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RESUMO 
 

 
As nanopartículas de óxido de ferro (Fe3O4-NPs) apresentam propriedades 

superparamagnéticas que possibilitam sua aplicação em diversas áreas, inclusive na 

liberação de fármacos em locais específicos do organismo. Já as nanopartículas de prata 

(Ag-NPs) têm potentes efeitos antimicrobianos. Embora a combinação de Fe3O4-NPs e 

Ag-NPs em uma nanoestrutura híbrida (Fe3O4@Ag-NPs) tenha demonstrado aplicações 

biomédicas promissoras, seus efeitos toxicológicos são desconhecidos e precisam ser 

melhor avaliados. Utilizamos Caenorhabditis elegans, um modelo estabelecido para 

análises nanotoxicológicas pois permite uma triagem inicial de novas substâncias. Após 

exposição aguda (30 minutos) de animais no primeiro estágio larval a Fe3O4-NPs, Ag-NPs 

e Fe3O4@Ag-NPs, observamos que as NPs híbridas reduziram a sobrevivência e 

reprodução de C. elegans. Também observamos que Fe3O4@Ag-NPs causaram um 

aumento na apoptose celular na linha germinativa e uma diminuição na postura de ovos, 

o que foi associado a uma diminuição nos movimentos de natação do verme e a 

anormalidades nos neurônios colinérgicos. Fe3O4@Ag-NPs causaram um aumento nos 

níveis de espécies reativas de oxigênio, juntamente com a ativação do fator de transcrição 

DAF-16. Foi evidenciada maior expressão dos genes-alvo GST-4::GFP e SOD-3::GFP, o 

que sugere a ativação do sistema antioxidante. Nossos resultados indicam a 

reprotoxicidade causada por altos níveis de Fe3O4@Ag-NPs, bem como neurotoxicidade 

colinérgica e ativação do sistema oxidante em C. elegans, sugerindo que altos níveis 

desses nanomateriais podem ser prejudiciais aos organismos vivos. 

 

Palavras-chave: nanotoxicologia; NPs metálicas; nanopartículas híbridas; reprodução 
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ABSTRACT 
 
 
Iron oxide nanoparticles (Fe3O4-NPs) exhibit superparamagnetic properties that enable their 

application in various areas, including drug delivery at specific locations in an organism. 

Silver nanoparticles (Ag-NPs) have potent antimicrobial effects. Although the combination 

of Fe3O4-NPs and Ag-NPs in one hybrid nanostructure (Fe3O4@Ag-NPs) demonstrated 

promising targeted biomedical applications, its toxicological effects are unknown and require 

further evaluation. We used Caenorhabditis elegans, an estabilished model for 

nanotoxicological analysis, because it allows for the initial screening of new substances. 

After acute exposure to Fe3O4-NPs, Ag-NPs, and Fe3O4@Ag-NPs, we observed that the 

hybrid NPs reduced C. elegans survival and reproduction. We also observed that 

Fe3O4@Ag-NPs caused an increase in germline cells apoptosis and a decrease in egg 

laying, which was associated with a decrease in worm swimming movements and 

abnormalities in cholinergic neurons. Fe3O4@Ag-NPs caused an increase in reactive 

oxygen species levels, along with the activation of the DAF-16 transcription factor. Higher 

expression of the target genes GST-4::GFP and SOD-3::GFP was observed, suggesting 

activation of the antioxidant system. Our results indicate reprotoxicity caused by high levels 

of Fe3O4@Ag-NPs, as well as cholinergic neurotoxicity and activation of the oxidant system 

in C. elegans, suggesting that high levels of these nanomaterials can be harmful to living 

organisms. 

 

Keywords: nanotoxicology; metal NPs; hybrid nanoparticles; reproduction 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A nanotecnologia vem se tornando um campo crescente de pesquisa, 

visto que os produtos obtidos por esse meio apresentam vantagens frente a 

outros produtos de mesma composição (ARRUEBO et al., 2007). Estas 

vantagens se devem principalmente por suas propriedades relacionadas ao 

pequeno tamanho, à maior superfície de contato e às propriedades magnéticas 

e eletrônicas, que proporcionam um avanço de sua utilização em grandes áreas 

como o setor ambiental e biomédico (SAIFI; KHURANA; GODUGU, 2018; WU 

et al., 2019). As NPs metálicas consistem em um metal ou núcleo de óxido 

metálico, encapsulado em um revestimento inorgânico ou polimérico. Suas 

propriedades magnéticas tornam-as de grande interesse na área biomédica por 

serem biocompatíveis, estáveis, podendo servir como suporte para 

biomoléculas (ARRUEBO et al., 2007; BOEY; HO, 2020). 

Estudos apontam que nanomateriais híbridos (mais de um metal) 

podem apresentar avanços promissores em relação às NPs monofuncionais, 

pois possibilita a associação de características e funções em uma única 

estrutura, proporcionando um progresso para aplicações de nanomateriais com 

propriedades específicas (PIERETTI et al., 2019). Sabe-se que NPs metálicas 

de Fe3O4 e Ag apresentam aplicações biomédicas como atividade 

antimicrobiana (DURÁN et al., 2018), antitumoral e carreadora de fármacos 

(GHAZANFARI et al., 2016). No entanto, são poucos estudos que abordam os 

efeitos de nanopartículas híbridas de Fe3O4@Ag e, além disso, os dados 

existentes abordam  Fe3O4@Ag-NPs produzidas de forma química utilizando 

solventes, e não através de  síntese biogênica, que pode ser realizada através 

do uso de bactérias, fungos, extrato de plantas ou algas (PIERETTI et al., 2019). 

Com o aumento da aplicação de nanotecnologia na realidade atual, são 

necessários maiores estudos sobre a biosegurança destes materiais. 

Considerando a problemática da avaliação toxicológica em mamíferos e a 

relevância da política dos 3R's (do inglês refine, replace, reduce) na pesquisa 
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in vivo, utilizamos o Caenorhabditis elegans, um pequeno nematoide de vida 

livre amplamente encontrado em matéria orgânica em decomposição (WU et 

al., 2019). Esse modelo experimental possui inúmeras vantagens, dentre elas, 

trata-se de um animal transparente, com genoma totalmente sequenciado, de 

fácil manipulação e manutenção (TEJEDA-BENITEZ; OLIVERO-VERBEL, 

2016). O verme tem um ciclo de vida curto, que facilita a análise de parâmetros 

reprodutivos como o tamanho da progênie e postura de ovos. Aproximadamente 

60-80% dos genes humanos têm um ortólogo no genoma de C. elegans e 40% 

dos genes conhecidos por estarem associados a doenças humanas têm 

ortólogos claros no genoma do C. elegans o que o torna um excelente modelo 

a nível genético (CULETTO, 2000; KALETTA; HENGARTNER, 2006). Por ser 

transparente, o verme pode ser estudado em detalhes através da marcação de 

proteínas e compartimentos celulares utilizando fluorescência. As proteínas 

fluorescentes também podem ser usadas para estudar processos de 

desenvolvimento, rastrear mutantes e função celular, isolar células e 

caracterizar interações de proteínas in vivo (CORSI, Ann K.; WIGHTMAN; 

CHALFIE, 2015). Dessa forma, o C. elegans tornou-se uma ótima ferramenta 

para estudos nanotoxicológicos, possibilitando avaliar os impactos destes 

produtos em quatro sistemas, incluindo o sistema nervoso, digestivo,  

imunológico e reprodutivo, o que permite que os resultados de C. elegans sejam 

confiáveis e contribuam para avanços na saúde humana (HUNT, 2017; WU et 

al., 2019).  

Neste estudo, investigamos os efeitos de tóxicos Fe3O4@Ag-NPs 

biogenicamente sintetizados usando o modelo in vivo de C. elegans. 

Elucidamos a ação de NPs híbridas no sistema reprodutivo, neuronal e também 

no sistema antioxidante, avaliando os níveis de espécies reativas de oxigênio 

juntamente com a modulação de DAF-16, relacionada a resposta ao estresse. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 
 

Individualmente, NPs de Fe3O4 e Ag apresentam diversas aplicações 

biomédicas já documentadas, dentre elas, propriedades antitumorais e 

antimicrobianas. Nanopartículas híbridas de Fe3O4@Ag vem apresentando um 

promissor avanço devido a possibilidade de combinar as diferentes 

características e funções desses nanomaterais para obtenção de um produto 

final com propriedades específicas. 

Os estudos visando a avaliação da segurança de Fe3O4@Ag-NPs devem 

ser ampliados, uma vez que, ainda existem poucos resultados in vivo sobre a 

exposição a essas nanopartículas. Além disso, a maioria os dados existentes se 

concentra na toxicidade das nanopartículas de forma química, existindo poucos 

relatos de estudos que caracterizam a nanotoxicidade através de uma síntese 

biogênica. 

Dessa forma, a avaliação toxicológica em um modelo experimental 

alternativo como o Caenorhabditis elegans propiciará a possibilidade de 

determinar o grau de toxicidade e seus mecanismos de ação em um organismo 

vivo, com resultados mais rápidos, reduzindo a utilização de mamíferos.  

 

3. OBJETIVOS 
 
 

 
Objetivo geral 
 

 
Avaliar os efeitos tóxicos da exposição aguda à Fe3O4@Ag-NPs 

sintetizadas de forma biogênica no modelo alternativo Caenorhabditis 

elegans. 
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Objetivos específicos 
 
 

• Verificar se a exposição aguda às Fe3O4-NPs, Ag-NPs e Fe3O4@Ag-NPs altera 

de maneira significativa parâmetros inicias de toxicidade; 

• Observar se a exposição aguda às Fe3O4@Ag-NPs altera parâmetros 

reprodutivos dos nematoides; 

• Analisar se há formação de corpos apoptóticos na linha germinativa após a 

exposição à Fe3O4@Ag-NPs em C. elegans; 

• Determinar alterações locomotoras em C. elegans expostos à Fe3O4@Ag-

NPs; 

• Investigar o possível mecanismo envolvido na toxicidade gerada pela 

exposição Fe3O4@Ag-NPs através da avaliação do sistema colinérgico e 

dopaminérgico; 

• Avaliar o sistema antioxidante de C. elegans expostos à Fe3O4@Ag-NPs.  

 

4. CONCEITOS GERAIS E REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

 
4.1 Nanopartículas 

 
 

Partículas em escala nanométrica têm sido utilizadas em grandes áreas como o 

setor energético, ambiental e na biomedicina (GHAZANFARI et al., 2016; PIERETTI et 

al., 2019). Sua importância se dá pela diferença de comportamento de outras partículas 

de mesma composição, principalmente devido às suas propriedades físico-químicas 

únicas, aos efeitos de tamanho, às propriedades magnéticas e eletrônicas, o papel 

desempenhado nas superfícies e suas excelentes propriedades ópticas  (WU et al., 

2019). Nanopartículas (NPs) são comumente classificadas como partículas que variam 

de 1-100 nm, no entanto, existem muitos nanomateriais relatados que atingem 500 nm, 

dependendo da sua composição, aplicação e as diferentes propriedades apresentadas 
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em relação à sua estrutura (ARRUEBO et al., 2007; NANOPARTICLES PROMISES 

AND RISKS, 2015). As NPs podem ser obtidas a partir de materiais inorgânicos ou 

materiais orgânicos (por exemplo, poliméricos ou lipídicos), que podem ou não ser 

biodegradáveis (ARRUEBO et al., 2007). 

Os avanços obtidos em pesquisas sobre síntese e caracterização de NPs 

facilitam a utilização em grande escala de produtos baseados em nanotecnologia, o 

que levou ao aumento do interesse de estudos nessa área (SAIFI; KHURANA; 

GODUGU, 2018). Aplicações biomédicas requerem NPs metálicas constituídas por 

“núcleo-casca”, que consistem em um metal ou núcleo de óxido metálico, encapsulado 

em um revestimento inorgânico ou polimérico que torna as partículas biocompatíveis, 

estáveis e que podem servir como suporte para biomoléculas (ARRUEBO et al., 2007). 

Suas propriedades magnéticas permitem que essas partículas possam ser usadas em 

inúmeras aplicações como agentes de contraste magnético na ressonância magnética 

(RM); agentes de hipertermia e vetores magnéticos que podem ser direcionados por 

meio de um gradiente de campo em direção a um determinado local, como no caso do 

direcionamento de medicamentos; além de favorecer a atividade antimicrobiana, 

oportunizando a solução de problemas de  resistência de alguns microorganismos a 

antibióticos (JURGONS et al., 2006; RODRIGUES et al., 2019; SAIFI; KHURANA; 

GODUGU, 2018). Além disso, as NPs metálicas possuem facilidade para se anexar em 

células e tecidos para funcionalização, o que possibilita maiores ações biológicas 

(SALVATI; STELLACCI; KROL, 2015).  

Entretanto, seus efeitos também podem trazer consequências negativas quando 

se acumulam nos tecidos (BOEY; HO, 2020). O fígado é um dos orgãos mais afetados 

pela exposição a NPs, seguido do baço e rins (POON et al., 2019), embora estudos 

mostrem que NPs metálicas também proporcionaram benefícios terapêuticos 

surpreendentes para a saúde destes órgãos (BOEY; HO, 2020). As Ag-NPs, por 

exemplo, apresentaram efeitos protetores para hepatotoxicidade induzida por 

acetaminofeno em ratos através da redução da peroxidação lipídica hepática e 

restauração dos níveis de enzimas hepáticas, promovendo a regeneração dos 

hepatócitos (RESHI et al., 2017). Considerando as aplicações da nanotecnologia, esta 

também surge como uma ferramenta relevante para fornecer opções terapêuticas ao 
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cérebro, visto que doenças como Parkinson, Alzheimer e Huntington têm incidência 

global e poucas opções terapêuticas (WONG; WU; BENDAYAN, 2012). Um dos 

obstáculos para ação de NPs no cérebro é a barreira sangue-cérebro (WOHLFART; 

GELPERINA; KREUTER, 2012). Para facilitar a penetração nos tecidos, a superfície 

das NPs pode ser projetada com  anticorpos e peptídeos, podendo atingir diretamente 

as mitocôndrias dos neurônios e amenizar o estresse oxidativo que induziria a morte 

neuronal (KWON et al., 2016). 

 

        4.1.1 Nanopartículas metálicas de Fe3O4 e Ag 
 

As NPs de Fe3O4, também conhecidas como NPs de magnetita, possuem 

propriedades magnéticas únicas que possibilitam sua aplicação nas mais diversas 

áreas, recebendo atualmente um enfoque considerável. Destacam-se aplicações 

biomédicas como em diagnósticos, ressonância magnética por imagem, terapia 

antitumoral, transporte controlado de fármacos, separação de células e detecção de 

acido desoxirribonucleico (ADN) (GHAZANFARI et al., 2016; HUSSEIN 

MONTAZERAN; SABER-SAMANDARI; KHANDAN, 2018; YANG et al., 2004). Estudos 

mostram que estas nanopartículas apresentam baixa toxicidade e facilidade de 

funcionalização da superfície, o que possibilita o direcionamento de fármacos. As 

Fe3O4-NPs podem ser guiadas, através da aplicação de um campo magnético externo, 

até o alvo de interesse, por exemplo, um tecido tumoral e regiões infeccionadas por 

bactérias, fungos ou parasitas (HADDAD et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019). Um 

dos seus potenciais mecanismos seria a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) induzidas por essas nanopartículas através da formação de radical hidroxila, 

uma ERO altamente reativa, em sistemas biológicos via reações de Fenton (1) e Haber-

Weiss (2) (Figura 1). 

 

Figura 1. Reações de Fenton (1) e Haber-Weiss (2) (MAI; HILT, 2019).   
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As Ag-NPs são amplamente estudadas atualmente. São as nanopartículas mais 

utilizadas do ponto de vista industrial e comercial e atraem um grande interesse 

científico devido as suas propriedades características: estabilidade química, 

maleabilidade, flexibilidade, elevadas condutividades elétrica e térmica, atividade 

catalítica, relativo baixo custo de produção e principalmente potente ação 

antimicrobiana frente a bactérias, vírus, fungos e protozoários (DURÁN et al., 2018). 

Sua atividade antimicrobiana inicia pela interação físico-química das Ag-NPs com a 

superfície celular, o que leva à desestabilização e perfuração da membrana microbiana, 

além de danos causados pela geração de ERO ou pela inativação de macromoléculas 

como enzimas e proteínas a partir da liberação de íons Ag+ (DURÁN et al., 2018; TUNG 

et al., 2016). 

Com o objetivo de combinar as propriedades das Fe3O4-NPs com as 

características já amplamente conhecidas das Ag-NPs, realizou-se a síntese  biogênica 

de Fe3O4@Ag-NPs  (PIERETTI et al., 2019), visando  uma estratégia para obtenção de 

um nanomaterial com propriedades específicas combinadas (BAEZA; GUILLENA; 

RAMÓN, 2016; TUNG et al., 2016). 

 

4.1.2 Nanopartículas híbridas de Fe3O4@Ag 

 
A obtenção de nanomateriais híbridos vem apresentando um promissor avanço 

em relação às nanopartículas monofuncionais, o que possibilita a combinação de 

diferentes características e funções em uma única nanoestrutura, melhorando seu 

potencial de aplicação de nanomateriais na tecnologia, biomedicina e meio ambiente 

(SANVICENS; MARCO, 2008). 

Uma estrutura híbrida de Fe3O4-NPs e Ag-NPs possibilita a obtenção de  

superparamagnetismos em função da presença de Fe3O4-NPs e potente ação 

antimicrobiana e antitumoral em função da presença de Ag-NPs (TUNG et al., 2016). 

Estudos indicam um aumento da atividade antibacteriana das Fe3O4@Ag-NPs quando 

comparada aos efeitos das nanopartículas isoladas, além de um aumento da 

penetração das nanopartículas na superfície bacteriana de Staphylococcus aureus 
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(concentração). Isso ocorre devido a forte liberação dos íons Ag + e Fe2 +, indicando 

um potencial efeito para aplicações biomédicas (TUNG et al., 2016). Dados da 

literatura mostram que o tratamento utilizando Fe3O4@Ag-NPs apresentou toxicidade 

frente a linhagem de células tumorais e não tumorais, indicando uma dose 

dependência na redução da viabilidade celular.  Entretanto, a porcentagem de células 

viáveis foi maior em todas as concentrações na linhagem celular não tumoral, o que 

indica uma seletividade para células tumorais (PIERETTI et al., 2019). 

A síntese dessas nanopartículas pode ser feita a partir da redução biogênica 

das Ag-NPs na superfície das Fe3O4-NPs através do uso de bactérias, fungos, ou 

extratos de plantas ou algas. A utilização de extratos de plantas é uma estratégia com 

grande potencial redutor conferido por diversas moléculas presentes nas plantas, 

como polifenóis, o que tem como vantagem adicional diminuir o uso de solventes 

tóxicos, reduzindo impactos no meio ambiente. Essas moléculas impedem a 

agregação das nanopartículas e desempenham um importante papel na estabilização 

do nanossistema (SEABRA; DURÁN, 2015). O extrato de Camellia sinensis (chá 

verde) destaca-se por apresentar um potencial para a síntese de nanopartículas, pois 

é rico em catequina, metabólito secundário que consiste em um agente redox 

polifenólico encontrado em plantas (Figura 2) (ROLIM et al., 2019). Entretanto, a 

segurança destas NPs é desconhecida, sendo necessárias maiores investigações que 

possibilitem o esclarecimento de seus mecanismos de ação in vivo. 

 

 

Figura 2. Esquema de síntese de Fe3O4@Ag-NPs (PIERETTI et al., 2019). 
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4.2 Nanotoxicologia 
 

Com o aumento do uso de nanotecnologia em produtos comerciais, o estudo 

sobre a interação de nanomateriais com os sistemas biológicos se torna necessário, 

buscando desvendar os mecanismos de ação frente a proteínas e células a fim de 

auxiliar no desenvolvimento de áreas ambientais e biomédicas (SUH et al., 2009). 

Esse estudo da toxicologia dedicado a pesquisa dos efeitos toxicológicos de 

nanomateriais em diferentes sistemas biológicos, incluindo células, tecidos e 

organismos vivos é denominado nanotoxicologia (SELVARAJ et al., 2018). 

De acordo com a literatura, a maioria dos tipos de NPs pode penetrar nos 

tecidos e células por diferentes rotas, incluindo inalação, injeção, ingestão e via 

cutânea, penetrando membranas celulares, o que pode resultar em danos 

severos(SAIFI; KHURANA; GODUGU, 2018; WU et al., 2019). A exposição 

ocupacional a NPs em seres humanos em locais como laboratórios, indústrias, 

serviços telefônicos, emissão por veículos automotores, soldagem e pintura é uma das 

causas de contaminação por nanomateriais, gerando riscos à saúde destes 

trabalhadores (SAIFI; KHURANA; GODUGU, 2018). Em relação à exposição 

ambiental, NPs de metais e óxido de metais, por exemplo, podem entrar na água por 

vários meios, como por exemplo, descarga direta ou descarga de resíduos. Essas 

partículas possuem boa dispersibilidade e estabilidade sob a ação da matéria orgânica 

na água e podem adentrar em organismos aquáticos como peixes através da cadeia 

alimentar. Como consequência, o uso de produtos contaminados por humanos pode 

gerar o acúmulo destas substâncias no organismo (BAI; TANG, 2020). Devido a isso, 

é necessário encontrar métodos e modelos eficientes para avaliar a biossegurança de 

NPs. 

Existem modelos experimentais alternativos promissores para a avaliação 

toxicológica de nanomateriais, como Danio rerio (peixe-zebra), Drosophila 

melanogaster (mosca da fruta) e Caenorhabditis elegans. Estudos toxicológicos de 

várias NPs usando o modelo de peixe-zebra e seus embriões são cada vez mais 

utilizados, uma vez que são modelos que detectam e respondem a poluentes e metais 

pesados no meio ambiente (YIN et al., 2018). Os testes em embriões de peixes foram 
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reconhecidos como uma alternativa promissora ao teste clássico de toxicidade aguda 

devido a vantagens como transparência durante as fases embrionárias (BAI; TANG, 

2020; EMBRY et al., 2010). A Drosophila melanogaster permite uma avaliação rápida 

de NPs, devido ser um modelo experimental de fácil manutenção com um curto ciclo 

de vida. Estudos demonstraram toxicidade de Ag-NPs em Drosophila melanogaster 

levando a diminuição de sua sobrevivência e reprodução (POSGAI et al., 2011).  

Segundo Saifi et al. (2018), “nanotecnologia, nanomedicina, e nanotoxicologia 

são três faces do mesmo triângulo que visam a melhoria da vida humana”. Atualmente 

as normas para a avaliação toxicológica de NPs ainda não estão totalmente definidas 

(SAIFI; KHURANA; GODUGU, 2018), entretanto a Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OCDE) auxilia os países na implementação de políticas 

nacionais que garantam o desenvolvimento responsável de nanotecnologias (OECD, 

2007). Além disso, a NanoReg, projeto de pesquisa para regulamentação em 

nanotecnologia proposto pela União Europeia, no qual o Brasil faz parte, também tem 

como objetivo disponibilizar aos legisladores um conjunto de ferramentas para o 

desenvolvimento de estratégias de avaliações de risco do uso de nanomateriais e 

estabelecer uma colaboração entre governos e indústrias para gestão adequada e 

criação de abordagens comuns para avaliação de nanosegurança (MIINISTÉRIO DA 

CIÊNCIA E TECNOLOGIA, 2021). Essas políticas focam na segurança e avaliação de 

nanomateriais para garantir a saúde humana e segurança ambiental, envolvendo 

testes para avaliação de riscos (RASMUSSEN et al., 2016). A carência de dados sobre 

a segurança de produtos provenientes de partículas nanométricas faz necessária 

maiores investigações in vivo. 

 

4.3 Caenorhabditis elegans 
 

Buscando elucidar mecanismos relacionados à biologia molecular e diminuir 

o uso de vertebrados na pesquisa, o nematóide Caenorhabditis elegans vem sendo 

amplamente estudado desde 1963. Devido a simplicidade genética do verme, o 

biólogo Sydney Brenner propôs que o nematóide C. elegans seria um ótimo modelo 

para resolver as limitações de outros modelos experimentais (CORSI, Ann K.; 
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WIGHTMAN; CHALFIE, 2015). 

O C. elegans é um pequeno nematoide, não parasita, de vida livre. Quando 

adulto mede aproximadamente 1 mm de comprimento, pertence à família Rhabditidae, 

que se alimenta de bactérias presentes em matéria orgânica em decomposição. No 

ambiente laboratorial é mantido em placas de petri com meio de crescimento para 

nematoide (NGM- nematode growth medium) e Escherichia coli como fonte de 

alimento, a 20 ºC. Este modelo alternativo apresenta 38% dos genes de codificação 

de proteínas ortólogos ao genoma humano, 60-80% dos genes humanos tem um 

ortólogo no genoma de C. elegans e 40% dos genes associados a enfermidades 

humanas estão claramente presentes no verme (CORSI, Ann K; WIGHTMAN; 

CHALFIE, 2015; TEJEDA-BENITEZ; OLIVERO-VERBEL, 2016). Uma das grandes 

vantagens do modelo é a sua reprodução, este nematoide é encontrado nas formas 

hermafrodita e macho, sendo sua forma hermafrodita 99.9% da população, a qual faz 

a postura de 200 a 300 ovos a cada ciclo de vida. O verme passa por 4 estágios larvais 

até se tornar adulto, isso dura aproximadamente 4 dias em temperatura ambiente, com 

uma longevidade de 12 a 20 dias (GILES; RANKIN, 2009) (Figura 3). Quando há uma 

diminuição da oferta de alimento no ambiente em que o verme se encontra, a forma 

L1 não segue o seu ciclo normal, entrando em um estágio intermediário, chamado 

larva dauer. Essa forma pode viver meses sem comida e irá continuar seu ciclo 

normalmente após encontrar condições adequadas de alimentação (TEJEDA-

BENITEZ; OLIVERO-VERBEL, 2016). 
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Figura 3. Ciclo de vida do nematóide Caenorhabditis elegans (Fonte: WormAtlas). 

Por ter o seu genoma completamente sequenciado, há uma maior facilidade 

para realização de manipulações genéticas para geração de animais nocaute e 

transgênicos, expressando proteína verde fluorescente (“green fluorescence protein” 

GFP) dessa forma, marcando proteínas de interesse. Associado ao corpo 

transparente é possível visualizar in vivo neurônios, expressão de enzimas e tráfego 

de fatores de transcrição tornando o modelo promissor para avaliação de segurança 

(Figura 4) (GONZALEZ-MORAGAS; ROIG; LAROMAINE, 2015). 
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Figura 4. Estrutura corporal de Caenorhabditis elegans hermafrodita (Imagem adaptada 

de WormAtlas). 

A reprodução, bem como a postura de ovos de C. elegans são “endpoints” 

toxicológicos estudados há décadas e estudos mostram que agentes tóxicos podem 

reduzir (RINGSTAD; HORVITZ, 2008; TESHIBA; MIYAHARA; TAKEYA, 2016) ou 

aumentar esses parâmetros (EMERSON et al., 2021; HARDAKER et al., 2001). O 

comportamento de postura de ovos de C. elegans é controlado por um pequeno 

circuito de neurônios que consiste em dois neurônios serotoninérgicos (HSNs) e seis 

neurônios colinérgicos ventrais C (VCs) (Figura 5), que fazem sinapses em um 

conjunto de músculos vulvares cuja contração expele os ovos (COLLINS et al., 2016; 

FAGAN; PORTMAN, 2014; SCHAFER, 2006). Sabe-se que os músculos vulvares são 

excitados ritmicamente de maneira conjunta com as curvas do corpo dos nematoides. 

Isso se da pela sinalização dos neurônios motores colinérgicos, incluindo os VCs, que 

são ativados durante a locomoção (COLLINS et al., 2016; WEINSHENKER; 

GARRIGA; THOMAS, 1995). 
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Figura 5. Neurônios serotoninérgicos (HSN) e neurônios colinérgicos ventrais C (VC) 

de C. elegans hermafrodita (Imagem adaptada de FAGAN; PORTMAN, 2014). 

A via de sinalização tipo insulina / IGF-1 (“insulin-like growth factor”) de C. 

elegans é regulada por ligantes semelhantes à insulina que se ligam ao ortólogo de 

mamíferos DAF-2 do receptor transmembrana da insulina (IGFR) / IGF-1. A ativação 

de DAF-2 / IGFR resulta na ativação da fosfoinositídeo 3-quinase AGE-1 / PI3K e, com 

isso, proteínas quinases serina / treonina PDK-1, AKT-1 e AKT-2 são ativadas. No 

entanto, quando a via de sinalização de insulina está inativada (na ausência de 

ligantes tipo insulina), ocorre a migração do fator de transcrição DAF-16 (homólogo a 

FoxO em mamíferos) do citoplasma para o núcleo celular, onde exerce seus efeitos 

(Figura 6)  (MURPHY; HU, 2013; ROHN et al., 2018; SUN; CHEN; WANG, 2017). Além 

disso, DAF-16 / FoxO interage com  fatores nucleares adicionais, incluindo  HSF-1 

(ortólogo do HSF1 humano - fator de transcrição de choque térmico 1) e SKN-1 

(ortólogo a Nrf1/2/3 em mamíferos), levando à expressão de enzimas detoxificantes 

como Mn-SODs (superóxido dismutase), catalase (CAT), GSTs (glutationa-S-

transferase) e GPX (glutationa peroxidase) (MURPHY; HU, 2013). 
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Figura 6. Via de sinalização da insulina em C. elegans (Imagem adaptada de KOCH et 

al., 2014).  

Dentre as vias de sinalização estudadas em C. elegans está a apoptose 

celular, visto que a remoção de células apoptóticas é essencial para a evolução 

fisiológica e funcionamento normal do organismo. Em C. elegans, o mecanismo de 

apoptose celular ainda não é bem compreendido, porém, sabe-se que o processo de 

apoptose inicia com a ativação de células EGL-1 que foram destinadas a morrer. EGL-

1 é análoga de BH3 em mamíferos, que, quando ativada, inibe CED-9 (análogo de 

BCL-2 em mamíferos). CED-4 é análogo APAF-1 em mamíferos e serve como um 

ativador de CED-3, uma caspase, independente de EGL-1, que então leva a 

subsequente ativação de CED-1, CED-6 e CED-7, causando a morte celular 

(ARVANITIS et al., 2013; GARTNER; BOAG; BLACKWELL, 2008). O receptor CED-1 

reconhece um ligante desconhecido na célula apoptótica e sinaliza através de sua 
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cauda citoplasmática para a proteína adaptadora CED-6. CED-1, CED-6 e CED-7 são 

necessárias para a reorganização da actina em torno da célula apoptótica, a fim de 

causar o engolfamento da célula morta (Figura 7) (KINCHEN et al., 2005).  

 
Figura 7. Via de sinalização de apoptose em C. elegans e em mamíferos (Fonte: 

CureFFI.org).  

Com a crescente aplicação de NPs e o aumento da exposição a produtos 

provenientes da nanotecnologia estudos de avaliação de biossegurança de NPs 

utilizando C. elegans estão aumentando. C. elegans tornou-se um modelo alternativo 

promissor para avaliação toxicológica de nanomateriais, oferecendo uma opção para 

os pesquisadores investigarem os efeitos biológicos das NPs com menor custo e 

tempo, diminuindo a limitação de ensaios in vitro e os problemas éticos com o uso de 

mamíferos (WU et al., 2019). Além disso, como é um modelo experimental bem 

conhecido, com alta sensibilidade a diferentes contaminantes, representa um 

importante bioindicador para níveis de contaminação de solo e ecossistemas 

aquáticos, sendo considerado um modelo com alto potencial para ser utilizado na 

avaliação de risco ambiental (QUEIRÓS et al., 2019).   

Os estudos avaliando as NPs de Fe e Ag isoladas demonstraram uma 

significativa toxicidade em C. elegans. Um estudo anterior avaliou NPs magnéticas de 

Fe3O4 (MNPs) obtidas por uma síntese verde com glutationa nos nematoides e 

observou que número de ovos postos por verme diminuiu, conforme o aumento da 

concentração de NPs. Este resultado pode ser consequência de inibição do seu 

desenvolvimento, fazendo com que os vermes não atinjam o estágio de adulto, no 

qual se tornam férteis (MARIMON-BOLÍVAR et al., 2019). C. elegans expostos a Ag-

https://disqus.com/home/forums/cureffi/
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NPs apresentaram mudanças epigenéticas que são herdadas pela progênie não 

exposta (WAMUCHO; HEFFLEY; TSYUSKO, 2020). A inibição da reprodução segue 

uma relação dose-dependente, refletindo a modificação na transcrição de genes 

relacionados ao comportamento reprodutivo (KIM; NAM; AN, 2012; LUO et al., 2016). 

 Estudos toxicológicos que avaliam NPs metálicas in vitro e in vivo ainda são 

escassos, e as normas para a avaliação toxicológica dessas NPs não estão totalmente 

definidas (SAIFI; KHURANA; GODUGU, 2018; WU et al., 2019; ZIELIŃSKA et al., 

2020). Além disso, não existem estudos in vivo que demonstrem os efeitos de NPs 

híbridas em organismos vivos tornando necessário maiores investigações.  

5. MATERIAIS, MÉTODOS E RESULTADOS 
 

A metodologia, resultados e discussão dos resultados desta dissertação estão 

na forma de artigo, o qual foi publicado na revista Food and Chemical Toxicology. 
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Supplementary Materials 

 

 

 
 

Figure 1S. Transmission electron microscopy micrographs of (A) Fe3O4@Ag-NPs, (B) Ag-NPs 

and (C) Fe3O4@Ag-NPs. 

 

 

 

Figure 2S. Representative image of the preparation of stock suspensions of Fe3O4, Ag and 
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Fe3O4@Ag nanoparticles. NPs= nanoparticles; SS=stock suspension. 

 

Table 1S.  Description of the parametric statistical analysis by one-way ANOVA followed by 

Tukey's comparisons test. 

Analyzed Parameters F (DFn, DFd) P value 

Body length - Fe3O4-NPs 1.018 (4, 17) 0.4260 

Body length - Fe3O4@Ag-

NPs 

1.573 (4, 20) 0.2200 

Brood size - Fe3O4-NPs 3.751 (4, 14) 0.0282 

Brood size - Ag-NPs 0.801 (4, 15) 0.5429 

Brood size - Fe3O4@Ag-

NPs 

15.560 (4, 23) <0.0001 

Fluorescence intensity of  

cholinergic neurons 

5.484 (3, 12) 0.0132 

DAF-16 localization  15.340 (11, 24) <0.0001 

Distance travelled  8.908 (3, 36) 0.0002 

Dopaminergic neurons 1.411 (3, 8) 0.3091 

Germline apoptosis  7.707 (3, 12) 0.0039 

Glutathione-S-transferase 

activity 

4.213 (3, 20) 0.0183 

GST-4 expression 4.933 (3, 8) 0.0316 

Number of eggs 0.447 (3, 16)  0.7225 

Reactive oxygen species 

(images) 

2.293 (4, 15) 

 

0.1073 

 

Reactive oxygen specie 3.706 (4, 15) 0.0273 

SOD-3 expression 3.852 (3, 12) 0.0384 

Survival comparison 10.520 (14, 56)  <0.0001 

Survival rate – Ag-NPs 0.573 (4, 10) 0.6885 

Survival rate – 

Fe3O4@Ag-NPs 

13.660 (4, 22) <0.0001 

 

Table 2S. Description of the parametric statistical analysis by two-way ANOVA followed by 

Tukey's comparisons test. 

Analyzed Parameters F (DFn, DFd) P value 

Egg laying 6.663 (3, 9)

  

0.0116 
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Table 3S. Description of nonparametric statistical analysis by Kruskal-Wallis test followed by 

Dunn’s comparisons test. 

Analyzed Parameters Kruskal-Wallis 

statistic 

 

P value 

Abnormal morphology 

of cholinergic neurons  

11.640 0.0004 

Body length - Ag-NPs 2.807 0.5907 

Survival - Fe3O4-NPs 3.937 0.4146 

Velocity 12.360 0.0063 
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Table 4S. Description of the mean, standard (std) deviation and std error of mean of analyzes performed. 

Analyzed 

Parameters 

Control 

 

1 µg.mL-1 

 

10 µg.mL-1 

 

50 µg.mL-1 

 

100 µg.mL-1 

Mean Std 

Deviation 

Std 

Error of 

Mean 

Mean Std 

Deviation 

Std 

Error of 

Mean 

Mean Std 

Deviation 

Std Error of 

Mean 

Mean Std 

Deviation 

Std 

Error of 

Mean 

Mean Std 

Deviation 

Std 

Error 

of 

Mean 

Abnormal 

morphology of 

cholinergic 

neurons 

1.2 

 

0.9 

 

0.4 

 

2.7 

 

0.0 0.4 5.0 1.0 0.5 4.5 0.5 0.2 - - - 

Body length - 

Ag-NPs 

100.0 0.0 0.0 104.2 12.0 6.0 99.0 2.0 1.0 103.7 7.3 3.6 104.9 26.2 13.1 

Body length - 

Fe3O4@Ag-NPs 

100.0 0.0 0.0 97.5 10.0 3.8 93.8 12.1 5.4 96.6 14.9 8.6 82.8 15.4 8.9 

Body length - 

Fe3O4-NPs 

100.0 0.0 0.0 97.8 

 

12.2 

 

5.0 

 

99.4 

 

4.6 

 

2.3 

 

93.1 

 

11.5 

 

6.6 

 

90.0 

 

5.4 3.1 

Brood size - 

Ag-NPs 

100.0 0.0 0.0 105.2 5.3 0.2 103.8 8.2 4.1 102.4 14.4 7.2 116.8 27.4 13.7 

Brood size - 

Fe3O4@Ag-NPs 

100.0 0.0 0.0 86.8 7.0 2.8 80.0 12.4 5.0 52.3 19.1 8.5 61.0 11.4 5.1 

Brood size - 

Fe3O4-NPs 

100.0 0.0 0.0 78.7 10.3 5.1 75.7 13.9 6.9 67.4 9.8 4.9 72.3 23.5 13.6 

Distance 

travelled 

0.6 0.1 0.0 0.5 0.1 0.0 0.6 0.2 0.0 0.2 0.1 0.0 - - - 

Dopaminergic 

neurons 

100.0 0.0 0.0 95.6 16.3 9.4 92.2 10.3 5.9 83.3 7.1 4.1 - - - 

Fluorescence 

intensity of  

100.0 0.0 0.0 84.8 16.9 8.4 72. 14.5 7.2 71.2 5.5 2.7 - - - 
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cholinergic 

neurons 

Germline 

apoptosis 

6.3 1.9 0.9 9.5 4.2 2.1 14.9 3.7 1.8 16.1 2.7 1.3 - - - 

Glutathione-S-

transferase 

activity 

100.0 0.0 0.0 147.4 54.3 22.1 149.4 51.5 21.0 185.0 36.2 14.7 - - - 

GST-4 

expression 

100.0 0.0 0.0 116.1 3.0 1.7 121.5 7.9 4.5 134.5 20.5 11.8 - - - 

Number of eggs 
71.2 16.0 7.1 74.8 9.2 4.1 72.6 8.5 3.8 66.6 10.9 4.9 - - - 

Reactive 

oxygen species 

100.0 0.0 0.0 197.1 36.0 18.0 370.5 229.0 114.5 550.8 243.3 121.7 - - - 

Reactive 

oxygen species 

(images)  

100.0 0.0 0.0 100.8 11.2 5.62 143.8 22.7 11.3 193.0 41.2 20.6 - - - 

SOD-3 

expression 

100.0 0.0 0.0 131.8 33.1 16.5 143.7 38.9 19.4 165.0 21.0 10.5 - - - 

Survival - 

Fe3O4-NPs 

100.0 0.0 0.0 101.3 7.0 2.8 96.5 10.3 4.2 94.6 9.0 3.6 - - - 

Survival rate – 

Ag-NPs 

100.0 0.0 0.0 102.9 4.9 2.8 95.6 2.8 1.6 109.9 24.5 14.1 98.8 11.4 6.5 

Survival rate – 

Fe3O4@Ag-NPs 

100.0 0.0 0.0 93.0 14.1 5.7 80.6 14.7 6.0 61.1 14.3 6.4 56.2 5.3 2.6 

Velocity 0.5 0.2 0.0 0.4 0.0 0.0 0.4 0.1 0.0 0.2 0.1 0.0 - - - 
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Table 5S. Description of the mean, standard (std) deviation and std error of mean of survival comparison. 

 

Survival comparison 

Control 

 Mean Std Deviation Std Error of Mean 

Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs 

100.0 100.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

1 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs 

93.1 101.3 102.9 14.2 7.0 4.9 5.7 2.8 2.8 

10 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs 

80.6 96.5 95.6 14.7 10.3 2.8 6.0 4.2 1.6 

50 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs 

61.1 94.6 100.5 14.3 9.0 8.3 6.4 3.6 4.7 

100 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs Hybrid NPs Fe3O4@Ag-NPs Ag-NPs 

56.2 103.8 98.8 5.3 11.8 11.4 2.6 5.2 6.5 
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      Table 6S. Description of the mean, standard (std) deviation and std error of mean of egg laying. 
  

Egg laying 

Control 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

(-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole 

29.7  45.7 9.6  10.9 4.8 5.4 

1 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

(-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole 

 18.5 41.0  9.9 9.0 4.9  4.5 

10 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

(-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole 

 14.5 31.7 3.3  12.0  1.6 6.0 

50 µg.mL-1 

Mean Std Deviation Std Error of Mean 

(-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole (-) levamisole (+) levamisole 

 7.7 13.2  6.0 6.2  3.0 3.1 
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Table 7S. Description of the mean, standard (std) deviation and std error of mean of DAF-16 translocation. 
 

DAF-16 translocation 

Control 

Cytosol Intermediate Nucleus 

Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean 

 18.6  3.2 1.8   9.6  2.0 1.2  1.6 1.5  0.8  

1 µg.mL-1 

Cytosol Intermediate Nucleus 

Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean 

 18.3  3.0 1.7  10.3  1.5 0.8  1.3  1.5  0.8  

10 µg.mL-1 

Cytosol Intermediate Nucleus 

Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean 

 6.0  3.6 2.0   10.3  2.5  1.4  13.3  2.0 1.2  

50 µg.mL-1 

Cytosol Intermediate Nucleus 

Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean Mean Std Deviation Std Error of Mean 

 4.0 3.0  1.7 11.3   4.0 2.3  14.6  1.5  0.8  
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Figure 3S. Exposure to NPs did not alter the body length. Body length of worms exposed to different 

concentrations of (A) Fe3O4-NPs (n=6); (B) Ag-NPs (n=4) and (C) Fe3O4@Ag-NPs (n=7) (L4 stage). Data were 

expressed as mean ± standard error of mean (SEM).  The analysis of the body length for Fe3O4-NPs and Fe3O4@Ag-

NPs was performed by One-way ANOVA. To analyze of the body length of worms exposed to Ag-NPs was 

performed by nonparametric Kruskal-Wallis test. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O aumento do uso de produtos obtidos por meio da nanotecnologia gera a 

necessidade da ampliação de estudos sobre a segurança dessas substâncias. 

Nanopartículas híbridas representam uma promissora estratégia no desenvolvimento 

de nanomateriais versáteis com diferentes características e funções em  uma única 

nanoestrutura. No entanto, existem poucos estudos in vivo que comprovem a 

segurança de Fe3O4@Ag-NPs sintetizadas por rota biogênica, sendo necessárias 
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maiores investigações sobre sua atuação em sistemas biológicos. 

As Fe3O4@Ag-NPs apresentaram toxicidade significativa na sobrevivência e 

reprodução de C. elegans, todavia o mesmo não ocorreu para Fe3O4-NPs e Ag-NPs. 

Além disso, a exposição a Fe3O4@Ag-NPs diminuiu a postura de ovos, bem como 

causou o aumento da apoptose celular na linhagem germinativa dos vermes.   Após a 

exposição ao agonista colinérgico levamisol, a postura de ovos não foi estimulada na 

maior concentração testada, sugerindo que a toxicidade está relacionada com o 

sistema colinérgico. 

De forma geral, é possível verificar que Fe3O4@Ag-NPs causam toxicidade 

significativa em C. elegans. Nosso trabalho sugere que o mecanismo de toxicidade das 

Fe3O4@Ag-NPs atua no sistema colinérgico diminuindo a reprodução e o movimento 

natatório dos vermes, ativando  também a apoptose celular. Além disso, observamos o 

aumento dos níveis de EROs e a modulação do fator de transcrição DAF-16, por meio 

da sua translocação para o núcleo celular e consequentemente a ativação de 

processos de detoxificação, verificados pelo aumento da expressão de GST-4, SOD-3 

e atividade de GST.  
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