de
incubacdo de sete dias a temperatura de 30 °C, as coldnias crescidas foram utilizadas

como fonte de indculo para os ensaios.

4.1.2. Biossintese

O extrato fungico foi preparado a partir da insercdo de 5 discos de 6mm da
col6nia de IB-CLP20 crescida em BDA em um frasco Erlenmeyer de 125mL contendo
50mL de meio de cultura MGLP (composicdo final: 3g/L de extrato de malte, 10g/L de
glicose, 3g/L de extrato de levedura, 35g/L de peptona bacteriolégica). Apds 72 horas
em condicdo padrdo de agitacdo de 150 rpm a biomassa crescida foi filtrada e lavada
com 300mL de &gua deionizada estéril. Cerca de 5g de biomassa Umida foi transferida a
um novo Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de agua deionizada estéril e mantida a
agitacdo de 150 rpm ate sua filtragdo, apos 72 horas, realizada em papel filtro Millipore
(3um). O extrato resultante foi transferido a um novo frasco Erlenmeyer de 125mL onde
foi adicionada uma solugdo de 1mL de nitrato de prata (AgNO3) na concentragdo 1,0

mM para a realizacdo da biossintese.
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Essa solucdo foi mantida em ambiente isento de luz a agitacdo de 150 rpm, por
um periodo de 72 horas. Para o controle 0 mesmo procedimento foi adotado, contudo, a
biomassa foi autoclavada apds crescimento em MGLP.

4.2. Deteccao e caracterizagdo das AgNP

4.2.1. UV-vis (UV-vis)

A deteccdo da AgNP foi feita através de um espectrofémetro UV-vis (U-2000

Hitachi) no intervalo de comprimento de onda de 200-800 nm.

4.2.2. Andlise de tamanho de particula e distribuicdo das AgNP

As caracteristicas principais para a utilizacdo das NPs foram analisadas no
equipamento Dynamic Light Scattering (Zetasizer Nano, ZS90). A determinagdo do
tamanho hidrodinamico foi realizada por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), a de

carga pelo Potencial Zeta (Pz) e a aglomeracéo pelo indice de polidispersdo (PDI).

4.2.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A caracterizagdo morfologica e medida do diametro das AgNP foram realizadas
empregando a técnica de microscopia eletronica de transmissdo eletronica (LEO 906E,
Zeiss, Alemanha). As amostras de AgNP foram depositadas por gotejamento em grade

de cobre recoberta com carbono para captura das imagens.

4.3. Utilizagdo das AgNP como agentes antimicrobianos

4.3.1. Difusdo em disco

As AgNP biosintetizadas foram testadas para a atividade antimicrobiana pelo
método de difusdo em disco utilizando as bactérias Klebsiella pneumoniae (IPT 412),
Pseudomonas aeroginosa (IPT 322) e Staphylococcus aureus (IPT246) cedidas pelo
Instituto de Pesquisa Tecnoldgica Do Estado de Sdo Paulo (IPT). Em placas de petri de
90mm, preenchidas com Agar Mueller-Hinton, foi adicionado e distribuido de maneira
uniforme, o volume de 100ul de cada cultura de bactéria (106cfu/ml). Em quatro pontos



da placa, com o auxilio de um furador, foram criados pocos de 4mm de didmetro.
Individualmente, os pogos foram preenchidos com 50ul de AgNP, estreptomicina
(controle positivo), AgNOs (controle positivo) ajustados nas concentracfes de 1,0; 5,0;
10,0; 50,0 e 100,0pg/ml e agua (controle negativo). As placas foram incubadas a 37 °C
durante 24 horas. Apdés este periodo, foram medidos os didmetros da zona de inibicéo.

Estes experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.2. Determinacdo de Concentracao inibitoria minima (CIM) e
Concentracédo fungica minima (CFM)

Para o ensaio de determinag¢do das CIMs foi utilizada a metodologia adaptada
proposta por Mann e Markham (1998). Suspensdes de Aspergillus niger (IPT295),
Aspergillus fumigatus (IPT728), Aspergillus parasiticus (IPT729), Trichophyton
mentagrophytes (IPT311), Penicillium funiculosum (IPT423) e Fusarium oxysporum
(IPT330) cedidas pelo Instituto de Pesquisa Tecnoldgica do Estado de Sdo Paulo (IPT)
foram preparadas com base na ABNT-NBR 14941. Os fungos foram crescidos em meio
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) a 28°C por um periodo de sete dias. Apds este
periodo, foi adicionada sobre a placa 10mL de solucdo salina com Tween 80. As
suspensdes foram transferidas para um frasco Falcon e homogeneizadas em uma
plataforma agitadora a 30 °C por e 100 rpm por cinco minutos. Na sequéncia, as
suspensoes foram filtradas em algoddo de vidro. As concentragdes das suspensoes
foram ajustadas com o auxilio de uma C4mara de Neubauer a 1,0x10° esporos-mL™" em

meio Batata dextrose (BD).

Para o ensaio, foi utilizada uma placa de 96 pogos estéril onde as colunas de 1-2
foram preenchidas com 200uL de meio BD, as colunas de 3-9 foram preenchidas com
170 pL de inoculo e 20uL de cada AgNP com concentracdo final variando entre 5 a
100pg/mL. As colunas 10-11 foram preenchidas com 170uL de in6culo e 20 uL de
AgNO; (controle positivo) e clorofenicol (controle positivo), respectivamente, enquanto
que, na coluna 12 foi adicionado o volume de 200uL de suspensao de esporos (controle
negativo). As placas foram incubadas por 24 horas. Ap6s a incubacao, 10uL de solucdo
de resazurina a 0,01% foram adicionados a todos os pocos. Apds uma segunda
incubagdo de 72 horas a 30 °C foram determinadas as CIMs. As CIMs foram definidas
como a menor concentragdo necessaria para impedir o crescimento fungico, ou seja,

mudanca da coloracao azul para rosa.

23



O segundo teste foi realizado de acordo com o protocolo adaptado descrito por
Abbaszadeh et al. (2014) e Li et al. (2016) sendo denominado CFM. Foram retirados
10uL de cada pogo com auséncia de crescimento visivel e transferidos para placas que
continham meio BDA por um periodo de sete dias. Apds o periodo de incubagao, foi
considerado como o fungicida as AgNP que inibissem 100% o crescimento do

organismo. Para cada AgNP foram realizados ensaios em duplicata.

4.4. Ensaio de fitotoxicidade com Chlorella vulgaris

A microalga Chlorella vulgaris (DC-07) foi cedida pelo Banco de
Microrganismos Aidar &amp; Kutner (BMAK) do Instituto Oceanografico da
Universidade de Sdo Paulo. A renovacdo e manutencdo da cultura foi realizada
utilizando o meio de cultura liquido Bold Basal sob condi¢6es controladas de 24+1 °C,
iluminado com um fluxo de fétons de aproximadamente 70pmol de f6ton m™?s™, sob um
ciclo claro:escuro de 12:12 horas. Diariamente, ocorreu contagem celular com o auxilio
de uma Camara de Neubauer para a construcdo da curva de crescimento e determinagéo

da fase exponencial.

Figura 1 - Cultura da microalga Chlorella vulgaris em meio Bold Basal.



4.4.1. Densidade celular

Os testes de inibicdo de densidade celular foram realizados em C. vulgaris,
conduzidos em tubos de ensaio com capacidade de 10mL contendo o indculo ajustado a
densidade celular de 1,0x10™cel.mI’* em meio de cultura Bold Basal. Foi adicionado a
cada tubo uma solucdo de AgNP IB-CLP20 nas concentracdes de 10, 20, 50 e
100uM/mL e um controle positivo de concentracdo 10uM/mL de AgNO:s.

A respésta toxica foi avaliada as 24, 48, 72 e 96 horas ap0s exposicdo dos
compostos por meio da densidade Otica das microalgas em um espectrofotémetro UV-
Vis, a absorbancia espectrofotométrica indicou um pico de 450nm para a espeécie,
possibilitando acompanhar o seu crescimento durante o experimento. A incubacéo total
ocorreu em um periodo de 96 horas, mantedo a temperatura 24+1 ° C. O teste foi
realizado em quadruplicata e foi feita uma andlise diaria do pH da cultura, a fim de
manter as condicBes e ndo interferir na toxicidade dos compostos ou alterar o

crescimento das microalgas.

4.4.2. Determinacdo da viabilizagéo celular

A viabilidade das células de C. vulgaris foi avaliada simultaneamente ao teste de
densidade celular, no inicio e no término do experimento aliquotas de 50ul da amostra
de cada tubo de ensaio foram centrifugadas a 5000 rpm durante 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 10uL da solucdo de vermelho neutro
(VN) a 10% para discriminar a integridade da membrana das células. As amostras foram
incubadas durante 2 horas a 25°C, conforme descrito (ZETSCHE & MEYSMAN,
2012). ApoGs esse periodo as membranas celulares das microalgas presentes nas
amostras foram analisadas na Camara de Neubauer, os dados foram expressos como a

porcentagem de células vidveis versus a quantidade total de células analisadas.

4.5. Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

Para avaliar os efeitos de AgNP IBCLP20 em D. similis foram realizados
ensaios de toxicidade aguda seguindo o protocolo da Associa¢ao Brasileira de Normas e
Técnicas (ABNT, NBR; 2009). Cinco organismos neonatos (24 horas de vida) foram

introduzidos em tubos de ensaio contendo 10 mL de solugdo de exposicao de AgNP. As
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solucdes foram preparadas em dgua mineral reconstituida, cujo pH foi ajustado para 7,5.
As concentragdes utilizadas para a exposi¢do dos organismos foram de 0,16; 0,8; 4,0;
20,0 e 100,0 pg/L. Foram preparadas quatro réplicas para cada concentracdo. O
experimento foi conduzido por em cdmara BOD com temperatura constante em 25°C+2
e fotoperiodo de 12/12 horas (claro/escuro) por um periodo de 48 horas. Apos o periodo
de exposicao, os daphnideos vivos foram contabilizados para a determinagdo da LC50 —
48h (concentracao letal para 50% dos individuos em 48 horas de exposic¢ao).

4.6. Ensaio do efeito no metabolismo de rotina em Danio rerio

O efeito agudo da AgNP no metabolismo de rotina de D. rerio foi determinado
pela exposicdo do Danio rerio a diferentes concentracdes de AgNP IBCLP20; AgNP
comercial e AgNO; . Trinta peixes foram separados aleatoriamente em 5 grupos, com 6
individuos cada, os quais foram inseridos em aquarios de 5 litros, contendo agua
filtrada, e com pH de 6,5. Os aquérios foram constantemente aerados com temperatura
controlada (20 £ 1,0°C). A solucdo das nanoparticulas e AgNO; dos aquarios foram
preparadas 30 minutos antes da insercdo dos peixes nas concentracdes de 25; 37,5; 50 e
75 ug/L, além dos respectivos controles, por um periodo de 24 horas.

Antes do inicio dos experimentos do consumo de oxigénio e excrecdo de amdnia
os animais foram mantidos no respirdmetro com circulacdo continua de agua por, pelo
menos, 60 minutos, para atenuar o estresse decorrente do manuseio. Em seguida, o
fornecimento de agua foi suspenso e o respirdmetro foi fechado para que o peixe
consumisse 0 oxigénio presente no volume conhecido de agua, por um periodo de uma
hora. Os respirdmetros foram protegidos por um anteparo para isolar os animais de
possiveis movimentacdes no laboratério. A diferenca entre as concentracbes de
oxigénio e excrecdo de amonia, determinadas no inicio e no final do confinamento,
representa 0 consumo do animal, durante o periodo. Para minimizar o efeito da falta de
oxigénio sobre o metabolismo, a dura¢do dos experimentos foi regulada de tal modo
que a concentracdo de oxigénio no final dos experimentos fosse sempre maior do que
70% de sua concentracdo inicial. O oxigénio dissolvido foi determinado através do

método de Winkler e a amdnia pelo método de Nessler.

Foram realizadas medicGes do consumo de oxigénio e excrecdo de amodnia

utilizando respirdmetros selados. Todos os organismos foram submetidos a medigdo do



consumo de oxigénio em uma das quatro concentragdes (25; 37,5; 50 e 75 pg/L além do
controle) de AgNP IBCLP20 .

A diferenca entre as concentracdes de oxigénio e da amonia determinadas no
inicio e ao final do confinamento foram calculadas, assim com o consumo especifico de
oxigénio (mLOy/g/L/h) e excrecdo especifica de ambdnia (mg/L/g/h). Para tal, sera
considerado no calculo o volume do respirémetro, o peso imido do animal e o tempo de

confinamento, como apresentado na equacao abaixo.

[0,] = 5600 x N S,05> x __V
VO = R

onde:

V = volume de tiossulfato gasto na titulagdo da amostra (mL);

N S,057 = normalidade da solucdo de tiossulfato de sddio;

R = volume de reagentes adicionados antes da liberacéo do iodo (1 mL)
V, = volume total da amostra (ou seja, volume do frasco sem tampa)

5600 = metade do volume ocupado por 1/2 mol de oxigénio (mL)

4.7. Andlises Estatisticas

4.7.1. Toxicidade aguda

A comparacéo entre os dados de mortalidade média de D. similis nas diferentes
concentracdes de AgNP foram realizadas por Analise de Variancia seguida de teste de
Dunnet (nivel de significancia de 5%) para determinar as concentracdes em que o efeito
deletério foi significativo. Deste modo, foram determinadas a Concentragdo de Efeito
Observavel (CEO) e a Concentragdo de Efeito Ndo Observavel (CENO) para a
substancia testada. Além disso, foi calculada a CL50-48h (concentracgdo letal a 50% dos
organismos em 48 horas de exposicdo). O valor de CL50-48h e o intervalo de confianga
a 95% foram estimados pelo método de Probitos (ABOU-SETTA ET AL., 1986), com
auxilio o programa de computador Probit Method vers. 1.5.
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4.7.2. Metabolismo de rotina

Foi realizada a verificacdo da normalidade dos dados através do teste de
Shapiro-Wilk e a homogenacicidade da Variancia pelo teste de Lavene, ap0s esse
procedimento, utilizou-se ANOVA no programa R Studio. Os dados foram

considerados significativos quando as diferencas apresentadas tiveram p <0,05.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao

A formacédo da AgNP IBCLP20 foi inicialmente confirmada por deteccéo visual
da coloragéo castanha e pelo pico de ressonancia plasmonica superficial (SPR) na regido
compreendida 433 nm no espectro UV-visivel. De acordo com a imagem obtida por
microscopia eletronica de transmissdo (MET) (Fig. 2) as AgNP IBCLP20 possuem
forma esférica. O tamanho das nanoparticulas (DLS), a carga (Pz) e Indice de
polidespersdo (PDI) sdo apresentados na Tabela 2. Considerando que estas medidas
ocorreram mensalmente por um periodo de 6 meses, a AgNP IBCLP20 apresentou

estabilidade, com valor constante para todos os parametros analisados.

Figura 2 - Microscopia de transmisséo eletrénica das AgNPs IBCLP20.

Tabela 2 - Caracterizagao da AgNP IBCLP20

AgNP DLS Potencial Zeta (mV) PDI Absorbancia
(nm) (nm)
IBCLP20 80,5 -38,56 0,215 433

Atraves da caracterizacdo das NPs é possivel identificar fatores como tamanho,
morfologia, aglomeracdo e carga das mesmas, cujas propriedades fisico-quimicas
podem interferir na toxicidade das NPs. Esse processo é entdo de extrema importancia
para estudos ecotoxicoldgicos, pois possibilita o entendimento de mecanismos e 0
planejamento dos ensaios de toxicidade (HANDY et al., 2008; GIRARDELLO et al.,
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2016). O tamanho das AgNP e sua area superficial apresentam correlacdo direta com a
dissolucdo dos nanomateriais, esse fator pode controlas a solubilidade do nanomaterial e
influenciar a sua persisténcia e liberacdo de ions no meio ambiente (MISRA et al.,
2012). O formato das NPs pode influenciar em sua bioacumulagdo e toxicidade, essa
caracteristica delineia a incorporacdo do material em diferentes organismos (DAI et al.,
2015; PAL et al., 2015; ZHAO et al. 2013; WANG et al., 2016).

5.2. Ensaio antimicrobiano

5.2.1. Difusdo em disco

A AgNP IB-CLP20 foi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas utilizadas
a partir da concentracdo de 5ug/mL (Fig. 3). Em comparagdo com os controles positivos
utilizados, a NP apresentou resultado mais eficiente em todas as analises em
Pseudomonas aeroginosa. Em Staphylococcus aureus, apenas a concentracdo de
5ug/mL obteve didametro de inibigdo menor que o obtido nos controles positivos. A cepa
de Klebsiella pneumoniae se mostrou menos sensivel a AGNP IB-CLP20, entretanto os
valores de diametros de inibicdo foram muito proximos aos obtidos nos controles

positivos.

A maior eficiéncia da AgNP IB-CLP20 encontrada em Pseudomonas aeroginosa
é resultante da melhor acdo em bactérias gram-negativas. Essas bactérias apresentam
uma camada fina de peptidioglicano comparada com a camada superficial de
peptidiglicano das bactérias gram-positivas, que é constituida de polissacarideos neutros
e &cidos, proteinas e acidos teicdicos. As bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae sdo gram-positivas, o que dificulta a acdo da AgNP, explicando sua menor

sensibilidade comparada a cepa gram-negativa (ARAUJO et al., 2010).

Apds a interacdo com as cepas, as AgNP podem penetrar as células e causar
danos em seu interior. Morrores et al. (2005) apontou NPs na membrana e no interior
das células bacterianas expostas em testes antimicrobianos. Em casos de interagdo entre
as NPs e a membrana e penetracgdo no interior celular, o DNA da bactéria se compacta e
nédo permite a replicagéo das cepas (FENG et al., 2000; LI et al., 2011; LI et al., 2012).



Comparando os resultados obtidos no presente estudo com os de Kora &
Arunachalam (2012) as AgNP IB-CLP20 apresentaram agdo antibacteriana similar a

obtida por uma AgNP comercial e, também, a antibidticos existentes no mercado.
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Figura 3 - Didmetro do halo de inibi¢do de Pseudomonas aeroginosa (A), Klebsiella pneumoniae (B),
Staphylococcus _aureus (C) exposto a diferentes concentragoes de AgNP IBCLP20, AgNO3 e
Estreptomicina.

5.2.2. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracéo fungica
minima (CFM)

Os presentes resultados demonstraram que os houve inibicdo em todos o0s

patogénicos testados. As concentracfes de inibicdo apresentaram diferencas muito

31



baixas de acordo com as espécies (Tabela 3). A menor CIM das AgNPs na concentracao
de 20upg/mL foi obtida contra Aspergillus niger. O crescimento de Penicillium
funiculosum e Fusarium oxysporum foi inibido na CIM subsequente em 30ug/mL.
Comparado as espécies de fungos, Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus e
Trichophyton mentagrophytes foram menos sensiveis, com o valor de CIM das AgNPs

atingindo 75pg/mL.

A atividade fangica foi avaliada simultaneamente ao estudo da inibicdo das
AgNPs de prata contra as linhagens testadas. As CMFs obtidas sdo consideravelmente
maiores em comparacdo com os CIMs, porém houve proporcionalidades entre as
linhagens. A acdo antiflngica ocorreu a partir da concentracdo de 30ug/mL para a
linhagem A. niger, para as linhagens P. funiculosum e F. oxysporum acdo antifungica
ocorreu a partir da concentracdo de 40ug/mL, e as linhagens A. fumigatus, A.
parasiticus e T. mentagrophytes se mostraram novamente menos sensiveis, com

concentracdo necessaria para a¢do antifingica acima de 100 pg/mL.

As infecgBes fungicas sdo conhecidas por seu dificil tratamento devido a
ineficiéncia dos medicamentos presentes no mercado. Quian et al. (2013) observou que
a eficécia inibitdria e fangica de AgNP é maior quando comparada a alguns antibioticos
utilizados atualmente. Essa alta atividade foi descrita em diversos estudos, esses se
concentram na acdo das AgNPs contra infec¢des causadas por fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus e Fusarium (PETICA et al., 2008; KIM et al., 2008; GAJBHIYE et
al., 2009; QUIAN et al., 2013; LI et al., 2012; PANAECK et al., 2009; RAHISUDDIN
et al., 2005). O mecanismo de acdo antifungica das AgNP é considerado multifatorial,
ocorrendo devido ao ligamento em grupos sulfiricos nas proteinas da membrana
celular e assim causando obstrucdo dos poros, alem da interagdo com os fosfatos
presentes no DNA e atacar enzimas responsaveis pela respiracdo celular, levando a
apoptose (BAKER et al., 2005).



Tabela 3 - Concentra¢fes minimas inibitérias (CIMs) das AgNPs IB-CLP20 em Aspergillus niger
(IPT295), Penicillium funiculosum (IPT423), Fusarium oxysporum (IPT330), Aspergillus fumigatus
(IPT728), Aspergillus parasiticus (IPT729), Trichophyton mentagrophytes (IPT311)

IPT295 IPT728 1PT729 IPT311 1PT423 IPT330

[Q%PL] CIM CIM CIM CIM CIM CFM CIM
CFM CFM CFM CFM CEM

20 30 30 40 30 40 75 75 75
100 100 100

5.3. Ensaio de Fitotoxicidade com Chlorella vulgaris

5.3.1. Densidade celular

A prata ibnica é considerada um dos ions mais toxicos para 0S organismos
aquaticos, existe uma preocupacdo crescente com os efeitos dos NPs de Ag no
ecossistema aquatico. Os organismos aquaticos sdo muito sensiveis aos poluentes, mas
0 destino e as concentracdes dos NP Ag na agua ainda sdo desconhecidos. Os dados
mostram que mesmo baixas concentracbes de AgNP podem afetar organismos
fotossintéticos aquéticos, e o tamanho e a forma das nanoparticulas desempenham um
papel central na toxicidade do AgNP. A toxicidade do Ag NP ndo é totalmente
atribuivel aos ions liberados: muitos estudos mostram que em organismos
fotossintéticos os ions de prata e os AgNP causaram efeitos semelhantes, embora os
ions de prata fossem freglientemente ativos em concentragcdes mais baixas. A toxicidade
das AgNP pode ser causada por um mecanismo do tipo cavalo de Troia, no qual as

nanoparticulas sdo internalizadas nas células, onde podem liberar ions de prata.

Os resultados obtidos na andlise indicaram que a exposicdo com AgNP IB-
CLP20 induziu um efeito inibitério no crescimento celular de C. vulgaris (Fig, 4). Ap6s
24 horas de exposicao, ja foi possivel observar uma reducdo na densidade celular nas
maiores concentracfes. A densidade celular da C. vulgaris diminui em 2% na
concentragdo de AgNP IB-CLP20 de 10uM/mL e em 20% na concentragdo de
100uM/mL quando comparadas ao controle negativo. Ao fim das 96 horas de
exposicao, a densidade celular diminuiu 3,5% em 10 uM/mL e 37% em 100 uM/mL em
comparagdo ao controle negativo. A anélise da exposicdo do AgNO3; nas microalgas

mostrou que a concentragdo de 10 uM/mL foi biocida do inicio ao fim do experimento.
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Figura 4 - Efeito da exposi¢éo da AgNP IBCLP20 no crescimento celular de Chrorella vulgaris.

O pH é um fator de forte influéncia fisiol6gica e controla o crescimento em
microalgas. E ideal que a espécie C. vulgaris seja cultivada com pH entre 5,5 e 8,0, pois
ha inibicdo do crescimento quando o meio de cultivo esta acido (< 5.0) (LAU et al.,
1994; MAYO & NOIKE, 1994). No presente estudo, o pH meio Bold Basal ficou em
7,18 podendo ser um dos fatores favoraveis para o aumento da densidade celular.

A inibicdo do crescimento em C. vulgaris se da principalmente pela formacéo de
grandes agregados de células provenientes das AgNP (NAVARRO et al., 2015). Esses
agregados sdo formados porque as AgNPs sdo capazes de interagir diretamente com a
superficie das células microalgais por adsorcdo nas paredes celulares (HOECKE et al.,
2008). Os poros existentes na parede celular das microalgas tém uma espessura
variando de 5 a 20nm (NAVARRO et al., 2015), portanto as AgNP IBCLP20 ndo foram
capazes de adentrar as células, porém sua carga favoreceu a adsorcdo pelas paredes
celulares e agiram como agentes de ligacdo entre as células, formando os agregados
(NAVARRO et al., 2015).

5.3.2. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela presenca corante biomarcardor Vermelho
Neutro nas membranas das células. Os resultados mostraram uma redugéo significativa
nas células viaveis expostas a AgNP IBCLP20 em comparagé@o do grupo controle. Apos
as 96 horas de exposicdo houve uma queda de 5% na densidade de células viaveis na
concentragdo de 10 pM/mL e de aproximadamente 40% na concentracdo de 100

uM/mL em comparagdo ao controle. A exposicdo de AgNO3 na concentracdo de 10



uM/mL se mostrou toxica e ao fim do experimento ndo houve presenca de células

viaveis (Fig 5).
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Figura 5 - Densidade celular de C. vulgaris viaveis quando expostas a diferentes concentragdes da
AgNP IBCLP20 (uM/mL) e ao controle positivo AQNO3; (UM/mL) (+) ou inicio e término de 96 horas
de exposicao.

A viabilidade das células de C. vulgaris também foi afetada pela adsorcdo das
AgNPs em sua parede celular, as NPs ligadas a parede ndo permitiram 0s processos de
nutricdo e reproducdo das células da microalga, o que levou a apoptose (NAVARRO et
al., 2008). Portanto quanto maior a concentracdo de exposi¢do, maior a quantidade de
células afetadas pelas AgNP, ou seja, ndo viaveis.

5.4. Ensaio de Toxicidade Aguda com Daphnia similis

O resultado do ensaio de toxicidade com D. similis esta representado na figura 6.
Foi observada diferenga significativa (p<0,05) a partir da concentragdo de 4pg/L, sendo
esta a CENO, consequentemente, maior concentracao sem efeito (CEO) foi 0,8 pg/L. A
CL50-48h estimada foi de 4,06 (2,29 - 6,42) ug/L, sendo superior ao reportado na
literatura para AgNPs sintéticas com as mesmas caracteristicas, cujos valores variam
entre 0,81 ¢ 2,51 pg/L (POYNTON et al., 2012; ZHAO et al., 2012).
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Figura 6 - Resultado do ensaio de toxicidade aguda com D. similis exposta a diferentes concentracgdes
da AgNP IB-CLP20. As barras de erro correspondem ao desvio padréo. .*Diferenca Significativa (p <
0,05).

Estudos realizados com AgNP sintéticas apontam o efeito das nanoparticulas de
prata na replicacdo do DNA, impedindo a mitose celular (CARREIRA et al., 2009) e a
inducdo de poros na parede celular, levando as células a apoptose (LE OUAY &
STELLACCI, 2015). As AgNP induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio,
levando a desnaturacdo de proteinas e danos no DNA (CHOI et al., 2010; KAWATA et
al., 2009; ZHAO e WANG, 2011; CHOI e HU, 2008). A prata compete com Na* pelos
sitios de ligagdo na enzima Na"K* ATPase causando a falha imunoregulatéria e morte
em invertebrados aquéticos (SHEN et al., 2015; RIBEIRO et al., 2014,
CHARMANTIER e CHARMANTIER-DAURES, 2001; BIANCHINI e WOOD, 2002).

5.5. Ensaio do efeito no metabolismo de rotina em Danio rerio

Para uma melhor comparagéo das toxicidades dos compostos usados, foram
gerados gréficos dos testes piloto com as concentracdes responsaveis pelo efeito toxico
causado por AgNO; e pelas duas variedades de AgNPs. E possivel observar que as
concentracdo de acdo do AgNO3; nao estavam dentro dos limites limiares das AgNPs,
ndo houve alteracdo na quantidade de amonia excretada ou no pefil de consumo de
oxigénio dos organismos expostos a esses hanomateriais, porém o AgNO3; demonstrou

um efeito téxico marcado por uma aumento dose-resposta no consumo de oxigénio e



uma diminuicdo acentuada na excrecdo de aménia (Fig.7). Por outro lado, nas
concentracfes onde as AgNPs comecaram a causar efeitos toxicos, 0 AgNO; causou
letalidade total antes do fim do experimento (Fig. 8).
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0,05).

A exposicdo de diferentes concentragdes de AgNP IBCLP20 durante 24 horas
ndo apresentaram diferenca significativa (p <0,05) nas concentracdes mais baixas,
porém na concentracdo de 75ug/L houve o aumento no consumo especifico de oxigénio

foi de mais de 62% quando comparado aos individuos do grupo controle (Fig. 9A).

Os peixes expostos a AgNP IBCLP20 na concentragdo de 25ug/L excretaram o
dobro de quantidade de amdnia excretada pelos individuos do grupo controle, com o
aumento das concentragfes houve uma queda na excregdo. Na concentragéo 37,5ug/L o
valor de excrecéo especifica foi de 0,4859mg/L/g/h, seguindo pelos valores de 0,2765 e
0,2305mg/L/g/h nas concentracdes de 50 e 75ug/L respectivamente (Fig. 9B).
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Figura 9 - Média do consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) (A) e excregdo especifica de
amdnia (mg/L/g/h) (B) de 6 individuos de D. rerio expostos a diferentes concentracBes de AgNP
IBCLP20 (/L) e seus respectivos desvios padrao.

A exposicdo a AgNP comercial gerou um leve aumento gradual no consumo
especifico de oxigénio nos organismos testados, concentracdo de 50 pg/L houve um
aumento de 2 vezes o valor de consumo dos individuos do grupo controle (Fig.10A).
Esses individuos também apresentaram um pequeno aumento na excrecdo de amonia
com aumento das concentracbes, porém as diferencas quando comparadas ao gruo
controle, ndo expressam significancia (p <0,05) (Fig. 10B) Na concentragéo de 75 ug/L
os individuos chegaram a 6bito antes do fim das 24 horas de exposi¢do, ndo sendo

possivel a coleta dos dados.
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Figura 10 - Média do consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) (A) e excregdo especifica de
amonia (mg/L/g/h) (B) de 6 individuos de D. rerio expostos a diferentes concentra¢fes de comercial
(W/L) e seus respectivos desvios padrao.

A exposicdo de D. rerio a AgNO3 causou um aumento no consumo especifico de
oxigénio. Observou-se um aumento de 40 a 80% na excre¢do dos grupos expostos as

concentragOes entre 2,5 e 5 pg/L de AgNO3 em comparagdo os individuos do grupo



controle (Fig. 11A). A exposicdo a concentracdo de 7,5 pg/L levou os individuos a

excretar cerca de 2,5 vezes mais que os individuos do grupo controle.

O decaimento na quantidade de amonia excretada foi notado quando os
organismos foram expostos a AgNO;. Todas as concentragdes apresentaram um
decréscimo de mais 40% quando comparada a excrecdo dos individuos do grupo

controle, porém, os valores se mantiveram constantes (Fig. 11B).
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Figura 11 - Média do consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) (A) e excrecdo especifica de
amonia (mg/L/g/h) (B) de 6 individuos de D. rerio expostos a diferentes concentragdes de AgNO; (W/L)
e seus respectivos desvios padrao.

Os resultados obtidos com D. rerio expressam os efeitos do primeiro contato
com 0s agentes expostos, mostrando uma resposta aguda padrao em peixes, as AGNPs e
0 AgNO; afetam processos respiratorios e alteram o metabolismo de D. rerio,
corroborando com os resultados de Bosisio et al. (2017). A exposi¢do de compostos
quimicos resulta em danos causados as branquias e alteracdes respiratdria. Alguns
estudos assumem que 0 dano ocorre porque as branquias sdo o primeiro alvo dos metais
poluentes (TOVELL et al., 1975; DUTHIE, & HUGHES, 1987).

O aumento no consumo especifico dos individuos expostos as AgNP IB-CLP20
e comercial e ao AgNO3; mostram uma alteracdo no metabolismo energético dos peixes,
as curvas correspondentes a exposicao das duas variedades de AgNP mostram o ininio
de um efeito toxico nesse metabolismo, o aumento gradual pressupdem um possivel
comportamento dose resposta em concentra¢des maiores para AgNPs IB-CLP20, e entre
50 e 75 pg/L para as AgNPs comerciais; ja a curva correspondente a exposicdo de
AgNO3z; mostra um aumento inicial e decaimento subsequente, comportamento tipico de

efeito agudo levando o organismo a alterar o consumo de oxigénio para suprir a
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quantidade de energia gasta pelo organismo para garantir Seus processos Vvitais
(BARBIERI et al., 2019; BOSISIO et al. , 2017).

O aumento no consumo de oxigénio também foi descrito apds a exposicéo de
outros nanomateriais em diferentes espécies de peixes (REZENDE et al., 2018;
BILBERGE et al., 2010, ver ). Bilberg et al. (2010) testou o estresse respiratorio de
Perca fluviatilis exposto a AgNP comercial e AgNOg3 e concluiu que o AgNO3 causa

maior dano ao sistema respiratorio da espécie, assim como observado nesse estudo.

A diminuicdo na excrecdo de amonia quando expostos a concentragdes maiores
indica uma diminuicdo do metabolismo proteico. Nos organismos expostos a AgNP
comercial e a0 AgNO; é possivel observar essa diminuicdo, esse fator ocorre pois 0s
agentes expostos causam um efeito agudo e como reagdo a primeira exposicdo o
metabolismo dimui os gastos energéticos secundarios para manter 0s processos vitais. A
exposicdo a AgNP IB-CLP gerou um efeito dose-resposta na excrecdo de aménia, a
presenca do ion de prata no organismo dos peixes gerou danos a proteina Na'/K*
ATPase, uma vez que esses fons sio analogos ao Na* e se ligam aos sitios especificos
presentes nas branquias. Com esse dano a proteina, 0s peixes entraram em um processo
de desregulacdo da pressdo osmdtica, aumentando sua excrecdo (BARBIERI e
FERREIRA, 2011; MORGAN et al., 2004; KALBASSI et al., 2011)

Como ja relatado em estudos anteriores, o sal AgNO3; se mostrou mais toxico
que as AgNPs, causando efeitos tdxicos em concentracGes dez vezes inferiores
(REZENDE et al., 2018; BILBERGE et al., 2010; BOSISIO et al. 2017). As AgNP
comerciais também apresentaram resultados de maior toxicidade e D. rerio em
comparagdo com as AgNPs IB-CLP20, tendo seu efeito toxico e letal em concentragdes

menaores.

Conforme apresentado anteriormente, a contaminacdo ambiental por AgNPs
sintéticas tem recebido destaque nos Gltimos anos, o que tem levado a um crescente
numero de estudos ecotoxicologicos envolvendo essas substancias. Diferentes grupos de
organismos sdo utilizados em estudos que avaliam o comportamento e e toxicidade das
AgNPs, como bactérias, fungos, microcrustaceos e peixes (RAI et al., 2009;
CARREIRA et al., 2009; MAZIERO et al., 2016; MCGILLICUDDY et al., 2017).
Estudos relacionados ao toxicidade de AgNPs em diferentes niveus tréficos tambem
tem se mostrado de grande importancia, em que sdo avaliados efeitos desde o nivel

celular e desenvolvimento embrionario, bem como mortalidade dos organismos



(MCGILLICUDDY et al., 2017). Neste sentido, o presente trabalho representa um
primeiro passo na identificacdo de um cenério mais realistico sobre a periculosidade
dessa substancia para o ambiente aquatico, sendo necessarios novos ensaios para

estreitamento da faixa de concentragdes.
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6. CONCLUSAO

As AgNP IB-CLP20 apresentaram acao antimicrobiana para P. aeroginosa, S.
aureus e K. pneumoniae, A. niger, P. funiculosum, F. oxysporum, A. fumigatus, A.

parasiticus e T. mentagrophytes.

As AgNP IBCLP20 também se mostraram ambientalmente mais amigaveis, uma
vez que, apresentarm menor toxicidade para os organismos testados quando comparados

com estudos em que foram utilizadas AgNPs sintéticas ou o sal precursor.

O efeito inibitorio sobre o crescimento da microalga C. vulgaris foi observado
em concentragdes iguais ou superiores a 50 uM/mL, bem como para a viabilidade

celular analisada (queda acentuada na concentragdo de 100 uM/mL.

Com relacgdo a toxicidade aguda, o valor da CL50-48h estimado para o crustaceo
D. silimis (4,06 pg/L) pode ser mais de quatro vezes superior ao reportados para AgNP

comerciais com as mesmas caracteristicas (variando de 0,81 2,51 pg/L).

De forma semelhante, as AgNP IB CLP20 no metabolismo de rotina de D. rerio
comparado com a AgNP comercial e o sal precursor AQNO;3 se apresentaram menos
agressivas. O consumo especifico de O, dos animais expostos a AgNP IBCLP20 foi
semelhante ao dos expostos a AgNP comercial, porém, a excrecdo de amodnia
apresentou um decréscimo em todas as concentracdes. Em relagdo ao AgNO; (prata na
forma ibnica) o consumo especifico de oxigénio dos animais expostos foi quase trés
vezes superior. Estas informaces, para espéecies de diferentes niveis troficos, serdo Uteis
para o desenvolvimento de uma distribuicdo de sensibilidade de espécies (SSD) com
intuito de estabelecer concentracBes limiares para esse nanomaterial. Diante do
apresentado, as AgNP IBCLP20 possuem viabilidade promissora par utilizacdo
comercial e, de acordo com este estudo preliminar, apresentam menores danos aos

organismos aquaticos em comparacéo as AgNP sintéticas.
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