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RESUMO GERAL

Nas dltimas décadas constatou-se que a degradacdo dos ecossistemas aquaticos estd
ligada diretamente com a emissao de rejeitos domésticos, industriais e agricolas. Entre
eles encontramos, por exemplo, agrotéxicos como o carbofurano, da familia carbamato,
e nanomateriais manufaturados, como os nanotubos de carbono de paredes mltiplas.
Com o aumento da produgdo destes materiais torna-se inevitdvel o efeito a satde
humana e ao meio ambiente. Desta forma este estudo teve por objetivo avaliar os
efeitos subletais dos nanotubos de carbono de paredes multiplas, do carbofurano e de
nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas e carbofurano utilizando-se como
marcador biolégico o consumo de oxigénio, a excrecdo de amonia em Palaemon

pandaliformi.

Palavras-chave: nanoecotoxicologia, nanomateriais, agrotoxico, consumo de oxigénio,

excregdo de amonia.



GENERAL ABSTRACT

In the last decades it has been verified that the degradation of the aquatic ecosystems is
linked directly with the emission of domestic, industrial and agricultural waste. These
include, for example, agrochemicals such as carbofuran from the carbamate family and
manufactured nanomaterials such as multi-walled carbon nanotubes. As the
production of these materials increases, the effect on human health and the
environment is inevitable. Because there is not only a pollutant in the environment, it is
necessary to understand the interaction of these materials and their effects on biota, in
order to better understand the potential deleterious effects they may cause. Thus, this
study aimed to evalutuate the sublethal effects of multiple walled carbon nanotubes, of
carbofuran and multiple walled carbon nanotubes and carbofuran using as biomarker

oxygen consumption, ammonia excretion in Palaemon pandaliformis.

Key-words: nanoecotoxicology, nanomaterials, agrotoxic, oxygen consumption,
ammonia excretion.



INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, o crescimento da industrializacdo tem sido um dos fatores
responsaveis pelo grande aumento das atividades antrépicas sobre os recursos
naturais. Praticamente todos os ecossistemas do planeta foram afetados de alguma
forma pelas atividades humanas, como por exemplo, a contaminagdo dos biomas
aquaticos (Goulart e Callisto, 2003; Pinto et al. 2013).

A degradacdo dos ecossistemas aquéticos estd ligada diretamente com a
emissdo de rejeitos domésticos, industriais e agricolas (Martinez e Célus, 2002). Os
nanomateriais, poluentes emergentes, sao exemplos de substancias as quais os animais
aquaticos estdo expostos (Paschoalino, 2010; Nogueira et al., 2015), e o aumento da
utilizagdo dessa tecnologia pode trazer contaminacdo ao meio ambiente e a biota
aquatica. Atualmente os nanomateriais, sdo utilizados em diferentes setores
industriais, como farmacéuticos, téxteis, cosméticos, eletronicos e ambientais
(Paschoalino, 2010; Gambardella et al., 2015). Por possuirem um tamanho diferenciado,
nanomateriais como os nanotubos de carbono, sdo promissores nos setores industriais,
pois apresentam caracteristicas distintas em suas propriedades opticas, quimicas e
fisicas (Dresselhaus et al., 2001).

A utilizacao de nanomateriais na aquicultura tem favorecido a melhoria de
técnicas que sdo capazes de resolver diversos problemas, por exemplo, aqueles ligados
a saude animal, reproducdo, produgdo, prevencdo e tratamentos decorrentes de
agentes patogénicos (Rather et al., 2011; Nogueira et al., 2015), além de sua aplicagdo em
tanques de aquicultura para maior eficiéncia na producao (Chang et al., 2010) e
melhoramento de filtros, o que confere melhor qualidade da 4gua (Handy et al., 2011).

O uso de nanomateriais, como nanotubos de carbono de paredes multiplas, ja
demonstrou sua eficiéncia no setor da aquicultura, porém estudos anteriores
mostraram que esses materiais podem ser maléficos, quando absorvidos pelos
organismos aqudticos e em contato com a epiderme (Oberdorster et al., 2005;
Paschoalino et al.,, 2010); além disso, o aumento do descarte incorreto das
nanoparticulas manufaturadas em ecossistemas naturais deve ser analisado, com o
objetivo de diminuir os impactos no meio ambiente, e sua utilizacao deve ser feita de
modo responsdvel para que sejam reduzidos os efeitos nocivos a satide humana

(Handy, 2012; Becaro, 2013), ja4 que existe um amplo interesse no seu potencial



econdmico, tecnolégico e cientifico (Geim e Novoselov, 2007; Klaine et al., 2008;
Johnston et al., 2013; Schultz et al., 2014; Campos-Garcia et al., 2016).

A partir da década de 40, o aumento da utilizagdo de pesticidas organicos na
agricultura promoveu maior capacidade produtiva com melhor qualidade, atendendo
ao aumento da demanda nos setores alimenticios (Branco, 1988). Entretanto, Bull e
Hathaway (1986) observaram que quanto maior a utilizagdo de agrotéxicos de maneira
erronea, em doses elevadas ou excessivas, mais estes compostos intensificavam os
problemas ambientais.

O carbamato é um agrotéxico muito utilizado na agricultura brasileira como
pesticida, pois apresenta uma maior eficiéncia no controle de pragas agricolas, atuando
por contato direto ou apds sua ingestdo (FMC, 1997). Porém, com a acdo dos
fendmenos naturais, como por exemplo, as chuvas nas plantacdes e o transporte de
substancias do solo para os leitos aquaticos encontraram o carbamato na fauna
aquatica como seu destino final (Paschoalino, 2010).

O carbofurano (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato) é um
inseticida da familia dos carbamatos, que possui alta toxicidade para invertebrados e
vertebrados aquaticos, sendo diariamente aceitdvel na ingestao de 0 a 0,002
mg/Kg/dia, sendo estabelecido limite maximo de 7ugL® (World Heath Organization,
1996). Esta substancia pode ser facilmente degradada no ambiente, porém proporciona
efeitos deletérios em espécies ndo-alvo, antes que haja sua dissipacdo ambiental
(Moreira et al., 2004).

Devido aos efeitos nocivos as espécies ndo-alvo, o carbofurano foi proibido nos
Estados Unidos e Europa (USEPA, 2006) mas no Brasil continua sendo utilizado na
agricultura (Alves, 2001; Grutzmacher et al., 2008; Mansano et al., 2013). Sabendo-se da
grande utilizacdo de Carbofurano na agricultura brasileira (Mansano et al., 2013), e da
intensificagdo industrial para elaboracao de novos nanomateriais (Gambardella et al.,
2015), criou-se a necessidade de investigar os efeitos causados por essas substancias,
realizando testes agudos de exposicdes simples e combinadas, a fim de observar e
analisar seus reais efeitos em organismos aquéticos e prever os possiveis efeitos toxicos
quando ambas substancias forem descartadas separadamente no ambiente e, da
mesma forma, prever a possivel interacdo de ambos xenobidticos e seus efeitos
deletérios quando expostos na biota aquatica.

A espécie Palaemon pandaliformis, pode ser considerada um bioindicador da

qualidade da d4gua em ambientes dulcicolas, por ser uma espécie de ampla distribuicao



no litoral brasileiro (De Melo, 2003), e sensivel a poluentes (Duran et al., 2015b),
portanto esta espécie foi utilizada para avaliar e determinar os efeitos dos nanotubos
de carbono de paredes mdltiplas e carbofurano e a interacio de ambos em seu
metabolismo.

Assim, elaborou-se o artigo, intitulado “Efeito dos nanotubos de carbono de
paredes mudaltiplas, carbofurano e suas interacdes no metabolismo de rotina do
Camardo (Palaemon pandaliformis, Stimpson, 1871)”, o qual serd apresentado na forma

de capitulo desta dissertagdo.

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos nanotubos de carbono de paredes mdultiplas e do
carbofurano, e a interacdo entre ambas as substincias no metabolismo de rotina na
espécie de camardo de agua doce, Palaemon pandaliformis, utilizando-se como
marcador fisiolégico o consumo especifico de oxigénio e a excregdo especifica de
amonia, estudando se ha ou ndo aumentos ou diminui¢des quando expostos aos

xenobioticos empregados.

OBJETIVO ESPECIFICO

Observar o comportamento dos camardes de dgua doce da espécie, Palaemon
pandaliformis, quando em contato com as nanotubos de carbono de paredes multiplas e
carbofurano.

Auxiliar na identificacdo dos efeitos téxicos no metabolismo de rotina do
Palaemon pandaliformis, utilizando como marcadores biol6gicos o consumo de oxigénio

e excre¢ao de amonia.
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CAPITULO 1

Efeito dos nanotubos de carbono de paredes multiplas e carbofurano no

metabolismo de rotina do Camarao (Palaemon pandaliformis, Stimpson, 1871).
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RESUMO

Sabendo-se da possivel contaminagao dos leitos aquéaticos por nanotubos de carbono
de paredes mdltiplas e carbofurano, criou-se a necessidade de investigar os reais
efeitos desses xenobioticos quando expostos no ambiente aquatico. Neste contexto o
objetivo deste trabalho, foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo simples de nanotubos de
carbono de paredes multiplas 0.0; 0.001; 0.1; 0.5 e 1.0 mg/L, de carbofurano 0.0; 0.0001;
0.001; 0.005 e 0.01 mg/L e da interacdo por meio do uso das mesmas concentragdes de
carbofurano acrescidas de 0.1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes mdltiplas,
analisando como biomarcador o consumo de oxigénio e excre¢io de amonia do
camardo, Palaemon pandaliformis, expostos durante 24 horas. As exposicdes a diferentes
concentra¢des de nanotubos de carbono de paredes multiplas e de carbofurano, de
forma isolada, causaram aumento do consumo de oxigénio e da excregdo de amonia
em todas as concentragdes empregadas, quando comparadas aos grupos controles sem
adigdo de xenobidtico. Ao observar o consumo de oxigénio na exposi¢cdo combinada de
carbofurano acrescida de nanotubos de carbono de paredes maltiplas, observou-se que
os efeitos dos nanotubos de carbono de paredes multiplas, e do carbofurano
aumentaram, quando comparados com as suas respectivas exposi¢des simples. Ao
analisar a excrecao de amoénia comparando as exposi¢des simples com as exposigdes

combinadas ndo observamos diferencas na excre¢io de amoénia. Concluimos nesse
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estudo que os efeitos subletais dos nanotubos de carbono de paredes mdltiplas, e do
carbofurano e quando ambos se interagem, demonstraram ser prejudicial a espécie de
camardo de agua doce, Palaemon pandaliformis. Sao necessarios mais estudos para
investigar os reais efeitos toxicos dos nanotubos de carbono de paredes multiplas e do

carbofurano quando expostos ao ambiente aquatico.

Palavras Chaves: nanoecotoxicologia, carbofurano, consumo de oxigénio, excrecao de

amoOnia, metabolismo de camardes.

Effect of multiple-walled carbon nanotubes and carbofuran on routine shrimp

metabolism (Palaemon pandaliformis, Stimpson, 1871).

ABSTRACT:

Knowing the possible contamination of the aquatic beds by multiple-walled carbon
nanotubes and carbofuran, it was necessary to investigate the real effects of these
xenobiotics when exposed in the aquatic environment. In this context the objective of
this work, it valued the effects of the simple exhibition of multi-walled carbon
nanotubes 0.0; 0.001; 0.1; 0.5 and 1.0 mg/L, of carbofuran 0.0; 0.0001; 0.001; 0.005 and
0.01 mg/L and the interaction through the use of the same concentrations of
carbofuran added of 0.1 mg/L of multi-walled carbon nanotubes, analyzing how
biomarkes the consumption of oxygen and excretion of amonnical of the shrimp,
Palaemon pandaliformis, exposed during 24 hours. The exhibitions to different
concentrations of multi-walled carbon nanotubes and of carbofuran, in the isolated
form, they caused increase of the consumption of oxygen and of the excretion
ammonical in all the employed concentrations, when controls were compared to the
groups without addition of xenobiotics. While observing the consumption of oxygen in
the combined exhibition of carbofuran added of multi-walled carbon nanotubes, it was
noticed that the effects of the multi-walled carbon nanotubes and of the carbofuran
they increased, when compared with his respective simple exhibitions. While
analyzing the excretion of ammonical comparing the simple exhibition with the
combined exhibitions we do not observe differences in the amonnical excretion. We

end in this study that the sublethal effects of the multi-walled carbon nanotubes and of
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the carbofuran and whe both if they interact, demonstrated to be damaging to the sort
of shrimp of fresh water, Palaemon pandaliformis. More studies are necessary to
investigate the real toxic effects of multi-walled carbon nanotubes and of the

carbofuran when exposed to the aquatic environment.

Key words: nanoecotoxicology, carbofuran, oxygen consumption, ammonia excretion,

shrimp metabolism

INTRODUCAO

Os nanomateriais manufaturados possuem propriedades tinicas especificas, as
quais diferem da encontrada na natureza (Handy et al., 2011), além disto, possuem uma
maior facilidade em se ligar a outros compéstos (Guazelli e Perez, 2009), dentre as
diversas classificacdbes de tamanho dos mnanomateriais a escala de tamanho
compreendida entre 1 a 100nm é a mais descrita (Moore, 2006, Smith, 2007;
Masciangioli e Zhang, 2013; Roco, 2013), contudo, muito embora exista a crescente,
ainda nao se sabe ao certo a toxicidade desses nanomateriais, quando expostos ao meio
ambiente aquético (Martinez e Alves, 2013).

Com a utilizagdo de nanomateriais por diversos setores industriais sao de
grande interesse na elaboracdo de novos produtos com distintos comportamentos
(Handy et al., 2011). Entretanto existem poucos estudos com relacdo a sua toxicidade
nos ambientes e 0 que causam nos processos fisiolégicos dos animais aquéticos (Britto
et al., 2012). Todavia, hdA um aumento na utilizagdo dos nanomateriais em produtos
rotineiros como, farmacos, téxteis, latex, alimentos e tecnologias, (Paschoalino, 2010).

Para a engenharia de aquicultura, os nanomateriais estdo ligados diretamente
na criagdo de novas gaiolas de peixes, mais resistentes ao ambiente e, filtros modernos
com maior capacidade de limpeza da agua em tanques (Handy et al., 2011). Na
aquicultura a dispersdo desses xenobidticos no meio aquatico é facilitada por
desgastes.

Klaper et al., (2010) destacam que os nanomateriais manufaturados atingem
com facilidade a biota aquatica, o que torna fundamental determinar se estes
nanomateriais irdo causar impactos a esses organismos.

Estudos sugerem que os nanomateriais podem ter uma permeabilidade maior

através da epiderme, membranas celulares e mucosas de invertebrados e vertebrados
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aquaticos, ja que possuem pequena dimensdo, reatividade quimica elevada e
propriedades fisicas e Opticas distintas (Dresselhaus et al., 2001)., Além disso, os
nanomateriais possuem efeito téxico ampliado quando em contato com outros
xenobibticos, devido principalmente a sua maior area superficial em comparacdo as
particulas maiores (Oberdorster et al., 2005; Paschoalino et al., 2010), o que confere
maior aderéncia de outras moléculas, facilitando o transporte de outros poluentes pelo
ambiente (Kleiner et al., 2003).

Ao analisar estudos anteriores com invertebrados aquaticos, Palaemonetes pugio,
Mercenaria mercendria, Llyanassa obsoleta, Leptocheirus plumulosus, expostos a 5 mg/L de
nanoparticulas de ouro e Leptocheirus plumulosus expostos a 1000; 1500 e 2000 ug.g de
oxido de zinco; oxido de niquel e oxido de cobre, Artemia Salina, Daphnia magna
expostos a 8,2; 10,2; 12,8; 16,0 e 20,0 mg/L de nanoparticulas de diéxido de titanio e
oxido de ferro, foi observada a toxicidade aguda das nanoparticulas e seus efeitos
deletérios em todos os organismos-testes analisados (Ferry et al., 2009; Ates et al., 2013
a; Hanna et al., 2013; Nogueira et al., 2015).

Gambardella et al. (2015), ao investigarem os efeitos téxicos da nanoparticulas
de prata sobre a Amphisobalanus amphitrite e Artemia salina, constataram que houve
mortalidade em 48 horas apds exposicdo as concentragoes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 50
mg/L, além de alteracdo da capacidade natatéria. Ferry et al. (2009), ao expor o
Palaemonetes pugio a concentracdes de nanoparticulas de ouro, verificou alteracées nas
branquias, confirmando a toxicidade desse material frente ao organismo-teste. Ao
estudar a espécie Leptocheirus plumulosus expostos a diferentes concentracdes de
nanoparticulas de cobre, Hanna et al. (2013) verificaram mortalidade em diferentes
concentra¢des, alem de acumulagdo nos anfipodes. Park et al. (2014) também
observaram mortalidade de 43% em 96 horas de exposicdo da espécie Tigriopus
japonicus em concentragdo de 40 mg/L. Entretanto, Nogueira et al. (2015) ao exporem A.
salina a concentragdes entre 8,2 e 20 mg/L de nanoparticulas de diéxido de titanio, ndo
observaram nenhum efeito toxico em 96 horas de exposi¢do. Entretanto, ao comparar
com o estudo de Ates et al., (2013) ao expor A. salina em diferentes concentracdes de
nanoparticulas de oxido de zinco, observou bioacumulagdo e mortalidade quando se
aumentava a concentracao e o tempo de exposicao sendo a maior de 100 mg/L até 96
horas.

Sabendo-se da toxicidade dos nanomateriais quando em contatos com

organismo aquaticos (Handy et al., 2008a), intensificou-se a necessidade de avaliar os
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possiveis efeitos deletérios e toxicidade dos nanotubos de carbono de paredes
multiplas, quando em contato simples com a espécie de Camardo Palaemon
pandaliformis, e também em interagdo com o carbofurano. Além das nanoparticulas
manufaturadas, os organismos aquaticos estdo expostos a outros agrotdxicos (Barbieri
et al., 2013), como o carbofurano, um carbamato muito conhecido no Brasil (Barbieri et
al., 2013) e utilizado como pesticida (FMC, 1997). O carbofurano é facilmente
degradado, porém pode provocar efeitos nocivos em espécies ndo alvos antes que
ocorra a dispersao no ambiente, assim apresenta alta toxicidade (Word Health
Organization, 1996, Moreira et al., 2004). Os efeitos toéxicos do carbofurano sao
semelhantes aos de outros carbamatos, uma vez que inibem a producdo de
acetilcolinesterase nas jungdes sindpticas e neuromusculares (Jash e Bhattacharaya,
1983).

De acordo com Pinto et al. (2013), a fauna aquatica sofre grandes impactos
causados pela agdo antrépica nos arredores dos ambientes aquaticos, pois essas agdes
resultam na contaminacdo por diversos xenobiéticos. Barbieri (2007), Barbieri e Paes
(2011) sugerem que estudos a respeito do metabolismo de rotina em peixes e camardes
podem ser essenciais para avaliar a qualidade do ambiente em que estes animais estao
inseridos.

Os camardes da espécie Palaemon pandaliformis, da familia Palaemonidae,
popularmente conhecido como Camarado Branco, Fantasma ou Potitinga, ocorre desde
o sul do Brasil até a Guatemala (De Melo, 2003). A espécie é detritivora de habito
bentdnico e pequeno porte. Geralmente, sdo encontrados no substrato dos manguezais,
proximo as raizes da vegetacdo marginal e apresentam grande importancia para o
ecossistema (Coelho, 1963; 1964; Bond-Buckup e Buckup, 1999).

O Palaemon pandaliformis é considerado um 6timo bioindicador da poluigao de
origem antropica em ambientes aquaticos, j& que estd intimamente relacionada ao
sedimento, onde é capaz de assimilar os xenobiéticos biomagnificando-os ao longo da
cadeia (Martins et al., 2006). Por esse motivo muitas espécies de crustaceos sdo usadas
em estudos de toxicidade, ja que conferem sensibilidade as alteracdes ambientais
(Barbieri e Paes, 2011).

Neste trabalho analisaram-se os efeitos do carbofurano, dos nanotubos de
carbono de paredes mdltiplas e a interagdo entre as duas substancias, avaliando seus
efeitos deletérios no metabolismo de rotina do camardo Palaemon pandaliformis,

seguindo o pressuposto de que a modulagdo das duas substidncias, em conjunto,
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provocaria alteracdes no consumo de oxigénio e excre¢do de amonia para a espécie em
exposicao aos xenobidticos.

O elucidar destas questdes pode auxiliar no monitoramento de fontes
poluidoras, atenuando os danos ao ambiente onde sdo descartados os residuos toxicos
(Becaro, 2013).

A hipotese do presente estudo foi que com a exposicdo combinada dos
nanotubos de carbono de paredes multiplas e carbofurano haveria potencializacao dos
efeitos quando expostos juntos no metabolismo da espécie de camardo, Palaemon
pandaliformis.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e Manutengdo do organismo teste

Espécimes do camarado Palaemon pandaliformis foram coletados com auxilio de
rede de pucé e peneira, durante a maré baixa, nas margens do rio Mandira, localizado
dentro dos limites da Reserva Extrativista do Mandira, coordenada geografica (25°
0,58.95” S, 48° 0713.79” W), municipio de Cananeia, estado de Sao Paulo, e
transportados para o laboratério de Estudos Ecotoxicolégicos do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento do Litoral Sul, Instituto de Pesca em Cananeia.

Os individuos coletados foram alocados em tanques circulares com capacidade
de 1.000 Litros devidamente higienizados, e passaram por um periodo de aclimatacao,
com duracdo minima de 2 semanas (14 dias), em temperatura controlada de 20°C (+
2°C) com aeragdo constante, e renovacao diaria de 4gua desclorada.

Os P. pandaliformis foram alimentados regularmente com ragdo extrusada
especifica para camardes e submetidos a um jejum de 24 horas, antes de serem
utilizados nos experimentos de metabolismo de rotina.

Os organismos testes utilizados neste estudo, foram escolhidos e manuseados
nos experimentos segundo as recomendacdes da USEPA (2002).

Caracteristicas fisico-quimicas da dgua
A caracteristica da dgua utilizada para os experimentos foram: pH 6,8 (+ 0,3);

oxigénio dissolvido 6,3 (£ 0,2mg/L); dureza entre 46 e 48 mg de CaCO3/L;

condutividade elétrica 42 (£ 2,4) pS cm. A condutividade elétrica foi determinada por
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meio de um condutivimetro portatil, previamente calibrado com solugdo padrdo de

1413 pS cm1,

Nanomaterial e pesticida

O pesticida empregado foi o carbofurano de padrao analitico (2,3-diidro-2,2-
dimetil-7-benzofuranil metil carbamato) (99,5%, Sigma) (Campos e Barbieri, 2013).
Enquanto que o nanomaterial empregado foi o nanotubos de carbono de paredes
multiplas, fornecido pelo Laboratério de Quimica do Estado Soélido, Instituto de
Quimica - UNICAMP. (IIJIMA, 1991).

Este nanomaterial é constituido de folhas de grafenos enroladas de maneira a
formar uma peca cilindrica com didmetro préximo de 1 nanometro, o mesmo foi
crescido de deposicdo de vapor quimico e comercialmente disponibilizado (CDV) por
[Ctube 100, CNT Co. Ltd., Incheon - South Korea], foi oxidado com acido nitrico, na
intencdo de gerar grupos oxigenados na superficie dos nanotubos e melhorar sua
dispersao em dgua (Martinez et al., 2013).

Consumo Especifico de Oxigénio

Um total de 75 camardes foram submetidos aos ensaios de metabolismo de
rotina e avaliados pelo consumo especifico de oxigénio, no intuito de analisar os efeitos
subletais dos nanotubos de carbono de paredes mdltiplas e carbofurano. Para isso
separaram-se 5 grupos para o teste do nanotubos de carbono de paredes multiplas
contendo 5 animais em cada grupo com peso médio dmido de 0,20 gramas (+ 2
gramas), de acordo com o seguinte delineamento:

- Controle: 0,0 mg/L; Grupo 1: 0,001 mg/L; Grupo 2: 0,1 mg/L; Grupo 3: 0,5
mg/L; Grupo 4: 1,0 mg/L.

Para os testes do carbofurano, outros 5 grupos, contendo 5 animais em cada
com peso médio tmido de 0,20 gramas (+ 2 gramas), foram formados de acordo com o
delineamento seguinte:

- Controle: 0,0 mg/L; Grupo 1: 0,0001 mg/L; Grupo 2: 0,001 mg/L; Grupo 3:
0,005 mg/L; Grupo 4: 0,01 mg/L.

Para a avaliagdo da interacdo entre as duas substancias seguiu-se o mesmo

procedimento adotado para o carbofurano, porém acrescidas de nanotubos de carbono
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de paredes mdltiplas na concentracdo de 0,1 mg/L, totalizando 1 grupo controle 0,0
mg/L e 4 experimentais.

No inicio de cada experimento foram separados cinco aquérios, sendo um para
cada grupo, contendo 3 litros de dgua filtrada com aeracdo constante, mantidos a 22 + 1
°C, e os contaminantes adicionados com o auxilio de pipetas de precisdo, para obter-se
a concentracao final determinada e garantir a homogeneidade na distribuigao.

Passados 10 minutos desse procedimento, inseriram-se os individuos de P.
pandaliformis nos aquarios e apds 24h de exposigdo aos contaminantes, os camardes
foram separados em respirdmetros cilindricos com volume de 180 ml, sendo um
individuo por aparelho, os quais foram mantidos em sistema com circulacao constante
de agua por 30 minutos, para diminuir o estresse causado pelo manuseio. Em seguida,
os respirometros foram fechados, interrompendo o fluxo interno de agua a fim de
isolar o sistema. Ap6s uma hora, coletaram-se imediatamente as amostras de agua dos
respiroOmetros, para a analise 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 1.L -1.h ).

As concentragbes dos xenobidticos foram determinadas através de estudos
prévios realizados no laboratério e das concentragdes encontradas na dgua da regiao
Marques et al., (2007).

Excrecdo Especifica de Amonia

As amostras de agua coletadas para andlise da excrecdo de amodnia foram
realizadas simultaneamente com as coletas de consumo especifico de oxigénio.

A excrecao de amonia foi determinada pela diferenca entre as concentracoes de
nitrogénio amoniacal inicial e final de uma hora, de acordo com o volume do
respirdmetro, a massa tmida do P. pandaliformis e o tempo de confinamento (mL.g -.L -
Lh 1). O nitrogénio amoniacal foi determinado pelo método de Nessler (Greenberg,

1995).

Analises Estatisticas
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As médias do consumo especifico de oxigénio e da excrecdo de amoénia dos
camardes foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com
confiabilidade de 95%, e ao teste de homocedasticidade de Levene. Posteriormente,
aplicou-se o teste ANOVA para comparar os tratamentos e o teste de comparagdes

multiplas de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS

Consumo de oxigénio

A exposigdo dos camardes as concentragdes de nanotubos de carbono de
paredes multiplas apresentou um aumento do consumo especifico de oxigénio em
todas as concentragdes empregadas. Na concentracao de 0,1 mg/L de nanotubos de
carbono de paredes multiplas, houve o maior valor do consumo de oxigénio em
relacdo ao controle (Figura 1). Todas as concentracdes de nanotubos de carbonos de
paredes multiplas estudadas apresentaram diferenca estatistica significativa em relacao

ao controle no consumo especifico de oxigénio (Figura 1).
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Figura 1: Consumo especifico de oxigénio (mLO2/¢/L/h) do camardo Palaemon pandaliformis,

em relagio a concentragio de nanotubos de carbono de paredes muiltiplas. As colunas
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representam as médias (n=5) e as barras sdo os respectivos desvios padrdo. O asterisco (*) indica

diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle.

Os Camardes expostos a todas as concentracdes empregadas de carbofurano
apresentaram aumento do consumo especifico de oxigénio. Todas as concentragdes
analisadas apresentaram diferenca estatistica significativa, quando comparados ao

grupo controle. (Figura 2).
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Figura 2: Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) do camardo Palaemon pandaliformis,
em relagdo a concentragio de carbofurano. As colunas representam as médias (n=5) e as barras

sdo os desvios padrdo. O asterisco (*) indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle.

Na comparacdo da exposigdo simples de carbofurano (0,0001; 0,001; 0,005 e 0,01
mg/L) com a exposicdo das mesmas concentragdes de carbofurano acrescidas de 0,1
mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas, observou-se que em relagdo ao
consumo especifico de oxigénio houve uma potencializagdo nos efeitos quando o
carbofurano interagiu com os nanotubos de carbono de paredes maultiplas,

aumentando o consumo de oxigénio em todas as concentracdes. (Figura 3).
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Figura 3: Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) do camardo Palaemon pandaliformis,
em relagdo a concentragio de carbofurano e carbofurano + 0.1 mg/L de nanotubos de carbono de
paredes miiltiplas. As colunas representam as médias e as barras sido os respectivos desvios
padroes (n=5). O asterisco indica os grupos que apresentam diferenca estatistica significativas
em relagdo ao controle. O simbolo e indica diferenca entre a exposicio simples e combinada em

uma determinada concentracdo.

Excrecdo de amonia

A excregdo especifica de amoénia dos camardes expostos a nanotubos de
carbono de parede mualtiplas apresentou aumento em todas as concentracdes
empregadas, sendo todas diferentes estatisticamente significativas em relacao ao grupo
controle. Observou-se um maior valor nas concentracdes iniciais (0,001 e 0,1 mg/L),

mas menores valores nas maiores concentracdes (0,5 e 1 mg/L) (Figura 4).
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Figura 4: Excregdo especifica de amonia (mg/L/g/h) em relagio a concentragio de nanotubos de
carbono de paredes miiltiplas. As colunas representam as médias (n=5) e as barras sio os
respectivos desvios padrio. O asterisco (¥) indica diferenca estatistica em relagido ao grupo

controle.

A excrecdo especifica de Amonia de camardes expostos ao carbofurano
apresentou aumento em todas as concentragdes empregadas, quando comparadas com
o grupo controle.

Observou-se que a maior excrecdo de amonia ocorreu com a concentracao de
carbofurano de 0,01 mg/L. Os resultados observados para todas as concentracdes

apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao grupo controle (Figura

5).
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As colunas representam as (n=>5) e as barras sdo os respectivos desvios padrio. O asterisco (*)

indica diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle.

A exposicdo do camardo as concentragdes simples do carbofurano (0,0001;
0,001; 0,005 e 0,01 mg/L) comparado as mesmas concentra¢des acrescidas de 0,1 mg/L
de nanotubos de carbono de paredes mdltiplas, observamos que nao houve diferenca

significativa na taxa de excre¢do especifica de amonia entre as comparagdes. (Figura 6).
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carbofurano + 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes muiltiplas. As colunas representam
as médias (n=5.) e as barras sdo os respectivos desvios padrdo. O asterisco indica 0s grupos que
apresentaram diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle. Nio houve diferencas

estatisticas entre a concentragdo simples e a concentragio combinada.

DISCUSSAO

No presente estudo observou-se os efeitos causados pelos xenobitticos, através
do metabolismo de rotina do camardo P. pandaliformis, analisando a sua taxa
respiratéria, pois a mesma estd relacionada com a energia liberada da oxidagdo do
substrato alimentar e estresses externos, sendo assim possivel mensurar o dispéndio de
energia para a manutencdo de processos vitais, e para manter o seu equilibrio
homeostase (Barbieri 2007). Analisou-se também no presente estudo a excrecao
especifica de amonia, pois a mesma esta relacionada ao estado fisiol6gico do animal,
frente as diversas condicdes ambientais e estressores externos, sendo possivel
mensurar a taxa de excre¢do para manutengdo do equilibrio homeostasico (Randall e

Wright, 1987).

25



Os resultados obtidos no presente estudo com a espécie de camardo de agua
doce, Palaemon pandaliformis, avaliando o metabolismo de rotina, observando os
biomarcadores, consumo especifico de oxigénio e excrecdo especifica de amonia,
indicaram que os camardes foram sensiveis a exposi¢des de nanotubos de carbono de
paredes madltiplas e de carbofurano, corraborando com estudos anteriores, os quais
avaliaram a toxicidade de nanotubos de carbono e de carbofurano em outras espécies
de invertebrados e vertebrados aquaticos (Bretaud et al., 2000; Nakagome et al., 2006;
Smith et al ., 2007, Baun et al., 2008; Moser e Marques, 2008; Azizullah et al., 2011;
Handy et al., 2011; Bourdiol et al., 2012; Barbieri et al., 2017).

Os efeitos deletérios do nanotubos de carbono de paredes mdultiplas no
consumo especifico de oxigénio do camardo P. palaemon foi verificado através do
aumento do consumo especifico de oxigénio em todas as concentra¢cdes empregadas
em 24 horas de exposigdo comparado ao grupo controle sem nanotubos de carbono de
paredes multiplas, porem seguidos de uma variacdo e tendéncia de diminuicdo do
metabolismo nas mais altas concentragdes, refletindo a dificuldades do camarao para
manter a homeostase.

A variacdo observada no consumo especifico de oxigénio, nas maiores
concentracdes empregadas de nanotubos de carbono de paredes miltiplas pode ser
esclarecida pela capacidade e facilidade das lamelas secundarias terem de se
remodular frente a um xenobiético estressor, a fim de obterem protecdo da &drea de
contato das branquias ao ambiente externo, prevenindo de possiveis lesdes. Esse
reajuste de reducdo de area de contato reflete diretamente na taxa respiratorio dos
organismos aqudticos, consequentemente podendo reduzir também o seu consumo
especifico de oxigénio, e essa manutengdo fisiolégica para protecio das lamelas
secundarias, sdo realizadas a fim de manter o equilibrio homeostasico do organismo
aquatico (Yang et al., 2000; Handy et al., 2008% Nilsson et al., 2012).

Entretanto, em outros trabalhos com espécies diferentes de camardes e peixes,
expostos a nanotubos de carbono e grafeno, ndo foram observados aumento do
consumo especifico de oxigénio (Smith ef al., 2007; Duran et al., 2015).

Avaliando-se os efeitos do carbofurano no consumo especifico de oxigénio do
metabolismo de rotina do camardo, Palaemon pandaliformis, observamos um grande
aumento da taxa de consumo em relacdo ao grupo controle, indicando estresse
ocasionado por esse xenobibtico, o que reflete na demanda de energia para manter a

homeostase. Entretanto, Barbieri et al. (2016) ao avaliarem o consumo especifico de
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oxigénio do Camarao Macrobrachium olfersii, em trés temperaturas com concentracdes
diferentes de carbofurano, observaram diminuicdo da taxa de consumo em todas as
concentracdes nas temperaturas empregadas.

Vargas et al. (1991) salientaram que os xenobiontes afetam os processos de
respiracdo de invertebrados e vertebrados, acelerando ou diminuindo, o que pode
induzir o uso de outras fontes de energia para reagdes de desintoxicacdo e estabilizacao
de padrdes metabdlicos. Isto pode explicar o aumento do consumo especifico de
oxigénio, a medida que a concentragdo de carbofurano foi elevada no presente estudo.

Na avaliagdo dos efeitos dos nanotubos de carbono de paredes multiplas do
presente estudo observou-se que a taxa de excrecdo especifica de amoénia do P.
pandaliformis, aumento em todas as concentracdes, porem as taxas de excrecoes foram
maiores nas duas primeiras concentra¢des empregadas, seguidas de uma tendéncia de
diminui¢do nas maiores concentragdes. Entretanto, Duran et al. (2015) ao exporem o
camardo Palaemon pandaliformis em concentra¢cdes de nanoparticulas de grafeno, nao
observaram alteragdes na excrecdo de amonia em 24 horas de exposigao.

Assim esses estudos indicam os diferentes efeitos dos nanomateriais nos
organismos aquaticos, pois o aumento ou diminui¢do da taxa de excrecao especifica
reflete a condicdo do animal frente ao contaminante estressor, pois o aumento da
excre¢do gera aumento do catabolismo dos aminoacidos, como também na tentativa de
eliminar o agente agressor do organismo, ja o decréscimo na taxa de excrecdo de
amonia reflete o estresse do organismo-teste aos danos causados dos xenobiéticos no
6rgao excretor, perda de habilidade de excrecdo e o possivel dano nas células
envolvidas nas atividades excretoras, em reagdo a exposicdo (Adams et al., 1989;
Deplege et al., 1995; Vijayavel e Balasubramanian, 2006; Damato e Barbieri 2012;
Barbieri et al., 2013).

Na avaliacao dos efeitos do carbofurano do presente estudo, observando a taxa
de excregdo especifica de amoénia do P. pandaliformis, observou-se aumento de excrecao
especifica de amonia em todas as concentragdes trabalhadas, corroborando os
resultados do presente estudo com estudos anteriores, como, por exemplo, o trabalho
de Barbieri et al. (2016) que observaram que o carbofurano apresentou efeito deletérios
nos camardes da espécie, Macrobrachuim olfersii, pois em seus resultados obtiveram
taxas elevadas de excrecdo especifica de amoénia em todas as temperaturas e

concentra¢des empregadas de carbofurano.
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Esses estudos reforcam os efeitos ecotoxicolégicos ocasionados pelo
carbofurano em diferentes organismos.

Na avaliagdo do consumo especifico de oxigénio do Palaemon pandaliformis
expostos a concentracoes de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas
acrescidas de carbofurano do presente estudo, observou-se que houve potencializacao
do efeito da concentracdo de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas
ao se associar com as trés primeiras concentragdes de carbofurano empregadas, tendo
um aumento de taxa de consumo especifico de oxigénio ao comparar com a exposi¢ao
simples de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas. Foi observado
também no presente estudo que a exposicdo combinada de carbofurano acrescida de
0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas, aumentou os efeitos do
carbofurano em todas as concentragdes empregadas de 0,0001; 0,001; 0,001 e 0,005
mg/L acrescidos de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas, pois a
taxa de consumo especifico de oxigénio, foi maior no carbofurano interagindo com o
nanotubos de carbono de paredes multiplas do que a apenas a exposicdo simples do
carbofurano. Entretanto em estudos anteriores com organismos aquaticos diferentes
como, por exemplo, a analisada por Campos-Garcia et al. (2015) que ao avaliarem a
associacdo de nanotubos de carbono e carbofurano no metabolismo do O. niloticus,
observaram uma diminuicdo da taxa de consumo de oxigénio em todas as
concentracdes trabalhadas, sendo menor ao controle até 9,5 vezes na maior
concentracdo empregada da interagdo.

Na avaliacdo da taxa de excrecdo especifica do presente estudo, ao comparar a
exposicao simples de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes multiplas com
interacao de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes mdltiplas acrescidas de
carbofurano, observamos que houve potencializagio do efeito do nanotubos de
carbono de paredes multiplas apenas quando foi acrescido de 0,001 mg/L de
carbofurano, tendo um aumento na taxa de excrecdao de 15% ao se comparar com a
exposicao simples de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes mudltiplas.
Entretanto as outras concentragdes de nanotubos de carbono de paredes miultiplas
acrescidos de carbofurano 0,0001; 0,005 e 0,01 mg/L ndo causaram diferenca na taxa de
excre¢do dos camardes quando comparadas com a exposicao simples de 0,1 mg/L de
nanotubos de carbono de paredes multiplas. Ao comparar a taxa de excregdo especifica

de amonia da exposicao simples de carbofurano com a exposicao combinada acrescida
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de 0,1 mg/L de nanotubos de carbono de paredes mdltiplas, observamos no presente
estudo que ndo houve potencializacdo pela interacao.

De acordo com Handy et al. (2008), nanotubos de carbono conseguem adsorver
com outras substdncias quimicas, promovendo um efeito sinergético desses nas
presenca de outros xenobiontes, potencializando os seus efeitos. Em combinagdo com
outros xenobibticos, os nanomateriais podem funcionar como '"cavalos de troias" ao
encontrarem a superficie das branquias, pois liberam concentracdes altas destes
elementos, ou provocam uma liberacdo lenta e prolongada dos ions no epitélio (Boncel
et al., 2015). Isso explicaria os efeitos ecotoxicolégicos encontrados neste estudo e em
outros realizados anteriormente com nanomateriais associados a outros contaminantes
como, por exemplo, os nanotubos de carbono de paredes multiplas e carbofurano

(Limbach et al., 2007).

CONCLUSAO

Os biomarcadores de consumo especifico de oxigénio e excrecdo de amonia
demonstraram serem bons indicadores para se avaliar o estudo das alteragdes no
metabolismo do Palaemon pandaliformis, expostos ao carbofurano e nanotubos de
carbono de paredes multiplas em exposicao simples e combinada.

A exposicdo simples de nanotubos de carbono de paredes mdultiplas e de
carbofurano aumentou a taxa de consumo especifico de oxigénio e excrecdo especifica
de amonia dos camardes em todas as concentracdes empregadas;

Ao avaliar a exposicdo combinada de carbofurano acrescido de 0,1 mg/L de
nanotubos de carbono de paredes multiplas, observou-se que, a taxa de consumo
especifico de oxigénio, houve um aumento dos efeitos do carbofurano nas trés
primeiras concentragdes empregada, enquanto que na excre¢do especifica de amonia
ndo houve diferenciacdo na taxa de excrecdo de amonia ao se comparar com a
exposigao simples.

Nao afirmou-se a hipdtese de que a exposicdo combinada da concentragdo de
nanotubos de carbono de paredes mdltiplas e de carbofurano se potencializarido
quando expostos juntos no metabolismo dos camardes Palaemon pandaliformis, pois os
resultados obtidos apenas demonstraram tendéncia de aumento de consumo de
oxigénio e excrecdo de amoénia nas concentragdes iniciais e ndo em todas as

concentra¢des empregadas em exposi¢do combinadas.
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Ainda sdo necessarios estudos para melhor compreensao dos mecanismos e da
interacdo entre os nanotubos de carbono de paredes multiplas com outras substancias
presentes no meio aquatico, elucidando os possiveis riscos ambientais e as vias pelas
quais esse xenobidtico atinge a fauna. Portanto, sdo necessarias medidas que
minimizem os danos ambientais provocados pelas substancias tdéxicas, como por

exemplo, o carbofurano e nanotubos de carbono de paredes multiplas.
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