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ALTERACOES METABOLICAS E NATATORIAS EM ZEBRA-FISH (Danio rerio)
CAUSADAS POR EXPOSICAO CRONICA A NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
COBRE II (NPsCuO)

RESUMO GERAL
Cresce a cada dia, a preocupagdo com a poluicao ambiental causada por nanoparticulas devido
a sua ampla utilizagdo nos mais diversos produtos. Atualmente as nanoparticulas de 6xido de
cobre II sdo as mais comercializadas, por apresentar excelentes propriedades fisico-quimicas e
porque sua sintese é simples, rapida e de baixo custo. Mesmo considerando sua alta
reatividade e biodisponibilidade no meio ambiente, ainda hd uma caréncia de estudos sobre
os mecanismos de interacdo com os sistemas bioldgicos, e as dosagens criticas em relacdo ao
tempo de exposicao. O presente estudo visou comparar os efeitos metabdlicos causados pelas
nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas em bastdes e esferas; investigar os efeitos
fisiologicos através de ensaios para metabolismo de rotina (consumo especifico de oxigénio e
excrecao especifica de amonia) e os efeitos comportamentais através da capacidade de natagao;
analisar as respostas do modelo biolégico Danio rerio adulto, para avaliar o risco potencial ao
ambiente, e fornecer informagdes que possibilitem a expansdo do uso das NPsCuO com
seguranga. Para realizacdo dos ensaios, foram utilizados 88 peixes da espécie Danio rerio,
divididos em grupos de 6 para metabolismo de rotina e 5 para capacidade de natagdo, expostos
por 24h em concentragdes de 0, 50, 100 e 200ug/L de nanoparticulas de 6xido de cobre II
(nanoesferas e nanobastdes). Os testes realizados com as nanobastdes apresentaram alteragdes
metabdlicas nos peixes, causando aumento do consumo especifico de oxigénio de 294% na
concentracdo de 100ug/L e 321% na concentragdo de 200pg/L, diminui¢do da excrecdao
especifica de amonia de 83% na concentragdo de 200ng/L, e a diminui¢do da capacidade de
natacdo de 34% na concentracdo de 100ng/L e 55% na concentracdo de 200pg/L, quando
comparados ao grupo de controle. J& os ensaios realizados com as nanoesferas nao
apresentaram altera¢des significativas. Os testes realizados demonstraram que diferentes
estruturas morfolégicas da mesma nanoparticula de 6xido de cobre II (NPsCuO), causaram
diferentes efeitos no metabolismo dos peixes. Concluindo, em estudos ecotoxicolégicos

utilizando nanoparticulas é fundamental a sua caracterizacao.

Palavras-chave: Peixe-zebra; Nanoparticulas; CuO; Metabolismo; Capacidade natatoria.
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METABOLIC AND NATATORIES CHANGES IN ZEBRA-FISH (Danio rerio) CAUSED
BY CHRONIC EXPOSURE TO COPPER OXIDE II NANOPARTICLES (CuONPs)

GENERAL ABSTRACT
Grow the all-day the concern about environmental pollution caused by nanoparticles due to
its wide use in most varied products. Currently the copper oxide Il nanoparticles are the most
commercialized, for presenting excellent physical-chemical properties, and because their
synthesis is simple, fast, and low cost. Although this high reactivity and bioavailability in the
environment, there is still a lack of studies on the interaction mechanisms with the biological
systems, and the critical dosages in relation to the time of exposure. This study aimed to
compare the metabolic effects caused by the copper oxide II nanoparticles characterized in
rods and spheres; investigate the physiological effects through assays to routine metabolism
(specific oxygen consumption and specific ammonia excretion) and the behavioral effects
through the swimming capacity; analyses the responses of the adult Danio rerio biological
model, to assess the potential risk to the environment, and provide information that enables
the expansion of the safe use of the NPsCuO. For carrying out the analysis was used eighty-
eight fish of the species Danio rerio were used divided into groups of 6 for routine metabolism
and 5 for swimming ability, exposed for 24 hours in concentrations of 0, 50, 100 and 200ug/L
of copper oxide II nanoparticles (nanorods and nanospheres). The analysis has carried out
with copper nano-rods showed significant alterations in the fish, causing an increase in the
specific oxygen consumption of 294% in the concentration of 100ug/L and 321% in the
concentration of 200pg/L, a decrease in the specific excretion of ammonia of 83% in the
concentration of 200ug/L, and a 34% decrease in swimming capacity at a concentration of
100ug/L and 55% at a concentration of 200ug/L, when compared to the control group. The
analysis has carried out with nanospheres did not show any significant changes. They have
demonstrated that different morphological structures of the same copper oxide Il nanoparticle
(NPsCuO) caused different effects on the metabolism of fish. As result, characterization is

essential in ecotoxicological studies using nanoparticles.

Keywords: Zebrafish; Nanoparticles; Metabolism; Swimming capacity.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Expansao de utilizacao das nanoparticulas (NPs)

A evolugdo em pesquisas envolvendo materiais em escala nanométrica tem levado
muitos cientistas a revolucionar as mais diversas dreas. Seu conceito relaciona-se aos estudos
da manipulacdo da matéria em uma escala atdbmica e molecular (“nano” prefixo que designa
10°m). O interesse nessa escala teve seu marco inicial em 1959, quando o fisico Richard
Feynman sugeriu que o homem conseguiria manipular objetos de dimensdes atdmicas e assim
construir estruturas de tamanho bastante reduzido (Feynman, 1960). No entanto foi no ano de
1980, que o cientista Eric Dexler do Instituto Foresight, popularizou essa ciéncia, mencionando
a construcdo de mdaquinas em escala molecular, contendo apenas alguns nandmetros de
tamanho tais como bracos de robos, motores e computadores (Lalau, 2014). Desde entdo a
ciéncia da nanotecnologia vem ganhando espaco no campo de inovagdes e aprimoramento de
novas tecnologias. De acordo com The Project on Emerging Nanotechnologies (2014), no ano
de 2013, existiam 1.628 produtos contendo algum tipo de nanoparticula, em 2015 listam-se
1.814 produtos de consumo de 622 empresas em 32 paises (Vance et al., 2015). Nos tltimos
quinze anos as nanoparticulas vem sendo incorporadas na producao em larga escala para fins
de comercializacdo, em diversos produtos, tais como: aditivos em tintas, plésticos,
lubrificantes industriais (Midander et al., 2009), revestimentos anti-incrustante (Isaza et al.,
2011), revestimentos metdlicos, cosméticos que tenham funcado de protecdo UV (Kleine et al.,
2008), em pesticidas e solventes organoclorados (Petosa et al., 2010), em revestimentos
antimicrobianos (Griffitt et al., 2008), fungicida (Mueller e Nowack, 2008), podendo ainda ser
utilizados em diagnésticos e aplicagdes médicas como agente de contraste de imagem
biomédica e terapias contra o cancer (Studer et al., 2010).

Entre os diversos materiais que podem ser desenvolvidos com dimensdes
nanomeétricas, os 6xidos metalicos tém recebido muita atengdo do ponto de vista cientifico e
tecnolégico, sendo considerada a classe de nanomateriais com propriedades mais diversas
(Rangel, 2014). As estimativas de produgdo mundial de nanoparticulas de 6xidos metalicos
atingiram no ano de 2012 mais de 270 toneladas, podendo aumentar para mais de 1663
toneladas em 2020 (Research e Markets, 2013). Esta ascendente utilizacdo de nanoparticulas
tem despertado discussdo sobre os potenciais riscos toxicolégicos destes materiais ao ambiente
e a sadde humana. Apesar das nanoparticulas se mostrarem benéficas nos mais diversos

campos em que sao utilizadas, hd crescente preocupacdo nos riscos que podem ser gerados



com a sua disposicdo no ambiente (Lalau, 2014). Devido ao seu tamanho diminuto, possuem
area superficial extremamente elevada em relacdo ao volume, fato que as torna altamente
reativas (Arora et al., 2011), consequentemente potenciais poluidores dos compartimentos
ambientais (atmosfera, hidrosfera e litosfera), por tornar-se biodisponiveis (Lu et al., 2017),
exigindo a avaliacdo dos impactos sobre o meio ambiente (Ahmed et al., 2018).

Segundo Zucolotto (2014), este é um tema de grande interesse mundial principalmente
pela caréncia de estudos conclusivos que fornecam informacdes sobre os mecanismos de
interacdo das nanoparticulas com os sistemas biol6gicos, as dosagens criticas e o tempo de
exposigdo. Fatos que levaram ao surgimento da nanotoxicologia, uma 4rea de estudo que tem
como funcao avaliar a seguranga de produtos provenientes da nanotecnologia (Oberdorster et
al., 2010), contribuindo com o desenvolvimento econdmico, a qualidade de vida e com a
protecdo ambiental (Ostiguy et al., 2009). As previsdes de destino das nanoparticulas sdo
especialmente em sistemas aquaticos, e a modelagem é restrita aos processos de agregacao e
dissolugdo (Williams et al., 2019), contudo fatores fisico-quimicos da 4gua, como a dureza,
alcalinidade, substancias inorgéanicas e organicas ligantes, pH, temperatura e concentracao,
interferem no nivel de efeitos toxicos causado pelas nanoparticulas (Malhotra et al., 2020).

Atualmente intimeras pesquisas tém sido realizadas para avaliar a toxicidade das
interagdes de diferentes tipos de nanoparticulas com diversos organismos; aqudticos (Aruoja
et al., 2009; Blinova et al., 2010; Lee et al., 2012; Pang et al., 2012; Isani et al., 2013; Melegari et
al., 2013; Barbieri et al., 2019), plantas (Ma et al., 2010; Nair et al., 2010; Perreault et al., 2010),
animais (Abdelazeim et al., 2020) e seres humanos (Ahamed et al., 2018; Zhao et al., 2013). A
maioria desses estudos sdo realizados através de testes ecotoxicolégicos, que in vivo consiste
na exposi¢ao de organismos-testes as nanoparticulas (Maziero, 2019), permitindo a observacao
das alteragdes metabolicas e morfolégicas causadas nesses organismos e consequentemente,
gerando possibilidades de protecdo da vida aquética (Gomes et al., 2011). Nos organismos
expostos, as nanoparticulas podem ser absorvidas através da pele, mucosas e membranas
celulares, por inalagdo e ingestao (Peng et al., 2017), causando efeitos que geram alteragdes; no
desenvolvimento genético (Zhang et al., 2018), geracdo ROS (Thit et al., 2017), morfologia e
fisiologia (Xu et al., 2017), desnaturacado de proteinas (Hou et al., 2017), metabolismo de rotina
(Barbieri et al., 2019; Medeiros et al., 2020) e no comportamento (Campos-Garcia et al., 2016).
Embora essas respostas estejam condicionadas ao tipo de organismo teste, as caracteristicas e
concentra¢des das nanoparticulas, interferem diretamente nos resultados (Reidy et al., 2013),

tornando esses estudos importantes, por fornecerem as industrias produtoras de NPs,



informagdes que possibilitam o estabelecimento de mecanismos de controle necessarios (Le6n
et al., 2019), para que os produtos elaborados apresentem diminuicao da toxicidade.
O organograma modificado de Lopez-Serrano et al. (2014) representa exemplos de

caracterizacdo morfolégica, classificacdo, aplicacdo e impacto das nanoparticulas. (Figura 1).
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Figura 1. Caracterizacao, classificacdo, aplicacdo e impacto das nanoparticulas. Modificado de
Lopez-Serrano et al. (2014).

1.2. Nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO)

Dentre as nanoparticulas comercializadas, as nanoparticulas de 6xido de cobre II
(NPsCuO), sao amplamente utilizadas por apresentar excelentes propriedades fisico-quimicas
(Ananth et al., 2015) e porque sua reacao de sintese é considerada relativamente simples,
rapida e de baixo custo (Rangel, 2014). O foco central da sintese é mostrar que é possivel obter
morfologias diferentes de 6xido de cobre II (CuO), sugerindo partes do seu mecanismo de
crescimento em solugdo por combinagdo de técnicas de microscopia eletronica (Volanti, 2011).

A formacdo das nanoestruturas segue o mecanismo de nucleagdo e crescimento de La
Mer, onde nucleeis (nticleos muito pequenos) se formam a partir da elevada concentragao dos
precursores. A partir desta etapa (concentracdo critica), as nanoestruturas comecam a se
formar, a concentracao decai e os cristais comecam a crescer (Costa, 2016). Outros fatores
podem interferir drasticamente na estrutura cristalina, morfologia e tamanho, tais como

temperatura, agentes passivadores e redutores, uma caracterizacao detalhada mostra grandes



alteragdes morfoldgicas e estruturais das nanoparticulas, apds reducao do catalisador (Costa e
Zanchet, 2017; Trancredi et al., 2019).

A literatura apresenta diversos exemplos de sinteses de morfologias de CuO, tais como
nanoflores (Zhu et al., 2007), nanofios (Jiang et al., 2002), microesferas (He, 2007), ouricos-do-
mar (Chen et al., 2012; Hong et al., 2009) e nanobastdes (Phiwdang et al., 2013). De acordo com
o trabalho apresentado por Souza et al., (2012) acredita-se que o crescimento das particulas
ocorre induzindo a estrutura intrinseca dos cristais, mas outros fatores como: o método
escolhido, as condicdes de preparagdo, os precursores utilizados e a concentracdo de ions na
solucdo também influenciem a morfologia e o tamanho observado do material. O pH e a
concentracdo do ion OH- sdo considerados muito relevantes na formagdo morfolégica das
nanoparticulas (Kulak et al., 2007; Sun et al., 2010).

Aplicadas em diversas areas devido a sua excelente termofisica, catalitica e
propriedades antibacterianas (Ebrahimnia-Bajestan et al.,, 2011; Majumder e Neogi, 2016;
Prasad et al., 2016), as NPsCuO sdao amplamente usadas em: eletronica, catalise, sensores,
células solares, producdo de hidrogénio, diodos de emissdo de luz, administracdo de
medicamentos (Keller et al., 2017; Rajput et al., 2017), agricultura, preservagdo de alimentos
(Montes et al., 2016), industrias téxteis (Sedighi e Montazer, 2016), tintas anti-incrustante,
revestimentos e tratamento de dgua (Ben-Sasson et al., 2016). O crescimento exponencial de
producdo e utilizacdo de NPsCuO, inevitavelmente, levam a sua liberacao para o ambiente
aquatico, representando um risco potencial para organismos (Lu et al., 2017; Wu et al., 2017),
ainda que as NPsCuO apresentem baixa solubilidade em agua, podem causar efeitos toxicos
nos organismos aquaticos (Keller et al., 2017), a principal fonte de toxicidade das NPsCuO é
um assunto controverso, alguns estudos fundamentam que a sua toxicidade pode ser exercida
por efeitos especificos das nanoparticulas (Manusadzianas et al., 2012; Cronholm et al., 2013),
pelos ions de cobre liberados (Jo et al., 2012), por nanoparticulas e ions (Xiao et al., 2015).

As NPsCuO em contato com diferentes ambientes, com diferentes pH (potencial
hidrogenionico), podem liberar ions cobre, que dissolvidos tendem a entrar nas células através
de canais i6nicos e transporte ativo, interagindo e atravessando as membranas celulares
através desses canais idnicos e das proteinas transportadoras, endocitose e/ou fagocitose
(Chang et al., 2012).

Estudos com variados bioindicadores, apontaram os efeitos de toxicidade apresentados
ap0s exposicao as NPsCuO com baixas e altas concentrac¢des; crustaceos (Daphnia) expostos a

20 ug/L, aumentaram a producdo de ROS (Andrade et al., 2019), algas (Cloroficeas) expostas
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a 100 mg/L sofreram alteracdo na composi¢do bioquimica (Alho, 2016), moluscos (P.
antipodarum) expostos a 60 nug/L apresentaram altera¢cdes no crescimento e na reproducao
(Pang et al., 2012), peixes (H. eques) testados em 30 pg/L sofreram apoptose e necrose em
células branquiais (Mansano et al., 2018), plantas (Lemndaceas) submetidas a 1000 mg/L
apresentaram inibi¢do de crescimento (Lalau, 2014). A exposigdo a NPsCuO pode ser letal as
espécies aquaticas devido a bioacumulacdo, mesmo em baixas concentra¢des (Subbiah et al.,

2020).

1.3. Animal modelo Danio rerio

Os peixes sdao considerados bons bioindicadores de qualidade ambiental, por
pertencerem ao ultimo nivel tréfico das cadeias alimentares aquéaticas e por apresentarem
sensibilidades as mudancas ambientais (Torres De Lemos et al., 2007). O Danio rerio € um peixe
tropical de d4gua doce originario da Asia que vive em média trés anos e atinge, no maximo, 5
cm de comprimento, sdo onivoros, de comportamento pacifico e muito ativo (Jeevanandam et
al., 2019). Esse peixe tem despertado interesse de varios pesquisadores, por suas caracteristicas
peculiares, como por exemplo, por serem bem pequenos ocupam espaco reduzido e utilizam
pouco volume da solucao de teste (Lammer et al., 2009); por sua capacidade de reprodugao,
pois cada fémea produz centenas de ovos em curto espaco de tempo, possibilitando o
acompanhamento do processo de crescimento do animal, além disso, os embrides possuem
aparéncia transparente, facilitando a realizagdo de experimentos que visam a investigacao da
evolucao de doengas e a identificacdo das suas causas (Oliveira et al., 2009; Mione e Trede,
2010; Ablain e Zon, 2013).

A espécie vem sendo apontada pela literatura cientifica como um organismo-teste para
a avaliacdo do potencial toxicologico decorrente da exposicdo a diferentes substancias toxicas,
incluindo exposicdo aos nanomateriais, permitindo o desenvolvimento de abordagens de alto
rendimento in vivo (Henry et al., 2007; Lin et al., 2011; Peterson e Macrae, 2012), por se
apresentar como um organismo com caracteristicas favoraveis para testes de toxicologia
ambiental, pois apresentam respostas de nivel celular a estressores, tais como metais,
indicando perturbacdo da homeostase, e do estado fisiol6gico do organismo, fornecendo
informagdes sobre mecanismos de agdo toxica do estressor (Thit et al., 2017), além disso, eles
possuem camaras e bombeiam ritmicamente o sangue que transporta oxigénio através do
corpo, tém olhos com estrutura retiniana, figado, pancreas, rins, intestinos, coluna vertebral e

mais de 80% de seus genes sdo homdlogo aos humanos (Ali et al., 2011; Howe et al., 2013; Léon



et al., 2019). Deste modo, o peixe zebra se apresenta como um modelo in vivo alternativo,
rapido, de alto rendimento, rentavel, facilmente acessivel e fidvel, que possui uma boa
correlagdo com modelos in vitro (Zhao et al., 2013). Por esse motivo, a espécie escolhida para o
desenvolvimento deste trabalho foi o Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae), conhecido

popularmente como peixe-zebra.

1.4. Justificativa

Pesquisas envolvendo estudos sobre os efeitos das NPsCuO sdo menores comparadas
com outros 6xidos metalicos (Rangel, 2014), e em se tratando de diferentes morfologias, sao
escassas, as existentes ndo abordam resultados de testes comparativos entre as estruturas
morfolégicas e seus efeitos causados nos organismos. As NPsCuO em diferentes formas,
bastdes e esferas foram selecionadas devido a sua ampla aplicagdo e maneira diferente de
interagir com o agente biolégico, uma vez que o formato das particulas parece ter respostas
distintas nos efeitos provocados nos organismos (Misra et al., 2014). A vista disso, o presente
trabalho visou contribuir para que novas pesquisas sejam realizadas abordando estudos
comparativos da mesma nanoparticula com diferentes estruturas, considerando que o
tamanho, forma e composicdo das NPsCuO, mostraram-se fatores de interferéncia nas
respostas obtidas dos animais a elas expostos, os resultados aqui apresentados intenciona
fornecer aos produtores destas nanoparticulas, informagdes preliminares para elaboracao de

produtos que causem menores efeitos de toxicidade.

1.5. Objetivo geral
Essa pesquisa teve como objetivo geral, comparar os efeitos metabodlicos causados pela
exposi¢do de nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas em diferentes morfologias,

bastdes e esferas, através da andlise das respostas do modelo biolégico Danio rerio adulto.

1.6. Objetivos especificos

Investigar os efeitos fisiol6gicos através de ensaios para metabolismo de rotina (consumo
especifico de oxigénio e excregdo especifica de amonia);

Investigar os efeitos comportamentais através da capacidade de natacao;

Analisar as respostas do modelo biolégico Danio rerio adulto;

Avaliar o risco potencial no ambiente aquético;

Fornecer informagdes que possibilitem a expansdo do uso das NPsCuO com seguranga.
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RESUMO

O presente estudo visou comparar os efeitos metabélicos causados pelas nanoparticulas de
6xido de cobre II caracterizadas em bastdes e esferas; investigar os efeitos fisiologicos através
de ensaios para metabolismo de rotina (consumo especifico de oxigénio e excregdo especifica
de amonia) e os efeitos comportamentais através da capacidade de natagdo; analisar as
respostas do modelo biolégico Danio rerio adulto, para avaliar o risco potencial ao ambiente, e
fornecer informagdes que possibilitem a expansao do uso das NPsCuO com seguranga. Para
realizacdo dos ensaios, foram utilizados 88 peixes da espécie Danio rerio, divididos em grupos
de 6 para metabolismo de rotina e 5 para capacidade de natacdo, expostos por 24h em
concentracdes de 0, 50, 100 e 200ng/L de nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanoesferas e
nanobastoes). Os testes realizados com as nanobastdes apresentaram alteracdes metabdlicas
nos peixes, causando aumento do consumo especifico de oxigénio de 294% na concentracao
de 100pg/L e 321% na concentracao de 200pg/L, diminuicdo da excrecdo especifica de amoénia
de 83% na concentragdo de 200ug/L, e a diminuicdo da capacidade de natagdo de 34% na
concentracdo de 100ug/L e 55% na concentracdo de 200pg/L, quando comparados ao grupo
de controle. Ja os ensaios realizados com as nanoesferas ndo apresentaram alteragdes
significativas. Os testes realizados demonstraram que diferentes estruturas morfolégicas da
mesma nanoparticula de 6xido de cobre II (NPsCuO), causaram diferentes efeitos no
metabolismo dos peixes. Concluindo, em estudos ecotoxicolégicos utilizando nanoparticulas

é fundamental a sua caracterizacéo.

Palavras-chave: Peixe-zebra; Nanoparticulas de o6xido de cobre II; Taxa metabdlica;

Capacidade de natacao.

16



ABSTRACT

This study aimed to compare the metabolic effects caused by the copper oxide Il nanoparticles
characterized in rods and spheres; investigate the physiological effects through assays to
routine metabolism (specific oxygen consumption and specific ammonia excretion) and the
behavioral effects through the swimming capacity; analyses the responses of the adult Danio
rerio biological model, to assess the potential risk to the environment, and provide information
that enables the expansion of the safe use of the NPsCuO. For carrying out the analysis was
used eighty-eight fish of the species Danio rerio were used divided into groups of 6 for routine
metabolism and 5 for swimming ability, exposed for 24 hours in concentrations of 0, 50, 100
and 200pg/L of copper oxide II nanoparticles (nanorods and nanospheres). The analysis has
carried out with copper nano-rods showed significant alterations in the fish, causing an
increase in the specific oxygen consumption of 294 % in the concentration of 100pg/L and 321%
in the concentration of 200ug/L, a decrease in the specific excretion of ammonia of 83% in the
concentration of 200ug/L, and a 34% decrease in swimming capacity at a concentration of
100ng/L and 55% at a concentration of 200ug/L, when compared to the control group. The
analysis has carried out with nanospheres did not show any significant changes. They have
demonstrated that different morphological structures of the same copper oxide Il nanoparticle
(NPsCuO) caused different effects on the metabolism of fish. As result, characterization is

essential in ecotoxicological studies using nanoparticles.

Keywords: Zebrafish; Copper oxide nanoparticles II; Metabolic rate; Swimming capacity.
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INTRODUCAO

As excelentes caracteristicas das nanoparticulas de 6xido de cobre II (NPsCuO), fazem
com que a sua produgdo e consequentemente sua utilizacdo atinjam uma amplitude de ordem
exponencial. Sua sintetizagdo e caraterizacdo é realizada de forma rapida e simples, e
evidencia suas distintas estruturas morfolégicas, mostrando partes do seu mecanismo de
crescimento em solugdo por combinagdo de técnicas de microscopia eletronica (Volanti, 2011).

A formacdo das nanoestruturas com ntcleos muito pequenos segue o mecanismo de
nucleagdo e crescimento de La Mer, que sdo formados de acordo com a variacdo da
concentracdo dos precursores. Outros fatores podem interferir na formagdo da estrutura
cristalina, morfologia e tamanho das nanoparticulas, dentre eles estdo a temperatura, e os
agentes passivadores e redutores, uma caracterizacdo detalhada mostra grandes alteracdes
morfolégicas e estruturais das nanoparticulas, apés redugdo do catalisador (Costa e Zanchet
2017; Trancredi et al., 2019). O pH e a concentracdo do fon OH- também sao considerados
muito relevantes na formagao morfolégica das nanoparticulas (Sun et al., 2010).

Com as mais diversas aplicacdes em eletronica, catélise, sensores, células solares,
produgdo de hidrogénio, diodos de emissdo de luz, administragdo de medicamentos (Keller et
al., 2017; Rajput et al., 2017), agricultura, preservagdo de alimentos (Montes et al., 2016),
indastrias téxteis (Sedighi e Montazer, 2016), tintas anti-incrustante, revestimentos e
tratamento de dgua (Ben-Sasson et al., 2016), torna-se inevitavel, a sua liberagdo para o
ambiente aquético, trazendo eminente risco para organismos (Lu et al., 2017; Wu et al., 2017),
embora as nanoparticulas de 6xido de cobre Il apresentem baixa solubilidade em agua, podem
causar efeitos toxicos nos organismos aquaticos (Keller et al., 2017), que podem ser exercidos
por efeitos especificos das nanoparticulas (Manusadzianas et al., 2012; Cronholm et al., 2013),
pelos ions de cobre liberados (Jo et al., 2012), por nanoparticulas e ions (Xiao et al., 2015).

As nanoparticulas de 6xido de cobre II, podem liberar ions cobre, que dissolvidos
tendem a induzir danos a membrana celular, lesdo mitocondrial, desnaturacao de proteinas,
modificagdo de acidos nucleicos, danos por geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
estresse oxidativo, dano ao DNA e apoptose (Hou et al., 2017; Peng et al., 2017; Thit et al.,
2017), em variados bioindicadores a elas expostos, podendo ser letal as espécies aquaticas
devido a bioacumulagao, mesmo em baixas concentra¢des (Subbiah et al., 2020).

O peixe Danio rerio se apresenta como um excelente organismo-teste, para avaliacao

toxicolégica, por fornecer informacdes dos mecanismos de acdo do estressor (Thit et al., 2017).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes quimicos

As substancias utilizadas como reagentes foram:
I-Nanoparticulas de 6xido de cobre II (NPsCuO) caracterizadas morfologicamente em bastoes
(nanobastdes) de concentracao 10 mg/ml em solucdo 1% de citrato de sédio.
II-Nanoparticulas de 6xido de cobre II (NPsCuO) caracterizadas morfologicamente em esferas
(nanoesferas) de concentracdo 10 mg/ml em solucdo aquosa de etanol 10%.
As NPsCuO testadas, foram fornecidas pelo LNNano do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM). Ambas utilizadas em trés dilui¢des diferentes 50 ug/1, 100 pg/1
e 200 pg/1, submetidas a sonicagdo por 10 minutos em banho ultrassénico (kondortech digital
ultrasonic cleaner CD 4820), para suspencao das nanoparticulas, antes de serem inseridas nos

aquarios.

2.2. Sintese das nanoparticulas
2.2.1. Nanobastdes de 6xido de cobre 11

As NPsCuO utilizadas no presente estudo foram sintetizadas a partir da modificagao
do método de Misra et al., (2014). Trata-se do método de coprecipitagdo em meio alcalino que
é amplamente utilizado na preparacao de 6xidos metalicos. Para preparagdo, 335 pL de acido
acético glacial foram adicionados a 100 ml de uma solucao aquosa de 0,02 M de (precursor)
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20). O sistema foi aquecido a 100 °C e em seguida,
0,45 g de hidroxido de sédio (NaOH) foi adicionado rapidamente a solugdo sob agitacdo e
borbulhamento de gés nitrogénio (N2). Apds 15 minutos, o sistema foi resfriado a temperatura
ambiente e o precipitado foi lavado em dgua ultrapura por centrifugacdo a 5000 RPM por 5
minutos. Em seguida, as particulas foram ressuspendidas em uma solugdo de citrato de sédio
1% m/v e sonicadas por 20 minutos. Por fim, as particulas foram lavadas duas vezes por
centrifugacdo a 5000 RPM por 10 minutos e ressuspendidas em dgua ultrapura.
2.2.2. Nanoesferas de 6xido de cobre II

As nanoesferas foram sintetizadas a partir da modificacdo do método de Misra et al.,
(2014). Trata-se do método de coprecipitagao em meio alcalino que é amplamente utilizado na
preparacao de oxidos metdlicos. O procedimento utilizado foi exatamente o mesmo do

descrito para as nanobastdes. Exceto pela quantidade de hidréxido de sédio (NaOH)
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adicionado, que para sintese das nanoesferas foi 0,90 g, ou seja, o dobro da massa do reagente

alcalino.

2.3. Caracterizacao das nanoparticulas
2.3.1. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissao (MET) foi um dos métodos utilizados para
caracterizacdo das nanoparticulas sintetizadas. Para isso foi utilizado um microscépio JEOL
modelo JEM 2100F, operado a 200 kV no modo Bright Field. A suspensao coloidal foi sonicada
por 20 minutos e entdo uma pequena aliquota foi adicionada sobre uma grade de cobre (Cu)
recoberta por uma camada ultrafina de carbono. A grade foi deixada para secar em dessecador
durante a noite no dia anterior a andlise. As NPsCuO em forma de nanobastdes foram
caracterizadas na ordem de 500 nandmetros, nas escalas de 20, 100 e 500 nm. As NPsCuO em
forma de nanoesferas foram caracterizadas na ordem de 5 nandmetros, na escala de 30 nm.

Segundo Padilha (2013), microscopia de transmissdo eletronica (MET), consiste em um
feixe de elétrons e um conjunto de lentes eletromagnéticas, que alinham o feixe de elétrons
paralelos, encerrados em uma coluna evacuada com uma pressao cerca de 10-5 mmHg e com
faixa de magnificacao entre 50 a 600.000 vezes.

A microscopia é um dos métodos de caracterizacdo mais importantes que permite a
visualizagdo das nanoparticulas, fornecendo informagao exclusiva sobre o tamanho, formato
e morfologia (Powers et al., 2011). O MET é uma técnica andloga a microscopia 6ptica de
transmissdo, pois sua iluminacdo é obtida por um canhdo de elétrons, que estd no topo da
coluna do microscépio, enquanto o sistema de gravacdo (uma tela fluorescente ou um filme

fotografico) fica no fundo, (Caceres-Vélez et al., 2016; Cao et al., 2016).

2.4. Organismo teste Danio rerio

Foram utilizados nos experimentos de avaliagio do metabolismo de rotina
(consumo especifico de oxigénio, excrecdo especifica de amonia) e capacidade de
natacdo um total de 88 peixes da espécie Danio rerio com peso médio de 0,43 £ 0,13 g,
comprados em estabelecimento comercial no municipio de Cananéia Sao Paulo.

Antes de serem submetidos aos testes, os peixes foram aclimatados por 3 dias
em aquarios de 50 litros no laboratério do Instituto de Pesca, Cananéia APTA /SAA/SP.

Os animais foram alimentados com ragdo comercial (Nanolis 45% proteina

bruta) uma vez ao dia, sendo que 24 horas antes dos ensaios a alimentacao foi suspensa.
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2.5. Testes experimentais

Para preparacdo do aquario foi utilizado 5 litros de agua de abastecimento,
previamente filtrada com filtro de celulose com poro de 0,45 um. O recipiente foi mantido com
aerador e temperatura controlada (24 + 1°C); antes da transferéncia dos peixes foi inserida a
solucdo de nanoparticulas de 6xido de cobre II, que foi previamente sonicada por 10 minutos
para garantir a sua dispersdo ao meio. Apds 5 minutos, com as nanoparticulas ja dissolvidas
ao meio, os peixes foram colocados no aquério.

Os experimentos foram realizados com grupos de 6 peixes para metabolismo de rotina
e grupos de 5 peixes para capacidade de natacdo, que permaneceram expostos por 24 horas
em cada concentracdo relacionada:

Nanoparticulas de 6xido de cobre II (bastdes): 0,0 pg/L, 50 ng/L, 100 ug/L e 200 ng/L.

Nanoparticulas de 6xido de cobre II (esferas): 0,0 pg/L, 50 ng/L, 100 pg/L e 200 ng/L.

Em sintese, para os testes do metabolismo de rotina, foram utilizados 12 peixes para o
grupo controle (0,0 nug/L), e 36 peixes foram expostos a trés diferentes concentragdes de
nanobastdes e trés diferentes concentragdes de nanoesferas. Para os testes de capacidade de
natacdo, foram utilizados 10 peixes para o grupo controle (0,0 pg/L), e 30 peixes foram
expostos a trés diferentes concentracdes de nanobastdes e trés diferentes concentracdes de

nanoesferas.

2.6. Metabolismo de rotina: Consumo especifico de oxigénio

A anadlise foi realizada através da técnica de respirometria fechada. Foi utilizado um
sistema composto por dois compartimentos com circulagdo continua de dgua (livre de cloro)
entre eles. No compartimento inferior, foram colocados 6 respirdmetros. Apés as 24 horas de
exposigdo as NPsCuO os animais foram transferidos individualmente aos respectivos
respirdmetros (numerados de 1 a 6) e mantidos com circulagdo continua de dgua por 1 hora
para aclimatagdo, esse processo é necessario para diminuir o estresse causado pelo manejo do
peixe de um local para outro (Barbieri, 2009). Decorrido o tempo, o fluxo de agua foi cessado
e os respirdmetros fechados com cuidado para ndo haver presenca de bolhas de ar, e mantidos
por 1 hora. Apés este periodo, as amostras de 4gua foram coletadas para andlise do consumo
especifico de oxigénio, transferidas dos respirdmetros para os respectivos frascos de coleta
(frasco de vidro boro silicato de cor ambar, com capacidade nominal de 70 ml com tampa de
vidro esmerilhada), sempre evitando formagao de bolhas de ar ao fechar o frasco. O oxigénio

dissolvido foi determinado segundo o método de Winkler (1888).
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A diferenca entre as concentra¢des de oxigénio determinadas no inicio e ao final do
confinamento foi utilizada para o calculo do consumo especifico de oxigénio (mlO2/g/h). Para
tal, foi considerado no calculo o volume do respirdmetro, a massa iimida do animal e o tempo
de confinamento. Nenhum animal foi utilizado mais que uma vez. Nao houve mortalidade

dos peixes utilizados.

2.7. Metabolismo de rotina: Excrecao especifica de amonia

As amostras para analise da excrecdo especifica de amoénia foram coletadas
sequencialmente as coletas para andlise de consumo especifico de oxigénio. O nitrogénio
amoniacal foi determinado pelo método de Nessler, Greenberg (1995). (Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 1995). Os calculos dos resultados da excrecao
especifica de amoénia foram realizados a partir da curva-padrao. A diferenca entre as
concentragdes de amonia determinadas no inicio e ao final do confinamento foi utilizada para
o célculo da excrecao especifica de amonia (mg/g/h). Para tal, foi considerado no calculo o

volume do respirdmetro, a massa timida do animal e o tempo de confinamento.

2.8. Capacidade de natacao

A fim de quantificar o efeito da exposicdo as nanoparticulas de 6xido cobre II na
atividade natatéria dos peixes, um tanel hidrodindmico foi construido e utilizado no
laboratoério, baseado nas descri¢des de Brett, (1964) e modificado para individuos de pequeno

porte (Figura 2).
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Figura 2 - Camara de natacao do laboratério do instituto de pesca Cananéia- SP.
Fonte: Barbieri 2000.
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O tanel natatorio, de volume total 1,2 L consistiu em uma cAmara encaixada em uma
caixa com agua para auxiliar a estabilidade da temperatura. Individualmente, os peixes apos
exposic¢do, foram forcados a nadar contra uma corrente produzida por um propulsor ligado
em um motor. Cada peixe pode se ajustar e se orientar dentro da cdmara a uma baixa
velocidade do fluxo da 4gua. A velocidade da corrente foi mensurada através de medidor de
fluxo “Venturi”. A velocidade do fluxo foi aumentada gradativamente até que o peixe pudesse
manter sua posigao.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram mantidos no respirdmetro ativo
(tanel de natagdo) com circulacdo continua de dgua pelo periodo minimo de 1 hora para
atenuar o estresse causado pelo manuseio. Em seguida, o suprimento de agua foi suspenso e
o respirometro ativo fechado. O respirometro foi protegido por anteparo para isolar os animais
de possiveis movimentagdes no laboratério. A velocidade do fluxo de 4gua foi aumentada
gradativamente de 1 cm/s até atingir 5 cm/s (+ 0,31), entdo os peixes foram forcados a nadar
a essa velocidade até a exaustao. Os animais foram considerados exaustos quando diminuiram
a distancia e o tempo de movimento, ndo conseguindo mais manter sua velocidade de natacao
em relagdo ao fluxo de agua, finalmente sendo arrastados pela corrente a extremidade de saida
do ttnel de natacdo, e permanecendo nessa posi¢do por mais de 60 segundos. Apés cada
experimento, a massa imida dos peixes foi mensurada. Nenhum animal foi utilizado mais que

uma vez. Nao houve mortalidade dos peixes utilizados.

2.9. Analise estatistica

Os dados de consumo especifico de oxigénio e excre¢do especifica de amoénia foram
analisados quanto a normalidade da distribui¢do utilizando-se o teste de Shapiro- Wilk e
homocesdasticidade das varidncias usando o teste de Levene. Como os resultados formam
normais e homocedasticos, as diferengas entre as médias dos tratamentos foram avaliadas por
meio da andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de compara¢des multiplas de Tukey,
com nivel de significdncia p<0,05. Os dados de capacidade de natagdo foram avaliados em
funcdo das médias e desvios padrdes obtidos por andlises estatisticas do ANOVA, apés a
verificacdo das distribuigdes normais. Diferencas foram consideradas significantes quando o

p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagao nanoparticulas de 6xido de cobre II (NPsCuO)
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3.1.1. Nanobastdes
Na ordem de 500 nm (Figuras 3, 4, 5 e 6). Apresentaram: particulas maiores, dificil

dispersao, instabilidade coloidal, cinética rapida, facil precipitacdo e grandes aglomerados.

Figura 3 - Nanobastdes escala de 20 nandmetros, obtida por microscopia eletronica de
transmissdao (MET).

Figura 4 - Nanobastdes escala de 100 nandmetros, obtida por microscopia eletroénica de
transmissao (MET).
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Figura 5 - Nanobastdes escala de 100 nandmetros, obtida por microscopia eletronica de
transmissao (MET).

Figura 6 - Nanobastdes escala de 500 nandmetros, obtida por microscopia eletronica de
transmissao (MET).
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3.1.2. Nanoesferas
Na ordem de 5 nm, (Figuras 7, 8, 9 e 10). Apresentaram: particulas menores, facil
dispersdo, estabilidade coloidal, cinética e nucleacao lenta, precipitacdo inexistente e auséncia

de aglomerados.

0nm

Figura 7 - Nanoesferas escala de 30 nandmetros, obtida por microscopia eletronica de
transmissao (MET).

30nm

Figura 8 - Nanoesferas escala de 30 nandometros, obtida por microscopia eletronica de
transmissao (MET).



30nm-

Figura 9 - Nanoesferas escala de 30 nandmetros, obtida por microscopia eletronica de
transmissao (MET).

Figura 10 - Nanoesferas escala de 30 nandometros, obtida por microscopia eletronica de
transmissao (MET).



3.2. Consumo especifico de oxigénio (NPsCuO bastoes)

Os ensaios para consumo especifico de oxigénio (mlO>/g/h) realizados com os peixes
expostos por 24 horas as nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas em bastoes
(nanobastdes), apresentaram na concentracdo de 50 pg/L um aumento ndo significativo
estatisticamente, j4 nas concentra¢des de 100 ng/L e 200 pg/L, apresentaram um aumento

consideravel de (294%) e (321%) respectivamente, em relacao ao controle (Figura 11).

Consumo especifico de oxigé&nio (ml0z g'h1)

0.0 50 100 200
Concentragdo NPCuQ (pg L)

Figura 11 - Consumo especifico de oxigénio (mlO>/g/h) conforme variacdo na concentragao
de nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanobastdes). As colunas representam as médias (n=6)
e as barras sao os respectivos desvios padroes. O asterisco indica os grupos que apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05).
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3.3. Consumo especifico de oxigénio (NPsCuO esferas)

Os ensaios para consumo especifico de oxigénio (mlO>/g/h) realizados com os peixes
expostos por 24 horas as nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas em esferas
(nanoesferas), embora demonstrem um leve aumento nas concentra¢des de 100 pg/L e 200
ng/L, ndo apresentaram diferenca significativa nas concentragdes empregadas, em relacao ao

controle (Figura 12).

Consumo especifico de oxigénio (ml0z g'h-1)

0.0 50 100 200
Concentragdo NPCuQ (pg L)

Figura 12 - Consumo especifico de oxigénio (mlO,/g/h) conforme variacdo na concentragao
de nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanoesferas). As colunas representam as médias (n=6)
e as barras sdo os respectivos desvios padrdes.
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3.4. Excrecao especifica de amonia (NPsCuO bastdes)

Os testes para excregdo especifica de amoénia (mg/g/h), realizados com os peixes
expostos por 24 horas as nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas em bastdes
(nanobastdes), mostraram uma tendéncia de aumento na concentracdo 100 pg/L ndo
significativa estatisticamente e uma pronunciada diminuicao (83%) na concentracao 200 ng/L,

a qual foi significativamente diferente, em relagdo ao controle (Figura 13).

Excregao especifica de amdnia (mg g'h-)

50 100
Concentragao NPCuO (pg L)

Figura 13 - Excrecdo especifica de amoénia (mg/g/h) em relagio a concentragdo de
nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanobastdes). As colunas representam as médias (n=6) e
as barras sdo os respectivos desvios padrdes. O asterisco indica os grupos que apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05).
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3.5. Excrecao especifica de amonia (NPsCuO esferas)

Os testes para excrecdo de amonia (mg/g/h), realizados com os peixes expostos por 24
horas as nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas em esferas (nanoesferas), embora
demonstre uma leve diminui¢do na concentracao de 100 pg/L, ndo apresentaram diferencas

significativas em nenhuma das concentrac¢des aplicadas, em relacdo ao controle (Figura 14).

Excrecao especifica de amonia (mg g'h-)

00 50 100 200
Concentragao NPCuO (pg L)

Figura 14 - Excrecdo especifica de amonia (mg/g/h) em relacdo a concentracdo de
nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanoesferas). As colunas representam as médias (n=6) e
as barras sdo os respectivos desvios padroes.

31



3.6. Capacidade de natacao (NPsCuO bastdes)

Os peixes expostos por 24 horas as nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas
em bastdes (nanobastdes) e posteriormente submetidos a atividade natatéria, apresentaram
diminuicdo significativa na capacidade de natacdo nas concentracdes de 100 ng/L e 200 pg/L,

(34%) e (55%) respectivamente, em relagdo ao controle (Figura 15).

90 I T I T

Tempo de natagdo até o cansacgo (minutos)

0.0 50 100 200
Concentragio NPCuO (ug L)

Figura 15 - Tempo de natacdo até o cansaco em relacdo ao aumento da concentracdo de
nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanobastdes). As colunas representam as médias (n=5) e
as barras sdo os respectivos desvios padrdes. O asterisco indica os grupos que apresentaram
diferenca estatistica (p<0,05).
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3.7. Capacidade de natacao (NPsCuO esferas)

Os peixes expostos por 24 horas as nanoparticulas de 6xido de cobre II caracterizadas
em esferas (nanoesferas) e posteriormente submetidos a atividade natatéria, embora
demonstre uma leve diminuicdo na concentracdo de 200 pg/L, ndo apresentaram diferencas
significativas na capacidade de natagdo em nenhuma das concentracdes aplicadas, em relagao

ao controle (Figura 16).

100 . .

Tempo de natacdo até o cansago [minutos)

0.0 50 100 200
Concentragio NPCuO (Ug L)

Figura 16 - Tempo de natagdo até o cansaco em relacdo ao aumento da concentracdo de
nanoparticulas de 6xido de cobre II (nanoesferas). As colunas representam as médias (n=5) e
as barras sao os respectivos desvios padroes.
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4. DISCUSSAO

Ponderando que a maior parte dos trabalhos de pesquisa, trazem os efeitos
toxicologicos das nanoparticulas, sem enfatizar a importancia de suas diferentes estruturas
morfolégicas. Fez-se necessério a presente pesquisa com o propodsito de estudos comparativos
de duas formas estruturais da mesma nanoparticula de 6xido de cobre II (NPsCuO) em peixes
da mesma espécie , considerando que as respostas dos peixes testados podem ser diferentes
em fungdo da estrutura e concentracdo da nanoparticula, da espécie testada, bem como de
outros fatores de interferéncia, os experimentos foram realizados utilizando as mesmas
concentragdes para as distintas morfologias, nas mesmas condi¢des ambientais.

A partir dos resultados experimentais obtidos no respectivo estudo, foi possivel
comparar os efeitos no metabolismo da espécie Danio rerio quando expostos a nanoparticulas
de 6xido de cobre II (NPsCuO), com caracteriza¢des morfoldgicas distintas: bastdes e esferas.
Os testes confirmaram que a mesma espécie de animais, nas mesmas condicdes, apresentaram
diferentes respostas em relacao as alteragdes metabdlicas, no que diz respeito ao consumo
especifico de oxigénio, a excregdo especifica de amonia, e ao tempo de natagdo até o cansago,
quando expostos as NPsCuO morfologicamente diferentes.

Embora haja varios biomarcadores relevantes, a principio essa pesquisa se restringiu
aos testes do metabolismo de rotina e capacidade de natacao, porque diante dos objetivos, os
resultados encontrados se mostraram favordveis, porém posteriormente serdo realizados
testes histolégicos e enzimaticos com a finalidade de complementar os estudos de
investigacao.

Os peixes testados com solucao contendo nanobastdes demonstraram aumento na taxa
de consumo especifico de oxigénio a medida que as concentracdes foram elevadas, essas
respostas podem estar relacionadas ao fato das nanobastdes dissolvidas, apresentarem
caracteristicas que favorecem, maior liberacdo de ions cobre (Cu*?) no meio teste (Rossetto,
2016), em formas complexas, o cobre é menos biodisponivel e menos téxico do que na forma
ionica livre (Zitoun, 2019), embora os estudos das nanoparticulas de metal apresentem
controvérsias, no que diz respeito aos efeitos de toxicidade, que podem ser resultado dos ions
dissolvidos, das particulas ou da combinacao de ambos (Bai et al., 2010), as NPsCuO tendem
a liberar ions Cu* e Cu?*, de forma que os organismos podem ser afetados pela absorcao do
metal em suas diferentes formas i6nicas (Malhotra et al., 2020).

Alguns estudos, como os de (Song et al., 2015; Mansano et al., 2018), revelaram que

nanoparticulas de formas distintas tendem a liberar diferentes quantidades de ions no meio
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de teste, as nanobastdes formaram agregados, e conforme sua agregacdo, as nanoparticulas
pode modificar a sua estabilidade, mobilidade, destino, persisténcia e toxicidade (Saleh et al.,
2010), contribuindo para definir os efeitos de toxicidade das NPsCuO, pois quanto maior o
nivel de agregacdo, maior quantidade de ions liberados nas amostras (Bondarenko et al., 2012;
Agnihotri et al, 2013; Hu et al, 2017). Assim os animais submetidos as nanobastdes,
provavelmente sofreram maior exposicdo a esses ions liberados na solugao (Souza et al., 2019),
que possivelmente acumularam no interior das células, causando alteragdes metabdlicas nos
animais testados.

No entanto, os resultados dos peixes testados com solucdo contendo nanoesferas, ndo
apresentaram alteracdes metabdlicas em nenhum biomarcador testado, considerando que o
fator, temperatura foi controlado, essa diferenca no efeito do metabolismo dos peixes pode
estar relacionado as caracteristicas das NPsCuO, visto que a caracteriza¢ao das nanoparticulas
sdo de extrema importancia para estudos de ecotoxicologia (Handy et al., 2008), pelo fato de
interferirem na quantidade de ions cobre liberados no meio teste, pouco cobre dissolvido
resulta em menor toxicidade (Xu et al., 2017). Ademais, as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas e/ou da solugdo, tendem a estabilizar ou desestabilizar as particulas em
suspensdo e esse desarranjo, pode modificar as interagdes com os organismos (Conway et al.,
2015).

O tamanho da particula influencia no tempo de circulacdo dos nanomateriais na
corrente sanguinea do animal, a penetragdo através de diferentes barreiras biolégicas,
distribuicao nos tecidos e indugao de respostas celulares (Jiang et al., 2008), cada particula tem
um efeito biolégico distinto que pode ou ndo ser acionada pela liberacdo de ions metélicos
solaveis na coluna de agua (Souza et al., 2019). Embora ambas (nanobastdes e nanoesferas)
apresentem grandes vantagens na performance quando comparadas com o material na forma
macroscopica (Phiwdang et al., 2013), especificamente as nanobastdes demonstram
propriedades aprimoradas devido a sua maior superficie especifica em comparacdo com as
nanoesferas (Jia et al., 2015). Diante disso, faz-se necessario analisar a liberacao de formas de
ions cobre no ambiente, bem como, os efeitos especificos das nanoparticulas, a fim de avaliar
a toxicidade e biodisponibilidade acumulada na biota aquatica (Malhotra et al., 2020).

Os niveis de cobre em corpos d'dgua devem ser sempre mantidos em niveis baixos.
Agua nao poluida tem um nivel de cobre tao baixo quanto 0,5 a 1 ug/L (Moore et al., 2012),
normalmente o cobre é encontrado em ambientes aquaticos naturais em baixa concentracao

(Malhotra et al., 2020). As agéncias reguladoras de qualidade da agua (EPA, 2007, 2012; Unido
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Europeia, 2015) estabeleceram que a concentracdo méaxima permitida de Cobre em corpos
d'dgua deve ser 100 pg/L, ja o limite superior estabelecido para cobre pela agéncia reguladora
brasileira é 9 pg/L, que é aplicado a ecossistemas aqudticos usados a para aquicultura
(CONAMA, 2005), em se tratando de nanoparticulas de cobre, presentes no ambiente aquatico
a concentragdo prevista é em torno 60 pg/L (Chio et al., 2012).

Ha uma lacuna significativa no conhecimento sobre a bioatividade das NPsCuO nos
peixes, em alguns testes a concentracdo 20 pg/L sdo consideradas altas e preocupantes (Braz-
Mota et al., 2018), pois mesmo em baixas concentragdes a exposicao as NPsCuO, causam
estresse oxidativo nos peixes, e pode ser letal as espécies aquéticas devido a bioacumulagao
(Subbiah et al., 2020), quando a ingestao de cobre excede o limite tolerdvel, mostra efeitos
toxicos que levam a morte celular. (Hejazy et al., 2018).

No presente trabalho com Danio rerio expostos as NPsCuO bastdes por 24 horas nas
concentracdes de 100 e 200 ng/L, apontaram alteracdes metabdlicas, apresentando aumento
no consumo especifico de oxigénio, provavelmente sofreram maior exposi¢do aos fons, que
devido sua reatividade e acumulacdo excessiva no interior das células, levam a sobrecarga de
concentragdes intracelulares de cobre i6nico (Hejazy et al., 2018). Corroborando com os
resultados dessa pesquisa, os estudos realizados por Liu et al., (2020) relataram que Danio rerio
expostos as nanoparticulas de cobre em concentracao de 100 pg/L demonstraram diferentes
efeitos morfoldgicos e metabolicos.

As NPsCuO sdo capturadas pelo muco das guelras dos peixes afetando os processos
respiratérios e o transporte de fons (Chang et al., 2012), causando efeitos subletais, como o
estresse oxidativo, que tem sido observado com frequéncia em muitos organismos, na maioria
das vezes essa alteracdo tem sido causado por dissolucdo de Cu?*, resultando em impactos
cronicos a satde dos animais (Baker et al., 2014).

Na pesquisa realizada por Mansano et al., (2018) com nanoparticulas de 6xido de cobre
II na forma de bastdes demonstraram que nas concentracdes de 60 e 120 ng/L, as células
branquiais de Hyphessobrycon eques internalizaram NPsCuO bastdes apés 24 horas de
exposigdo e causaram alteracdes no metabolismo dos animais.

As nanoparticulas de metais causam efeitos adversos nos peixes, como exemplo;
dificuldade respiratéria (Shaw et al., 2016), alguns resultados indicam que a exposigdo até
mesmo de mindscula quantidade de NPsCuO em curto e longo prazo, afetam a maioria das

enzimas metabdlicas dos peixes (Kaviani et al., 2019)
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No estudo realizado por Rezende et al., (2018) os Oreochromis niloticus quando expostos
por 24 horas nas maiores concentracdes de nanoparticulas de dioxido de titanio,
demonstraram um aumento do consumo especifico de oxigénio, assim como as respostas dos
peixes testados com NPsCuO bastdes dessa pesquisa. Nanomateriais afetam os processos de
respiracdo dos organismos, a resposta ao estresse do animal inclui aumento na taxa de
absorcao de oxigénio pelas branquias, em funcdo do aumento da taxa de ventilagdo (Barbieri
et al.,, 2019).

Outras pesquisas como as de Griffitt et al.,, (2007, 2008 e 2011), mostraram que os
materiais em escala nanométrica podem produzir muitos efeitos toxicos sobre as branquias do
Danio rerio e esse efeito toxico esta diretamente relacionado ao tamanho nanométrico desses
materiais que podem causar diferentes alteragdes morfoldgicas devido sua facil absorcao, os
nanomateriais sao suficientemente pequenos para atingir a lamela secundéria tendo acesso a
superficie das branquias (Medeiros et al., 2020).

Para o biomarcador excre¢do especifica de amonia, houve diminui¢do na atividade
excretora dos peixes expostos a maior concentracdo de nanobastdes, esse resultado também
pode estar relacionado aos ions cobre liberados pelas nanobastdes e absorvidos pelos peixes
via branquial, de acordo com Castilho-Westphal et al., (2008) as branquias apresentam células
especificas que realizam respiragdo e outras que realizam excre¢cdo de amonia, de forma que
os ions cobre dissolvidos podem funcionar como “cavalo de troia” nas células dos organismos
(Boncel et al. 2015), o que pode ter causado alteracdo da atividade metabdlica, no que diz
respeito a variacdo do nitrogénio como produto de excrecao dos peixes testados.

A amonia é o produto do catabolismo das proteinas em peixes, e sua excrecdao é
realizada pelo complexo trocador Na*/NHj; que podem apresentar disttrbios
osmorregulatérios causados pela exposicdo a nanomateriais (Smith et al. 2007).

Tungsoy e Erden, (2018) relataram em sua pesquisa que o efeito das concentracoes de
10, 50 e 100 pg/L de cobre aplicado como NPsCuO causou acimulo de ions do metal na guelra
dos Oreochromis niloticus, prejudicando o desempenho de uma série de funcdes, como a troca
de gas para respiragdo, osmorregulacdo, equilibrio acido-base e principalmente a excrecao de
compostos de nitrogénio.

Estudos realizados por Barbieri et al., (2019) para excregdo de amonia em peixes da
espécie Astyanax ribeirae, expostos a concentragdo 500 pg/L de nanotubos de carbono também

evidenciaram a diminuigdo de 80% na taxa de excre¢do de amonia, assim como no presente
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trabalho, os peixes expostos a concentracdo de 200 pg/L, apresentaram resultados bem
proximos, com diminuicdo na taxa de excrecdo de amonia de 83 %.

Nos resultados dos experimentos para capacidade de natacdo foi constatado a
diminuicdo do tempo de natagdo até o cansaco dos peixes expostos as maiores concentragoes
de nanobastdes, essas respostas indicaram que os peixes podem ter sofrido estresse pela
exposicao aos ions cobre dissolvidos no meio teste, o principal fator para a toxicidade das
NPsCuO nos organismos aquaticos (Keller et al., 2017) sdo os ions Cu?*, liberados durante sua
solubilizagao e espalhados no meio (Perreault et al., 2012). Corroborando com essa pesquisa,
os estudos realizados por Thit et al., (2017), com Danio rerio apontaram que a atividade de
natagdo (distancia percorrida), foi significativamente afetada tanto em exposicao a NPsCuO,
quanto em cobre, assim como a locomogao tridimensional (Audira et al., 2018).

Acosta et al.,, ( 2016), em sua pesquisa concluiu que houve grave alteragdo no
desempenho natatério das larvas de Danio rerio expostas a concentracdo de 9 pg/L de ions
cobre, provenientes das NPsCuO.

No estudo realizado por McNeil et al., (2014) foi relatado, que larvas de peixe-zebra de
natacao livre quando expostas a NPsCu exibiram desempenho reduzido de reotaxia, que é um
comportamento importante para a sobrevivéncia e desenvolvimento do animal.

Griffitt et al., (2011) apontaram que a toxicidade de nanoparticulas de aluminio, em
uma concentracdo de 12,5 pg/L, na exposicdo em Danio rerio, resultou em mudangas na
resposta do organismo quanto a (rotas metabdlicas, capacidade de natagdo).

A redugdo do metabolismo pode refletir diretamente sobre a mobilidade e
consequentemente na diminuicdo da velocidade de natacdo (Sampaio et al., 2012),
prejudicando a sobrevivéncia do peixe no ambiente aquatico, uma vez que o desempenho de
locomogao é um pardmetro ecolégico relevante (Carneiro et al., 2020).

Troung etal., (2012) e Kim etal., (2013) estudaram com embrides de Danio rerio expostos
a nanoparticulas de ouro, os testes relataram diferencas significativas no comportamento de
natagdo dos peixes expostos.

Kim et al., (2013) apontaram que as nanoparticulas de ouro de 1,3 nm revestidas com
o ligante cationico produziram alteragdes no comportamento locomotor, alteracdes do tempo
total de nado e distancia total percorrida de Danio rerio (Moura, 2016).

Ferrarini et al., (2016) em seus testes com Poecillia vivipara, apontaram que com o
aumento da concentragdo de mercurio (Hg) para 30 ng/L verificou-se uma redugdo acentuada

da capacidade de natacado, os peixes cansavam apds nadarem por apenas 16 minutos, enquanto
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os peixes do controle nadaram por 103 minutos. A fisiologia da natacdo de um peixe é afetada
pela maturidade e condi¢des orgénicas, o grau de exposicdo a outros fatores associados ao
estresse (Campos-Garcia et al, 2015). A atividade natatéria é dentre as alteracOes
comportamentais a mais importante, por ser um indicador que integra a condigdo interna do
animal (Magalh&es e Ferrao Filho, 2008).

Nos experimentos realizados por Vélez, (2017) com peixes da espécie Danio rerio
adultos, apés 24 horas de exposicdo a nanoparticulas de prata (NPsAg) a partir da
concentracdo de 20 mg/L, os peixes comecaram a apresentar alteragdes, como: perda do
equilibrio, natagdo erratica e circular.

Bilberg et al., (2012) e Ottoni et al., (2019) ao avaliarem a toxicidade de nanoparticulas
de prata sobre os parametros comportamentais do Danio rerio, também observaram que, as
altas concentracdes (>70 pg/L) causaram significativas alteracdes comportamentais nesses
organismos, e um dos principais fatores, foram os ions prata dissolvidos, bem como no
presente trabalho as respostas podem estar relacionadas aos ions Cu?* liberados pelas
nanobastdes e absorvidos pelos peixes.

Mills et al., (2006) desenvolveram um sistema para testes de ecotoxicidade
comportamental G. pulex para cobre (Cu) nas concentragdes de 10, 100, 500 e 1000 ng/L e eles
encontraram uma reducdo na atividade de movimento a medida que a concentragdo de cobre
foi aumentada, os organismos expostos a concentracdo de 100 pg/L de cobre apresentaram
reducdo na velocidade de 52,2% em relacido ao controle.

O estresse oxidativo provocados pelas NPsCuO é um pardmetro importante para
analisar a toxicidade e ecotoxicidade, pois as células montam uma gama de respostas
defensivas que podem facilmente medir as alteracdes metaboélicas, enzimaticas ou genéticas
(Abdel et al., 2015; Hou et al., 2017; Xu et al., 2017; Tungsoy e Erden, 2018).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram, que é possivel garantir o
uso responsavel das NPsCuO, se os esforcos forem dedicados a reduzir sua toxicidade,
controlando o didmetro das particulas e regulando a liberacdo de ions cobre (Hou et al., 2017),
tendo em vista que a toxicidade NPsCuO pode variar significativamente entre as espécies de
peixes, devido aos fatores; tamanho do peixe, dose e tempo de exposicdo, metabolismo para o
mecanismo do fon cobre, condicdes fisioldgicas dos individuos, e pardmetros fisico-quimico

da agua (Kaviani et al., 2019).
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E importante compreender os mecanismos de toxicidade para estabelecer diretrizes e
garantir o uso seguro dessas nanoparticulas, de modo que os organismos aquaticos ndo sejam
gravemente afetados e permanecam seguros para consumo humano (Malhotra et al., 2020).

Embora haja vérios biomarcadores relevantes, a principio essa pesquisa se restringiu
aos testes do metabolismo de rotina e capacidade de natagdo, porque diante dos objetivos os
resultados encontrados se mostraram favordveis, porém posteriormente serdo realizados
testes histolégicos e enzimaticos com a finalidade de complementar os estudos de

investigacao.

5. CONCLUSAO

Os testes realizados nesse estudo experimental demonstraram, de forma clara, que as
distintas caracterizacdes morfolégicas das mesmas nanoparticulas de 6xido de cobre II
(NPsCuO) sintetizadas, causaram efeitos divergentes no metabolismo dos peixes da espécie
Danio rerio a elas expostos.

As NPsCuO, com morfologias na forma de bastdes, em concentracbes maiores,
afetaram significativamente o metabolismo dos peixes testados apés 24 horas de exposicao,
causando aumento do consumo especifico de oxigénio nas concentracdes de 100 e 200 ng/L,
diminuicdo da excrecdo de amonia na concentracao de 200 ng/L e a diminuigdo na capacidade
de natacdo nas concentragdes de 100 e 200 pg/L, quando comparados ao controle.

Estes testes também apontaram que os peixes submetidos as NPsCuO caracterizadas
em esferas, durante o mesmo periodo e mesmas condi¢des ambientais, ndo apresentaram
nenhuma alteracao metabdlica em todas as concentragdes aplicadas durante os tratamentos,
quando comparados ao controle.

Pode-se concluir que, apenas os peixes expostos as maiores concentracdes de NPsCuO
bastdes sofreram algum tipo de estresse metabdlico, provavelmente causado pelo excesso de
ions cobre (Cu2*) no meio teste, apresentando como resposta aumento na taxa de oxigénio
consumido, diminui¢do na excrecdo de amonia e diminuigdo no tempo de natagdo até o

cansaco.
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ANEXOS

TANQUE DE ADAPTAGAO PREVIA NANOPARTICULAS UTILIZADAS

EXPOSICAO A NANOBASTOES

EXPOSICAO A NANOESFERAS

COLETAS PARA ANALISE

TUNEL HIDRODINAMICO MENSURACAO DA MASSA
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