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RESUMO

A deteccdo rapida e eficiente de tragcos de nanocontaminantes em
Ecossistemas Aquaticos tem sido um dos desafios da atualidade, diante do
crescente volume de efluentes industriais e subprodutos da industrializagdo, com
novas classes de contaminantes antropogénicos, como nanoparticulas metalicas
utilizadas em produtos e processos nanotecnolégicos. Para se ir além dos limites de
deteccdo disponiveis, a pré-concentracdo de analitos € uma das alternativas em
andlises qualiquantitativas, mas ainda é considerada o "calcanhar de Aquiles" de
muitos procedimentos analiticos. A presente pesquisa objetivou comprovar que
microcrustaceos do género Artemia podem funcionar como concentradores vivos de
nanocontaminantes presentes em ambientes aquaticos, facilitando a posterior
deteccdo a partir de técnicas analiticas. Como Prova de Conceito (PoC), foi utilizada
a Artemia franciscana (Kellogg, 1906), identificada molecularmente e os
micropoluentes modelo: nanoparticulas de prata (NPs Ag), nanotubos de carbono
(NTC) e quantum dots (QDs), e como métodos de andlises a espectrometria de
absorcdo na regido UV-Visivel (UV-Vis), espectrometria de emissdo Otica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), a espectroscopia Raman (ER), a
espectroscopia de raios X por dispersédo de energia (EDS) além das microscopias de
fluorescéncia (MF), 6tica (MO) e a eletrdnica de varredura (MEV). A PoC para
verificacdo da capacidade de filtracdo e concentracdo de micropoluentes foi obtida a
partir de bioensaios nos quais os nauplios foram expostos a hanomateriais. Atraves
de medidas por espectrometria molecular UV-Vis do filtrado, determinou-se a relagéo
entre 0 tempo de exposicdo das larvas naupliares e sua capacidade filtradora néo
seletiva, a partir da diminuicdo em fungcdo do tempo da banda de absorcdo de
ressonancia plasmoénica das NPs Ag, resultado da retencdo nos microcrustaceos. O
protocolo de digestdo de amostras mostrou-se eficiente, possibilitando a
decomposicdo total da amostra. Para NTC, o monitoramento da atividade
concentradora dos nauplios foi feita pela identificacdo das trés bandas
caracteristicas no espectro Raman deste nanomaterial no interior dos
microcrustaceos. Para os QDs, a atividade filtradora foi monitorada pela
fluorescéncia emitida ao longo do tubo intestinal das larvas naupliares. Utilizando-se
a prata como micropoluente modelo para a determinacdo de uma funcdo de
correlacdo entre a concentragcdo nominal medida pela espectrometria UV-Vis e a
concentracdo real do analito, um dispositivo pré-concentrador, utilizando
microcrustaceos como motores filtradores vivos, foi desenvolvido e patenteado. Esse
dispositivo pode ser usado como ferramenta analitica para a deteccdo de tracos
desses poluentes quando as concentracfes estdo abaixo dos limites confiaveis de
deteccao, produto final desta pesquisa.

Palavras-chave: Artémia. Microcrustaceos. Concentradores vivos. Sondas vivas.

Micropoluentes. Nanocontaminantes.



ABSTRACT

The early and efficient detection of traces of nano-pollutants in Aguatic
Ecosystems has been one of the current challenges, given the growing volume of
industrial effluents and by-products of industrialization, with new classes of
anthropogenic contaminants, such as nanoparticles used in nanotechnology products
and processes. To go beyond the available detection limits, pre-concentration of
analytes has emerged as one of the most promising alternatives in qualiquantitative
analysis, but it is still considered the "Achilles' heel" of many analytical procedures
because it involves the use of expensive equipment and reagents, steps with long
periods and complex pre-treatments. This research aimed to prove that
microcrustaceans of the Artemia genus can function as living concentrators of nano-
pollutants present in aquatic environments, facilitating subsequent detection through
analytical techniques. In a Proof of Concept (PoC), the Artemia franciscana (Kellogg,
1906), which was molecularly identified, was used with the following nano-pollutants
model: silver nanoparticles (NPs Ag), carbon nanotubes (NTC) and quantum dots
(QDs), and as methods of analysis, the absorption spectrometry in the UV-Visible
region (UV-Vis), optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP
OES), the Raman spectroscopy (ER), the energy dispersive X-Ray spectroscopy
(EDS) and also the microscopies of fluorescence (MF), optics (MO) and scanning
electron (SEM). A PoC to verify the filtration capacity and concentration of
micropollutants was achieved from bioassays in which nauplii were exposed to
nanomaterials. Through measurements by molecular spectrometry of filtered, was
determinate the ratio between the time of exposure of nauplii larvae and their non-
selective filtering capacity, based on the decrease as a function of time of the
plasmon resonance absorption band of Np Ag, as the result of retention inside the
microcrustaceans. The sample digestion protocol proved to be efficient, allowing a
total sample decomposition. For NTC, the monitoring of the nauplii concentrating
activity was done by identifying the three characteristic bands in the Raman spectrum
of this nanomaterial inside the microcrustaceans. For QDs, the filtering activity was
monitored by the fluorescence emitted along the intestinal tube of naupliar larvae.
Using silver as a micropollutant model for the determination of a correlation function
between the nominal concentration measured by the UV-Vis spectrometry and the
actual analyte concentration, a pre-concentrator device using microcrustaceans as
live filter motors was developed and patented. This device can be used as an
analytical tool for the detection of traces of these pollutants when concentrations are
below reliable detection limits, being the final product of this research.

Keywords: Artemia. Microcrustaceans. Living concentrators. Living probes.

Micropollutants. Nano-pollutants.
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1 INTRODUCAO

Os Ecossistemas Aquaticos (EA), representados por lagos, rios, mares e
oceanos, ao longo de décadas vém sendo alvo continuo da introducdo de
substancias xenobidticas emergentes, provenientes de diferentes fontes de emissao.
Resultantes de diferentes atividades antrépicas, essas substancias, representam
compostos quimicos estranhos ao organismo ou ao sistema biologico, tais como
medicamentos, produtos industriais, alimentos, pesticidas, cosméticos, poluentes,
entre outros (GONCALVES et al., 2014).

Descartados muitas vezes de forma inadequada nas matrizes aquaticas,
esses compostos estdo entre 0s principais agentes de contaminagdo desses
ambientes e consequentemente podem causar desequilibrio nos mesmos
(RATTNER; HEATH, 2002; BEAN; RATTNER, 2018; AI-MAADHEED et al., 2019).

A contaminacdo ambiental nos EA € decorrente, principalmente do langamento
de esgotos domésticos e efluentes industriais, do processamento de drenagem
agricola e de derrames acidentais de residuos quimicos, bem como, de atividades
relacionadas ao turismo, recreacdo e lazer nesses ambientes, sendo, portanto,
considerada a principal via de acesso para a entrada de xenobioticos (ARIAS et al.,
2007).

O aumento no numero de registros de poluentes emergentes nas matrizes
aguaticas tem preocupado a comunidade cientifica e estimulado a investida em
diferentes areas de conhecimento a desenvolverem estratégias tecnoldgicas,
voltadas para a deteccdo rapida e eficiente de diferentes substancias nestes
ambientes.

Para deteccéo elementar em ambientes aquaticos, destacam-se aqui técnicas
como as de espectrometria de emissédo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) (ARANTES DE CARVALHO et al., 2016; SANTOS et al., 2017; HU et al., 2018;
MILACIC et al., 2019).

Para a deteccdo de poluentes por reconhecimento molecular, os polimeros

impressos molecularmente (MIPs), usados como ferramentas ambientais na
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22

Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

identificacdo de moléculas especificas (MAHONY et al., 2005; CANTARELLA et al.,
2019), também foram objetos de estudo e projeto de tese em nosso grupo de
pesquisa: Mojica - Sanchez (2018) desenvolveu um sistema hibrido para
reconhecimento molecular de cafeina como rastreador de esgotos domeésticos em
efluentes hidricos, baseado em MIPs. O dispositivo que foi desenvolvido para
aplicacdo em monitoramento ambiental, contém como inovacdo uma parte
nanoestruturada oticamente ativa, semelhante a um transdutor foténico, com patente
depositada.

O conhecimento das interagcfes que 0s analitos possam estabelecer com a
agua e com a biota local, juntamente com as estratégias que possam detecta-los em
matrizes aquéticas tem possibilitado a obtencdo de informacBes que permitam
identificar e quantificar os contaminantes nesses ambientes, de forma isolada.
Contudo, este procedimento ndo representa uma estratégia eficiente na obtencéo de
respostas, sobretudo, dos impactos adversos destes sobre o0s seres vivos
(MONSERRAT et al., 2003; MONSERRAT et al, 2007). Desta forma, a
implementacédo de investigacdes ecotoxicoldgicas integradas as analises quimicas,
vem contribuindo para que se obtenha um retrato fiel desses impactos (SVENSSON
et al., 2005).

Uma das formas de se conhecer a situacdo real em que se encontra a parte
bidtica e abidtica dos EA é através de monitoramento ambiental. Produtos
tecnoldgicos constituidos de materiais poliméricos (DUXSON et al., 2007), metalicos
(COLLINS et al.,, 2016), ceramicos (SALLENAVE et al., 2016), semicondutores
(LIGNOS et al., 2017), biomateriais (WILLIAMS, 2009) ou da juncdo de dois desses
ou mais, como por exemplo os compdsitos polimeros com fibras vegetais
(MARINELLI et al., 2008), o compdsito polimérico com nanotubos de carbono (NTC)
e lantanidios (MOJICA-SANCHEZ, 2017) ou ainda compo0sito metalico constituido
por fibras compostas por NTC (ZHANG et al., 2019) podem atuar em partes ativas
de novos dispositivos para monitoramento ambiental in situ.

Com o avango das nanotecnologias, novas classes de contaminantes
antropogénicos surgiram no inicio deste século como, por exemplo, nanotubo de

carbono (NTC) com suas diversas configuragcdes e quiralidades, fulerenos, quantum
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dots e nanoparticulas metalicas, em uso crescente em produtos e processos
nanotecnoldgicos.

As tecnologias manufaturadas constituidas de nanomateriais ou da juncéo de
dois ou mais desses tém resultado no desenvolvimento de novos produtos
tecnologicos com alta performance e eficiéncia, possibilitando a melhoria da
qualidade de vida e a sustentabilidade ambiental (KAKANI, 2014). No entanto, ainda
se conhece pouco sobre os tipos de interacdes que possam estabelecer com a biota
e 0 ambiente e dos efeitos que possam ocasionar. Como resultados, sao realizados
debates e pesquisas a respeito de possiveis impactos que estes materiais possam
causar a saude humana e particularmente, ao ambiente, quando descartados de
forma inadequada (SEATON; DONALDSON, 2005).

LOVERN et al. (2007) e FORTNER et al. (2005) mencionaram que 0 aumento
da disponibilidade desses materiais no ambiente esta relacionado a presenca de
nanomateriais na composi¢cado de novos produtos tecnologicos de consumo do dia-a-
dia, tais como eletrbnicos, cosméticos, téxteis, medicamentos, além do emprego
desses produtos na remediacao de residuos, em aplicacdes agricolas, entre outros.

Segundo Paschoalino et al. (2010) a producédo anual estimada de materiais
gue contém substancias em nanoescala quintuplicou em seis anos, chegando a
5.000 t, com a perspectiva de que a marca de 100.000 t seja atingida na década
atual, o que torna ainda mais importante o aprimoramento de técnicas de
monitoramento desses novos materiais no meio ambiente.

Outra estratégia de monitoramento ambiental, seguida neste trabalho, é o
desenvolvimento de novas tecnologias de coleta, para deteccdo ex situ, em
particular, de baixissimas concentracfes (tracos), no qual se podem identificar de
forma precoce problemas ambientais.

A exposi¢cdo de organismos vivos a diferentes tipos de estresses tem sido
uma ferramenta utilizada por pesquisadores desde a antiguidade para avaliar a
gualidade do ambiente. Aristételes (384-322 a.C.), submeteu peixes de agua doce a
agua do mar para estudar suas reagfes. O primeiro registro de analise da toxicidade
ambiental, foi realizado em 1816, com insetos aquaticos, em ambiente aquifero
(BUIKEMAN; VOSHELL, 1993).

Sueli Tavares de Souza Silva
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Nas Ultimas décadas, os ambientes aquaticos vém sendo objeto de
preocupacao, principalmente pela introdugdo cada vez maior de substéancias
xenobidticas. As concentragfes, duracdo, descargas intermitentes ou continuas e as
interacbes estabelecidas entre as propriedades fisicas e quimicas dessas
substancias com a agua, origina produtos que impactam ainda mais 0 meio
ambiente (RAND et al., 1995).

De acordo com Khallil; Abdel-Sater (1992), nesses ambientes, onde a biota
estabelece interacdes complexas com os componentes abidticos e com substancias
xenobidticas, 0s processos biologicos dos organismos podem ser afetados,
principalmente pelas modificacdes das propriedades fisicas e quimicas, podendo
trazer graves consequéncias ecoldgicas e efeitos deletérios na fauna e flora local.
Percebe-se que apenas as analises quimicas, mesmo que quantitativas ndo séo
eficientes para se detectar os riscos em amostras ambientais, uma vez que estas
expressam valores nominais, e ndo o percentual de contaminantes disponivel para
organismos vivos, nem tado pouco o efeito deles, sob interacdo (AIT-AISSA et al.,
2003).

Grupos de pesquisa em nanotecnologias ambientais tém investido no
desenvolvimento de metodologias e/ou dispositivos que possam identificar as
condicbes ambientais, avaliar com mais rigor a qualidade da saude desses
ambientes e consequentemente, propor medidas mitigadoras, que possam minimizar
esses impactos, a partir da deteccdo de tracos de nanomateriais (PATIL et al.,
2016).

Costa (2004), Rodriguez-Mozaz et al. (2004), desenvolveram e aplicaram
dispositivos artificiais para deteccdo de concentracbes de poluentes em nivel de
traco. Por outro lado, a pesquisa de Wang et al. (2009) tornou-se relevante por
desenvolver metodologias que permitiam a constatacdo prévia, a partir do uso de
organismos vivos, para medicdo e acdes proativas.

Lijteroff; Lima; Prieri (2008) indicaram que alguns espécimes de plantas
vasculares, bribfitas, algas, invertebrados e vertebrados podem servir como
dispositivos simples na detec¢éo de poluentes.

Apesar da natureza ser constituida por organismos, considerados

nanosistemas intrincados e de alta complexidade quando comparados aos sistemas
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artificiais (LUNDSTROM; SVENSSON, 2002), esforcos estdo sempre sendo
realizados para imitar ou usar esses sistemas no desenvolvimento de novos
dispositivos, como sensores bioinspirados ou biomiméticos para diversas aplicacoes.

Em nosso Grupo de pesquisa, Sousa (2017) desenvolveu em seu projeto de
mestrado superficies superhidrofobicas bioinspiradas em estruturas hierarquicas de
superficie de folhas da Caatinga. Segundo o autor, as estruturas das folhas desse
Bioma podem atuar como parte ativa de potenciais dispositivos para quantificacéo
de poluentes em sistemas aquosos. O sistema é baseado na alteracao do angulo de
contato em funcdo da modificacdo da tensdo superficial dos liquidos. O trabalho
resultou em depdsito de patente de um dispositivo bioinspirado para monitoramento
de parametros de potabilidade da agua.

Corréa; Penafort (2011) mencionaram que as artémias, conhecidas
popularmente como “camardo-de-salmoura”, “drosophila aquatica” e “camarao-
duende”, sdo os organismos aquaticos mais estudados até os dias de hoje, como
também apresentam o maior numero de estudos do ponto de vista molecular. Esses
animais sao filtradores obrigatérios, ndo seletivos, continuos, de ciclo de vida curto,
aproximadamente 21 dias, com cistos de facil obtencdo (PROVASOLI et al.,1959).

O microcrustaceo artémia, ja foram utilizados em testes de ecotoxicidade em
gue se mostraram altamente sensiveis a poluentes, a toxinas e a perturbacdes do
meio, ou como alertas de desequilibrio ambiental (BAGLIANO, 2012).

Entre as vantagens do emprego das artémias, tem-se a rapidez de filtracéo de
diversos compostos e o0 baixo custo dos experimentos (eclosdo dos cistos,
condicBes de sobrevivéncia dos nauplios), e ainda a possibilidade do uso de um
namero minimo de amostras e o estabelecimento de rotinas em diversos estudos.
Em analises preliminares de toxicidade geral, 0 emprego desses organismos nao
necessita de equipamentos sofisticados e nem de procedimentos assépticos
(MEYER et al., 1982; CAVALCANTE et al., 2000; PIMENTA et al., 2003; LUNA et al.,
2005).

O presente estudo € uma prova de conceito da exploragdo da capacidade
filtradora do microcrustaceo artémia, no qual se propde a sua utilizacdo como um
pré-concentrador vivo de micropoluentes em ambientes aquaticos em nivel de

tracos, em virtude da sua possivel capacidade em concentrar elementos ou
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substéancias, de forma néo seletiva, permitindo aumentar a sensibilidade de detecc¢éo
de concentracbes nominais nos limites criticos de deteccdo por técnicas
convencionais, através da pré-concentracdo dos analitos in vivo, seguido de uma
correcdo para a concentracdo real, em funcdo de parametros como o tempo de
filtragc&o, a partir da definicdo de uma funcéo de correlagéo.

O nosso grupo de pesquisa tem se caracterizado por projetos que se iniciam
com um baixo indice de maturidade tecnoldgica (TRL, Technology Readiness Level),
e finalizam com o aumento da TRL, em geral associada a um novo produto
tecnolégico com caracteristicas inovadoras. No presente caso, objetivou-se
configurar uma ferramenta analitica patentedvel, com aplicacdo na area ambiental,
no qual a filtracdo nédo seletiva e continua desempenhada naturalmente pelas
artémias é explorada para deteccdo de tracos de micro e nanopoluentes em
ecossistemas aquéticos.

A evolucdo da maturidade tecnoldgica da inovacdo proposta pode ser
acompanhada através dos niveis de TRL em uma escala que, proposta inicialmente
pela NASA nos anos 1970, passou a ser utilizada também no Brasil, em instituicdes
como a Embrapa, ou em programas do SIBRATEC. A figura 1 mostra a escala
utilizada na Embrapa agroenergia, e a descricdo de cada nivel pode ser encontrada
no site do Programa SibratecNano do MCTIC (https://bit.ly/2vcaAO4). As etapas

geralmente desenvolvidas na academia encontram-se entre TRL 1 a 5, enquanto
que, partir do TRL 6, que envolve producéo de prot6tipo em escala demonstrativa e
simulacdo em ambiente industrial, consideram-se etapas a serem desenvolvidas na

indUstria interessada em producao ou licenciamento da inovacao.

Figura 1 — Niveis de maturidade tecnoldgica.

TRL /
MRL

Fonte: https://www.embrapa.br/agroenergia/vitrine.
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Partiu-se de um estagio entre TRL 1 e TRL 2, em que foram obtidas
informacdes iniciais a respeito da filtracdo ndo seletiva dos microcrustaceos, e a
partir da exposicdo de grupo de larvas naupliares a diferentes micropoluentes, no
nivel TRL 3 (apresentado no exame de qualificacdo do doutorado), foi constatado
por medida indireta dos filtrados, que as larvas naupliares conseguiam filtrar o
micropoluente (NP Ag) retendo-as em seu interior, com resposta medida em funcao
do tempo de filtracdo, monitorada a partir da banda de absorcdo associada a
ressonancia plasmoénica da NP Ag.

Na conclusao deste projeto, entre o nivel TRL 4 e TRL 5, em que as artémias
se comportaram como motores filtradores e exploradas em concentradores vivos de
micropoluentes, novos resultados foram alcancados a partir do procedimento de
digestdo dos nauplios submetidos em diferentes volumes de NPs Ag e da analise
destas amostras pela Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente
Acoplado — ICP OES, além da absorgdo UV-Vis.

O final deste nivel de maturidade tecnolégica culminou com a elaboracéo de
uma funcéo correlacional para determinacdo da concentracdo de NP Ag em uma
amostra desconhecida. Foi usada a espectroscopia na regido UV-Vis para verificar o
concentrado preparado a partir dos nauplios expostos por 1 h para filtracdo, seguido
de procedimento de digestado e redispersao concentrada, com dispositivo e processo
patenteado, a ser aplicado como uma nova estratégia na deteccdo de tracos de

poluentes, particularmente NP metélicas em ecossistemas aquaticos.

1.1 JUSTIFICATIVA

Produtos manufaturados contendo nanomateriais estdo presentes no
cotidiano, tornando-se praticamente inevitavel a presenca desses nos Ecossistemas.
Embora esses produtos nanotecnoldgicos passem por avaliacfes rigorosas de
seguranca antes de serem liberados no mercado, muitas vezes, ndo se conhece
totalmente os impactos e efeitos resultantes da exposicdo desses, a longo prazo, a
biota aquética e até mesmo ao homem (MOORE, 2006).

As atividades antrépicas tais como o lancamento de esgotos ndo tratados,

aplicacdo de pesticidas em lavouras, descarte inadequado do lixo, entre outras
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atividades, vem contribuindo para a entrada de micropoluentes nos ambientes
aquaticos, principalmente a partir do carreamento pelos rios (TRIASSI et al., 2015;
RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017).

A presenca de tracos de nanomateriais nos EA é comprometida quando se
atinge o limite de deteccdo das andlises utilizadas. A proposta deste trabalho
consiste na utilizagdo da artémia como um concentrador vivo de micropoluentes
pelas caracteristicas a seguir:

X por serem habitantes naturais de Ecossistemas Aquaticos salinos, cujo
papel determinado na rede trofica é impar e totalmente compativel, ndo
apresentando limitagbes de desempenho, como poderia ser observado em
dispositivos manufaturados. Apresentam-se altamente tolerantes a variacdes
de salinidade, sendo perfeitamente compativeis com ensaios em agua doce no
periodo de tempo necessario para atuarem como filtradores vivos;
<> apresentam estabilidade genética em gerar populagbes uniformes,
assegurando uma uniformidade de resposta rapida as alteracbes ambientais

(do tipo fisiolégica, bioquimica, genética, comportamental, entre outras) e a

sua representatividade ecoldgica (BOHRER, 1995);

% sdo seres aquaticos filtradores obrigatérios, ndo seletivos e continuo (Provasoli
et al.,1959), podendo ser passiveis a acumulo de poluente em seu sistema
(LARCHER, 2000);

% tém caracteristicas biol6gicas bem conhecidas e um ciclo de vida curto, de
aproximadamente de 2 a 4 meses (IGARASHI, 2008) ou, segundo Santos
(2008), vivem mais de 6 meses quando as condi¢cdes do ambiente séo ideias
para o seu desenvolvimento;

% sdo amplamente empregadas em pesquisas toxicolégicas (SILVA, 2008) e
nestes tipos de pesquisa sédo utilizadas em pequenas quantidades de
exemplares por experimento, com baixissimos custos, ndo necessitando de
equipamentos sofisticados e nem de procedimentos assépticos (CAVALCANTE
et al., 2000; LUNA et al., 2005; MEYER et al., 1982; PIMENTA et al., 2003);

% sdo organismos de facil manipulacdo em laboratério, boa reprodutibilidade
(Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA, 2002) e sdo animais abundantes na

natureza, podendo ser adquiridos em forma de cistos em lojas de aquaristas,
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facilmente armazenados por longo periodo, e eclodidos apenas para 0 uso ou
“ativacao” dos “motores vivos”.

Por fim, considerando que este microcrustaceo € utilizado como organismo
modelo em varias pesquisas e por nao existir na literatura nada que mencione o seu
uso como pré-concentrador vivo de tragcos de micropoluentes em Ecossistemas
Aquaticos, quer em sua fase larval, quer em sua fase adulta, o presente estudo é
uma prova de conceito da exploracdo da capacidade filtradora do microcrustaceo
artémia na deteccao de tracos desses materiais nesses ambientes. O procedimento
é feito a partir da maceracdo dos microcrustdceos com 0S nhanomateriais
concentrados no interior do corpo em funcdo de parametros estabelecidos na
filtragem, seguido da aplicacdo de uma funcdo de correlacdo estabelecida para
esses parametros, fornecendo a concentracéo real do analito presente na amostra
de agua analisada a partir da concentracdo nominal do concentrado. A funcéo de
correlacdo para deteccdo de tracos de NP Ag pela técnica de absorcdo UV-Vis é
apresentada em patente depositada de dispositivo concentrador vivo e respectivo

processo de funcionamento (BR102020003546-0), resultado da presente pesquisa.

1.2 TESES E DISSERTACOES RECENTES ENVOLVENDO ARTEMIAS

Para identificacdo da producdo académica que usou microcrustaceo artémia
recentemente no pais, foi feito um levantamento bibliografico de dissertacfes e
teses (DTs) defendidas em Programas de PoOs-Graduacdo brasileiros durante o
periodo de 2014 a 2018. A analise dessa producdo académica representa um
indicador de estudos recentes nas Instituicbes de Ensino Superior, que resultam em
artigos e patentes.

A pesquisa bibliografica foi realizada no banco de dados da CAPES e da
Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes (BDTD) que ‘“integra e
dissemina, em um sO portal de busca, os textos completos das DTs (defendidas nas
instituicdes brasileiras de ensino e pesquisa”.

O levantamento bibliografico das DTs se baseou na identificacdo de seus
resumos e titulos que consideraram as artémias em suas pesquisas. A coleta de

informacdes e as analises foi realizada sobre todos os resumos e/ou titulos que
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apresentavam o termo “artémias”. Foram identificadas 25 produc¢des académicas
dentre as quais, cinco (5) sdo Teses, e vinte (20) sado Dissertagbes, conforme

mostrado na Tabela 1, representada na Figura 2.

Tabela 1- Mapa das producdes cientificas (Teses e Dissertagdes) no Brasil envolvendo

artémias durante o periodo de 2014 a 2018.

PERIODOS TESES DISSERTACOES TOTAL
2014 0 3 3
2015 1 2 3
2016 1 6 7
2017 0 4 4
2018 3 5 8

TOTAL S 20 25

Fonte: AUTORA (2020).

Figura 2 - Nomero de Teses e Dissertacdes envolvendo artémias produzidas entre 2014-2018.

-

2014 2015 2016 2017 2018
2014 2015 | 2016 ' 2017 A 2018
B TESES ‘ 0 1 | 1 ‘ 0 3
B DISSE RTACGES 3 2 ‘ 6 4 5
Anos

WTESES M DISSERTACOES

Fonte: AUTORA (2020).

Do total de 25 trabalhos envolvendo artémias, 80 % séo dissertacdes e 20 %
de teses, observando-se uma tendéncia de aumento de producdo no tema, em
particular em relacéo a teses. A distribuicdo temporal revelou que nos anos de 2016

e 2018 foram os periodos que apresentaram 0s maiores percentuais de producodes
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académicas no tema, tendo registrado, respectivamente 28 % e 32 % do total de
trabalhos no periodo, conforme mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Percentuais de produ¢Bes académicas envolvendo artémias entre
o periodo de 2014 a 2018.

2014 W2015 2016 W2017 2018

Fonte: AUTORA (2020).

Dos 25 documentos cientificos destacados, apenas quatro, correspondendo a
16 % do total, continham o termo “artémia” em seu titulo. Apesar de todas as teses
e dissertacfes terem desenvolvidos estudos com 0s microcrustaceos artémias, 0s
seus objetivos, contudo, se restringiram ao uso destes como organismo modelo, em
analises toxicologicas, diferente do fim apresentado neste documento (Tabelas 2 e
3).

Para o desenvolvimento de um produto tecnolégico, uma pesquisa de
anterioridade internacional foi feita a partir de bases de dados associadas a
Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI), permitindo ao NIT da UFPE
(Positiva) o depésito de uma patente de produto e processo com base no presente
estudo. O estudo teve como objetivo inicial uma prova de conceito do uso da
capacidade filtradora do microcrustaceo artémia para aplicagdo como “motores
vivos” em concentradores para deteccdo de tracos de micropoluentes em EA, a
partir de funcéo de correlacdo em funcdo do tempo de filtragem, aplicada as analises

do concentrado obtido apos digestédo dos individuos, resultando na determinacéo da
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concentracdo do micropoluente na amostra de dgua analisada, em casos em que 0S
limites de deteccdo comprometem a andalise da amostra ndo concentrada. Dessa
forma, as artémias podem ser utilizadas como parte ativa de dispositivos
concentradores vivos de micropoluentes em ambientes aquaticos, e esta aplicacéao

se diferencia e singulariza este trabalho em relacdo aos outros, relacionados nas
Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2- Quadro geral de Dissertacdes utilizando artémias entre 2014 e 2018, com os seus titulos e objetivos.

DISSERTACOES
PERIODO TITULO OBJETIVO

Ocorréncia de pesticidas em efluentes oriundos da producao|Caracterizar estes efluentes para propor o tratamento mais adequado, e avaliar o efeito da fotdlise na degradacéo
de uva: tratamento por fotdlise e avaliagédo da toxicidade, Almir|dos agrotoxicos.

2014 Costa Amorim Junior.
Aspectos ecotoxicoldgicos relacionados a formacdo de|Verificar a resposta toxicolégica do copépode harpacticoide Nitokra sp. e do microcrustaceo Artemia salina em
agregados 6leo-material particulado em suspenséo (OSAs) em|testes de avaliagdo de toxicidade aguda relacionados a formagdo do OSA em simulagdo de ecossistema de
sedimentos de manguezal, Ana Carina Matos Silva. manguezal a nivel de microescala em comparacdo com a exposi¢do ao 6leo cru.
Desenvolvimento de microparticulas de xilana utilizando|[Desenvolver microparticulas de xilana utilizando reticulante ndo téxico (TSTP) visando a liberagdo colon-
reticulante ndo toxico visando a liberacdo coélon-especifica,|especifica.
Silvana Cartaxo da Costa.
Potencial Antibiético, Antioxidante e Teste de Letalidade frente|Avaliar o potencial biolégico dos extratos de Macroalgas Marinhas do género Gracilaria (Rhodophyta,
a Artemia salina de extratos de Gracilaria (Rhodophyta,|Gracilariales), bem como, realizar teste de letalidade dos extratos etandlicos para o género em questéo.

2015 Gracilariales), Patricia Soares dos Santos.
Toxicidade e atividade moluscicida do extrato etéreo, dalAvaliar o efeito moluscicida do extrato etéreo e das substancias purificadas de Parmotrema praesorediosum sobre
atranorina e do &cido praesoredidsico de Parmotremalembrides e moluscos da espécie Biomphalaria glabrata e o ensaio de letalidade com as larvas do microcrustaceo
praesorediosum (Nyl.) Hale, Alexsandra Nascimento de|Artemia salina.
Carvalho.
Construcdo de microrreatores nanoestruturados para alApresentar um processo tecnolégico para tratamento de CEs em 4aguas residuais, oferecendo um fotocatalisador
degradacdo de diclofenaco sédico mediante fotocatdlise|nanoestruturado baseado em microrreatores sintetizados a partir de titdnio (Ti), nanotubos de didxido de titanio
heterogénea, José Vinicius Oliveira Carneiro. (TiO2) e com adicdo de nanoparticulas metalicas como sensibilizantes.

2016 zootoxina de

Avaliagbes toxicologicas da Philodryas
patagoniensis (Serpente: Dipsadidae), Marcio Tavares Costa.

Avaliar os efeitos toxicologicos gerado pela pegconha de P. patagoniensis sobre leucécitos humanos in vitro -
citotoxicidade e genotoxicidade - e sobre Artemia salina in vivo.

Avaliacdo das atividades moluscicida, cercaricida e artemicida
do extrato bruto de Myracrodruon urundeuva allemdo e
schinus terebinthifolius Raddi e suas fragbes acetato de etila,
José Luis Ferreira Sa.

Avaliar a atividade moluscicida do extrato bruto e fracdo acetato de etila das folhas de M. urundeuva e casca de
S. terebinthefolius.

Toxicidade, toxicocinética e bioacumulacdo de cadmio e
mercUrio nos microcrustaceos marinhos Artemia sp. e
Mysidopsis juniae, Evila Pinheiro Damasceno.

Avaliar a toxicidade, toxicocinética e bioacumulacéo de cadmio e mercurio nos microcrustaceos marinhos Artemia
sp. e Mysidopsis juniae.

Remocdo de corantes téxteis em efluentes simulados por
coagulacéo e avaliacdo de toxicidade, Artur Blikstad Mauro.

Aprimorar os métodos de remocédo de corante Acid Red 114 e Acid Blue 40 do efluente de indUstrias téxteis por
tratamentos fisicoquimicos utilizando coagulantes e comparacao de toxicidade microbiologica e de sementes do
efluente tratado e néo tratado.

Caracterizagao quimica e testes de atividade bioldgica in vitro
em abacaxizeiros silvestres, Juliana Azevedo da Paixao.

Conhecer a composicdo quimica e as atividades biologicas de acessos e hibridos de diferentes variedades
botanicas do género Ananas, em parceria com (EMBRAPA).

Fonte: AUTORA (2020).
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Tabela 2- Quadro geral de Dissertagdes utilizando artémias entre 2014 e 2018, com os seus titulos e objetivos (continuagéo).

DISSERTACOES

PERIODO TiTULO OBJETIVO
Efeito do uso de probidtico e diferentes enriquecedores na | Aprimorar o cultivo de cavalo-marinho H. reidi na fase juvenil, a partir da avaliagdo de diferentes
artemia sp. no cultivo de juvenis de cavalo-marinho Hippocampus | enriquecedores e uso de probiético no enriqguecimento da Artemia sp. ofertada como alimento exclusivo
reidi, Daner Rosskamp Ferreira. ao0s animais a partir de 30 dias apés 0 nascimento.
Avaliacéo ecotoxicoldgica do antibiético amoxicilina considerando | Avaliar o impacto ambiental da amoxicilina, em diferentes organismos de um ecossistema, considerando a
sua presenca no ambiente aquético, Lara Barroso Brito. sua presenga nos recursos hidricos, utilizando o microcrustaceo Artemia salina na avaliacdo da
ecotoxicidade.
2017 Estudo da toxicidade de garrafada de uso popular, Denise | Verificar a correlacdo entre o uso de mdltiplas plantas medicinais com as alteragfes hepéticas, renais e
Michelle Indras. hematoldgicas encontradas em um paciente que fez uso de garrafada, composta por equinacea, graviola,
ipé roxo, sucupira e unha de gato e quais 0os possiveis mecanismos de toxicidade apresentados pelos
diferentes tipos de plantas encontradas na garrafada - Citotoxicidade com Artemia salina.
Estudo quimico e histoquimico das folhas de Duroia longiflora | Realizar o estudo fitoquimico e da atividade biolégica dos extratos das folhas de Duroia longiflora, bem
Ducke (Rubiaceae), Fabiele Souza da Cruz. como o estudo histoquimico e anatémico das folhas, usando a Artemia salina indicador de toxicidade em
bioensaios.
Adsor¢do de azul de metileno em éxido de grafeno magnético e | Estudar a adsorcdo do azul de metileno em 6xido de grafeno magnetizado com ferrita de zinco, disperso
avaliacdo toxicolégica do adsorvente em peixes zebra (danio [ em meio aquoso, bem como estudar a toxicidade desse composto em peixes zebra (Danio rerio) e
2018 rerio) e em artémias salinas, Daiene Dorfey. artémias salinas.

Estudos de sintese, toxicidade e relagdo estrutura-atividade de
derivados inddlicos 3-substituidos em Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) e Artemia sp. (Artemidae), Thaysnara Batista Brito.

Realizar estudo de sintese e Relacdo entre a Estrutura e a Atividade (REA) e de Toxicidade de novos
derivados do ind 3-substituidos frente ao Aedes aegypti e Artemia sp.

Avaliacdo da toxicidade de misturas: Irgarol e contaminantes
ambientais comumente observados em &reas costeiras, Guacira
de Figueiredo Eufrasio Pauly.

Avaliar a toxicidade de misturas binarias do biocida Irgarol com amdnia e surfactante Alquil. Benzeno
Sulfonado Linear - LAS, além das toxicidades dessas substancias isoladas.

Caracterizacdo integral de frutos tamarindo (Tamarindus indica
L.) do cerrado de Goids, Brasil e aplicacdo em produtos
drageados, Karen Carvalho Ferreira.

Caracterizar e avaliar polpa, casca e sementes de tamarindo (Tamarindus indica L.), desenvolver
drageados salgados utilizando as farinhas dos subprodutos cascas e sementes, além de avaliar a
qualidade nutricional e sensorial dos drageados produzidos.

Avaliacdo dos efeitos toxicos individuais e associados de
herbicidas a base de glifosato e imazetapir sobre organismos
ndo-alvo, Gessyca Gongalves Costa.

Avaliar os efeitos induzidos pelas formula¢des comerciais Glifosato Atanor (ATN) e Imazetapir (IMZT)
isolados e associados (M1, M2 e M3) sobre organismos ndo-alvo, através de ensaios de toxicidade aguda
com semente de Cucumis sativus, microcrustdceo Artemia salina e os estagios embrio-larvais de
zebrafish, incluindo a andlise da citotoxicidade.

Fonte: AUTORA (2020).
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Tabela 3- Quadro geral de Teses utilizando artémias entre 2014 e 2018, com os seus titulos e objetivos.

TESES

PERIODO

TITULO

OBJETIVO

2015

Compostos de ferro de interesse farmacoldgico: avaliagdo
da estabilidade, toxicidade em organismos aquaticos,
transporte em células e capacidade de gerar reservatorios
de ferro labil, Hector Aguilar Vitorino.

Avaliar a estabilidade dos diferentes compostos de ferro por métodos de fluorescéncia, frente a ligantes
fluorescentes de diferente natureza e de grande afinidade pelo ferro (DFO. CAL. Tf), em diferentes meios
biologicamente relevantes, como soro sanguineo (humano) e &gua do mar (crustaceos). Determinar a
capacidade oxidante desses compostos, tanto em solu¢do como em animais inteiros. Avaliar a toxicidade dos
compostos de ferro em um biomodelo de toxicidade aquatica (Artemia salina) através da mortalidade (LC 50).
Determinar, a nivel celular, a quantidade de ferro transportado em linhagens de hepatopancreas de
caranguejo, Ucides cordatus em diferentes estagios de desenvolvimento (E, R, F e B).

2016

Estudo da degradacdo de herbicidas triazinicos por
Pleurotus ostreatus INCQS 40310, Aline Ramalho Brandao
Pereira.

Avaliar a toleréncia e capacidade de degradacéo de atrazina nas concentracdes de 10 e 20 mg/L e propazina
a 10 mg/L, separadamente e em conjunto (10 mg/L de cada herbicida), pelo fungo ligninolitico Pleurotus
ostreatus INCQS 40310, bem como o papel de suas enzimas intracelulares e extracelulares no processo de
degradacdo. Em adicado, avaliar a toxicidade dos herbicidas ao bioindicador Artemia salina.

2018

Desenvolvimento, caracterizagdo, estudos de estabilidade,
genotoxicidade, citotoxicidade e ecotoxicidade de sistemas
nanoestruturados contendo 6leo essencial de gengibre ou
trans-anetol, Claudia Grigolo Pinto.

Produzir e caracterizar sistemas nanoestruturados contendo 6leo essencial de gengibre ou trans-anetol e
avaliar sua estabilidade sobre parametros fisico-quimicos, analisar os parametros de cito, geno e
ecotoxicidade, in vitro e, in vivo utilizando Artemia salina comparando com as formas livres do 6leo essencial
de gengibre e do trans-anetol.

Estudo ecotoxicoldgico de corante téxtil e remedia¢do por
Fenton e Fenton-like, Neemias Cintra Fernandes.

Avaliar a ecotoxicidade e otimizar as condic6es de decomposi¢cdo do azo corante téxtii DR343 utilizando
reagOes do tipo Fenton e Fenton-like.

Propriedade fotocatalitica de SrSnO3 e derivados: Eficiéncia
na degradacdo de corantes, otimizacdo nos parametros de
reacdo e avaliacdo toxicoldgica, Luzia Maria Castro
Hondrio.

Sintetizar as perovskitas de estanatos de estroncio (SrSnO3) dopado com cobre (10% - Cu2+) e suportados
em dioxido de zirconio (ZrO2) para aplicacéo fotocatalitica na degradacgdo de corantes sintéticos. Além disso,
investigar os fotoprodutos de degradacéo dessas moléculas poluentes por meio da espectrometria de massas
via LC-MS e avaliar a toxicidade dos fotoprodutos gerados através de testes utilizando artemia salina e MTT
([3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium).

Fonte: AUTORA (2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

» Realizar a prova de conceito de que os microcrustaceos do género Artemia
podem funcionar como concentradores vivos de nanocontaminantes
presentes em ecossistemas aquaticos, para facilitar a deteccdo ex situ de
tracos desses poluentes a partir de técnicas analiticas utilizando amostras
pré-concentradas em funcdo do tempo de filtracdo ndo seletiva desses

animais, utilizados como sonda viva.

2.2 ESPECIFICOS

» Classificar por taxonomia morfolégica e molecular o microcrustaceo;

» expor as larvas naupliares a microalga Nannochloropsis oculata como
alimento natural e a nanocontaminantes modelo (nanoparticulas de prata,
nanotubos de carbono e pontos quéanticos);

» explorar a capacidade filtradora ndo seletiva das artémias na fase larval na
presenca do alimento natural e micropoluentes modelo;

» avaliar a capacidade filtradora das larvas naupliares da Artemia franciscana
em concentrar micropoluentes em funcdo do tempo de filtragem, por
intermédio de analise por: Espectroscopia de Absorcdo na Regido do
Ultravioleta Visivel (UV-Vis), Espectrometria de Emissido Otica em Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES), Espectroscopia de Raios X por Dispersao
de Energia (EDS), Espectroscopia Raman e Microscopia de Fluorescéncia.

» aplicar método de digestdo de amostras em nauplios expostos a NPs Ag para
obtencdo do micropoluente filtrado e em seguida submeter o material digerido

a analise por Espectrometria de Emissdo Otica em Plasma Indutivamente
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Acoplado (ICP OES) para deteccdo e quantificacdo ex situ do material
concentrado por biofiltrac&o;

» elaborar uma tabela correlacionando o tempo de filtragem do microcrustaceo
com a concentracao real de prata no ambiente estudado;

» determinar a presenca de NPs Ag em larvas naupliares expostas a solugcdes
teste de NPs Ag a partir da Espectroscopia de raios X por dispersao de
energia (EDS) associada a Microscopia Eletronica de Varredura,

» Avaliar nanotubos de carbono (NTC) como nanocontaminantes modelo para
avaliar a influéncia da razdo de aspecto do material nanoestruturado na
concentragdo acumulada nas larvas naupliares;

» Avaliar o desenvolvimento de um dispositivo pré-concentrador de poluentes
em 4agua contendo artémias, para pelo menos uma classe de

nanocontaminante e técnica analitica.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Informacdes sobre a taxonomia, a ecotoxicologia, a biodiversidade, a filogenia
e a biogeografia relacionadas as artémias como organismo modelo podem ajudar na
interpretacdo dos resultados desta pesquisa, cujos aspectos originais referem-se a
aplicacdo desses microcrustaceos, particularmente em sua fase naupliar, como pré-
concentradores vivos de tracos de micropoluentes em ambientes aquaticos, em
funcdo do tempo de filtracdo ndo seletiva desses animais, atuando como sondas

vivas.

3.1 MICROCRUSTACEO ARTEMIA

As artémias sdo animais conhecidos pelo homem desde o século XVIII. Com
mais de 500 registros (ABATZOPOULOS et al., 2002), sdo consideradas um dos
organismos mais pesquisados em todo o mundo (ASEM, 2008).

A primeira descricdo documentada em periodico cientifico relativa a
sua existéncia é atribuida a Schlosser, em carta publicada em 1755 no Journal
Britanique, como um novo "género de insetos"” e as ilustrou com desenhos em placa
de cobre realizados por Mateus Maty a partir de imagens de microscopio de um
macho e uma fémea. As imagens nado foram incluidas no Journal Britanique, mas
foram publicadas no ano seguinte em traducéo para um periddico francés (Figura 4-
A), e alemdo (Figura 4-B), as mesmas imagens de macho e fémea, mas invertidas e

reposicionadas.

Figura 4 - llustragfBes da Artemia salina publicadas pioneiramente em 1756.

Fonte: ENGELMANN; SLIGGERS (2015).
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De acordo com Schlsser, elas correspondiam a uma populagéo existente
nas salinas de Lymington (Inglaterra), atualmente extinta (ENGELMANN;
SLIGGERS, 2015).

Jensen (1918) comentou que a Artemia gracilis, o camaréo-de-salmoura do
Great Salt Lake, Uttah-USA, foi referida nas anotacdes realizadas pelo Capitao
Bonneville durante suas exploracdes ao longo das margens do Great Salt Lake em
1831-1833. Ele descreveu que havia presenca de peguenos animais ha agua, onde
provavelmente se referia ao camardo-de-salmoura.

Asem (2008), no entanto, destaca que o primeiro registro cientifico a respeito
da existéncia das artémias data do ano de 982, proveniente do Lago Urmia, no Ird e
pertencia a um geografo de origem iraniana. Segundo esse autor, este dado esta
documentado no livro “The Limits of The World from The East to The West”, a partir
da citacdo sobre um “verme que pode viver na agua salgada do lago”. O “verme de
salmoura” é outro nome atribuido as artémias (SORGELOQOS, 1980).

A taxonomia deste género vem evoluindo desde a segunda metade do século
XX até os dias atuais. O apoio de técnicas moleculares modernas tem contribuido
consideravelmente para a identificacdo dos organismos a nivel de espécie. Apesar
da analise molecular ser hoje em dia mais acessivel, é ainda comum encontrar
trabalhos na literatura que identifiguem equivocadamente diferentes espécies de
artémias como A. salina (ACEY et al., 2002; TAYLOR et al., 2005).

Outros aspectos relacionados a taxonomia tém sido registrados em estudos,
como o de Kellog (1906) que descreveu a A. franciscana como uma nova espécie
para ciéncia a partir da analise de suas caracteristicas morfolégicas e de suas
condi¢cBes de vida. Por outro lado, Ruebhart et al. (2008) em sua pesquisa, ressalta
que a correta identificacao taxonémica da espécie de artémia (Anostraca), usada em
diferentes estudos, € um parametro importante para assegurar a validade dos
resultados do ensaio. Parametros como auséncia ou presenca de estruturas, ou
como tamanho e coloracdo sédo aspectos levados em consideracdo na sistemética.

Triantaphyllidis et al. (1997), através da analise filogenética dos caracteres
morfologicos e moleculares de populagcbes de artémias do Mediterraneo,
descobriram que todas encontradas nessa Regido pertenciam a uma mesma

espécie e que ha conspecifidade entre A. salina de Lymington e as artémias
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bissexuais da bacia do Mediterraneo. Em relacdo a diferenciagdo dos caracteres
sexuais, Mura; Brecciaroli (2004) verificaram que a morfologia dos botdes frontais do
macho e a presenca ou auséncia de projecdo semelhante a espinho na parte basal
do pénis sdo caracteres parcialmente eficientes para distinguir espécies.

Zheng; Sun (2008) estudando a morfologia do botdo frontal e do gonépodo de
oito populacdes bissexuais de artémias da China, mostraram que o botdo frontal
apresentava um numero de espinhos bem superior aos das espécies nao
encontradas na regido da China, e que os gondpodos dessas populacdes sdo mais
longos do que dessas quatro espécies ndo chinesas, indicando que as espécies
diferem de acordo com o local de origem.

Os efeitos resultantes da combinacao entre parametros abioticos, salinidade e
temperatura, tém sido investigados nas artémias. Engel; Angelovic (1968) revelaram
gue existe diminuicdo das taxas de respiracdo das larvas naupliares do lago Great
Salt mediante 0 aumento da salinidade em cinco temperaturas testadas. Vanhaecke
et al. (1984) por outro lado, desenvolveram um procedimento padronizado que
permitiu a identificacdo simultdnea de preferéncias e tolerancias de temperatura e
salinidade para diferentes linhagens, com aplicagbes em aquicultura. Browne;
Wanigasekera (2000) constataram que o efeito combinado entre a temperatura e
salinidade promove interacbes significativas para a sobrevivéncia e confere
caracteristicas reprodutivas.

Em estudos envolvendo andlises toxicoldgicas, esses microcrustaceos
apresentaram reduzida variabilidade genética e elevada resisténcia ou adaptacao a
condicBes abidticas em bioensaios. Neste sentido, um dos primeiros trabalhos a
utilizarem as artémias como organismo-teste foi o realizado por Michael et al. (1956),
gue investigaram o efeito de inseticidas em suas fases larval e adulta, no qual elas
se mostraram sensiveis nestas duas fases respectivamente.

Pretti et al. (2014), estudando a ecotoxicidade do grafeno pristino para
organismos marinhos, nao evidenciaram toxicidade aguda, apesar dos
biomarcadores de estresse oxidativo terem revelado um padréo alterado e um certo
nivel de dano, que foi considerado um sinal de alerta precoce em niveis mais altos
de organizacao biologica. O sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4-5H,0), dodecil

Sulfato de Sodio (SDS) e o composto organico dietilenoglicol (DEG) foram usadas
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em artémias e foi evidenciado efeitos letais e subletais de preocupacao
ecotoxicoldgica, pois foi afetado a velocidade de natacdo comparavel a taxa de
eclosédo, se refletindo ainda na incubacédo que mostrou ser preferiveis a mortalidade
(MANFRA et al., 2016).

Comeche et al. (2017) analisaram que a exposicdo aguda do metilparabeno
(MeP) na A. franciscana foi prejudicial nesta condicao, contudo, a exposicao cronica
nas concentracfes subletais testadas ndo afetou a sobrevivéncia e o crescimento
desta espécie. Observaram que o MeP interferiu na atividade da enzima catalase,
apos 48 h de exposicdo em ambas as concentracfes testadas, provocando uma
diminuicdo de sua agéo e acarretando estresse oxidativo.

O efeito de microplasticos de poliestireno nas artémias tem sido descrito em
varios trabalhos. A influéncia de nanoparticulas de poliestireno no tamanho, na
alimentacdo, no comportamento e na fisiologia de larvas de A. franciscana, foram
estudados por Bergami et al. (2016). Os resultados sugeriram que as nanoparticulas
de poliestireno presentes nas concentracdes testadas podem representar um risco
para zooplancton marinho. O estudo também sugestiona que o tamanho das
nanoparticulas de poliestireno pode prejudicar a captacdo de alimentos, a
motilidade, bem como interferir na muda das larvas naupliares da A. franciscana,
podendo acarretar consequéncias negativas ndo s6 a nivel de organismo e
populacdo, mas a nivel de Ecossistema, uma vez que ela é fundamental para a
cadeia trofica marinha.

Wang et al. (2019) investigando as ag0es das microesferas de poliestireno
ingeridas pela A. parthenogenetica, durante 14 ou 24 dias, observaram que a
exposicao causou toxicidade significativa, o que repercutiu na sobrevivéncia,
crescimento ou desenvolvimento das larvas naupliares e em todas as concentragdes
testadas, exceto nas concentracdes ambientalmente relevantes. No entanto, foram
descobertas alteracdes ultra estruturais nas células epiteliais que revestem o trato
digestivo, tais como microvilosidades menores e desordenadas, maior nimero de
mitocondrias e aparecimento de autofagossomo.

Em artémias, os iniciadores do gene mitocondrial citocromo C oxidase,
subunidade 1 (COI) geram sequéncias informativas para analises filogenéticas nas

espécies e niveis taxondmicos mais elevados (FOLMER et al., 1994). Moorad et al.
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(1997), descreveram um método para a extracao rapida do acido desoxirribonucleico
(DNA) a partir de cistos, originando molde de DNA polimdérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD) para analise em reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Por
conseguinte, Tizol-Corréa (2006) comenta que houve um aumento sucessivo de
pesquisas envolvendo o desenvolvimento de novas técnicas moleculares propondo
0 surgimento de novas linhagens genéticas a partir da reavaliacdo taxonémica do
género.

Ogello et al. (2014) revelaram a partir da analise da sequéncia do DNA
mitocondrial e da proteina de choque térmico 70 (Hsp70) que existem evidéncias
moleculares da coexisténcia da linhagem de artémias procedentes da Baia de Séo
Francisco com a linhagem de artémias das salinas de Fundisha, no qual as cepas
desta localidade apresentaram uma maior diversidade haplotipica e a existéncia de
um novo haplétipo. Sendo assim, observou-se uma evidéncia molecular de uma
diferenciacdo genética sistematica, embora de maneira insignificante.

O uso de artémias na aquicultura tem sido assinalado em diversos estudos.
Lavens et al. (1989); Lavens; Sorgeloos (1996) Treece (2000) ressaltaram as
Artemia sp, como os alimentos vivos mais utilizados no cultivo de peixes e
crustaceos. Bengtson et al. (1991) destacaram que estes animais poderiam ser
melhorados como alimentos do ponto de vista nutricional, distinguindo as principais
técnicas de enriquecimento. Sorgeloos et al. (2001), relataram que esses
microcrustaceos podem bioencapsular nutrientes essenciais, tornando-se alimentos
mais enriquecidos do ponto de vista nutricional. Igarashi (2008) destaca que estes
organismos podem ser encontrados na forma comercial de cistos, biomassa
congelada e liofilizada.

A vetorizacdo de virus e bactérias na aquicultura por intermédio de artémias
tem sido motivo de preocupacdo e de varios estudos. Haché; Plante (2011)
avaliaram a possibilidade das artémias funcionarem como estratégias de
enriguecimento de rotiferos e constaram que elas podem se configurar como uma
opgao na composi¢ao nutricional e como carga bacteriana do alimento vivo. Em
relacdo a suscetibilidade e o papel como vetor da A. franciscana na transmissao
horizontal do virus da Infectious myonecrosis virus (IMNV) para o camarao

Litopenaeus vannamei, foi evidenciado infeccdo desta espécie pelo virus, no qual
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ela se comportou como vetor transmitindo para este virus nas condi¢cdes
experimentais examinadas (Da SILVA et al., 2015).

No tocante a biogeografia, Camara (1996) ressalva que as populacdes desse
microcrustaceo s&o encontradas em todos o0s continentes, com excecdo da
Antartica. Na revisdo do género Artemia realizada por Triantaphyllidis et al. (1997)
informagdes sobre os habitats das artémias no mundo, sobre a classificagéo
taxondmica das varias populacfes estudadas, bem como sobre os problemas que
dificultam as caracterizacdes de novas populacdes e o papel na cadeia trofica foram
abordados. Por sua vez, Gajardo; Beardmore (2012) destacam que a artémia € o
anico macro-planctdénico habitante de lagos salgados. Dhont et al. (2013)
mencionam que o género Artemia (Leach,1819) estd constituido de espécies
bissexuais, encontradas no velho e novo mundo e por populacdes partenogenéticas
com diferentes niveis de ploidias endémicas da Europa, Africa, Asia e também
registradas na Australia, todas reconhecidas por A. parthenogenetica (Mufioz et
al.2010).

Zheng; Sun (2013) mencionam que a biogeografia das artémias na China
apresenta uma ampla variedade de locais, cerca de 274 habitats, dos quais, 66 sao
salinas costeiras e 208 sdo lagos salgados e uma rica diversidade de espécies. A
distribuicdo geografica da A. franciscana também é abordada nos estudos de
Green et al. (2008), Mufioz et al. (2013), Sanchez et al. (2013), Mufioz et al. (2014).
Nestes trabalhos, a ampliacdo da distribuicdo geogréafica € atribuida as aves, que
desempenham o papel de vetores ajudando na disseminacéo desta espécie.

Sheir et al. (2018) utilizaram de analise morfoldégica e molecular para ampliar
a distribuicdo geografica da A. franciscana, encontrada no lago Qaroun, registrando-
a no Egito pela primeira vez. Os resultados das andlises filogeograficas genéticas
demostraram que as cepas encontradas no lago Qaroun, apresentaram maior
proximidade com as cepas latino-americanas do que com as norte-americanas e que
a presenca deste organismo neste Ecossistema pode ser atribuida provavelmente
as aves migratorias, uma vez que nao ha registro de atividade ligada a aquicultura

marinha desenvolvida neste lago.
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3.2 NANOMATERIAIS (NM)

De acordo com a Comisséo Europeia (2011), os nanomateriais sao definidos
como “material natural, incidental ou manufaturado contendo particulas néo ligadas
entre si ou em agregados ou formando aglomerados nos quais a distribuicdo de
tamanho apresenta 50 % ou mais dessas particulas com uma ou mais dimensdes
externas no intervalo entre 1 nm e 100 nm”. Como exemplo de nanomaterial de duas
dimensdes temos uma folha de grafeno, de uma dimensdo temos o nanotubo de
carbono, e de dimensdo zero uma nanoparticula metélica, um quantum dot ou um
fulereno.

O objetivo deste trabalho é de melhorar a deteccdo dos nanomateriais
antropogénicos na natureza, e serao considerados nanocontaminantes.

A utilizacdo de materiais manufaturados em escala manométrica ja vem
sendo empregada, e as nanotecnologias exploram as propriedades desses materiais
associadas ao tamanho. Novas propriedades, exploradas em produtos e processos
nanotecnoldgicos, geralmente estdo associadas a efeitos quanticos como o de
confinamento de elétrons e a grande relacdo superficie/volume dessas
nanoestruturas, afetando diversas propriedades, que vao desde as elétricas e
mecanicas, até a cor, passando a depender da dimenséo.

Os primeiros registros sistematicos do uso tecnolégico de nanomateriais é
atribuido aos vidraceiros da Idade Média, que se utilizaram de um procedimento
simples em Ciéncia de Materiais e Quimica, para obter vidros com cores variadas.
Segundo Liz-Marzan (2004) esses profissionais dispersavam clusters de NPs Ag e
NPs Au em vidros de forma a provocar fendbmenos de transmissdo e refracéo
guando a luz incidia sobre objetos, gerando cores vivas. Mas, mesmo antes da
queda do Império Romano, que delimita o fim da idade antiga, h& identificacdo do
uso de nanoparticulas metalicas de ouro e prata em vidros, como no caso do “Calice
de Licurgo”, datado do século IV, e que se encontra em exposicdo no Museu
Britanico. Devido as nanoparticulas de ouro e prata dispersas no vidro, apresenta
cor vermelha se iluminado por transmissao, com a fonte de luz atravessando o vidro,

e passa a ter cor verde jade quando é iluminado pela frente, por reflexdo da luz.
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O desenvolvimento de novas instrumentagdes e procedimentos técnicos tem
possibilitado avancos das nanotecnologias. Atualmente, nanomateriais podem ser
modelados inclusive computacionalmente com finalidades especificas (PITKETHLY,
2004). Essas evolucdes podem proporcionar em diversas areas, e também na
Medicina e ao monitoramento do Meio Ambiente, novas possibilidades de
aplicacbes, explorando-se novas propriedades associadas a escala nanométrica
(RATTNER, 2004).

Uma das estratégias de aplicacfes das nanotecnologias no desenvolvimento
de nanodispositivos € a exploracdo de estruturas em dimensées abaixo de 100 nm,
no quais as propriedades fisicas, elétricas e quimicas, apresentam especificidades
diferentes daquelas exibidas pelos mesmos materiais em escala macroscopica
(MELO, 2004). Esses materiais apresentam uma maior relacdo entre a area
superficial e o volume, conferindo novas propriedades, e de um modo geral, maior
reatividade quando comparados aos mesmos materiais, mas com dimensdes
superiores (MOORE, 2006).

O tamanho, o0 aumento da razdo entre a area de superficie e o volume do
nanomaterial sdo efeitos de superficie e de confinamento quantico, que conferem
caracteristicas incomuns e assim, novos interesses e aplicagfes diversificadas. Na
Nanomedicina, por exemplo, o diagndstico precoce, o tratamento e terandstica de
doencas autoimunes, é realizado a partir do emprego de nanoparticulas
multifuncionais, na Nanobiotecnologia, os nanofarmacos, na Nanoeletrbnica, a
gravacao e leitura magnética (CAMPOS, 2005; FERREIRA; RANGEL, 2009; LOPEZ,
2017).

Desta maneira, as diferentes formas de aplicacdo dos NM desenvolvidos com
propriedades otimizadas particularmente nas Ciéncias da Natureza e Saude a partir
da Nanociéncia e Nanotecnologia (N&N), tém motivado grupos de pesquisa a
investirem em nanociéncia para conhecer mais sobre que técnicas e procedimentos
nanotecnoldgicos podem ser aplicados nestas areas de conhecimento (CHAN, 1998;
MA et al., 2003).

O grupo de “Arquitetura de Nanodispositivos Fotdnicos e Bioinspirados”, em
que o presente projeto de pesquisa foi desenvolvido, foi criado em 1996 no DQF-

UFPE, e cadastrado desde a primeira edi¢cdo do Diretério de Grupos de Pesquisa do
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Brasil (CNPq) e homologado pela instituicdo. No LandFoton, laboratdrio de base do
Grupo, que também integra o Biotério de Espécies Nanoestruturadas (BEN) e a
Ponto Quantico Nanodispositivos, hub de inovagéo instalado na Positiva, NIT da
UFPE, sdo desenvolvidas pesquisas académicas no campo da nanociéncia e da
nanotecnologia, caracterizadas por resultarem em aumento de maturidade
tecnologica durante a execug¢do, em temas alinhados com as atuais ondas de
inovacdo tecnolégica. Com base na cronologia dessas ondas de inovacao
tecnolégica, entrel996 e 2006, os estudos envolveram principalmente o
desenvolvimento de nanodispositivos moleculares 2D, de 2006 a 2016
nanocompaositos hibridos 1D/0OD, resultando na producdo de trés Dissertacfes e
cinco Teses envolvendo N&N, e a partir de 2016 até os dias atuais, as pesquisas
estdo voltadas para o0 desenvolvimento de nanodispositivos imprimiveis e
bioinspirados, em fase com a 62 Onda de Inovacao, ja tendo resultado na defesa de
duas Dissertacoes, uma Tese.

Os nanomateriais manufaturados incluem nanoparticulas, nanocristais,
nanotubos, nanofibras, nanofios, nanobastbes, nanofilmes, entre outros. Esses
materiais, segundo Faria-Tischer; Tischer (2012) podem ser produzidos em
dimensdes nanométricas por rotas quimicas, normalmente por processos Bottom-Up
(de baixo para cima) onde o material é sintetizado a partir de atomos ou moléculas
individuais, ou por processos fisicos, Top-Down (de cima para baixo) (Figura 5), no
qual os materiais em nanoescala sdo produzidos a partir de outros de maior
tamanho e de técnicas como, por exemplo, de litografia ou ablagdo a laser (NGO;
VAN DE VOORDE, 2014).

Figura 5 - Sintese de nanomaterias pelas abordagens Top-Down e Bottom-Up.
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Fonte: PANDEY et al. (2016).
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Conforme Scheidt (2008), apesar de NM serem utilizados como matéria-
prima, no processo de micro-fabricagdo e bioengenharia de dispositivos
manufaturados, torna-se relevante monitorar as interacfes que esses possam Vvir a
estabelecer com o0 ambiente e a biota.

Risco de contaminacdo ambiental, dadas as caracteristicas intrinsecas
desses materiais, como tamanho, &rea superficial e capacidade de
aglomeracao/disperséo, pode facilitar o deslocamento desses pelos compartimentos
ambientais e ocasionar, de forma acumulativa, danos a cadeia alimentar e a saude
(PASCHOALINO et al., 2010).

Estudos para a avaliacdo de riscos causados pelos impactos dos NM
manufaturados sobre o ambiente e a salde humana tém despertado interesse da
comunidade cientifica, principalmente pela producdo em grande escala de produtos
e subprodutos pelas industrias de nanotecnologias, tornando-se inevitavel sua
penetracdo no ambiente aquatico (MOORE et al., 2004; MOORE, 2006).

Oomen et al. (2018) ressaltaram que os NM de formas diferentes podem
exibir comportamentos especificos tanto em seu destino quanto na toxicocinética e,
portanto, serem perigos ao ambiente. OECD (2012); Gottardo et al. (2017) revelaram
que durante o ciclo de vida dos NM (Figura 6), as mudancas nas propriedades fisico-

guimicas, podem também representar fatores relevantes para seu potencial de risco.

Figura 6 - Esquema simplificado do ciclo de vida de nhanomaterial manufaturado,
adaptado de SOM et al., 2010.
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Fonte: GOTTARDO et al. (2017).
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Portanto, fazem-se necessarios estudos sobre as possiveis interagfes desses
materiais com o ambiente, tendo como exemplo, a evidéncia de tracos em corpos
aquiferos, bem como a disponibilidade e degradabilidade (JU-NAM; LEAD et al.,
2008).

Em ambientes aquaticos, o numero de registros de NM manufaturados tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, principalmente relacionados com
0s NTC e NP Ag, essas ultimas, principalmente pela exploracdo em massa de suas
propriedades bactericidas. Zhang et al. (2012) e Avant et al. (2019) relataram a
presenca de NTC, ja os estudos como os de Sikder et al. (2018) e Wimmer et al.
(2019) assinalaram a presenca de NPs Ag.

A abordagem dos nanocontaminantes sera iniciada com os NTC, em seguida

nanoparticulas de prata (NPs Ag) e por fim, quantum dots (QDs).

3.2.1 Nanotubos de Carbono (NTC)

Os NTC séo estruturas cilindricas de carbono dispostas na forma de uma ou
mais por folhas de grafeno enroladas em forma de tubos com didmetro nanométrico
e comprimento da ordem de microns, levando a grandes razdes
comprimento/diametro (DONALDSON et al., 2006; WU et al., 2010). N&o ocorrem na
natureza, e apesar da descricdo fazer referéncia a folhas de grafeno enroladas,
forma com a qual se apresentam, sua sintese ocorre longitudinalmente pela dicédo de
atomos de carbono, resultando nas estruturas equivalentes as folhas de grafeno
enroladas.

Destacados como um dos NM de carbono mais estudados e utilizados
(BHUSHAN, 2004; MEDINA et al., 2007), os NTC correspondem a uma das
principais classes de materiais modelo para a N&N (SOUZA FILHO; FAGAN, 2007).
Podem ser agrupados em duas categorias: os NTC de paredes simples e os de
paredes multiplas (Figura 7). Os NTC de parede Unica ou simples (SWNT, do inglés
single-wall carbon nanotubes), sédo constituidos por apenas uma camada de
carbono, e os nanotubos de paredes mdltiplas (MWNT, do inglés multi-wall carbon

nanotubes), compostos por varios cilindros concéntricos de carbono (AQEL et al.,
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2012), em ambos os casos dispostos como folhas de grafeno enroladas, mas nao
partem delas nas suas sinteses.

De acordo com Lanone et al. (2013), a combinacdo das propriedades de
condutividade térmica, elétrica e resisténcia mecanica conferem aos NTC
propriedades fisico-quimicas inigualaveis, podendo ser empregados na fabricacédo
de sensores, dispositivos 6pticos supercondutores e capacitores eletroquimicos
(SAHOO et al., 2010) e, quando conjugados a outros materiais, como polimeros e
fibras, servem como elementos de refor¢co, formando compositos com excelentes

propriedades mecanicas (DAI, 2002).

Figura 7- Estrutura esquematica de nanotubos de parede simples (esquerda) e de paredes multiplas
(direita).

Fonte: ZARBIN (2007).

Em nosso grupo de pesquisa, os NTC tém sido estudados no
desenvolvimento de novos materiais funcionais. Em sua dissertacdo de mestrado,
Mojica-Sanchez (2013) sintetizou nanocompaositos luminescentes na forma de filmes
autossustentaveis, compostos de matriz polimérica de PVB, nanotubos de carbono
de camada multipla (MWCNT) e de complexo Eu(btfa)sbipy. Vaz (2015), em sua tese
de doutorado, utilizou NTC e complexos de lantanideos para desenvolver
dispositivos hibridos nanoestruturados conversores de luz (DNCL), em que o NTC
atuava como antenas nanoestruturadas, e em sua tese de doutorado, Mojica-
Sanchez (2018) desenvolveu um dispositivo hibrido para monitoramento ambiental
usando reconhecimento de molécula-alvo em polimeros molecularmente impressos

com marcador foténico nanoestruturado, contribuindo para o portfélio de patentes de
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nanodispositivos do Grupo. Nosso grupo segue o “principio da precaugéo”, de forma
que sO se retira do laboratério os produtos com NTCs imobilizados em compdésitos.

Com as diversas possibilidades de melhorias de produtos tecnolégicos e
inovacdes com a incorporacdo de NTCs, estudos envolvendo as diferentes relacdes
entre estes com o ambiente e a biota tem sido realizados e temas como avaliagao
de risco, toxicidade, remediacdo e ecotoxicidade estdo inseridos nestes estudos
(SOM et al., 2010; ZHAO et al., 2012; IHSANULLAH et al., 2016).

A avaliacdo de risco € uma area de estudo emergente quando se trata de
NTC. Embora seja evidente a sua importancia na nanotecnologia, existe ainda
muitas lacunas sobre os possiveis impactos que estes NM possam acarretar aos
seres vivo e ao ambiente (TSUJI et al., 2005).

Scown et al. (2010) apontaram que a toxicidade dos NTC pode ser
influenciada por vérios fatores, entre estes pela area e quimica superficial, pelos
grupos funcionais, revestimentos, carga e agregacado, solubilidade, forma,
fotoquimica e método de preparacéao.

Arias; Yang (2009) em seus estudos sobre a inativacdo de patdégenos
bacterianos por NTC em suspensodes revelaram que a atividade antimicrobiana dos
SWNTs é dependente das solu¢cbes tampao e da concentracdo. Comentaram ainda
estes autores que o efeito de carga dos grupos funcionais na superficie dos NTC
nao é um fator critico; mas, os MWNTs com grupos superficiais de -OH, -COOH e -
NH, ndo mostraram atividade antimicrobiana significativa para todas as células
bacterianas testadas em nenhum dos tampdes testados em concentracdes de até
500-875 pg/mL.

A toxicidade de biomateriais nanoestruturados a base de NTC interferem no
funcionamento das células normais, prejudicam os queratinécitos humanos e exibem
niveis variaveis de letalidade para as células pulmonares humanas (SHVEDOVA et
al., 2003; TEKADE et al., 2014).

Pesquisas em remediacdo ambiental tém demonstrado que os NTC, sao
excelentes adsorventes de compostos organicos devido a sua elevada capacidade e
alta eficiencia em sorver contaminantes de ambientes aquiferos, eles também
qguando cultivados, se mostraram mais eficiente do que grafitados na adsorcdo do
1,2-diclorobenzeno, da agua numa faixa de pH de 3 a 10 (PENG et al., 2003). Em
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relacéo ao efeito do &cido humico e do surfactante na adsorcao de atrazina por NTC,
ambos sdo capazes de dispersar os MWNTSs, mas ndo os SWNTs, em suspensdes
estaveis nas condicbes estudadas. Os NTC de superficie modificada tiveram uma
capacidade muito reduzida de adsorcédo de atrazina (SHI et al., 2010).

Estudos tém apontado que a dispersdo de NTC em agua pode ser modificada
por interagdes com seres vivos. Roberts et al. (2007) analisaram as interagdes entre
Daphnia magna e SWNTs revestidos com lisofopidilcolina solivel em &agua e
descobriram que estes microcrusticeos sdo capazes de modificar a sua
solubilidade, provavelmente através da digestdo do revestimento lipidico.
Modificacdo na dispersdo de MWNTSs foi observada em protozoario unicelular vivo
Stylonychia mytilus, no qual as células ingeriram os MWNTSs e excretaram em forma
de granulos sedimentados de tamanho micrométrico (ZHU et al., 2006).

Efeitos provocados por outros NM de carbono também tém sido investigados
em sistemas biolégicos. Mesaric et al. (2015) estudando os efeitos causados por
carbono black, 6xido de grafeno e nanotubos de carbono de paredes mdultiplas em
larvas de Artemia salina, perceberam que as altas propriedades de adsorcao
superficial destes materiais, foram responsaveis pela mortalidade, inibicdo da
natacado e respostas bioquimicas nas larvas, sem impactar negativamente 0 meio
marinho. Baun et al. (2008) estudando os fulerenos Cg demonstraram sua
toxicidade aquética e sua capacidade de bioacumular atrazina, metilparatido,
pentaclorofenol e fenantreno, contaminantes encontrados na agua. Segundo Li et al.
(2009), a Cinética de Dispersdo do fulereno Cg nO meio aquoso exibe
dispersividade, as propriedades fisico-quimicas e a natureza quimica, podendo ser
significativamente alteradas pela matéria organica natural, forca idnica, Ca®" e luz
solar. A hidroxilagéo superficial deste NM € um dos possiveis mecanismos indicados
para estabilizacdo de fulerenos Cgo individuais e de agregados em agua (clusters);
sendo independentemente, do método de preparacdo da solucdo coloidal
(PRYLUTSKYY et al., 2014).
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3.2.2 Nanoparticulas de Prata (NPs Ag)

Dentre os NM sintetizados pelo homem e ja incorporados em produtos
comerciais, as NPs Ag foram utilizadas pioneiramente e aparecem com maior
ocorréncia até o presente, em particular pelas propriedades bactericidas.

A prata foi utilizada como agente antibacteriano desde a China antiga,
havendo também relatos no ocidente desde Hipocrates, médico grego considerado o
pai da medicina, que a utilizava finamente dividida, impregnada em bandagens no
tratamento de feridas. Foi bastante utilizada na forma coloidal até a produgcédo dos
primeiros antibidticos na primeira metade do século XX, e atualmente, com a
constatacdo do surgimento crescente de bactérias que adquiriram resisténcia devido
uso indiscriminado desses antibioticos, a prata vem ressurgindo como agente
bactericida e antibacteriano, aliando novas propriedades e maior eficacia na forma
de nanoparticulas metélicas, muitas vezes incorporadas em novos produtos e
processos (BARRERA et al., 2018).

Os elementos metélicos prata (Ag), o ouro (Au), a platina (Pt), o paladio (Pd) e
o ruténio (Ru) sdo os metais mais utilizados na nanotecnologia e na obtengéo de
nanoparticulas (FABREGA et al., 2011). NPs de tamanhos entre um (1) e 100
nandmetros (nm) apresentam propriedades elétricas, Opticas, magnéticas e
guimicas particulares, diferente da escala macroscoépica, possibilitando aplicac6es
nas Areas das Ciéncias da Natureza e das Ciéncias da Satde (POLTE, 2015).

Além da exploracdo das propriedades antibacterianas das NP Ag, as
propriedades Oticas merecem destaque, em particular por apresentam bandas de
absorcao associadas a ressonancia plasménica de superficie em regides do espectro
do UV-visivel que dependem do tamanho dessas NPs (JIM et al., 2003; KELLY et
al., 2003), fator importante para a deteccdo desses potenciais nanocontaminantes
de ecossistemas aquaticos, tomados como analitos metalicos modelo no doutorado
em tela.

A dependéncia a cor condutividade elétrica com o tamanho das NPs é devido

ao efeito de confinamento quéantico sobre os elétrons do metal. A alta relagcéao
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superficie/volume também afeta os campos elétricos locais em torno das
nanoparticulas, alterando inclusive a sua reatividade (BHANGALE et al., 2019).

As nanoparticulas podem ser obtidas por métodos fisicos (KUBILIUTE et al.,
2013), quimicos (PARVEEN et al., 2016) e biologicos (ANKAMWAR et al., 2017),
entretanto, apenas a via quimica esté referenciada nesta pesquisa, uma vez que as
nanoparticulas utilizadas neste estudo foram obtidas por esta rota.

Conforme Westphal et al. (2006) a sintese coloidal € uma das estratégias
mais versateis e econdmicas para obtencdo de nanoparticulas. Segundo Pastoriza-
Santos; Liz-Marzan (2008) e Sau; Rogach (2010) h& possibilidade de sintetizar de
forma controlada particulas com controle de tamanho em diferentes formas, no
entanto, 0 mecanismo que possibilita o crescimento anisotropico dessas estruturas,
ainda ndo se encontra completamente esclarecido.

De acordo com Zanchet et al. (2000); Mojica-Sanchez (2017), a obtencédo de
nanoparticulas coloidais, que podem ser sintetizadas com tamanho de poucos
nandmetros por varias rotas a partir de precursores em solucdes, ocorre em meio
liquido e processos como nucleacdo, crescimento e aglomeracdo podem vir a
acontecer (Figura 8).

Figura 8 — Esquema com as etapas de formacado das nanoparticulas: 1. Precursor metalico; 2. Redugéo
do precursor; 3. Formacéo dos primeiros clusters; 4. Formacéo de nanoparticulas.
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Fonte: modificado de POLTE (2015).

Durante o processo de sintese em meio aquoso, essas estruturas podem formar

aglomerados, em virtude de sua instabilidade termodinamica, e para se obter
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dispersdes coloidais estaveis, ha necessidade de se controlar as interagdes entre as
particulas (SUN, 2002; ZHENG et al., 2003).

Segundo Cushing et al. (2004) etapas como nucleacdo e crescimento de
nanoparticulas interferem no seu tamanho e crescimento podendo levar a formacao
de nanoparticulas isotropicas ou anisotropicas (Figura 9), nos quais propriedades
fisicas e quimicas sdo dependentes da sua direcdo e dimensédo (SAJANLAL et al.,
2011).

Figura 9- Nanoparticulas isotropicas (esféricas); Nanoparticulas anisotrépicas
(formas de nanofios, nanoplacas, nanocubos).
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Fonte: modificado de SAJANLAL et al. (2011).

As formas de confinamento dos elétrons resultando na quantizac@o de niveis
de energia sao parametros que podem alterar as propriedades dessas
nanoestruturas, e a mudanca de cor € um exemplo.

A interacdo entre as nanoparticulas metalicas de prata e a radiacdo
eletromagnética, resulta em banda de ressonéncia dos plasmons de superficie com
absorcado na regido do visivel. As cores observadas, complementares as absorvidas,
sao diferentes da cor do elemento em escala macroscépica (prata), como mostrado
na Figura 10, dependendo do tamanho e forma das nanoparticulas (JAIN et al.,
2008). Para aglomerados maiores, a cor observada tende a cor do bulk, incluindo

também efeitos de espalhamento de luz.
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Figura 10- Cores da prata coloidal em diferentes estagios de agregacao.

Fonte: MULFINGER et al. (2007).

As NPs Ag apresentam uma ampla variedade de aplica¢bes, e 0 método de
preparacdo, as propriedades fisico-quimicas, bem como o seu tamanho, forma,
dispersividade, pureza e cristalinidade, podem ser identificados nos produtos
desenvolvidos nos diversos setores em que sdo aplicadas, como o alimenticio,
saude, cosmecéutica e outros setores da industria (HENIG, 2007; ZHANG et al.,
2016).

O aumento da entrada de NPs Ag manufaturadas nos ambientes aquaticos, o
destino desta no ambiente, suas interacbes com 0s componentes bidticos e
abidticos tém levado a comunidade cientifica a investigarem se h& potenciais riscos
de se tornarem biodisponiveis no ambiente (Figura 11) e consequentemente,
causarem toxicidade e desequilibrio ambiental (SCOWN et al., 2010; NOGUEIRA et
al., 2013).

Neste sentido, uma das possiveis estratégias empregada para avaliar a
presenca de NPs Ag nos ambientes e 0 seu efeito toxico € imputada a capacidade
dos organismos aquéticos em bioacumular estes NM (NCR, 2012).

Segundo Salari Joo et al. (2013); Tavana et al. (2014) a competéncia da biota
aguatica em bioacumular estes NM manufaturados, esta sujeita a fatores como o
tamanho das NP Ag, sua forma, espécies, 6rgdos, condicbes ambientais, dieta, e

duracédo da exposicao e da concentracao.
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Figura 11 — Desenho esquematico das possiveis intera¢des das
nanoparticulas de prata no ambiente.
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Fonte: LOWRY et al. (2012).

A toxicidade de NPs Ag manufaturadas tem sido investigada a partir da
utilizacao de organismos-teste. Arulvasu et al. (2014) utilizou artémias com este fim,
e a taxa de mortalidade, a porcentagem de eclosdo e o efeito genotoxico em
nauplios e cistos deste organismo foram avaliados, concluindo-se que
concentragfes nanomolares de NPs Ag tém efeito toxico, tanto em nauplios quanto
em cistos.

Gambardella et al. (2015) estudaram o efeito das NPs Ag em organismos
marinhos de diferentes niveis tréficos a partir da analise de parametros previamente

estabelecidos para cada organismo. Constataram que as diferentes classes de seres
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vivos apresentavam niveis diferentes de sensibilidade as NPs Ag: as medusas foram
as espécies mais sensiveis, seguidas por cracas, ouricos do mar, algas verdes,
diatoméaceas e artémias. Concluiram que a exposicdo de NPs Ag pode influenciar
diferentes niveis tréficos no Ecossistema Marinho.

A capacidade de transferéncia de NPs Ag bioacumuladas pela Artemia salina
para Danio rerio (peixe-zebra) a partir de uma rede tréfica simulada foi avaliada por
Rahmani et al. (2016), e constataram que a artemia captou mais NPs Ag que o
peixe-zebra, que o acumulo de NPs Ag no peixe-zebra foi dependente da dose, com
maior acumulo observado em concentracfes mais altas de NPs Ag e concluiram que
o fator de transferéncia trofica de NPs Ag foi < 1 demonstrando que a transferéncia
trofica de NP Ag da artémia para o peixe-zebra néo foi plenamente sucedida.

An et al. (2019) fizeram um estudo comparativo do potencial toxico das NPs
Ag e dos nanofios de prata (NWs Ag) usando a A. salina como organismo teste e
tendo como base a Norma ISO TS 20787:2017, sendo constatado que a toxicidade
de NPs Ag e dos NWs Ag nos nauplios apareceu apés 72 h de exposicdo, se
acumularam no intestino dos nauplios. Estes NMs podem induzir a producdo de
oxigénio reativo (ROS) e alterar a atividade de producdo de superdxido dismutase
(SOD) e concluiram que eles tiveram efeito toxico e ainda produzem
superéxido dismutase (SOD).

Aplicacbes de NPs Ag manufaturadas no campo da biomedicina vém
aumentando consideravelmente e se consolidando de forma eficiente. A acao
antimicrobiana, antibacteriana, dos compostos de prata, utilizadas a décadas na
prevencdo de infeccdes, tém estimulado o desenvolvimento de pesquisas com NP
Ag na area médica e farmacéutica com vistas ao melhoramento dessas
propriedades na escala nano (BARRERA et al., 2018). Dorjnamjin et al. (2008)
desenvolveram uma metodologia para sintetizar NPs Ag usando liquidos idnicos
funcionalizados com hidroxila e identificaram sua ampla atividade bactericida e
fungicida. Li et al (2005) investigaram o efeito antibacteriano do antibiético B-
lactamico associado com este material em Escherichia coli e comprovaram sua acao
antibacteriana sinérgica, sendo mais eficiente em maiores concentracoes.

Em trabalhos desenvolvidos no nosso Grupo de pesquisa, Barrera et al.

(2018) desenvolveram um recobrimento antibacteriano formado com polimeros e
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nanoparticulas de prata, produzido por tecnologia de jato de materiais drop-on-
demand (DoD) e detectaram inibicdo da acdo bacteriana, trazendo processo
inovador para producdo de recobrimentos antibacterianos. Além disso, foi apontado
no mesmo artigo o aumento da producdo de flagelina por bactérias expostas por
algumas geracbes as NP Ag, resultando no aumento da aglomeracdo das NPs
induzida por esta proteina estrutural do flagelo bacteriano, que levaria a uma
diminuicdo da atividade antibacteriana no NM. Antecipando esta possivel forma de
aumento da resisténcia bacteriana as NPs, da mesma forma que ocorreu com 0s
antibiéticos, foi desenvolvido no Grupo um novo fluido imprimivel, a base de extrato
de casca de romé&, para atuar como inibidor da producdo de flagelina pelas
bactérias, para garantir a continuidade da acdo antibacteriana dos recobrimentos
contendo NP Ag, resultanto em nova dissertacao de mestrado (SOUZA, 2019).

Outro aspecto a ser considerado para aplicacdo de NPs Ag na area da salde
€ 0 uso da biossintese, com vistas ao aumento da biocompatibilidade. Vigneshwaran
et al. (2007) sintetizaram nanoparticulas de prata utilizando o fungo Aspergillus
flavus, com tamanho médio estimado em 8,92 + 1,61 nm, estaveis em agua por mais
de 3 meses, em processo ¢€ livre de qualquer solvente ou produtos quimicos toxicos,
sendo acessivel para producdo em larga escala. Em ensaios bioldégicos com
Andrographis paniculata, foram identificadas NPs Ag que se mostraram efetivas
para aplicacbes farmacéuticas e biocompativel com meio ambiente
(SULOCHANA et al., 2012). A atividade antimicrobiana destes NMs sintetizados a
partir do extrato vegetal de Aloe vera apresentou acdo bactericida 2 a 4 vezes maior
do que uma sintese ndo biolégica exposta a mesma cepa bacteriana
(LOGARANJAN et al., 2016).

3.2.3 Quantum Dots (QDts)

Os quantum dots (QDs) s&do nanocristais semicondutores de dimensdes
tipicas entre 2 e 100 nm (MICHALET et al., 2005; HARDMAN, 2006). Os menores
sdo constituidos de apenas uma centena de atomos. Suas propriedades Opticas

Gnicas sao decorrentes do efeito de confinamento quéantico, podendo ser usados
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como marcadores fluorescentes em sistemas bioldgicos, pela interagcdo com
moléculas, quando funcionalizados (MARSH et al., 2007).

Constituidos estruturalmente de um nucleo cristalino semicondutor e de uma
‘casca’ que protege esse nucleo, os QDs podem apresentar uma bioatividade
definida através de funcionalizacdo da casca, conferindo-os funcfes especificas
(Figura 12).

Apontados como nanomateriais de grande interesse tecnolégico em virtude
de possiveis manipulacdo de suas propriedades, sédo utilizados na fabricacdo de
LEDs e processamentos de informacfes quéanticas (WU et al. 2004), células
fotovoltaicas (EMIN et al., 2011), transistores (HARTMANN et al., 2017) entre outros;
mas, a sua principal aplicacdo esta voltada atualmente para o imageamento
biomédico e eletronico (DABBOUSI et al. 1997; PICCINNO et al., 2012), j& havendo
marcas comerciais de TVs utilizando esta tecnologia em seus displays, como a linha
QLED da Samsung, com tecnologia 8K e 33 milhdes e pixeis de alta luminosidade e

contraste.

Figura 12- Quantum dots com as suas estruturas morfologicas:
A= nlcleo; B= casca; C= revestimento bioativo.

Fonte: modificado de HARDMAN (2006).

Nas aplicacfes relacionadas a saude humana e monitoramento ambiental, os
QDs coloidais sdo os mais utilizados como marcador fluorescente, destacando-se
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como fluoréforos ideais, por apresentarem resisténcia a luminescéncia relevante,
permitindo a aquisicdo de imagens bem contrastadas, por longos periodos de tempo
(minutos/horas) (MICHALET et al.,, 2005). Eles vém sendo utilizados de forma
conjugada a uma parte ativa, em procedimentos biotecnolégicos como sinalizadores
da fluorescéncia de microtibulos (AKERMAN et al.,, 2002) e dispositivos para
entrega de farmaco para cada local especifico (YU; CHOW 2005). Contudo, o seu
descarte no ambiente é motivo de preocupacéo em virtude do seu potencial perigo a
salde humana e a ambiental, principalmente pela presenca de cadmio em muitas
das composicgoes.

A toxicidade, a estabilidade e a vida util dos QDs no ambiente sdo pouco
conhecidas, no entanto, sua introducdo nos ecossistemas pode ocorrer por meio de
fluxos de residuos de industrias que sintetizam e usam, além do descarte incorreto
de materiais, em pesquisas e em clinicas. Além disso, os riscos de acidentes
resultando em vazamento de matéria prima durante a fabricagcdo e transporte,
também s&o motivos de preocupacdo (HARDMAN, 2006).

Gagné et al. (2008) avaliaram o potencial toxico de QDs de telureto de cadmio
(CdTe) em mexilhdo de agua doce Elliptio complanata a partir da identificacdo de
mudancas nos parametros imunolégicos fagocitose, densidade e viabilidade de
hemacitos e citotoxicidade para células de mamiferos. A peroxidacéo lipidica e o
dano ao DNA também foram monitorados nas branquias e nas glandulas digestivas
dos mexilhdes expostos. A pesquisa revelou que o QDs de telureto de cadmio foi
imunotoxico para mexilhdes de 4gua doce e que 0s mesmos ocasionaram estresse
oxidativo nas branquias e danos no DNA em ambos o0s 6rgaos.

A distribuicdo do tamanho de QDs de CdTe em agua doce, sua
biodisponibilidade e potenciais efeitos toxicos em Elliptio complanata, foram também
monitorados e atestaram bioacumulacdo de caddmio nas branquias, nos tecidos das
glandulas digestivas, gbnadas do molusco e nos niveis de metalotioneina (MT)
(PEYROT et al., 2009). A exposi¢cdo de QDs de CdTe levou a inducédo e inibigdo
significativa de MT na glandula digestiva e branquias, respectivamente e a
diminuicdo dos dos seus niveis nas branquias a partir da exposicdo deste NM e do

sulfato de cadmio (CdSO,) pode ter sido resultante do estresse oxidativo em tecidos
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branquiais, no qual a MT pode ter sido oxidada pela producdo de radicais de
oxigénio na superficie dos QDs e também com Cd dissolvido (PEYROT et al., 2009).

Os efeitos de quantum dots de carbono ou carbon dots (CQDs) foram
investigados entre organismos de diferentes niveis tréficos em ambientes aquaticos.
No peixe Danio rerio, conhecido como peixe-zebra, paulistinha ou zebrafish e
largamente utilizado como modelo experimental, foi observado que ele depurou até
200 mg L™ deste material, sem ser afetado toxicamente. J4 em Daphnia magna,
estes NM induziram mortalidade e imobilidade. Na microalga Scenedesmus
obliquus, houve a inibicdo da fotossintese, a absorcdo nutricional e do seu
crescimento, sendo este, o organismo mais sensivel quando exposto (YAO et al.,
2018).

Por sua vez, Jackson et al. (2012) analisaram a biodisponibilidade, toxicidade
e bioacumulagdo de QDs de seleneto de cadmio/sulfeto de zinco (CdSe/zZnS)
funcionalizados com carboxila em Leptocheirus plumulosus expostos a
concentracfes equivalentes de cadmio (Cd) dissolvido, QDs em agua, ou QDs em
algas. Os QDs com o cadmio dissolvido foram mais acumulados pelo organismo. Os
QDs conjugado as algas causaram aumento do numero de mortes, enquanto 0s
QDs Cd/Se se localizaram em regido especifica do microcrustaceo e dispersos em
agua quando expostos aos QDs conjugados a algas. Isto sugeriu que 0s ions
acumulados atingem os organismos em maiores propor¢cdes, possivelmente por
favorecerem a transferéncia pela rede trofica.

Bruneau et al. (2013) avaliaram os efeitos imunolégicos e o potencial toxico
dos QDs de sulfureto de cadmio (CdS) e de CdTe nos bivalves Mytilus edulis e E.
complanata e no peixe Oncorhynchus mykiss, sendo a toxicidade dependente da
concentracdo, tamanho e dos agregados destes NMs, indicando que estas espécies
responderam a exposi¢cdo das fracBes diferentemente. Os hemadcitos de M. edulis
foram menos sensiveis a QDs CdS / CdTe do que os macréfagos de O. e E.
complanata.

Tang et al. (2013) compararam os efeitos genotéxicos de nanocristais idnicos
do elemento Cd com os QDs de CdTe em hepatdcitos de D. rerio e verificaram que
apos 24 h de exposicao ocorreu reducdo do numero de hepatocitos viaveis do peixe,

acumulo de Cd, aumento de ROS e ainda descobriram que tanto o CdSO,4 quanto os
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QDs de CdTe induziram a quebra na cadeia de DNA e indicaram que o CdSO, foi

mais genotoxico do que o CdTe.

3.3 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO (ICP OES)

Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES) foi uma das técnicas analiticas utilizadas para as analises das amostras pré-
concentradas pelo processo proposto na presente tese, utilizando artémias como
motores filtradores vivos.

As analises para a quantificacdo do elemento prata foram realizadas em
espectrometro de emisséo 6tica modelo Optima™ 7000 DV (Dual View), da Perkin
Elmer® (Figura 13) da Central Analitica do DQF-UFPE.

Figura 13 — ICP Perkin Elmer® OptimaTM 7000 DV (Central Analitica, DQF).

X

Fonte: CENTRAL ANALITICA (DQF-UFPE).

A ICP OES é uma técnica analitica instrumental de elevada sensibilidade,

foram selecionados artigos explicitando tanto o seu uso na quantificacdo de tracos
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de elementos em amostras, quanto os procedimentos de preparacdo das amostras a
serem analisadas.

Iniciando-se com os cuidados necessarios com a preparacao das amostras, a
Figura 14 apresenta a sequéncia padrdo basica para o processo de analise

experimental.

Figura 14 - Esquema padrdo de processo de andlise instrumental.

v

Resultado

Fonte: EURACHEM, modificado por VAZ Jr. (2010).

Hoenig (2001) relata a importancia dos conhecimentos atuais para se reduzir
erros e possiveis efeitos relacionados aos procedimentos de preparacdodas das
amostras sobre a qualidade de medi¢do. Por sua vez, Maher et al. (2015) destacaram
a importancia da integridade das amostras durante a coleta, armazenamento,
preparacdo e analise. Mesko et al. (2016) especificaram problemas encontrados durante
a medicdo de concentracdes de halogéneos por ICP OES e ICP MS, em diferentes
opcoes de preparacdo da amostra, tais como a diluicdo, a solubilizacdo, a extracdo e as
gue envolvem a decomposi¢céo da matriz.

A preparacdo de amostra € uma estratégia necessaria para analise em ICP
OES e consiste em processos que visem a extragdo ou separacgdo, digestéo, pre-
tratamentos, pré-concentracdo, deixando os analitos mais facilmente detectaveis
(VAZ Jr.,2010). Entre estes procedimentos, a digestdo de amostra é o mais empregado,

podendo ser realizado com acidos, micro-ondas, fluido supercritico, bloco digestor,
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mulfla entre outros (NADKARNI, 1984; ABBRUZZINI et al., 2014; SANTOS et al.,
2017).

A digestdo de amostras por acidos, assinalada como a mais usada, foi citada
nos trabalhos de Cate et al. (2004) e Sousa et al. (2006). Galazzi et al. (2016) e
Sunjog et al. (2016) utilizaram radiacdo por micro-ondas para a digestdao de
amostras, enquanto Ramos et al. (2016) e De La Calle et al. (2017) empregaram
simultaneamente neste processo, acidos, peréxidos e/ou micro-ondas.

O uso de mufla e bloco digestor foram utilizados na digestdo de amostras em
pesquisa desenvolvida por Melo; Silva (2008), além desses métodos, os autores
utilizaram os processos de digestdo nitrico-perclérica, com agua-régia e forno de
micro-ondas. Por outro lado, estudos registram a aplicacdo de pré-tratamento ou
pré-digestdo de amostra antes da digestdo propriamente dita (Abreu-Junior et al.,
2012; Arantes de Carvalho et al., 2016).

A aplicacédo da técnica analitica instrumental ICP OES na determinacéo de multi-
elementos tém sido utilizadas de forma crescente, explorando-se caracteristicas como
analise simultanea, deteccdo em ampla faixa de concentracdo, alta precisao,
exatiddo, sensibilidade e rapidez da medida. A técnica tem sido aplicada em estudos
de constituintes inorganicos presentes em amostras biol6gicas, ambientais, de
alimentos, de bebidas e outras, possibilitado a realizacdo de analises quimicas
qualitativas e/ou quantitativas nestas areas ou entre outras, de forma mais criteriosa
(NOBREGA et al., 2006).

Sousa et al. (2006) avaliaram a composi¢ao inorganica de amostras de agua
de coco, com possivel aplicacdo em procedimentos de controle de qualidade. Macro
e micronutrientes em agua de coco processada e natural foram monitorados, nao
sendo identificados aluminio (Al), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e selénio (Se) em
nenhuma das amostras e os valores médios para a concentracao dos analitos foram
diferentes, exceto para o do manganés (Mn). A presenca de ferro (Fe) e cobre (Cu)
nas amostras processadas, evidencia uma possivel contaminacéo. Os ions de calcio
(Ca) e magnésio (Mg) foram classificados como macro constituintes, enquanto os
ions de manganés (Mn) e zinco (Zn) foram assinalados como microconstituintes nas

amostras de agua de coco natural e processadas.

Sueli Tavares de Souza Silva



65

Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

Cate et al. (2014), avaliaram a eficiéncia do dispositivo analitico baseados em
papel micro fluidico (uPADs) para identificar com rapidez os teores de metais de
transicdo nas fumacas de soldagem. Eles analisaram amostras provenientes de trés
técnicas de soldagem comuns (arco de metal blindado, gas inerte de metal e
soldagem de gas inerte de tungsténio) e usaram a técnica do ICP OES para medir
as concentragfes de ferro (Fe), cobre (Cu), niquel (Ni) e cromo (Cr) estabelecendo
comparacdo com O Nnovo sensor e constataram que ele foi capaz de fornecer
resultados no mesmo dia. Outra evidéncia foi que estes sensores poderiam ser
utiizados na é&rea da saude, em diagndsticos clinicos, por sua viabilidade
econdmica, em relacdo aos métodos analiticos.

A técnica ICP OES utilizada na caracterizacdo quimica de vestimentas
litargicas antigas (casula) revelou a presenca de 10 elementos aluminio (Al), prata
(Ag), ouro (Au), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni),
chumbo (Pb) e zinco (Zn) em seus fios, levando ao reconhecimento de que o
artefato registrado no inventario como do século XV, na verdade era de um periodo
posterior. Outro aspecto evidenciado foi que os fios de prata presentes nestas
vestimentas se alternam entre o cetim rosado inferior, criando efeitos de claro-escuro
e, que um dos fios analisados apesar de ter uma tonalidade prateada, ndo estava
constituido de prata e sim de chumbo, mostrando que este elemento pode dar um
efeito metalico as vestimentas (AMORELLO et al., 2016).

Arantes de Carvalho et al. (2016) propuseram um novo método para deteccdo
da concentracdo de elementos de terra rara cério (Ce), lantanio (La) e neodimio
(Nd) em aguas subterraneas, pré-concentrando os analitos em granulos de alginato
de célcio. Os resultados obtidos atestaram a viabilidade da utilizacdo dos granulos
de alginato de cdalcio como substrato para separacdo rapida e pré-concentracao
simultanea dos mesmos, aplicando a ICP OES.

Na pesquisa “A importancia de avaliar a concentragcao real de metal em
nanoparticulas pos-sintese para suas aplicagdes” realizada por Galazzi et al. (2016),
foi constatado, pelo uso de ICP OES, diferencas de concentracdo de nanoparticulas
nas seguintes amostras analisadas: solucdo de NP Ag total, como também em suas
fracOes, denominada NP Ag ressuspensa (NPs Ag-res) e o sobrenadante (Ag-sup).

Dentre essas solucdes, as de NPs Ag-res foi a Unica recomendada pelos autores,
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para possiveis aplicagdes, uma vez que os ions de prata livres, estavam presentes
em concentragdes mais baixas.

Sunjog et al. (2016) determinaram e compararam as concentracdes metalicas
e metaldides dos sedimentos, da agua e dos tecidos do peixe europeu chub
provenientes de trés corpos d’agua da Sérvia, aplicando o ICP OES. Nenhuma
correlacdo entre os elementos em sedimentos, agua e tecidos de peixe foi
observada, entretanto nas branquias e no figado os metais e metaldides se
acumularam mais do que musculos e gonadas.

Santos et al. (2017) utilizaram a técnica de ICP OES para avaliar as
condicbes ambientais do manguezal do Rio Passa Vaca, Salvador (BA) em relagéo
ao aporte de concentracfes de elementos metalicos no sedimento e identificaram a
presenca dos metais cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio
(Mo), niquel (Ni), bario (Ba), estrébncio (Sr), vanadio (V) e zinco (Zn), sendo
constatado o (Fe) como o elemento de maior concentracdo em todos os pontos de
coleta no ponto (P4) com os elementos Fe, V, Mn e Cr. No ponto (P2) a maior
concentracdo foi do Zn, sugerindo que as baixas concentracdes de metais toxicos,
provavelmente se deve a ciclagem destes elementos pelas espécies vegetais de
mangue.

Thamilselvi; Radha (2017) investigaram o efeito do sabugo de milho como um
novo adsorvente carreador de NPs Ag em tratamento de aguas residuais e
inativacao bacteriana. A analise, do sabugo de milho modificado com NPs Ag, pela
técnica ICP OES forneceu o registro quantitativo de NPs Ag adsorvidas ao sabugo
de milho e por outras técnicas demonstraram a capacidade em remover poluentes e
coliformes fecais, bem como sua excelente acdo bactericida sobre E. coli. Além
disso, perceberam que sua eficiencia de adsor¢do como novo adsorvente foi
significativa até 3 ciclos, sendo este sistema um adsorvente promissor e de baixo
custo para tratamento de aguas residuais.

Anekthirakun; Imyim (2018) avaliaram a eficiéncia da silica aminopropilica
(SIAP) como um sorvente sélido efetivo na extragdo e separacdo de ions Ag () e de
NPs Ag em solucdo aquosa de produtos domeésticos e mediu sua concentracdo com
ICP OES. Verificaram que a silica aminopropilica (SiAP) foi eficiente na extracao

dos ions Ag (I) e das NPs Ag, pois ela pode separar ions Ag (I) e NPs Ag pela
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extracdo e dessor¢cdo sequencial de espécies de prata. Constataram que a tioureia
foi mais eficiente na dessor¢éo de ions Ag (I) do que a combinacao de H,O,-tioureia
na dessorcao de NPs Ag. Concluiram que o método proposto aplicado para separar
espécies de prata em produtos domésticos foi bem sucedido, simples, confiavel,
econdmico e facil de usar.

Barker et al. (2018) avaliaram os efeitos da exposicéo a curto e longo prazos
de NM Ag e ions de prata em biofilmes de Nitrosomonas europaea e células
planctdnicas e usaram a técnica analitica ICP OES para quantificar a Ag nos
biofimes. O estudo revelou que os biofiimes foram mais resistentes a inibicao
de Ag* e de NPs Ag do que as células planctonicas e que em N. europaea expostos
a baixas concentracdes de NPs Ag por 48 h houve mais acumulo de Ag que nas
altas concentracdes de NPs Ag por 3 h. O aumento da resisténcia foi atribuido a
aumento da massa celular e taxas de crescimento mais lentas. Foi constatado que a
Ag’ inibe enzimas em baixas concentracdes e mata células em altas concentracdes
e que ensaios de toxicidade de curto prazo subestimam a toxicidade de NPs Ag em

biofilmes.

3.4 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS DO MICROCRUSTACEO ARTEMIA

Nesta parte do documento s&o exibidos a classificagdo taxonOmica e
aspectos relacionados a morfologia, biologia, ciclo vital e reprodutivo, além da
distribuicdo geografica desses animais a serem utilizados como parte ativa dos

dispositivos pré-concentradores propostos nesta tese.
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3.4.1 Classificagdo Taxondmica

De acordo com os trabalhos de Martin; Davis (2001) e Asem et al. (2010), a
Espécie Artemia franciscana Kellogg, utilizada como microcrustaceo filtrador nesta

tese, possui a seguinte classificagao taxondémica:

Filo Artropoda Siebold e Stannius, 1848
Subfilo Crustacea Pennant, 1777
Classe Branchiopoda Latreille, 1806
Subclasse Sarsostraca Tasch, 1969
Ordem Anostraca Sars, 1867
Subordem Artemiina Weekers et al., 2002
Familia Artemiidae Grochowski, 1896
Género Artemia Leach, 1819

Espécie Artemia franciscana Kellogg, 1906

3.4.2 Aspectos Morfolégicos

As artémias sdo animais de pequeno porte pertencentes ao Filo Arthopoda e
Subfilo Crustacea cujo corpo inteiro encontra-se recoberto por exoesqueleto fino e
flexivel constituido de quitina, onde os musculos sé@o unidos internamente (CRIEL;
MACRAE, 2002).

Apesar de serem consideradas uma linhagem antiga de crustaceos primitivos
as artémias, apresentam um desenvolvimento semelhante a de outros crustaceos
(Figura 15). Embora existam divergéncias quanto ao numero de estagios e
metamorfoses que se sucedem, sabe-se que 0 microcrustaceo artémia requer cerca
de 14 muda para atingir a forma adulta (FOX, 2001). Além disso, o numero de

mudas varia segundo as condic¢des de criacao (Weisz, 1947).
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Figura 15 - Etapas do desenvolvimento do microcrustaceo Artémia.

A) Ovo
B) Estagio celular

C) Blastula

D) Gastrula

E) Inicio da fase naupliar
F) instarl

G) instar Il

H) instar 1lI

1) Ultimo instar

J) Fémea adulta

Fonte: modificado de DREWES (2006).

ApoOs eclosdo dos cistos, as artémias na fase larval possuem poucos
segmentos formados, conforme observado na figura 16, em que podem ser
identificados o olho naupliar, um par de anténulas, um par de antenas e um par de
mandibulas. Além dessas estruturas, na figura 17 pode ser também observado o
sistema digestoério. Lavens; Sorgeloos (1996) em suas pesquisas registraram que

as larvas naupliares recém-eclodidas, instares |, apresentam tamanhos entre 400 e
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500 um, além disso, verificaram que nessa fase naupliar o sistema digestério ndo
esta ainda funcional, ou seja, encontra-se fechado, permitindo que as mesmas
sejam nutridas exclusivamente de suas reservas vitelinicas.

No presente projeto, as artémias foram utilizadas no estagio naupliar apos a

abertura do sistema digestério, onde o filtrado contendo os nanocontaminantes séo
armazenados.

Figura 16 - Larva naupliar instar | de artémia.

1®* antena

2® antena .

Olho naupliano

Mandibula ’ ' |

Fonte: VENTURA et al. (2008).
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Figura 17 — Microscopia 6tica da Larva naupliar instar Il de artémia
com destaque das seguintes estruturas:
A - Olho naupliar; B — Anténula; C — Mandibula; D - Antena; E - Sistema Digestorio.

Fonte: AUTORA (2020).

A Figura 18 apresenta imagens de microscopia otica de individuos adultos.
Nessa fase, o comprimento do corpo aumenta em decorréncia de sucessivas mudas
e do aumento gradual do nimero de segmentos. Nos machos (Fig. 18-A) o corpo
longo e segmentado apresenta um comprimento que varia de 8 a 10 mm, ja nas
fémeas (Fig. 18-B), o comprimento varia de e 10 a 12 mm (DHONT et al., 2013).
Segundo Corréa; Penafort (2011) os individuos adultos podem apresentar
comprimento de aproximadamente 1 cm. Por outro lado, o tamanho dos individuos

de A. parthenogenetica, pode ultrapassar os 18 mm (AMAT, 1985).

Figura 18 - Espécimes de individuos adultos de Artemia franciscana
(A = individuo macho e B = individuo fémea).

Fonte: AUTORA (2020).
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Na cabeca dos animais adultos pode-se observar varias estruturas, dentre as
quais um par de antenas, que perdem a funcdo locomotora quando os individuos
nesta fase assumem funcdes diferenciadas entre individuos machos e fémeas. Nos
machos, as antenas se diferenciam em claspers, 6rgdos em forma de pincas
utilizadas para prender a fémea durante a copula, nas fémeas, as antenas assumem
a funcéo sensorial (Figuras 19 e 20) (LAVENS; SORGELOQS, 1996).

A regido toracica das artémias adultas € formada por 11 pares de apéndices
de formato foliAceo denominados de toracOpodes, responsaveis pela natacéo,
respiracdo e alimentagdo (LAVENS; SORGELOOS, 1996). J& o abdémen é
constituido por oito segmentos abdominais, entre os quais os dois mais préximos da
regido toracica, correspondem aos segmentos genitais cuja funcdo nas fémeas é a
de alojar o saco ovigero e nos machos, o pénis (Figura 21: A e B). Todos os
segmentos abdominais sdo desprovidos de apéndices. O Ultimo segmento é
formado pela furca caudal, também chamada de telson (DHONT et al., 2013).

Figura 19 - Detalhe da cabeca do macho exibindo o Clasper, estruturas em forma de pin¢ca —
Microscopia 6tica, 40 x.

Fonte: AUTORA (2020).
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Figura 20 - Detalhe da cabeca da fémea mostrando atrofiamento do 2° par de antenas —
Microscopia 6tica, 40 x.

Fonte: AUTORA (2020).

Figura 21 - A: Espécime masculino exibindo detalhe do 6rgao copulador; B: Espécimen
feminino exibindo detalhe de saco ovigero — Microscopia 6tica, 40 x.

' . .‘.

B

Fonte: AUTORA (2020).

3.4.3 Aspectos Biologicos

As artémias sdo microcrustaceos classificados quanto ao habito alimentar
como animais filtradores néo seletivos, que podem ingerir alimentos com dimensdes
de até 50 pm, tais como detritos organicos, algas microscopicas e bactérias
(LAVENS; SORGELOOS, 1996). No estagio instar | a alimentagdo é realizada
apenas de reservas vitelinas, a partir do estado I, a nutricdo passa a ser realizada
por filtracdo da &gua com ajuda das antenas, ja podendo ser utilizadas neste projeto;

na fase adulta, o alimento € capturado ficando aderido nas cerdas a partir dos
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batimentos das extremidades onde o individuo gera uma corrente de agua (AMAT,
1985; COSTA,1983).

Apontadas como animais osmorreguladores, sdo capazes de regular a
pressdo osmatica por intermédio de diferentes estruturas conforme estagio de
desenvolvimento. No estagio larval (instar), a glandula de sal € que realiza a
excrecdo dos sais; na fase adulta, sdo os toracopodes, as glandulas maxilares e o
intestino que eliminam os sais (AMAT, 1985; LOPEZ, 2012).

Modelo de animal extremdfilo e osmotolerantes, as artémias podem habitar
lugares onde as condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis a sobrevivéncia da maioria
dos seres vivos e favoraveis a sua sobrevivéncia. Capazes de desenvolverem
estratégias adaptativas fisiologicas bastante eficientes, podem sobreviver a
variacdes de salinidade entre 10 e 340 g L™ na presenca de diversos compostos
iGnicos e a diferentes regimes de temperatura, podendo suportar variagoes entre 5 e
35 °C. (PERSOONE; SORGELOOS, 1980; AMAT, 1995; GAJARDO; BEARDMORE,
2012; DHONT et al.,2013).

Estimados segundo Browne; Wasigasekera (2000) e Soundarapandian;
Saravanakumar (2009) como os parametros ambientais que mais influenciam as
populacbes de artémias, a temperatura e a producdo de alimentos podem levar a
auséncia temporaria da espécie DHONT et al. (2013), como também, ambientes
com diferentes temperaturas e salinidades podem interferir no fendtipo de uma
populacdo, levando-a, a apresentar uma variabilidade fenotipica. (LAVENS;
SORGELOOS, 1996).

De acordo com West-Eberhard (1989) plasticidade fenotipica € a habilidade
de um unico gendtipo expressar formas alternativas de morfologia, estado fisioldgico
e/ou comportamento em resposta as condicdes ambientais; ou segundo Scheiner
(1993) € a habilidade que tem um organismo em alterar sua fisiologia e/ou
morfologia em decorréncia de sua interacdo com o ambiente; ou pode ser definida
ainda como a capacidade que um gendétipo tem em produzir fendtipos distintos,
guando expostos a diferentes ambientes em toda a sua Ontogenia (PIGLIUCCI,
2005).

Neste sentido, Browne; Wasigasekera (2000) concluiram que Artemia

franciscana foi a espécie que demonstrou tolerancia a maiores intervalos de
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temperatura e um alto grau de Plasticidade Fenotipica, sendo esta a espécie
utilizada neste projeto.

3.4.4 Ciclo Vital e Ciclo Reprodutivo

As artémias sdo animais cujo ciclo de vida e o reprodutivo pode variar em
fungéo das condi¢des ambientais em que elas se encontram. De acordo com Gomes
(2012) o ciclo de vida prolonga-se por 21 dias, ja Vinatea (1994) afirma que o tempo
de vida dura em torno de 14 dias; por sua vez, Lavens; Sorgeloos (1996) destacam
gue em condi¢cdes ambientais 6timas, elas podem sobreviver durante varios meses e
passar da fase naupliar para adulta em apenas oito dias, ou segundo Santos (2008)
elas podem viver mais de seis meses.

Por outro lado, Igarashi (2008) estudando o desenvolvimento das artémias
constatou que no seu ciclo vital havia quatro fases morfolégicas distintas, os quais
ele nomeou de: nauplio, metanauplio, pré-adulto e adulto. Treece (2000), no entanto,
ilustrou os estagios iniciais do desenvolvimento desse animal através de desenhos
esquematicos, a partir de pesquisa sobre a producdo de artémias para o cultivo de
larvas de peixes marinhos (Figura 22). Segundo o mesmo autor, cistos e ovos
encapsulados, possuem morfologia biconcava com diametro que varia de 200 um a
300 um, dependendo da cepa.

Figura 22- Representacdo esquematica dos estdgios de desenvolvimento. A) Pré-nauplio —
estagio I; B) Pré-nauplio — estagio Il; C) Larva naupliar | ou instar I; D) Larva naupliar V ou instar V.

Fonte: TREECE (2000).
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Consideradas organismos holometdbolos porque realizam metamorfose
completa (Figura 23), as artémias apresentam dimorfismo sexual, podendo atingir a
maturidade sexual em duas semanas, quando a temperatura for superior a 25 °C e
em um ou dois meses, quando as temperaturas forem inferiores (ARANA, 1999;
SANTOS, 2008).

Figura 23 - Estagios morfolégicos de desenvolvimento da Artemia franciscana.

p ) Estagio de guarde-chuve
Gisto hidratado = .

juvenil

Fonte: AUTORA (2020).

Segundo Narciso (2000) as artémias podem reproduzir-se sexuadamente, por
ovoviparidade, liberando nauplios para o ambiente, quando as condi¢cdes do meio
sdo favoraveis, como assexuadamente, por partenogénese através da oviparidade,
guando as condicbes do ambiente sdo desfavoraveis e acontece a liberacdo de
cistos, que nada mais sdo do que ovos em estado de diapausa, de dorméncia
(Figura 24). Nestas condi¢cdes o ovo diminui seu metabolismo e permanece neste
estado até que as condi¢cbes ambientais se tornem propicias para eclodirem. O cisto
€ 0 ovo que foi interrompido na fase de Gastrula. Em ambos os tipos de reproducéo

o desenvolvimento embrionario acontece dentro do Utero. Este estagio de dorméncia
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€ bastante favoravel para a estocagem dos cistos a serem utilizados na aplicacéo

aqui proposta, pois podem ser levados a eclosao apenas quando da necessidade do
uso como parte ativa dos concentradores vivos.

Figura 24 - Ciclo de vida da Artemia franciscana.
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Fonte: modificado de HOLLERGSCHWANDTNE et al. (2017).

3.4.5 Distribuicdo Geografica

De acordo com Camara (1996) as artémias séo crustdceos cosmopolitas com

ampla distribuicdo geografica sendo encontradas em todos os continentes, com

excecdo da Antartica. Habitantes de Ecossistemas hipersalinos (salinas litoraneas

ou interiores, lagos salgados e aguas haloalinas), no qual a distribuicdo geografica

ndo € continua, as populacbes de artémias encontram-se isoladas em biétopos,

Sueli Tavares de Souza Silva



78
Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

localizados em regibes de climas tropicais, subtropicais e de zonas temperadas
(PERSOONE; SORGELOOS, 1980) e (GAJARDO; BEARDMORE, 2012).

Segundo Van Stappen (2002) ha registros da presenca desses animais em
altitudes muito elevadas, como no planalto tibetano, no Tibet, a 4.500 m acima do
nivel do mar; como também no deserto de Atacama, no Chile a 2.500 m conforme
informacgdes contidas nos estudos de Gajado; Beardone (1993) e de Demergasso et
al. (2004), bem como ha registros da presenca de artémias em altitudes mais baixas,
como por exemplo, no Continente Americano.

Dhont et al. (2013) mencionam que o0 género Artemia (Leach,1819) esta
constituido de espécies bissexuais, encontradas no velho e novo mundo e por
populacdes partenogenéticas com diferentes niveis de ploidias, endémicas da
Europa, Africa, Asia e também registradas na Austrélia, todas reconhecidas por A.
parthenogenetica (Mufioz et al.2010).

Conforme Gajardo; Beardmore (2012) h& seis espécies bissexuais de
artémias em todo o mundo. A seguir sdo apresentadas as espécies de artémias e

suas respectivas distribuicbes geograficas:

1. A. salina (Leach,1890): area do Mediterraneo;

2. A. urmiana (Gunther, 1890): Lago Urmia - Iran e uma localidade da
Criméia- Ucrania;

3. A. sinica (Cai, 1989): interior da China e da Mongdlia;

4. A. tibetiana (Abatzopoulos et al, 1998): Tibet;

5. A. persimilis (Piccinelli e Prosdocini, 1968): Sul da América do Sul;

6. A. franciscana (Kellogg, 1906): América do Norte, Central e do Sul.

Embora as duas Ultimas espécies bissexuais relacionadas acima sejam
endémicas das Américas, pode-se observar na Figura 25, que a A. franciscana se
apresenta assinalada em diversas regifes do planeta. Amat et al. (2007) e Var6 et
al. (2015) relataram que este acontecimento se deve a disponibilidade de
comercializacado dos cistos desta espécie, para aquicultura e a sua introducdo em

salinas.
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Figura 25 - Distribui¢cdo geografica mundial das diferentes espécies de artémias.

QO A. franciscan
Q A. persimilis
O A. salina

A A. urmiana

+A. tibetiana;
+ A. sinica;

A A. parthenogenetica

Fonte: modificado de BAXEVANIS, et al. (2006).

De acordo com Vanhaecke et al (1984) e Camara (2001) as cepas de
artémias oriundas da Baia de Sao Francisco, Estados Unidos da América, foram
introduzidas no Brasil, no Rio Grande do Norte, particularmente nas salinas de
Macau, na década de 1970. Assim, a espécie que ocorre no Brasil € a A.
franciscana, cuja distribuicdo geografica abrange as salinas de Macau (Rio Grande
do Norte, Brasil) e Cabo Frio (Rio de Janeiro, Brasil) (CAMARA, 2001). Mota Klein
(1996) ressalta que populacbes de artémias sdo também encontradas no estado do
Ceara. Neste projeto, a espécie utilizada foi a Artemia franciscana.

Sueli Tavares de Souza Silva



80
Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

4 METODOLOGIA

A presente pesquisa foi desenvolvida utilizando a infraestrutura laboratorial do
Grupo de Arquitetura de Nanodispositivos Foténicos e Bioinspirados: o Biotério de
Espécies Nanoestruturadas (BEN-DQF/UFPE), unidade integrante do Laboratorio de
Arquitetura de Nanodispositivos Fotonicos e Bioinspirados (LandFoton- DQF/UFPE)
e na empresa Ponto Quantico Nanotecnologia, hub de inovagdo do LandFoton,
instalada na Positiva, Nucleo de Inovacdo Tecnoldgica (NIT) da Universidade
Federal de Pernambuco.

A pesquisa constou de duas etapas, com as respectivas atividades
experimentais associadas.

Na primeira etapa, foram realizadas as seguintes atividades experimentais:

» Taxonomia morfolégica e taxonomia molecular do microcrustaceo;

» Testes de sobrevivéncia com larvas naupliares da Artemia franciscana
(Etapa de eclosao e Experimento de sobrevivéncia);

> Inicio de Bioensaios com as larvas naupliares da Artemia franciscana

para incorporacédo de NPs Ag, micropoluente modelo.

Destaca-se que as metodologias taxdnomica morfolégica e molecular
encontram-se descritas nesse documento, enquanto a metodologia referente aos
testes de sobrevivéncia seguiu a metodologia proposta por Browne; Wanigasekera
(2000), com adaptacdes, para constatar as condi¢cdes ideais de sobrevivéncia das
artémias. A etapa de eclosdo e resumo dos experimentos de sobrevivéncia
encontram-se no anexo A.

Na segunda etapa, foram realizadas as seguintes atividades experimentais:

» Pré-tratamentos de amostras;
» Bioensaios com as larvas naupliares da Artemia franciscana para
incorporacao dos seguintes nanomateriais:
e nanoparticulas de prata (NPs Ag);
e nanotubos de carbono (NTC);

e quantum dots (QDs).
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» Bioensaios com as larvas naupliares da Artemia franciscana para
incorporacdo da Olanzapina como farmaco neuroléptico, inibidor de

funcdes psicomotoras.

4.1 ANALISE TAXONOMICA MORFOLOGICA E MOLECULAR

A identificagdo taxonémica morfologica do microcrustaceo foi realizada com o
auxilio de imagens obtidas em Microscopio (Discovery V.8, ZEISS) com cémera
acoplada (ZEISS- AXIOCAM MRC) e programa de captacdo e edicdo de imagem
(ZEN V.2), estereomicroscopio e microscopio (Lumen) com camara de Neubauer
acoplada, com resultados avaliados com base na bibliografia especializada. Do
ponto de vista da toxonomia morfolégica, os espécimes analisados ndo foram
determinados até o nivel de espécie, uma vez que apresentam diferencas
morfométricas ocasionadas pela exposicdo a condicbes ambientais diferentes,
necessitando, neste caso, fazer analise molecular, para uma identificacdo final
segura.

Para a realizacdo da taxonomia molecular da espécie escolhida, foi extraido o
DNA de exemplares de individuos adultos, seguindo o protocolo de
Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (FCI) modificado (Sambrook et al. 1989) (anexo
B). ApGs a extracdo, o DNA foi quantificado no espectrofotémetro UV-Vis (NanoVue
Plus ™) e armazenado a uma temperatura de — 20 °C, para posterior anélise.

A amplificacdo do Primer Universal e do gene citocromo C oxidase | (COIl) da
espécie, foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para os primers
L2510 F (5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") e H3080 R (5'-
CCGGTCTGAACTCAGATCCACGT-3Y; ANO-LCO F (5'-
TRTAYTTTATTTTTGGNGC-3") e PAR-HCO R (5'-
GACGTRTTNARGTTTCGGTCNGT-3'), descritos por Palumbi (1996). Para a
amplificagéo por PCR, utilizou-se um volume final de 10 pL, contendo, 93 ng de
DNA,10 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, para o conjunto de primer
(L2510 e H3080) e 2,5 mM MgCl,, para o conjunto de primer (ANO-LCO e PAR -
HCO), 200 uM de cada dNTP, 10 pmoles de cada primer e 1U de Taq DNA

polimerase (Invitrogen do Brasil) e agua ultrapura para completar o volume da
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reacao. As reacoes de amplificacdo foram efetuadas em termociclador Modelo Veriti
96 - Well Thermal Cycler, sob as seguintes condi¢cdes térmicas: uma desnaturacédo
inicial a 95 °C por 4 min, seguida de 32 ciclos a 94 °C por 50 s, 55 °C por 50 s e 72
°C por 1 min, seguido por uma extensao final a 72 °C por 5 min.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de algarose a 1% e os
tamanhos dos fragmentos gerados foram estimados com base em um marcador de

peso molecular Ladder de 100 pares de bases (pb) (Figura 26).

Figura 26 — Padrao eletroforético em gel de algarose dos produtos amplificados do DNA das
amostras de artémias adultas, por PCR (1 primer: L2510F, H3080 R; 2: ANO-LCOF, PAR-HCO R).

Fonte: AUTORA (2020).

Os fragmentos obtidos de tamanho aproximado de 550 pb foram purificados
com as enzimas Exol/SAP de acordo com o protocolo seguido (Anexo C), para
remocao dos primers e nucleotideos ndo incorporados, e sequenciados em um
sequenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA).

Todo o procedimento experimental que culminou com a identificacdo
molecular da espécie utilizada neste trabalho foi processado no Laboratério de
Genética Aplicada-LAGA, pertencente ao Departamento de Pesca, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

Nesse segmento, também s&o apresentadas informacfes a respeito dos
aspectos sistematicos, bioldgicos, ecoldgicos, morfolégicos e do ciclo de vida do

organismo estudado, que serao referenciados nos resultados e discussoes.
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4.2 BIOENSAIOS COM ARTEMIAS COMO CONCENTRADORES VIVOS PARA
INCORPORACAO DE MICROPOLUENTES MODELO

Neste estudo foram efetuados quatro tipos de bioensaios com base no tipo de
micropoluente exposto as artémias para atuarem como concentradores vivos. As
caracterizagOes das amostras foram realizadas com base na incorporagdo desses
micropoluentes pelos instares Il e lll, jA que nestas fases, jA& houve abertura do
sistema digestorio dos animais. Para a analise de amostras com NPs Ag, utilizou-se
a Espectrometria de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis),
Espectrometria de Emissdo Otica em Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES) e
Espectroscopia de Raios X por Disperséo de Energia (EDS); para NTC utilizou-se
Espectroscopia Raman e para os QDs a Microscopia de Fluorescéncia, e para as
amostras em que os nauplios foram expostos a Olanzapina (OLZ), também utilizou-
se o UV-Vis. Imagens de Microscopia Otica, também foram realizadas para exibir
aglomerados de NTC ou de NPs Ag no interior das larvas naupliares.

A Figura 27 mostra a sequéncia inicialmente utilizada para o uso das artémias

como pré-concentradores vivo de micropoluentes modelo.

Figura 27- Representacao gréafica dos Bioensaios como concentrador vivo
para incorporagédo dos micropoluentes modelo.
u
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Fonte: AUTORA (2020).
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Para realizacdo dos Bioensaios, instares naupliares Il e Il obtidos na etapa
de eclosédo, foram coletados com auxilio de estereomicroscopio bilocular e pipetas
de Pasteur e em seguida transferidos para um recipiente contendo agua destilada e
deixados neste meio, por 30 minutos, com a finalidade de retirar o sal presente, para
posteriormente serem expostos aos micropoluentes nos experimentos de exposicéo
(Figura 27).

Todos os procedimentos foram feitos com agua destilada, ja que constatou-
se que na presenca de agua salina o micropoluente modelo NP Ag interagiu com o
cloreto de sédio (NaCl), conforme observado nos espectros de absor¢cédo
comparados nos dois meios, mostrados no ANEXO D. Considerando as
caracteristicas das artémias como animais extremofilos, observa-se que as mesmas
conseguem sobreviver em situacfes adversas, e mantiveram-se vivas durante e

depois dos ensaios ha auséncia de sal, em agua destilada.

4.2.1 Protocolo de exposi¢cao de larvas naupliares da Artemia franciscana a

Nanoparticulas de prata

O protocolo constou da exposicdo de larvas naupliares a cinco sistemas
constituidos por solucdes teste de NPs Ag com cinco diferentes diluicbes em agua
destilada, partindo de uma solucdo estoque inicial de 12,9 mg/L, conforme

proporcdes especificadas na tabela 4.

Tabela 4- Sistemas formados por soluces teste.

SISTEMAS Volume (mL) da
(solucdes teste de 5 mL) | solucéo estoque de

Volume de H,O Concentracéo final

NP Ag de 12,9 mg/L destilada (mL) de prata (ug/L)
1 0,5 45 1290
2 0,6 4,4 1550
3 0,7 4,3 1800
4 0.8 4,2 2060
° 0,9 4,1 2320

Fonte: AUTORA (2020).

Sueli Tavares de Souza Silva



85

Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

Para a determinacao do inicio do tempo de filtracdo e o tempo de exposi¢ao
dos microcrustaceos para o desenvolvimento de bioensaios com NPs Ag, foi

utilizado o sistema mais concentrado (SISTEMA 5).

4.2.1.1 Analises por Espectrometria de Absorcdo na Regido do Ultravioleta Visivel
(UV-Vis)

Os instares Il e lll foram expostos as solucdes teste de NPs Ag conforme
descritas nos sitemas da Tabela 4, durante o periodo de uma hora, conforme
adaptacao da metodologia, descrita por Meyer et al. (1982).

As NPs Ag utilizadas nessa pesquisa foram sintetizadas por via quimica, no
qual foi utilizada a solucdo de nitrato de prata (AgNO3) 1 mmol L™ como precursor
metalico e a solucdo de borohidreto de sédio (NaBH.) 2 mmol L™, como agente
redutor e estabilizante, conforme protocolo (Anexo E) desenvolvido por Mojica-
Sanchez (2017).

Inicialmente as solucdes teste foram depositadas em recipientes de vidro e
em seguida, larvas naupliares foram coletadas e expostas a essas. O conjunto
formado por um volume de 5 mL de solucdo teste e 50 nauplios representou
amostras individuais.

A Tabela 5 contém o resumo das condi¢cdes do bioensaio em que as larvas
foram expostas a diferentes volumes de solucdo de NP Ag. Cada sistema constou
da producdo de 30 amostras, provenientes de seis réplicas e do uso de 300 larvas
naupliares e de 30 mL de solucao teste, perfazendo um total de 1500 nauplios e de
um volume del50 mL de solucéo teste.
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Tabela 5 - Resumo das condi¢des do Bioensaio com larvas naupliares de
Artemia franciscana expostas a NPs Ag.

PARAMETROS

CONDICAO

Tipo de teste

Numero de sistemas

Numero de solucdes teste

Componentes das solucdes teste

Volume total de cada solucéo teste

Volume de solucdo de NP Ag nas solucfesteste
Agua de diluicdo

Volume de H,O destilada nas solucdes teste
Numero de amostra/sistema

Numero total de amostras e recipientes de vidro
Estagios naupliares utilizados

Numero de nauplios/sistema

Total de nauplios utilizados no experimento
Volume total de solucéo teste

Alimentac&o durante o ensaio

Resposta

Estatico sem renovagao de agua

05

05

NP Ag e H,O destilada

5mL

0,5mL; 0,6 mL; 0,7 mL; 0,8 mL e 0,9 mL
Agua destilada
45mL;4,4mL;4,3mL;4,2mLe 4,1 mL
06

30

Ilelll

50

1500

150 mL

Nao

Diminui¢@o da banda de ressonancia plasmonica da

prata no espectro de absor¢cdo UV-Vis

Fonte: AUTORA (2020).

ApoOs o0 tempo total de exposicdo, as larvas naupliares foram retiradas e
acondicionadas em outros recipientes, para serem posteriormente submetidas ao
processo de digestdo de amostras, para analise por Espectrometria de Emisséo
Otica em Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES).

As solucbes teste e 0s seus respectivos filtrados de cada amostra, apos
exposicdo e recolhimento dos microcrustaceos filtradores, foram submetidos a
analise no UV-Vis usando espectrofotbmetro (Perkin EImer, modelo Lambda 650).
Para isso, uma aliquota de 2 mL de cada amostra foi transferida para uma cubeta de
qguartzo de 1 cm de caminho 6tico e os espectros foram registrados entre 200 e 700
nm. Os filtrados das amostras, ap6s terem sido caracterizados pela espectrometria
molecular UV-Vis, foram devidamente etiquetados e guardados para a posteriori

serem submetidos a andlise pela técnica de ICP OES.
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4.2.1.2 Andlises por Espectrometria de Emissdo Otica em Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP OES)

O protocolo proposto neste item visa a determinacdo do elemento prata nas
amostras e seus respectivos filtrados resultantes da exposi¢cdo as larvas naupliares
dos microcrustaceos filtradores.

Para isso, os recipientes utilizados foram lavados com agua e sabao neutro e
colocados em banho de HNO3 10 % (v/v) por no minimo 24 h e posteriormente,
lavados com &gua ultrapura do tipo | de equipamento Milli-Q® e secados em estufa a
60 °C. Os reagentes utilizados no desenvolvimento deste protocolo foram de grau
analitico, HNO3; da marca Sigma-Aldrich e H,O, da marca J.T. Baker.

As amostras constituidas de larvas naupliares foram submetidas a um pré-
tratamento, ja as representadas pelos filtrados, foram apenas diluidas.

O tratamento das amostras com larvas foi realizado por digestéo
Umida, assistida por radiacdo em forno de micro-ondas de uso doméstico (2450
MHz). Este procedimento consistiu na exposicdo de larvas naupliares a solugéo
constituida de 2 mL de acido nitrico (HNO3) 65%, peréxido de hidrogénio (H202) 30
% e da adicdo ou ndo de agua Milli-Q®, de forma a totalizar um volume de 5 mL
(Tabela 6). No forno de micro-ondas, as amostras foram expostas em recipientes

abertos e submetidas seis vezes a uma poténcia de 10 W por 5 segundos.

Tabela 6 — Condi¢fes de digestédo das amostras.

REAGENTES DA DIGESTAO
SOLUCOES TESTE H,0, Agua Milli-Q®
(mL) (mL)
3 -
0,9 mL NP Ag + 4,1 mL H,O destilada 1 2
0,8 mL NP Ag + 4,2 mL H,O destilada 3 -
0,7 mL NP Ag + 4,3 mL H,O destilada 1 2
0,6 mL NP Ag + 4,4 mL H,0 destilada 2 1
0,5 mL NP Ag + 4,5 mL H,O destilada 2 1

Fonte: AUTORA (2020).

Foi elaborado um planejamento fatorial composto de duas variaveis
estudadas em dois niveis, com duas repeticdes no ponto central, sendo realizado
um planejamento 22. Na tabela 7 sdo mostradas as variaveis com seus niveis (-1) e

(+1) que podem influenciar no processo de digestao das larvas naupliares. Na tabela
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8 € apresentada a matriz de experimentos na qual foi utilizada a correlacao entre as

variaveis e seus niveis, repetindo-se 0s ensaios duas vezes para 0s pontos centrais

(0).

Tabela 7- Variaveis e niveis empregados no planejamento fatorial 2°.

VARIAVEIS NIVEIS
(-1) (0) (+1)
A [HNO3] (M) 2 5 8
B H,0, (mL) 1 2 3

Fonte: AUTORA (2020).

Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental utilizando o planejamento fatorial 2° com repeti¢do de
dois pontos centrais.

CONDICOES EXPERIMENTAIS

1 2 3 4 5 6

SOLUCOES TESTE
A|B|A|B|A|B|A|B|A|B|A/|B

0 9MLNPAg+4,1mLHOdestilada | (+) | (H) | H || ) | (| ()

© | © | © | (©

0,8mMLNPAg+42mLH,Odestilada | () [ (D | ®H [O]l O 1 &® 0O

0 1 © | (© | (0

05mMLNPAg+45mLH,Odestilada | () | () | () | O] () | ()

()

()
0,7mLNPAg+4,3mLH,0destlada | (+) [ (D) [ D [O] O [ ®H ][O ][O0 ©]©]©)
06mMLNPAg+44mLH,Odestlada | () [ (D [ O[O O ®H[O[O]O]©0]©]©

OO0 0O 0|0

Fonte: AUTORA (2020).

Antes de serem analisadas pela técnica de ICP OES, as amostras tiveram
que ser diluidas. Utilizou-se no processo de diluicdo 0,50 mL de amostra com 0,15
mL de HNO; (65%) e 1,35 mL de agua Milli-Q®, totalizando um volume de 2 mL. A
determinacdo de Ag foi realizada no ICP OES modelo Optima™ 7000 DV (Perkin

Elmer®), mediante as condi¢cBes operacionais descritas na tabela 9.
Tabela 9- Condi¢gbes de Operacdo no equipamento de ICP OES.

PARAMETROS CONDICOES
Poténcia de RF (kW) 1,3
Vazao de nebulizacéo (L min™) 0,8
Vazao do argdnio auxiliar (L min™) 0,2
Vazao do argdnio principal (L min™) 15
Taxa de aspiracdo da amostra (Ml min *) 1,0
Numero de replicatas 3
Numero de brancos 5
Padrao interno 1mg L™ Ag
Configuracdo da tocha Axial
Nebulizador Concéntrico
Cémara de nebulizacdo Scott
Elemento Ag
Comprimento de onda de deteccdo (nm) 328,068

Fonte: AUTORA (2020).
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A eficiéncia da metodologia experimental foi avaliada a partir do registro de
tracos do micropoluente prata presentes nas amostras constituidas por nauplios
expostos aos diferentes volumes de NP Ag. A técnica ICP OES, também permitiu
analisar o efeito do procedimento de digestdo de amostras.

A andlise estatistica dos dados do planejamento fatorial 2%, com duas
repeticdes no ponto central, foi realizada com o auxilio do Software Statgraphics XV
(Centurion), no qual foram investigados os efeitos das variaveis e das interacdes
entre elas, a partir da Analise de Variancia (ANOVA), a = 0,05), Desvio Padréao e
Diagrama de Pareto. Também foi efetivada uma analise multinivel / multifator onde
foram avaliados em conjunto o HNO3, 0 H,O, e a quantidade de NP de Ag.

O teste de Durbin-Watson foi utilizado na detec¢édo da autocorrelacéo residual
nos erros do modelo de Regressdo. A analise de Regressdo e Correlacao foi
empregada para reconhecer as relacdes estabelecidas entre as variaveis
independentes molaridade do HNOj, o volume de H;O, e concentragdo de
nanoparticulas de prata (NPs Ag), sendo a variavel dependente, a maior
concentragdo do elemento prata nas amostras.

Abaixo é apresentada a Figura 28 que contém o resumo das etapas
realizadas para a determinagcdo do elemento prata nas amostras, a partir da técnica
de ICP OES.

Figura 28 - Fluxograma das etapas desenvolvidas para determinagéo do elemento prata (Ag)
nas amostras pela ICP OES.

ropsiooe | g | oesone | gy [ owctone | gy oo | p |
NAUPLIOS AMOSTRAS AMOSTRAS PRATA

Fonte: AUTORA (2020).

4.2.1.3 Analises por Espectroscopia de Raios X por Disperséo de Energia (EDS)

As larvas naupliares expostas ao Sistema 5 (Tabela 4) foram coletadas do
filtrado e fixadas em solugcdo de Karnovsky a temperatura ambiente enquanto os

filtrados foram acondicionados em recipientes individuais e levados para serem
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caracterizado por Espectroscopia UV-Vis. As larvas foram, em seguida, submetidas
ao tratamento de amostras descrito no anexo F, para posteriormente serem
caracterizadas pela técnica de EDS.

As andlises quimicas realizadas por EDS para a determinacédo do elemento
prata nos nauplios foram realizadas no Departamento de Fisica (DF) - UFPE em
microscoépio eletrénico de varredura (MEV), modelo MIRA 3 LMH Schottky FE-SEM
(Tescan). Imagens de instares naupliares foram obtidas a partir deste microscopio e
do microscopio eletrénico de varredura (MEV), modelo EVO LS15 do Laboratoério de

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) — UFPE.

4.2.2 Protocolo de Exposigdo das larvas naupliares da Artemia franciscana
Kellog, 1906 a nanotubos de carbono (NTC)

Neste bioensaio as larvas naupliares foram expostas a quatro tipos de
sistemas (dois controles e dois experimentais), durante o periodo de 1 hora. Um dos
sistemas controle apresentava solugdo teste constituida apenas por dgua destilada,
e outro, composto de agua destilada e microalga Nannochloropsis oculata. Nos
sistemas experimentais, a solucao teste, era composta de agua destilada e NTC em
um deles, enquanto no outro era constituida de agua destilada, microalga

Nannochloropsis oculata e NTC (Tabela 10).

Tabela 10- Sistemas de exposi¢do com os componentes das solucdes teste.

SISTEMAS COMPONPONTES DAS SOLUCOES TESTE
H,O Destilada Microalgas NTC
(mL) (mL) (mg L™
CONTROLE 1 20 - -
CONTROLE 2 17,5 2,5 -
EXPERIMENTAL 1 20 - 0,30u0,5
EXPERIMENTAL 2 17,5 2,5 0,30u0,5

Fonte: AUTORA (2020).

Nas amostras dos sistemas experimentais, antes da exposi¢cdo das larvas
naupliares aos NTC, nas solucgdes teste foi adicionado surfactante Triton X-100, para

dispersar os NTC. Em seguida, as solucdes teste foram sonicadas durante um
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periodo de 1h 30 min, em equipamento de ultrassom da marca UNIQUE, para
otimizar a dispersdao dos NTC. A Tabela 11 apresenta resumo das condi¢cbes

experimentais de exposicao.

Tabela 11- Resumo das condi¢des experimentais do Bioensaio
de exposicao de nauplios a NTC.

PARAMETROS CONDICAO
Tipo de teste Estatico sem renovacédo de agua
Recipiente de exposicao Béquer de 50 mL
Agua utilizada no experimento Destilada
Concentracdo de NTC utilizados 0,3mgL*ou0,5mgL™
Volume de agua destilada 20mL ou 17,5 mL
Volume de microalgas 2,5mL
Volume total da solucéo dispersante por sistema 20 mL
Volume de Triton X-100 0,6 mL
Total de sistemas utilizados 4
Total de nduplios por sistema ou amostra 50
Total de nduplios usados no Bioensaio 200
Fases naupliares instares Il e IlI

Fonte: AUTORA (2020).

Ap6s o periodo de exposicdo, as larvas naupliares foram coletadas com
auxilio de estereomicroscoépio e pipetas de Pasteur e acondicionadas em Eppendorf
de 1,5 mL, onde foram fixadas em solucdo de formaldeido a 10 %, a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram submetidas a um processamento de tratamento de
amostra biolégica (anexo G), para serem analisadas pela Espectroscopia Raman
(ER).

4.2.2.1 Analises por Espectroscopia Raman (ER)

As analises das amostras por ER foram realizadas em Espectrometro Raman
SENTERRA-BRUKER com microscépio Olympus acoplado, operando com linha de
excitagdo em 532 nm e grade de difragdo de 1200 linhas/mm. Nas amostras
provenientes dos sistemas Controle 1 e 2 e do Experimental 3 e 4, a poténcia do
laser e o tempo de integracdo utilizados para analise das amostras foram de 20 mW
/ 20 s, e de 10 mW / 20 s, no sistema Experimental 3, uma vez que o poder de
penetracdo do laser estava danificando a amostra. A objetiva usada na analise foi a

de 50x e Imagens das amostras depositas nas laminas foram também obtidas.
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O processamento das amostras bioldgicas foi realizado no LIKA — UFPE e as
andlises de Espectroscopia Raman, no Instituto de Criminalistica Professor Armando
Samico (ICPAS/PE).

4.2.2.2 Analises por Microscopia Otica

Foram realizadas fotografias de alguns espécimes expostos a NTC no
laboratério de Toxicidade e Comunicacdo Celular (LTCC), do Departamento de
Histologia e Embriologia (DHE) — UFPE, em microscépio binocular 6tico da Lumen,

com camara de Neubauer acoplada.

4.2.3 Protocolo de Exposicdo das larvas naupliares da Artemia franciscana
Kellog, 1906 a Quantum dots (QDs)

Neste bioensaio, as larvas naupliares foram expostas durante o periodo de
uma hora a dois tipos de sistemas: um controle, constituido apenas de &agua
destilada e dois experimentais; o sistema experimental formado por solucéo teste
constituido de 4gua destilada e QDs de ZnCdTe-TGA (telureto de cadmio e zinco

estabilizado pelo acido tioglicélico), conforme observado na tabela 12.

Tabela 12- Resumo das condi¢Bes experimentais do Bioensaio de exposicao de nauplios a QDs.

SISTEMAS COMPONENTES DAS
SOLUCOES TESTE
H,O D (mL) | ZnCdTe (mL)
CONTROLE 5,0 -
EXPERIMENTAL 4,5 0,5

Fonte: AUTORA (2020).
Decorrido o tempo de exposi¢cado dos nauplios as solucdes teste, os instares

naupliares foram coletados e fixados em solucdo de Karnovsky a temperatura
ambiente, para posteriormente serem caracterizados pela Microscopia de

Fluorescéncia (MFL).
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4.2.3.1 Andlises por Microscopia de Fluorescéncia

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), no setor de Microscopia eletronica e no Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE).

Para a realizagdo dessa andlise, instares naupliares tiveram que ser
depositados em laminas de vidro e em seguida levados ao microscopio para serem
submetidos a filtros DAPI (365 nm); Alexa (488 nm) e Alexa (546 nm). As amostras
caracterizadas no CETENE tiveram que ser cobertas por laminula, para analise em

microscopio é invertido.

4.2.4 Protocolo de Exposicdo das larvas naupliares da Artemia franciscana

Kellog, 1906 ao farmaco Olanzapina

Os experimentos com exposicdo das artémias ao farmaco psicotropico
Olanzapina (OLZ) foram feitos em paralelo aos trabalhos com os nanocontaminantes
e sao apresentados no Anexo |. A metodologia empregada neste protocolo foi
desenvolvida em 3 etapas (Figura 29), sendo a primeira, relacionada com ecloséo
dos cistos. Nesta fase, foram utilizados em cada eclosao, aproximadamente, 0,35 g
de cistos procedentes das lagoas de Macau- RN/BR. Na segunda fase, os nauplios
da fase Il e Ill foram expostos a OLZ, seguindo a metodologia proposta por Browne,
Wanigasekera (2000) com adaptacdes, e a terceira fase refere-se a analise do
filtrado dos nauplios, através de medida indireta da concentracdo do farmaco por

Espectrometria de Absorcao na regidao UV-Vis.

Figura 29 - Fluxograma com as trés etapas experimentais da exposi¢éo das larvas naupliares
ao farmaco Olanzapina.

1. eclosao dos 2. Bioensaio de 3. Bioensaio como
cistos Sobrevivéncia concentrador vivo

Fonte: AUTORA (2020).
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Para a realizacdo deste bioensaio, preparou-se uma solugéo estoque de 35
mg L™ de OLZ, com &gua mineral de pH de 6,0 (marca Diamante). A solucéo
estoque foi submetida a um equipamento de ultrassom da marca UNIQUE, durante
aproximadamente 20 minutos. Em seguida, solucfes teste de 50 mL de 1, 25 mgL"
125 mgLh5 mgL?; 10 mgL 15 mgL™;20 mgL™25 mgL® e 30 mgL™ foram
preparadas a partir da diluicdo da solugéo estoque. Apés a preparacdo das solucdes
teste, foi tracada uma curva de calibracdo na faixa de concentracdo em que ha
linearidade da lei de Beer-Lambert. Neste bioensaio, as larvas foram expostas
apenas as solucdes teste de 5 mgL™ e 10 mgL™ de OLZ, uma vez que apresentaram
maior taxa de sobrevivéncia durante o periodo de 24 horas. Aliquotas de 4 mL das
solucBes teste de 5 mgL™ e 10 mgL™ de OLZ foram coletados e depositadas em
recipientes de vidro especificos. Dois grupos de 10 larvas naupliares, totalizando 20
nauplios, foram coletados e em seguida, cada grupo foi exposto a uma solucao teste

durante um periodo total de 140 minutos.

4.2.4.1 Andlises por Espectrometria de Absorcdo Molecular na Regido do
Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Ainda em referéncia aos experimentos com exposicdo das artémias a OLZ,
apresentados no Anexo |, foram realizadas analises das solugdes teste de 5 mgL™ e
10 mgL™ do farmaco por espectrometria UV-Vis antes e apés a exposicdo aos
nauplios, a cada 20 minutos, de forma a se conhecer o comportamento de filtragem
das larvas naupliares quando expostas ao farmaco modelo.

Andlises cinéticas das duas solucdes teste do farmaco foram realizadas para
se verificar a possibilidade de decomposicdo ao longo do tempo. Para isso as
solucdes teste foram analisadas por UV-Vis nos intervalos de 0 min, 120 min e 360
minutos ap0s as preparacoes.

As analises UV-Vis das solucdes teste e dos filtrados foram realizadas em
espectrofotometro UV-Vis (Varian Cary 50) com lampada de xenénio, do Laboratorio
de Eletrossintese — LES no DQF/UFPE. Para isso, uma aliquota de 2 mL de cada
sistema foi colhida e transferida para uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho

otico, e 0s espectros registrados entre 200 e 700 nm.
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A tabela 13 apresenta as condi¢cdes experimentais do protocolo de exposi¢cao

do farmaco OLZ aos nauplios.

Tabela 13 — Resumo das condi¢des experimentais do protocolo de exposi¢do
do farmaco OLZ aos nauplios.

PARAMETROS

CONDICAO

Tipo de teste

Recipientes de exposicao
Agua utilizada na diluigdo
pH da agua utilizada

Concentracdo de OLZ utilizadas

Numero total de solucdes

testes

Volume de solucéo teste / amostra
Total de amostras/ solucdes teste

Total de amostras

Total de nauplios / amostra

Total de nduplios usados no Bioensaio

Tempos avaliados
Fases naupliares
Resposta esperada

Estatico sem renovacao de agua
Vasos de vidros

Mineral da marca Diamante

6,0

5mgL";10mgL™

2

4 mL

2

4

10

40

140 min; 360 min

instares I e Il

Diminuic&do da banda de absorcdo da OLZ

Fonte: AUTORA (2020).

A Figura 30 representa um diagrama com o resumo de todas as metodologias

aplicadas neste estudo, destacando as técnicas analiticas utilizadas para cada

micropoluente modelo.

Figura 30 - Diagrama contendo os micropoluentes e as técnicas utilizadas

nos bioensaios com as larvas naupliares.

NAUPLIOS

(— ) )
‘ MICROPOLUENTES ‘ NP Ag QDs oLz
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r 2 | | I
Al &) i 1l il i i
TECNICAS ‘U Uv-vIs ‘ ICP OES U EDS ’U RAMAN U MO ’ MFL uv-vis
L . W
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos experimentos realizados e
discussbes com vistas a aplicacdo das artémias em sua fase larval como preé-
concentradores vivos de tracos de nanomateriais e contaminantes moleculares
(micropoluentes) de ecossistemas aquaticos. Sera avaliada a possibilidade de
determinacdo de uma curva analitica e sua equacdo, em funcdo do tempo de
filtracdo ndo seletiva desses animais utilizados como motores filtradores, para pelo
menos uma técnica analitica e um nanocontaminante modelo, como prova de

conceito para elaboracdo de um dispositivo patenteavel.

5.1 CARACTERIZACAO TAXONOMICA MORFOLOGICA

A classificacdo do animal estudado sob a otica da analise taxondémica
morfologica foi possivel até a categoria taxonémica género. Neste estudo, a analise
dos espécimes permitiu elaborar uma diagnose do género Artemia com base nas
semelhancas morfolégicas e funcionais. Por outro lado, a classificacdo taxondémica
morfolégica a nivel de espécie, ndo foi concluida porque alguns exemplares
analisados apresentaram certos niveis de diferencas em estruturas morfolégicas,
geralmente usadas para classificar os organismos nesta categoria.

Embora a taxonomia morfol6gica seja relevante na identificacdo de espécies,
em alguns casos, ela pode apresentar limitacdes, sendo necessaria a realizacdo da
taxonomia molecular para elucidar a espécie, concluindo o estudo de analise

taxonOmica.

5.1.1 Diagnose do Género
Artemia Leach, 1819
Animal com corpo dividido em cabeca, torax e abdémen. Corpo delgado e
achatado dorso-ventralmente. Cabeca desprovida de carapaca, com par de olhos
compostos e pedunculados, situados lateralmente. Machos menores que as fémeas.
Segundo par de antenas evidencia dimorfismo sexual. Nos machos o segundo par

de antenas se diferencia em claspers, cuja funcdo é prender a fémea durante o
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acasalamento. Pénis de forma bifurcada situado na regido posterior, apds o 11° par
de taracOopodes. Nas fémeas o segundo par de antenas, sofre um atrofiamento,
ficando menor do que o primeiro par de antenas. TOrax com 11 pares de
toracopodes em forma de folhas. Abdome situado apds a regido genital; desprovido
de apéndices, de formato quase cilindrico e constituido por seis segmentos
abdominais. Telson com furca caudal bifurcada com ramos curtos e repletos de
cerdas longas e finas. Nas fémeas, a parte distal € ligeiramente afilada, nos machos
a parte distal apresenta borda arredondada.

Neste estudo, além da descricdo do género Artemia é apresentado tambéem
informacdes relacionadas a biologia (tamanho das larvas e dos adultos, aspectos
morfologicos dos individuos adultos, ciclo de vida e tempo de maturacdo sexual) a
partir do desenvolvimento em condi¢des laboratoriais. As imagens dos individuos
naupliares e adultos presentes neste tdpico foram obtidas por microscopia 6tica.

Foi observado que os instares naupliares Il e lll resultantes da eclosdo em
agua salina constituida apenas de NacCl (cloreto de sodio ndo iodado) apresentaram
tamanhos médio de 500 um, em contrapartida, os nauplios obtidos a partir de agua
do mar descontaminada (Apéndice A) assinalaram tamanho médio de 950 um). Por
outro lado, nauplios expostos aos micropoluentes NPs Ag e NTC, registraram

tamanho médio respectivamente, 760 um e 574 um (Figura 31).

Figura 31- instares naupliares Il e Il expostos a: (A) Agua salina apenas com NaCl;
(B) Agua do mar descontaminada; (C) NPs Ag e (D) NTC.

Fonte: AUTORA (2020).
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Ainda referente aos instares Il e lll, foi verificado que individuos naupliares
nestas fases conseguiram se manter vivos sem fornecimento de alimento durante 13
dias (Figura 32). As imagens dos individuos naupliares evidenciam alteracbes em
sua anatomia e morfologia. A regido do trato digestivo se encontra com
deformacg0bes, no qual pode ser observado alargamento desprovido de segmentacao
ou certo estreitamento, neste caso, sugerindo que eles entraram em condi¢cdo de
inanicdo. A imagem também revela que nestes espécimes, o0s taracopodes parecem
atrofiados ou praticamente inexistentes, sugerindo que o0s nauplios quando
submetidos a uma situacdo de estresse alimentar (caréncia de alimento) podem
desenvolver um processo semelhante a seca fisioldgica das plantas. De acordo com
Fageria (1989) a seca fisioldgica ocorre em condi¢cfes de deficiéncia hidrica induzida
pelo efeito osmotico. Em tal processo € comum ocorrer alteracdes morfologicas e
anatdmicas nas plantas como medida para manter a absorcédo de agua e reduzir a
taxa de transpiracdo. Nos individuos naupliares, a condicéo foi relacionada a falta de
alimentacéo, o que possivelmente ocasionou fragueza extrema, podendo leva-los a
degeneracdo da gordura corporal, musculos entre outras partes do corpo e a
consumirem 0s seus proprios tecidos com a finalidade de obter as calorias

necessarias para sobreviverem.

Figura 32- Individuos naupliares sem fornecimento de alimentacao por 13 dias.

4

4x

3

Fonte: AUTORA (2020).
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Nos individuos adultos, o tamanho médio registrado foi de 6 mm para os
machos e 5 mm para as fémeas, ambos mantidos em agua salina com apenas NacCl;
ja para os individuos desenvolvidos em agua do mar descontaminada, o tamanho
meédio registrado foi de 8 mm para os machos e de 6 mm para as fémeas. Os
resultados também apontaram uma moderada oscilagdo no tamanho dos individuos
machos e fémeas cultivados em ambos os meios, mas com a reducdo dos tamanhos
meédios em agua salina com apenas NacCl.

Em condicdes laboratoriais favoraveis, onde o pH (8,5), a temperatura (28 °C)
e a salinidade (35 g L™) foram controlados e os animais alimentados com microalga
Nannochloropsis oculata (Figura 33), foi verificado que o tempo de sobrevida variou
entre 27 e 56 dias e que a maturidade sexual dos individuos foi registrada entre 14 e
17 dias, bem semelhante ao constatado por Gilchrist (1959). Nestas mesmas
condicoes foi observado que os individuos adultos, originados de cistos adquiridos
em loja de aquaristas, conseguiram reproduzir sexuadamente em cativeiro, e por
ovoviparidade (processo de desenvolvimento do animal dentro de um ovo alojado no
interior do corpo da fémea) liberaram larvas naupliares diretamente no ambiente

artificial.

Figura 33- Microalga da espécie Nannochloropsis oculata.

Fonte: DANIELLS (2015).

Nesta pesquisa foram também visualizadas o clasper nos machos, a furca e o

saco ovigero, estruturas importantes do ponto de vista taxondmico. O clasper
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(Figura 34), érgao surgido a partir da antena modificada nos individuos masculinos,
apresenta tamanho médio de 5,89 mm, e na parte interior desta estrutura encontra-

se um par de botdes de forma arredondada, com tamanho médio de 1,28 mm.

Figura 34 - Clasper da Artemia franciscana.

CLASPER

Fonte: AUTORA (2020); desenho de BARIGOZZI, (1974).

A furca, também conhecida como telson, é bifurcada e apresenta varias
cerdas longas situadas na parte externa e interna da regido bifurcada (Figura 35).

Figura 35 - Morfologia da furca da Artemia franciscana.

FURCA

10X

Fonte: AUTORA (2020); desenho de BARIGOZZI, (1974).
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Os sacos ovigeros, estruturas de formato ligeiramente arredondados, situados
atras do ultimo par de taracépodos (11°), um em cada lado (Figura 36).

Figura 36 - Morfologia dos sacos ovigeros da Artemia franciscana.

¥ 3\
SACOS OVIGEROS

10X

Fonte: AUTORA (2020); desenho de BARIGOZZI, (1974).

Quando a agua do ambiente artificial apresentou pH= 6,0 e a temperatura e
salinidade se mantiveram constantes, houve uma diminui¢cdo da copulacdo entre 0s
individuos adultos, auséncia de larvas naupliares no ambiente e muitos cistos
fixados nas paredes do sistema. Além disso, os individuos adultos encontrados
nesta condicdo apresentaram comprimentos em torno de 3 a 4 mm, diferentes dos
individuos originados de condi¢des favoraveis, no qual foram registrados tamanhos
entre 5 mm e 10,6 mm.

Os cistos utilizados nesta pesquisa apresentaram diametro em torno de 249
pm. Sua morfologia varia de bicbncava quando em estado desidratado (Figura 37) a

esférica quando, hidratados (Figura 38).
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Figura 37 - Cistos de artémias desidratados.

Fonte: AUTORA (2020).

Figura 38 - Cistos de artémias hidratados.

7 G
:

Fonte: AUTORA (2020).

5.2 CARACTERIZACAO TAXONOMICA MOLECULAR

As sequéncias obtidas foram editadas no software BioEdit e comparadas com
0 banco de dados GenBank, resultando na identificacdo positiva para a espécie
Artemia franciscana (X69067.1), com score de 100%.

5.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS COM CONCENTRADOR VIVO

5.3.1 Bioensaios empregando NP Ag

Artemia franciscana (Kellogg, 1906)
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5.3.1.1 Espectrometria de Absor¢cdo Molecular na Regido do Ultravioleta Visivel
(UV-Vis)

A Figura 39 corresponde ao espectro de absor¢cdo UV-Vis da solucdo de prata
coloidal obtida por via quimica. Foi observado que o comprimento de onda maximo
de absorgcdo associado a banda de ressonancia plasménica da prata (SPR) foi de
400 nm, que originou uma unica banda de absorcdo correspondente as NPs Ag

esféricas e de diametro médio de 20-35 nm.
Figura 39 - Espectro de absorcao UV-Vis das NPs Ag.
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Fonte: MOJICA-SANCHEZ (2017).

A Figura 40 apresenta os espectros de absorcédo UV-Vis do Sistema 5 (Tabela
4), cuja concentracdo de NPs Ag corresponde a 420 ug/L, antes (Oh) e apés a
exposicdo as artémias por periodos de 1 h; 3 h e 5 h. Foi observada uma forte
diminuicdo da intensidade de absorcdo da banda de ressonancia plasmoénica das
NPs Ag no sobrenadante apds 1h de filtracAo da amostra pelo microcrustaceo,
entretanto, ndo se detectou alteracéo relevante no espectro de absorcdo UV-Vis nos
periodos seguintes analisados, indicando uma saturacdo dos filtros vivos apods a
primeira hora.

Diante desse resultado, optou-se por expor as larvas naupliares as NPs Ag

por periodos de até 60 minutos, melhorando o tempo gasto na realizagcdo das
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atividades experimentais a partir da analise do espectro de absor¢do UV-Vis obtido

em funcao do tempo de filtragc&o.
Figura 40 - Espectros de absor¢cao UV-Vis para as NP Ag do Sistema 5.

2320 pug/L NPs Ag

Absorbancia (u.a.)

300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: AUTORA (2020).
Diante da saturacdo do sistema vivo de filtragem constatada nos espectros da
Figura 40 para o Sistema 5 (0 mais concentrado), foram realizados ensaios com
tempos mais curtos de exposigéo das artémias no mesmo Sistema (Figura 41).

Figura 41 - Espectros de absor¢do UV-Vis da filtracdo das NPs Ag (900 pL)
em funcdo do tempo.
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Fonte: AUTORA (2020).
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A figura 41 apresenta os espectros de absor¢cdo do sobrenadante da filtragem
registrados para tempos de exposicao as larvas naupliares de 20 min, 40 min e 60
min, comparados ao espectro do Sistema 5 antes da exposi¢cdo. Observa-se o maior
volume de filtracdo nos 20 minutos iniciais de exposicdo dos nauplios as NPs Ag
através da forte reducdo da banda de ressonancia plasmoénica das NPs Ag.

A figura também revela que entre 20 e 40 min a reducéo da intensidade da
banda de absorcdo é muito discreta, e entre 40 e 60 minutos ndo houve mais
absorcdo de NP Ag pelo grupo constituido de 50 nauplios, de dois dias, em 5 mL de
solugdo para a concentracdo maxima utilizada, 420 pg/L, equivalente a 2,10 ug de
Ag nos 5 mL de agua (Sistema 5, conforme tabela 14).

Tabela 14- Sistemas de NP Ag em agua preparados com 5 mL.

Sistemas Concentracao de

Ag (ug/L)

1290
1550
1800
2060
5 2320
Fonte: AUTORA (2020).

A WNPRP

A Figura 42 (A); (B); (C); (D); (E) apresenta os espectros de absor¢do UV-
Vis para as concentracdes de NP Ag em agua dos Sistemas 1 a 5 estudados (tabela

14), antes e ap0s a exposicao as larvas naupliares.
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Figura 42- Espectros de Absorcdo UV-Vis antes e apds 60 minutos de filtracdo por 50 nauplios no: (A)
Sistema 1; (B) Sistema 2; (C) Sistema 3; (D) Sistema 4; (E) Sistema 5.
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Fonte: AUTORA (2020).
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(C) SISTEMA 3
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Ao se observar os espectros de absor¢do UV-Vis da Figura 42, percebe-se a
acdo dos microcrustaceos filtradores desempenhando o papel de filtros vivos de
forma efetiva, como proposto, para as concentracdes de NPs Ag nas solucdes testes
de todos os Sistemas. Este comportamento € um indicativo de que as larvas
naupliares, por serem organismos filtradores nao seletivos, devem filtrar e incorporar
as NPs Ag, promovendo a diminuicdo de intensidade de absorcdo associada a
banda de ressonancia plasmonica das NPs Ag que restam na solucao do filtrado.

Com base nesses resultados obtidos e com vistas a aplicacdes das artémias
como motores vivos em dispositivos pré-concentradores, como prova de conceito
escolheu-se utilizar a técnica de Espectrometria de Absor¢cdo UV-Vis e NP Ag como
nanocontaminante modelo. Foi tracada uma curva analitica como curva de
correlacdo para determinacdo da concentracdo deste nanocontaminante em
amostras desconhecidas. Essas amostras foram pré-concentradas através de
processo de redispersdo em volume menor de dgua do nanocontaminante filtrado
pelas artémias.

Outras curvas de calibragdo também podem ser tracadas usando outras
técnicas analiticas e outros contaminantes, conforme esquema da Figura 30. Para
tal é necessario ajustar a melhor curva para medidas com as mesmas quantidades
de artémias expostas por um mesmo tempo, em solucbes de concentracdes
conhecidas, em volumes pré-determinados.

A Espectrometria de Absor¢do UV-Vis foi a técnica analitica utilizada na Prova
de Conceito (PoC) para demonstrar que as larvas naupliares de artémias podem ser
usadas como pré-tratamento em andlise de tracos de micropoluentes a partir da
capacidade filtradora néo seletiva e continua desses microcrustaceos. Uma vez que
esses animais puderam filtrar NPs Ag e concentrar em seu interior, este
nanocontaminate modelo foi utilizado para a determinacdo de uma funcédo de
correlacao, definida a partir de uma curva analitica tracada com a amostras padrédo
dos Sistemas da Tabela 13.

A Curva analitica foi elaborada por medida indireta da quantidade de prata
incorporada nesses animais através da absor¢cdo do que resta no filtrado apds a

exposicao da amostra aos nauplios.
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51.1.1.1 Determinacédo de curva analitica e funcéo de correlacéo

A pré-concentracdo de uma amostra desconhecida deve ser feita pela
digestdo de um numero determinado de nauplios expostos e coletados apds tempo
preestabelecido de filtragem, e redispersdo em volume menor do que da amostra
original, definindo-se assim um fator de concentracdo. Para a determinacdo da
concentracdo real do analito na amostra em funcdo da concentracdo nominal
medida por absor¢cdo UV-Vis de uma amostra pré-concentrada, uma funccdo de
correlagdo deve ser estabelecida a partir de uma curva analitica elaborada com as
amostras de concnetracdes conhecidas.

Os cinco (5) Sistemas da tabela 13, de concentracées conhecidas (C) de NPs
Ag em agua foram utilizadas: C;=1290 ug/L, C,=1550 pg/L, C3=1800 ug/L, C,=2060
Ma/L, C5=2320 ug/L.

Para se tracar a curva analitica de correlagéo, realizou-se as etapas a seguir:

1) As linhas de base dos espectros de absorcdo foram corrigidas, e a
absorbancia “A,” foi medida (A1, A2, Az, A4 € As) no comprimento maximo da banda
de absorcao da (Ag) para cada amostra de concentracéo C,,.

2) Em seguida, um numero/massa de nauplios vivos nas fases Il ou Ill foram
expostos em cada uma das amostras de concentragdes conhecidas C,, retirando-os
apos o tempo t de filtracdo. Utilizou-se aqui 50 espécimes e t= 60 minutos.

3) Logo apds a retirada dos nauplios, a absorbancia do sobrenadante (filtrado)
(Asn) foi medida no mesmo comprimento de onda de 1) para cada amostra.

4) Uma tabela foi obtida com valores de “A,” e “Agy” para cada concentracao “Cy’
do analito (tabela valida para medidas com 0 mesmo namero de artémias e mesmo
tempo de filtrag&o).

5) Para se determinar uma concentragdo de analito desconhecida “C”, foram
considerados 0s pontos a seguir.

a. Os espectros de absorcdo medidos em cubeta de caminho ético “L” em um
volume “V”, numa solugao de concentragdo molar de analito “C” com coeficiente de

absorcao “a”, pela lei de Beer—Lambert correspondem a:
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An=a.L. C,
b. A massa “m” do analito de massa atdomica “M”: A,= aLm,/(MV)
C. Para o0 mesmo analito, caminho o6tico e volume de solucdo: aL/(MV) é
constante, ent&o:
An= myK.
d. A massa de analito que as artémias filtram “m{” em um tempo “t” é a massa

do analito na solugao inicial “m” menos a massa que ficou no filtrado (sobrenadante)

‘Mg, temos: Mg =my-Mgn, € assim:

mfn: (An'Asn) /K
e. A concentracdo de valor maximo utilizada é tomada como a concentracédo de
referéncia (Cr), uma vez que 0s erros para as medidas nesse ponto sdo menores.

Nesse estudo com cinco Sistemas, Cr= Cs, Ar= As € Asgr=Ass, €, portanto:

mgr= (AR- ASR) /K

em que mg é definido como a massa de referéncia.
f. Define-se uma massa efetiva mg=m/mg,

logo, a massa de analito filtrada efetiva

Msen= (An - ASn) / (AR' ASR)-

Traca-se entédo a curva de correlacéo C = f(msgy).

Nesta pesquisa, utilizando-se os cinco Sistemas da Tabela 14 e os
respectivos espectros de absor¢do, obteve-se o grafico da figura 43, com a diferenca
entre 0s espectros de absorcdo (A-Ag), antes e depois da filtragem por um grupo de
50 larvas naupliares durante um periodo de 60 minutos para cada amostra de
concentracéao C,.

A Tabela 15 apresenta os valores das massas efetivas filtradas por 50
nauplios para cada concentracdo C, dos Sistema da Tabela 14, calculadas a partir

dos valores de (A-As) obtidos no grafico da Figura 43.
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Figura 43- Diferencas dos espectros de absorcéo UV-Vis (A-A;) antes de depois da filtragem por 50
nauplios por 60 minutos para cada amostra de concentracéo C,,
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Fonte: AUTORA (2020).

Tabela 15 — Valores das massas efetivas filtradas por 50 nauplios
para cada concentracdo de NP Ag na amostra.

Amostras Ch (ng/L) (An - Asn) Mie
Em 404 nm Mg
1 1290 0,02532 0,29254
2 1550 0,04217 0,48712
3 1800 0,06073 0,70156
4 2060 0,06446 0,74467
5=R 2320 0,08657 1,00000

Fonte: AUTORA (2020).

A Figura 44 mostra a curva analitica de correlagdo entre a massa efetiva de
NP Ag filtrada pelas artémias (ms) medida pela diferenca dos espectros de absorgéo
antes e depois da filtracdo, e a concentracdo real da amostra contendo
nanoparticulas de prata em agua.

A melhor curva ajustada, com coeficiente de correlacdo R?=0,99442 para o

presente experimento foi:

C(mg/L) = 409,6mg
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da massa efetiva filtrada pelas artémias (mg).
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Fonte: AUTORA (2020).
5.1.1.1.2 Medida da concentracdo em amostra pré-concentrada
Para a determinacdo da concentracdo desconhecida “Cp” de tragos do
nanocontaminante em uma amostra qualquer através de pré-concentracdo obtida
pelo processo estabelecido neste trabalho, deve-se digerir/macerar os nauplios
recolhidos apds o processo de filtragem (em mesmo numero e tempo de filtragem
utilizados para elaboracéo da curva de calibracdo), redispersar em volume de agua
menor, definindo um fator de concentracdo, e medir o valor da absorbancia
desconhecida “Ap” no espectro de absor¢gdo UV-Vis no mesmo comprimento de
onda de absorc¢éo usado na curva de calibragao.
O volume utilizado para produzir o concentrado “V.” deve ser o minimo
possivel, para uma melhor sensibilidade, mantendo-se o caminho ¢6tico “L” para a
medida de absorbéncia Ap. Define-se um fator de concentragéo fc=V./V, no qual “V”

é o volume utilizado na curva de calibragéo.
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O célculo da massa efetiva filtrada pelas artémias na amostra desconhecida
(mfgp) para o célculo da concentracdo Cp a partir da curva analitica de correlagéo,
considerando a pré-concentracdo da amostra, pode ser feito da seguinte forma:
como Mgp= Mipp/Mr € como A= m.K, mp=Ap/K
mas com a amostra pré-concentrada em um volume V., mp=ApV /K’ e relembrando

que mgr= (Ar -Asr)/K, entdo mg= (Ar -Asr)V/K’, logo:

Mep= (ApV/K')/[(Ar-Asr)V/IK']

e considerando o fator de concentragao fc=V./V:

Miep =fc. Ap/(Ar -Asr)

onde Ap é absorbancia no mesmo comprimento de onda usado na curva de
calibracdo (maximo da banda de absorcdo da Ag) no espectro de absorcdo da
solucé@o pré-concentrada pelas artémias (em mesmo numero utilizado na curva de
calibragc&o) dispersas em um volume concentrado V.=V .fc.

E o valor da concentracdo da amostra desconhecida Cp € calculado a partir da
equacdo ajustada da curva analitica de correlacdo Cp=b.mgp em que b € o

coeficiente angular da curva ajustada. Dessa maneira:

C:b.fc.AD/ (AR - ASR)

E comsiderando que nesse estudo, b=409,6, (Ar - Asr) = 0,08657 e V=5 mL, o
calculo da concentracdo de NPs Ag em uma amostra de 4gua desconhecida em que
foi medida a absorbancia Ap da solucdo de artémias maceradas apés 60 minutos de
imersdo no volume de 5 mL da amostra desconhecida é definida para um volume

concentrado V., como:

C(ug/L)= 946. V.. Ap
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5.3.1.2 Espectrometria de Emisséo Otica em Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES)

A técnica de ICP OES é amplamente utilizada para analises ambientais, por
permitir a deteccdo de metais-traco de mais de um elemento simultaneamente
(multielementar), com baixa vulnerabilidade para interferentes, seletividade,
linearidade, sensibilidade e repetitividade. Com isso, tem-se uma técnica
interessante para a deteccdo de nanocontaminantes metalicos em Ecossistemas
aguaticos, como as NP Ag utilizadas neste trabalho.

A técnica utiliza uma fonte de plasma para excitar os atomos da amostra, e 0
espectro de emissdo € caracteristico de cada elemento, com intensidade
diretamente relacionada a concentracdo do elemento correspondente, permitindo
medidas absolutas a partir do uso de padrfes de referéncia de cada elemento.

A curva analitica construida utilizando-se soluc¢des na faixa de 0,01 a 0,5 mg
L™ de Ag é mostrada na figura 45. A equacéo da reta, A= - 618,8 + 666234 C (onde

A é absorbancia e C é a concentracéo) apresentou R?=0,99992.

Figura 45 — Curva analitica obtida por ICP- OES para prata.
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Fonte: AUTORA (2020).
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As larvas naupliares com os analitos filtrados foram submetidas ao protocolo
de digestdo nas condi¢cOes descritas na Tabela 6. O protocolo de digestdo de
amostras aplicado mostrou-se eficiente, resultando em melhor deteccéo da prata.

Os cinco Sistemas de 5 mL de 4gua da Tabela 4, constituidos de nauplios e
volumes de 500 a 900 pL de solugéo estoque de NPs Ag, foram submetidos a acido
nitrico (HNOs) nas concentracbes de 5 e 8 mol L™ e peréxido de hidrogénio H,0,
com volumes de 2 e 3 mL. Foi constatado que a melhor condicdo de digestéao foi
aguela em que os nauplios foram expostos ao volume de 900 uL de solucdo estoque
de NPs Ag e submetidos ao processo de digestdo com 8 mol L™ de HNOs e volume
de 3 mL de H,0O,, sendo registrado 6,05 pug de Ag nos nauplios. Para a mesma
condicdo de digestdo, também se obteve melhor deteccdo de Ag nos volumes de
800 e 500 pL de solucdo estoque de NPs Ag, no qual foram assinalados
respectivamente, os valores de 1,11 e 2,71 ug de Ag. Ja para os volumes de 600 e
700 pL de solugcdo estoque de NPs Ag, o maximo de deteccdo sinalizado na
condicdo digestdo com 5 mol L de HNOs; e o volume de 2 mL de H,O,, foi
respectivamente, de 5,11 e 1,54 ug de Ag.

Embora os resultados demonstrem que os instares naupliares Il e Il
concentraram o micropoluente prata, pela analise no ICP OES, os valores de
massas de prata obtidos nos nauplios, submetidos a diferentes condicbes de
digestdo, demostraram que esses organismos apresentam respostas de filtragem
distintas nesses dois estagios de desenvolvimento, pois eles filtraram e concentram
as NPs Ag de maneira diferente. Provavelmente a oscilagdo no comportamento da
filtragem e concentracdo deve-se a interacdo de cada individuo com o meio onde se
encontrava, mediante o seu metabolismo, dificultando a elabora¢éo imediata de uma
tabela correlacional para esta técnica com os valores medidos de Ag nas cinco
concentracdes, obtidos apo6s digestdo dos nauplios, indicando que devem ser
utilizados nauplios em mesmo estagio de desenvolvimento, como foi feito nos
ensaios por absor¢do UV-Vis.

Por outro lado, com base apenas no valor maximo de massa de Ag obtida a
partir do processo de digestdo dos nauplios, foi elaborada uma tabela com os
valores esperados para a massa de Ag nos nauplios digeridos para cada massa

inicial de prata na amostra. Os valores esperados foram calculados na mesma
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propor¢cdo medida na amostra mais concentrada, que forneceu o valor maximo de
Ag de 6,05 ug, resultante do processo de digestdo de uma populacdo de 50 nauplios
exposta ao volume de 900 pL de solucdo estoque de NPs Ag durante o periodo de
uma hora (1 h) parametros considerados ideais para 0 processo.

Para os demais volumes de 800, 700, 600 e 500 pL de solucao estoque de
NPs Ag, foi calculada a massa prevista de Ag nos nauplios nas mesmas propor¢des
medidas por ICP OES para a amostra com 900 pL de solucdo estoque,
considerando um comportamento linear. A Tabela 16 pode ser inicialmente
empregada na deteccdo da presenca de tracos de Ag nos ambientes aquaticos a
partir das amostras pré-concentradas pelos concentradores vivos propostos. Para
isso, uma populacédo de 50 individuos naupliares na fase Il e Ill podera ser exposta,
durante o periodo de 1 h, a uma aliquota de agua proveniente de Ecossistemas

Aquaticos, suspeitos da presenca de NPs Ag como nanocontaminante.

Tabela 16 — Massa total de prata, obtida nos nauplios digeridos estimada para cada concentracéo de
prata na amostra, calculada a partir da medida de ICP OES com a solu¢gdo mais concentrada

(900 pL de solugéo estoque de NP Ag).

Volume de Massa Inicial de Ag Massa total de Ag
solucéo estoque na amostra (ug) / 5 (1g) nos nauplios
de NPs Ag (uL) mL H,0 em volume de 5 mL

900 11,69 6,05*
800 10,32 5,34*
700 9,03 4,67*
600 7,74 4,00*
500 6,45 3,33*

*Massa de prata medida; *Massa de prata prevista a partir da massa medida.
Fonte: AUTORA (2020).

Para a otimizacdo do processo de digestdo das amostras contendo 0s
nauplios e as NP Ag filtradas por eles, as relagbes entre as variaveis independentes:

(1) molaridade do HNOg3, (2) volume de H,O, e (3) volume de nanoparticulas de
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prata (NPs Ag) e a resposta: concentracdo de Ag, foi investigada por andlise
estatistica.

Os efeitos de cada uma das trés variaveis analisadas e suas interacfes foram
analisados para maximizacdo da deteccdo de massa de Ag. A significancia dessas
variaveis pode ser observada na figura 46, que representa o Diagrama de Pareto. A
partir da imagem, foi visualizado que as variaveis molaridade de HNOgs, volume de
H.O, e volume de nanoparticulas de prata (NPs Ag), agindo isoladamente né&o
apresentaram significancia estatistica, uma vez que o valor de “T” calculado para
essas variaveis ndo consegiu ultrapassar o critico com 95 % de confianga. Isso
sugere que a acao delas isoladamente, ndo permitiu a extracdo de um maior
percentual de prata dos nauplios. Em contrapartida, na analise multinivel / multifator
no qual foram avaliados em conjunto o HNO3, 0 H,O, e a quantidade de NP de Ag,
foi observado que a interacao entre os fatores com dois niveis (A): HNO; e cinco
niveis (C): NP Ag, possibilitou uma maior resposta, superior ao valor de “T” critico.
Isto demonstra que a interacdo entre esses fatores apresenta significancia

estatistica.

Figura 46 — Diagrama de pareto indicando os efeitos padronizados para concentragdo de prata.
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*A fonte de todas as figuras a partir desta secao séo da autora.

A Figura 47 expressa o efeito médio de cada varidvel sobre a concentracao
de Ag disponibilizada pelo processo de digestdo. Com relacdo a variavel HNOg3, foi
observado que se aumentar a molaridade, a concentracdo de Ag disponibilizada
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diminui. J& em relag&o a variavel H,O,, foi evidenciado que houve um leve aumento
da concentracdo de Ag medida, mediante o0 aumento do volume e quanto a variavel
volume de NPs Ag, verificou-se que houve uma diminuicdo entre os volumes de 500
e 600 pL e acima de 600 pL aproximadamente, houve um aumento na concentracao

de Ag nas amostras.

Figura 47- Efeitos individuais médios das variaveis independentes sobre a concentracdo de prata
disponivel apés digestdo dos nauplios.
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A Figura 48 exibe o efeito médio das interacdes entre as varidveis molaridade
de HNOg, volume de H,0O, e volume de NPs Ag combinados 2 a 2. Nota-se que
quanto menor for a molaridade de HNO3; e maior o volume de H,O, h& obtencéo de
maior concentracdo de Ag disponibilizada por digestdo. Por outro lado, quanto maior
a molaridade do acido HNOj3 e quanto maior o volume da solucdo de NPs Ag, maior
foi a concentracdo de Ag obtida, havendo entre estas variaveis um comportamento
de interacdo. Comparando-se o efeito de interacdo das variaveis H,O, e NPs Ag,
verificou-se que quanto maior foi o volume de peréxido e de NPs Ag empregados,
maior foi a concentracdo de Ag disponibilizada apos digestdo. Contudo, foi
observado que o volume das solugbes de NPs Ag, contribui para o aumento da
concentracdo de Ag disponibilizada por digestdo de forma mais expressiva quando o

volume de peroxido for maior.
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Figura 48- Efeito da média das interagfes entre as variaveis e a concentracao de prata.

Interaction Plot for Concentracdo de Ag
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Por fim, a Figura 49 revela o resultado do comportamento da interacao entre
as variaveis para alcancar a maior concentracdo de Ag disponibilizada por digestao
dos nauplios. No primeiro gréfico foi demonstrado que o aumento do volume de
H.O, promoveu um leve aumento da concentragdo de Ag disponibilizada, enquanto
gue os diferentes valores de molaridade do &cido interferiram proporcionado o
aumento da concentracdo de Ag disponibilizada de forma sutil. A imagem do
segundo grafico mostra que no volume de 500 pL de solucdo de NPs Ag e na menor
molaridade do HNOs, ha um aumento da concentracdo de Ag disponibilizada; ja o
aumento da molaridade do acido nitrico entre o volume superior a 500 e o volume de
700 pL de NPs Ag, proporcionou a diminuicdo da concentracdo de Ag
disponibilizada, por conseguinte, a diminuicdo da molaridade do &cido nitrico
observada entre o volume superior a 700 até o volume de 900 pL de NPs Ag
promoveu um aumento da concentracdo de prata disponibilizada por digestdo dos
nauplios. Na imagem do terceiro grafico, observa-se o comportamento do H,O, e do
volume de solucdo de NPs Ag. No volume de 500 pL de solucdo de NPs Ag e no
maior volume de peroéxido, observa-se um ligeiro aumento da concentracéo de prata.
Entre o volume 600 e 900 pL de NPs Ag nota-se um acentuado aumento da
concentracédo de prata disponibilizada por digestdo da amostra, mediante aumento

do volume de peroxido.
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Figura 49 - Efeito da média das interacdes entre as variaveis e a concentracao de prata dos efeitos

de interacdo inversa ao da Figura 48.
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As Figuras 50 e 51 representam graficos de superficie. A partir da analise

deles € possivel verificar qual a condicdo mais eficiente e a menos eficiente para

obtencdo de prata disponibilizada por digestdo dos nauplios. A melhor condicéo de

digestado foi aquela em que a amostra foi submetida a maior molaridade de HNO3; e

ao volume méaximo de H,O;, no qual foi registrado um valor maximo de 0,302609

(Figura 50), enquanto, a condigdo menos eficiente (Figura 51), assinalou um valor de

-0,059805.

Figura 50- Condic&o de digestdo mais eficiente para detec¢éo de prata.
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Figura 51- Condic&o de digestdo menos eficiente para deteccdo de prata.
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A predicdo de valores negativos nesse caso é resultante de um maior erro

associado as andlises. Apesar da variancia explicada pelo modelo de regressao ser

baixa, o que inviabiliza a interpretacdo direta da superficie de resposta, ainda é

possivel analisar os efeitos individuais e de interagdo como foram anteriormente

apresentados. As interpretac6es desses graficos de interacdo média entre os fatores

nos levam a conclusao de que a concentracdo de Ag disponibilizada na amostra é

maior quando temos uma maior quantidade de acido nitrico e peroxido, que leva a

bY

melhor eficiéncia de digestdo e a maior disponibilidade do metal na amostra

digerida. O aumento da concentracao de Ag disponibilizada apos digestdo com em

funcdo do aumento do volume de solucdo de NPs Ag é mostrado na figura 52,

construida para 8 mol Lt de HNO3 e 3 mL de volume de H,O..

Como pode ser evidenciado na figura 52 houve um aumento da quantidade

de Ag disponibilizado apés digestdo da amostra quando o volume de NPs Ag foi

maior, porém esse comportamento nao foi linear.
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Figura 52- Aumento da quantidade de prata disponibilizada ap6s digestdo com 8 mol L™ de HNO; e
3 mL de volume de H,0,.

Condicdao de
8 mol L' de HNO; e 3 mL de volume de H,0,

Concentragao de Ag
(ng/L)

500 600 700 800 900
Volume de solugdo de NPs Ag (pL)

As analises apresentadas permitiram uma melhor compreensdo do
processo de digestdo das artémias apos filtragem, concluindo-se ser indispensavel
se seguir o mesmo protocolo para digestdo dos concentradores vivos na
determinacao das curvas de calibracdo e nas medidas das amostras, para que haja
confiabilidade nas medidas.

5.3.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Raios X por

Disperséo de Energia (EDS)

A Figura 53 (A e B) apresenta a micrografia de um nduplio de artémia
registrada por microscopia eletrénica de varredura, enquanto a Figuras 54 mostra o
ponto em que foi registrado o espectro EDS da Figura 55, referente a amostra em
gue os nauplios foram expostos a NPs Ag.

Como o EDX no MEV é uma técnica de analise de superficie, e as NP Ag filtradas
sdo armazenadas no interior do trato digestorio do nauplio, ndo é possivel se fazer
uma andlise da quantidade de prata filtrada. Observa-se, no entanto, uma minima
guantidade de prata nas cerdas do espécimen analisado, identificado pela linha L do
elemento, com fluorescéncia em torno de 3 keV, apontado em vermelho na Figura
55 e na Tabela 17. A linha K, da prata ndo aparece no espectro, pois situa-se em

torno de 22 keV, fora do intervalo de energia registrado.
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Figura 53- A: Micrografia de espécimen naupliar, com aumento de 774 x; B: Detalhe do espécimen
naupliar, com aumento de 2510 X.

SEM MAG: 774 x Det: SE ‘ MIRA3 TESCAN| | SEM MAG: 2.51 kx . |  MIRA3 TESCAN
SEM HV: 10.0 kV WD: 15.13 mm 100 pm SEM HV: 10.0 kV WD: 15.13 mm

20 pm
Est. Beam: 381.7 pA SEM HV: 10.0 kV DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE Est. Beam: 381.7 pA SEM HV: 10.0 kV

DEPARTAMENTO DE FISICA - UFPE

Fonte: AUTORA (2020).

Figura 54- Ponto das cerdas do espécimen naupliar onde foi realizada a medida de EDS.

Fonte: AUTORA (2020).
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Figura 55- Espectro EDS da area apontada na figura 54, com identificagdo de tragos de Ag.
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Fonte: AUTORA (2020).

Tabela 17- Elementos quimicos identificados por EDS, com destaque para a Prata.
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Fonte: AUTORA (2020).
Pela andlise de EDS, conclui-se que a quantidade de prata que fica
acumulada fora do trato digestério do animal é muito reduzida, ndo sendo possivel a
identificacdo no interior do animal pela ndo penetragdo do feixe de elétrons, sendo

EDS uma técnica de analise de superficie.
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5.3.1.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM)

As informacdes referentes a morfologia e distribuicdo de tamanhos das NPs Ag
utilizadas neste trabalho estdo dispostas na tese de Mojica- Sanchez (2018),
desenvolvida no mesmo Grupo. A imagem de microscopia eletrénica de transmissao
(TEM) deste nanomaterial foi obtida utilizando-se um microscépio Morgagni (100 kV)
e exibem NPs Ag com morfologias esféricas e tamanhos menores que 20 nm,
reiterando o resultado da analise do espalhamento dinamico de luz (DLS) para este

nanomaterial (Figuras 56 e 57).

Figura 56- Imagem de Microscopia eletrénica de transmissédo das NPs Ag.

Fonte: MOJICA- SANCHEZ (2018).

Figura 57- Distribuicdo de tamanhos das NPs Ag obtido por DLS.
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Fonte: MOJICA- SANCHEZ (2018).
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5.3.2 Bioensaios empregando NTC

No presente trabalho foram utilizados nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT) com 90% de pureza, cedidos pela industria coreana CNT Co.

Ltd. Apresentam diametros entre 10-70 nm e comprimentos de 8-20 um.

5.3.2.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma ferramenta muito utilizada na caracterizagéo
de nanotubos de carbono, pois € sensivel a mudancas de parametros estruturais
como diametro, defeitos e quiralidade, em particular no caos dos nanotubos de
parede simples (SWCNT).

Mesmo utilizando-se MWCNT neste trabalho, é uma técnica que pode trazer
informacdes sensiveis as mudancas do material interagindo com outras espécies,
conforme descrito na tese de Elaine Vaz, desenvolvida no Grupo (VAZ, 2015), a
partir da analise das trés principais bandas de espalhamento: a banda G, decorrente
das vibracdes do estiramento simétrico C-C no plano, a banda D, caracteristica da
guebra de simetria da rede hexagonal por qualquer defeito (como hibridizacdo sp3,
heteroatomo) e a banda G’, caracteristica de materiais grafiticos, relacionada a
organizagéo estrutural do plano bidimensional (grafeno).

Uma analise comparada dos espectros Raman pode ser feita na figura 58, em
gue o espectro do NTC puro (em azul) pode ser confrontado com o de trés tipos de
amostras em que o concentrador vivo foi (nauplios) exposto: apenas a agua
destilada (nauplios controle), apenas aos NTC (em verde) e simultaneamente a
microalgas e NTC.

N&o se conseguiu observar as bandas caracteristicas dos NTC na amostra do
concentrador vivo contendo as microalgas (Nannochloropsis oculata) utilizadas na
alimentacdo dos nauplios, mas com as amostra de nauplios+NTC, foi possivel
observar de forma evidente as trés bandas caracteristicas do NTC: a banda D,
sensivel & desordem, em 1361 cm™, a banda G, associada ao carbono grafitico, em

1594 cm™ e a banda G’, localizada préximo a 2700 cm™.
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A mudancga na relagao de intensidades observada entre as bandas D e G do
NTC indica uma mudanca do grau de desordem do material na presenca dos
nauplios concentradores, sendo um indicativo de que os NTC foram incorporados
pelos nauplios.

Segundo Biris et al (2009), em ambientes biologicos in vivo a simples
presenca da banda G pode ser usada para avaliar a presenca de NTC, mas na
Figura 58, € possivel que a alta fluorescéncia das microalgas possa estar
mascarando o sinal do espalhamento Raman dos NTC na amostra em que 0S
nauplios foram expostos simultaneamente as microalgas e aos nanotubos (curva em
laranja). Observa-se também uma banda de espalhamento associada apenas a
presenca dos nauplios (tracejada na figura 58), pois esta presente no espectro dos

nauplios controle.

Figura 58- Espectros Raman de amostras com nauplios expostos a microalgas e/ou NTC.
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Fonte: AUTORA (2020).
A relacéo das intensidades Ip/lc mudou na presencga dos nauplios, um indicio
de que os nanotubos foram incorporados pelos nauplios, e apesar da mudanca ser
discreta, foi suficiente para a relacdo passar a ser maior que 1 na amostra com 0s

nauplios.
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Conclui-se, a partir da espectroscopia Raman, que os nauplios também
podem ser utilizados como concentradores vivos de NTC como nanocontaminante

em agua.

5.3.2.2 Microscopia Otica (MO)

Imagens de nduplios expostos a nanoparticulas de prata (NPs Ag) e a
nanotubos de carbono (NTC) e seus respectivos controles sdo mostradas nas
Figuras 59 e 60 respectivamente, obtidas em microscopio Optico com camera

acoplada e em microscoépio Axion Vision 6tico de fluorescéncia.

Figura 59 — Nauplios (A e D: grupo controle; B, C, E, F: expostos a NPs Ag).

Fonte: AUTORA (2020).
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Figura 60 — Nauplios (A e D: grupo controle; B, C, E, F: grupo exposto a NTC).

wri 001

Fonte: AUTORA (2020).

Pode-se observar pequenos aglomerados de particulas em partes do trato
digestivo tanto nos animais dos grupos B, C, E e F da figuras 59, expostos a NP Ag,
guanto nos animais expostos a NTC, dos grupos B, C, E e F (Figura 60), estruturas
essas, nao observadas nos grupos controle (A e D) em ambos os casos. Os
aglomerados de cor amarelada sao tipicos de NPs Ag, enquanto os NTC aparecem
na cor preta caracteristica. A Figura 60 (B) corresponde a um exemplar naupliar na
fase instar Il exposto a NTC. E possivel visualizar que o referido espécime
apresenta em todo o corpo uma coloracdo preta, sugerindo que nesta fase, as
células iniciais dos tecidos que se encontram em diferenciacdo tenham uma maior

facilidade de incorporar o nanomaterial modelo.

5.3.3 Bioensaios empregando QDs

Representando os quantum dots (QDs) ou pontos quanticos, como potenciais
nanocontaminantes que ja integram varios produtos comerciais, foram utilizados

QDs de telureto de cadmio e zinco (ZnCdTe).
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5.3.3.1 Microscopia de Fluorescéncia (MF)

A microscopia de fluorescéncia foi a técnica empregada para monitorar esses
QDs de semicondutores no interior das larvas naupliares de artémias. A figura 61
exibe imagens registradas por microscopia oOtica de fluorescéncia dos nauplios
expostos aos QDs de ZnCdTe e os respectivos controles ndo expostos.

As imagens de A a C representam nauplios controle, que foram submetidos
aos filtros de lasers Dapi (365 nm), Alexa Fldor (488 nm) e Alexa (546 nm),
respectivamente. Nessas imagens, 0os nauplios ndo apresentaram nenhum tipo de
marcacao fluorescente, enquanto que nas imagens de D a |, dos instares naupliares
expostos aos QDs, visualiza-se a presenca de fluorescéncia na cor verde alusiva ao
aglomerado de quantum dots localizados ao longo do intestino do animal. A maior
evidéncia da fluorescéncia € observada nas imagens em que ha um contraste entre
a autofluorescéncia do animal na coloragdo azul com a cor verde emitida pelos
aglomerados de QDs de ZnCdTe, quando excitados com o filtro de laser Dapi (365
nm).

Figura 61 — Micrografias de fluorescéncia de larvas controle: com o filtro Dp (365 nm) (A); com o filtro
AF (488 nm) (B); com filtro A (546 nm) (C) e de larvas expostas aos QDs com filtro Dp (D, E, F); com

os trés filtros juntos: Dp, AF e A (G), com o filtro AF (H) e com o filtro A (I).

Fonte: AUTORA (2020).
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A visualizacao da fluorescéncia emitida pelo aglomerado de QDs de ZnCdTe
ao longo do intestino das larvas naupliares é um indicativo de que esta ocorrendo a
filtragem e acumulo desse material pelo animal.

E possivel que o estabilizante utilizado para passivar os QDs, o &cido
tioglicolico (TGA), (JHONSI; RENGANATHAN, 2010; PODERYS et al., 2010) esteja
se ligando com os grupos tidis dos aminoacidos cisteinas de proteinas da membrana
das células do intestino do animal (enterdcitos), através de interacdes estabelecidas
entre os seus grupos carboxilicos (MUNOZ et al.,, 1999; YEPIZ-PLASCENCIA,
GARCIA-TRIANA, 2012; CUNHA et al., 2017; LIMA et al., 2018).

Como os QDs se concentraram no tubo intestinal dos nauplios na forma de
aglomerados e foram observados pela fluorescéncia (~ 550 nm), eles também
podem ser empregados como marcadores desta regido do animal, assim, a
visualizacdo da fluorescéncia por toda extensdo do tubo intestinal das dos nauplios
revela que essas larvas podem concentrar QDs pela capacidade filtradora néo
seletiva e serem empregadas como concentradores vivos para pré-concentrar tracos

de nanocontaminantes desta natureza em ecossistemas aquaticos.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos a partir desta pesquisa, conclui-se que as
larvas naupliares do microcrustaceo Artemia franciscana podem funcionar como
micromotores vivos, parte ativa de pré-concentradores de nanocontaminantes de
ecossistemas aquaticos, pelos motivos a seguir, que resumem a nova estratégia
analitica:

» Os experimentos executados neste estudo demonstraram que as larvas
naupliares podem filtrar e concentrar potenciais nanocontaminantes em seu
interior. Trés classes de nanopoluentes modelo foram testadas, NP Ag,
representando a classe de nanoparticulas metélicas como potenciais
nanocontaminantes de dimenséao zero, nanotubos de carbono, representando
a classe de nanoestruturas do carbono, representando em particular
potenciais nanocontaminantes de dimenséo 1 e quantum dots, representando
nanoestruturas semicondutoras, materiais ja& amplamente utilizados na
indUstria que representam risco tanto pela natureza composicional quanto
riscos relacionados as propriedades associadas a dimenséao.

» A prova de conceito da capacidade filtradora nas trés classes de
nanocontaminantes foi estabelecida, e o processamento histolégico mostrou-
se viavel para preparacdo das amostras, usando analise multivariada no
procedimento de digestdo dos concentradores vivos para posterior andlise,
com disponibilizacdo dos analitos modelo para posterior analise. Tais
resultados, corroboram com a prova de conceito de que estes organismos
podem funcionar como concentradores vivos de xenobibdticos, facilitando a
deteccao ex situ de tracos desses poluentes, em funcéo do tempo de filtracao
nao seletiva desses animais, utilizados como sondas vivas, quando as
concentracfes nominais ndo permitirem analises precisas aumentando com
isto, a sensibilidade de deteccéo de tracos desses nanocontaminantes.

» Para analise das amostras pré-concentradas, as técnicas analiticas de ICP
OES e espectroscopia de absorcdo UV-Vis foram testadas para
estabelecimento de curvas analiticas para correlacdo entre as concentracdes

nominais medidas nos concentrados e as concentracdes reais nas amostras
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analisadas, e escolheu-se a técnica de absorcdo UV-Vis para o
desenvolvimento de um produto tecnoldgico, com curva e respectiva equagao
analitica estabelecida para nanoparticulas de prata em meio aquoso. Fruto
deste trabalho de tese, um protétipo de concentrador vivo de
nanocontaminantes foi desenvolvido e uma patente do produto e respectivo
processo foi depositada no INPI sob o nimero BR102020003546-0 (SOUZA
SILVA; SANTA-CRUZ, 2020) com vistas a procedimento de pedido de exame
prioritario no ambito do Programa Patentes Verdes do INPI (Resolu¢do no
175/2016).

» As informacdes a respeito do processo de biofiltragdo ndo seletiva contidas
neste novo instrumento analitico sdo inéditas e podem levar a novos produtos
e processos caracterizados pela inovacao tecnoldgica associada a produtos

bioinspirados.
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7 PERSPECTIVAS

Com base nos resultados alcancados, o presente estudo contribuiu com a
validacdo de provas de conceito que apontaram a viabilidade do uso de
microcrustaceos filtradores como motores concentradores em aplicacdes
tecnologicas inovadoras, chegando-se a um nivel de maturidade tecnoldgica
avancado para o ambiente académico, com a elaboracdo de protétipo e equacéo
analitica para um bindmio especifico de um analito modelo (NP Ag) e uma técnica
analitica simples (Absorcdo UV-Vis) em condicdes bem definidas, havendo, no
entanto, necessidade de validacédo de faixas de linearidade em funcé&o de diversos
parametros, como limites minimos de deteccdo associados a fatores de pré-
concentracdo, numero de individuos e saturacao da capacidade filtradora em funcéo
do volume da aliquota de amostra em relagédo ao niumero e individuos.

Pretende-se, ainda, como atividades futuras, a validagdo em ambiente
relevante avaliando possibilidade de uso em campo, e novas investigagdes sobre 0s
eventos fisioldgicos de filtracdo usados pelas artémias, suas formas de interacéo
com outros nanocontaminantes e micropoluentes, como no monitoramento de
microplasticos em oceanos, ja em vistas de execucgao.

A avaliacdo de diferentes comportamentos de filtragem individuais e coletivos
também deve ser estudada, bem como a avaliacdo do uso de populacdes naupliares
com um numero crescente de individuos. Estas indagacfes poderdo contribuir para
novas aplicacdes da Artemia franciscana (Kellog, 1906) e outros microcrustaceos
filtradores ndo seletivos, como uma nova metodologia analitica, eficiente, rapida e
econbmica, em grande escala em monitoramentos ambientais de tracos de

poluentes em Ecossistemas Aquaticos.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE DESCONTAMINACAO DA AGUA DO MAR

A 4gua do mar utilizada para eclosao dos cistos foi proveniente da Praia de
Tamandaré, localizada no litoral sul do estado de Pernambuco. Essa agua é
transportada para Departamento de Oceanografia (DO) - UFPE em carros Pipa e
depositada em caixas d’agua de 5000 L e 1000 L, onde inicialmente é submetida ao
processo de cloracdo. Neste processo, o cloro granulado € diluido numa
concentracdo de 3,8 mgL™, deixando-se em repouso por 24 horas sem aeracao.
Apos este periodo, é colocado pontos de aeracdo na agua do mar clorada para que
o cloro evapore. Em seguida, a agua do mar clorada é filtrada com filtro cilindricos
de polipropileno de 5 um e passada novamente pelo processo de cloracdo. Para
conferir se todo o cloro foi evaporado, € utilizado teste de aquéario e caso seja
confirmado a presenca de cloro na agua, espera-se por mais tempo a saida do cloro.
Antes do uso a agua é novamente filtrada pelo mesmo processo descrito acima e a
armazenada em galBes de plastico para diversos tipos de uso, entre 0s quais para
eclosao de cistos de artémias.
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APENDICE B - SEQUENCIA DIDATICA: NANOTECNOLOGIA A
TRANSPOSICAO DO SABER ACADEMICO AO SABER ESCOLAR

O que a pesquisa nos legou no ambito do aprender a ensinar?

Sabe-se que enquanto pesquisadores nosso objetivo maior é difundir, divulgar
0 gque o conhecimento nos revelou. Pensando enquanto pesquisadora/educadora,
tomei a liberdade de construir este capitulo para que a descoberta que hoje se
consolida, chegue até nossos estudantes.

A escola, na Educacgéo Bésica, representa o locus do saber formal e a sala de
aula, corresponde ao espaco onde este saber é construido e sistematizado, com
base nos conhecimentos cientificos e nos conhecimentos prévios dos estudantes.
Neste processo dialético em que a concepc¢éo do saber acontece pela relagdo entre
0 gque €é ensinado e o que é aprendido, € de relevancia destacar o papel do professor
como mediador do conhecimento, uma vez que este € o profissional responsavel
pela transposicao didatica do conhecimento cientifico em conhecimento escolar.

De acordo com Chevallard (1991) a transposicdo didatica corresponde a um
procedimento pedagdgico em que conteudos académicos sdo transformados em
conteudo de ensino e aprendizagem. Neste processo, o professor pode fazer uso de
estratégias metodolbgicas diferentes para ensinar um contetdo cientifico.

Desse modo, passamos agora a criar possibilidades para dialogar com esses
jovens sobre como este conhecimento foi produzido e o que podemos fazer para
gue os estimule também a desenvolver gosto pela descoberta do novo, do que ainda
ndo conhecemos. E neste contexto, a sequéncia didatica foi a estratégia
metodologia escolhida para transpor um dos saberes especificos desta pesquisa,
uma vez que é a metodologia de ensino que vem sendo vivenciada nas formacodes
continuada promovidas pela Secretaria de Educacédo de Pernambuco desde 2013.

Apontada como uma das mais relevantes estratégias de transposi¢cdo do
conhecimento cientifico, a sequéncia didatica, vem sendo recomendada ao
professor da Rede Publica Estadual, usa-la como uma das ferramentas pedagogicas

de ensino para vivenciar os contetudos formais em sala de aula.
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Considerada como uma sequéncia de atividades progressivas, planificadas,
dirigidas por um tema, um objetivo geral ou por uma produgédo (MASSERON,1996) a
elaboracao e aplicacao desta atividade didatica deve partir do seguinte pressuposto:

» Do conhecimento prévio dos estudantes sobre determinado contetdo formal.

» Do mapeamento das informacdes que os estudantes precisam aprender
sobre o conteudo vivenciado.

» Da organizacdo da aprendizagem a partir do grau de complexidade e do
objeto de estudo, adequando os contetudos ao nivel de desenvolvimento do
aluno.

» Da definicao da trajetoria de aprendizagem a ser empregada para transformar
as capacidades dos estudantes, provocando um conflito cognitivo e
promovendo a atividade mental.

» Por fim, do incentivo ao desenvolvimento a atitude favoravel e motivadora em
relacdo a aprendizagem dos novos conteddos, ajudando o estudante a
adquirir habilidade alusiva com o aprender a aprender que lhe permita ter

autonomia em sua aprendizagem.

A sequéncia didatica descrita nesta se¢cdo apresenta conteudos relacionados
com o cotidiano dos estudantes. Nela os alunos poderéao perceber que a Quimica é
um componente curricular importante para sua formacdo cidada, pois tem
proporcionado ao homem uma melhor qualidade de vida (longevidade e conforto),
através do desenvolvimento de técnicas e produtos que visem a busca para
elucidacao de problemas ambientais entre outros. Por outro lado, os nanomateriais
gue fazem parte da constituicdo de equipamentos, como televisdes, celulares, entre
outros e alguns produtos, tais como creme dental, farmacos, tintas etc. quando
descartados de forma inadequada no ambiente, podem ocasionar consequéncias

danosas.
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SEQUENCIA DIDATICA

1. EIXOS TEMATICOS

QUIMICA

BIOLOGIA

I: Propriedades dos Materiais

I: Interagdes com os Seres Vivos.

II: Constituicdo dos Materiais

lll: Transformacfes dos Materiais

2. COMPONENTE CURRICULAR: Quimica e Biologia

3. ANO: 1°; 2°: 3° do Ensino Médio.

4. TEMPO: Quatro aulas de 50 minutos.

5. TEMAS: O uso de nanomateriais na fabricacdo de produtos industrializados:

causas, consequéncias e formas de deteccdo nos ecossistemas aquaticos. O

papel de bioindicadores na deteccdo de micropoluentes.

6. CONTEUDOS:

QUIMICA

BIOLOGIA

Compostos Quimicos

Integrando a diversidade biolégica

LigacBes Quimicas

Questbes Ambientais e Sustentabilidade

Processos de oxi-reducao

Saude Ambiental

Transformacdes quimicas

Propriedades dos nanomateriais

Estratégias de deteccdo da presenca de
nanomateriais nos ecossistemas
aguaticos

7. Expectativas de aprendizagens:

QUIMICA

BIOLOGIA

EA4; EA46; EA30; EAGO; EAGS; EA67; EA84

EA5; EA14; EA1Y
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8. OBJETIVOS:

» Conceituar e listar nanomateriais que podem ser encontrados em produtos do
cotidiano;

» ldentificar propriedades de materiais em escala nano;

» Conhecer os tipos de estratégias (organismos vivos ou instrumentos)
utilizados na deteccdo de nanomateriais em matrizes aquaticas;

» ldentificar os tipos de transformacdes fisicas e quimicas que podem sofrer os
nanomateriais quando descartados de forma inadequada nos ecossistemas
aquéticos;

» Relacionar as possiveis consequéncias ocasionadas pelas transformacdes
fisicas e quimicas de nanomateriais em ambientes aquaticos, nos organismos
inclusive no homem;

» Emitir juizo de valor a respeito da producdo e da aplicagcdo de nanomateriais
em produtos industrializados, reconhecendo quais os beneficios e efeitos que
podem ocasionar nos ambientes aquaticos, nos animais e no homem.

9. RECURSOS DIDATICOS:

e Videos Tudo sobre Nanotecnologia
https://www.youtube.com/watch?v=GtBVnlhHheg e 5 invengdes da
nanotecnologia https://www.youtube.com/watch?v=9c04Ze3Ccmk

e Livros didaticos

e Xerox de textos (entrevistas e reportagens): Texto 1: O que ¢é
nanotecnologia, do professor Cylon Gongalves da Silva; Texto 2: O futuro é
nanotecnoldgico, do professor Petrus Santa Cruz; Texto 3: Nanotecnologia
une diferentes visdes de ciéncia, da professora Susana Dias; Texto 4: A
fabricacdo de nanoestruturas, do professor Roberto Belisario; Texto 5:
Vantagens e riscos da nanotecnologia ao meio ambiente, da professora
Sara Nani.

e Reportagem sensor de poluentes
https://www.youtube.com/watch?v=EqgXub2kG-k (acessado em: 04.07.2019)

e Computador.

e Datashow.
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e Cartolinas.

e Pilotos.

10.METODOLOGIA

12 Etapa

» Inicie a atividade fazendo, no grande grupo, uma sondagem do que 0s
estudantes sabem a respeito do que sejam nanomaterias e nanotecnologia e
registre as falas dos estudantes na louca.

» Exiba 0 video Nanotecnhologia 0 que e iSsoO.
https://www.youtube.com/watch?v=GtBVnlhHheg (acessado em: 04.07.2019).

» Separe os estudantes em pequenos grupos, distribua cartolinas e pilotos e
solicite que escreva quais as informacdes principais o video Nanotecnologia
0 que é isso, trouxe de diferente para seu conhecimento, no campo da
quimica e apresente no grande grupo

» Sistematize o conteudo curricular: nanomateriais (propriedades) com slides
fazendo uma relacdo entre a concepcdo prévia dos estudantes, as
informacdes apresentadas por eles sobre o video e o contetdo curricular.

22 Etapa

» Divida a turma em grupos pequenos e solicite aos estudantes que realizem
uma lista de pelo menos cinco produtos que eles pressuponham que sejam
fruto da nanotecnologia, depois requisitem que apresentem no grande grupo
as suas listas.

» Exiba o] video 5 invencodes da nanotecnologia
https://www.youtube.com/watch?v=9c04Ze3Ccmk (acessado em:
04.07.2019) e em seguida promova um debate no grande grupo sobre as
consideracbes do papel da nanotecnologia na aplicacdo de produtos
industrializados a partir da exposicao do video.

32 Etapa

» Separe o0s estudantes em equipes e  distribua textos de

entrevistas/reportagens sobre nanotecnologia realizadas com pesquisadores

desta area (Anexos: Texto 1. O que é nanotecnologia; Texto 2: O futuro é
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nanotecnoldgico; Texto 3: Nanotecnologia une diferentes visbes de ciéncia;
Texto 4: A fabricagdo de nanoestruturas; Texto 5: Vantagens e riscos da
nanotecnologia ao meio ambiente).

» Atividade para casa: Solicite que cada equipe estude o texto recebido e
sistematizem as principais informacdes em forma do género textual folder.

» Exiba a reportagem sobre nanotecnonogia
https://www.youtube.com/watch?v=EqgXub2kG-k (acessado em: 04.07.2019).
Realize uma roda de conversa sobre a reportagem exibida entre os
estudantes, solicitando que discutam qual o papel do professor/pesquisador,
qual a importancia desta pesquisa para a sociedade e escreva algumas
medidas preventiva que vocés possam aplicar para evitar a entrada de
contaminantes/poluentes nos Ecossistemas Aquaticos e apresentem para a
turma, através de pequenas frases.

» Peca aos estudantes que se relina em pequenos grupos e realize em casa
uma pesquisa sobre os possiveis micropoluentes que podem ser encontrados
nos ecossistemas aquaticos e como podem ser detectados. Depois solicite
que apresente no grande grupo.

42 Etapa

» Aula expositiva sobre os principais instrumentos, técnicas e bioindicadores
(particularmente o microcrustaceo artémias) na deteccdo de micropoluentes
(analitos) nos ecossistemas aquaticos.

» Incursbes pedagogicas: Levar os estudantes ao Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE, para conhecer equipamentos usados na deteccao de
micropoluentes (analitos) em Ecossistemas Aquaticos; e ao Espaco Ciéncia,
para conhecer tipos de transformacdes quimicas e propriedades de
nanomateriais a partir da exibicdo de experimentos pelos monitores. Os
estudantes, posteriormente deverdo em equipes escrever um relatério sobre
as informac0des obtidas nas incursdes e posteriormente entregar.

11.AVALIACAO
Formativa e processual a partir dos seguintes instrumentos avaliativos: 1)

Producdo do género textual folder em equipe; 2) Elaboracdo e apresentacdo de
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relatérios; 3) entrega e apresentacdo em equipe de pesquisas realizadas; 4) prova
objetiva.
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ANEXOS COMPLEMENTARES

http://www.comciencia.br/dossies172/reportagens/nanotecnologia/nano10.htm

TEXTO 1

O que é nanotecnologia?
Professor Cylon Gongalves da Silva

Ha mais de 2.500 anos, alguns filésofos gregos se perguntavam se a imensa
variedade do mundo que nos cerca ndo pode ser reduzida a componentes mais
simples. A prépria palavra atomo vem daquele tempo e significa "indivisivel". A
altima fracdo da matéria, segundo esses filésofos o "tijolo" fundamental de tudo o
que existe, ndo poderia mais ser dividida em outras partes mais simples. Podemos
fazer uma comparacao elementar, apenas para fins didaticos. Em uma padaria, vocé
encontra uma grande variedade de pées, bolos, biscoitos, tortas, todos produzidos a
partir de um pequeno numero de ingredientes: farinha, fermento, manteiga, 6leo,
acucar, chocolate etc... Muitas vezes, os ingredientes de paes diferentes sdo os
mesmos, apenas mudam suas quantidades relativas e a forma de preparacdo. Da
mesma maneira, quando olhamos o mundo a nossa volta, vemos uma variedade
incrivel de seres vivos e objetos inanimados, de um gréo de areia a galaxia, de um
virus a uma baleia. Quantos tipos de "ingredientes" diferentes sdo necessarios para
produzir esse mundo?

Entre 0os gregos e a nossa época, muito se aprendeu sobre o universo.
Sabemos, hoje, que o mundo que nos é familiar € formado por atomos, nao
exatamente aqueles imaginados inicialmente, mas que com eles compartilham o
papel de "tijolos" fundamentais. Aprendemos que, ao contrario do que diz seu nome,
eles sdo, de fato, divisiveis (mas isto € uma histéria para outra ocasido). Os atomos
sdo formados por um nucleo positivo, onde reside praticamente toda sua massa, e
por elétrons, negativos, que circulam em torno do ndcleo. Sabemos, também, que
ocorrem naturalmente no universo apenas noventa e dois tipos de &atomos
diferentes. Estes tipos podem ser classificados pelo nimero de prétons (particulas
sub-atébmicas de carga elétrica positiva) contidos em seus nucleos. Sabemos ainda
gue esses atomos podem nao ser o fim da histéria, pois pode haver no universo
particulas ou alguma forma de energia ainda ndo descobertas - ou pode ser que
nossas teorias sobre 0 universo precisem algum dia ser revisadas, se esses novos
“ingredientes” ndo forem encontrados. Tudo isto & parte do mundo fascinante da
pesquisa cientifica - cada pergunta respondida leva a novas perguntas. Em ciéncia,
as respostas raramente sao definitivas, mas as perguntas perduram.

Sueli Tavares de Souza Silva


http://www.comciencia.br/dossies172/reportagens/nanotecnologia/nano10.htm

175
Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

A certeza cientifica de que tudo é feito de atomos € muito recente. Ha apenas
cerca de cem anos, o0s cientistas obtiveram evidéncias fortes de que a velha
hipétese atdbmica, formulada ha dois e meio milénios, corresponde a realidade da
natureza. No decorrer do século XIX, os quimicos foram, aos poucos se
convencendo de que a melhor maneira de explicar quantitativamente reacdes
quimicas é supondo que essas se dado entre unidades bem definidas de cada
composto. Alguns fisicos, ja quase no final do século XIX, formularam uma teoria
"estatistica" da matéria, na qual se busca explicar o comportamento dos corpos com
0s quais lidamos quotidianamente pelo comportamento dessas pequenas unidades
"invisiveis" da matéria, os atomos e as moléculas (moléculas sao atomos do mesmo
tipo ou de tipos diferentes, fortemente ligados entre si, formando novas entidades,
com propriedades fisico-quimicas distintas). Essas teorias foram recebidas,
inicialmente, com grande ceticismo pela propria comunidade cientifica. Por que tanta
dificuldade para aceitar uma idéia velha de milénios?

O problema é que atomos sdo muito pequenos, medem menos de um
centésimo de bilionésimo de metro, e obedecem a leis fisicas bastante diferentes
daquelas com as quais estamos acostumados no nosso mundo familiar. O seu
tamanho é tal que ndo podem ser vistos diretamente. Instrumentos especiais tiveram
de ser desenvolvidos antes que fosse possivel "ver' um atomo. Um dos mais
praticos desses instrumentos, o microscopio de tunelamento, somente foi inventado
na década de 1980. Seus inventores, Heinrich Rohrer e Gerd Binnig, dos
laboratorios da IBM em Zirich, Suica, ganharam o prémio Nobel por seus trabalhos.
O funcionamento desse microscopio depende das leis da mecanica quantica, que
governam o comportamento dos atomos e moléculas. Portanto, a existéncia de
atomos e as leis da natureza no mundo atémico tiveram de ser pacientemente
descobertas a partir de experimentos especialmente concebidos. Este processo
levou décadas e envolveu grandes cientistas.

Instrumentos como o0 microscopio de tunelamento e outros estendem nossa
"visdo" até tamanhos na faixa de bilionésimo de metro. Um bilionésimo de metro
chama-se "nandmetro”, da mesma forma que um milésimo de metro chama-se
"milimetro”. "Nano" é um prefixo que vem do grego antigo (ainda os gregos!) e
significa "an&o". Um bilionésimo de metro é muito pequeno. Imagine uma praia
comecando em Salvador, na Bahia, e indo até Natal, no Rio Grande do Norte. Pegue
um grao de areia nesta praia. Pois bem, as dimensfes desse grdo de areia estao
para o comprimento desta praia, como o nandmetro esta para o metro. E algo muito
dificil de imaginar. Mesmo cientistas que trabalham com atomos todos os dias,
precisam de toda sua imaginacdo e muita pratica para se familiarizar com
guantidades tdo pequenas.

Ainda antes dos cientistas desenvolverem instrumentos para ver e manipular
atomos individuais, alguns pioneiros mais ousados se colocavam a pergunta: o que
aconteceria se pudéssemos construir novos materiais, atomo a atomo, manipulando
diretamente os tijolos basicos da matéria? Um desses pioneiros foi um dos maiores
fisicos do século XX: Richard Feynman. Feynman, desde jovem, era reconhecido
como um tipo genial. Uma de suas invencgdes foi o primeiro uso de processadores
paralelos do mundo. Em Los Alamos, na época do desenvolvimento da primeira
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bomba nuclear, havia a necessidade de se realizarem rapidamente calculos muito
complexos. Feynman, entdo, teve a idéia de dividir os calculos em operagfes mais
simples, que podiam ser realizadas simultaneamente, e encheu uma sala com
jovens secretérias, cada qual operando uma méaquina de calcular (naquela época
nao havia computadores, nem calculadoras eletrénicas, e as contas tinham de ser
feitas a mao, ou com calculadoras mecanicas limitadas as mais simples operacdes
aritmeéticas).

Hoje em dia, essa mesma ideia € usada em computadores de alto
desempenho, com microprocessadores substituindo as jovens secretarias! Em 1959,
em uma palestra no Instituto de Tecnologia da Califérnia, Feynman sugeriu que, em
um futuro ndo muito distante, os engenheiros poderiam pegar atomos e coloca-los
onde bem entendessem, desde que, € claro, ndo fossem violadas as leis da
natureza. Com isso, materiais com propriedades inteiramente novas, poderiam ser
criados. Esta palestra, intitulada "H& muito espaco |4 embaixo" é, hoje, tomada como
0 ponto inicial da nanotecnologia. A idéia de Feynman é que ndo precisamos aceitar
0S materiais com que a natureza nos prové como 0s Unicos possiveis no universo.
Da mesma maneira que a humanidade aprendeu a manipular o barro para dele fazer
tijolos e com esses construir casas, seria possivel, segundo ele, manipular
diretamente os atomos e a partir deles construir novos materiais que ndo ocorrem
naturalmente. Um sonho? Talvez, ha quarenta anos atrds. Mas, como o proprio
Feynman dizia em sua conferéncia, nada, nesse sonho, viola as leis da natureza e,
portanto, € apenas uma questdo de conhecimento e tecnologia para torna-lo
realidade. Hoje, qualquer toca-disco de CD's € uma prova da verdade do que
Feynman dizia. Os materiais empregados na constru¢do dos lasers desses toca-
discos ndo ocorrem naturalmente, mas séao fabricados pelo homem, camada atdémica
sobre camada atomica.

O objetivo da nanotecnologia, seguindo a proposta de Feynman, € o de criar
novos materiais e desenvolver novos produtos e processos baseados na crescente
capacidade da tecnologia moderna de ver e manipular 4&tomos e moléculas. Os
paises desenvolvidos investem muito dinheiro na nanotecnologia. Mais de dois
bilhdes de dodlares por ano, se somarmos os investimentos dos Estados Unidos,
Japao e Unido Européia. Paises como Coréia do Sul e Taiwan, que tém sido muito
melhor sucedidos que o Brasil na utilizacdo de tecnologias modernas para gerar
bons empregos e riquezas para seus cidadaos, também estdo investindo centenas
de milhdes de dblares nessa area. Nanotecnologia ndo é uma tecnologia especifica,
mas todo um conjunto de técnicas, baseadas na Fisica, na Quimica, na Biologia, na
ciéencia e Engenharia de Materiais, e na Computacdo, que visam estender a
capacidade humana de manipular a matéria até os limites do atomo. As aplicacbes
possiveis incluem: aumentar espetacularmente a capacidade de armazenamento e
processamento de dados dos computadores; criar novos mecanismos para entrega
de medicamentos, mais seguros e menos prejudiciais ao paciente dos que o0s
disponiveis hoje; criar materiais mais leves e mais resistentes do que metais e
plasticos, para prédios, automoveis, avides; e muito mais inovacbes em
desenvolvimento ou que ainda nao foram sequer imaginadas. Economia de energia,
protecdo ao meio ambiente, menor uso de matérias primas escassas, Sao
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possibilidades muito concretas dos desenvolvimentos em nanotecnologia que estao
ocorrendo hoje e podem ser antevistos.

No Brasil, a nanotecnologia ainda estd comecando. Mas, j& ha resultados
importantes. Por exemplo, um grupo de pesquisadores da Embrapa, liderados pelo
Dr. L. H. Mattoso, desenvolveu uma "lingua eletrénica”, um dispositivo que combina
sensores quimicos de espessura nanométrica, com um sofisticado programa de
computador para detectar sabores. A lingua eletrdbnica da Embrapa, que ganhou
prémios e esta patenteada, € mais sensivel do que a prépria lingua humana. Ela é
um produto nanotecnoldgico, pois depende para seu funcionamento da capacidade
dos cientistas de sintetizar (criar) novos materiais e de organiza-los, camada
molecular por camada molecular, em um sensor que reage eletricamente a
diferentes produtos quimicos. Vocé pode imaginar alguns usos para uma lingua
eletrdnica? Para saber mais, visite a pagina www.cnpdia.embrapa.br. Ndo é s6 na
Embrapa, entretanto, que se faz nanotecnologia no Brasil. O mesmo acontece nas
principais universidades e centros de pesquisa do pais.

AplicacBes em catalise - isto €, na quimica e na petroquimica, em entrega de
medicamentos, em sensores, em materiais magnéticos, em computacdo quantica,
sdo alguns exemplos da nanotecnologia sendo desenvolvida no Brasil. O que
precisamos agora é aprender a transformar todo este conhecimento em riquezas
para o pais.

A nanotecnologia é extremamente importante para o Brasil, por que a
industria brasileira terd de competir internacionalmente com novos produtos para
gue a economia do pais se recupere e retome o crescimento econdémico. Esta
competicdo somente serd bem sucedida com produtos e processos inovadores, que
se comparem aos melhores que a indastria internacional oferece. Isto significa que o
conteudo tecnoldgico dos produtos ofertados pela indUstria brasileira tera de crescer
substancialmente nos préximos anos e que a forca de trabalho do pais tera de
receber um nivel de educacéo em ciéncia e Tecnologia muito mais elevado do que o
de hoje. Este é um grande desafio para todos nos.
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TEXTO 2

O tuturo é nanotecnologico

Pefrus sanfa cruz

uando em 2005 apresentei a

palestra Nanotecnologia e Res-

ponsabilidede  Social, no V

Forum Social Mundial, em
Paorto Alegre, o canadense Pat Mooney,
do grupo ETC, estava presente e distri-
buia panfletos, traduzidos para o portu-
pgués, com contetido falacioso, para in-
duzir a formacio de uma opinido pabli-
£a confraria a pesquisas em nanotecno-
logia no Brasil. Ao perceber, perguntei
“a servico de quem ele estava agindo”,
ja que seu pais continuaria pesquisas
na ired e nos passariamos a se7 poten-
ciais compradores, caso interrompésse-
mos Nossas pesquisas prematuramen-
te. A resposta foi desconcertada.

Dez anos apas este episodio, estando
finalmente o Pais em sintonia com as
ondas de inovacio de nagdes desenvol-
vidas, corremos o0 @ risco da
desconstrugdo de um cendrio promis-
sor em C&T&] Refiro-me ao Projeto
de Lei 6.741/2013, do Deputado Sarney
Filho, com impacto na pesquisa, inova-
g0 e produgio em nanotecnologia no
Brasil. De forma desastrosa, quer por ig-
norincia (no sentido técnico da pala-
vra), quer por interesses economicos
de terceiros, a legislagio proposta p-nde
resultar na involucio de uma trajetéria
promissora.

Durante muito tempo, politicas pi-
blicas equivocadas e &xnnunmdndﬂﬁ
de acbes levaram o Brasil a defasagens
tecnolagicas, nos caracterizando como
exportador de commodities e importa-
dor de produtos de alto valor agregado.
Por nio termos investido no momento
certo na microeletronica (durante a
quarta onda de inovacio), por exem-
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plo, hoje precisamos exportar 22 tone-
ladas de minério de ferro para impor-
tarmos o equivalente a 1 kg de circuitos
integrados. Da interrupcio de progra-
mas estratégicos, destacamos a separa-
¢io e purificacio das Terras-Raras: 50
anos depois, importamos insumos caris-
simos, indispensdveis 4 industria, cuja
miatéria prima, encontrada no Pais, nio
& aproveitada

Apgora estamos vivendo a sexta onda
de inovagdo, conforme classifica a Har-
vard Business School, caracterizada pe-
la nanotecnologia, & o Brasil esta final-
mente em sintonia com a comunidade
internacional, gracas a esforcos de
miais de uma dén:ndffie inédito dilogo
entre o Poder Executivo e a sociedade,
resultando em condigdes favordveis pa-
ra a organizacdo da comunidade cienti-
fica em torno do tema, seguido por ins-
trumentos como a Lei Federal de Ino-
vacdo, induzindo a aproximacio da aca-
demia com empresas. Em suma, acdes
articuladas de curto e longo prazo, pa-
ra um Pais tecnologicamente mais inde-
pendente.

Num contexto defasado cronologica
e conceitualmente, o Projeto de Lei
6.741 retrocede a0 inicio deste século,
quando os britinicos quiseram propor
uma trégua no desenvolvimento da na-
notecnologia, mas rapidamente a Royal
Society se manifestou, convencendo o
Governo de que o caminho era inapro-
priado. Concluiu-se que a legislacio uti-
lizada para o controle de produtos utili-
zando tecniologias convencionais era
compativel com produtes de base
nanotecnologica: ndo é pelo fato das no-
vas propriedades passarem a vir da es-
cala das estruturas, no lugar de virem
de novas composiges, que se necessita-

va de legislacio especifica.

Com mais de dez anos de atraso, o
Brasil volta a discutir uma legislacio de-
fasada inclusive do ponto de vista técni-
co. Hoje se constatou que as nanotecrio-
logias levam a produtos que, além de
inovadores, io obfidos com menos
producio de rejeitos, menos gastos de
energia, com aplicacies exitosas em
dreas que incluem energias limpas, mo-
nitoramento ambiental e sadde huma-
na - em particular na oncologia, tanto
no setor de diagndstico, quanto no se-
tor de remediacdo, atraves de proces-
sos & farmacos inovadores, Enguanto is-
g0, em carta aberta, o Instituto Nacio-
nal de Cancer (INCA) aponta o Brasil
como o pais que mais ufiliza
agrotoxicos no mundo - muitos ja bani-
dos de outros paises pelo risco associa-
do ao desenvolvimento de cincer.

(0 Projeto de Lei 6.741 vem na contra-
mio, confundindo os leigos pela suces-
50 de equivocos, COMO Se WM Novo ma-
terial obtido pelo controle do tamanho
das estruturas precisasse ser controla-
do por legislacio diferente da aplicada
aum novo material obtido por mudan-
£S5 @M SUa COmposicao quimica!

Serd que vamos reproduzir ermos, tor-
nando-nos futuros importadores de
produtos de base nanotecnologica, viti-
mas de uma ma legislagio encobertada
por aparentes “boas intengbes"?

E fica a pergunta: a quem beneficia-
ria esta lei?

£ Petrus Santa Cruz & professor do
Departamento de Guimica
Fundamental da UFPE,
vice-coordenador da Rede SisMano
(MCTI) da UFPE, coordenadaor da
Rede Manobiotec-Brasil 36 (CAPES)
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http://www.comciencia.br/dossies172/reportagens/nanotecnologia/nano09.htm
TEXTO 3

Nanotecnologia une diferentes visdes de ciéncia
Professora Susana Dias

As relacbes entre nanociéncia e nanotecnologia reproduzem em nivel
nanométrico as mesmas relacdes entre ciéncia basica e as aplicacdes tecnoldgicas
do conhecimento cientifico. Manipulando atomos e moléculas, pesquisadores
anunciam a possibilidade de criar medicamentos mais eficazes, materiais mais
resistentes, computadores com maior capacidade de armazenamento e diversos
beneficios socio-ambientais. "Saber € poder”, lembrando desta frase do fil6sofo
inglés Bacon, Mauro Lucio Leitdo Condé, professor do Curso de Especializacdo em
Historia da Ciéncia na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), comenta que
"a idéia moderna de ciéncia como transformadora da natureza apresenta grandes
implicagBes econdmicas e a hanotecnologia esta neste epicentro".

Quando se fala das pesquisas em nanotecnologia geralmente se distinguem
0S objetos de estudo, as técnicas utilizadas e os diferentes produtos que serao
gerados (nanomagnetismo, metais ultrafinos, drogas nanocristalinas, nanofibras
poliméricas e outros). Mas ndo sdo apenas estas as diferencas que existem entre as
pesquisas. Segundo Condé, existe também uma diversidade de idéias sobre o que é
o fazer cientifico, presentes nos diferentes campos da nanotecnologia. "Neste
século, muitos pesquisadores ainda fazem ciéncia a partir do paradigma classico. A
nanotecnologia, por exemplo, avanca em algumas dire¢cdes, mas ainda permanece
em parte presa ao pensamento classico quando o assunto € a racionalidade
cientifica e a fragmentacdo do conhecimento”.

Ainda existe a idéia da ciéncia como produtora de uma verdade Unica e esta
idéia ainda orienta a producdo de conhecimentos no campo cientifico, comenta
Condé. Porém, a maioria dos cientistas que trabalha com a matematica, por
exemplo, pensa a ciéncia como a busca por uma verdade pontual, a busca pela
resposta a certas perguntas, diz o pesquisador. "A matemética define-se muito mais
como uma atividade de criagdo do que como de descoberta ou revelacao”, conclui. A
coexisténcia de pesquisas que se orientam por multiplos paradigmas da ciéncia -
que marcaram 0s séculos XVII, XIX e XX - € uma marca da producdo cientifica
multidisciplinar, como a nanotecnolégica. Walter Carnielli, diretor do Centro de
Légica, Epistemologia e Histéria da Ciéncia (CLE), da Unicamp, comenta que "isso
ndo € um problema, ndo é erradode errado na coexisténcia dos mudltiplos
paradigmas dentro da mesma comunidade cientifica, mas é preciso perceber que
existem diferencas que tém que ser reconhecidas".

A nanotecnologia agrega praticas e métodos das ciéncias naturais e das
ciéncias formais. As ciéncias formais independem do empirismo, de laboratérios, de
experimentacdo, diferenciando-se das ciéncias naturais porque lidam com
problemas que "existem apenas na cabeca dos cientistas, ndo tém substancia, ndo
se alimentam, séo feitos apenas de de hipdteses e de suas consequéncias”,
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comenta Carnielli. Os sistemas computacionais e o0s softwares sdo produtos
bastante interessantes das ciéncias formais. Recentemente, a filosofia tem se
dedicado a estudar os problemas que emergem das ciéncias formais e que
envolvem, entre outras areas, a matematica, as ciéncias cognitivas, a semiotica, a
semiologia e a logica.

A légica, por exemplo, se transformou na linguagem bésica das ciéncias
formais. Em outras areas, como na fisica tradicional, a linguagem utilizada baseia-se
largamente no paradigma do célculo diferencial de Isaac Newton e Gottfried Leibniz
do século XVII, diz Carnielli. Essa mudanca na linguagem produziu mudancas
também nos referenciais das pesquisas, que passaram a depender de questdes
ligadas ao tempo, a sincronicidade e a assincronicidade, aos agentes e a ética
formal, e as légicas que investigam o que € crer e conhecere o que € consisténcia e
coeréncia. Todas estas questbes precisam ser pesquisadas e conhecidas para
serem criados 0s sistemas computacionais, explica Carnielli. E acrescenta "um dos
focos de estudo das ciéncias formais € o que pode e 0 que nao pode ser expresso
por um sistema, 0 que a matematica, a légica, e emparticucular o computador
podem ou ndo expressar, ou seja, 0s limites que determinam o campo da
cientificidade".O reconhecimento do valor epistémico dos sistemas computacionais
tem sido cada vez maior a partir de resultados apresentados por pesquisas como as
do campo nanotecnoldgico, que utilizam simulacdes computacionais para
demonstrar o comportamento de atomos e moléculas. Pesquisadores da Unicamp e
USP que descreveram o comportamento dos atomos de nanofios de ouro - um
material estratégico para a fabricacdo de componentes de computadores -
alcancaram éxito e precisdo gracas aos calculos e simulacdes realizadas em
computadores. Além disso, conseguiram informa¢des inusitadas sobre a
organizagdo dos &tomos, tornando ainda mais expressiva a importancia da
simulacdo por computadores. Ela tém, inclusive, antecipado a propria experiéncia
em grande parte das pesquisas. O uso dos produtos das ciéncias formais - como 0s
softwares - por pesquisas das ciéncias naturais podem propiciar economia de tempo
e dinheiro.

A inauguracdo das ciéncias formais pode ser associada a emergéncia da
geometria ndo euclidiana de Lobachevsky-Bolyai-Gauss, no século XIX. Essas
ciéncias propde objetos desvinculados de uma realidade empirica, que "ndo
existiiam" se fossem levados em consideracado os referenciais antigos: uma reta que
nao € reta, um circulo que ndo é redondo, retas tais que por um ponto fora delas
passa mais de uma paralela, ou nenhuma paralela, comenta o filésofo. A fisica,
somente muito tempo depois, passou a utilizar a geometria ndo euclidiana. De
maneira analoga, o século XX concebeu as logicas ndo-classicas. Carnielli conta
que comecou estudando as légicas nao classicas, que na época eram consideradas
as mais exoticas, "sempre tive a crenca de que algum dia isso seria importante,
apesar de parecerem naguele momento heterodoxias absurdas. Hoje, estas logicas
sao utilizadas na engenharia de software e na teoria de bancos de dados. "O quanto
dessa ciéncia formal sera possivel utilizar e de que forma?", pergunta Carnielli, para
afirmar que essa € uma das inquietacdes que movimenta hoje a filosofia das
ciéncias formais.
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TEXTO 4

A fabricacdo de nanoestruturas

Professor Roberto Belisério

Para fabricar artefatos extremamente diminutos, podem ser necessarias
técnicas bastante diferentes das usadas para objetos macroscépicos. Para a
nanotecnologia, que utiliza objetos com diametros de até alguns poucos atomos, ha
varias técnicas possiveis, dependendo do que se quer construir.

Uma muito usada aproveita o fenOmeno do crescimento por deposi¢ao:
guando um gas é colocado na presenca de um objeto sdélido, em certos casos as
moléculas do gas depositam-se lentamente na sua superficie (chamada substrato),
fazendo crescer estruturas minusculas. Trata-se de um fenémeno que acontece
naturalmente, quando o gas e o substrato sdo escolhidos de forma adequada. O
processo pode ser tdo lento que as moléculas se depositam uma por uma, como € o
caso das técnicas usadas em nanotecnologia. A forma e o tamanho da
nanoestrutura obtida podem ser controlados com precisdo. E possivel, assim, obter
artefatos na forma de fitas (nanofitas), quando o substrato tem a forma de uma
superficie plana; de esferas; ou ainda de tubos (nanotubos), quando o substrato tem
a forma de diminutas particulas. As estruturas obtidas ndo sdo necessariamente
feitas do mesmo material que o gas original (ou seja, constituidas das mesmas
moléculas ele), pois o0 processo pode envolver reacbes quimicas que alteram a
molécula. As dimensfes estdo tipicamente entre um e algumas dezenas de
nandémetros (um nanémetro é igual a um milionésimo de milimetro).

Nanofitas e nanotubos

Um exemplo dessa técnica aparece nas pesquisas com as nanofitas feitas no
Laboratério Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (Ufscar), em Séo Paulo. Segundo o
pesquisador Edson Roberto Leite, essas nanofitas séo feitas de oxido de estanho
(SnO2) e tém largura de cerca de 50 nanbmetros, espessura de 10 nandmetros e
comprimento de alguns milhares de nanbémetros. Uma das aplicacfes possiveis é
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como sensores de substancias quimicas, como monoxido de carbono (CO) e NOx
em escapamento de carros. Outra utilidade vem da capacidade de as nanofitas
aumentarem a condutividade elétrica e térmica de alguns materiais, como o vidro ou
polimeros, quando elas séo inseridas e espalhadas dentro de uma matriz constituida
desses materiais.

Como se constrdi fitas tdo diminutas? O gas necessario para a deposicao é
obtido aquecendo-se Oxido de estanho (SnO,) a 1100 graus. O SnO, evapora, sO
que nao na forma original, mas como monoéxido de estanho (SnO). Este SnO é o gés
que ira se depositar no substrato. O processo € feito na presenca de carbono, cujo
papel € servir de catalisador (facilitador) do processo de evaporacdo. A deposicédo
forma uma finissima pelicula sobre o substrato - a nanofita. Nessa deposicéo, o SnO
sofre uma reagdo quimica, e o depésito € feito na forma original, SnO».

Um processo semelhante havia sido desenvolvido por pesquisadores nos
Estados Unidos em 2001, publicado na revista Science (vol. 291, pag. 1974), mas no
qual ndo se usava o catalisador de carbono. Segundo Edson Leite, 0o grupo da
UFSCar foi o primeiro a conseguir reproduzir os resultados daquela pesquisa, com
algumas modificagdes - como o uso do carbono - o que elevou a eficiéncia do
método (por exemplo, conseguiram usar uma temperatura 300 graus menor do que
no processo norte-americano). O trabalho da UFSCar foi publicado em 2002 na
revista Journal of Nanoscience and Nanotechnology (volume 2, pagina 125).

Os nanotubos sdo obtidos por uma técnica do mesmo tipo. Nanotubos de
carbono sdo uma das maiores estrelas da nanotecnologia, pois a cada ano vem se
descobrindo mais e mais utilidades para eles. Segundo Edson Leite, trata-se do
material com maior resisténcia mecéanica (resiste a deformacdo e a quebra)
conhecido atualmente. Eles podem ser usados para construir circuitos légicos, do
tipo usado em computadores comuns - no ano passado, conseguiu-se construir o
primeiro desses circuitos usando nanotubos de carbono. Essas estruturas séo
também capazes de conter hidrogénio dentro de si e, por isso, podem ser um meio
de guardar essa substancia de uma forma segura, para o caso de se usa-la como
combustivel (o hidrogénio € altamente inflamavel e, em depdsitos tradicionais, pode
explodir). Além disso, € um material condutor. Assim, como as nanofitas, podem dar
condutividade elétrica a materiais isolantes, quando sdo inseridos e espalhados no
seu interior.

Para se obter um nanotubo, o substrato necessario tem a forma de
pequeninas particulas. Essas particulas ja séo, por si so, artefatos nanotecnolégicos,
tendo que ser elas também construidas por técnicas especiais. Esses substratos
também servem como catalisadores, sendo por isso chamados nanocompostos
catalisadores. J4 0 gas pode ser alguma substancia que contenha carbono em sua
molécula. Através de reag¢fes quimicas entre 0 gas e as substancias de que séo
feitas as nanoparticulas, o carbono € depositado ao redor destas. O processo ¢é tal
gue o material depositado toma naturalmente a forma de diminutos tubos, ao redor
das nanoparticulas. O diametro do nanotubo sera determinado pelo diametro da
nanoparticula. Em geral, esta entre 1 e 1,5 nanémetros.
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Nanoparticulas e nanofios

Nem todos os artefatos nanotecnoldgicos sdo construidos por deposicédo. As
nanoparticulas catalisadoras usadas para o crescimento dos nanotubos sé&o
formadas por decomposicdo de uma substancia submetida a temperaturas muito
altas. De acordo com Edson Leite, na UFSCar, essa substancia € um polimero que
tem, espalhados dentro de si, ions (&tomos carregados eletricamente) de algum
metal adequado, como ferro ou cobalto, além de uma matriz de silica ou de 6xido de
tithnio. Submetido a alta temperatura, esse material se decompde e produz um o6xido
(de silicio, por exemplo), e mais as nanoparticulas que serdo usadas no crescimento
dos nanotubos.

Os pesquisadores da Ufscar fizeram um pedido de patente desse processo
para a Fapesp (Fundacdo para o Amparo a Pesquisa no Estado de Sao Paulo).
Segundo Edson Leite, algumas industrias nacionais também manifestaram interesse
na técnica.

Uma técnica inteiramente diferente € usada para produzir filamentos
nanométricos no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas. A
principal motivacdo para se estudar essas estruturas é que, segundo se imagina,
aparelhos eletrénicos nanotecnoldgicos deverdo conter, entre outras coisas, partes
na forma de fios. Como o ouro resiste muito bem a corroséo, usa-se esse metal para
fazer essas nanoestruturas. Segundo Daniel Ugarte, lider dessas pesquisas no
LNLS, a técnica para a obtencdo desses nanofios consiste basicamente em fazer
varios buracos diminutos em uma chapa muito fina. A parte entre dois buracos
préximos toma a forma de um filamento composto de alguns atomos de espessura.
Os buracos, eles proprios com alguns nandmetros de didmetro, sao feitos por feixes
("jatos") de elétrons, obtidos de um microscopio eletrénico.

Na verdade, os pesquisadores do LNLS observaram que esses nanofios
"esticam-se" antes de se quebrarem e, logo antes do rompimento, chegam a
espessura de um Unico atomo. Para provocar esse rompimento, 0s cientistas fazem
varios buracos na placa, até que ela se torne muito fraca e 0s espacos entre 0s

orificios (os nanofios) comecem a se partir.
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TEXTO 5

Vantagens e riscos da nanotecnologia ao meio ambiente
Professora Sara Nani

A manipulagdo da matéria na escala nanomeétrica, num bilionésimo de metro,
tem produzido efeitos positivos na area ambiental. As resinas magnéticas tém a
capacidade de remover metais de um meio aquoso, o que pode ser utilizado no
tratamento de efluentes. As nanoparticulas sdo capazes de remover contaminantes
onde ndo h& efichcia de outros processos quimicos. H&4 quem defenda a
nanotecnologia como a garantia de que o mundo atingira, enfim, o desenvolvimento
sustentavel. Ao mesmo tempo que as vantagens dessa tecnologia sdo nitidas para o
meio ambiente, alguns especialistas comecam a atentar para o0 impacto dos
nanomateriais na saude do ser humano e na natureza.

Nanoparticulas

As nanoparticulas carregam a promessa de solucionar problemas ambientais. Um
projeto coordenado pelo professor e pesquisador Paulo César de Morais, da
Universidade de Brasilia (UnB), futuramente podera ser usado no processo de
despoluicdo de aguas que receberam derramamento de 6leo. Desde janeiro de 2001,
20 pesquisadores da UnB, da Universidade Federal de Goias (UFG) e da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) trabalham no desenvolvimento de
compoésitos magnéticos (materiais que resultam de dois ou mais materiais), para
serem utilizados na remocédo de 6leo derramado em &agua, e de uma tecnologia de
remocao da mistura de 6leo e compdsito usando campo magnético externo. O projeto
esta sendo financiado com recursos do Fundo Nacional do Petrdleo (CTPetro)
administrado pela Financiadora de Estudos e Projetos (Finep).

O projeto utiliza uma matriz de polimero poroso na forma de micro-esferas, no
gual sdo depositadas nanoparticulas magnéticas através de sintese quimica. As
micro-esferas poliméricas tém sua superficie externa tratada quimicamente para que
se comporte de forma hidrofébica. Assim, quando sdo colocadas numa mistura de
agua e oleo, as micro-esferas fogem da fase aquosa para as manchas (ou fases) de
6leo. Nas manchas de 6leo, as micro-esferas hidrofébicas tendem a se dispersar
homogeneamente, formando o que os cientistas chamam de fluido reolégico. Como
as micro-esferas sdo magnéticas porque contém nanoparticulas magnéticas em sua
estrutura nanoporosa, elas sédo atraidas por um ima e acabam arrastando consigo o
oleo, que também se comporta hidrofobicamente. “Esse comportamento € a base
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para as estratégias de retirada de 0leo [petréleo ou derivados] da agua, e poderéa
auxiliar na implementacdo de tecnologias de despoluicdo de &aguas apés o
derramamento dessas substancias”, explica Morais.

Segundo o pesquisador, 0 projeto ja estd sendo testado no Departamento de
Engenharia Mecéanica da UnB. “Testes preliminares em um pequeno canal d’agua
estao produzindo resultados bastante promissores”, afirma Morais. Ele explica que os
testes finais deverao ser realizados em uma bancada de testes com espelho d’agua
de cerca de 2,5 metros quadrados. O projeto, na forma como foi concebido, n&o prevé
a realizacdo de testes de campo. Porém, a equipe envolvida nesse trabalho aguarda
a parceria com empresas privadas para uma préxima etapa no desenvolvimento da
tecnologia, na qual a pratica sera contemplada.

Nanocatalisadores

O desenvolvimento de nanocatalisadores também contribui para retirar do ambiente
substancias poluentes, como os compostos do petréleo. O professor Jairton Dupont,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), desenvolveu
nanocatalisadores que diminuem a concentracdo de compostos aromaticos durante
as fases de refino do petroleo. Eles séo uUteis a um processo de catalise que resulta
no ciclo-hexano, molécula menos danosa ao meio ambiente. Dessa forma, a
combustdo de motores a gasolina € mais completa e ndo deixa no ar residuos
poluentes, que podem ser cancerigenos e contribuir para a formacao da chuva acida.

Os nanocatalisadores foram formulados pelo Laboratério de Catélise Molecular
da UFRGS, e séo constituidos de grupos de 300 atomos de iridio (elemento quimico
com didametro médio de dois nanémetros, ou dois milionésimos do milimetro). Esses
grupos recebem o nome de nanoclusters e sdo eficientes para substituir os
dispendiosos processos industriais nas refinarias para eliminar os compostos
aromaticos. Até fevereiro deste ano, o projeto contou com financiamento do CTPetro.
Dupont agora esta negociando a producdo em escala comercial com uma grande
empresa.

Riscos

Ainda é bastante incipiente a discussdo sobre o0s aspectos negativos da
nanotecnologia no meio ambiente. Porém, na metade do més de marco, numa
reunido realizada na US Environmental Protection Agency (EPA), 6rgdo do governo
dos Estados Unidos para a protecdo do meio ambiente, pesquisadores relataram que
foram encontradas nanoparticulas no figado de animais usados em pesquisas.
Segundo a EPA, elas podem vazar em células vivas e, talvez, entrar na cadeia
alimentar através de bactérias.

Os cientistas reclamam que o uso comercial do carbono em escala
185anomeétrica ndo possui regulamentacdes, ou um corpo de leis para supervisionar
essa nova tecnologia. Mesmo sem esse cuidado, empresas ja estdo produzindo
toneladas de nanomateriais para que sejam usados como catalisadores, em
cosmeéticos, tintas, revestimentos e tecidos. Outro agravante apontado por eles € o
fato de que alguns materiais sdo compostos familiares que nunca foram
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comercializados, enquanto outros materiais sdo produzidos a partir de elementos
atomicamente modificados que ndo existem na natureza. Portanto, seus efeitos
negativos sao ainda desconhecidos pelos cientistas. Por exemplo, algumas das novas
formas de carbono, como nanotubos, estdo sendo produzidas pela primeira vez.

‘A nanotecnologia, incluindo a nanobiotecnologia, tem sido divulgada pelas
indastrias e pelos governos como a proxima revolugdo industrial, a maior e a mais
rapida do mundo. Mais de 450 empresas dedicadas a nanotecnologia ja estdo no
mercado produzindo uma gama de produtos da ‘nano velha’, como particulas usadas
em cosmeéticos e atomizadores, e produtos da ‘nano nova’, como chips, sensores e
novas formas de carbono. E preciso que o setor industrial se empenhe para que as
preocupacdes relativas a salude e ao meio ambiente ndo se desviem do progresso da
nanotecnologia”, afirmaram os pesquisadores na reunido da EPA. A US National
Science Foundation estima que, dentro de dez anos, todo o setor de semicondutores
e a metade do setor farmacéutico dependerdo da nanotecnologia e que, até 2015, o
mercado global envolvido por ela sera de um trilhdo de ddlares.
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ANEXO A - ETAPA DE ECLOSAO E EXPERIMENTO DE SOBREVIVENCIA

ETAPA DE ECLOSAO

Nesta etapa, foram utilizadas tanto solucbes salinas sintéticas preparadas
com agua destilada e cloreto de sédio (NaCl) de pureza analitica (PA) nao iodado,
quanto agua do mar proveniente da Praia de Tamandaré - PE, descontaminada
(apéndice 1).

As solucdes salinas sintéticas foram preparadas com agua destilada e cloreto
de sodio (NaCl) de pureza analitica (PA) ndo iodado, medido em balanca analitica
de precisdo. Com auxilio de um densimetro com agulha interna (Figura 1), foi
possivel elaborar uma tabela correlacional com os valores da densidade e da
salinidade. (Tabela 1).

Figura 1- Densimetro.

Fonte: AUTORA (2020).
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Tabela 1 - Correlagéo entre os valores da salinidade e da densidade.

SALINIDADE DENSIDADE

(mg L) eL?)

0 <1.010

10 <1.010
30 1.014
35 1.023
60 1.029
120 1.030

Fonte: AUTORA (2020).

Para a eclosdo das larvas naupliares foi utilizado um recipiente de forma
conica (Figura 2: A e B). Em cada eclosao foram utilizados de 0,3 a 0,5 g de cistos
de Artemia sp adquiridos de loja aquarista, procedentes das salinas de Macau-
RN/BR. Dependendo do tipo de recipiente foi utilizado 0,5 ou 1 L de 4gua do mar
descontaminada ou solucéo salina sintética de (35 g L™), nos quais os cistos foram
depositados, incubados e submetidos a aeracgdo artificial, durante um periodo que
variou entre 24h a 72h em pH em de 8,5 (SORGELOQS, et al. 2001), para induzir a

eclosao.

Figura 2 (A e B) - Recipientes de ecloséo dos cistos.

A ' , i | war B
* 2 . : - ::_O’-Q,‘

Fonte: AUTORA (2020).
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O sistema de ecloséo foi iluminado por ldampada halégena da marca Osram,
com 70 w de poténcia, disposta a uma distancia que permitiu uma radiacao
controlada de aproximadamente 1000 lux, aferida por Luximetro Minipa modelo
MLM-1011, para ajudar na eclosdo das larvas e, posteriormente, para separa-las
das cascas dos cistos, jA& que as mesmas, apresentam fototropismo positivo,
movimento de certos organismos vivos em direcdo a estimulos luminosos.

O calor emitido pela lampada foi utilizado para manter a temperatura da agua
entre 25 e 27 °C, enquanto que a temperatura ambiente do laboratorio foi controlada
em torno de 22 °C. A luminosidade foi controlada por luximetro Digital MIim-1010
Minipa e a temperatura foi monitorada com auxilio de termdémetro duas vezes ao dia;
uma no periodo da manha e outra no final da tarde.

Sempre que necessario o pH foi ajustado para 8,5 adicionando-se lentamente
carbonato de sédio ( NapCOs) diluido em &gua salina de concentracdo 35 g L™,
mantendo sempre a agitacdo durante e apos o ajuste, com a finalidade de deixar a
solucdo homogeneizada e o pH na faixa ideal, para se obter o maximo de eclosao.

As larvas naupliares eclodiram entre 48 e 72 horas, média do tempo
necessario para chegar a fase instar 1. instar é o estagio larval que ocorre entre duas
mudas, desde a eclosao da larva até ao fim da ultima fase larval, ou seja, é o0 estagio
de desenvolvimento da larva ao longo do tempo até atingir a sua maturidade sexual
(SOJACK, 1995).

As larvas instar |, ap0s a ecloséo foram depositadas em outro recipiente com
solucéo salina de 35 g L™"ou submetidas as mesmas condicdes abiéticas descritas
acima, durante 24 horas. ApGs o periodo de um dia, as larvas naupliares agora ja
nas fases de instares Il e Ill foram cuidadosamente separadas e transferidas com
auxilio de pipeta de Pasteur, para um recipiente de retirada de sal e permaneceram
neste recipiente por cerca de 30 minutos, de forma a minimizar o efeito do sal. Para
em seguida, serem submetidas a experimento de sobrevivéncia ou de exposicdo ao

micropoluente modelo NP Ag.
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EXPERIMENTO DE SOBREVIVENCIA

Neste experimento, foram realizados trés testes. A Figura 3 (A e B)

representam os sistemas onde estes foram desenvolvidos.

Figura 3 (A e B) - Recipientes utilizados nos experimentos de sobrevivéncia.

A

Fonte: AUTORA (2020).

Para a efetivacdo dos bioensaios em que as larvas naupliares foram utilizadas
como concentrador vivo para incorporacdo de Np Ag, testes de sobrevivéncia com
estas larvas, desprovidas de alimentacdo, foram realizados para conhecer o
comportamento desses animais em diferentes condicdes abidticas e
consequentemente, identificar a melhor condicédo de sobrevivéncia.

Os instares Il e Il provenientes do experimento de ecloséo, foram submetidos

a diferentes concentracdes salinas e pH, conforme descrito na tabela 2.
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Tabela 2 — Resumo das condi¢des dos Experimentos de Sobrevivéncia.

PARAMETROS

CONDICAO

Tipo de teste

Estatico sem renovacdo de agua

Recipiente teste

Recipientes de vidro;Placas de multiwel com 24 pocos

Total de recipientes testes utilizados

60; 18

Total de volume de cada amostra teste

4mL;2mL

Agua de diluigdo ou Agua do mar

Agua destilada ou Agua do mar descontaminada

Quantidade de MaCl em cada concentragcio-teste

0g:05g:10g;15g;1,759;3.0g;45q;6,0g;9.0¢g

Concentragdes-teste (mg L")

0:10; 20; 30; 35; 60; 90; 120; 180

Mdmero de concentragfes teste

06; 03 incluindo o controle

Mumero de réplicas/concentracio 10

Fases naupliares Instares Il e Il
Mimero de larvas naupliares/recipiente 05; 04

Mimero total de larvas utilizadas 300; 72; 108
Alimentacdo durante o ensaio Méo

Temperatura de incubacéo 25a27 +1°C
Qualidade de luz Luz quente, tipo haldgena
Intensidade luminosa 1000 Jux
Fotoperiodo 12 h luz: 12 h escuro
pH 4.5

Duragdo do teste 48 h; 72 h

Valor medido

Percentual de moralidade ou sobrevivéncia em cada
concentragdo teste

Resposta

Maortalidade ou sobrevivéncia

Fonte: AUTORA (2020).

Todo o procedimento experimental foi realizado dentro de uma camara de

fluxo laminar vertical classe 100 com o vidro parcialmente fechado e filtro EPA. As

larvas naupliares utilizadas nesses experimentos nao foram alimentadas.
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ANEXO B - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

(PASSO A PASSO)

1) Recolher aproximadamente 50mg de tecido da amostra e lava-lo 2 vezes
com 500ul de Tris-EDTA (composto por 20mM de Tris-HCI em pH 8.0 + 100
mM de EDTA).

2) Em um tubo com a amostra, adicionar 300ul de tampédo de extracdo na
amostra e macera-la. Em seguida, colocar mais 392l desse mesmo tampao
(volume final do tampéao deve ser de 692ul).

3) No mesmo tubo, adicionar 1,75~2ul de SDS 20% e 7ul de proteinase K a
10mg/ml na amostra de modo que a concentragéo final seja: 0.05% SDS e
100pg/ml de proteinase K.

4) Incubar o tubo com a amostra no banho-maria a 50 °C por 2 horas e, em
seguida, a 37 °C por 12 horas (overnight).

5) No dia seguinte, adicionar na amostra 700ul de fenol e homogeneizar no
termoshaker a 70 rpm por 1 hora (no caso de se almejar alto peso molecular)
ou agitar no vortex (quando a finalidade for exclusivamente PCR, sem
necessidade de alto peso molecular).

6) Levar o tubo a centrifuga, configurada em 13500 rpm e 20°C, durante 15
minutos.

7) Transferir, com ponteira cortada, o sobrenadante para um novo tubo e
adicionar 700ul de PCI (25:24:1) e homogeneizar por alguns minutos no
termoshaker.

8) Repetir o procedimento da etapa 6.
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9) Novamente, transferir o sobrenadante, com ponteira cortada, para um novo
tubo e adicionar 700ul de cloroférmio. Homogeneizar no vértex ou no
termoshaker, de acordo com o objetivo (ver a etapa 5).

10)Repetir o procedimento da etapa 6.

11)Transferir, mais uma vez, o sobrenadante (com ponteira cortada), para um
novo tubo de 1,5ml e adicionar 1000ul de etanol absoluto. Deixar em
repouso por 30 minutos.

12)ApoOs o repouso, agitar o tubo manualmente (ndo usar o vortex se almejar

peso molecular) e em seguida centrifugar a 13500 rpm a 22 °C por 30

minutos.

13)Observar, no fundo do tubo, um precipitado formado chamado pellet. Em

seguida, descartar o etanol em um Becker (sem remover o pellet) e adicionar

500ul de etanol a 70%, lavando toda a parede do tubo durante a adicao.

14)Centrifugar, em 13500 rpm e 20°C, por 10 minutos.

15)Descartar no Becker o etanol a 70% cuidadosamente e secar o pellet a

temperatura ambiente.

16)Ressuspender a amostra em aproximadamente 50ul de TE.

Preparacdo de alguns reagentes:

Tampéo de extragdo

PCI:

Cuidados a serem tomados:

(100mM de NaCl + 20mM de Tris-HCI
em pH = 8.0) + 100mM de EDTA):

P/ 100ml de tamp3o de extracdo:
-10ml de NaCl a 1M

- 2ml de Tris-HCl a 1M

-10ml de EDTA a 100mM

-78ml de H20 (destilada e autoclavada)

- 350pl de fenal
- 336pl de cloroférmio
- 14pl de alcool

Homogeneizar por 5 minutos antes de

usar

- sempre utilizar luvas durante todo o

experimento;

- manusear o fenol em condigBes

apropriadas por conta do odor forte;

- as etapas 5, 7, 9 e 11 devem ser
utilizadas ponteiras com filtro para
evitar a oxidacdo e descalibragem da

pipeta devido ao fenol;

- deixar as amostras equilibradas dentro

da centrifuga para evitar a

descalibragem da balanga.
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ANEXO C - PROTOCOLO DE PURIFICACAO DE PRODUTOS DE PCR COM
EXO/SAP PARA SEQUENCIAMENTO

Baseado em Exonuclease |, Shrimp Alkaline Phosphatase PCR Purification

Protocol da Amersham Pharmacia Biotech

Figura 1- Purificacdo de produtos de PCR com Exo/SAP.
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Método de purificacdo de produtos de PCR que utiliza Exonuclease | (Exo I)
para digerir excesso de primers e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para degradar
excesso de nucleotideos provenientes da PCR (Figura 1).

A reacdo de PCR faz uso de dois primers, dNTPs e DNA polimerase para
produzir maltiplas copias de uma sequéncia de DNA especifica. Quando a reacao
termina a maior parte dos primers e dNTP permanece intacta, e, se nao retirados,
irdo interferir no sequenciamento. As enzimas Exonuclease | (Exol) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) removem estes materiais indesejados. Depois deste

procedimento o sequenciamento € feito normalmente.

MATERIAIS NECESSARIOS

E70073Z Exonuclease | E70092X Shrimp Alkaline Phosphatase
10 unidades/pl em 1 unidade/pl em
20 mM Tris.HCI (pH 7.5) 25 mM Tris.HCI (pH 7.6)
5 mM 2-mercaptoetanol 1 mM MgClI 2
50% glicerol 0.1 mM ZnCl 2
50% glycerol
Suplementada com 10X SAP Dilution
Buffer
200 mM Tris pH 8.0
100 mM MgCI2

Todas as misturas de nucleotideos devem ser armazenadas a -20 °C e
colocadas em gelo quando em uso.

PROTOCOLO

1. Para cada reacao de PCR:

DNA amplificado por PCR 5ul

Exonuclease | (10 unidades/pul) 1ul

Shrimp Alkaline Phosphatase (1 unidade/ul) 1l
TOTAL 7 ul
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» Misture e incube a 37 °C por 30-45 min.
» Inative as duas enzimas aquecendo a 80 °C por 15 minutos.

O DNA esta pronto para ser utilizado em uma reacao de sequenciamento.

1. Mix para varias reacdes de PCR:

Exonuclease | (10 unidades/ul) 100 partes

Shrimp Alkaline Phosphatase (1 unidade/ul) 100 partes

10X SAP Dilution Buffer 50 partes
Agua deionizada 250 partes
TOTAL 500

e Utilize quantidades iguais de mix e DNA amplificado por PCR em cada
reacao (ex.: 5 ul de mix para cada 5 pl de DNA amplificado por PCR).
e Misture e incube a 37 °C por 30-45 min.

¢ Inative as duas enzimas aquecendo a 80 °C por 15 minutos.

O DNA esta pronto para ser utilizado em uma reacao de sequenciamento.

Sueli Tavares de Souza Silva



197
Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

ANEXO D - ESPECTRO DE ABSORGCAO UV-VIS DO SISTEMA H20 D + NP AG. E
ESPECTRO DE ABSORCAO UV-VIS DO SISTEMA H20 [NACL] + NP AG.

ESPECTRO DE ABSORGAO UV-VIS DO SISTEMA H20 D + NP AG.
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ANEXO E - PROTOCOLO DE SINTESE DE NP AG

A sintese de NP Ag foi realizada por via quimica, utilizando-se como
precursor metélico uma solucdo de nitrato de prata (AgNOs) 1 mmolL™. Como
agente redutor e estabilizante foi utilizado solucéo de borohidreto de sédio 2 mmolL™
(NaBHy).

Inicialmente foram pesados 4,4 mg de AgNO; e 1,8mg de NaBH4;. Em
seguida, cada uma das substéancias foi solubilizada em 25 mL de &gua Milli-Q,
respectivamente e acondicionadas em balGes volumétricos com capacidade de 25
mL. Posteriormente, 25 mL de NaBHs 2 mmolL™ foi depositado em um béquer e
levado a um agitador em banho de gelo e deixou-se homogeneizar por 20 minutos,
em seguida foram adicionados gota a gota 7 mL de AgNO3; 1 mmolL™ e mantido em
agitacao por 120 minutos.

A etapa final dessa reacdo é sinalizada quando a coloracdo da solucdo se
torna amarelo-dourada, evidenciando a formacdo de nanoestruturas de prata
metalica.

O produto coloidal obtido foi mantido e armazenado em frascos ambar como
filtro para protecdo contra luz de menores comprimentos de onda, para utilizagdo em

analises posteriores.
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ANEXO F - PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO DE AMOSTRA BIOLOGICA
PARA ANALISE EM ESPECTROSCOPIA DE RAIOS X POR DISPERSAO EM
ENERGIA (EDS)

As larvas naupliares, caracterizadas por Espectroscopia de Raios X por
Dispersdo em Energia (EDS), foram submetidas as seguintes etapas de preparacéo

de amostras biologicas:

1. ETAPA DE FIXACAO

Inicialmente, os nauplios depois de expostos ao micropoluente modelo NP AG,
foram coletados e fixado em solucdo de Karnovsky (constituida por GA= 2,5% + 4%
FA + 0,1 M de solucao tampéao Cacodilato de sédio, pH 7,4) a temperatura ambiente.

2. LAVAGEM DAS AMOSTRAS

Apébs o processo de fixacdo, as amostras foram lavadas trés (3) vezes em um

periodo de 10 minutos, em solucéo tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4, com a

finalidade de remover o excesso do fixador.

3. ETAPA DE POS-FIXACAO
Nesta etapa, as amostras foram pds-fixadas em tetréxido de 6smio a 1%,

contendo solucdo tampao Cacodilato de soédio, pH 7,4, durante 1 horas em

temperatura ambiente em total escuridao.
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4. LAVAGEM DAS AMOSTRAS

As amostras sdo novamente lavadas em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH
7,4, trés (3) vezes em um periodo de 10 minutos.
5. DESIDRATAQAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram submetidas a desidratacdo em etanol PA numa série
crescente de: 30%; 50%; 70%; 90%, trés (3) vezes em 10 minutos e em 100%, trés

(3) vezes, sendo que cada vez de 10 minutos.

6. PONTO CRITICO

Apés a desidratacdo, as amostras foram acondicionadas em um recipiente
metalico em forma de “gaiolinha” e conduzidas a camara de CPD, onde a gaiolinha
metalica foi depositada e mergulhada em um pequeno volume de alcool 100% PA.
Em seguida, a camara foi isolada e quando a temperatura em seu interior atingiu
entre 4 e 5 °C, comecou-se a injetar CO; liquido, no qual foram realizadas varias

substituicBes até o etanol ser removido completamente.

7. MONTAGEM DOS ESPECIMENS

Depois de terem sido submetidos a etapa de Ponto Critico, os animais foram
retirados da gaiolinha metélica e montados em subs em fita de carbono dupla face e

em laminula de vidro fixadas em sutb por fita de carbono dupla face.

8. METALIZACAO DOS ESPECIMENS

Apds a montagem, os espécimens foram levados a Metalizadora Fine Coat lon
sputter JFC-1100, onde foram metalizados com uma camada de ouro e paladio.
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ANEXO G - PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO DE AMOSTRA
BIOLOGICA PARA ANALISE EM ESPECTROSCOPIA RAMAN

As larvas naupliares, caracterizadas por Espectroscopia Raman, foram

submetidas as seguintes etapas de preparacdo de amostras bioldgicas:

1. ETAPA DE FIXACAO

Inicialmente, os nauplios depois de expostos ao micropoluente modelo
nanotubos de carbono (NTC), foram coletados e fixados em solucdo de formaldeido

a 10 %, a temperatura ambiente.

2. LAVAGEM DAS AMOSTRAS

Apds o processo de fixacdo, as amostras foram lavadas trés (3) vezes em um
periodo de 10 minutos, em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4, com a

finalidade de remover o excesso do fixador.

3. DESIDRATACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram submetidas a desidratacdo em etanol PA numa série
crescente de: 30%; 50%; 70%; 90%, trés (3) vezes em 10 minutos e em 100%, trés
(3) vezes, sendo que cada vez de 10 minutos. Em seguida, a desidratagdo em
etanol e acetona PA, volume a volume, trés (3) vezes em um periodo de 10 minutos.
Por fim, as amostras foram submetidas apenas em acetona PA, trés (3) vezes em

um periodo de 10 minutos.
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4. EMBIBICAO OU INFILTRACAO

Apoés o processo de desidratacdo as amostras foram embebidas/infiltradas em
resina Epon, que € comercializada em ‘kit, contendo os componentes e as
propor¢cdes de preparo dos reagentes. Depois as amostras foram emblocadas e
levadas a estufa a uma temperatura de 60 °C por 72 horas, para polimerizacdo da
resina. ApOs este processo, as amostras foram levadas a um ultramicrotomo da
marca Leica, onde foram submetidas a cortes semi-finos, de 0,5 um por navalhas de
vidros. Os cortes das amostras foram depositados em laminas de vidro, para
posterior analise em Espectroscopia Raman.
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les

Laboratério de

Eletrossintese

ANEXO H - PROTOCOLO DE SINTESE DE CdznTe

Reagentes e solugdes:

Acido tioglicdlico (GSH, = 98%, Sigma Aldrich); NaClOg4iq a 0,2 mol L
grafite em p6 (< 20 mm, Aldrich); telario elementar (99,98%, Aldrich); cloreto de
cadmio (CdCl,) e cloreto de zinco (CdCl,) (99,99%, Sigma Aldrich).

Equipamentos e materiais:

Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT30; célula de cavidade (Figura 1);
vidro sinterizado; grafite em barra; agitador e barra magnética; chapa aquecedora.
Metodologia de sintese:

A sintese eletroquimica de nanoparticulas de CdznTe foi realizada na célula
de cavidade. A montagem da célula de cavidade foi realizada com a introducéo da
barra de grafite na cavidade da célula, de modo que apenas um pequeno espaco,
suficiente para adicdo do precursor calcogenado e do vidro sinterizado, fosse
deixado. Foram adicionados a cavidade 30 mg de Cgraite) € 0,05 mmol de teldrio
elementar, homogeneizados previamente, e o sistema foi submetido a prensagem
por 10 minutos.

A solucdo contendo os precursores metalicos (Cd** e Zn?") e o estabilizante
(acido tioglicdlico - TGA) foi preparada a partir da dissolugdo dos sais cloreto de
cadmio (CdCl,) e cloreto de zinco (ZnCl;) em 10 mL de solucdo aquosa de
perclorato de sodio (NaClO4) 0,2 M, seguida da adi¢cdo de 33,6 uL de TGA (0,48
mmol). O pH da solucao foi regulado para 7,0 usando solucdo aquosa de NaOH 0,2
mol L™ e o volume completado para 25 mL com NaClO..

Apés a prensagem, a cavidade foi fechada através da introducdo do vidro

sinterizado, previamente imerso em agua destilada. Em seguida, a parte superior da
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célula de cavidade foi encaixada e a solugédo contendo o estabilizante foi adicionada.
O compartimento anddico (solugdo NaClO4 0,2 mol.L™ + grade inox) foi separado da
solucdo Cd**/Zn** por uma membrana Nafion®.

A eletrossintese ocorreu sob atmosfera inerte de argbnio, a corrente
constante (i = -30 mA), durante 500 segundos. Apdés a reacao, os QDs sintetizados
foram aquecidos a, aproximadamente, 95° C durante 30 minutos. A propor¢gao dos

precursores utilizada para sintese do QDs de Cd:Zn foi de 1:1:, em pH=9,0.

Figura 2- Cela de cavidade usada para sintese de CdZnTe-TGA,

—~
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ANEXO | - EXPERIMENTO PARALELO: BIOENSAIO EMPREGANDO
FARMACO OLANZAPINA (OLZ)

Espectrometria de Absor¢cdo Molecular na Regido do Ultravioleta Visivel (UV-
Vis)

As Figuras 1 e 2 representam, respectivamente, 0s espectros de absorcao
molecular na regido UV-Vis das solu¢es-testes de OLZde OmgL*a35mgL' e as
curvas de calibragcdo. Nos espectros pode ser visualizado duas bandas de absorcao,
uma em 226 nm e outra em 253 nm, correspondentes possivelmente a dois tipos de
polimorfos. Na figura 1 (B) é observado o coeficiente de regresséo linear cujo valor
obtido foi de 0,99 indicando que ha uma boa correlacdo entre a equacédo da reta e as

concentracOes avaliadas.

Figura 1 — A: Espectros de absor¢&do molecular na regido UV-Vis da Olanzapina em diferentes

concentracdes; B: Curvas de calibracdo para 226 nm e 253 nm.
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Fonte: AUTORA (2020).
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Os espectros de absorcao molecular na regido do UV-Vis das solucdes-testes
de 5 mg L* e de 10 mg L™ de OLZ, para o periodo de 0 a 360 minutos, estio
representados, respectivamente, nas Figuras 2 (A) e (B). Foi observado que os
espectros das referidas solucdes-testes apresentaram comportamentos
semelhantes, sinalizando que ambas as solu¢des foram estaveis durante 360
minutos, ou seja, ndo foram afetadas pelo fator ambiental luminosidade e
consequentemente, ndo sofreram degradacdo. Além disso, foi verificado que em
todas as condi¢Bes testadas a condicdo de iluminacdo para a exposi¢ao ao farmaco
nao possui influéncia na estrutura da OLZ, uma vez que nao houve variacoes

significativas do maximo de absorcéo.
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Figura 2 - Espectros de absorcdo molecular na regido do UV-Visivel das solucdes-testes de
Olanzapina no periodo de 0 a 360 minutos (A: 5 mg L™ e B: 10 mg L™).
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Fonte: AUTORA (2020).

A anélise dos filtrados referentes as concentracées de 5 mg L™ e de 10 mg L™
de OLZ, foi realizada a partir da visualizacdo dos espectros obtidos pela
espectrometria de absorcéo na regidao do UV-vis Figuras 3 (A) e (B). Os espectros
obtidos demonstram comportamentos complementares entre si e revelaram que a

partir de 20 minutos de exposicdo ao farmaco, as larvas naupliares, iniciaram o
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processo de filtragem e concentracdo do micropoluente, uma vez que houve uma

diminuicdo das bandas de absorgédo em 226 nm e 253 nm.

Figura 3 — Espectros de absorcdo molecular na regido do UV-Visivel das solugBes-testes de
olanzapina em diferentes tempos de exposicdo a nauplios (A: 5mg L'1 e B: 10 mg L™Y).
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Fonte: AUTORA (2020).

As curvas de exposicdo da OLZ na concentragéo de 5 mg-L™, entre o periodo
de 40 e 80 min, demonstram a ocorréncia de dois processos concorrentes. Um em

gue os valores de absorbancia no comprimento de onda de 253 nm diminuem em
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funcdo do tempo de filtragdo, até a estabilizacdo assintética, indicando o consumo
do farmaco; e, outro, no qual o comprimento de onda em 226 nm, anteriormente
acompanhado, sofreu deslocamento para 224 nm, seguido pelo aumento do valor de
absorbancia, sendo um indicativo da geracdo de metabdlitos (Figuras 3A e 4A).

Para as curvas de exposicdo da OLZ na concentracdo de 10 mg-L*
ocorreram fendmenos semelhantes, ou seja, houve diminuicdo da banda de
absorcdo em 253 nm, referente ao polimorfo ativo da OLZ e da banda de absorcao
em 224 nm, relacionada também ao metabdlito, seguindo o mesmo platd (Figuras
3B e 4B).

Figura 4- Gréfico exibindo processos de diminui¢do e aumento do valor de absorbancia da olanzapina
em funcéo do tempo de filtragem para as na concentracdo de (A: 5 mg-L'1 e B: 10 mg-L'l).
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Fonte: AUTORA (2020).

Sueli Tavares de Souza Silva



210

Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

Entre o intervalo de 100 e 140 min de exposi¢cdo, pode-se perceber uma
diferenca minima de absorcéo, tanto na concentracdo de 5 mg L™ como na de 10 mg
L, sugerindo que as larvas naupliares entram num periodo de estabilizacdo do
processo de filtracdo, o que provavelmente indica, um estado de saturacdo do

concentrador vivo (Figuras 3 A e B).

Por fim, apesar da formacdo de metabdlitos terem continuado a ocorrer a
partir da ingestdo da OLZ pelo concentrador vivo, parte do farmaco continuou a ser
acumulado no corpo do animal. Fato semelhante foi obtido por Croghan (1958) em
seus estudos sobre o mecanismo de regulacdo osmdtica em artémias salinas:
fisiologia do intestino. Neste estudo, ele demonstrou que esses microcrustaceos,
deglutiram rapidamente o meio, e retiraram a &agua do lumem intestinal e

concentraram o corante.

O presente experimento fez parte de estudos paralelos a dos
nanocontaminantes abordados na tese, e serdo utilizados em aplicacdes previstas

como perspectivas.

Sobre o Farmaco olanzapina (OLZ) utilizado no experimento

A Olanzapina (OLZ) € um farmaco psicotropico, quimicamente conhecido
como 2-metil-4 - (4-metil-1-piperazinil) -10H-tieno (2,3-b) (1,5) benzodiazepina, cuja
férmula molecular é C17H20N4S e peso molecular de 312,44. Atua como farmaco

neuroléptico, inibidor de funcdes psicomotoras.
CHg

B CHa

Férmula estrutural da olanzapina
Fonte: REGO (2010)
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Obtida pela primeira vez em 1982, na Inglaterra, por um grupo de
pesquisadores da industria farmacéutica Eli Lilly and Company® a partir de
modificacdes estruturais do farmaco clozapina, a OLZ se tornou um dos farmacos
amplamente estudados e utilizados no tratamento de distarbios psicoticos entre
outros transtornos, devido a sua eficiéncia terapéutica quando comparados com
outros farmacos, usados em tratamento com mesma finalidade (TRAN et al., 1997).

A ampla utilizacdo deste psicotrépico atipico em pesquisas e em tratamentos
de saude como o da esquizofrenia, em tratamento contra dores, entre outros, tem
levado a deteccdo da OLZ em matrizes ambientais aquéaticas (GRACIA-LOR et al.,
2011; YUAN et al., 2013).

Na pesquisa de Hiriyanna et al. (2008) a respeito de produtos de degradacao
da OLZ sob condi¢cbes de estresse oxidativo, foram relatados a formacdo de trés
produtos e a sua ndo degradacéo quando foi submetida a estresse leve, ou hidrélise
acida ou béasica. Foram verificadas que as duas impurezas isoladas, submetidas a
estresse térmico, foram produtos de degradacao resultantes da oxidacdo do anel
tiofeno. Rao et al. (2011) propuseram uma via de degradacdo oxidativa (forma
polimérfica-l) tanto na substancia como no farmaco, para a formacao e identificacdo
destas impurezas. Foram identificadas duas impurezas: a hidroximetilideno-tiona e a
acetoximetilideno-tiona, provenientes de amostras de OLZ envelhecidas e
submetidas ao estresse térmico. Os resultados sugerem que as impurezas S&o
degradacéo devido a oxidacéo e da abertura do anel do tiofeno.

Karpinska et al. (2012) estudaram a fotodegradacé&o da OLZ sob condicbes
ambientais simuladas e perceberam que ndo houve mudanca em seu espectro UV-
Visivel durante o processo de irradiacdo, levando-os a supor que o farmaco
apresenta estabilidade e resisténcia a radiacdo UV. Por outro lado, os autores
também perceberam que as reacdes entre contaminantes naturais aquaticos e
matéria organica dissolvida em uma matriz natural, poderiam estar atuando como
fotossensibilizadores naturais em aguas superficiais e provocando a fotodegradacéo
da OLZ. Regulska; Karpinska (2012) analisaram a degradacéo fotocatalitica da OLZ
em suspensdo aquosa de didoxido de titanio e verificaram que o farmaco sofreu
degradacédo em solucdes de aguas fluviais; além disso, foi também verificado que

esse farmaco foi submetido a irradiagdo em luz ultravioleta (simulando a luz solar) e

Sueli Tavares de Souza Silva



212

Tese de Doutorado em Ciéncia de Materiais - UFPE

houve degradacdo sob a condicdo fotocatalitica com a formacédo de produtos de
baixo peso molecular.

Gracia-Lor et al. (2012) investigaram a ocorréncia e comportamento de
produtos farmacéuticos em estacOes de tratamento de aguas residuais situadas na
provincia de Castellon e demonstraram que o0s analgésicos, antiinflamatorios,
reguladores lipidicos, antibi6ticos quinolona e macrolideo e que estes produtos
foram eficientemente removidos. Alguns antibidticos, ansioliticos e antiulcerosos
foram detectados apenas nos efluentes. E que o farmaco psicotropico olanzapina, foi
encontrado em forma de tragos tanto nas aguas residuarias dos afluentes como nas
dos efluentes.

Em contrapartida, Al-Khazrajy et al. (2016) fizeram uma pesquisa baseada na
priorizacdo de riscos dos produtos farmacéuticos ativos encontrados em ambientes
aquaticos e terrestres nas cidades do Iraque: Bagda, Mosul e Basrah,
considerando-se a forma de entrada, seus potenciais efeitos toxicos sobre os
ecossistemas, as comunidades bacterianas e a saude humana revelou uma lista de
23 compostos de alto risco, entre 0s quais 0s antibioticos foram os classificados
como os de mais alta prioridade; na lista de farmacos relacionados encontra-se a
OLZ, no qual foi identificada como um dos farmacos de elevado potencial de risco

ambiental.
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