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A Nanotecnologia compreende a
investigacdo e o desenvolvimento
de projetos e materiais em nivel
molecular e atbmico, dentro da
escala nanométrica de 1-100 nm
(MILLER, SERRATO E KUNDAHL,
2005). O crescente aumento das
industrias que utilizam
nanoparticulas, devido suas
multiplas atividades biol6gicas, tém
levado a uma constante
preocupacao sobre a toxicidade dos
rejeitos que podem ser lancados no
ambiente aquatico. Este fato tem
direcionado 0s pesquisadores ao
estudo da toxicidade em
organismos de varias espécies de
interesse bioldgico. Dentre essas
nanoparticulas, as nanoparticulas
de ouro (NPAu) tem sido altamente
utilizada na deteccdo biomédica e
como contrastante de imagem,
devido sua biocompatibilidade,
facilidade de bioconjugacéo,
propriedades oOpticas (GERALDES
et al, 2015) e como marcadores
radioativos in vivo desde a década
de 50. Ha muito a se estudar sobre
a toxicidade das NPAu a saude
humana assim como os impactos ao
ambiente aquatico.

A Ecotoxicologia é o ramo da
Toxicologia que estuda a relacdo
dos efeitos toxicos de substancias
guimicas presentes no ambiente,
sobre o0s organismos vivos dos
ecossistemas. S8o  caracterizados
pela exposicdo de organismos
aquaticos a varias concentracdes de
um efluente ou de uma substancia
guimica em um determinado
periodo de seu ciclo de vida
(LAMEIRA, 2009). Podem ser

realizados com organismos
aguaticos vivos (organismos-teste),
dulcicolas ou continentais,

estuarinos e marinhos em
condicBes laboratoriais e/fou de
campo (BERTOLETTI, 1990).
Testes de toxicidade sdo utilizados
para avaliar os efeitos agudos,
assim como os efeitos crénicos. Os
testes de toxicidade aguda avaliam
os efeitos sofridos pelos organismos
aguaticos em um curto periodo de
exposicdo ao agente toxico ou a
amostra ambiental. Normalmente o
efeito observado é a letalidade ou
outra manifestacdo que a anteceda,
como o estado de imobilidade em
alguns microcrustaceos. Os testes
de toxicidade cronica, por sua vez,
sdo caracterizados por uma maior
duracdo, podendo abranger todo o
ciclo de vida do organismo ou parte
dele, envolvendo, geralmente os
estagios de vida mais sensiveis.
Pode-se observar a letalidade,
como também 0s organismos
podem sobreviver, porém
frequentemente apresentam suas
fungcbBes biolégicas afetadas, como
crescimento, reproducao,
desenvolvimento de ovos e etc
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).
Os Clad6ceros sdo largamente
utilizados como organismos-teste
devido sua extrema sensibilidade
aos toxicos no ambiente, por serem
de facil manejo em laboratério e
pela importancia ecologica. Dentre
os Cladéceros, a espécie escolhida
como organismo-teste foi
Ceriodaphnia  dubia, conhecida
como pulga d'agua. Estes
microcrustaceos sédo consumidores
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primarios na cadeia alimentar
aguatica, e sao animais filtradores.
Medem 08 - 09 mm de
comprimento e sua reproducdo se
da por partenogénse (ESTEVES,
2011). Neste trabalho serédo
realizados teste de ecotoxicidade
cronica em Ceriodaphnia dubia.

OBJETIVO

Avaliar a ecotoxicidade crbnica, de
acordo com a norma ABNT NBR
13373 (2010), utilizando como
organismo-teste Ceriodaphnia
dubia, para obtencdo da CEsp
(concentracdo efetiva das NPAu
gue causa imobilidade em 50% dos
organismos expostos).

METODOLOGIA

Para a realizagdo dos ensaios
cronicos, as NPAu sédo fornecidas
pelo Laboratério Nanothera do
Centro de Quimica e Meio Ambiente
(CEQMA) do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares da CNEN
(IPEN/CNEN-SP), e os organismos-
teste sdo cultivados e mantidos no
Laboratorio de Ecotoxicologia do
CEQMA do IPEN/CNEN-SP, de
acordo com a norma da ABNT NBR
13373.

Os organismos séo cultivados em
béqueres de 600 mL, em
incubadora com temperatura
controlada de 20 + 2°C, com
fotoperiodo de 16 horas-luz e
luminosidade difusa. A &gua
utiizada tanto para os cultivos
qguanto para as diluicbes nos testes,
foi a agua deionizada reconstituida,
com dureza ajustada entre 40 e 48
mg L™ de CaCO; e pH na faixa de
7,0 - 7,6. A alga utilizada como
alimento é a Pseudokirchneriella
subcapitata, uma alga cloroficea,
unicelular, administrada diariamente
na concentracdo de 1 a 5 x 10°

células por organismo. Para a
alimentacéo complementar e
utiizado uma solucdo a base de
racio para peixe da marca
Tetramin, fornecida 3 vezes por
semana na concentracdo de 0,02
mL de alimento por organismo.

Ensaio de sensibilidade para
obtencao da carta-controle

Como solicita a norma ABNT NBR
13373 (2010), para garantir que a
sensibilidade dos organismos esteja
adequada, e assim conceder maior
confiabilidade aos ensaios cronicos
com as NPAu, faz-se necessario a
realizagéo de ensaios de
sensibilidade mensalmente com
uma substancia de referéncia. A
substancia de referéncia é um
agente quimico, denominado de
controle positivo, que atua em
testes de toxicidade detectando
efeitos fora da variacdo normal,
mediante a utilizacdo de uma série
de multiplas concentracoes.
Representam assim, um meio de
detectar mudancas do organismo-
teste e de avaliar a precisdo destes
testes. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de
Ecotoxicologia do CEQMA, do
IPEN/CNEN-SP. Neste trabalho,
como substéncia de referéncia foi
utilizado o cloreto de sodio (NacCl).
As solucdes-teste foram preparadas
no momento da realizacdo do
ensaio, a partir da solugéo-estoque
de 5 g L. Os organismos na fase
neonatal (de 6 a 24 horas), foram
expostos as seguintes
concentragcbes de NaCl: 1; 2; 2,5; 3
e 4 g L, além do controle com
agua deionizada reconstituida, por
48 horas. A exposi¢ao ocorreu em 4
réplicas para cada concentracao,
contendo 10 mL de solug¢édo, com 5
organismos por réplica, totalizando
20 organismos por concentragao.
Os organismos foram mantidos a
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temperatura de 20 * 2°C, com
luminosidade difusa e fotoperiodo
de 16 horas de luz. O parametro pH
foi verificado previamente e ao
término dos ensaios. No final do
periodo de exposicdo, com base no
ndamero de organismos iméveis em
funcdo da concentracdo do NacCl, foi
calculada a CEsp usando o
programa Trimmed Spearman-
Karber.

Devido a pandemia do Covid-19,
ndo foi possivel ainda realizar os
ensaios de ecotoxicidade cronica
das NPAu em Ceriodapnhia dubia
de acordo com a norma ABNT NBR
13373 (2010).

RESULTADOS

As figuras abaixo representam os
resultados dos ensaios de
sensibilidade, com a substancia de

referéncia (NacCl), em
microcrustaceos Ceriodapnhia
dubia.
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A tabela 1 representa a CE50 dos
ensaios de sensibilidade realizados.

TAB 1. CEsp dos ensaios de
sensibilidade com Ceriodapnhia
dubia

ENSAIOS CEsp

1,99 g L?

219¢g L™

2,06g L™

1,93gL?
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CONCLUSOES
Foi verificado que os organismos da
espécie Ceriodapnhia dubia

estavam aptos para 0s ensaios de
ecotoxicidade cronica, j& que o0s
valores das CEsp obtidos em cada
ensaio, que foram realizados
mensalmente (a partir de agosto de
2020), estdo préximos, 0 que
significa que a sensibilidade dos
organismos se manteve constante.
Devido a quarentena estabelecida
pela pandemia do Covid-19 a rotina
laboratorial foi interrompida, sendo
assim, ndo foi possivel realizar os
testes definitivos de ecotoxicidade
cronica das NPAu e chegar a uma
concluséo.
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