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RESUMO GERAL 

 

A nanotecnologia apresenta potenciais aplicações em diversos setores, tais como 

eletrônica, farmacêutica, cosméticos, agroindústria e ambiental. Com o aumento da 

produção destes novos materiais, torna-se inevitável o risco para a saúde humana e 

ambiental devido ao descarte incorreto de seus produtos / resíduos. Desta forma, é 

primordial entender a interação destes novos materiais com o ambiente, buscando-se 

compreender melhor os seus potenciais efeitos adversos. O objetivo deste trabalho foi 

estudar os efeitos subletais decorrentes da exposição simples e combinada a um 

nanomaterial de carbono, o Óxido de Grafeno (OG), e elementos traço (zinco e cádmio) 

no metabolismo de peixes de água doce (Geophagus iporangensis). O consumo de oxigênio 

apresentou diferenças estatística na média em todas as exposições (OG, Zn, Cd, Zn+OG 

e Cd+OG). Já o biomarcador excreção de amônia revelou alterações apenas para a 

exposição ao zinco (exposição exclusiva e combinada). Foi observado que a presença de 

nanomateriais no meio intensificou o efeito do elemento traço pois constatou-se 

diferenças em relação ao controle em concentrações menores que na exposição exclusiva 

ao elemento traço. Além disso, a combinação Zn + OG apresentou um diâmetro 

hidrodinâmico maior e um potencial zeta menos negativo que o meio preparado apenas 

com OG ou OG+Cd. Desta forma, o estudo sugere que o Óxido de Grafeno pode 

funcionar como um cavalo de troia quando lançado no ambiente e pode potencializar o 

efeito de outros xenobiontes. 

 

Palavras-chave: nanotecnologia, nanoecotoxicologia, nanomateriais, co-contaminantes, 

consumo de oxigênio, excreção de amônia.  

  



 
 

 

ABSTRACT 

 

Nanotechnology has potential application in several areas, such as electronics, 

pharmaceutical, cosmetics, agribusiness and environmental. Due to the increase of 

production of these nanomaterials, the risk for human safe and environmental is 

inevitable, due the incorrect disposal of products / waste. Thus, it is fundamental 

understand its interaction with the environment, in order to better understand its 

potential adverse effects. The aim of this study is observed the sub lethal metabolism 

effects on freshwater fish (Geophagus iporangensis) due to exposure in single and 

combined form of graphene oxide (GO) and trace elements (zinc and cadmium).  O 

oxygen consumption showed difference statically in all exposition groups (GO, Zn, Cd, 

Zn+GO, Cd+GO). Perhaps, the biomarker ammonia excretion only showed difference 

for zinc exposure (exclusive and associated). The presence of nanomaterial intensified 

the effect of trace element as combined exposure showed difference statistic at means in 

lower concentration that exclusive exposure. Furthermore, the Zn+GO combination 

showed a hydrodinamic diameter bigger and zeta potencial less negative than GO or 

GO+Cd. So, this study propose that graphene oxide could work as Trojan horse in the 

environmental and could increase the effects of others contaminants.  

 

Key-words: nanotechnology, nanoecotoxicology, nanomaterials, co-contaminants, 

oxygen consumption, ammonia excretion.   
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INTRODUÇÃO GERAL 1 

 2 

A nanotecnologia estuda, manipula e explora partículas cuja dimensão está na 3 

escala nanométrica (10-9 m) (SHARON and SHARON, 2010).Com a diminuição do 4 

tamanho das partículas, ocorre o aumento da área superficial atômica em relação ao 5 

volume total da partícula que resulta em mudanças físico-químicas e estruturais, as 6 

quais  acarretam no surgimento de novas propriedades quando comparados aos 7 

materiais convencionais, em microescala (bulk), de mesma composição química (NEL et 8 

al., 2006).   9 

Desta forma, inovações associadas a esta nova tecnologia podem ajudar no 10 

desenvolvimento de diferentes setores, como o agroalimentar (KUZMA e VERHAGE, 11 

2006), farmacêutico (TONELLI et al., 2015), de cosméticos (ARIF et al., 2015), eletrônica 12 

(YAN e MELOSH, 2016) e ambiental (KÜHNEL et al., 2016) 13 

Na aquicultura, o uso de nanomateriais tem propiciado melhores técnicas e 14 

inovações capazes de resolver diversos problemas relacionados a saúde animal, 15 

produção, reprodução, prevenção e tratamento de doenças (RATHER et al., 2011). O seu 16 

uso pode melhorar as embalagens utilizadas no acondicionamento dos produtos, devido 17 

ao aumento da resistência e transparência, a atividade antimicrobiana ou através de 18 

sensores que indiquem o início da deterioração da carne (De AZEVEDO, 2009).  19 

Os nanomateriais podem ser aplicados como agente de entrega de 20 

micronutrientes (JIMÉNEZ-FERNÁNDEZ et al., 2014) e de produtos veterinários, como 21 

vacinas, probióticos, hormônios e fármacos na produção de peixes (BHATTACHARYYA 22 

et al., 2015). As características físicas da ração também podem ser modificadas com a 23 

inclusão de nanomateriais, auxiliando o manejo dos animais (HANDY, 2012).  24 

Outra aplicação que pode trazer benefícios para aquicultura está na melhoria da 25 

qualidade d’água, fator essencial para a sanidade dos animais aquáticos. As 26 

propriedades antimicrobianas de alguns nanomateriais, como nanopartículas de titânio 27 

e de prata, podem ser usadas para evitar o crescimento excessivo de microrganismos no 28 

sistema (MÜHLING et al., 2009). A nanotecnologia também pode ser aplicada para a 29 

purificação da água, pois podem adsorver compostos halogenados (como pesticidas 30 

organoclorados) e metais (PRADEEP e ANSHUP, 2009). 31 

Eles também podem ser utilizados como material alternativo na construção de 32 

gaiolas, por conferirem maior resistência sem adição de peso (CHANG et al., 2010).  33 
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O Grafeno é um nanomaterial cuja estrutura é composta por uma monocamada 34 

de átomos de carbono arranjadas em hexágonos com hibridização sp2 formando uma 35 

folha bi-dimensional (GEIM e NOVOSELOV, 2007). A família do Grafeno inclui few-36 

layer-graphene (FLG), ultrathin graphite, Óxido de Grafeno (OG), Óxido de Grafeno 37 

reduzido (rOG) e nanosheets (SANCHEZ et al., 2012). O Óxido de Grafeno contem 38 

grupos funcionais oxigenados e uma carga superficial negativa os quais proporcionam 39 

maior reatividade e solubilidade em água ou em solventes polares (TONELLI et al., 40 

2015).  41 

Os benefícios do uso da nanotecnologia e de nanomateriais como Grafeno são 42 

consideráveis, porém, seu uso deve ser feito de modo responsável para que os potenciais 43 

riscos à saúde humana ou ao meio ambiente sejam minimizados (HANDY, 2012). Os 44 

nanomateriais podem potencialmente atingir o meio ambiente durante uso, produção e 45 

descarte, desta forma, estudos ecotoxicológicos são fundamentais para conhecermos o 46 

risco envolvido (BONCEL et al., 2015).  47 

Devido a escala nanométrica, estes materiais são capazes de interagir com 48 

biomoléculas (i.e. enzimas e receptores) das células (NAVALAKHE e NANDEDKAR, 49 

2007) e pode provocar efeitos negativos no organismo. De fato, o tamanho nanométrico 50 

dos materiais permite uma natural interação com os níveis inferiores da organização 51 

biológica, e dependendo da natureza desta interação, vias de exposição e tempo de 52 

contato, ocorrerão a manifestação de diferentes efeitos biológicos/toxicológicos 53 

(MARTINEZ e ALVES, 2013).  54 

Os efeitos deletérios ao organismo decorrentes da exposição de nanomateriais 55 

podem ser modificados por diversos fatores, tais como: formato, tamanho, purificação, 56 

processos pós-produção, estado oxidativo, grupos funcionais, dispersão, método de 57 

síntese, forma de exposição (rota, dose e tempo de exposição) (LALWANI, 2016), 58 

recobrimentos e defeitos estruturais, (YANG et al., 2013), presença de co-contaminantes, 59 

método de funcionalização, encapsulamento ou adesão de íons ou materiais 60 

carbonáceos, dispersão ou aglomeração dos materiais no meio (HANDY e SHAW, 2007). 61 

Desta forma, a caracterização integrada dos nanomateriais é fundamental para 62 

compreensão do comportamento destes no meio e entendimento dos impactos dos 63 

xenobiontes sobre os organismos (WANG, 2011). 64 

Por se tratar de materiais altamente reativos, podem interagir com outras 65 

substâncias alterando os seus efeitos. Devido a esta interação, eles conseguem introduzir 66 

e liberar xenobionte no interior de células vivas, proporcionando um efeito conhecido 67 
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como cavalo de troia (KAHRU e DUBOURGUIER, 2010). Assim, a presença de 68 

nanomateriais no ambiente é capaz de modular o perfil ecotoxicológico de outros 69 

contaminantes alterando sua biodisponibilidade (SANCHIS et al., 2016).   70 

Corpos hídricos são destinos prováveis dos nanomateriais e os estudos 71 

ecotoxicológicos devem compreender fatores ambientais, como pH, temperatura, luz 72 

UV, matéria orgânica e outros poluentes para simular condições ambientais realistas 73 

(WONG et al., 2013).   74 

Escolheu-se como animal experimental o peixe por ser modelo utilizado para 75 

avaliar o limite aceitável de resíduos em corpos aquáticos e por se tratar de um grupo 76 

amplamente distribuído e presente em diversos ambientes (BOLIS et al., 2001). A espécie 77 

escolhida trata-se do cará (Geophagus iporangensis), um peixe presente em uma região 78 

protegida de mata atlântica do vale do rio Ribeira de Iguape (TESHIMA et al., 2015).  79 

Uma das formas que os organismos aquáticos são expostos aos nanomateriais 80 

presentes no meio é através do contato branquial (ZICCARDI et al., 2008; CAMPOS-81 

GARCIA et al., 2016). De acordo com HANDY et al. (2008) os nanomateriais são 82 

suficientemente pequenos para atingir as lamelas branquiais, o que a torna um dos 83 

órgãos alvo destas substâncias. As brânquias têm como função as trocas gasosas, 84 

manutenção do pH dos fluídos corpóreos, equilíbrio osmótico e iônico e excreção de 85 

compostos nitrogenados. Por se tratar de um órgão polivalente, ela desempenha um 86 

papel fundamental na fisiologia dos peixes (EVANS et al., 2005).   87 

Os biomarcadores fisiológicos escolhidos, consumo de oxigênio e excreção de 88 

amônia, estão intimamente relacionados com o bom funcionamento das brânquias. Eles 89 

refletem o metabolismo dos organismos e possibilitam mensurar o estresse da exposição 90 

às mudanças no ambiente, tais como a presença de xenobiontes (ADAMS et al.,1989; 91 

DEPLEDGE et al., 1995; VIJAYAVEL e BALASUBRAMANIAN, 2006; BARBIERI et al., 92 

2013). Desta forma, distúrbios metabólicos podem resultar em mudanças na resposta do 93 

organismo (i.e. rotas metabólicas, capacidade de natação, atividade enzimática, 94 

reprodução, crescimento) alterando diversos comportamentos do animal e 95 

influenciando diretamente na sua capacidade de sobrevivência ao meio (SCOTT e 96 

SLOMAN, 2004).  Além disso, o custo energético demandado no ajuste fisiológico 97 

decorrente da exposição podem influenciar processos como fecundidade, fertilidade, 98 

eclosão de ovos, sobrevivência larval o que resulta também na redução da viabilidade 99 

populacional (CAPPARELLI et al., 2015) 100 
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O consumo de oxigênio mensura a oxidação do substrato alimentar e, desta 101 

forma, está interligado com dispêndio de energia para a manutenção da vida 102 

(BARBIERI, 2007). Além disso, o consumo de oxigênio está diretamente relacionado com 103 

a taxa de absorção dos xenobiontes (YANG et al., 2000). A brânquia é um órgão plástico, 104 

capaz de se remodelar para diminuir a área superficial. Se por um lado, esta modificação 105 

pode reduzir a superfície de contato com o xenobionte, por outro pode diminuir a 106 

eficiência respiratória (NILSSON et al., 2012) 107 

Já a excreção de amônia é o produto final do catabolismo de aminoácidos em 108 

peixes (RANDALL e WRIGHT, 1987). Normalmente o aumento do catabolismo está 109 

associado com acréscimo do custo metabólico para a manutenção da homeostase, bem 110 

como energia adicional para detoxificação (SCOTT e SLOMAN, 2004). 111 

Em condições de estresse, um descréscimo destas taxas podem indicar a 112 

incapacidade do organismo de compensar a pertubação ambiental (DE BOECK et al., 113 

1995). 114 

Como o cádmio e o zinco são poluentes comuns, objetivou-se estudar a interações 115 

destes elementos com o Óxido de Grafeno, um potencial contaminante emergente. Para 116 

isso, observou-se os efeitos no metabolismo de peixes de água doce (Geophagus 117 

iporangensis) decorrentes da exposição exclusiva e combinada do nanomaterial e dos 118 

elementos traço. O estudo realizado gerará um artigo que está apresentado na forma de 119 

capítulo desta dissertação. 120 
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RESUMO 21 

 22 

O Óxido de Grafeno (OG) faz parte de um conjunto de novos materiais que 23 

possuem características específicas devido ao seu tamanho nanométrico. 24 

Porém, devido a esta mesma característica ele pode interagir com o meio 25 

ambiente de forma desconhecida e potencializar o efeito tóxico de alguns 26 

contaminantes. Este estudo teve como objetivo analisar os efeitos deste 27 

nanomaterial e suas interações com dois contaminantes comuns, zinco e 28 

cádmio, sobre o peixe nativo de água doce Geophagus iporangensis. Para tanto, 29 

utilizou-se os biomarcadores fisiológicos consumo de oxigênio e excreção de 30 

amônia como respostas as alterações no metabolismo. Grupos de peixes foram 31 

expostos durante 24 horas a diferentes concentrações das seguintes 32 

substâncias: OG (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L), Zn (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 10,0 mg/L) e 33 
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Cd (0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L). A combinação destes materiais foi verificada 34 

por meio do uso das mesmas concentrações do elemento traço acrescidas de 35 

1,0 mg/L de OG. A exposição ao OG e Cd ocasionou redução do consumo de 36 

oxigênio pelo G. Iporangensis de aproximadamende 30% na maior concentração 37 

estudada (4 mg/L). Porém, os peixes expostos ao Zn aumentaram esta taxa. 38 

Neste caso, houve um aumento de cerca de 3 vezes com relação ao controle na 39 

maior concentração estudada (10 mg/L). Não foram encontradas diferenças na 40 

excreção de amônia em relação ao controle dos peixes expostos ao OG e Cd, 41 

porém, a exposição ao Zn acarretou em aumento na média desta taxa de 47% 42 

na concentração 10 mg/L com relação ao controle. A exposição combinada de 43 

OG com Zn intensificou o efeito do elemento traço apresentando respostas em 44 

menores concentrações em ambos bioindicadores, demonstrando que a 45 

interação entre os elementos aumentou os efeitos do Zn. Para a exposição 46 

Cd+OG, este fato só foi observado para o consumo de oxigênio. Desta forma, o 47 

biomarcador consumo de oxigênio demonstrou que a exposição combinada de 48 

OG com Zn e Cd potencializou os efeitos decorrentes da exposição ao elemento 49 

traço.  50 

 51 

Palavras Chaves: nanoecotoxicologia, consumo de oxigênio, excreção de 52 

amônia 53 

 54 

Metabolic effects in the native freshwater fish (Geophagus iporangensis) in 55 

response to single and combined exposure of graphene oxide and its trace 56 

elements (Zn and Cd)   57 

 58 

ABSTRACT: 59 

 60 

Graphene oxide (GO) is part of new brand of materials which have specific 61 

characteristics due their nanoscale size. Perhaps, due this characteristic them 62 

can interact with the environmental on unknown way and increase the toxic effect 63 

of some contaminants. The aim of this study is analyze the effects of this 64 

nanomaterial and its interactions with two common contaminants, zinc and 65 

cadmium, on native freshwater fish Geophagus iporangensis. To this end, the bio 66 

indicators oxygen consumption and ammonia excretion are used as measure of 67 
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metabolism alteration. Groups of fishes were exposed during 24 hours at different 68 

concentrations of these substances: GO (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L), Zn (0,5; 1,0; 69 

2,0; 4,0 e 10,0 mg/L) e Cd (0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L). The mix of the material 70 

was verified with the same concentration of trace elements plus 1,0 mg/L of GO. 71 

The OG and Cd exposure result in decrease of oxygen consumption of G. 72 

iporangensis around 30% of control means in the major concentration (4.0 mg/L). 73 

Perhaps the zinc exposure cause enhance of this rate around three times in 10 74 

mg/L. Ammonia excretion didn’t show different in the exposure to OG and Cd 75 

regarding control, but, the Zn exposure enhance this rate around 47% in 76 

exposure to 10 mg/L. The combine exposure of GO with Zn intensified the effects 77 

of trace element showed difference at lowest concentrations in both biomarkers, 78 

showing the interaction between elements increase the effects. The exposure 79 

Cd+GO, this fact is only true to oxygen consumption. Thus, the oxygen 80 

consumptions showed with the combined exposure potentiated the effects of the 81 

exposure the trace element on the fish metabolism.  82 

 83 

Key words: nanoecotoxicology, oxygen consumption, ammonia excretion 84 

 85 

1. INTRODUÇÃO 86 

 87 

Os nanomateriais (NMs) são substâncias que, em ao menos uma 88 

dimensão, possuem tamanho menor ou igual a 100 nm, apresentando-se 89 

morfologicamente como esferas, filmes ou tubos (Cattaneo et al., 2009). Devido 90 

às dimensões nanométricas, estes possuem maior relação entre área superficial 91 

e volume, a qual é responsável por características mecânicas, óticas, 92 

magnéticas e químicas inéditas em relação aos materiais convencionais (Quina, 93 

2004).  94 

Desta maneira, apresentam um alto potencial de inovação, sendo 95 

promissores na área de melhoramento de produtos (e.g. desenvolvimento de 96 

materiais de alta resistência, componentes eletrônicos e magnéticos) (Barbosa, 97 

2011), de medicamentos e de cosméticos (Arifi et al., 2015; Nurummabi et al., 98 

2015; Tonelli et al., 2015). Por possuírem alta reatividade, a aplicação destes 99 

materiais como adsorventes tem sido estudada, principalmente em questões 100 
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como remediação de contaminantes orgânicos e inorgânicos em ambientes 101 

aquáticos (Upadhway et al., 2014; Wang et al.,  2013; Zhao et al., 2011).  102 

 O nanomaterial objeto desta pesquisa é o Grafeno. Ele é um material 103 

nanoestruturado, cujos átomos de carbono estão organizados em hexágonos, 104 

formando uma folha plana, com apenas um átomo de espessura (Jastrzebska et 105 

al., 2012).  106 

Um dos derivados deste material é o Óxido de Grafeno (OG). Ele é o 107 

produto da esfoliação química do grafite e contem grupos funcionais de oxigênio 108 

reativos (Dreyer et al., 2010). A presença destes grupos, como o carboxila, epóxi 109 

e hidroxila, confere sua interação com cátions divalentes, além de aumentar a 110 

sua dispersibilidade (Zhao et al., 2014).  111 

O mercado para os nanomateriais da família do Grafeno, como o Óxido 112 

de Grafeno, está projetado em $675 milhões para 2020 o qual poderá influenciar 113 

na quantidade de resíduos advindos da síntese e manipulação deste material 114 

(Ahmed and Rodrigues, 2013).  115 

No ambiente, o Óxido de Grafeno pode interagir com componentes 116 

orgânicos e inorgânicos por meio de ligações não covalentes, covalentes e/ou 117 

iônicas (Hu and Zhou, 2012), proporcionadas pela sua carga superficial negativa 118 

(Santos et al., 2014; Wang et al., 2013). Devido a estas interações, existem 119 

evidências na literatura de que os nanomateriais podem alterar a toxicidade de 120 

xenobiontes (Campos-Garcia et al., 2015; Kim et al., 2009). 121 

 Diante deste cenário, faz-se necessário estudar os efeitos desses 122 

materiais no ambiente aquático, bem como sua interação com outros poluentes 123 

(Martinez et al., 2013; Zhao et al., 2014).  124 

Estudos ecotoxicológicos são fundamentais para sustentar medidas de 125 

regulamentação e para que o risco ao meio ambiente possa ser calculado e 126 

devidamente prevenido (Doi et al., 2012; Klaine et al., 2008) e mitigado. Novas 127 

legislações deverão surgir indicando valores guias para estes materiais, bem 128 

como tecnologias para o tratamento destes resíduos (Paschoalino et al., 2010). 129 

Estudos quanto aos efeitos dos NMs sobre a biota deverão ser realizados com 130 

a finalidade de determinar concentrações “seguras” para os organismos como 131 

os peixes.  132 

Corpos d’água são um dos destinos finais dos nanomateriais após o 133 

descarte, e os organismos aquáticos estarão expostos a eles por ingestão, 134 
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contato branquial, transporte passivo e absorção celular (Campos-Garcia et al., 135 

2016; Ziccardi et al.,  2008). Por esse motivo utilizou-se neste estudo o Cará 136 

(Geophagus iporangensis), peixe de água doce pertence à família Cichlidae, 137 

presente na bacia do Rio Ribeira do Iguape (Teshima et al., 2015). Seus hábitos 138 

onívoros e o fato de ser um peixe não migratório podem resultar em seu contínuo 139 

contato com um provável contaminante ambiental, tornando-o um excelente 140 

modelo biológico para avaliar a contaminação do ambiente por xenobiontes. 141 

Elementos traço, como zinco e cádmio, são conhecidos poluentes no 142 

ambiente aquático que podem causar danos a biota (Barbieri and Paes, 2011; 143 

Evans, 1987). Além disso, são utilizados como substância referência em teste 144 

de toxicidade, sendo úteis para avaliar as condições de sensibilidade dos 145 

organismos teste, possibilitando repetibilidade e comparabilidade, servindo 146 

como carta controle para estudos biológicos (Zagatto and Bertoletti, 2006). 147 

Os indicadores fisiológicos, consumo de oxigênio e excreção de amônia, 148 

são utilizados para avaliar  possíveis perturbações no metabolismo de animais 149 

aquáticos pois fornecem informações importantes sobre o estado metabólico do 150 

organismo (Barbieri and Ferreira, 2011; De Boeck et al.,1995; Sokolova and 151 

Lanning, 2008). Estes parâmetros são importantes pois estão intimamente 152 

relacionados com a sobrevivência, crescimento e reprodução dos organismos 153 

(Beitinger and McCauley, 1990). Desta maneira, o uso de biomarcadores 154 

fisiológicos possibilita avaliar os efeitos subletais do estresse causados pela 155 

exposição de organismos à poluição ambiental (Adams et al.,1989; Depledge et 156 

al., 1995; Vijayavel and Balasubramanian, 2006 ). 157 

Diversos estudos mostraram a correlação da exposição de animais a 158 

contaminantes e alterações em seus metabolismos, tais como: pesticidas 159 

organofosforados em tilápias Oreochromis niloticus (Barbieri and Ferreira, 2011),  160 

cobre em carpas Cyprinus carpio (de Boeck et al., 1995), detergente LAS-C12 161 

em tainhas Mugil platanus (Barbieri, 2007).  162 

Com o uso crescente de aplicações do Grafeno, é inevitável sua presença 163 

no ambiente aquático o que torna fundamental o controle das autoridades e de 164 

legislação específica sobre o descarte desses materiais. Além disso, a 165 

biodisponibilidade dos NMs pode ser alterada por fatores ambientais, tais como 166 

presença de co-contaminates (Sanchiz et al., 2016), por esse motivo é 167 
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recomendado que os ensaios ecotoxicológicos simulem a provável interação 168 

entre eles sempre que possível (Wong et al., 2013).  169 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos decorrentes 170 

da exposição ao Óxido de Grafeno e de sua interação com elementos traço (i.e. 171 

zinco e cádmio) utilizando como biomarcador o consumo de oxigênio e a 172 

excreção de amônia do peixe nativo de água doce Cará (Geophagus 173 

iporangesis).  174 

A hipótese deste estudo foi de que o óxido de Grafeno ao interagir com o 175 

Zn e Cd , seria capaz de  potencializar os efeitos tóxicos dos elementos traço 176 

quando exposto de forma combinada. 177 

 178 

2. MATERIAIS E MÉTODOS: 179 

 180 

2.1. Nanomaterial e elementos traço 181 

 182 

O nanomaterial utilizado foi o Óxido de Grafeno de parede simples, 183 

comercializado pela Cheap Tubes Inc., Bratleboro, USA. De acordo com as 184 

informações comerciais, este possui pureza de 99%, tendo sido caracterizado 185 

em um trabalho anterior por Dúran et al. (2015). Segundo  este autor  as imagens 186 

obtidas por AFM revelaram que o nanomaterial possui espessura de 0.7-1,2 nm 187 

com dimensões aproximadas de 300-800nm (eixos X&Y).  188 

A solução estoque de Óxido de Grafeno (OG) foi preparada em água 189 

ultrapura na concentração de 1 g/L, em banho ultrassônico por 30 minutos. Antes 190 

de sua adição nos aquários, foi sonicada em banho durante 15 minutos para 191 

garantir a sua dispersão no meio. 192 

Para o zinco e cádmio, utilizaram-se como padrão analítico os sais ZnCl2 193 

e CdCl2 (99,5%, Merk). A solução estoque foi preparada na proporção de 1:1 em 194 

água destilada e adicionada aos aquários no momento do experimento.   195 

 196 

2.2. Estudo da estabilidade coloidal e morfologia do Óxido de Grafeno  197 

 198 

Foi realizado o estudo da estabilidade coloidal deste nanomaterial no 199 

mesmo meio utilizado para o experimento (água de abastecimento previamente 200 

filtrada) durante 24 horas.  Medidas de diâmetro hidrodinâmico e carga 201 
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superficial (potencial Zeta) foram obtidas pelas técnicas de espalhamento de luz 202 

dinâmico (DLS) e eletroforético (ELS) no equipamento Zetasizer Nano ZS 203 

(Modelo ZEN3600, Malvern). Foram preparadas soluções com as seguintes 204 

concentrações: 4 μg/L de OG;  4 μg/L de OG com 80 μg/L de Cd e 4 μg/L de OG 205 

com 200 μg/L de Zn. Estas diluições foram escolhidas em decorrência de serem 206 

as maiores concentrações utilizadas no teste de ecotoxicidade.  207 

As análise do diâmetro hidrodinâmico foi realizada em uma amostra de 208 

1ml em uma cubeta de poliestireno nos tempos 0, 3, 6 e 24 horas após o preparo 209 

da solução. Foram realizadas três medidas para cada análise. Parâmetros 210 

relacionados com a qualidade da medida, tais como valor do atenuador, 211 

correlograma, count rate e variação entre as medidas, foram observados. 212 

A mensuração do pontencial Zeta foi realizada no mesmo aparelho. Em 213 

uma cubeta específica (DTS1060) foi colocado 1 ml da solução preparada e as 214 

análises ocorreram logo depois o preparo do material e após 24 horas. Três 215 

medidas foram realizadas.  216 

O Grafeno utilizado neste estudo foi avaliado quanto a sua forma e 217 

morfologia da superfície através de imagens de topografia obtidas por 218 

microscopia de força atômica (AFM). Para esta análise foi preparada uma 219 

solução com 5 mg/L com água ultrapura. Uma amostra de 3 μL desta solução foi 220 

gotejada sobre um porta amostras de mica recém clivada e permaneceu em um 221 

dessecador durante 24 horas. O material depositado foi analisado no 222 

microscópio de Força Atômica, Nanoscope Illa, da Digital Instruments®, em 223 

modo de operação tapping, contato intermitente. Foi utilizado ponteira PPP-224 

CNHR, cuja frequência de ressonância é de 320 KHz e possui a constante de 225 

força de 42 N/m. As imagens foram tratadas no software Gwyddion e no ImageJ.  226 

 227 

2.3.  Organismo teste 228 

 229 

Um total de 145 alevinos Geophagus iporangensis com peso médio 0,96 230 

± 0,34 g (média ± desvio padrão) foram empregados para a avaliação do 231 

consumo de oxigênio e excreção de amônia. Os peixes foram obtidos do Centro 232 

de Piscicultura do Polo Regional-Apta de Pariquera-Açú, interior de São Paulo, 233 

e mantidos no Instituto de Pesca – Base Cananeia em tanques de 500 L por uma 234 
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semana para sua aclimatação. Os animais foram alimentados com ração 235 

comercial uma vez ao dia durante este período. A alimentação foi suspensa 24 236 

horas antes da realização do teste. Nenhum animal foi utilizado mais de uma 237 

vez. 238 

 239 

2.4.  Ensaios de exposição  240 

 241 

Durante o experimento utilizou-se água de abastecimento desclorificada, 242 

previamente filtrada utilizando-se um filtro de éster de celulose com poro de 0,25 243 

µm com auxílio de uma bomba a vácuo.  244 

Os 145 peixes foram separados aleatoriamente em 29 grupos, com 5 245 

indivíduos cada, os quais foram inseridos em aquários de 5 litros, contendo um 246 

litro da água filtrada, e com pH de 6,5. Os aquários foram constantemente 247 

aerados com temperatura controlada (20,5 ± 0,5°C).  248 

Os peixes foram expostos durante 24 horas às seguintes concentrações: 249 

0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 10,0 mg/L de Zn, 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L de Cd, 0,5; 1,0; 250 

2,0 e 4,0 mg/L de Óxido de Grafeno, além dos respectivos controles. A 251 

combinação destes materiais foi verificada por meio do uso das mesmas 252 

concentrações do elemento traço (0,5; 1,0; 2,0, 4,0 e 10,0 mg/L de Zn e 0,1; 0,5; 253 

1,0; 2,0 e 4,0 mg/L de Cd) acrescidas de 1,0 mg/L de Óxido de Grafeno. A 254 

solução dos aquários foi preparada 30 minutos antes da inserção dos peixes. 255 

Para a exposição combinada, o meio foi preparado primeiramente com elemento 256 

traço e, após 15 minutos, foi acrescentado o Óxido de Grafeno.  257 

  258 

2.5. Análise do consumo de oxigênio e excreção de amônia  259 

 260 

A análise foi realizada através da técnica de respirômetria fechada. Foi 261 

utilizado um sistema com água desclorificada e sem nenhum contaminante. Este 262 

é composto por dois compartimentos com circulação contínua de água entre 263 

eles. Em um dos compartimentos, são colocados recipientes de vidro 264 

herméticos, denominados respirômetros.  265 

Após a exposição nos aquários, os peixes foram primeiramente 266 

aclimatados nos respirômetros pelo período de 1 hora com circulação contínua 267 
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de água para atenuar o estresse causado pelo manuseio. Posteriormente o fluxo 268 

de água foi interrompido e os respirômetros fechados por uma hora e meia.    269 

Após este período, uma amostra de água foi retirada de cada 270 

respirômetro. A diferença entre as concentrações de oxigênio e da amônia 271 

determinadas no início e ao final do confinamento foi utilizada para o cálculo do 272 

consumo específico de oxigênio (mLO2/g/L/h) e excreção específica de amônia 273 

(mg/L/g/h). Para tal, foi considerado no cálculo o volume do respirômetro, o peso 274 

úmido do animal e o tempo de confinamento. O oxigênio dissolvido foi 275 

determinado segundo o método de Winkler (Winkler, 1888) e a excreção de 276 

amônia pelo método de Nessler (Standard Methods for the Examination of Water 277 

and Waste Water). 278 

 279 

2.6. Análise estatística: 280 

 281 

Os dados de consumo específico de oxigênio e excreção de amônia foram 282 

analisados quanto a normalidade da distribuição utilizando-se o teste de Shapiro-283 

Wilk e homocesdasticidade das variâncias usando o teste de Levene. Como os 284 

resultados formam normais e homocedásticos, as diferenças entre as médias 285 

dos tratamentos foram avaliadas por meio da análise de variância (ANOVA) 286 

seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey, com nível de significância 287 

p<0,05.  288 

 A comparação entre a exposição exclusiva e combinada na mesma 289 

concentração de elemento traço foi realizada através de teste t (p<0,05). 290 

A análise estatística foi realizado no software Past, enquanto que os 291 

gráficos foram confeccionados através do software r.  292 

 293 

3. RESULTADOS 294 

 295 

3.1. Consumo de oxigênio 296 

 297 

Peixes expostos ao Óxido de Grafeno apresentaram redução no consumo 298 

específico de oxigênio. Houve diminuição na média do consumo específico de 299 

oxigênio de 33,3% em relação ao controle na maior concentração estudada (4,0 300 

mg/L). Nas concentrações de 2,0 e 4,0 mg/L de Óxido de Grafeno, os valores de 301 
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consumo específico de oxigênio foram estatisticamente diferentes em relação ao 302 

controle (figura 1).  303 

 304 

Figura 1: Consumo específico de oxigênio em relação a concentração de Óxido 

de Grafeno. As colunas representam as médias (n=5) e as barras são os 

respectivos desvios padrão. O asterisco indica os grupos que apresentaram 

diferença estatística em relação ao controle 

 305 

O consumo específico de oxigênio em indivíduos expostos ao Zn 306 

apresentou aumento com diferenças estatísticas nas maiores concentrações 307 

estudadas (4,0 e 10,0 mg/L de Zn) em relação ao controle. Na concentração de 308 

10 mg/L este aumento foi 3 vezes maior que a média encontrada no grupo 309 

controle (figura 2).  310 

Acrescentando-se 1,0 mg/L de Óxido de Grafeno às concentrações de Zn, 311 

observou-se aumento do consumo específico de oxigênio até a concentração de 312 

4,0 mg/l. Entretanto, na concentração de 10 mg/L houve uma diminuição 313 

significativa em relação ao controle. A partir da concentração 1,0 mg/L de Zn 314 

com 1,0 mg/L de Grafeno, todas as concentrações apresentaram valores de 315 
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consumo específico de oxigênio estatisticamente diferentes em relação ao 316 

controle (figura 2). 317 

 Comparando-se a exposição simples e combinada podemos observar que 318 

elas foram diferentes nas concentrações 0,5; 1,0; 2,0 e 10,0 mg/L de Zn.  319 

 320 

Figura 2: Consumo específico de oxigênio (mLO2/g/L/h) em relação a 

concentração de Zn  e Zn + 1,0 OG (mg/L). As colunas representam as médias 

e as barras são os respectivos desvios padrões (n=5). O asterisco indica os 

grupos que apresentaram diferença estatísticas significativas em relação ao 

controle. O símbolo ζ indica diferença entre a exposição simples e combinada 

em uma determinada concentração.  

 321 

 Em indivíduos expostos ao Cd, o consumo específico de oxigênio 322 

diminuiu significativamente em relação ao controle a partir da concentração de 323 

1,0 mg/L. Na maior concentração estudada (4,0 mg/L) verificou-se uma redução 324 

na média do consumo de oxigênio de 35,6% em relação ao controle (figura 3). 325 
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Na interação de cádmio com 1,0 mg/L de Óxido de Grafeno houve 326 

diminuição do consumo específico de oxigênio a medida que elevou-se a 327 

concentração do elemento traço. Na maior concentração estudada (4,0 mg/L Cd 328 

+ 1,0 mg/L OG) houve redução na média do consumo de oxigênio de 329 

aproximadamente 33,7% em relação ao controle. Todas as concentrações 330 

estudadas foram diferentes ao controle (figura 3). 331 

A exposição combinada de Cd e OG apresentou diferença da exposição 332 

exclusiva ao Cd apenas nas duas menores concentrações estudadas (0,1 e 0,5 333 

mg/L). 334 

 335 

Figura 3: Consumo específico de oxigênio em relação a concentração de Cd  e 

Cd + 1,0 OG (mg/L). As colunas representam as médias e as barras são os 

respectivos desvios padrões (n=5). O asterisco indica os grupos que 

apresentaram diferença estatística em relação ao controle. O símbolo ζ indica 

diferença entre a exposição simples e combinada em uma determinada 

concentração. 

 336 
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3.2. Excreção de amônia 337 

 338 

A excreção específica de amônia de peixes expostos ao Óxido de Grafeno 339 

não demonstrou tendência, pois nenhuma das concentrações estudadas 340 

apresentaram médias diferentes em relação ao controle para o tempo de 341 

exposição estudado (figura 4).               342 

 343 

 344 

Figura 4: Excreção específica de amônia em relação à concentração de Óxido 

de Grafeno. As colunas representam as médias (n=5) e as barras são os 

respectivos desvios. O asterisco indica os grupos que apresentaram diferença 

estatísticas 

 345 

Os resultados obtidos para a excreção de amônia em relação ao aumento 346 

das concentrações de Zn foram evidenciados por uma tendência de elevação 347 

das taxas em relação ao controle. Entretanto, ao empregar o teste estatístico 348 

somente as concentrações de 2,0; 4,0 e 10,0 mg/L foram diferentes em relação 349 

ao controle (figura 5). 350 

Avaliando-se a combinação de Óxido de Grafeno com Zn constatou-se 351 

que houve diferença estatística significativa para as concentrações a partir de 352 

1,0 mg/L na taxa de excreção de amônia dos peixes. Esta taxa aumentou até a 353 

concentração de 4 mg/L de Zn e diminuiu em 10,0 mg/L. Entretanto, somente as 354 
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concentrações de 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L de Zn acrescidas de 1 mg/L de OG foram 355 

estatisticamente diferentes em relação ao controle (figura 5). 356 

A exposição simples diferençou da exposição combinada nas 357 

concentrações 1,0 e 10,0 mg/L de Zn. Na maior concentração, a excreção de 358 

amônia na exposição combinada foi cerca de 5,6 vezes menor quando 359 

comparado com a combinada. 360 

 361 

 362 

Figura 5: Excreção específica de amônia (mg/L/g/h) em relação à concentração 

de Zn e Zn + 1,0 OG (mg/L). As colunas representam as médias (n=5) e as barras 

são os respectivos desvios. O asterisco indica os grupos que apresentaram 

diferença estatísticas significativas em relação ao controle. O símbolo ζ indica 

diferença entre a exposição simples e combinada em uma determinada 

concentração. 

 363 

Os indivíduos expostos ao cádmio apresentaram propensão de aumento 364 

na taxa de excreção de amônia na menor concentração (0,1 mg/L Cd), seguido 365 

de tendência de redução a medida em que houve o aumento da concentração 366 

deste xenobionte. Porém nenhuma das concentrações estudadas apresentou 367 

diferença estatística em relação ao controle (figura 6).   368 
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Na exposição combinada de cádmio com 1,0 mg/L de Óxido de Grafeno 369 

observou-se aumento na excreção de amônia para a menor concentração, 370 

seguida de redução com o aumento da concentração de cádmio. Nenhum dos 371 

tratamentos apresentou diferença significativa com relação do controle (figura 372 

06).  373 

 374 

 375 

Figura 6: Excreção específica de Amônia em relação à variação da concentração 

de  Cd e Cd+ 1,0 OG. As colunas representam as médias (n=5) e as barras são 

os respectivos desvios padrões. O asterisco indica os grupos que apresentaram 

diferenças estatística significativas em relação ao controle. O símbolo ζ indica 

diferença entre a exposição simples e combinada em uma determinada 

concentração. 

 376 

3.3. Diâmetro hidrodinâmico e morfologia do Óxido de Grafeno 377 

 378 

Os diâmetros hidrodinâmicos da amostra de Óxido de Grafeno e da sua 379 

interação com Zn e Cd na água de torneira, ao longo do tempo, estão 380 

apresentados na figura 7. Pode-se notar que ocorreu agregação / sedimentação 381 

do material quando na presença de zinco, com diferença estatística ao longo do 382 

tempo, o que pode indicar uma provável interação entre os dois materiais. A 383 
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análise estatística também evidenciou diferença no diâmetro hidrodinâmico nos 384 

tempos 24 horas para os demais tratamentos (OG e Cd+OG). 385 

 386 

 387 

Figura 7: Média e desvio padrão do diâmetro hidrodinâmico (nm) das soluções de OG 

(A); OG+Cd (B) e OG+Zn (C) ao longo de 24 horas na água de torneira previamente 

filtrada. Os testes foram conduzidos em triplicata.  
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A carga superficial do grafeno na solução, mensurada pelo potencial Zeta, 388 

está apresentado na tabela 1. Os valores encontrados, em módulo, maiores que 389 

30 indicam uma boa dispersão no meio. Em relação ao GO, a combinação 390 

Zn+OG aumentou os valores negativos encontrados, o que sugere uma 391 

diminuição da carga superficial negativa nanomaterial e possível instabilidade no 392 

meio..  393 

 394 

Tabela 1: Potencial Zeta (média ± desvio padrão) do OG e sua interação com Zn e Cd 

dispersos em água de abastecimento filtrada (mV). Os testes foram conduzidos em 

triplicatas.  

 395 

 396 

A imagem de topografia do Óxido de Grafeno obtidas através da AFM estão 397 

apresentadas na figura 8. Pode-se observar o formato e a morfologia superficial 398 

do nanomaterial.    399 

 400 

 401 

Figura 8: Imagem de topografia do Óxido de Grafeno obtida por AFM. 

 402 

0 24

OG -31.1± 0.40 -37.6± 5,46

Zn+OG -24.1 ± 1.77 -24.9± 1,16 

Cd+OG -30.8 ± 3.40 -31.7 ± 3,73

Tempo (horas)

Amostra
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 DISCUSSÃO 403 

  404 

Peixes expostos ao Óxido de Grafeno demostraram redução em sua taxa 405 

de consumo de oxigênio nas maiores concentrações estudadas. Resultados 406 

semelhantes foram encontrados em estudo com nanotubos de carbono de 407 

paredes múltiplas oxidados (HNO3-MWCNTs) realizado Martinez et al. (2013). 408 

Estes autores encontraram uma redução de 58% no consumo de oxigênio em 409 

tilápias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) quando comparado ao grupo controle. 410 

Smith et al. (2007) também constaram a diminuição da eficiência respiratória em 411 

trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quando expostas a nanotubos de carbono 412 

de paredes simples (SWCNTs). Estes autores verificaram modificações na 413 

respiração dos peixes (redução da taxa de ventilação), presença dos 414 

nanomateriais no muco e danos histopatológicos que resultaram em irritações e 415 

lesões nas brânquias dos peixes, alterando assim a eficiência respiratória. 416 

Kashiwada (2006) observou alta concentração de nanopartículas fluorescentes 417 

aderidas a superfície branquial do peixe Oryzias latipes após 7 dias de 418 

exposição, o que pode ter resultado em prejuízos nas trocas respiratórias. 419 

De acordo com Handy et al. (2008a) os nanomateriais são 420 

suficientemente pequenas para atingir a lamela secundária tendo acesso a 421 

superfície das brânquias. Devido a sua carga superficial e propriedades 422 

eletrostásticas, os nanomateriais interagem com as mucoproteínas presentes 423 

neste órgão. Assim, as brânquias são um dos órgãos alvos dos nanomateriais 424 

de carbono (Handy et al., 2011). Estes danos podem explicar a redução da 425 

eficiência respiratória encontrada nesse estudo. Efeitos ecotóxicos semelhantes 426 

também foram confirmados para outros grupos de animais. Em larvas de Artemia 427 

salina (Mesaric et al., 2015), observou-se a presença de Óxido de Grafeno no 428 

trato digestivo e adesão deste à superfície do corpo, incluindo apêndices e 429 

brânquias. Esta adesão provocou fusão das lamelas brânquias o que pode ter 430 

inibido a natação das larvas. Assim, a perda da integridade branquial devido a 431 

exposição ao Óxido de Grafeno pode ser a causa para a redução do consumo 432 

de oxigênio observada neste estudo.    433 

O consumo de oxigênio revelou aumento da taxa quando os peixes foram 434 

expostos exclusivamente ao zinco. Assim como neste trabalho, Sellers et al. 435 

(1975) também constataram alterações respiratórias na exposição subletais 436 
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agudas ao zinco em salmões (Salmo gairdneri). Estes autores verificaram 437 

redução da pressão de oxigênio no sangue que, consequentemente, fez com 438 

que o organismo aumentasse a frequência dos movimentos respiratórios, 439 

ocasionando maior consumo de oxigênio. Brafield e Matthiessen (1975) e 440 

Gehrke (1988) também constataram aumento desta taxa quando Gasterosteus 441 

aculeatus e Leiopotherpon unicolor  foram expostos ao zinco.  442 

Neste trabalho, o grupo exposto ao cádmio apresentou queda significativa 443 

nas concentrações de 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L. Damato and Barbieri (2012) também 444 

encontraram uma tendência semelhante na exposição de Cd em peixes 445 

(Hyphessobrycon callistus). A integridade branquial foi afetada em perca-gigante 446 

(Lates calcarifer) no qual observou-se que a exposição a este elemento resultou 447 

em edema no epitélio, aneurisma na lamela secundária e hiperplasia de células 448 

epiteliais e clorídricas com 24 horas de exposição (Thophon et al., 2003). A 449 

brânquia é um órgão altamente plástico que pode se remodelar para reduzir a 450 

área superficial, diminuindo o contato com xenobionte com perda da eficiência 451 

respiratória (Nilsson et al., 2012). Além disso, a redução desta taxa pode ser um 452 

mecanismo fisiológico importante para diminuir a absorção de xenobiontes, 453 

tendo em vista que captação de contaminantes está diretamente ligado com o 454 

consumo de oxigênio (Yang et al., 2000). 455 

Na combinação do nanomaterial com zinco ou cádmio verificou-se 456 

respostas com diferenças estatísticas em relação ao controle em menores 457 

concentrações quando comparados com os grupos expostos exclusivamente ao 458 

elemento. Assim, pode-se constatar que a presença do nanomaterial associado 459 

com outro xenobionte alterou o consumo específico de oxigênio. Segundo 460 

Barbieri (2007) a taxa respiratória está relacionada com a energia liberada pela 461 

oxidação do substrato alimentar e, desta forma, mensura o dispêndio de energia 462 

para a manutenção de processos vitais. Desta forma, a redução encontrada nas 463 

maiores concentrações das exposições de forma combinada, podem representar 464 

uma queda no metabolismo dos peixes, provavelmente devido a dificuldades 465 

para manter a homeostase. Este fato também foi relatado por Campos-Garcia et 466 

al. (2015) e Martinez et al. (2013), quando tilápias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) 467 

foram expostas a HNO3-MWCNTs associados aocarbofurano (pesticida) e 468 

chumbo, respectivamente.  469 
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Sendo a amônia o produto final do catabolismo das proteínas em peixes, 470 

sua quantidade excretada depende do estado do animal, condições ambientais 471 

e da espécie (Randall and Wright, 1987), fato que permite seu uso como um 472 

biomarcador da atividade metabólica do animal frente a diferentes poluentes.  473 

Com relação a esta taxa, os efeitos no grupo exposto ao Óxido de Grafeno 474 

não apresentaram diferenças significativas quando comparados ao grupo 475 

controle. Segundo Smith et al. (2012) aparentemente o peixe pode contornar os 476 

distúrbios osmorregulatórios causados pela exposição à nanomateriais. Em um 477 

estudo realizado por Ma et al. (2016) com peixes híbridos da tilápia de 478 

Moçambique (Oreochromis mossambicus) com a vermelha (Oreochromis 479 

niloticus var.) verificou-se que a ingestão de OG não alterou a morfologia do 480 

fígado dos animais. Este fato corrobora com o nosso estudo, pois o fígado é o 481 

maior produtor de NH3 (Randall e Wright, 1987). Porém, vale salientar que este 482 

mesmo estudo evidenciou mudanças na expressão gênica do fígado indicando 483 

que este órgão poderia ser afetado com uma exposição por período mais longo.   484 

Os grupos expostos ao zinco apresentaram propensão de aumento da 485 

excreção específica conforme a elevação da concentração desta substância. A 486 

exposição à este resultou em um incremento do influxo do sódio nas brânquias 487 

do peixe Galaxias maculatus (McRae et al., 2016). Uma vez que a excreção de 488 

amônia é realizada pelo complexo trocador Na+/NH4, o aumento do influxo de 489 

sódio resultará em acréscimo da excreção de peixes (Wilkie, 1997)  490 

corroborando os valores encontrados neste estudo. A exposição sub-crônica (15 491 

dias) a concentração sub-letal de zinco em Channa punctatus causou uma 492 

redução do glicogênio e das proteínas do fígado, provavelmente resultado do 493 

aumento do catabolismo (Srivasta e Verma, 2009).  494 

Já a exposição ao cádmio revelou tendência de redução, porém, não foi 495 

observada diferença entre tratamentos e o controle. Em um estudo conduzido 496 

por Al-Attar, 2005, não foram observadas alterações nas concentrações de 497 

proteínas no sangue em tilápias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a este 498 

xenobionte por um dia. Porém, com mais tempo de exposição (4 e 7 dias) 499 

observou-se hiperproteinemia dos espécimes, provavelmente devido à 500 

desordem no metabolismo de proteínas. A exposição por longo período (14 dias) 501 

resultou em uma inibição da (Na+, K+) –ATPase nas brânquias de carpas 502 
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Cyprinus carpio (de la Torre et al. 2000). Assim, esta alteração indicou uma 503 

perturbação no equilíbrio osmótico e iônico dos peixes expostos ao cádmio.  504 

 Um estudo realizado por Zheng et al. (2016) comparou os efeitos da 505 

exposição de 0,6% LC50 – 96 horas ao zinco e ao cádmio em peixes-zebra 506 

(Danio rerio) durante 5 semanas. Foi constado que o Zn provocou danos e 507 

estresse oxidativos hepáticos menores que a exposição ao Cd. Este fato poderia 508 

explicar o aumento da excreção encontrada na exposição ao Zn, fato que não 509 

ocorreu com o Cd.  510 

Na exposição combinada de Óxido de Grafeno e zinco observou-se um 511 

aumento das taxas de excreção específica de amônia com o incremento das 512 

concentrações seguida de uma redução na maior concentração estudada. 513 

Assim, a exposição a este elemento traço pode induzir mudanças no 514 

metabolismo, aumentando o catabolismo para que os organismos suportem a 515 

exposição. Porém, o decréscimo observado na maior concentração pode ser 516 

reflexo da perda da habilidade de excreção do organismo provavelmente pelo 517 

xenobionte ter afetado células envolvidas nas atividades excretoras. Estudos 518 

sobre a interação de zinco com nanotubos de paredes múltiplas (MWCNTs) 519 

também verificaram diferenças quando comparadas com a exposição exclusiva. 520 

Foi observado um efeito sinergético entre os xenobiontes, evidenciado pelo 521 

aumento no estresse oxidativo e dos danos histológicos no fígado e brânquias 522 

dos peixes Carassius auratus expostos (Yan, L. et al., 2016).  523 

No grupo de peixes expostos de forma conjunta ao Óxido de Grafeno e 524 

cádmio, a excreção de amônia apresentou uma tendência semelhante quando 525 

comparada a exposição exclusiva ao cádmio, não evidenciando mudanças 526 

metabólicas na exposição combinada dos xenobiontes. No estudo conduzido 527 

Qu, et al., 2014, peixes Carassius auratus foram expostos a 0,1 mg/L Cd e 0,1 528 

mg/L Cd + 0,5 mg/L OH-MWCNTs. Com 3 dias de exposição não foi evidenciado 529 

diferença entre os grupos. Porém, após 12 dias verificou-se um efeito maior na 530 

acumulação de metal no fígado e nos biomarcadores de estresse oxidativo na 531 

exposição combinada quando comparada com a exclusiva.  532 

Segundo Handy et al. (2008b) nanopartículas e nanomateriais podem 533 

adsorver outras substâncias químicas e promover um efeito sinergético destes 534 

na presença de outros poluentes, o que poderia explicar a alteração no 535 

metabolismo encontrada no tratamento com a exposição associada do 536 
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nanomaterial e do elemento traço. Desta forma, quando os nanomateriais 537 

encontram-se dissolvidas elas podem funcionar como “cavalo de troia” de íons 538 

metálicos (Boncel et al. 2015). Assim, quando os nanomateriais estão 539 

combinadas com outros xenobiontes e encontram a superfície das brânquias, 540 

elas liberam uma alta concentração destes elementos, ou provocam uma 541 

liberação lenta e prolongada dos íons no epitélio (Limbach et al., 2007), o que 542 

poderia explicar a alteração no metabolismo encontrada no tratamento com a 543 

exposição associada do nanomaterial e do elemento traço.  544 

Os efeitos combinados de cádmio e Óxido de Grafeno foram observados 545 

por Tang et al. (2015). Os danos celulares encontrados na alga Microcystis 546 

aeroginosa foram maiores na exposição combinada quando comparada ao 547 

grupo exposto somente ao Cd2+. Campos-Garcia et al. (2016) verificaram danos 548 

histológicos nas brânquias 25% maiores na exposição conjunta de nanotubos de 549 

carbono oxidados e carbofurano quando comparado com o grupo exposto de 550 

forma exclusiva ao pesticida.  551 

Sanchís et al. (2016) estudaram a interação de diferentes nanomateriais 552 

de carbono (fulereno, nanotubo de carbono de paredes múltiplas e Grafeno) com 553 

co-contaminates orgânicos (malation, glifosato, diuron, triclosan e nonilfenol) em 554 

Daphnia magna e Vibrio fischerie. Porém, o efeito cavalo de troia somente foi 555 

observado na interação fulereno com malation em Daphnia, indicando que as 556 

características dos contaminantes e do comportamento animal são importantes 557 

para que o efeito ocorra. Assim, existe uma correlação forte entre o ambiente e 558 

as características do nanomaterial na ecotoxicidade de NMs.  559 

Com relação a caracterização do nanomaterial e sua interação com os 560 

elementos traço, pode-se observar uma maior agregação e redução da carga 561 

negativa na combinação com Zn. O aumento do diâmetro hidrodinâmico 562 

provavelmente é resultado de uma interação maior entre as duas substâncias, o 563 

que poderia explicar a diferença apresentada entre os bioindicadores para 564 

ambas as exposições (exclusiva e combinada). A interação entre o Cd e o OG 565 

não afetou o tamanho hidrodinâmico em 24 horas, o que indica uma provável 566 

interação mais fraca entre os elementos. Assim, somente um biomarcador 567 

(consumo de oxigênio) apresentou diferenças entre a exposição simples e 568 

combinada.  569 

 570 
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4. CONCLUSÃO 571 

 572 

O biomarcador consumo de oxigênio revelou alterações no metabolismo 573 

dos peixes, quando estes foram expostos aos xenobióticos na exposição 574 

exclusiva ou combinada. Já a excreção de amônia apresentou mudanças na 575 

média em relação ao controle apenas nos peixes expostos ao zinco e na sua 576 

combinação com o Grafeno.  577 

O diâmetro hidrodinâmico do Zn e OG aumentou ao longo do tempo, o 578 

que pode ser reflexo de uma interação entre eles, o que pode ter contribuído na 579 

diferença encontrada em ambos biomarcadores. Este fato não foi observado 580 

com o Cd.  581 

A hipótese que a exposição combinada do Zn / Cd com o OG 582 

potencializaria os efeitos dos elementos traço foi confirmada. Assim, o estudo 583 

sugere que o Óxido de Grafeno pode funcionar como um cavalo de troia quando 584 

lançado no ambiente e pode alterar o efeito de outros xenobiontes.  585 

 Mais estudos são necessários para se compreender os mecanismos de 586 

ação dos nanomateriais, tal como o Grafeno, bem como sua interação com 587 

outras substâncias. 588 
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Anexo 01:  

Sistema para análise de consumo de oxigênio e excreção de amônia 
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Análise comparativas dos grupos controle: 
 

 

Figura 11 - Consumo específico de oxigênio (mLO2/g/h) comparando os 5 grupos 

controle efetuados em cada bateria de experimento. As colunas representam as médias 

(n=5) e as barras são os respectivos desvios. 

 

 

Figura 12 – Excreção específica de Amônia (mg/L/g/h) comparando os grupos controles 

efetuados em cada bateria do experimento. As colunas representam as médias (n=5) e as 

barras são os respectivos desvios. 

 

 

Anexo 02: Análise estatística 
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Tabela resumo: 

 

Consumo específico de oxigênio 

Concentração (mg/L) 0,5 1,0 2,0 4,0   

Óxido de Grafeno (OG)     ↓ ↓   

Concentração (mg/L) 0,5 1,0 2,0 4,0 10,0 

Zinco       ↑ ↑ 

Zinco + 1mg/L OG   ↑ ↑ ↑ ↓ 

Concentração (mg/L) 0,1 0,5 1,0 2,0 4,0 

Cádmio     ↓ ↓ ↓ 

Cádmio + 1 mg/L OG ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

            

Excreção específica de amônia 

Concentração (mg/L) 0,5 1,0 2,0 4,0   

Óxido de Grafeno (OG)           

Concentração (mg/L) 0,5 1,0 2,0 4,0 10,0 

Zinco      ↑ ↑ ↑ 

Zinco + 1mg/L OG   ↑ ↑ ↑ ↓ 

Concentração (mg/L) 0,1 0,5 1,0 2,0 4,0 

Cádmio           

Cádmio + 1 mg/L OG           

      

↑ = Aumento com diferença estatística com relação ao controle 

↓ =  Redução com diferença estatística com relação ao controle 

 

 


