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RESUMO GERAL

As nanoparticulas de prata (AgNP) sdo os nanomateriais mais amplamente comercializados
em todo mundo, pois é incorporado em diversos produtos de uso diario. Visto que com esta
expansao de NPs, surgem preocupacdes, devido ao risco de sua dispersdo nos diferentes
compartimentos ambientais, mesmo com avango em sua disponibilidade, ha falta de estudos
das interagdes com o meio bioldgico. Desta forma, tornou-se necessario, avaliagdes da
interagdo desses nanomaterias com espécies aquaticas, incluindo fatores fisicos. O presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo do camarao Palaemon pandaliformis,
em diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata (AgNPs) e temperatura, analisar a

concentracdo letal média (CL50)’ e investigar alteracbes metabdlicas, através de efeitos

fisiol6gicos, por meio de ensaios para o metabolismo de rotina (consumo de oxigénio e
excre¢do especifica de amonia). Para a realizagdo dos ensaios de toxicidade aguda, foram
utilizados 30 camardes por unidade experimental, distribuidos em 6 aquarios de 5 litros de
agua. Considerou-se diferentes doses de exposigao (0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25 ng/L) de AgNP e
temperaturas (15, 20 e 25°C). Os testes realizados com os AgNPs para o metabolismo de rotina,
foram utilizados 180 camardes com massa imida média de 0,45 £0,23 g e comprimento total
médio de 2,55 0,17 centimetros. Como indicadores efeitos subletais, utilizou-se os parametros
biomarcadores de oxigénio e excrecdo especifica de amonia foi exposto a 0,5;1,0; ¢ 5,0 ug/L de
AgNP. Os resultados mostraram que a temperatura causou aumento na toxicidade da AgNP
evidenciada pela diminuigdo dos valores de CLso. Observou-se uma elevacao do consumo de
oxigénio e diminui¢do da excre¢do de amonia, principalmente na maior temperatura de 25 °C
e na maior concentracdo (5,0 pg/L). A AgNP afetou o consumo especifico de oxigénio e a
excrecao especifica de amoénia em 48% e 25%, em relagdo ao controle, na maior concentracao
empregada (5,0 pg/L), respectivamente. Ao associar AgNP com a temperatura, notou-se
aumento de 57% do consumo de oxigénio na temperatura de 25°C, quando comparada a de
15 °C. Em relacdo a amoénia na maior concentragdo empregada e na temperatura mais alta
houve uma diminuicdo de 27% da excrecdo. Os resultados revelaram diferencas estatisticas

em todas as exposi¢des, demostrando influéncia de AgNP e da temperatura na ecotoxicidade

ii



aguda e metabolismo de rotina para a espécie. Desta forma, evidencia que P. pandaliformis,
demostra ser um excelente biondicador para a qualidade da agua, incluindo AgNP e
temperatura.

Palavras-chave: Nanomateriais; Bioindicador; Biomarcadores. Toxicidade.

ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNP) are the most widely marketed nanomaterials worldwide, as they
are incorporated into various everyday products. Given that with this expansion of NPs,
concerns arise due to the risk of their dispersion in different environmental compartments,
even with advancements in their availability, there is a lack of studies on their interactions
with the biological environmen. Therefore, it has become necessary to conduct evaluations of
the interaction of these nanomaterials with aquatic species, including physical factors. The
present study aimed to assess the effects of exposure of the shrimp Palaemon pandaliformis
to different concentrations of silver nanoparticles (AgNPs) and temperatures. It involved
analyzing the average lethal concentration (LCsp) and investigating metabolic alterations
through physiological effects, using assays for routine metabolism (oxygen consumption and
specific ammonia excretion). For the acute toxicity assays, 30 shrimp were used per
experimental unit, distributed among 6 aquariums containing 5 liters of water each. Different
exposure doses (0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 25 ng/L) of AgNP and temperatures (15, 20, and 25°C)
were considered for the study. The tests conducted with AgNPs for routine metabolism
involved 180 shrimp with an average wet mass of 0.45 + 0.23 g and an average total length of
2.55 £ 0.17 centimeters. As indicators of sublethal effects, the biomarker parameters of oxygen
and specific ammonia excretion were used, exposed to 0.5, 1.0, and 5.0 pg/L of AgNP. The
results showed that the temperature caused an increase in the toxicity of AgNP, as evidenced
by the decrease in LCso values. An increase in oxygen consumption and a decrease in ammonia
excretion were observed, especially at the higher temperature of 25 °C and the higher
concentration (5.0 pg/L). The AgNP affected the specific oxygen consumption and specific
ammonia excretion by 48% and 25%, respectively, compared to the control, at the highest
concentration employed (5.0 ng/L). When associating AgNP with temperature, there was a
57% increase in oxygen consumption at a temperature of 25°C compared to 15°C. At the
highest concentration used and at the highest temperature, there was a 27% decrease in

ammonia excretion. The results revealed statistical differences in all exposures, demonstrating

iv



the influence of AgNP and temperature on acute ecotoxicity and routine metabolism for the
species. In this way, it highlights that P. pandaliformis proves to be an excellent bioindicator

for water quality, including AgNP and temperature.

Keywords: Nanomaterials; Bioindicator; Biomarkers; Toxicity.



1. INTRODUCAO GERAL

As nanoparticulas (NPs) sao caracterizadas por possuir dimensdes que variam entre 1
a 100 nm, (Krysanov et al.,2010; Biswas & Wu, 2012). A medida que se expande a utilizagdo
em larga escala desses nanomaterias (NM), surgem preocupacdes significativas em relacdo aos
seus riscos ao meio ambiente, uma vez que o conhecimento sobre seus efeitos ainda é limitado
(Kumar et al, 2022). Neste contexto, surge a necessidade de conduzi-lo estudos
ecotoxicoldgicos abrangentes, com finalidade de compreender os efeitos de toxicidade que
pode manifestar em organismos submetidos a exposi¢do de nanoparticulas (Damato &
Barbieri., 2011; Cavalcante et al., 2017; Gagné, 2020; Eiras et al., 2022).

Nesse contexto, as nanoparticulas de prata (AgNP) se destacam como os nanomateriais
mais comercializados globalmente (McTeer et al., 2014; Korani et al., 2015; Leon-Silva et al.,
2016; Sahu & Hayes, 2017). Sua prevaléncia e ampla aplicagdo em diversos setores, tanto
industriais quanto comerciais, ressaltam sua relevancia e impacto contempordneo. A
disseminacdo generalizada e a multiplicidade de aplicacdes das NMs exigem investigacoes
cientificas aprofundadas, devido a capacidade dessas particulas de sofrerem modificacdes em
suas propriedades ao serem introduzidas no ambiente, interagindo com diversos elementos,
matéria organica, cations, variagdes no pH e niveis de oxigénio (Liu & Hurt, 2010; Sendra et
al., 2017; De Souza et al., 2019). Torna-se evidente a necessidade de investigar a transferéncia
de nanoparticulas ao longo da cadeia tréfica e suas consequéncias (Dang et al., 2021).

O organismo experimental escolhido é o camarao Palaemon pandalirformis, um crustaceo
pertencente a classe Crustacea, ordem Decapoda e familia Palaemonidae, um carideo de
tamanho reduzido e coloracdo amarelo pélida (Bond-Buckup, 1989; Melo, 2003). Este grupo
tem ampla distribuicao litordnea (Moreira et al., 2022; Alves et al., 2022; Olaia et al., 2022) e
tem sido considerado um indicador eficaz em ambientes aquéticos, além de ser empregado
para avaliar os efeitos de outros nanomateriais (De Melo et al., 2019; Alves et al., 2022).

Os biomarcadores fisiolégicos deste estudo foram o consumo especifico de oxigénio e
a excrecdo de amonia. Eles fornecem informacdes relevantes sobre o funcionamento do
organismo modelo, uma vez que sdo parametros que oferecem resultados do metabolismo de
rotina (Barbieri et al., 2019). Essas alteragdes metabdlicas permitem a medicdo do estresse e

das alteragdes ambientais (Barbieri et al., 2013).



Atualmente, ha um conhecimento limitado sobre as interacbes entre NPs e fatores
ambientais, o que ressalta a necessidade de investigar os impactos, particularmente no caso
das NPs de prata (AgNP). A variacdo dos fatores abiéticos, como temperatura, salinidade e
pH, pode influenciar nos efeitos das NPs nos seres vivos (Batista et al., 2017). No entanto, é
importante salientar que o conhecimento dos efeitos da temperatura e da interagdo com
nanoparticulas permanece carente de uma andlise mais aprofundada e completa (Yaqoob et

al., 2020).

Nesse sentido, com o aumento da temperatura e das concentragdes de NPs, observou-
se efeitos toxicos em Artemia salina. A obtengao de informagdes detalhadas sobre os impactos
dessas nanoparticulas nas espécies expostas a esses xenobidticos torna-se crucial (Lish et al.,
2019). A temperatura emerge como um dos fatores ambientais mais relevantes, exercendo
efeitos de diferentes formas, inclusive letais, conforme a classificacdo proposta por Fry (1971).
Portanto, a compreensao das interagdes entre os organismos, nanomateriais e as variagdes
térmicas é de extrema importancia para avaliar os impactos da temperatura no ambiente. A
temperatura influéncia nos efeitos toxicos, mesmo que muitos crustaceos tenham a capacidade

de regular o oxigénio (Wu e Chen, 2004).

1.1.  Fluxograma
Figura 1. Apresenta o fluxograma de realiza¢do deste estudo, e suas aplicagdes dos

testes ecotoxicologicos.

Metabolismo de rotina

Figura 1. Fluxograma de realizacdo do projeto. Fonte: autor



1.2.  Objetivos

O objetivo do presente estudo foi, investigar a toxicidade aguda de AgNP em Palaemon
pandaliformis, e, avaliar os efeitos no metabolismo de rotina, (consumo especifico de oxigénio,
excrecao de amonia). Considerou-se diferentes concentracdes desse xenobidticos e
temperaturas. Como objetivo especifico avaliou-se a toxicidade aguda (CLso) e metabolismo
de rotina através de biomarcadores, em resposta a diferentes concentracdes de (AgNP) e

influéncia da temperatura.

1.3.  Apresentacao da Dissertacao

Esta dissertacdo estd apresentado na forma de capitulo. O estudo realizado resultara

na producao de artigo cientifico, seguindo as regras da revista Chemosfere.
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RESUMO

As nanoparticulas de prata (AgNP) sdo reconhecidas principalmente pela efetiva acdo
antimicrobiana. Na tultima década a sua utilizagdo em diversos segmentos industriais se
expandiu consideravelmente, entretanto, ainda pouco se sabe sobre os potenciais efeitos
deletérios deste nanomaterial em ecossistemas terrestres e aquaticos. Neste trabalho a
toxicidade aguda das AgNP e do nitrato de prata foi estudada considerando diferentes doses
de exposicao (0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 25 ng/L) e diferentes temperaturas (15, 20 e 25°C). Como
indicadores de efeitos subletais, utilizou-se os parametros consumo especifico de oxigénio e
excrecao de amonia. Palaemon pandaliformis foi exposto a 0,5;1,0; ¢ 5,0 pg/L de AgNP e AgNO:s.
Supos-se, como hipotese, que AgNP e AgNOs poderiam afetar a toxicidade com a elevagdo da
temperatura no organismo-teste. Os resultados indicaram que a temperatura causou aumento
na toxicidade da AgNP evidenciada pela diminuicao dos valores de CLso. A CLsp 96 h da AgNP
na temperatura de 25 °C (0,004 png/L) foi 17,5 vezes maior que a CLso 96 h quando comparada
a temperatura de 15 °C (0,07 ng/L). Observou-se uma elevacdo do consumo de oxigénio e
diminuicdo da excre¢do de amonia, principalmente na maior temperatura de 25 °C e na maior
concentracdo (5,0 ng/L). A AgNP afetou o consumo especifico de oxigénio e a excregao
especifica de amonia em 48% e 25%, em relagdo ao controle, na maior concentragdo empregada
(5,0 ng/L), respectivamente. Ao associar AgNP com a temperatura, notou-se aumento de 57%

do consumo de oxigénio na temperatura de 25°C, quando comparada a de 15 °C na maior



concentracdo utilizada. Em relagdo a amoénia na maior concentragdo empregada e na
temperatura mais alta houve uma diminuicdo de 27% da excrecdo. Desta forma, esses
resultados confirmam a hipétese de que a temperatura pode influenciar a toxicidade da AgNP,
sugerindo cautela e maiores investigagdes quanto ao uso e descarte deste NM nos ecossistemas
aquaticos.

Palavras-chave: nanotoxicologia; nanomateriais; bioindicadores; toxicologia; excrecdo de

amonia; consumo especifico de oxigénio.

Effects of Silver Nanoparticles (AgNP) on Palaemon pandaliformis subjected to different

temperatures

ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNP) are primarily recognized for their effective antimicrobial action.
Over the past decade, their use in various industrial sectors has significantly expanded.
However, little is still known about the potential deleterious effects of this nanomaterial on
terrestrial and aquatic ecosystems. In this study, the acute toxicity of AgNP and silver nitrate
was investigated considering different exposure doses (0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 25 nug/L) and
different temperatures (15, 20, and 25°C). Specific oxygen consumption and ammonia
excretion were used as sublethal effect indicators. Palaemon pandaliformis was exposed to 0.5,
1.0, and 5.0 ng/L of AgNP and AgNO3. It was hypothesized that AgNP and AgNO3 could
affect toxicity with increasing temperature in the test organism. The results indicated that
temperature caused an increase in AgNP toxicity, as evidenced by the decrease in LC50 values.
The 96-hour LC50 of AgNP at 25°C (0.004 pg/L) was 17.5 times higher than the 96-hour LC50
at 15°C (0.07 pg/L). An increase in oxygen consumption and a decrease in ammonia excretion
were observed, particularly at the higher temperature of 25°C and the higher concentration
(5.0 pg/L). AgNP affected specific oxygen consumption and specific ammonia excretion by
48% and 25%, respectively, compared to the control, at the highest concentration used (5.0
ng/L). When AgNP was combined with temperature, a 57% increase in oxygen consumption
was observed at 25°C compared to 15°C at the highest concentration employed. Regarding
ammonia, there was a 27% decrease in excretion at the highest concentration and the highest

temperature. Thus, these results confirm the hypothesis that temperature can influence the
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toxicity of AgNP, suggesting caution and further investigations regarding the use and disposal

of this nanomaterial in aquatic ecossistems.

Keywords: nanotoxicology; nanomaterials; bioindicators; toxicology; ammonia excretion;

specific oxygen consumption.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo em larga escala dos nanomateriais (NM) causam preocupagdes
principalmente pelos possiveis efeitos t6xicos ainda pouco conhecidos (Kumar et al., 2022).
Por isso a necessidade de utilizar ensaios ecotoxicolégicos como ferramenta para avaliagdo da
toxicidade, como por exemplo, o uso de ensaios in vivo com organismos modelo ou
ecologicamente representativos (Damato e Barbieri., 2011; Cavalcante et al., 2017; Gagné, 2020;
Eiras et al., 2022).

As nanoparticulas (NP) de prata (AgNP) sio uma dos nanomateriais mais
comercializados em todo o mundo, sendo incorporadas a diversos produtos de consumo
diario, como medicamentos (Husain et al.,2023) téxteis, plasticos (Beyene et al., 2017),
cosméticos, sprays domésticos e armazenamento de alimentos (Sendra et al., 2017; Sibiya et
al.,2022). As AgNP também sdo utilizadas na medicina principalmente na terapia anticancer e
em curativos para auxiliar a cicatrizacdo (De Souza et al., 2019 e Abdulsahib, 2021).

A alta demanda e interesse pela aplicacdo dos NMs, que sdo utilizadas em diversos
produtos industriais, pode levar a liberagao destes materiais nos corpos hidricos e consequente
podem propiciar a exposicdo de diferentes organismos pertencentes a diferentes niveis
tréficos. Uma vez no ambiente, as nanoparticulas sdo capazes de interagir com outros
poluentes e com fatores ambientais como a temperatura, impactanto os efeitos téxicos dos
nanomateriais. Fendmenos como sinergismo, potenciagdo ou adigao tém sido reportados na
literatura (Alves et al.,2022; Zhang et al.,2022).

Os efeitos das interagdes das nanoparticulas com outros contaminantes no ambiente
ainda nao sdo totalmente compreendidos, pois o tamanho das NP e forma podem influenciar
nos possiveis impactos téxicos (Moore, 2002; Handy et al., 2008; Cho & Yoon, 2017; Sahu &
Hayes, 2017; Mishra et al., 2021). Embora seja evidente a extensa aplicacdo das AgNP, é
consenso também que estes NM quando sdo langados no meio ambiente podem alterar as suas

propriedades, devido a interacdes com a matéria organica, cations, diferentes pH, oxigénio
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(Liu & Hurt, 2010; Sendra et al., 2017; De Souza et al.,2019). Considera-se que o meio ambiente
é complexo e existem outras biomoléculas, que influenciam aos efeitos da NM. Neste sentido,
estas biomoléculas ocorrem interagdes com NPs, e encapsulam e forma uma camada intitulada
ecocoronas, que pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas, dos efeitos das particulas no

ambiente (Wheeler et al., 2021; Martinez et al., 2022; Liu et al.,2022; Liu et al.,2023).

Dang et al., (2021) destaca a necessidade de investigar e estabelecer uma melhor
compreensdo, relacionada a transferéncia dessa nanoparticulas na cadeia tréfica, além das suas
consequéncias ao longo da cadeia alimentar. Os efeitos negativos causados pela exposigdo as
AgNP podem incluir danos ao DNA, perturbagdes genéticas e alteracdes metabolicas (Leén-
Silva et al., 2016; Ottoni et al., 2020). Neste sentido, Melo (2016), aponta a importancia de se
estudar crustdceos em testes de nanoecotoxicidade, visto que sdo os mais numerosos em
espécies e de grande importancia ecolégica em ampla variedade de ambientes. Os crustaceos
tém sido amplamente utilizados para bioensaios toxicologicos, uma vez que sdo sensiveis a

poluentes ambientais, incluindo elementos tragos (Barbieri,2007a).

Palaemon  pandalirformis, é Crustacea, Decapoda, pertencente a familia dos
Palaemonidae é um camardo carideo, de cor amarelo palida, pequeno porte, os machos
atingindo até 29 mm e as fémeas ovadas de 28 até 36 mm de comprimento (Bond-Buckup,
1989; Melo, 2003). Habitam sitios bentdnicos, sao conhecidos popularmente como camardes
fantasma ou potitinga, sdo encontrados no substrato de manguezais, prc’)ximos as raizes da
vegetacdo, em ambientes de d4gua doce e salgada, sendo a tinica espécie de dgua doce desse
género. Sao normalmente encontrados desde a Guatemala até o sul do Brasil (Rosa et al., 2015;
De Melo et al., 2019, Alves et al., 2022). Possui ampla distribui¢do na regido litordnea com
importante papel econdmico (Moreira et al., 2022; Alves et al., 2022; Olaia et al., 2022). Possuem
grande importancia ecolégica na ciclagem de nutrientes organicos, sdo importantes para dieta
de peixes e aves, e também explorados para a utilizacdo de isca viva em diversas pescarias
artesanais (Miiller et al., 1996; Rosa et al., 2015). Além de serem considerados excelentes
bioindicadores por apresentarem sensibilidade ao serem expostos aos nanomateriais (De Melo
et al., 2019; Alves et al.,, 2022). A temperatura é um fator ambiental que pode, segundo a
classificagdo de Fry, (1971), exercer efeitos sobre os organismos de maneira letal, controladora,
dependendo do tempo e/ ou intensidade do estimulo, de extensdo espacial dessa influéncia e
da capacidade do organismo de se adaptar as variagdes térmicas. Porém, pouco se sabe sobre

a interacdo de nanoparticulas com fatores ambientais como a temperatura.
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Estudos de Lish et al., (2019) demonstraram que com o aumento da temperatura de 25°
e 30° C e concentragdes de 5, 20, 40, 60, 80, 100 e 200 mg L-? AgNP, houve um aumento dos
efeitos toxicos sobre Artemia salina. A. salina expostas a diferentes concentragdes de AgNPs
1000, 1500, 2000, e 2500 mg/L, resultou em obstrucdo intestinal, acaimulo, danos nas células
epiteliais, e hiperplasia das branquias (Kachenton et al. 2018). Desta forma, estes trabalhos
demonstram que é necessério obter informacdes sobre a influéncia da temperatura sobre os
efeitos das nanoparticulas de prata sobre os organismos que podem ser expostos a esse
xenobiotico.

Por esse motivo é importante investigar os efeitos das interacdes, da AgNP nos
organismos variando fatores ambientais como temperatura, salinidade pH...etc. (Batista et al.,
2017).

O presente estudo é inédito relevante e mais importante, pois seus resultados,
demostraram que com o aumento da temperatura de 15, 20 e 25 °C e concentracdes 0,1; 1,0;
2,5;5,0;10; 25 pg/L de AgNP e AgNO;, resultou em efeitos téxicos para Palaemon pandaliformis.

Novos estudos devem ser inseridos explorando com outros organismos.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das AgNPs, do nitrato de prata e da
temperatura sobre o P. pandalirformis por meio de ensaios de toxicidade aguda e do uso de dois
biomarcadores indicativos de alteragdes metabdlicas, o consumo de oxigénio e excre¢do de

amonia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Caracterizagoes de Nanoparticulas prata

A concentragdo da dispersdo estoque de AgNP utilizada foi na porporcao de
1ml/ 100mg de nanoparticula de prata sintética. Armazenada em vidro ambar com

papel aluminio na geladeira.
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Antes de ser adicionada nos aquarios para exposicao a solugdo foi sonificada por 10
minutos.

A concentracdo estoque do AgNO; foi de 1:1, sendo que 1 ml: 1 mg. Também
armazenada em vidro ambar com papel aluminio na geladeira.

As substancias utilizadas foram nanoparticulas de prata (AgNP) e nitrato de prata
(AgNO).

As Nanoparticulas de prata utilizadas possui 50 nm revestidas com o polimero
polivinilpirrolidona na superficie (PVP-AgNPs). As mesmas foram obtidas
comercialmente da empresa NanoComposix Ltd (USA), fornecida pelo Centro

Nacional de Pesquisa em energia e materiais (CNPEM).

Para o preparo das analises, as AgNPs foram dispersas em dgua deionizada na
concentracao final de 5.0 mg mL-1. Estas nanoparticulas foram caracterizadas por
microscopia eletronica de transmissao (TEM), em que verificou didmetro médio de

46.1 £ 6.6 nm, confirmando o tamanho de ~ 50 nm.

Figura 1: Nanoparticulas de prata

Fonte: CNPEM
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O nitrato de prata foi utilizado como controle positivo, no sentido de mostrar
os efeitos da toxicidade, comparando assim, com o controle negativo a nanoparticulas

de prata.

2.2. Organismo teste

Os camardes Palaemon pandaliformis foram capturados no Rio Retiro, localizado em
Cananéia/SP. Os organismos foram encaminhados para o laboratério de Ecotoxicologia do
Instituto de Pesca (IP-APTA), do Ntcleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Sul em
Cananéia, Sdo Paulo, onde foram adaptados a temperatura de 20 °C por 2 semanas.

Os animais foram dispostos em tanques previamente higienizados que possuiam
aeracgao continua e renovagao didria da dgua. Os organismos foram alimentados diariamente
com racao peletizada, (comercial extrusada, 2,0 mm com 36% de proteina bruta (PB), 7% de
extrato etéreo (EE) e 4% de fibra bruta (CF), colocados nos tanques, na proporcao de 2% da
carne viva peso). Previamente ao experimento, os camardes foram aclimatados durante 1
semana em 2 tanques circulatérios com capacidade de 500 L. Foram realizados 30
experimentos, totalizando 180 camardes para o metabolismo de rotina, dispostos em 6
aquarios com 10 litros de 4gua da torneira.

As temperaturas foram mantidas em 15, 20 e 25°C em sala aclimatizada , e quando
necessdrio as aguas foram aquecidas com aquecedores com Termostato, os camardes foram
distribuidos na mesma temperatura, aumentando 2° C até chegar 20° e 25°, mantendo o

controle da temperatura do laboratoério.

2.3. Ensaios de exposigio

Os ensaios para obtencao da concentragao letal média (CL, ) e percentual de letalidade

dos organismos foram realizados por um periodo de exposigao de 96 h.

Nos ensaios de toxicidade aguda foram utilizados 30 camardes por unidade
experimental, tanto no grupo controle como nos demais tratamentos, totalizando 1260
individuos por substancia testada, distribuidos em 6 aquarios de 5 litros de dgua, aeracao
individual constante, e aclimatados durante 2 h nestas condigdes antes de cada ensaio para

atenuar estresse dos animais. Estes testes foram realizados em triplicatas.
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Os métodos adotados para os ensaios de toxicidade aguda em camardes foram
baseados no Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA-American Public
Health Association, 1998).

Os ensaios foram realizados em diferentes concentracdes de AgNP e AgNO3 0,1, 1,0;

2,5;5,0; 10; 25 pg/L). As concentracdes empregadas foram nominais.

Ao longo de todo o periodo de experimento foi observado o comportamento dos
animais para avaliar o indice de letalidade dos individuos em cada concentragao, tomando-se
o cuidado de retirar e contar os espécimes mortos nas 24, 48, 72 e 96 h. Ap6s 96 horas, com os

dados obtidos, foi possivel determinar os valores de CL50 - com 95% de limite de confianca -

para os contaminantes nos camardes com o uso do método estatistico Trimmed Spearman

Karber (Hamilton et al., 1977).
2.4. Consumo especifico de oxigénio

Para avaliar o Consumo Especifico de Oxigénio, nas trés temperaturas estudas (15, 20
e 25 °C) através do metabolismo de rotina, foram utilizados 180 camardes com massa tmida
média de 0,45 +0,23 g e comprimento total médio de 2,55 £0,17 centimetros de comprimento.

Os camardes foram submetidos aos ensaios para avaliar o consumo especifico de

oxigénio, no intuito de analisar efeitos no metabolismo provocados por AGNP e AgNO_
Utilizou-se 6 organismos em cada 4 grupos para o teste com AgNP e AgNO_ de acordo

com o seguinte delineamento apresentado na Tabela 1.

Tabela 1:
AgNP/AgNO;3; Temperatura Temperatura Temperatura Total
15°C 20°C 25°C
Controle: 6 6 6 18
Grupo 1: 0,5 ug/L 6 6 6 18
Grupo 2: 1.0 ug/L 6 6 6 18
Grupo 3: 5,0 ug/L 6 6 6 18

Foram separados cinco aquarios, sendo um para cada grupo, contendo 4 litros de d4gua
filtrada e os contaminantes adicionados com o auxilio de pipetas de precisao, para obter-se a

concentracdo final determinada e garantir a homogeneidade na distribuicao.
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Passados 10 minutos desse procedimento, foram inseridos os individuos de P.
pandaliformis nos aquarios e, ap6s 2 h de exposicao aos contaminantes, os camardes foram
separados individualmente em respirometros cilindricos com volume de 200 mL, os quais
foram mantidos em sistema fechado com circulacao constante de d4gua por 30 minutos.

Em seguida, os respirdmetros foram fechados, interrompendo o fluxo interno de agua
a fim de isolar o sistema fechado da circulagdo continua. Apés uma hora, coletaram-se
imediatamente as amostras de d4gua dos respirdmetros, para a anélise do consumo de oxigénio.

O consumo especifico de oxigénio foi determinado segundo o método de Winkler,
(1888), através da diferenca das concentragdes de oxigénio dissolvido entre o inicio e o final de

uma hora com o volume do respirdmetro, a massa tmida dos individuos e o tempo de

confinamento (mLO2.g L7k _1).
2.5. Excregio especifica de amonia

A coleta da amostra de agua para andlise da excrecdo de amonia foi realizada
simultaneamente juntamente com a coleta das amostras para anélise de consumo especifico
de oxigénio. Portanto, para cada tratamento com as concentracdes empregadas e grupo
controle foram realizadas quintuplicatas.

A excrecdo de amonia foi determinada pela diferenca entre as concentragdes de

nitrogénio amoniacal inicial e final ap6s uma hora, de acordo com o volume do respirémetro,

a massa umida do P. pandaliformis e o tempo de confinamento (mL.g “Lh _1). O nitrogénio

amoniacal foi determinado pelo método de Nessler (Greenberg, 1995).

2.6. Andlise estatistica:

As médias do consumo especifico de oxigénio e da excrecao de amonia dos camardes foram
submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com confiabilidade de 95%, e ao teste

de homocesdasticidade de Levene. Posteriormente, aplicou-se o teste ANOVA para comparar

os tratamentos e o teste de comparac¢des multiplas de Tukey (p<0,05).
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3. RESULTADOS
3.1. Ensaio agudo

A toxicidade de AgNP e AgNO; para Palaemon pandaliformis, expostos em diferentes
concentragdes, por periodo de 96 horas, foi expressa pelo valor da CLso. Os resultados de
porcentagem de mortalidade (%) e de CLsp com 95% de limite de confianca calculados por
andlise Spearman-Karber estdo expressos nas Tabelas 2, 3, 4, 5, 6, 7. Os resultados
demonstraram, aumento da toxicidade, conforme o aumento das concentracdes, tempo de

exposicao e temperatura.

Tabela 2. Porcentagem de mortalidade em (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos a

nanoparticulas de prata (AgNP) na temperatura de 15 °C.

Tempo de Concentracao AgNP ug/L
Exposicao (h)
0,0 0.1 1,0 2.5 5,0 10 25 CLso Intervalo

Confianca

24 0,00 16,66 33,3 40 53,3 76,6 93,3 2,016 0,885- 4,596

48 0,00 30 40 43,3 66,6 83,3 96,6 0,991 0,414-2,372

72 0,00 36,6 50 53,3 76,6 90 100 0,562 0,189-1,671

96 0,00 60 66,6 80 93,3 100 100 0,070 0,017-0,284

As CLso correspondem a 2,016, 0,991, 0,562 e 0,070, respectivamente. Observou-se que,
durante as 24 horas de exposigdo, na menor concentragdo de 0,1 ng/L de AgNP, a taxa de

mortalidade foi de 16,6%, enquanto na concentracao de 25 pg/L, atingiu 93,3%.

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade em (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos a

nitrato de prata (AgNO:s) na temperatura de 15 °C.

Tempo de Concentracao AgNO;3 pg/L

Exposicao
(h)

0,0 0.1 1,0 25 5,0 10 25 CLso Intervalo
Confianca

24 0,00 33,3 43,3 60 66,6 86,6 100 0,757 0,245- 2,336
48 0,00 43,3 50 66,6 73,3 93,3 100 0,365 0,118-1,129
72 0,00 50 56,6 73,3 86,6 96,6 100 0,217 0,075-0,625
96 0,00 60 66,6 76,6 90 100 100 0,055 0,011-0,280
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As CLs foram, respectivamente, 0,757, 0,365, 0,217 e 0,055. No entanto, a toxicidade
para AgNOs; em 24 horas demonstrou taxas de letalidade de 33,3%; 86,6% e 100% nas
concentracdes de 0,1 pg/L, 10 pg/L e 25 pg/L.

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade em (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos a

nanoparticulas de prata (AgNP) na temperatura de 20°C.

Tempo de Concentracao AgNP pg/L
Exposicao (h)
0,0 0.1 1,0 2.5 5,0 10 25 CLso Intervalo

Confianca
24 0,00 23,3% 36,6 40 63,3 90 100 1,467 0,585-3,682
48 0,00 33,3 46,6 50 73,3 93,3 100 0,699 0,264-1,855
72 0,00 40 56,6 63,3 83,3 96,6 100 0,365 0,141- 0,942
96 0,00 66,6 70 833 96,6 100 100 0,046 0,011-0,185

As CLso correspondem a 1,467, 0,699, 0,365 e 0,046. Foram observadas taxas de
letalidade de 100% nas concentragdes de 25 ng/L de AgNP nas primeiras 24, 48, 72 e 96 horas.
Além disso, na concentracdo de 10 pg/L, a letalidade atingiu 100% em 96 horas, demonstrando

resultados significativos.

Tabela 5. Porcentagem de mortalidade em (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos a

nitrato de prata (AgNO:s) na temperatura de 20 °C.

Tempo de Concentracao AgNOs3 pg/L

Exposicao
(h)

0,0 0.1 1,0 25 5,0 10 25 CLso Intervalo
Confianca

24 0,00 40 53,3 73,3 80 90 100 0,341 0,113-1,034
48 0,00 50 60 80 86,6 96,6 100 0,188 0,065-0,546
72 0,00 60 66,6 90 93,3 96,6 100 0,091 0,027-0,302
96 0,00 73,3 76,6 96,6 100 100 100 0,019 0,004-0,089

As CLso foram, respectivamente, 0,341, 0,188, 0,091 e 0,019, confirmando que a
toxicidade ocorreu de acordo com o aumento da concentragdo, tempo de exposicdo e

temperatura. Constata-se que, nas concentracdes de 25 pg/L, a taxa de mortalidade foi de
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100% nas 24, 48, 72 e 96 horas. Ja nas concentracdes de 5 ung/L e 10 pg/L, a taxa de mortalidade
atingiu 100% em 96 horas.

Tabela 6. Porcentagem de mortalidade em (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos a

nanoparticulas de prata (AgNP) na temperatura de 25°C.

Tempo de Concentracao AgNP ug/L
Exposicao (h)

0,0 0.1 1,0 2.5 5,0 10 25 CLso Intervalo

Confianga

24 0,00 33,3 43,3 56,6 76,6 96,6 100 0,622 0,261-1,481

48 0,00 43,3 56,6 66,6 83,3 100 100 0,276 0,072-1,060

72 0,00 50 66,6 76,6 90 100 100 0,136 0,038-0,484

96 0,00 76,6 83,3 93,3 100 100 100 0,004 0,000-0,034

As CLs foram 0,622, 0,276, 0,136 e 0,004, indicando um aumento significativo da
toxicidade contra os camardes em diversas concentragoes. Taxas de mortalidade de 100%
foram observadas nas concentracdes de 25 ug/L desde as 24 horas até 96 horas. Em 10 pg/L,

a mortalidade atingiu 100% em 48, 72 e 96 horas, enquanto em 5 pg/L, ocorreu em 96 horas.

Tabela 7. Porcentagem de mortalidade em (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos a

nitrato de prata (AgNO:s), na temperatura de 25 °C.

Tempo de Concentracao AgNO; ug
Exposicao (h)

0,0 0.1 1,0 2.5 5,0 10 25 CLso Intervalo

Confianga

24 0,00 50 63,3 83,3 93,3 100 100 0,153 0,050-0,466

48 0,00 66,6 73,3 93,3 96,6 100 100 0,052 0,014-0,190

72 0,00 73,3 76,6 96,6 100 100 100 0,019 0,004-0,089

96 0,00 83,3 83,3 96,6 100 100 100 0,001 0,000-0,014

As CLso foram, respectivamente, 0,153, 0,052, 0,019 e 0,001. O aumento da toxicidade
ocorreu em fungdo da temperatura, do tempo de exposicao e da concentragdo da substancia.
Em concentracdes de 0,1 pg/L, houve uma taxa de mortalidade de 50% dos camardes nas
altimas 24 horas, de 66,6% em 48 horas, de 73,3% em 72 horas e de 83,3% em 96 horas,
especialmente em 10 pg/L. A taxa de mortalidade foi de 100% nas altimas 24, 48, 72 e 96 horas

para 25 ug/L e 5 ng/L, ocorrendo nas 72 e 96 horas. A temperatura é um fator importante a
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ser destacado, pois, quanto mais alta, maior é a influéncia toxicolégica no organismo,
principalmente durante a exposi¢do ao AgNO3 a uma temperatura de 25°C.

Foi constatada toxicidade desde as 24 horas de exposicao em todas as concentragdes
estudadas, tanto para AgNO; quanto para AgNP (0,1; 2,5; 5,0; 10; e 25 pg/L). Observa-se que
o AgNO:s foi mais téxico do que o AgNP.

3.2.Parametros subletais de toxicidade - consumo especifico de oxigénio e excregio de amonia

A média e os respectivos desvios padrdo do consumo especifico de oxigénio e excregao
de amoénia nas temperaturas de 15°, 20° e 25° C, em individuos expostos as concentragdes de
0,5png/L;1ug/L; e5ug/L de AgNP e AgNOs,é demostrado nas tabelas 8, 9 e 10.

Em AgNP o consumo de oxigénio aumentou os efeitos de toxicidade de acordo com a
elevacao das concentracoes. Observou-se uma diferenca estatistica nas concentragoes de 1,0 e
50 pg/L em relacdo ao controle. Os resultados da excrecdo especifica de amonia
demonstraram uma tendéncia de diminuic¢ao, de acordo com o aumento da concentragdo, com
diferenca estatistica.

No consumo especifico de oxigénio para os organismos expostos a AgNOs, observou-
se aumento do consumo especifico de oxigénio com diferenca significativa em 1,0 pg/L.
Porém, nota-se que na concentragdo 5,0 ug/L foram observadas declinio, o que demonstra que
os individuos expostos a esse xenobidtico despendam maior quantidade de energia na
tentativa de manter a homeostase. Os resultados da amoénia, demostrou que houve diminuicao

da excregdo, com diferenga significativa, de acordo a concentragdo e temperatura.
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Tabela 8. Ntimeros de organismo (N), Médias (M) e desvio padrao (DP) do consumo especifico
de oxigénio (mLO2/g/h) e excrecdo de amonia (mg L) durante a exposicdo de Palaemon
pandaliformis a AgNP e AgNO; na temperatura de 15 °C. Os asteriscos indica diferenca

estatistica em relacdo ao controle.

AgNP
Concentracdo Consumo especifico de oxigénio Excre¢io especifica de amonia
(ug/L) (mL O/g/L) (mg 1)
N M DP N M DP

Controle 6 0.1295 0.00944 6 0.16283 0.01221
0,5 6 0.13283 0.0127 6 0.14483* 0.00794
1,0 6 0.1495* 0.0086 6 0.14233* 0.01239
5,0 6 0.18233*  0.00843 6 0.12983* 0.00943

AgNO;

Controle 6 0.12617  0.01777 6 0.13333 0.01111
0,5 6 0.1445 0.01178 6 0.11817* 0.01261
1,0 6 0.15867*  0.00755 6 0.119* 0.00932
5,0 6 0.14067*  0.00728 6 0.1105* 0.00836

A média do consumo especifico de oxigénio aumentou de acordo com a elevacao da
concentragdo, com diferenca estatistica em relacdo ao controle. Observou-se uma queda em
AgNOs, porém elevada em relacdo ao controle.

Quanto a excrecao especifica de amonia, demonstrou uma tendéncia de diminuigao de
acordo com o aumento da concentragdo, especialmente no grupo de 5,0 ng/L, pois este difere

dos demais e do controle.
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Tabela 9. Ntimeros de organismo (N), Médias (M) e desvio padrao (DP) do consumo especifico
de oxigénio (mLO2/g/h) e excrecdo de amonia (mg L) durante a exposicdo de Palaemon
pandaliformis a AgNP e AgNO; em temperatura de 20 °C. Os asteriscos indica diferenca

estatistica em relagdo ao controle.

AgNP
Concentracio  Consumo especifico de oxigénio Excre¢do especifica de amonia
(ug/L) (mL Oy/g/L) (mg L)
N M DP N M DP
Controle 6 0.154 0.02112 6 0.16283 0.01221
0,5 6 0.1615 0.03672 6 0.14483* 0.00794
1.0 6 0.199 0.07011 6 0.14233* 0.01239
5,0 6 0.26233* 0.02559 6 0.12983* 0.00943
AgNO3
Controle 6 0.151 0.01442 6 0.15283 0.01221
0,5 6 0.17617 0.02565 6 0.1375 0.01258
1.0 6 0.24743* 0.03172 6 0.1335* 0.01048
5,0 6 0.12733 0.01792 6 0.12483* 0.00854

Os resultados apresentaram aumento significativo do consumo de oxigénio, com
excecdo da concentragdo de 5,0 ng/L de AgNOs , no qual foi observado um declinio. As
redugdes na excregdo especifica de amoénia foram constatadas a medida que a concentragao

aumentou.
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Tabela 10. Ntimeros de organismo (N), Médias (M) e desvio padrdo (DP) do consumo do
consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/h) e excrecdo de amonia (mg L) durante a
exposicao de Palaemon pandaliformis a AgNP e AgNOs; em temperatura de 25 °C. Os asteriscos

indica diferenca estatistica em relacdo ao controle.

AgNP
Concentraciao Consumo especifico de oxigénio  Excre¢do especifica de amonia
(ug/L) (mL Oy/g/L) (mg L1)
N M Dr N M DP

Controle 6 0.17717 0.0217 6 0.19583 0.00891
0,5 6 0.19483 0.01196 6 0.1615* 0.00826
1.0 6 0.239* 0.0374 6 0.16067* 0.01534
5,0 6 0.28133* 0.02868 6 0.1465* 0.01069

AgNO;

Controle 6 0.177 0.02276 6 0.19117 0.01072
0,5 6 0.19083 0.01353 6 0.1515* 0.00826
1.0 6 0.18043 0.0199 6 0.139* 0.01633
5,0 6 0.112* 0.01236 6 0.12317* 0.00671

Houve um aumento do consumo especifico de oxigénio em ambas as concentragdes.
Em relacao ao AgNO;, observou-se uma taxa de queda na concentracao de 5,0 ug/L, o que fez
com que os individuos expostos a esses xenobi6ticos dependessem de uma maior quantidade
de energia na tentativa de manter a homeostase.

Os resultados mostram uma redugdo na excrecdo de amonia a medida que a
concentracdo foi elevada. As temperaturas utilizadas para as andlises de toxicidade e efeito no
metabolismo em P. pandaliformis foram 15 °C, 20 °C e 25 °C, associando-as a AgNP e AgNOs .
Os resultados demonstraram influéncias da temperatura no consumo de oxigénio e na
excrecao de amonia nessa espécie, bem como na toxicidade. A medida que a temperatura foi
elevada, a toxicidade aumentou, o consumo de oxigénio também foi maior e,

consequentemente, a excregdo de amonia diminuiu.
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Os efeitos da AgNP e AgNOs sobre os camardes foram comparativamente pequenos
na menor temperatura empregada (15 °C) e em concentragdes abaixo de 1,0 ng/L para AgNP
e 0,5 ug/L para AgNOs. Porém, na temperatura de 25°C e nas maiores concentragdes
empregadas de AgNP e AgNO3, os efeitos foram bastante pronunciados.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo de toxicidade aguda, consumo de oxigénio e
excrecao de amonia indicam que a espécie de camardo P. pandaliformis foi sensivel tanto as
AgNP quanto ao AgNO;, além de apresentar sensibilidade ao aumento da temperatura.
Outros invertebrados também demonstraram sensibilidade a nanoparticulas e elementos traco
em estudos anteriores (Baun et al.,2008; Barbieri, 2009; Mesari¢ et al., 2013; Guo e Mei, 2014;
Tavares et al., 2014; Durén et al., 2015).

Diversos organismos ja foram utilizados para estudar a toxicidade de AgNP e do

AgNO,, por exemplo, Pangasianodon hypophthalmus (Pournori et al.2017); Perca fluviatilis

(Bilberg et al., 2010); Danio rerio (Cambier et al., 2018); Daphnia magna e Raphidocelis subcapitata
(Falanga et al., 2020); Oreochromis mossambicus (Sibiya et al., 2022). A CLso para D. magna
expostas a AgNP foi de 1,8 ug/L no estudo de Falanga et al., (2020), resultado préximo ao do
presente estudo na temperatura de 20 °C, com a CLso (24h) de 1,46 pg/L. Ribeiro et al. (2014)

realizaram um estudo expondo Daphnia magna a diferentes concentragoes de AgNP e AgNO..
De acordo com os autores, a CLs (24h) para AgNP e AgNO3 foi de 11,41 e 1,36 ng/L,
respectivamente. Do mesmo modo, no presente estudo, a toxicidade do AgNO, foi maior para

P. pandaliformis quando comparada a toxicidade apresentada pelas AgNP.

Em consideracao aos efeitos de letalidade AgNO; foi mais téxica que AgNP, pode ter
ocorrido pelo motivo de possuir maior capacidade de dissociagdo ionica, evidenciado pelo
contato com 4gua, e fatores fisicos.

Os efeitos de AgNP e AgNOs na respiragdo de crustidceos decdpodes vém sendo
amplamente estudados por vérios pesquisadores, pois podem alterar o metabolismo destes
organismos sob a influéncia de fatores fisico-quimicos (concentracdo, pH, temperatura,
salinidade e tempo de exposi¢do) e bioldgicos (peso e fase do ciclo de vida) ( De Melo et al.,
2019; De Medeiros et al, 2020; Alves et al., 2022, Eiras et al., 2022). No presente estudo,
constataram-se alteracdes no consumo de oxigénio a medida que as concentra¢des de AgNP e

AgNOs aumentaram, refletindo elevacao no metabolismo do P. pandaliformis.
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A toxicidade de uma dada nanoparticula pode ser observada em um organismo
quando a taxa de captagdo é superada pelas taxas de excrecao e desintoxicagdo combinadas,
assim sendo, a concentracdo interna de nanoparticulas metabolicamente disponivel aumenta
e desencadeia efeitos toxicos (Rainbow, 2002). Os efeitos toxicos de AgNP e AgNOs nas
superficies branquiais dos crustdceos interferem em sua funcdo respiratéria e transporte
ionico, acarretando em redugao da transferéncia de gases e podendo alterar o consumo de
oxigénio (Harris e Santos, 2000; Matsuo et al., 2005).

Respostas metabolicas de crustaceos a diferentes concentragdes de xenobiontes sao
altamente varidveis entre as espécies (Kinne, 1966; Huni e Aravindan, 1985). Alves et al., (2022)
também constataram um aumento do consumo de oxigénio para o P. pandaliformis, a medida
que se aumentou a concentra¢do de nanotubo de carbono. Entretanto De Melo et al., (2019),
verificou uma diminuicdo do consumo de oxigénio para a mesma espécie com o aumento da
concentracdo de Grafeno, Cadmio e zinco. A discrepancia entre os resultados pode ser devido
ao uso aos diferentes xenobiontes utilizados, os quais podem afetar o camardo de forma
diferentes.

Neste estudo P. pandaliformis apresentou um pronunciado aumento no consumo de
oxigénio a medida que as concentra¢des de AgNP e AgNO; aumentaram. Provavelmente, nas
concentragdes utilizadas, durante o curto periodo de tempo experimental, o efeito t6xico foi
suficiente para alterar o funcionamento dos 6rgdos respiratérios a ponto de comprometé-los
na absorcao do gés.

Os resultados obtidos no presente estudo também demonstram que houve diminuicao
da excregdo especifica da amonia em P. pandaliformis a medida que elevou-se as concentracdes
de AgNP e AgNOs. Alteragdes na excre¢do de amonia também ocorreram quando camardes
Farfantepeneaus. paulensis foram expostos ao Pb (Doi et al., 2012).

Santos et al., (2014), avaliaram o efeito do Pb no camarao branco, Litopenaeus schimitti,
em diferentes salinidades e observou-se que na maior concentragdo empregada de Pb houve
aumento de 88,2% da excregao especifica de amonia, em relacdo ao controle. Wu e Chen, (2004)
e Barbieri et al., (2013), também observaram aumento da excrecdo de amoénia ao expor os
camardes L. vanamei e X. kroyeri ao Cd e ao Zn. Wu e Chen, (2004) consideraram que as
elevagdes da excrecdo de amonia estariam relacionadas a queda da pressdo osmotica da
hemolinfa do L. vanamei. A reducdo da excrecao de amonia de até 95% observada neste estudo
sugere menor pressdo osmoética na hemolinfa (Wu e Chen, 2004) e faléncia do sistema de

osmoregulagdo dos organismos teste.
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As branquias dos crusticeos sdo os primeiros 6rgaos expor a poluentes, quando em
contato com agua em ambiente contaminado (Wu & Chen, 2004). Assim, pode resultar em
espessamento do epitélio branquico e alteragdes profundas nos padrdes da hemolinfa
(Barbieri, 2007). Destaca que os efeitos téxicos de AgNP afetam os crustaceos através do
contato com as branquias, resultando na diminuicdo da transferéncia de gases e na alteragao
do consumo de oxigénio (Harris & Santos, 2000). E pode causar até danos histolégicos e
citoloégicos (Wu & Chen, 2004). Desta forma, isso ocorre devido a func¢do das branquias ser um
6rgao fundamental na fisiologia deste animal. Neste sentido, as alteragdes na respiragdo de
crustaceos, afetam o metabolismo e desencadeia efeitos téxicos quando em contato com NM,
e sob influéncia de fatores fisico-quimicos, e biol6gicos (Alves et al., 2022). Portanto, a amonia
é um dos produtos finais, apds catabolismo de aminodcido, que podem ser de origem
alimentar ou muscular (Wu & Chen, 2004). Assim, os aminoédcidos desempenham funcao na
manutengdo da pressdo osmoética (Barbieri, 2007). No entanto, a desregulagdo da excrecdo de
amonia ocorre, devido a resposta ao catabolismo de aminoéacidos, quando expostos aos
xenobidticos. A excrecdo de amodnia ocorre apés o dano branquial, resultando em maiores
concentra¢des na dgua ambiente, e menor pressdo osmoética na hemolinfa (Wu & Chen, 2004).

Além disso, esses distirbios metabdlicos refletem diretamente nas mudancas de
comportamento e na taxa de sobrevivéncia, exigindo ajustes fisiol6gicos e gasto energético
(Capparelli et al., 2016). A taxa metabdlica é um indicador sensivel e atil do consumo diario

de energia (Barbieri, 2007).

Fatores intrinsecos, como tamanho do corpo e estagio de muda (Schmidt-Nielsen, 1983)
assim como fatores extrinsecos como temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade
(Spanopoulos-Herndndez et al., 2005) desempenham papéis importantes na biologia de muitas
espécies de crustaceos. Em crustdceos, a respiragdo geralmente aumenta com o aumento da
temperatura, o que tem sido observado em muitas espécies de camarao, incluindo Litopenaeus
stylirostris (Spanopoulos-Hernandez et al., 2005) e Penaeus chinensis (Chen e Nan, 1993), bem
como copépodes como Pseudodiaptomus hessei (Isla e Perissinotto, 2004).

O efeito da interacdo da temperatura com nanoparticulas ainda é pouco entendido
(Yaqoob et al., 2020). Estudos de Lish et al., (2019) demonstraram o aumento da temperatura
e das concentracdes de NPs influenciaram nos efeitos téxicos de AgNP sobre Artemia salina.
Assim como no presente estudo, no qual constatou-se aumento da toxicidade e do

metabolismo com o aumento da temperatura e das concentracdes de AgNP.
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No presente estudo na maior temperatura e nas maiores concentracdes de AgNP e

AgNO, empregadas, constatou-se um aumento significativo do metabolismo dos animais, a

medida que elevou-se a temperatura. A interagdo da temperatura com as concentragdes de

AgNP e AgNO, sobre os camardes provocou um aumento da toxicidade. Sendo assim, o que

pode ser explicado pelo aumento do metabolismo dos organismos em geral (Swedmark et al.,
1971, Barbieri et al., 2016, Alves et al.,2022).

O aumento da taxa respiratéria de P. pandaliformis, e da temperatura observado durante
este estudo corresponde aos resultados obtidos em estudos anteriores (Achituv e Cook, 1984;
Emmerson, 1985). Como temperatura afeta diretamente a taxa de todos os processos biolégicos
principalmente o aumento da taxa de respiragdo (Schmidt-Nielsen, 1983), ndao é de se
surpreender que com o aumento da temperatura os efeitos toxicos da AgNP também
aumentam.

Vérios estudos investigaram a interagdo dos efeitos da temperatura da dgua na faixa
de 6 °C a 25 °C e a toxicidade de vérias substancias quimicas como detergentes (Barbieri,
2007b), metais (Barbieri et al., 2013), pesticidas (Barbieri et al., 2016; Henriques et al., 2021). Em
todos esses casos, com o aumento da temperatura aumentou, também, a toxicidade e efeitos
no metabolismo. Entretanto, quase ndo existem estudos que relatam a interagdo de NPs com a
temperatura. Outros estudos sdo necessarios para estabelecer a relacdo de toxicidade da AgNP
e interagdes desses xenobibticos para outros organismos. Percebe-se que diversos estudos com
metais, em diferentes concentracdes e temperaturas causaram efeitos toxicolégicos para o
organismo aquatico.

Assim, essas sdo informacgdes relevantes que mostram resultados do contato destes
animais com os contaminantes, ocasionando efeito para o organismo, com a utilizagdo da
ecotoxicologia e nanotoxicologia, no sentido de analisar tais efeitos na satide dos animais e nos
impactos no ecossistema, uma vez que todo ambiente pode ser modificado. Vale salientar, que
é de extrema importancia ter o conhecimento dos efeitos desses poluentes para os animais
aquaticos como os camardes, pois eles fazem parte da cadeia alimentar de humanos.

O aumento da temperatura por si s6 ja interfere no metabolismo do camarao. Além
disso, o aumento da temperatura pode causar modificagdes no comportamento das
nanoparticulas (NPs) na d4gua da torneira em questdo, o que também pode ter influenciado o

efeito toxico observado.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que com, os resultados deste trabalho sugerem que a espécie de camarao P.
pandaliformis pode ser utilizada como bioindicador da qualidade da dgua, pois demonstrou

sensibilidade quando exposta a AgNP e AgNO_. Todas as exposi¢des do camardo P.

pandaliformis, nas concentracdes de AgNP e AgNOs, causaram efeitos toxicolégicos, pois foi
constatado taxa de letalidade para o organismo desde as 24 h, tornando-se significativo no
decorrer do tempo, com influéncia da temperatura e aumento da concentragdo do xenobiético
utilizado. Os efeitos toxicos de AgNP e do AgNO; foram mais pronunciados na temperatura
de 25 °C. O consumo de oxigénio aumentou dose dependente, sendo maior na mais alta
temperatura. Ja em relacdo a excrecdo de amonia, houve diminuicdo, sobretudo na
temperatura de 25 °C. Isso significa que a temperatura influenciou na toxicidade para o
organismo teste, a medida que elevou as concentrac¢des, obteve maiores taxas de letalidades.

A toxicidade observada, mostra a necessidade de maior controle destas nanoparticulas
no meio ambiente, uma vez que de alguma forma, estes nanomateriais chega até o ecossistema
aquatico, interferindo na qualidade da dgua, e dos organismos que fazem parte, ou seja em
toda cadeia alimentar.

Portanto, este estudo mostra os efeitos de AgNP e AgNO; para o camardo P.
pandaliformis, serve de alerta, pois os resultados das interagdes e concentra¢cdes com fatores
ambientais, ou seja, destas nanoparticulas no meio ambiente e a temperatura, favorecem
efeitos toxicos para o organismo. Para isso, novos estudos devem ser inseridos explorandos as

interagdes com outros nanomateriais e organismos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo traz conclusdes importantes para a ecotoxicologia, haja visto que obteve
respostas significativas dos efeitos toxicologicos de AgNP e AgNOs para P. Pandaliformis,
principalmente sobre influéncia da temperatura e das diferentes concentra¢des. Apresenta
assim perspectivas futuras, para outros experimentos que podem ser feitos para avaliar
mecanismos de toxicidade, diante do que ja foi encontrado nesse trabalho, explorando com
outros organismos, diferentes niveis tréfico da cadeia alimentar e fatores fisicos, quimicos e
biologicos, como: a salinidade e pH, interacdes com diferentes xenobiético, e com isso avaliar

internalizacdo de Ag.

E evidente que, o camarao é muito utilizado para o consumo alimentar. Nesse contexto,
é imperativo estabelecer um controle mais rigoroso na dispersao de nanoparticulas no meio

ambiente, considerando os riscos potenciais para a satde humana.

Desta forma, estas nanoparticulas deve possuir controle mais rigoroso na sua dispersao
para o meio ambiente, assim, precisa urgentemente de melhor ser avaliado. Com medidas de
segurancga mais eficaz no uso de AgNP, uma vez que foi encontrado dados suficientes que as
mesmas sdo toxicas aos camardes, representando uma ameaga significativa para a aquicultura
e pesca. Essa constatacdo destaca a necessidade imediata de agdes preventivas e
regulamenta¢des mais rigorosas para proteger a saide dos camardes, bem como garantir a

sustentabilidade dessas importantes atividades econémicas.

38



ANEXOS

Concentragao Letal Média (CL, )

Fonte: Pesquisa

39



Contendo 4 litros de agua filtrada
e 0s contaminantes adicionados.

Metabolismo de rotina

Fonte: Pesquisa

Y

Sistema circulatoério

Massa tmida

30 minutos

média

{}

TS

Apo6s uma hora
Sistema fechado com
circulagado constante de dgua.

e

Meétodo de Nessler (Greenberg, 1995)

40



Testes experimentais J

Consumo
Especifico de
Oxigénio

Excrecao
especifica de |

amonia

Método de Nessler (Greenberg, 1995)

Fonte: Pesquisa

41



Analise estatistica

0.20 : : : : :

*

Specific oxygen consumption (mlO2 g'h™)

0.0 0.5 1.0 5.0

AgNP concentration (ug/L)

Figura 1. Consumo especifico de oxigénio em relacdo a concentracao de Nanoparticulas de
Prata (AgNP) na temperatura de 15° C de P. pandalirformis. As colunas sdo as médias (n=6) e
as barras representam os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao
controle.
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Figura 2. Consumo especifico de oxigénio em relacdo a concentracdo de Nanoparticulas de
Prata AgNP na temperatura de 20° C em P. pandalirformis. As colunas sdo as médias (n=6) e as
barras representam os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao
controle.
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Figura 3. Consumo especifico de oxigénio em relagdo a concentragdo de Nanoparticulas de
Prata AgNP na temperatura de 25° C em P. pandalirformis. As colunas sdo as médias (n=6) e as
barras representam os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao
controle.
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Figura 4. Excregdo especifica de amonia de P. pandalirformis em relagdo as concentragdes de
Nanoparticulas de Prata na Temperatura de 15°C. As colunas representam as médias (n=6) e
as barras sao os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao controle.
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Figura 5. Excrecdo especifica de amoénia de P. pandalirformis em relagdo asconcentragdes de
Nanoparticulas de Prata na Temperatura de 20°C.As colunas representam as médias (n=6) e

as barras sdao os desvios padrdes, p >0,05. Asterico indica diferenca estatistica em relacdao ao
controle.
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Figura 6. Excrecdo especifica de amonia de P. pandalirformis em relagdo as concentracdes de
Nanoparticulas de Prata na Temperatura de 25°C.As colunas representam as médias (n=6) e

as barras sdo os desvios padrdes, p >0,05. Asterico indica diferenca estatistica em relacdo ao
controle.
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Figura 7. Consumo especifico de oxigénio em relagdo a concentracdo de AgNO; na
temperatura de 15° C em P. pandalirformis. As colunas sdo as médias (n=6) e as barras
representam os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao controle.
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Figura 8. Consumo especifico de oxigénio em relacdo a concentracio de AgNO; na
temperatura de 20° C em P. pandalirformis. As colunas sdo as médias (n=6) e as barras
representam os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao controle.
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Figura 9. Consumo especifico de oxigénio em relacdo a concentracio de AgNO; na
temperatura de 25° C em P. pandalirformis. As colunas sdo as médias (n=6) e as barras
representam os desvios padrdes. Asterico indica diferenca estatistica em relagdo ao controle.
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Figura 10. Excrecdo especifica de amonia de P. pandalirformis em relacdo as
concentragdes de AgNOsna Temperatura de 15 °C. As colunas representam as médias (n=6) e
as barras sao os desvios padroes.
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Figura 11. Excrecdo especifica de amonia de P. pandalirformis em relagdo as concentracdes de

AgNOsna Temperatura de 20 °C. As colunas representam as médias (n=6) e as barras sao os
desvios padroes.
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Figura 12. Excrecdo especifica de amonia de P. pandalirformis em relagdo as concentracdes de
AgNOsna Temperatura de 25 °C. As colunas representam as médias (n=6) e as barras sdo os
desvios padroes.
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