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RESUMO GERAL

A nanotecnologia apresenta potenciais aplicacdes em diversos setores, tais como
eletronica, farmacéutica, cosméticos, agroindustria e ambiental. Com o aumento da
produgdo destes novos materiais, torna-se inevitavel o risco para a satide humana e
ambiental devido ao descarte incorreto de seus produtos / residuos. Desta forma, é
primordial entender a interacdo 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 exposicdo simples e combinada a um
nanomaterial de carbono, o Oxido de Grafeno (OG), e elementos traco (zinco e cddmio)
no metabolismo de peixes de agua doce (Geophagus iporangensis). O consumo de oxigénio
apresentou diferencas estatistica na média em todas as exposicdes (OG, Zn, Cd, Zn+OG
e Cd+OG). J& o biomarcador excrecdo de amoénia revelou alteragdes apenas para a
exposicdo ao zinco (exposicdo exclusiva e combinada). Foi observado que a presenca de
nanomateriais no meio intensificou o efeito do elemento trago pois constatou-se
diferencas em relacdo ao controle em concentracdes menores que na exposigao exclusiva
ao elemento traco. Além disso, a combinacdo Zn + OG apresentou um didmetro
hidrodinamico maior e um potencial zeta menos negativo que o meio preparado apenas
com OG ou OG+Cd. Desta forma, o estudo sugere que o Oxido de Grafeno pode
funcionar como um cavalo de troia quando lancado no ambiente e pode potencializar o

efeito de outros xenobiontes.

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

consumo de oxigénio, excrecdo de amonia.



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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INTRODUCAO GERAL

A nanotecnologia estuda, manipula e explora particulas cuja dimensao estd na
escala nanométrica (10° m) (SHARON and SHARON, 2010).Com a diminui¢do do
tamanho das particulas, ocorre o aumento da area superficial atomica em relacdo ao
volume total da particula que resulta em mudangas fisico-quimicas e estruturais, as
quais acarretam no surgimento de novas propriedades quando comparados aos
materiais convencionais, em microescala (bulk), de mesma composigao quimica (NEL et
al., 2006).

Desta forma, inovagdes associadas a esta nova tecnologia podem ajudar no
desenvolvimento de diferentes setores, como o agroalimentar (KUZMA e VERHAGE,
2006), farmacéutico (TONELLI et al., 2015), de cosméticos (ARIF et al., 2015), eletronica
(YAN e MELOSH, 2016) e ambiental (KUHNEL et al., 2016)

Na aquicultura, o uso de nanomateriais tem propiciado melhores técnicas e
inovacbes capazes de resolver diversos problemas relacionados a satde animal,
produgdo, reprodugdo, prevengdo e tratamento de doengas (RATHER et al., 2011). O seu
uso pode melhorar as embalagens utilizadas no acondicionamento dos produtos, devido
ao aumento da resisténcia e transparéncia, a atividade antimicrobiana ou através de
sensores que indiquem o inicio da deterioracdo da carne (De AZEVEDO, 2009).

Os nanomateriais podem ser aplicados como agente de entrega de
micronutrientes (JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2014) e de produtos veterinarios, como
vacinas, probiéticos, hormonios e farmacos na produgdo de peixes (BHATTACHARYYA
et al., 2015). As caracteristicas fisicas da ragdo também podem ser modificadas com a
inclusao de nanomateriais, auxiliando o manejo dos animais (HANDY, 2012).

Outra aplicagdo que pode trazer beneficios para aquicultura esta na melhoria da
qualidade d’4gua, fator essencial para a sanidade dos animais aquéticos. As
propriedades antimicrobianas de alguns nanomateriais, como nanoparticulas de titanio
e de prata, podem ser usadas para evitar o crescimento excessivo de microrganismos no
sistema (MUHLING et al., 2009). A nanotecnologia também pode ser aplicada para a
purificacdo da 4gua, pois podem adsorver compostos halogenados (como pesticidas
organoclorados) e metais (PRADEEP e ANSHUP, 2009).

Eles também podem ser utilizados como material alternativo na construcao de

gaiolas, por conferirem maior resisténcia sem adicao de peso (CHANG et al., 2010).
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O Grafeno é um nanomaterial cuja estrutura é composta por uma monocamada
de d&tomos de carbono arranjadas em hexagonos com hibridizagcdo sp2 formando uma
folha bi-dimensional (GEIM e NOVOSELOV, 2007). A familia do Grafeno inclui few-
layer-graphene (FLG), ultrathin graphite, Oxido de Grafeno (OG), Oxido de Grafeno
reduzido (rOG) e nanosheets (SANCHEZ et al., 2012). O Oxido de Grafeno contem
grupos funcionais oxigenados e uma carga superficial negativa os quais proporcionam
maior reatividade e solubilidade em dgua ou em solventes polares (TONELLI et al.,
2015).

Os beneficios do uso da nanotecnologia e de nanomateriais como Grafeno sao
consideraveis, porém, seu uso deve ser feito de modo responsavel para que os potenciais
riscos a satde humana ou ao meio ambiente sejam minimizados (HANDY, 2012). Os
nanomateriais podem potencialmente atingir o meio ambiente durante uso, produgao e
descarte, desta forma, estudos ecotoxicolégicos sdo fundamentais para conhecermos o
risco envolvido (BONCEL et al., 2015).

Devido a escala nanométrica, estes materiais sdo capazes de interagir com
biomoléculas (i.e. enzimas e receptores) das células (NAVALAKHE e NANDEDKAR,
2007) e pode provocar efeitos negativos no organismo. De fato, o tamanho nanométrico
dos materiais permite uma natural interacdo com os niveis inferiores da organizacao
biolégica, e dependendo da natureza desta interacdo, vias de exposi¢do e tempo de
contato, ocorrerdo a manifestacdo de diferentes efeitos bioldgicos/toxicolégicos
(MARTINEZ e ALVES, 2013).

Os efeitos deletérios ao organismo decorrentes da exposigdo de nanomateriais
podem ser modificados por diversos fatores, tais como: formato, tamanho, purificagdo,
processos pos-produgdo, estado oxidativo, grupos funcionais, dispersdao, método de
sintese, forma de exposi¢do (rota, dose e tempo de exposicdo) (LALWANI, 2016),
recobrimentos e defeitos estruturais, (YANG et al., 2013), presenca de co-contaminantes,
método de funcionalizagdo, encapsulamento ou adesdo de ions ou materiais
carbonaceos, dispersao ou aglomeracao dos materiais no meio (HANDY e SHAW, 2007).

Desta forma, a caracterizagdo integrada dos nanomateriais é fundamental para
compreensdo do comportamento destes no meio e entendimento dos impactos dos
xenobiontes sobre os organismos (WANG, 2011).

Por se tratar de materiais altamente reativos, podem interagir com outras
substancias alterando os seus efeitos. Devido a esta interagdo, eles conseguem introduzir

e liberar xenobionte no interior de células vivas, proporcionando um efeito conhecido
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como cavalo de troia (KAHRU e DUBOURGUIER, 2010). Assim, a presenca de
nanomateriais no ambiente é capaz de modular o perfil ecotoxicolégico de outros
contaminantes alterando sua biodisponibilidade (SANCHIS et al., 2016).

Corpos hidricos sdo destinos provaveis dos nanomateriais e os estudos
ecotoxicolégicos devem compreender fatores ambientais, como pH, temperatura, luz
UV, matéria orgéanica e outros poluentes para simular condi¢des ambientais realistas
(WONG et al., 2013).

Escolheu-se como animal experimental o peixe por ser modelo utilizado para
avaliar o limite aceitavel de residuos em corpos aquéticos e por se tratar de um grupo
amplamente distribuido e presente em diversos ambientes (BOLIS et al., 2001). A espécie
escolhida trata-se do card (Geophagus iporangensis), um peixe presente em uma regiao
protegida de mata atlantica do vale do rio Ribeira de Iguape (TESHIMA et al., 2015).

Uma das formas que os organismos aquéaticos sdo expostos aos nanomateriais
presentes no meio é através do contato branquial (ZICCARDI et al., 2008, CAMPOS-
GARCIA et al., 2016). De acordo com HANDY et al. (2008) os nanomateriais sdo
suficientemente pequenos para atingir as lamelas branquiais, o que a torna um dos
6rgaos alvo destas substdncias. As branquias tém como funcdo as trocas gasosas,
manutengdo do pH dos fluidos corpoéreos, equilibrio osmético e idnico e excrecdo de
compostos nitrogenados. Por se tratar de um 6rgdo polivalente, ela desempenha um
papel fundamental na fisiologia dos peixes (EVANS et al., 2005).

Os biomarcadores fisioldgicos escolhidos, consumo de oxigénio e excrecao de
amonia, estdo intimamente relacionados com o bom funcionamento das branquias. Eles
refletem o metabolismo dos organismos e possibilitam mensurar o estresse da exposicdo
as mudangas no ambiente, tais como a presenca de xenobiontes (ADAMS et al., 1989;
DEPLEDGE et al., 1995; VIJAYAVEL e BALASUBRAMANIAN, 2006; BARBIERI et al.,
2013). Desta forma, distarbios metabdlicos podem resultar em mudangas na resposta do
organismo (i.e. rotas metabolicas, capacidade de natacdo, atividade enzimética,
reproducdo, crescimento) alterando diversos comportamentos do animal e
influenciando diretamente na sua capacidade de sobrevivéncia ao meio (SCOTT e
SLOMAN, 2004). Além disso, o custo energético demandado no ajuste fisiol6gico
decorrente da exposicao podem influenciar processos como fecundidade, fertilidade,
eclosdo de ovos, sobrevivéncia larval o que resulta também na redugdo da viabilidade

populacional (CAPPARELLI et al., 2015)
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O consumo de oxigénio mensura a oxidacdo do substrato alimentar e, desta
forma, estd interligado com dispéndio de energia para a manutencdo da vida
(BARBIERI, 2007). Além disso, o consumo de oxigénio esta diretamente relacionado com
a taxa de absorcdo dos xenobiontes (YANG et al., 2000). A branquia é um 6rgao plastico,
capaz de se remodelar para diminuir a area superficial. Se por um lado, esta modificacao
pode reduzir a superficie de contato com o xenobionte, por outro pode diminuir a
eficiéncia respiratoria (NILSSON et al., 2012)

Ja a excrecdo de amonia é o produto final do catabolismo de aminoacidos em
peixes (RANDALL e WRIGHT, 1987). Normalmente o aumento do catabolismo esta
associado com acréscimo do custo metabolico para a manutengdo da homeostase, bem
como energia adicional para detoxificagdo (SCOTT e SLOMAN, 2004).

Em condicoes de estresse, um descréscimo destas taxas podem indicar a
incapacidade do organismo de compensar a pertubacdo ambiental (DE BOECK et al.,
1995).

Como o cddmio e o zinco sdo poluentes comuns, objetivou-se estudar a interagdes
destes elementos com o Oxido de Grafeno, um potencial contaminante emergente. Para
isso, observou-se os efeitos no metabolismo de peixes de dgua doce (Geophagus
iporangensis) decorrentes da exposicdo exclusiva e combinada do nanomaterial e dos
elementos traco. O estudo realizado gerara um artigo que esta apresentado na forma de

capitulo desta dissertacao.
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RESUMO

O Oxido de Grafeno (OG) faz parte de um conjunto de novos materiais que
possuem caracteristicas especificas devido ao seu tamanho nanométrico.
Porém, devido a esta mesma caracteristica ele pode interagir com o0 meio
ambiente de forma desconhecida e potencializar o efeito toxico de alguns
contaminantes. Este estudo teve como objetivo analisar os efeitos deste
nanomaterial e suas interagbes com dois contaminantes comuns, zinco e
cadmio, sobre o peixe nativo de agua doce Geophagus iporangensis. Para tanto,
utilizou-se os biomarcadores fisioldgicos consumo de oxigénio e excrecdo de
amoOnia como respostas as alteracdes no metabolismo. Grupos de peixes foram
expostos durante 24 horas a diferentes concentracdes das seguintes
substéancias: 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
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Cd (0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L). A combinacédo destes materiais foi verificada
por meio do uso das mesmas concentracdes do elemento traco acrescidas de
1,0 mg/L de OG. A exposicado ao OG e Cd ocasionou redugédo do consumo de
oxigénio pelo G. Iporangensis de aproximadamende 30% na maior concentragéo
estudada (4 mg/L). Porém, os peixes expostos ao Zn aumentaram esta taxa.
Neste caso, houve um aumento de cerca de 3 vezes com relagéo ao controle na
maior concentracao estudada (10 mg/L). Nao foram encontradas diferencas na
excrecdo de amodnia em relacéo ao controle dos peixes expostos ao OG e Cd,
porém, a exposicao ao Zn acarretou em aumento na média desta taxa de 47%
na concentracdo 10 mg/L com relacédo ao controle. A exposicdo combinada de
OG com Zn intensificou o efeito do elemento trago apresentando respostas em
menores concentracdes em ambos bioindicadores, demonstrando que a
interacdo entre os elementos aumentou os efeitos do Zn. Para a exposicao
Cd+0OG, este fato so foi observado para o consumo de oxigénio. Desta forma, o
biomarcador consumo de oxigénio demonstrou que a exposicdo combinada de
OG com Zn e Cd potencializou os efeitos decorrentes da exposi¢céo ao elemento

traco.

Palavras Chaves: nanoecotoxicologia, consumo de oxigénio, excrecdo de

amonia

Metabolic effects in the native freshwater fish (Geophagus iporangensis) in
response to single and combined exposure of graphene oxide and its trace

elements (Zn and Cd)

ABSTRACT:

Graphene oxide (GO) is part of new brand of materials which have specific
characteristics due their nanoscale size. Perhaps, due this characteristic them
can interact with the environmental on unknown way and increase the toxic effect
of some contaminants. The aim of this study is analyze the effects of this
nanomaterial and its interactions with two common contaminants, zinc and
cadmium, on native freshwater fish Geophagus iporangensis. To this end, the bio

indicators oxygen consumption and ammonia excretion are used as measure of
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metabolism alteration. Groups of fishes were exposed during 24 hours at different
concentrations of these substances: GO (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L), Zn (0,5; 1,0;
2,0;4,0e 10,0 mg/L) e Cd (0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L). The mix of the material
was verified with the same concentration of trace elements plus 1,0 mg/L of GO.
The OG and Cd exposure result in decrease of oxygen consumption of G.
iporangensis around 30% of control means in the major concentration (4.0 mg/L).
Perhaps the zinc exposure cause enhance of this rate around three times in 10
mg/L. Ammonia excretion didn’t show different in the exposure to OG and Cd
regarding control, but, the Zn exposure enhance this rate around 47% in
exposure to 10 mg/L. The combine exposure of GO with Zn intensified the effects
of trace element showed difference at lowest concentrations in both biomarkers,
showing the interaction between elements increase the effects. The exposure
Cd+GO, this fact is only true to oxygen consumption. Thus, the oxygen
consumptions showed with the combined exposure potentiated the effects of the
exposure the trace element on the fish metabolism.

Key words: nanoecotoxicology, oxygen consumption, ammonia excretion

1. INTRODUCAO

Os nanomateriais (NMs) sdo substancias que, em ao menos uma
dimensdo, possuem tamanho menor ou igual a 100 nm, apresentando-se
morfologicamente como esferas, filmes ou tubos (Cattaneo et al., 2009). Devido
as dimensfes nanomeétricas, estes possuem maior relacéo entre area superficial
e volume, a qual é responsavel por caracteristicas mecanicas, Oticas,
magnéticas e quimicas inéditas em relagdo aos materiais convencionais (Quina,
2004).

Desta maneira, apresentam um alto potencial de inovacgédo, sendo
promissores na area de melhoramento de produtos (e.g. desenvolvimento de
materiais de alta resisténcia, componentes eletronicos e magnéticos) (Barbosa,
2011), de medicamentos e de cosméticos (Arifi et al., 2015; Nurummabi et al.,
2015; Tonelli et al., 2015). Por possuirem alta reatividade, a aplicacdo destes

materiais como adsorventes tem sido estudada, principalmente em questbes
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como remediacdo de contaminantes organicos e inorganicos em ambientes
aquéaticos (Upadhway et al., 2014; Wang et al., 2013; Zhao et al., 2011).

O nanomaterial objeto desta pesquisa € o Grafeno. Ele € um material
nanoestruturado, cujos atomos de carbono estdo organizados em hexagonos,
formando uma folha plana, com apenas um atomo de espessura (Jastrzebska et
al., 2012).

Um dos derivados deste material é o Oxido de Grafeno (OG). Ele é o
produto da esfoliacdo quimica do grafite e contem grupos funcionais de oxigénio
reativos (Dreyer et al., 2010). A presenca destes grupos, como o carboxila, epoxi
e hidroxila, confere sua interacdo com cations divalentes, além de aumentar a
sua dispersibilidade (Zhao et al., 2014).

O mercado para os nanomateriais da familia do Grafeno, como o Oxido
de Grafeno, esta projetado em $675 milhdes para 2020 o qual podera influenciar
na quantidade de residuos advindos da sintese e manipulacdo deste material
(Ahmed and Rodrigues, 2013).

No ambiente, o Oxido de Grafeno pode interagir com componentes
organicos e inorganicos por meio de ligacdes ndo covalentes, covalentes e/ou
ibnicas (Hu and Zhou, 2012), proporcionadas pela sua carga superficial negativa
(Santos et al., 2014; Wang et al., 2013). Devido a estas interacfes, existem
evidéncias na literatura de que os nanomateriais podem alterar a toxicidade de
xenobiontes (Campos-Garcia et al., 2015; Kim et al., 2009).

Diante deste cenério, faz-se necesséario estudar os efeitos desses
materiais no ambiente aquatico, bem como sua interacdo com outros poluentes
(Martinez et al., 2013; Zhao et al., 2014).

Estudos ecotoxicoldgicos sdo fundamentais para sustentar medidas de
regulamentacdo e para que o risco ao meio ambiente possa ser calculado e
devidamente prevenido (Doi et al., 2012; Klaine et al., 2008) e mitigado. Novas
legislacdes deverdo surgir indicando valores guias para estes materiais, bem
como tecnologias para o tratamento destes residuos (Paschoalino et al., 2010).
Estudos quanto aos efeitos dos NMs sobre a biota deverao ser realizados com
a finalidade de determinar concentragbes “seguras” para os organismos como
0S peixes.

Corpos d’agua sdo um dos destinos finais dos nanomateriais apés o

descarte, e 0s organismos aquaticos estardo expostos a eles por ingestao,
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contato branquial, transporte passivo e absorcao celular (Campos-Garcia et al.,
2016; Ziccardi et al., 2008). Por esse motivo utilizou-se neste estudo o Cara
(Geophagus iporangensis), peixe de agua doce pertence a familia Cichlidae,
presente na bacia do Rio Ribeira do Iguape (Teshima et al., 2015). Seus habitos
onivoros e o fato de ser um peixe ndo migratério podem resultar em seu continuo
contato com um provavel contaminante ambiental, tornando-o um excelente
modelo biolégico para avaliar a contaminac¢do do ambiente por xenobiontes.

Elementos traco, como zinco e cadmio, sdo conhecidos poluentes no
ambiente aquatico que podem causar danos a biota (Barbieri and Paes, 2011;
Evans, 1987). Além disso, séo utilizados como substancia referéncia em teste
de toxicidade, sendo Uteis para avaliar as condi¢cbes de sensibilidade dos
organismos teste, possibilitando repetibilidade e comparabilidade, servindo
como carta controle para estudos biologicos (Zagatto and Bertoletti, 2006).

Os indicadores fisiolégicos, consumo de oxigénio e excrecdo de amdnia,
sdo utilizados para avaliar possiveis perturbacdes no metabolismo de animais
aguaticos pois fornecem informacdes importantes sobre o estado metabdlico do
organismo (Barbieri and Ferreira, 2011; De Boeck et al.,1995; Sokolova and
Lanning, 2008). Estes parametros sdo importantes pois estdo intimamente
relacionados com a sobrevivéncia, crescimento e reprodugédo dos organismos
(Beitinger and McCauley, 1990). Desta maneira, 0 uso de biomarcadores
fisiolégicos possibilita avaliar os efeitos subletais do estresse causados pela
exposicao de organismos a poluicdo ambiental (Adams et al.,1989; Depledge et
al., 1995; Vijayavel and Balasubramanian, 2006 ).

Diversos estudos mostraram a correlacdo da exposicdo de animais a
contaminantes e alteracfes em seus metabolismos, tais como: pesticidas
organofosforados em tilapias Oreochromis niloticus (Barbieri and Ferreira, 2011),
cobre em carpas Cyprinus carpio (de Boeck et al., 1995), detergente LAS-C12
em tainhas Mugil platanus (Barbieri, 2007).

Com o uso crescente de aplicacdes do Grafeno, é inevitavel sua presenca
no ambiente aquatico o que torna fundamental o controle das autoridades e de
legislagdo especifica sobre o descarte desses materiais. Além disso, a
biodisponibilidade dos NMs pode ser alterada por fatores ambientais, tais como

presenca de co-contaminates (Sanchiz et al., 2016), por esse motivo é
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recomendado que 0s ensaios ecotoxicologicos simulem a provavel interacao
entre eles sempre que possivel (Wong et al., 2013).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos decorrentes
da exposicéo ao Oxido de Grafeno e de sua interacdo com elementos traco (i.e.
zinco e cadmio) utilizando como biomarcador o consumo de oxigénio e a
excrecdo de amobnia do peixe nativo de &agua doce Card (Geophagus
iporangesis).

A hipotese deste estudo foi de que o 6xido de Grafeno ao interagir com o
Zn e Cd , seria capaz de potencializar os efeitos toxicos dos elementos traco

guando exposto de forma combinada.

2. MATERIAIS E METODOS:

2.1.Nanomaterial e elementos traco

O nanomaterial utilizado foi o Oxido de Grafeno de parede simples,
comercializado pela Cheap Tubes Inc., Bratleboro, USA. De acordo com as
informacBes comerciais, este possui pureza de 99%, tendo sido caracterizado
em um trabalho anterior por Duran et al. (2015). Segundo este autor as imagens
obtidas por AFM revelaram que o nanomaterial possui espessura de 0.7-1,2 nm
com dimensodes aproximadas de 300-800nm (eixos X&Y).

A solucdo estoque de Oxido de Grafeno (OG) foi preparada em agua
ultrapura na concentracao de 1 g/L, em banho ultrassénico por 30 minutos. Antes
de sua adicdo nos aquarios, foi sonicada em banho durante 15 minutos para
garantir a sua dispersao no meio.

Para o zinco e cadmio, utilizaram-se como padrao analitico os sais ZnCl2
e CdClI2(99,5%, Merk). A solugéo estoque foi preparada na propor¢cao de 1:1 em

agua destilada e adicionada aos aquarios no momento do experimento.

2.2. Estudo da estabilidade coloidal e morfologia do Oxido de Grafeno

Foi realizado o estudo da estabilidade coloidal deste nanomaterial no
mesmo meio utilizado para o experimento (agua de abastecimento previamente

fillrada) durante 24 horas. Medidas de diametro hidrodindmico e carga
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superficial (potencial Zeta) foram obtidas pelas técnicas de espalhamento de luz
dindmico (DLS) e eletroforético (ELS) no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Modelo ZEN3600, Malvern). Foram preparadas solugcbes com as seguintes
concentracdes: 4 ug/L de OG; 4 ug/L de OG com 80 ug/L de Cd e 4 ug/L de OG
com 200 pg/L de Zn. Estas diluigcdes foram escolhidas em decorréncia de serem
as maiores concentragdes utilizadas no teste de ecotoxicidade.

As analise do diametro hidrodindmico foi realizada em uma amostra de
1ml em uma cubeta de poliestireno nos tempos 0, 3, 6 e 24 horas ap0s o0 preparo
da solucdo. Foram realizadas trés medidas para cada andlise. Parametros
relacionados com a qualidade da medida, tais como valor do atenuador,
correlograma, count rate e variacao entre as medidas, foram observados.

A mensuracdo do pontencial Zeta foi realizada no mesmo aparelho. Em
uma cubeta especifica (DTS1060) foi colocado 1 ml da solucéo preparada e as
analises ocorreram logo depois o preparo do material e apdés 24 horas. Trés
medidas foram realizadas.

O Grafeno utilizado neste estudo foi avaliado quanto a sua forma e
morfologia da superficie através de imagens de topografia obtidas por
microscopia de forca atbmica (AFM). Para esta andlise foi preparada uma
solucéo com 5 mg/L com agua ultrapura. Uma amostra de 3 pL desta solucéo foi
gotejada sobre um porta amostras de mica recém clivada e permaneceu em um
dessecador durante 24 horas. O material depositado foi analisado no
microscopio de Forca Atbmica, Nanoscope llla, da Digital Instruments®, em
modo de operacao tapping, contato intermitente. Foi utilizado ponteira PPP-
CNHR, cuja frequéncia de ressonancia é de 320 KHz e possui a constante de

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

2.3. Organismo teste

Um total de 145 alevinos Geophagus iporangensis com peso médio 0,96
+ 0,34 g (média + desvio padrdo) foram empregados para a avaliagdo do
consumo de oxigénio e excrecao de amonia. Os peixes foram obtidos do Centro
de Piscicultura do Polo Regional-Apta de Pariquera-Acu, interior de Séo Paulo,

e mantidos no Instituto de Pesca — Base Cananeia em tanques de 500 L por uma
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semana para sua aclimatacdo. Os animais foram alimentados com racéo
comercial uma vez ao dia durante este periodo. A alimentacao foi suspensa 24
horas antes da realizagdo do teste. Nenhum animal foi utilizado mais de uma

vez.

2.4. Ensaios de exposicao

Durante o experimento utilizou-se agua de abastecimento desclorificada,
previamente filtrada utilizando-se um filtro de éster de celulose com poro de 0,25
pum com auxilio de uma bomba a véacuo.

Os 145 peixes foram separados aleatoriamente em 29 grupos, com 5
individuos cada, os quais foram inseridos em aquarios de 5 litros, contendo um
litro da &gua filtrada, e com pH de 6,5. Os aquérios foram constantemente
aerados com temperatura controlada (20,5 £ 0,5°C).

Os peixes foram expostos durante 24 horas as seguintes concentracoes:
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;
2,0 e 4,0 mg/L de Oxido de Grafeno, além dos respectivos controles. A
combinagdo destes materiais foi verificada por meio do uso das mesmas
concentracdes do elemento traco (0,5; 1,0; 2,0, 4,0 e 10,0 mg/L de Zn e 0,1; 0,5;
1,0; 2,0 e 4,0 mg/L de Cd) acrescidas de 1,0 mg/L de Oxido de Grafeno. A
solucdo dos aquarios foi preparada 30 minutos antes da insercdo dos peixes.
Para a exposi¢cao combinada, o meio foi preparado primeiramente com elemento

traco e, apds 15 minutos, foi acrescentado o Oxido de Grafeno.

2.5. Andlise do consumo de oxigénio e excre¢do de amonia

A analise foi realizada através da técnica de respirbmetria fechada. Foi
utilizado um sistema com agua desclorificada e sem nenhum contaminante. Este
€ composto por dois compartimentos com circulagcdo continua de agua entre
eles. Em um dos compartimentos, sdo colocados recipientes de vidro
herméticos, denominados respirdbmetros.

Apés a exposicdo nos aquarios, os peixes foram primeiramente

aclimatados nos respirdmetros pelo periodo de 1 hora com circulagdo continua
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de 4gua para atenuar o estresse causado pelo manuseio. Posteriormente o fluxo
de &gua foi interrompido e os respirémetros fechados por uma hora e meia.

ApOs este periodo, uma amostra de &gua foi retirada de cada
respirometro. A diferenca entre as concentracfes de oxigénio e da amdnia
determinadas no inicio e ao final do confinamento foi utilizada para o céalculo do
consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) e excrecdo especifica de ambnia
(mg/L/g/h). Para tal, foi considerado no calculo o volume do respirdmetro, 0 peso
umido do animal e o tempo de confinamento. O oxigénio dissolvido foi
determinado segundo o método de Winkler (Winkler, 1888) e a excrecdo de
amonia pelo método de Nessler (Standard Methods for the Examination of Water
and Waste Water).

2.6.Andlise estatistica:

Os dados de consumo especifico de oxigénio e excre¢do de amonia foram
analisados quanto a normalidade da distribui¢cdo utilizando-se o teste de Shapiro-
Wilk e homocesdasticidade das variancias usando o teste de Levene. Como 0s
resultados formam normais e homocedasticos, as diferencas entre as médias
dos tratamentos foram avaliadas por meio da analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de comparac¢des multiplas de Tukey, com nivel de significancia
p<0,05.

A comparacdo entre a exposicdo exclusiva e combinada na mesma
concentracdo de elemento traco foi realizada através de teste t (p<0,05).
A andlise estatistica foi realizado no software Past, enquanto que 0s

graficos foram confeccionados através do software r.
3. RESULTADOS
3.1.Consumo de oxigénio
Peixes expostos ao Oxido de Grafeno apresentaram reduc&o no consumo
especifico de oxigénio. Houve diminuicdo na média do consumo especifico de

oxigénio de 33,3% em relacdo ao controle na maior concentracao estudada (4,0

mg/L). Nas concentracdes de 2,0 e 4,0 mg/L de Oxido de Grafeno, os valores de
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consumo especifico de oxigénio foram estatisticamente diferentes em relagéo ao

controle (figura 1).
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Figura 1: Consumo especifico de oxigénio em relacéo a concentracéo de Oxido
de Grafeno. As colunas representam as médias (n=5) e as barras sdo 0s
respectivos desvios padrdo. O asterisco indica 0S grupos que apresentaram
diferenca estatistica em rela¢éo ao controle

O consumo especifico de oxigénio em individuos expostos ao Zn
apresentou aumento com diferencas estatisticas nas maiores concentracoes
estudadas (4,0 e 10,0 mg/L de Zn) em relacdo ao controle. Na concentracdo de
10 mg/L este aumento foi 3 vezes maior que a média encontrada no grupo
controle (figura 2).

Acrescentando-se 1,0 mg/L de Oxido de Grafeno as concentragées de Zn,
observou-se aumento do consumo especifico de oxigénio até a concentracao de
4,0 mg/l. Entretanto, na concentracdo de 10 mg/L houve uma diminuicdo
significativa em relacdo ao controle. A partir da concentracdo 1,0 mg/L de Zn

com 1,0 mg/L de Grafeno, todas as concentracdes apresentaram valores de
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consumo especifico de oxigénio estatisticamente diferentes em relacdo ao
controle (figura 2).
Comparando-se a exposic¢ao simples e combinada podemos observar que

elas foram diferentes nas concentracdes 0,5; 1,0; 2,0 e 10,0 mg/L de Zn.
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Figura 2: Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/L/h) em relacdo a
concentracdo de Zn e Zn + 1,0 OG (mg/L). As colunas representam as meédias
e as barras sdo os respectivos desvios padrées (n=5). O asterisco indica os
grupos que apresentaram diferenca estatisticas significativas em relacdo ao
controle. O simbolo ¢ indica diferenca entre a exposicdo simples e combinada
em uma determinada concentracéo.

Em individuos expostos ao Cd, o consumo especifico de oxigénio
diminuiu significativamente em relacdo ao controle a partir da concentragao de
1,0 mg/L. Na maior concentracéo estudada (4,0 mg/L) verificou-se uma reducao
na média do consumo de oxigénio de 35,6% em relacdo ao controle (figura 3).
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Na interacdo de cadmio com 1,0 mg/L de Oxido de Grafeno houve
diminuicdo do consumo especifico de oxigénio a medida que elevou-se a
concentracéo do elemento traco. Na maior concentracéo estudada (4,0 mg/L Cd
+ 1,0 mg/L OG) houve reducdo na meédia do consumo de oxigénio de
aproximadamente 33,7% em relacdo ao controle. Todas as concentracfes
estudadas foram diferentes ao controle (figura 3).

A exposicdo combinada de Cd e OG apresentou diferenca da exposicéo
exclusiva ao Cd apenas nas duas menores concentracoes estudadas (0,1 e 0,5
mg/L).
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Figura 3: Consumo especifico de oxigénio em relagdo a concentragdo de Cd e
Cd + 1,0 OG (mg/L). As colunas representam as médias e as barras sédo os
respectivos desvios padrdes (n=5). O asterisco indica 0S grupos que
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle. O simbolo ¢ indica
diferenca entre a exposicdo simples e combinada em uma determinada
concentragao.
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3.2.Excregao de amonia

A excrecao especifica de amonia de peixes expostos ao Oxido de Grafeno
nao demonstrou tendéncia, pois nenhuma das concentracbes estudadas
apresentaram meédias diferentes em relacdo ao controle para o tempo de

exposicao estudado (figura 4).
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Figura 4: Excrecdo especifica de améonia em relacéo a concentracdo de Oxido
de Grafeno. As colunas representam as médias (n=5) e as barras sdo 0s
respectivos desvios. O asterisco indica 0s grupos que apresentaram diferenca
estatisticas

Os resultados obtidos para a excre¢do de aménia em relacdo ao aumento
das concentracdes de Zn foram evidenciados por uma tendéncia de elevacéo
das taxas em relagcdo ao controle. Entretanto, a0 empregar o teste estatistico
somente as concentracdes de 2,0; 4,0 e 10,0 mg/L foram diferentes em relacao
ao controle (figura 5).

Avaliando-se a combinacédo de Oxido de Grafeno com Zn constatou-se
gue houve diferenca estatistica significativa para as concentragcdes a partir de
1,0 mg/L na taxa de excrecdo de amoénia dos peixes. Esta taxa aumentou até a

concentracéo de 4 mg/L de Zn e diminuiu em 10,0 mg/L. Entretanto, somente as
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concentracdes de 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L de Zn acrescidas de 1 mg/L de OG foram
estatisticamente diferentes em relagao ao controle (figura 5).

A exposicao simples diferencou da exposicdo combinada nas
concentracfes 1,0 e 10,0 mg/L de Zn. Na maior concentracdo, a excrecao de
amOnia na exposicdo combinada foi cerca de 5,6 vezes menor quando

comparado com a combinada.
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Figura 5: Excrecao especifica de amonia (mg/L/g/h) em relacéo a concentracdo
de Zne Zn + 1,0 OG (mg/L). As colunas representam as médias (n=5) e as barras
sdo os respectivos desvios. O asterisco indica 0S grupos que apresentaram
diferenca estatisticas significativas em relagdo ao controle. O simbolo ¢ indica
diferenca entre a exposicdo simples e combinada em uma determinada
concentragao.

Os individuos expostos ao cadmio apresentaram propensao de aumento
na taxa de excrecao de amoénia na menor concentracdo (0,1 mg/L Cd), seguido
de tendéncia de reducdo a medida em que houve o aumento da concentracao
deste xenobionte. Porém nenhuma das concentracdes estudadas apresentou

diferenca estatistica em relagédo ao controle (figura 6).
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Na exposi¢cdo combinada de cadmio com 1,0 mg/L de Oxido de Grafeno
observou-se aumento na excre¢cdo de amolnia para a menor concentracao,
seguida de reducdo com o aumento da concentracdo de cadmio. Nenhum dos
tratamentos apresentou diferenca significativa com relacdo do controle (figura
06).
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Figura 6: Excrecao especifica de Amdnia em relacdo a variacdo da concentracao
de Cde Cd+ 1,0 OG. As colunas representam as médias (n=5) e as barras séo
0s respectivos desvios padrdes. O asterisco indica 0s grupos que apresentaram
diferencas estatistica significativas em relacdo ao controle. O simbolo ¢ indica
diferenca entre a exposicdo simples e combinada em uma determinada
concentracao.

3.3.Diametro hidrodinamico e morfologia do Oxido de Grafeno

Os diametros hidrodinamicos da amostra de Oxido de Grafeno e da sua
interacdo com Zn e Cd na agua de torneira, ao longo do tempo, estédo
apresentados na figura 7. Pode-se notar que ocorreu agregac¢ao / sedimentacéo
do material quando na presenca de zinco, com diferenca estatistica ao longo do

tempo, o que pode indicar uma provavel interacdo entre os dois materiais. A
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384 analise estatistica também evidenciou diferenca no diametro hidrodinamico nos

385 tempos 24 horas para os demais tratamentos (OG e Cd+0G).
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Figura 7: Média e desvio padrdo do didmetro hidrodindmico (nm) das solugcbes de OG
(A);, OG+Cd (B) e OG+Zn (C) ao longo de 24 horas na dgua de torneira previamente
filtrada. Os testes foram conduzidos em triplicata.
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388 A carga superficial do grafeno na solugéo, mensurada pelo potencial Zeta,
389 estd apresentado na tabela 1. Os valores encontrados, em mddulo, maiores que
390 30 indicam uma boa dispersdao no meio. Em relagdo ao GO, a combinacdo
391  Zn+OG aumentou os valores negativos encontrados, 0 que sugere uma
392 diminuicdo da carga superficial negativa nanomaterial e possivel instabilidade no
393 meio..

394

Tabela 1: Potencial Zeta (média + desvio padrdo) do OG e sua interagéo com Zn e Cd

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

Tempo (horas)
Amostra 0 24
0G -31.1+£ 0.40 -37.6+ 5,46
Zn+OG -241+177 -249+1,16

395 Cd+OG -30.8+340 -31.7+3,73
396
397 A imagem de topografia do Oxido de Grafeno obtidas através da AFM estdo

398 apresentadas na figura 8. Pode-se observar o formato e a morfologia superficial
399  do nanomaterial.
400
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Figura 8: Imagem de topografia do Oxido de Grafeno obtida por AFM.
402
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DISCUSSAO

Peixes expostos ao Oxido de Grafeno demostraram reducdo em sua taxa
de consumo de oxigénio nas maiores concentracdes estudadas. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudo com nanotubos de carbono de
paredes multiplas oxidados (HNO3-MWCNTS) realizado Martinez et al. (2013).
Estes autores encontraram uma reducao de 58% no consumo de oxigénio em
tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) quando comparado ao grupo controle.
Smith et al. (2007) também constaram a diminuicao da eficiéncia respiratoria em
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quando expostas a nanotubos de carbono
de paredes simples (SWCNTs). Estes autores verificaram modificacbes na
respiracdo dos peixes (reducdo da taxa de ventilacdo), presenca dos
nanomateriais no muco e danos histopatolégicos que resultaram em irritacdes e
lesbes nas branquias dos peixes, alterando assim a eficiéncia respiratoria.
Kashiwada (2006) observou alta concentracéo de nanoparticulas fluorescentes
aderidas a superficie branquial do peixe Oryzias latipes ap6s 7 dias de
exposicao, o que pode ter resultado em prejuizos nas trocas respiratérias.

De acordo com Handy et al. (2008a) os nanomateriais sao
suficientemente pequenas para atingir a lamela secundéaria tendo acesso a
superficie das branquias. Devido a sua carga superficial e propriedades
eletrostasticas, os nanomateriais interagem com as mucoproteinas presentes
neste 6rgao. Assim, as branquias sdo um dos 6rgdos alvos dos nanomateriais
de carbono (Handy et al., 2011). Estes danos podem explicar a reducdo da
eficiéncia respiratdria encontrada nesse estudo. Efeitos ecotdéxicos semelhantes
também foram confirmados para outros grupos de animais. Em larvas de Artemia
salina (Mesaric et al., 2015), observou-se a presenca de Oxido de Grafeno no
trato digestivo e adesdo deste a superficie do corpo, incluindo apéndices e
branquias. Esta adesao provocou fusdo das lamelas branquias o que pode ter
inibido a natac&o das larvas. Assim, a perda da integridade branquial devido a
exposicdo ao Oxido de Grafeno pode ser a causa para a reducdo do consumo
de oxigénio observada neste estudo.

O consumo de oxigénio revelou aumento da taxa quando os peixes foram
expostos exclusivamente ao zinco. Assim como neste trabalho, Sellers et al.

(1975) também constataram alteracfes respiratérias na exposicdo subletais
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agudas ao zinco em salmdes (Salmo gairdneri). Estes autores verificaram
reducdo da pressédo de oxigénio no sangue que, consequentemente, fez com
que o organismo aumentasse a frequéncia dos movimentos respiratorios,
ocasionando maior consumo de oxigénio. Brafield e Matthiessen (1975) e
Gehrke (1988) também constataram aumento desta taxa quando Gasterosteus
aculeatus e Leiopotherpon unicolor foram expostos ao zinco.

Neste trabalho, o grupo exposto ao cadmio apresentou queda significativa
nas concentracoes de 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L. Damato and Barbieri (2012) também
encontraram uma tendéncia semelhante na exposicdo de Cd em peixes
(Hyphessobrycon callistus). A integridade branquial foi afetada em perca-gigante
(Lates calcarifer) no qual observou-se que a exposicdo a este elemento resultou
em edema no epitélio, aneurisma na lamela secundaria e hiperplasia de células
epiteliais e cloridricas com 24 horas de exposicdo (Thophon et al., 2003). A
branquia € um érgado altamente plastico que pode se remodelar para reduzir a
area superficial, diminuindo o contato com xenobionte com perda da eficiéncia
respiratoria (Nilsson et al., 2012). Além disso, a reducado desta taxa pode ser um
mecanismo fisioldgico importante para diminuir a absorcdo de xenobiontes,
tendo em vista que captacdo de contaminantes esta diretamente ligado com o
consumo de oxigénio (Yang et al., 2000).

Na combinacdo do nanomaterial com zinco ou cadmio verificou-se
respostas com diferencas estatisticas em relacdo ao controle em menores
concentracdes quando comparados com 0S grupos expostos exclusivamente ao
elemento. Assim, pode-se constatar que a presenca do nanomaterial associado
com outro xenobionte alterou o consumo especifico de oxigénio. Segundo
Barbieri (2007) a taxa respiratdria esta relacionada com a energia liberada pela
oxidacao do substrato alimentar e, desta forma, mensura o dispéndio de energia
para a manutencéo de processos vitais. Desta forma, a reducéo encontrada nas
maiores concentracoes das exposi¢cdes de forma combinada, podem representar
uma queda no metabolismo dos peixes, provavelmente devido a dificuldades
para manter a homeostase. Este fato também foi relatado por Campos-Garcia et
al. (2015) e Martinez et al. (2013), quando tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
foram expostas a HNO3-MWCNTs associados aocarbofurano (pesticida) e

chumbo, respectivamente.
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Sendo a amdnia o produto final do catabolismo das proteinas em peixes,
sua quantidade excretada depende do estado do animal, condicbes ambientais
e da espécie (Randall and Wright, 1987), fato que permite seu uso como um
biomarcador da atividade metabdlica do animal frente a diferentes poluentes.

Com relagéo a esta taxa, os efeitos no grupo exposto ao Oxido de Grafeno
nao apresentaram diferencas significativas quando comparados ao grupo
controle. Segundo Smith et al. (2012) aparentemente o peixe pode contornar 0s
distarbios osmorregulatérios causados pela exposicdo a nanomateriais. Em um
estudo realizado por Ma et al. (2016) com peixes hibridos da tilapia de
Mocambique (Oreochromis mossambicus) com a vermelha (Oreochromis
niloticus var.) verificou-se que a ingestdo de OG néo alterou a morfologia do
figado dos animais. Este fato corrobora com o nosso estudo, pois o figado é o
maior produtor de NHs (Randall e Wright, 1987). Porém, vale salientar que este
mesmo estudo evidenciou mudancgas na expressao génica do figado indicando
que este 6rgdo poderia ser afetado com uma exposicéo por periodo mais longo.

Os grupos expostos ao zinco apresentaram propensdo de aumento da
excrecao especifica conforme a elevacdo da concentracdo desta substancia. A
exposi¢do a este resultou em um incremento do influxo do sddio nas branquias
do peixe Galaxias maculatus (McRae et al., 2016). Uma vez que a excrecao de
amonia é realizada pelo complexo trocador Na*/NH4, 0 aumento do influxo de
sédio resultard em acréscimo da excrecdo de peixes (Wilkie, 1997)
corroborando os valores encontrados neste estudo. A exposi¢cao sub-cronica (15
dias) a concentracdo sub-letal de zinco em Channa punctatus causou uma
reducdo do glicogénio e das proteinas do figado, provavelmente resultado do
aumento do catabolismo (Srivasta e Verma, 2009).

J& a exposicdo ao cadmio revelou tendéncia de reducédo, porém, nédo foi
observada diferenca entre tratamentos e o controle. Em um estudo conduzido
por Al-Attar, 2005, ndo foram observadas alteracbes nas concentracdes de
proteinas no sangue em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a este
xenobionte por um dia. Porém, com mais tempo de exposicdo (4 e 7 dias)
observou-se hiperproteinemia dos espécimes, provavelmente devido a
desordem no metabolismo de proteinas. A exposi¢ao por longo periodo (14 dias)

resultou em uma inibicdo da (Na+, K+) —ATPase nas branquias de carpas
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Cyprinus carpio (de la Torre et al. 2000). Assim, esta alteracdo indicou uma
perturbacao no equilibrio osmaético e ibnico dos peixes expostos ao cadmio.

Um estudo realizado por Zheng et al. (2016) comparou os efeitos da
exposicao de 0,6% LC50 — 96 horas ao zinco e ao cadmio em peixes-zebra
(Danio rerio) durante 5 semanas. Foi constado que o0 Zn provocou danos e
estresse oxidativos hepaticos menores que a exposi¢ao ao Cd. Este fato poderia
explicar o aumento da excrecédo encontrada na exposi¢cao ao Zn, fato que nao
ocorreu com o Cd.

Na exposicdo combinada de Oxido de Grafeno e zinco observou-se um
aumento das taxas de excrecdo especifica de ambnia com o incremento das
concentragbes seguida de uma reducdo na maior concentragdo estudada.
Assim, a exposicdo a este elemento traco pode induzir mudancas no
metabolismo, aumentando o catabolismo para que 0s organismos suportem a
exposi¢do. Porém, o decréscimo observado na maior concentracdo pode ser
reflexo da perda da habilidade de excre¢do do organismo provavelmente pelo
xenobionte ter afetado células envolvidas nas atividades excretoras. Estudos
sobre a interacdo de zinco com nanotubos de paredes mdultiplas (MWCNTS)
também verificaram diferencas quando comparadas com a exposi¢ao exclusiva.
Foi observado um efeito sinergético entre os xenobiontes, evidenciado pelo
aumento no estresse oxidativo e dos danos histolégicos no figado e branquias
dos peixes Carassius auratus expostos (Yan, L. et al., 2016).

No grupo de peixes expostos de forma conjunta ao Oxido de Grafeno e
cadmio, a excrecdo de aménia apresentou uma tendéncia semelhante quando
comparada a exposi¢cdo exclusiva ao cadmio, ndo evidenciando mudancas
metabdlicas na exposicdo combinada dos xenobiontes. No estudo conduzido
Qu, et al., 2014, peixes Carassius auratus foram expostos a 0,1 mg/L Cd e 0,1
mg/L Cd + 0,5 mg/L OH-MWCNTSs. Com 3 dias de exposi¢do ndo foi evidenciado
diferenca entre os grupos. Porém, apés 12 dias verificou-se um efeito maior na
acumulacdo de metal no figado e nos biomarcadores de estresse oxidativo na
exposi¢cao combinada quando comparada com a exclusiva.

Segundo Handy et al. (2008b) nanoparticulas e nanomateriais podem
adsorver outras substancias quimicas e promover um efeito sinergético destes
na presenca de outros poluentes, o que poderia explicar a alteracdo no

metabolismo encontrada no tratamento com a exposicdo associada do
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nanomaterial e do elemento traco. Desta forma, quando o0s nanomateriais
encontram-se dissolvidas elas podem funcionar como “cavalo de troia” de ions
metélicos (Boncel et al. 2015). Assim, quando 0S nanomateriais estdo
combinadas com outros xenobiontes e encontram a superficie das branquias,
elas liberam uma alta concentracdo destes elementos, ou provocam uma
liberacdo lenta e prolongada dos ions no epitélio (Limbach et al., 2007), o que
poderia explicar a alteracdo no metabolismo encontrada no tratamento com a
exposicao associada do nanomaterial e do elemento tracgo.

Os efeitos combinados de cadmio e Oxido de Grafeno foram observados
por Tang et al. (2015). Os danos celulares encontrados na alga Microcystis
aeroginosa foram maiores na exposicdo combinada quando comparada ao
grupo exposto somente ao Cd?*. Campos-Garcia et al. (2016) verificaram danos
histolégicos nas branquias 25% maiores na exposicado conjunta de nanotubos de
carbono oxidados e carbofurano quando comparado com 0 grupo exposto de
forma exclusiva ao pesticida.

Sanchis et al. (2016) estudaram a interacdo de diferentes nanomateriais
de carbono (fulereno, nanotubo de carbono de paredes multiplas e Grafeno) com
co-contaminates organicos (malation, glifosato, diuron, triclosan e nonilfenol) em
Daphnia magna e Vibrio fischerie. Porém, o efeito cavalo de troia somente foi
observado na interacdo fulereno com malation em Daphnia, indicando que as
caracteristicas dos contaminantes e do comportamento animal sdo importantes
para que o efeito ocorra. Assim, existe uma correlacdo forte entre o ambiente e
as caracteristicas do nanomaterial na ecotoxicidade de NMs.

Com relacdo a caracterizacdo do nanomaterial e sua interacdo com 0s
elementos traco, pode-se observar uma maior agregacéo e reducdo da carga
negativa na combinacdo com Zn. O aumento do didmetro hidrodinamico
provavelmente € resultado de uma interagdo maior entre as duas substancias, o
que poderia explicar a diferenca apresentada entre os bioindicadores para
ambas as exposi¢des (exclusiva e combinada). A interacao entre o Cd e 0 OG
nao afetou o tamanho hidrodindmico em 24 horas, o que indica uma provavel
interacdo mais fraca entre os elementos. Assim, somente um biomarcador
(consumo de oxigénio) apresentou diferencas entre a exposi¢cdo simples e

combinada.
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4. CONCLUSAO

O biomarcador consumo de oxigénio revelou alteragdes no metabolismo
dos peixes, quando estes foram expostos aos xenobidticos na exposicao
exclusiva ou combinada. J4 a excrecdo de amoénia apresentou mudancas na
média em relacdo ao controle apenas nos peixes expostos ao zinco e na sua
combinagao com o Grafeno.

O diametro hidrodinamico do Zn e OG aumentou ao longo do tempo, o
qgue pode ser reflexo de uma interacdo entre eles, o que pode ter contribuido na
diferenca encontrada em ambos biomarcadores. Este fato ndo foi observado
com o Cd.

A hip6tese que a exposicdo combinada do Zn / Cd com o OG
potencializaria os efeitos dos elementos traco foi confirmada. Assim, o estudo
sugere que o Oxido de Grafeno pode funcionar como um cavalo de troia quando
langado no ambiente e pode alterar o efeito de outros xenobiontes.

Mais estudos séo necessarios para se compreender os mecanismos de
acdo dos nanomateriais, tal como o Grafeno, bem como sua interagdo com

outras substancias.
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Exposicdo:

Sistema: Circulacdode agua

- Aquarios com 1 litro de agua filtrada
- 5 peixes por tratamento
- Temperatura: 20,5+ 0,5 °C

- Tempo de exposicao: 24 horas

1 hora 1,5 hora
Adaptacao Respirémetros fechados
Circulagao continua de
¥

Amostra de agua:

Oxigénio dissolvido na agua » I Método de Winkler

Aménia presente na agua

Coleta da amostrade
agua do respirdmetro/
sistema

» | Método de Nessler

| Diferenca entre amostra inicial e final |

Peso do peixe + Volume do respirémetro

Consumo / Excregao especifica

42



Anélise comparativas dos grupos controle:

Consumo especifico de Oxigénio (mLO,/g/LM)

Zn Cd fcle) Zn+G 0O Cd+ GO

Controles

Figura 11 - Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/h) comparando os 5 grupos
controle efetuados em cada bateria de experimento. As colunas representam as médias

(n=5) e as barras sdo os respectivos desvios.
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Figura 12 — Excrecdo especifica de Amodnia (mg/L/g/h) comparando os grupos controles
efetuados em cada bateria do experimento. As colunas representam as médias (n=5) e as

barras sdo os respectivos desvios.

43



Tabela resumo:

Consumo especifico de oxigénio

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

Oxido de Grafeno (OG) NN
Concentragdo (mg/L) 05 1,0 2,0 40 10,0
Zinco >~ 1
Zinco + 1mg/L OG ~c> ™ M N
Concentragdo (mg/L) 01 05 10 2,0 4,0
Cadmio NN 2N
Cadmio + 1 mg/L OG VR 2

Excregdo especifica de amonia

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

Oxido de Grafeno (0G)

Concentragdo (mg/L) 05 1,0 2,0 40 10,0
Zinco N N
Zinco + 1mg/L OG O R
Concentragdo (mg/L) 01 05 10 2,0 4,0
Cadmio

Cadmio + 1 mg/L OG

‘M = Aumento com diferenca estatistica com relagdo ao controle
J = Reducdo com diferenca estatistica com relagdo ao controle
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