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RESUMO GERAL 

 

As várias aplicabilidades dos nanomateriais (NMs) vêm sendo rapidamente 

desenvolvidas e exploradas nas últimas décadas. No entanto, estudos para 

diagnosticar e diminuir seus potenciais impactos ao ecossistema aquático não 

acompanham o mesmo ritmo. São vários os fatores bióticos e abióticos no meio 

aquático que podem influenciar os fatores físico-químicos, destino e efeitos dos NMs. 

Consequentemente, a biodisponibilidade dos NMs pode ser alterada quando eles 

interagem com outros elementos orgânicos e inorgânicos, incluindo os sais minerais 

presentes no sistema aquático. O cádmio (Cd) e o zinco (Zn) são elementos-traço 

(ETs), provenientes de fontes naturais e antropogênicas, que podem ser tóxicos se 

disponibilizados em condições específicas. O Óxido de Grafeno (GO) é um NM 

potencialmente tóxico e de diversas aplicações, dentre elas a remoção de 

contaminantes de efluentes industriais e urbanos, assim a como remediação 

ambiental. A crescente demanda e consequente descarte deste NM no meio aquático 

induziram à necessidade de avaliar os potenciais efeitos adversos do GO sobre a 

biota, assim como os efeitos da sua interação com outros poluentes. Neste trabalho 

foram avaliados os possíveis efeitos tóxicos do GO, isoladamente e associado ao Cd 

e ao Zn, através dos testes de toxicidade aguda e de metabolismo de rotina do 

Palaemon pandaliformis. Popularmente conhecido como camarão fantasma, o P. 

pandaliformis é um carídeo osmorregulador encontrado em ambientes costeiros 

sujeitos a constantes variações ambientais e de fácil manutenção em laboratório. 

Neste estudo, foram observados os efeitos tóxicos do GO e de sua interação com o 

Cd e o Zn através de testes de toxidade aguda e de metabolismo de rotina. 

 

Palavras chave: Óxido de Grafeno, nanoecotoxicologia, toxicidade aguda, consumo 

de oxigênio, excreção de amônia, Palaemon pandaliformis. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

Several applicability of nanomaterials (NMs) have been rapidly developed and 

exploited in recent decades. However, studies to diagnose and reduce potential 

impacts to the aquatic ecosystem do not follow the same pace. A number of biotic and 

abiotic factors in the aquatic environment can affect the physicochemical, fate and 

effects of NMs. Therefore, the bioavailability of NMs may change when they interact 

with other organic and inorganic components, including the minerals that are in the 

water system. Cadmium (Cd) and zinc (Zn) are trace elements (TEs) from natural and 

anthropogenic sources, which may be toxic if available under specific conditions. The 

graphene oxide (GO) is a potentially toxic NM and several applications, among them 

the removal of industrial and urban wastewater contaminants, as well as the 

environmental remediation. The increasing demand and consequent disposal of this 

NM in the aquatic environment induced to the need to assess the potential adverse 

effects of GO on the biota, as well as the effects of its interaction with other pollutants. 

This study evaluated the possible toxic effects of GO alone and associated with the Cd 

and Zn, via acute toxicity and routine metabolism tests in Palaemon pandaliformis. 

Popularly known as ghost shrimp, P. pandaliformis is an osmoregulator caridea 

present in coastal environments subjected to constant environmental changes and 

easy to maintain in laboratory. It was observed, in this study, the toxic effects of GO 

and its interaction with Cd and Zn through acute toxicity and routine metabolism tests. 

 

Keywords: Graphene Oxide (GO), nanoecotoxicology, acute toxicity, oxygen 

consumption, ammonia excretion, Palaemon pandaliformis. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os nanomateriais (NMs) são materiais com pelo menos uma dimensão menor que 

100 nm (Klaine et al., 2008) e dentro deste grupo estão as nanopartículas (NPs), que 

apresentam diâmetro menor que 100 nm (BOWMAN et al., 2010; LÖVESTAM et al., 

2010). As NPs podem ser classificadas quanto à sua origem (naturais ou 

manufaturados), composição e propriedades físicas e químicas (BOWMAN et al., 

2010; BUZEA et al., 2008). 

As NPs naturais são originadas de uma grande variedade de processos 

geológicos e biológicos, estando presentes no meio ambiente desde a formação do 

planeta (BUZEA et al., 2008; LOWRY e CASMAN, 2009). Apesar dos organismos e 

do ser humano terem evoluído em ambientes contendo NPs, essa exposição aumenta 

a cada ano com a sua progressiva produção antropogênica (HANDY et al., 2008). 

Consequentemente, o crescente descarte de nanopartículas manufaturadas (NPMs) 

em ambientes naturais deve ser avaliado, uma vez que há amplo interesse e 

exploração de seu potencial econômico, tecnológico e científico (GEIM e 

NOVOSELOV, 2007; JOHNSTON et al., 2013; KLAINE et al., 2008; SCHULTZ et al., 

2014, CAMPOS-GARCIA et al., 2016). As NPMs podem interagir com uma grande 

variedade de elementos químicos orgânicos e inorgânicos (maiores, menores e traço) 

no meio aquático, no entanto, deve-se considerar que as NPMs também apresentam 

enorme variedade de composição física e química e, consequentemente, diferentes 

propriedades toxicológicas (BAALOUSHA et al., 2011; HE et al., 2014; JOHNSTON et 

al., 2013; MOORE, 2006). 

As NPs podem ser classificadas como orgânicas e inorgânicas, e dentre as 

orgânicas, encontra-se a família dos grafenos, que são NPMs alótropas do carbono 

(BAALOUSHA et al., 2011; LOWRY e CASMAN, 2009). O Grafeno é um NM 

bidimensional com espessura monoatômica de átomos de carbono com hibridização 

sp2 (BOEHM et al., 1994). Cada átomo de carbono está ligado a outros três átomos 

de carbono formando anéis planos hexagonais ligados entre si por ligações sigma (ϭ), 

garantindo-lhe dureza ainda não observada em qualquer outro material (BOEHM et 

al., 1994; CHOI et al., 2010). Este NM apresenta elevada área superficial, elevada 

transmitância óptica, estabilidade química e térmica, é extremamente forte, leve e 
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flexível, além de ser excelente condutor de calor e eletricidade (GEIM, 2009; GEIM e 

NOVOSELOV, 2007; NOVOSELOV et al., 2005, 2004). Entre os NMs da família do 

grafeno encontram-se: grafeno, nanofolhas de grafeno, grafite ultrafino, óxido de 

grafeno e óxido de grafeno reduzido (SANCHEZ et al., 2012). As propriedades deste 

NM têm gerado enorme interesse científico e industrial em suas várias aplicações: 

nano eletrônica, condutor de polímeros, eletrodo de bateria, supercapacitor, 

impermeabilidade, tinta de impressão, folha antibacteriana, farmacêutica, biomedicina 

e meio ambiente (CHOI et al., 2010; CHOWDHURY et al., 2013; CHUNG et al., 2013; 

DURÁN et al., 2015b; RUOFF, 2008; STANKOVICH et al., 2006; WU et al., 2012). 

Fatores abióticos como pH, composição química e dureza da água, assim como a 

presença de matéria orgânica suspensa e dissolvida podem alterar as propriedades 

físicas, químicas e de reatividade dos NMs no meio aquático (BATLEY et al., 2013; 

HANDY et al., 2008a; KLAINE et al., 2008; MARTINEZ et al., 2013). Ao serem 

comparadas com macropartículas de mesma composição química, as NPs 

apresentam maior superfície de contato e reatividade química, podendo atenuar ou 

aumentar sua toxicidade e biodisponibilidade (AQUINO NETO et al., 2011; HANDY et 

al., 2008b; MOURA et al., 2011; OWEN e HANDY, 2007).  

Sabe-se muito pouco sobre os potenciais riscos e impactos ecotoxicológicos dos 

NMs ao meio aquático (ARTAL et al., 2013; COLVIN, 2003; MARTINEZ et al., 2013; 

MAUTER e ELIMELECH, 2008). As propriedades físicas, químicas e de reatividade 

dos NMs modificam-se de acordo com a variação do seu tamanho, trazendo várias 

questões ainda não respondidas sobre os reflexos das inter-relações químicas, 

biológicas e toxicológicas quando o meio ambiente é exposto aos materiais em escala 

nano (BURDA et al., 2005; DURÁN et al., 2015a; HANDY et al., 2008b; MARTINEZ et 

al., 2013). Neste sentido, tornou-se imprescindível entender o destino e a interação 

dos NMs manufaturados com outros poluentes, assim como são assimilados, 

distribuídos e excretados pelos organismos que integram os ecossistemas aquáticos.  

Os sistemas aquáticos apresentam composição química complexa, visto que a 

maioria contém quase todos os elementos da tabela periódica, mais uma extensa 

variedade de matéria orgânica e inorgânica dissolvida e particulada (GAFFNEY, et al., 

1996; GUILHERME et al., 2005, MOHAN et al., 1993; ROGERS, 1993). Os 

elementos-traço (ETs) estão naturalmente presentes nos ambientes aquáticos em 
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concentrações muito baixas, mas que em condições específicas, visto que são 

suscetíveis a diversas interações bióticas e abióticas, podem ser tóxicos e afetar a 

qualidade da água e destes ecossistemas (KABATA-PENDIAS, 2010; POLETO e 

MERTEN, 2007; SOUZA et al., 2016). Os ETs integram e interagem em diferentes 

compartimentos biogeoquímicos, portanto sua toxicidade é determinada não apenas 

por sua concentração, mas também pelo tempo de exposição, mobilidade, 

biodisponibilidade e assimilação (absorção, adsorção e sorção) biótica e abiótica 

(GUILHERME et al., 2016; KABATA-PENDIAS, 2010; POLETO e MERTEN, 2007; 

RAINBOW, 1997).  

Os ambientes costeiros e estuarinos exercem papel essencial nos ciclos 

biogeoquímicos de vários ETs essenciais e não essenciais (sem função biológica), 

influenciando seus processos físico-químicos (especiação química e sedimentação) e 

biológicos (bioalteração, bioacumulação e biomagnificação) (COSTA, et al., 2012; 

STEFANIDOU et al., 2006). Estas áreas são suscetíveis às dinâmicas dos processos 

de interação entre os elementos químicos orgânicos e inorgânicos de origens fluviais, 

pluviais e marinhas, além de serem utilizadas como receptoras de lixo e escoamentos 

agrícolas, industriais e urbanos (COSTA et al., 2012; GUILHERME et al., 2005; KHAN 

et al., 2014; MANCE, 2012; SOUZA et al., 2016; XU et al., 2013). Consequentemente, 

os ecossistemas estuarinos e costeiros recebem e dissipam os ETs provenientes de 

suas áreas adjacentes (terrestre, fluvial e marinha) e também são fontes destes 

mesmos elementos para as áreas marinhas (KENNISH e FERTIG, 2012; MOORE, 

2006). Estes ambientes são vitais para a produção primária e para uma grande 

variedade de espécies, em pelo menos uma fase do ciclo de vida (BRICKER et al., 

2008; DUGAN, 1992; ELLISON, 2001, KHAN et al., 2014).  

Kahru e Dubourquier (2010) avaliaram dados de toxicidade aguda (C(D)L50) de 

NPs sintéticas e concluíram que os crustáceos e as algas foram os grupos de 

organismos mais sensíveis e, provavelmente, os mais vulneráveis às NPs. Baun et al. 

(2008) destacaram a importância de se estudar crustáceos em testes de 

nanoecotoxicidade, visto que são os mais numerosos em espécies e de grande 

importância ecológica em ampla variedade de ambientes: água doce, marinho e 

terrestre. Portanto, em avaliações nanoecotoxicológicas, os crustáceos são 

considerados bioindicadores importantes para a avaliação de potenciais riscos tanto 
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dos ambientes aquáticos quanto terrestres (BAUN et al., 2008; KAHRU e 

DUBOURGUIER, 2010; RINDERHAGEN et al., 2000).  

A toxicidade pode ser influenciada por vários fatores, incluindo a concentração, o 

tempo de exposição, a interação da espécie química com outros elementos, bem 

como outros vários fatores biológicos dos espécimes estudados (HEUGENS et al., 

2001; JAISHANKAR et al., 2014). Ao avaliar respostas tóxicas, o poluente deve estar 

biodisponível, ou seja, ele deve atingir e interagir primeiramente com o seu local de 

ação biomolecular, propiciando reações ao nível molecular, podendo continuamente 

ser seguida de respostas nos tecidos, nos órgãos, no indivíduo, na população e na 

comunidade (SCHOETTGER, 1996; USEPA, 2002). 

Os camarões de água doce da família Palaemonidae, Palaemon pandaliformis, são 

popularmente conhecidos como camarões fantasma ou potitinga (BOND-BUCKUP e 

BUCKUP, 1989). Estes carídeos osmorreguladores de pequeno porte são 

encontrados em águas costeiras desde a região sul do Brasil até a Guatemala (ROSA 

et al., 2015). Apresentam significativa importância ecológica por estarem associados à 

ciclagem de nutrientes e por serem recurso alimentar de peixes e aves que habitam 

ou migram para os ambientes em que são encontrados (BOND-BUCKUP e BUCKUP, 

1999; FERREIRA et al., 2010). Os espécimes de P. pandaliformis usados nos 

experimentos deste estudo foram coletados na região de mangue da Reserva 

Extrativista do Mandira. 

A Reserva Extrativista do Mandira encontra-se na porção continental oeste do 

município de Cananéia e faz parte do complexo estuarino lagunar Iguape-Cananeia-

Paranaguá, considerado pela IUNC (União Internacional de Conservação da 

Natureza) como o terceiro estuário do mundo em produtividade primária (ADAIME, 

1985). Este complexo é formado por extensas áreas de manguezais influenciadas 

pelo influxo de água doce e de marés interiores, com amplitude de dois metros 

(BESNARD, 1950; DE SALES e MOREIRA, 1996; SCHAEFFER-NOVELLI et al., 

1990). A temperatura média anual é de 23,8 0C e a salinidade pode chegar a 30‰, 

que varia em função do período de maré e da descarga fluvial e pluvial (BESNARD, 

1950; CUNHA-LIGNON, 2009; PEREIRA et al., 2001). Os mangues são 

característicos de zonas tropicais e subtropicais, com substratos lamosos e 

hidrodinâmica influenciada por marés, ou seja, são inundados por águas estuarinas e 
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marinhas na maré alta e por águas fluviais na maré baixa (LINGON, 2005). É um 

ambiente que constantemente disponibiliza matéria orgânica, nutrientes e elementos 

químicos ao ecossistema (KHAN et al., 2014; PEREIRA et al., 2001; POLETO et al., 

2009). 

Os resultados desta dissertação foram apresentados em um capítulo, no formato 

de um artigo científico, como descritos a seguir: 

 

CAPÍTULO 1: “Efeitos da interação do Óxido de Grafeno (GO) com Cádmio e 

Zinco no consumo de oxigênio e excreção de amônia do Palaemon 

pandaliformis (Stimpson, 1871) (Crustacea, Decapoda, Palaemonidae)”, redigido 

de acordo com as normas da revista Chemosphere. 

Neste capítulo foram avaliadas a toxicidade aguda e as alterações do 

metabolismo de rotina através do consumo de oxigênio e excreção de amônia dos 

camarões Palaemon pandaliformis ao serem expostos a diferentes concentrações de 

Óxido de Grafeno e da associação deste com Cd e Zn, por períodos de tempo 

determinados. 

 

OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos tóxicos do GO assim 

como a influência do GO sobre a toxicidade do Cd e do Zn, e de que forma a 

interação entre estes contaminantes pode ser detectada através dos testes de 

toxicidade aguda, do consumo específico de oxigênio e da excreção específica de 

amônia utilizando o Palaemon pandalirformis como espécie indicadora.  
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CAPÍTULO 1 

EFEITOS DA INTERAÇÃO DO ÓXIDO DE GRAFENO (GO) COM CÁDMIO E ZINCO 

NO CONSUMO DE OXIGÊNIO E EXCREÇÃO DE AMÔNIA DO Palaemon 

pandaliformis (STIMPSON, 1871) (CRUSTACEA, DECAPODA, PALAEMONIDAE) 
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RESUMO 

O Óxido de Grafeno (GO) é considerado o mais importante derivado da família dos 
grafenos, de características únicas com alto potencial de inovação e aplicabilidade. O 
GO tem sido utilizado na remediação ambiental, entretanto, os efeitos colaterais de 
sua interação com poluentes no meio aquático ainda são pouco conhecidos. Com 
isso, tornou-se imprescindível investigar os possíveis efeitos adversos deste 
nanomaterial sobre a biota. Este estudo analisou os efeitos das diferentes 
concentrações de GO, Cd, Zn e da interação do GO com estes elementos-traço 
(ETs), através de testes de toxicidade aguda, consumo específico de oxigênio e 
excreção de amônia do Palaemon pandaliformis. Supôs-se, como hipótese, que o GO 
poderia afetar a toxicidade do Cd e do Zn no organismo-teste. Após 96h não foi 
observada toxicidade do GO nas concentrações 0,1, 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg.L-1. Os 
resultados indicaram que o GO aumentou a toxicidade do Cd e do Zn evidenciada 
pela diminuição dos valores de CL50. A CL5096h do Cd associado a 1,0 mg.L-1 de GO 
(0,001 mg.L-1) foi 1,7 vezes menor que a CL5096h do Cd (0,0017 mg.L-1), assim como 
a CL5096h do Zn associado a 1,0 mg.L-1 de GO (0,12 mg.L-1) foi 1,8 vezes menor que 
a CL5096h do Zn (0,22 mg.L-1). O GO não afetou o consumo específico de oxigênio, 
mas diminuiu a excreção específica de amônia em 93% e 95%, em relação ao 
controle, nas duas maiores concentrações empregadas, 2,0 e 4,0 mg.L-1, 

respectivamente. Ao associar GO com Cd, notou-se queda de 59% da excreção de 
amônia na maior concentração empregada (0,05 mg.L-1 de Cd + 1,0 mg.L-1 GO). Já 
quando houve interação do GO com o Zn observou-se elevação e queda do consumo 
de oxigênio, assim como diminuição de 84% da excreção de amônia, na maior 
concentração empregada (4,0 mg.L-1+ 1,0 mg.L-1 GO). Foi confirmada a hipótese de 
que o GO pode influenciar a toxicidade do Cd e do Zn, sugerindo cautela e maiores 
investigações quanto ao uso e descarte deste NM nos ecossistemas aquáticos. 
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Palavras chave: Óxido de Grafeno, nanoecotoxicologia, toxicidade aguda, consumo 
de oxigênio, excreção de amônia, Palaemon pandaliformis. 

 

 

ABSTRACT 

 

The Graphene Oxide (GO) is considered the most important of the graphene family 
with unique characteristics with high potential for innovation and applicability. The GO 
has been used in environmental remediation, however, the side effects of its 
interaction with pollutants in aquatic environment are still largely unknown. Therefore, 
it is essential to investigate the possible effects of nanomaterials(NMs) on the biota. 
This study analyzed the effects of different concentrations of GO, Cd, Zn and the 
interaction of GO with these trace elements (TEs) through acute toxicity tests, specific 
oxygen consumption and ammonia excretion of the shrimp Palaemon pandaliformis. It 
was assumed, as a hypothesis, that GO could affect the toxic effects of Cd and Zn in 
the test organism. After 96h, no toxicity was observed at concentrations of GO 0.1, 
0.5, 1.0, 2.5 and 5.0 mg.L-1. However, the results indicated that the GO increased the 
toxicity of Cd and Zn as evidenced by the decrease in LC50 values. The LC5096h of Cd 
associated to 1.0 mg.L-1 of GO (0.001 mg.L-1) was 1,7 times less than LC5096h of Cd 
(0.0017 mg.L-1), as well as LC5096h of Zn associated with 1.0 mg.L-1 of GO (0.12 mg.L-

1) was 1.8 times less than LC5096h of Zn (0.22 mg.L-1). The GO did not affect the 
specific oxygen uptake, but decreased the specific excretion of ammonia by 93% and 
95%, when compared to control group, at the two highest concentrations employed, 
2.0 and 4.0 mg.L-1, respectively. By associating GO with Cd, a decrease of 59% of 
ammonia excretion was noticed at the highest concentration employed (0.05 mg.L-1 + 
1.0mg.L-1 GO). However, in the interaction of GO with different concentrations of Zn, 
rise and fall of oxygen uptake as well as a decrease of 84% of ammonia excretion at 
the highest concentration of Zn (4.0 mg.L-1 + 1.0 mg.L-1 GO). The hypothesis that the 
GO could influence the toxicity of Cd and Zn was confirmed, suggesting caution and 
further research on the use and disposal of this NM in aquatic ecosystems. 

Keywords: Graphene Oxide (GO), nanoecotoxicology, acute toxicity, oxygen 
consumption, ammonia excretion, Palaemon pandaliformis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Óxido de Grafeno (GO) é um nanomaterial (NM) à base de carbono, originado a 

partir do Óxido de Grafite, sintetizado pela primeira vez em 1859 (Brodie, 1859). É um 

NM bidimensional hidrofílico, composto por uma camada de átomos de carbono sp2, 

carbonos oxidados a sp3, com radicais funcionais oxigenados: carbonilas, carboxilas, 

hidroxilas e epoxilas (Dreyer et al., 2010; Gao, 2015; Geim e Novoselov, 2007). 

Os grupos funcionais oxigenados na superfície do GO aumentam sua 

biocompatibilidade e biofuncionabilidade (Choi et al., 2010; Durán et al., 2015b; 

Sanchez et al., 2012). É considerado como o mais relevante da família dos grafenos, 

com propriedades físico-químicas que dependem do processo de sua síntese e do 

tratamento pós-síntese (Durán et al., 2015a; Gao, 2015; Nanda et al., 2015). A 

caracterização morfológica e físico-química do GO é de fundamental importância para 

compreender suas propriedades e potenciais aplicações, assim como seus riscos 

ambientais (Dreyer et al., 2010; Durán et al., 2015a, 2015b; Geim e Novoselov, 2007; 

Li et al., 2015; Wang et al., 2011). 

As diversas propriedades físico-químicas e estruturais do GO vêm sendo 

exploradas de forma crescente, expandindo e inovando os potenciais de aplicação 

deste NM em remediações ambientais e tratamento de efluentes (Gautam e 

Chattopadhyaya, 2016; Kyzas et al., 2014). A capacidade de adsorção da família dos 

grafenos pode ser usada na remoção de contaminantes orgânicos e inorgânicos de 

efluentes industriais e de corpos de água contaminados (Chowdhury e 

Balasubramanian, 2014). Os grupos funcionais de oxigênio na superfície do GO, 

obtidos pelo processo de oxidação química do grafite, aumentam sua solubilidade e o 

disponibiliza no meio aquático em dispersões coloidais (1-1000nm) estáveis 

(Baalousha et al., 2011; Chowdhury et al., 2013; Luo et al., 2010; Wu et al., 2011). A 

capacidade de adsorção do GO é muito superior que a de qualquer outro adsorvente 

com capacidade de interagir fortemente com diferentes espécies de contaminantes 

(Sitko et al., 2013; Zhao et al., 2011). A propriedade de adsorção do GO, consequente 

de sua porosidade e grande área de superfície bidimensional (2,630 m2.g-1) com 

grupos funcionais de oxigênio, aliada ao seu baixo custo de produção potencializa o 
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seu uso nos procedimentos de purificação de água (Chabot et al., 2014; Chowdhury e 

Balasubramanian, 2014; Deng et al., 2010; Yang et al., 2010; Zhang et al., 2011).  

Apesar de estudos recentes evidenciarem os efeitos tóxicos do GO em estudos in 

vitro e in vivo, muito pouco se sabe sobre os efeitos adversos do GO no meio 

aquático e de sua interação com outros poluentes nestes ecossistemas (Das et al., 

2013; Durán et al., 2015a; Liu et al., 2014; Seabra et al., 2014). No entanto, é sabido 

que o GO apresenta elevada solubilidade e biocompatibilidade, podendo interagir com 

os organismos aquáticos em nível biomolecular com: ácidos nucleicos, ácidos graxos, 

lipídeos, carboidratos e proteínas (Jastrzębska e Olszyna, 2015; Sanchez et al., 2012; 

Yang et al., 2013). Neste sentido, vários pesquisadores alertam para a necessidade 

de avaliar os riscos e benefícios associados ao uso dos grafenos, assim como sua 

interação com outros elementos presentes no meio aquático, além de seu destino e 

biocompatibilidade, com o intuito de regulamentar o uso e descarte deste NM no meio 

ambiente (Bianco, 2013; Chowdhury et al., 2013; Guo e Mei, 2014; Martinez e Alves, 

2013; Zhao et al., 2014) 

As águas continentais, estuarinas e marinhas, sustentam grande parte da 

biodiversidade marinha, dos recursos pesqueiros e das reservas energéticas mundiais 

(Collaço et al., 2015; Costa et al., 2012; Pusceddu et al., 2007). Ainda assim, a 

qualidade ambiental destes ecossistemas é bastante prejudicada pelos lançamentos 

de efluentes urbanos, agrícolas e industriais, que contaminam estes ambientes com 

diferentes compostos, dentre eles os elementos-traço (ETs) (Maia et al., 2006; Pinto 

et al., 2013; Poleto et al., 2009). O nível de contaminação dos ambientes aquáticos 

por ETs, em condições específicas, pode colocar em risco a biota e a população que 

sobrevive de seus recursos, devido à ação residual, à baixa biodegradabilidade e ao 

efeito cumulativo destes minerais-traço na cadeia trófica (Barbieri e Doi, 2011; 

Kabata-Pendias, 2010). A mobilidade, biodisponibilidade e ecotoxicidade dos ETs 

dependem, não só de sua concentração total, mas também de sua especiação e 

trajetória biogeoquímica no ambiente aquático (Charlesworth et al., 2003; Hirner e 

Hippler, 2011; Khan et al., 2014; Pueyo et al., 2001). Contudo, segundo Charlesworth 

et al. (2003), a avaliação da biodisponibilidade dos ETs só pode ser compreendida 

através de testes de ecotoxicidade. 
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O cádmio (Cd) e o zinco (Zn) são ETs naturalmente encontrados no meio 

ambiente e considerados substâncias de referência recomendadas a ensaios 

ecotoxicológicos (Kabata-Pendias, 2010; Zagatto e Bertoletti, 2006). Estes ETs 

apresentam propriedades físicas e químicas semelhantes, sendo que na natureza, o 

Cd é raramente encontrado na forma pura, mas associado a outros elementos, dentre 

eles o Zn (Kabata-Pendias, 2010). No meio aquático, ambos podem ser diretamente 

assimilados de forma ativa ou passiva pela biota, ou ingeridos quando adsorvidos à 

matéria orgânica (Mance, 1987; Rainbow, 1997; Virga et al., 2007). O Cd e o Zn estão 

entre os ETs frequentemente relacionados à intoxicação da biota de sistemas 

aquáticos poluídos, podendo ser bioacumulados e biomagnificados (Pinto et al., 2013; 

Rainbow, 2002, 1997; Soegianto et al., 1999; Spacie et al., 1995). Nos ambientes 

estuarinos, a mobilidade e ecotoxicidade do Cd e do Zn são influenciados 

principalmente, pela variação de pH e presença de elementos orgânicos e 

inorgânicos, dissolvidos ou particulados típicos da dinâmica dessa área de mistura 

(Khan et al., 2014; Xu et al., 2012). 

O Cd não apresenta função biológica e sua principal forma encontrada em 

ambientes de água doce é a iônica livre, no entanto, é também a mais biodisponível e 

tóxica (Flick et al., 1971; Singh et al., 2011). Quando assimilado pelos crustáceos 

decápodes, associa-se às proteínas da hemolinfa, que pode ser estocado no 

hepatopâncreas na forma de grânulos inorgânicos ou associado à metalotioneína ou à 

ferritina (Rainbow, 1997; Wright e Welbourn, 1994). Nos ecossistemas de transição e 

lênticos, o Cd pode se complexar com a matéria orgânica dissolvida, principalmente 

com os ácidos húmicos, que estão entre os principais fatores que influenciam os 

processos de adsorção do Cd à matéria particulada orgânica e inorgânica (Callahan 

et al., 1979; Hirner e Hippler, 2011; Wright e Welbourn, 1994).Em águas marinhas, 

97% do Cd encontra-se complexado com os cloretos (CdCl+, CdCl2, CdCl3
1- e CdCl4

2-), 

que é a sua forma mais solúvel, (Byrne et al., 1988; Wright e Welbourn, 1994). Apesar 

de o cloro ser um parâmetro importante que controla o comportamento e o destino do 

Cd nos ambientes estuarinos, outros fatores como a variação da salinidade e do pH 

também influenciam sua especiação e ecotoxicidade nestes ecossistemas aquáticos 

(Khan et al., 2014; Pinot et al., 2011). O Cd apresenta toxicidade média alta (Poleto et 

al., 2009). 
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Já o Zn é essencial à manutenção de diversas funções biológicas, pois atua como 

cofator em diferentes processos enzimáticos, mas se biodisponibilizado em elevadas 

concentrações, pode ser tóxico (Frassinetti et al., 2006; Stefanidou et al., 2006). A 

concentração do Zn nas áreas costeiras e estuarinas é muito maior que nas águas 

oceânicas, sendo que sua principal forma dissolvida e biodisponível é a iônica livre 

Zn2+ (Khan et al., 2014). O Zn dissolvido nos sistemas aquáticos de água doce pode 

ser facilmente adsorvido à matéria orgânica e partículas em suspensão (Mance, 1987; 

Marasinghe Wadige et al., 2014). Nos ambientes estuarinos, o Zn pode ser 

disponibilizado com a redução da salinidade (Khan et al., 2014). O Zn apresenta 

toxicidade baixa média (Poleto et al., 2009). 

Segundo Barbieri e Paes (2011), as reações dos crustáceos aos ETs são 

específicas e influenciam seu equilíbrio metabólico. A avaliação da quantidade de 

oxigênio consumido e da amônia excretada, por um organismo em determinado 

período, pode indicar as alterações de sua taxa metabólica (Damato e Barbieri, 2011; 

Santos et al., 2014). O metabolismo oxidativo e a osmoregulação são indicadores 

sensíveis e eficientes usados para avaliar os efeitos tóxicos e as mudanças 

ambientais através das respostas fisiológicas de um organismo (Adams, 1990; 

Barbieri et al., 2013; Hansen et al., 1997; Heugens et al., 2001; USEPA, 2002; Vilas et 

al., 2006).  

Diversos estudos de toxicidade vêm utilizando espécies de crustáceos decápodes 

com o objetivo de identificar e avaliar os potenciais riscos ambientais dos 

contaminantes, para auxiliar na elaboração de leis ambientais que possam servir de 

instrumento para gerenciar e preservar o equilíbrio trófico do meio ambiente (Barbieri, 

2009; Barbieri et al., 2013; Santos et al., 2014; Soegianto et al., 1999; Thurberg et al., 

1973; Virga et al., 2007; Wu e Chen, 2004; Zhang et al., 2014). No entanto, existem 

estudos insuficientes de nanoecotoxicologia com crustáceos, indicados como 

organismos relevantes e sensíveis aos testes de toxicidade aguda e crônica (He et al., 

2014). A maioria dos ensaios nanotoxicológicos utilizaram Daphnia magna, seguido 

por Ceriodaphnia dubia, como organismos-teste para avaliar os riscos dos NMs (Baun 

et al., 2008a; Oberdörster et al., 2005). Este é um estudo pioneiro que utilizou o 

Palaemon pandaliformis, um crustáceo decápode de ampla distribuição, para analisar 

os efeitos do GO assim como sua interação com ETs em testes de toxicidade aguda e 

de metabolismo de rotina.  
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O P. pandaliformis (Stimpson, 1871) é um crustáceo decápode osmorregulador, 

encontrado em ambientes costeiros do sul do Brasil até a Guatemala (de Melo, 2003; 

Freire et al., 2003; Rosa et al., 2015). Popularmente conhecidos como camarões 

fantasma, ou potitinga, são localizados em ambientes estuarinos e de água doce, 

junto às raízes e hastes da vegetação aquática e estão envolvidos na ciclagem de 

nutrientes (Coelho, 1964; Ferreira et al., 2010; Gamba, 1998; Mortari e Negreiros-

Fransozo, 2007). Este carídeo de pequeno porte (até 5,0 cm) é utilizado como isca 

viva em pescarias artesanais, faz parte da dieta de peixes e aves e, por isso, 

apresenta expressiva importância ecológica nos ecossistemas em que estão 

integrados (Bond-Buckup e Buckup, 1989; Mortari e Negreiros-Fransozo, 2007; Müller 

et al., 1996; Rosa et al., 2015). Os espécimes de P. pandaliformis utilizados nos 

experimentos deste estudo foram coletados na floresta de mangue da Reserva do 

Mandira, durante a maré baixa, próximos às raízes da vegetação do rio Mandira.  

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da interação do GO com o Cd e o Zn 

em diferentes concentrações, através de testes de toxicidade aguda, do consumo 

específico de oxigênio e da excreção específica de amônia do Palaemon 

pandalirformis.  

Supôs-se, como hipótese, que o GO pode influenciar os efeitos de toxicidade do 

Cd e do Zn nos organismos-teste, Palaemon pandaliformis. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1. Caracterização do GO 

 

Microscopia de Força Atômica (AFM) 

 

Com o intuito de estudar a morfologia e a topografia do GO, utilizou-se a técnica de 

microscopia de força atômica (AFM). Para preparação da amostra para a AFM, a 

solução estoque de GO (1 mg/mL) foi submetida a banho ultrassom por 10 minutos. A 

partir desta, soluções de 5 e 10 µg/mL foram preparadas em água ultrapura. O 

volume de 3 µL foi coletado das soluções e gotejado em porta amostra de mica, 

previamente clivada com fita adesiva. 

As amostras permaneceram no dessecador por, no mínimo, 24 horas, para 

secagem.  

As amostras foram analisadas no Nanoscope Illa (Digital Instruments) em contato 

intermitente (tapping), pelo uso da ponteira PPP-CNHR (frequência de ressonância 

320 KHz e constante de força de 42 N.m-1). 

 

2.2. Coleta e manutenção dos camarões  

 

Espécimes de P. pandaliformis foram coletados com rede de puçá, na maré baixa 

das margens do rio Mandira, Reserva Extrativista do Mandira, Cananéia, São Paulo, 

Brasil (Figura 1). Logo após a captura, foram transportados para o laboratório de 

Estudos Ecotoxicológicos do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Sul, 

Instituto de Pesca, Cananéia. Antes de serem submetidos aos experimentos, foram 

aclimatados por, no mínimo, 10 dias, em tanques circulares com capacidade de 2000 

L, temperatura controlada de 20 (±2)0C, aeração constante, higienização dos tanques 

e renovação diária da água.  

Os camarões foram alimentados diariamente com ração extrusada e submetidos a 

um jejum de 24 horas antes de serem utilizados nos experimentos de toxicidade 

aguda e de metabolismo de rotina.  

Os espécimes utilizados neste estudo foram escolhidos e manuseados nos 

experimentos segundo as recomendações da USEPA (2002).  
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Figura 1: Mapa de localização da Reserva do Mandira. Fonte: ICMBio – 

Plano de Manejo Participativo Reserva Extrativista do Mandira 

Cananeia/São Paulo, 2010. 
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2.3. Reagentes Químicos 

 

O Óxido de Grafeno de camada simples utilizado neste experimento foi fornecido 

pelo Laboratório de Química do Estado Sólido (LQS), do Instituto de Química da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O GO foi adquirido da empresa 

Cheap Tubes Inc., Bratleboro, EUA. Segundo Duran et al. (2015a), possui pureza de 

99%, espessura 0,7-1,2 nm (AFM); dimensões X&Y ~300-800 nm sendo o tamanho 

padrão <450 nm e dimensões laterais 1-20 µm. 

A dispersão do GO (200 mL) foi preparada na concentração de 1mg:1mL em água 

ultrapura, em banho ultrassom e mantida sob refrigeração. A dispersão foi novamente 

submetida a banho ultrassônico de 30 minutos, antes de cada experimento para 

garantir sua dispersão na água, com o uso de Cole-parmer 8891. 

O cádmio (CdCl2) (Sigma, 99,5%) e o zinco (ZnCl2) (Sigma, 99,5%), foram diluídos 

em uma solução estoque com água ultra pura, no volume de 1 L e concentração de 

1mg:1mL.  

Para garantir a dispersão do GO e interação do GO com o Cd e o Zn no meio 

aquoso, os experimentos de exposição dos organismos teste aos xenobióticos foram 

realizados em aquários contendo água mineral, com valores paramétricos dentro dos 

estabelecidos pelo D.L. 306/2007 (Ministério do Ambiente, 2007) e de composição 

físico-química: Bário: 0,34 mg/L, Bicarbonato 108,32 mg/L, Brometo 0,02 mg/L, Cálcio 

4,22 mg/L, Cloreto 2,38 mg/L, Estrôncio 0,04 mg/L, Fluoreto 0,26 mg/L, Fosfato 0,51 

mg/L, Magnésio 0,99 mg/L, Potássio 2,26 mg/L, Sódio 38,29 mg/L, Sulfato 7,32 mg/L, 

pH 7,28, condutividade 197 µS/cm. 

 

2.4. CL50 

 

Os ensaios de Concentração Letal Média (CL50) foram realizados para avaliar a 

toxicidade aguda do Cd, Zn e a interação destes com o GO às 24, 48, 72 e 96h.  

Nos experimentos de sistema estático de toxicidade aguda, os camarões foram 

expostos a diferentes concentrações de GO (0,0 mg.L-1, 0,1 mg.L-1, 0,5 mg.L-1, 1,0 

mg.L-1, 2,5 mg.L-1 e 5,0 mg.L-1), de Cd (0,0 mg.L-1, 0,0005 mg.L-1, 0,0010 mg.L-1, 

0,0025 mg.L-1, 0,0050 mg.L-1, 0,0100 mg.L-1, 0,0500 mg.L-1, 0,1000 mg.L-1 e 0,2500 

mg.L-1), e de Zn (: 0,0 mg.L-1, 0,1 mg.L-1, 0,5 mg.L-1, 1,0 mg.L-1, 2,5 mg.L-1, 5,0 mg.L-1 

e 10 mg.L-1), por até 96 horas. Na avaliação da interação do GO com o Cd e o Zn, 
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foram utilizadas as mesmas concentrações dos experimentos destes elementos 

isoladamente e adicionou-se 1mg.L-1 de GO, por até 96h. Os organismos-teste foram 

introduzidos em aquários, em grupos de 10, com 3 L de água, capacidade de 5 L e 

aeração constante. Os xenobióticos foram inseridos nos aquários cinco minutos antes 

da introdução dos camarões, para assegurar sua distribuição homogênea na água. 

Manteve-se temperatura constante 20ºC (±1) e fotoperíodo natural do laboratório 

durante todo o experimento. Não houve oferta de alimento durante os ensaios.  

Foram realizadas triplicatas com controle (0,0 mg.L-1) para cada tratamento de 

toxicidade aguda. Portanto, 1140 camarões, com massa úmida média 0,24 g (±0,04), 

foram submetidos aos 114 experimentos necessários para avaliar a toxicidade aguda 

dos contaminantes. 

Os camarões mortos foram imediatamente retirados dos aquários e contados em 

24, 48, 72 e 96 horas. A CL50 foi calculada pelo método Trimmed Spearman Karber, 

com limite de 95% de confiança (Hamilton et al., 1977). 

 

2.5. Consumo Específico de Oxigênio 

 

Utilizaram-se 420 espécimes, nos experimentos de metabolismo de rotina avaliado 

através do consumo específico de oxigênio. As concentrações utilizadas nestes 

ensaios foram determinadas pelos estudos prévios de toxicidade aguda com o 

seguinte delineamento: GO (0,0 mg.L-1, 0,1 mg.L-1, 0,5 mg.L-1, 1,0 mg.L-1, 2,0 mg.L-1 e 

4,0 mg.L-1), Cd (0,0 mg.L-1, 0,01 mg.L-1, 0,02 mg.L-1, 0,04 mg.L-1 e 0,05 mg.L-1), Cd + 

1,0 mg.L-1 de GO (0,0 mg.L-1, 0,01 mg.L-1, 0,02 mg.L-1, 0,04 mg.L-1 e 0,05 mg.L-1), Zn 

(0,0 mg.L-1, 0,2 mg.L-1, 0,5 mg.L-1, 1,0 mg.L-1, 2,0 mg.L-1 e 4,0 mg.L-1) e Zn + 1,0 

mg.L-1 de GO (0,0 mg.L-1, 0,2 mg.L-1, 0,5 mg.L-1,1,0 mg.L-1, 2,0 mg.L-1 e 4,0 mg.L-1). 

Para cada experimento, incluindo os controles (0,0 mg.L-1), os camarões em jejum 

de 24 horas, foram expostos às diferentes concentrações dos contaminantes por 2 

horas em um aquário, de capacidade de 5 L, com 1 L. Para garantir distribuição 

homogênea no aquário, os contaminantes foram adicionados ao aquário com pipetas 

de precisão, de maneira a se obter a concentração final determinada, cinco minutos 

antes da introdução dos camarões. Após duas horas de exposição, os camarões 

foram distribuídos em respirômetros cilíndricos de acrílico, em triplicatas, sendo cinco 

camarões por respirômetro. Os respirômetros foram mantidos em um sistema fechado 

com circulação contínua de água. Para atenuar o estresse causado pelo manuseio, os 
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espécimes foram mantidos dentro dos respirômetros por 30 minutos com circulação 

contínua de água. Logo após este período, os respirômetros foram fechados, 

interrompendo a circulação interna de água e isolando-os do sistema fechado de 

circulação contínua, por duas horas. Imediatamente após estas duas horas, 

coletaram-se as amostras de água dos respirômetros para as análises do consumo de 

oxigênio e da excreção de amônia.  

O consumo específico de oxigênio foi determinado através da diferença das 

concentrações de oxigênio dissolvido entre o início e o final de duas horas, de acordo 

com o volume do respirômetro, a massa úmida dos camarões e o tempo de 

confinamento (mLO2.g
-1.L-1.h-1). O oxigênio dissolvido foi determinado segundo o 

método de Winkler (Winkler, 1888). 

 

2.6. Excreção Específica de Amônia 

 

As coletas das amostras de água para análise da excreção de amônia foram 

realizadas simultaneamente às coletas de água para análise de consumo específico 

de oxigênio. Portanto, foram realizadas em triplicatas com um controle para cada 

tratamento. 

A excreção de amônia foi determinada pela diferença entre as concentrações de 

nitrogênio amoniacal no início e no final de duas horas, de acordo com o volume do 

respirômetro, a massa úmida dos camarões e o tempo de confinamento (mg.g-1. L-1.h-

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

 

2.7. Análises Estatísticas 

 

As médias do consumo específico e da excreção de amônia dos camarões foram 

primeiramente avaliadas quanto à normalidade, através do teste Shapiro-Wilk, com 

confiabilidade de 95%. Constatando-se distribuição normal, realizou-se Análise de 

Variança (ANOVA) seguida de testes de comparações múltiplas de Tukey (P<0,05).  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. GO (AFM) 

 

A imagem (Figura 12) do GO obtida por AFM evidencia a morfologia de “flake” que 

este possui, bem como sua única camada.  

 

 

Figura 2: Imagem de topografia do Óxido de Grafeno obtida por AFM. 
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3.2. CL50 e letalidade dos indivíduos 

 

Os espécimes de P. pandaliformis foram expostos a diferentes concentrações de 

Óxido de Grafeno, Cádmio, Cádmio + GO, Zinco e Zinco + GO por até 96 horas. Os 

resultados de porcentagem de mortalidade (%) e de Concentração Letal Média (CL50) 

com 95% de limite de confiança calculados por análise Spearman-Karber estão 

expostos nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5. 

 

Tabela 1: Porcentagem de mortalidade (%) e CL50 de Palaemon pandaliformis 

expostos ao Óxido de Grafeno, n=30. Os valores são as médias das triplicatas. 

Toxicidade Não Detectada pelo Método (TNDM).  

Tempo de 

Exposição(h) 

Concentração de Óxido de Grafeno (mg.L-1) 

 0,0 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 CL50 (mg.L-1) 

24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,33 TNDM 

48 0,00 6,67 6,67 10,0 10,0 10,0 TNDM 

72 0,00 10,0 16,67 16,67 16,67 20,0 TNDM 

96 0,00 10,0 16,67 16,67 20,0 23,33 TNDM 

 

Os camarões expostos ao Óxido de Grafeno não foram sensíveis ao xenobiótico, 

não apresentando toxicidade nas concentrações e nos períodos estudados (Tabela 

1). 
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Tabela 2: Porcentagem de mortalidade (%) e CL50 de Palaemon pandaliformis expostos ao Cádmio, n=30. Os valores são as médias das 

triplicatas. 

Tempo de 

Exposição(h) 

Concentração de Cádmio (mg.L
-1

)  

0,0 0,0005 0,0010 0,0025 0,0050 0,0100 0,0500 0,1000 0,2500 CL50 (mg.L-1) Intervalo Confiança 

24 0,00 10,0 10,0 13,33 16,67 23,33 100,0 100,0 100,0 0,0154 0,0116 – 0,0205 

48 0,00 33,33 33,33 33,33 36,67 43,33 100,0 100,0 100,0 0,0106  0,0057 – 0,0198 

72 0,00 30,33 40,0 50,0 53,33 66,67 100,0 100,0 100,0 0,0027  0,0012 – 0,0057 

96 0,00 36,67 46,67 53,33 60,00 70,0 100,0 100,0 100,0 0,0017  0,0007 – 0,0041 

 

As CL50 do Cádmio para o período de exposição de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 0,0154 mg.L-1, 0,0106 mg.L-1, 

0,0027 mg.L-1 e 0,0017 mg.L-1 (Tabela 2). 
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Tabela 3: Porcentagem de mortalidade (%) e CL50 de Palaemon pandaliformis expostos ao Cádmio  + 1,0 mg.L-1 de GO, n=30. Os 

valores são as médias das triplicatas. 

Tempo de 

Exposição(h) 

Concentração de Cádmio (mg.L
-1

) + 1,0 mg.L
-1

 de Óxido de Grafeno  

0,0 0,0005 0,0010 0,0025 0,0050 0,0100 0,0500 0,1000 0,2500 CL50 (mg.L-1) Intervalo Confiança 

24 0,00 13,33 16,67 33,33 33,33 73,33 83,33 100,0 100,0 0,0058 0,0038 – 0,0089 

48 0,00 13,33 36,67 46,67 63,33 80,0 96,67 100,0 100,0 0,0025 0,0017 – 0,0037 

72 3,33 26,67 56,67 56,67 73,33 83,33 96,67 100,0 100,0 0,0013 0,0009 – 0,0021 

96 3,33 36,67 56,67 60,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0  0,0010 0,0006 – 0,0018 

 

As CL50 do Cádmio + 1,0 mg.L-1 de GO para o período de exposição de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 0,0058, 

0,0025, 0,0013 e 0,0010 mg.L-1. Ao serem comparadas, as CL50 do Cd + 1,0 mg L-1 de GO foram respectivamente 2,7, 4,2, 2,0 e 

1,7 vezes menores que a CL50 do Cd (Tabelas 2 e 3).  
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Tabela 4: Porcentagem de mortalidade (%) e CL50 de Palaemon pandaliformis expostos ao Zinco, n=30. Os valores são as médias 

das triplicatas. 

Tempo de 

Exposição(h) 
Concentração de Zinco (mg.L-1)  

 0,0 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0 CL50 (mg.L-1) Intervalo de Confiança 

24 0,00 6,66 10,0 63,33 93,33 96,67 100,0 0,89 0,70 – 1,14 

48 0,00 23,33 40,0 76,67 93,33 96,67 100,0 0,49 0,31 – 0,78 

72 0,00 36,67 50,0 86,67 100,0 100,0 100,0 0,36 0,15 – 0,85 

96 3,33 46,67 60,0 93,33 100,0 100,0 100,0 0,22 0,05 – 1,05 

 

A CL50 do Zinco nos períodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 0,89, 0,49, 0,36 e 0,22 mg.L--1, evidenciando-se 

relação direta do aumento da toxicidade com o tempo de exposição (Tabela 4). 
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Tabela 5: Porcentagem de mortalidade (%) e CL50 de Palaemon pandaliformis expostos ao Zinco + 1,0 mg.L-1 de GO, n=30. Os 

valores são as médias das triplicatas. 

Tempo de 

Exposição(h) 

Concentração de Zinco (mg.L-1) + 1,0 mg.L-1 de Óxido de Grafeno  

 0,00 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0 CL50 (mg.L-1) Intervalo de Confiança 

24 0,00 6,67 33,33 86,67 93,33 100,0 100,0 0,53 0,40 – 0,69 

48 0,00 16,67 60,0 93,33 96,67 100,0 100,0 0,32 0,23 – 0,45 

72 0,00 40,0 70,0 100,0 100,0 100,0 100,0 0,17 0,08 – 0,35 

96 3,33 50,0 83,33 100,0 100,0 100,0 100,0 0,12 0,06 – 0,24 

 

As CL50 do Zn + 1,0 mg.L-1 de GO para os períodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 1,7, 1,5, 2,1 e 1,8 vezes 

menores que as CL50 do Zn, evidenciando-se o aumento da toxicidade quando houve combinação destes contaminantes (Tabelas 

4 e 5). 
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3.3. Consumo Específico de Oxigênio 

 

3.3.1. GO 

 

Observou-se uma tendência de aumento e queda do consumo específico de 

oxigênio de P. pandaliformis à medida que as concentrações de GO foram 

elevadas (Figura 3). Ainda assim, ao aplicar o método estatístico (ANOVA) não 

houve diferença significativa das médias em relação ao controle.  
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Figura 3: Média do consumo específico de oxigênio em relação à variação da 

concentração de GO. Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.3.2. Cd  

 

Observou-se aumento do consumo específico de oxigênio seguido de queda 

à medida que as concentrações de Cd foram elevadas (Figura 4). Ao aplicar 

testes estatísticos, constatou-se diferença significativa das médias nas 

concentrações 0,02, 0,04, e 0,05 em relação ao controle (ANOVA, Tukey, 

P<0,05).  
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Figura 4: Média do consumo específico de oxigênio em relação à variação da 

concentração de Cd. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 mg.L-

1). Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.3.3. Cd + GO 

 

O consumo específico de oxigênio dos espécimes de P. pandaliformis 

expostos a concentrações crescentes de Cd + GO demonstrou uma tendência 

de aumento e queda. Entretanto, não houve diferença significativa das médias 

em relação ao controle (Figura 5), (ANOVA). 
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Figura 5: Média do consumo específico de oxigênio em relação à variação da 

concentração de Cd + GO. Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.3.4.  Zn  

 

Nas concentrações de Zn estudadas nesse trabalho observou-se aumento 

do consumo específico de oxigênio nas concentrações 0,2, 0,5 e 1,0 mg.L-1, 

representando um aumento de 105%, 30% e 27% respectivamente, em relação 

ao controle (Figura 6). Já nas concentrações 2,0 e 4,0 mg.L-1 foram observadas 

quedas de 35% e 58%, respectivamente. Houve diferença significativa em 

todas as concentrações deste experimento em relação à média do controle 

(ANOVA, Tukey, P<0,05). 
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Figura 6: Média do consumo específico de oxigênio em relação à variação da 

concentração de Zn. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 mg.L-

1). Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.3.5.  Zn + GO 

 

Ao estudar o acréscimo de 1mg de GO às concentrações de Zn, observou-

se aumento do consumo específico de oxigênio de 100% e queda de 40% em 

relação ao controle nas concentrações 0,2 e 4,0 mg.L-1, respectivamente 

(Figura 7). Constatou-se diferença significativa das médias nas concentrações 

0,2 e 4,0 mg.L-1 quando comparadas ao controle (ANOVA, Tukey, P<0,05). 
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Figura 7: Média do consumo específico de oxigênio em relação à variação da 

concentração de Zn + GO. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 

mg.L-1). Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.4. Excreção Específica de Amônia 

 

3.4.1. GO 

 

Houve uma tendência de queda da excreção específica de amônia à 

medida que aumentou a concentração de GO (Figura 8). Entretanto, apenas 

nas concentrações 2,0 e 4,0 mg.L-1, observou-se diferença significativa com 

declínio da excreção de 93% e 95%, respectivamente, em relação ao controle 

(ANOVA, Tukey, P<0,05). 
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Figura 8: Média da excreção específica de amônia em relação à concentração 

de GO. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 mg.L-1). Barras são 

os respectivos desvios padrões. 
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3.4.2.  Cd  

 

Os camarões expostos ao Cd apresentaram redução da excreção 

específica de amônia à medida que a concentração foi elevada (Figura 9). 

Houve diferença significativa das médias nas concentrações 0,02, 0,04 e 0,05 

mg.L-1, constatando-se declínio de 68%, 87% e 93%, respectivamente, em 

relação ao controle (ANOVA, Tukey, P<0,05).  
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Figura 9: Média da excreção específica de amônia em relação à concentração 

de Cd. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 mg.L-1). Barras são 

os respectivos desvios padrões. 
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3.4.3. Cd + GO 

 

A excreção específica de amônia aumentou na concentração 0,01 mg.L-1, 

evidenciando-se elevação de 38% em relação ao controle (Figura 10). Houve 

diminuição significativa nas concentrações 0,02 e 0,04 mg.L-1, em relação à 

concentração 0,01 mg.L-1. Na concentração 0,05 mg.L-1 a excreção específica 

de amônia diminuiu para 59% quando comparada ao controle. Utilizando-se o 

teste estatístico (ANOVA, Tukey, P<0,05) foi constatada diferença significativa 

das médias nas concentrações 0,01 e 0,05, em relação ao controle.  
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Figura 10: Média da excreção específica de amônia em relação à 

concentração de Cd + GO. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 

mg.L-1). Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.4.4.  Zn  

 

A excreção específica de amônia dos espécimes de P. pandaliformis 

expostos ao Zn apresentou tendência de aumento e queda (Figura 11). Na 

concentração 4,0 mg.L-1 constatou-se diferença significativa, com declínio de 

47% em comparação ao controle (ANOVA, Tukey, P<0,05). 
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Figura 11: Média da excreção específica de amônia em relação à 

concentração de Zn. * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 mg.L-

1). Barras são os respectivos desvios padrões. 
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3.4.5. Zn + GO 

 

A excreção específica de amônia, de um modo geral, para esta espécie 

estudada, diminuiu com o incremento da concentração de Zn + GO (Figura 12). 

Observou-se diferenças significativas em relação ao controle nas 

concentrações 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg.L-1, representando queda de 42%, 63%, 

63% e 84%, respectivamente (ANOVA, Tukey, P<0,05). Quando houve 

combinação de Zn com GO, observou-se que as médias nas concentrações 

0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg.L-1 foram respectivamente 18%, 53%, 57% 46% e 

70% menores que as médias nas concentrações correspondentes do 

tratamento com Zn (Figuras 11 e 12). 
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Figura 12: Média da excreção específica de amônia em relação à 

concentração de Zn + GO * Diferença significativa em relação ao controle (0,0 

mg.L-1). 
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4. DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo de toxicidade aguda e de metabolismo 

de rotina indicam que a espécie de camarão, Palaemon pandaliformis, foi 

sensível ao GO, ao Cd, ao Zn e ao GO associado a estes ETs, assim como 

outros invertebrados demonstraram sensibilidade ao GO e aos ETs em estudos 

anteriores (Barbieri, 2009; Baun et al., 2008a; Durán et al., 2015a; Guo e Mei, 

2014; Mesarič et al., 2013; Tavares et al., 2014).  

Ao avaliar a nanoecotoxicidade do GO, Duran et al. (2015a) observaram 

que este NM não causou letalidade aos nematódeos Caenorhabditis elegans, 

assim como aos crustáceos Daphnia similis e P. pandaliformis. Segundo estes 

autores, não foram notados efeitos de toxicidade ao expor espécimes de P. 

pandaliformis ao GO (3,0 µg.mL-1) por 24h, assim como ao submeter os 

espécimes de C. elegans e de D. similis a diferentes concentrações de GO 

(0,1-100 µg.mL-1). Similarmente, no presente estudo, ao expor camarões da 

mesma espécie a diferentes concentrações de GO (até 5,0 mg.L-1), também 

não foi observada toxicidade nos períodos de 24, 48, 72 e 96h (CL5096h). No 

entanto, Durán et al. (2015a) observaram que a partir das concentrações de 50 

µg.mL-1 de GO, houve encurtamento de tentáculos do organismo Hydra 

attenuata após 72h de exposição, além de morte e desintegração após 

exposição a 100 µg.mL-1, por 96h. 

Ao investigar os efeitos de toxicidade do Nanotubo de Carbono de Paredes 

Múltiplas (NTCPM), do Óxido de Grafeno Reduzido (GOr) e do GO, Liu et al 

(2014) concluíram que estes três nanomateriais foram tóxicos ao peixe, Danio 

rerio, pois houve redução do tamanho larval e da eclosão dos embriões, 

mesmo não sendo observadas evidências de mal formação ou mortalidade nos 

testes de toxicidade aguda. Gollavelli e Ling (2012) não observaram anomalias 

ou alterações significantes na taxa de sobrevivência dos embriões do D. rerio, 

ao expô-los ao grafeno multifuncionalizado (revestido de ácido poliacrílico e 

fluoresceína o-metacrilato), mesmo constatando distribuição do grafeno da 

cabeça à cauda do peixe zebra. Já Mesarič et al. (2013) observaram efeitos de 

toxicidade ao expor os náuplios dos cirripédios, Anphibalanus amphitrite, a 
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diferentes concentrações (0,01, 0,1 e 0,5 mg.mL-1) de GO de camada simples, 

evidenciados pelo LC5048h de 0,56 mg.mL-1.  

Os resultados de CL50 do presente estudo demonstram que o GO de 

camada simples influenciou na toxicidade do Cd e do Zn sobre o P. 

pandalformis, visto que quando o GO foi associado a estes ETs, suas CL5096h 

foram 1,7 e 1,8 menores, respectivamente. Martinez et al. (2013b), observaram 

efeitos de potenciação ao expor a tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) ao 

nanotubo de carbono associado ao Pb. Da mesma forma, Campos-Garcia et al. 

(2015) constataram potenciação na interação dos NTCPM com o carbofurano, 

ao estudar os efeitos da toxicidade aguda na tilápia do Nilo, O. niloticus. Baun 

et al. (2008) revelaram absorção consideravelmente mais rápida do fenantreno 

na presença de fulereno pela Daphnia magna, provavelmente por causa da 

capacidade de transporte destas NPs. Zhang et al. (2007) relataram aumento 

da assimilação do Cd quando as carpas, Cyprinus carpio foram expostas 

concomitantemente ao Cd e às nanopartículas de TiO2.  

Em estudos de adsorção do GO aos elementos químicos bivalentes, Stiko 

et al. (2013) observaram grande capacidade de adsorção do GO ao Cd e ao 

Zn, com maior afinidade ao Cd que ao Zn (Sitko et al., 2013). Foi observado 

ainda que a capacidade de adsorção do GO ao Cd e ao Zn se mantém 

constante na faixa de pH 5-8, visto que é também neste intervalo de pH que 

mais de 99% do Cd e mais de 90% do Zn são solubilizados na forma iônica 

livre (Depci et al., 2012; Sitko et al., 2013; Zhao et al., 2011). A complexação do 

GO ao Cd e ao Zn sucede quando o GO partilha os pares de elétrons, 

disponíveis nos grupos funcionais de oxigênio dos seus planos basais e 

arestas, com os íons dos ETs, ocorrendo sorção química (Deng et al., 2010; He 

et al., 2011; Sitko et al., 2013). Nos experimentos deste trabalho, os P. 

pandaliformis foram expostos ao GO e ao GO associado ao Cd e ao Zn em 

água mineral com pH 7,28, indicando que a capacidade de adsorção do GO a 

estes ETs foi constante, como observados nos estudos de Sitiko et al. (2013). 

São vários os fatores que podem influenciar a interação do GO com a biota, 

mas sabe-se que quanto menor o seu número de camadas, maior é a área de 

superfície e, teoricamente, maior a sua capacidade de interação biológica e, 
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consequentemente, de ser internalizado em nível celular (Das et al., 2013; Guo 

e Mei, 2014; Yue et al., 2012). O GO utilizado neste estudo apresenta camada 

simples, como demonstrado por microscopia de força atômica (AFM), indicando 

maior biodisponibilidade e capacidade de ser internalizado pelo P. 

pandaliformis. 

A toxicidade e assimilação dos poluentes podem ser afetadas quando 

expostas concomitantemente com os NMs (Boncel et al., 2015; Campos-Garcia 

et al., 2016, 2015; Ferreira et al., 2014). Zhao et al (2014) concluíram que a 

associação dos grafenos com outros poluentes presentes no meio aquático 

pode alterar o transporte, acúmulo e toxicidade de ambos, visto que a 

biodisponibilidade de um poluente depende da capacidade e cinética de 

adsorção do NM associada à capacidade de assimilação do organismo 

estudado (Ferguson et al., 2008; Zhang et al., 2007; Zhao et al., 2014). Neste 

sentido, o aumento da toxicidade do Cd e do Zn, observado no atual estudo, 

ocorreu devido à capacidade de adsorção do GO a estes ETs (Deng et al., 

2010; Sitko et al., 2013), assim como à capacidade de transporte do GO (Durán 

et al., 2015b; Liu et al., 2013), que alterou a toxicidade do Cd e do Zn sobre o 

P. pandaliformis. 

Verificou-se que a CL5096h 0,0017 mg.L-1 do Cd nestes estudos com o P. 

pandaliformis foi menor que as CL5096h observadas em outros trabalhos de 

toxicidade com este ET: Exopalaemon carinicauda 0,26 mg.L-1 (Zhang et al., 

2014), Litopenaeus vannamei 1,07 mg.L-1 (Wu e Chen, 2004), Litopenaeus 

schimitti 0,18 mg.L-1 (Barbieri, 2007), Farfantepenaeus paulensis 0,83 mg.L-1 

(Barbieri, 2009), Penaeus monodon 1,72 mg.L-1 (Rajkumar et al., 2011) e 

Xiphopenaeus kroyeri 0,04 mg.L-1 (Barbieri et al., 2013). Da mesma forma, 

observou-se maior toxicidade do Zn (CL5096h 0,22) sobre o P. pandaliformis, 

ao compará-la com a de outras espécies de camarões estuarinos: L. vannamei 

1,35 mg.L-1 (Wu e Chen, 2004), P. monodon 2,36 mg.L-1 (Rajkumar et al., 

2011) e F. paulensis 3,31 mg.L-1 (Barbieri, 2009). As diferenças dos valores de 

dose letal média, mesmo entre espécies filogeneticamente próximas, podem 

acontecer devido à relação tamanho-peso e ao fato de existirem diferentes 

respostas bioquímicas ou distintas condições fisiológicas, qualitativa e 

quantitativamente, entre as espécies (Klaassen, 2013). Essa variação grande 
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dos valores de CL50 pode ser notada tanto inter quanto intraespecificamente, 

portanto as diferenças devem ser avaliadas e interpretadas com cautela, 

levando em consideração os diferentes fatores dos experimentos e dos 

espécimes utilizados (Hernández-Moreno et al., 2011). Outro fator importante a 

ser considerado ao comparar os valores de CL50 é que a biodisponibilidade do 

Cd e do Zn diminui com o aumento da salinidade. Os experimentos deste 

estudo foram realizados com água mineral, visto que o P. pandaliformis é 

frequentemente encontrado em ambientes de água doce, ao passo que o L. 

schimitti, o L. vannamei e o F. paulensis são espécies marinhas. 

Observou-se que o GO associado ao Cd exibiu maior toxicidade que o GO 

associado ao Zn, indicando maior sensibilidade do P. pandaliformis ao GO + 

Cd. Neste sentido, Wu e Chen (2004), Barbieri (2007) e Barbieri et al. (2013) 

perceberam maior toxicidade do Cd em relação ao Zn em estudos realizados 

com camarões. Os crustáceos decápodes não apresentam qualquer evidência 

de regulação interna do Cd (Pedersen e Bjerregaard, 2000; Soegianto et al., 

1999; White e Rainbow, 1986), que é um elemento não essencial aos 

processos metabólicos, sem função fisiológica e podendo ser tóxico mesmo em 

concentrações muito baixas (Pinot et al., 2011; Playle et al., 1993; Wang e 

Rainbow, 2006). Somado a isso, o influxo de água é aumentado com a redução 

da salinidade, elevando os efeitos adversos do ETs aos organismos de água 

doce (Wright e Welbourn, 1994; Zanders e Rojas, 1996). Portanto, a maior 

toxicidade do Cd associado ao GO pode ser atribuída ao aumento de seu 

influxo pelo P. pandaliformis devido a três fatores: aumento de assimilação do 

Cd quando associado ao GO, incapacidade de osmoregulação deste ET e 

influxo de água elevado pelos organismos de água doce. 

Já o Zn, um ET essencial à manutenção de funções biológicas importantes, 

é internamente regulado pelos crustáceos decápodes, exigindo maiores 

concentrações para desencadear efeitos adversos de toxicidade (Rainbow, 

1997; Stefanidou et al., 2006; White e Rainbow, 1984). Brinkman e Johnston 

(2011) concluíram que os invertebrados bentônicos são mais tolerantes ao Zn. 

Ainda assim, notou-se que o efeito de toxicidade do Zn aumentou ao interagir 

com o GO, sugerindo também, aumento de sua biocompatibilidade e 

assimilação pelo P. pandaliformis.  
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A exposição dos crustáceos aos poluentes, assim como aos ETs, ocorre 

através de fontes alimentares e do meio circundante, que podem ser 

adsorvidos ao seu exoesqueleto e/ou assimilados via superfícies corporais 

permeáveis (Brinkman e Johnston, 2011; Ortega et al., 2014; Wright e 

Welbourn, 1994). A principal via de entrada dos ETs nos crustáceos ocorre 

através de vias paracelulares, junções ou entradas transcelulares branquiais 

(Pedersen e Bjerregaard, 2000), sendo que as proteínas presentes nas 

estruturas das células das membranas epiteliais são a chave para a entrada 

dos poluentes nos crustáceos (Rainbow, 1997). Visto que não houve oferta de 

alimento durante os experimentos, o GO pode ter elevado a biocompatibilidade 

do Cd e do Zn sobre as brânquias do P. pandaliformis, tornando-se 

necessárias futuras avaliações histológicas. Campos-Garcia et al. (2015, 2016) 

constataram alterações nas brânquias da tilápia do Nilo, além de potenciação 

da toxicidade do carbofurano quando associado com os nanotubos de carbono.  

Quando os NMs carreiam ou facilitam a entrada de elementos tóxicos para 

o interior das células, este mecanismo é denominado efeito “Trojan Horse” 

(Boncel et al., 2015; Ferreira et al., 2014). Em um estudo com carpas, a 

bioacumulação do Cd foi 2,5 vezes maior na presença das NPs de dióxido de 

titânio (nano-TiO2) (Zhang et al., 2007). Do mesmo modo, Fan et al. (2011), 

mostraram que as nano-TiO2 aumentaram a bioacumulação e toxicidade do Cu 

sobre a Daphnia magna. No atual estudo, quando houve exposição 

concomitante do GO com o Cd e o Zn, a toxicidade do Cd foi 1,7 vezes maior e 

a do Zn foi 1,8 vezes maior, indicando efeito “Trojan Horse”. São poucos e 

recentes os estudos de nanoecotoxicidade que avaliam a interação dos NMs 

alótropos do carbono com outros poluentes no meio aquático (Baun et al., 

2008b; Boncel et al., 2015; Campos-Garcia et al., 2015; Ferreira et al., 2014). O 

GO apresenta grupos funcionais em sua superfície que aumentam sua 

solubilidade, biocompatibilidade e capacidade de adsorção e de carrear 

elementos químicos para o interior das células (Chowdhury et al., 2013; Das et 

al., 2013; Durán et al., 2015b; Liu et al., 2013; Sanchez et al., 2012; Yang et al., 

2013). Estes são fatores importantes a serem considerados, visto que o GO 

pode alterar a biodisponibilidade de elementos naturais e xenobióticos 

presentes no ecossistema aquático. 
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Os efeitos dos ETs na respiração de crustáceos decápodes vêm sendo 

amplamente estudados por vários pesquisadores, pois podem alterar o 

metabolismo destes organismos sob a influência de fatores físico-químicos 

(concentração, pH, temperatura, salinidade e tempo de exposição) e biológicos 

(peso e fase do ciclo de vida) (Barbieri et al., 2016, 2013; Barbieri e Doi, 2011; 

Chinni et al., 2002; Santos et al., 2014; St-Amand et al., 1999; Wu e Chen, 

2004). No atual trabalho, constataram-se alterações no consumo de oxigênio à 

medida que as concentrações de Cd e Zn aumentaram, refletindo elevação e 

inibição do metabolismo do P. pandaliformis. A toxicidade de um ET pode ser 

observada em um organismo quando a taxa de captação é superada pelas 

taxas de excreção e desintoxicação combinadas, assim sendo, a concentração 

interna do ET metabolicamente disponível aumenta e desencadeia os efeitos 

tóxicos (Rainbow, 2002). Os efeitos tóxicos do Cd e do Zn nas superfícies 

branquiais dos crustáceos interferem em sua função respiratória e transporte 

iônico, acarretando em redução da transferência de gases e do consumo de 

oxigênio (Harris e Santos, 2000; Matsuo et al., 2005). 

O consumo de oxigênio não foi afetado quando o P. pandaliformis foi 

exposto a diferentes concentrações de GO, isoladamente, por duas horas. 

Duran et al. (2015), também não observaram efeitos sobre o consumo de 

oxigênio ao expor o P. pandaliformis a 1µm.mL-1 de GO por 24 horas. Ao expor 

a tilápia do Nilo, O. niloticus, a diferentes concentrações (0,0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 

mg.L-1) de NTCPM, Campos-Garcia et al. (2015) perceberam pequenas 

variações no consumo de oxigênio, mas sem diferença significativa quando 

comparadas ao controle. Já Martinez et al. (2013) constataram redução de 58% 

do consumo de oxigênio, em relação ao controle, ao expor a tilápia do Nilo a 

1,0 mg.L-1 de NTCPM.  

Notou-se aumento de até 105% e queda de até 27% do consumo de 

oxigênio, em relação ao controle, quando os espécimes de P. pandaliformis 

foram expostos ao Cd, ao Zn e ao Zn associado ao GO, indicando aumento e 

queda do metabolismo. Zhang et al. (2014) observaram que o Cd e o Cu 

diminuíram o consumo de oxigênio do E. carinicauda em 21,1% e 34,8%, 

respectivamente, em relação ao controle. Da mesma forma, Wu e Chen (2004) 

constataram que o consumo de oxigênio do L. vannamei foi 91,3% e 75,9% 
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menor que o controle, quando exposto ao Cd e Zn, respectivamente. Chinni et 

al. (2000, 2002) também constataram queda no consumo de oxigênio ao expor 

o Penaeus indicus ao alumínio. Neste sentido, Martinez et al. (2013) e 

Campos- Garcia et al. (2015) notaram redução do consumo de oxigênio ao 

expor a tilápia do Nilo, O. niloticus, ao NTCPM associado ao Pb e ao 

carbofurano. Segundo esses autores, a toxicidade dos contaminantes foi 

maximizada quando foram associados ao NM. Em revisão sobre os efeitos dos 

ETs sobre o consumo de oxigênio dos crustáceos, Spicer e Weber (1991) 

concluíram que quando o consumo de oxigênio diminui há indicações de danos 

patológicos com interferência em um ou vários processos respiratórios 

(ventilação, respiração celular, perfusão, trocas e transferências gasosas). O 

aumento do consumo de oxigênio indica compensação fisiológica imediata, ou 

de longo prazo, mas geralmente, quando os crustáceos são expostos de forma 

aguda aos ETs, o consumo de oxigênio diminui (Spicer e Weber, 1991).  

Smith et al. (2007) estudaram os efeitos do Nanotubo de Carbono de 

Parede Simples(NTCPS) na truta (Oncorhynchus mykiss) e perceberam 

alterações em suas brânquias e redução de sua eficiência respiratória, 

evidenciando o efeito tóxico deste NM sobre a respiração. Portanto, a queda do 

consumo de oxigênio pelo P. pandaliformis, pode estar relacionada aos efeitos 

deletérios da interação do GO com o Cd e o Zn sobre as brânquias, um 

importante órgão de respiração dos crustáceos decápodes, assim como aos 

seus outros processos respiratórios, visto que pode ser constatada toxicidade 

do GO a diversos tipos celulares (Liu et al., 2014; Seabra et al., 2014; Singh, 

2016; Zhao et al., 2014).  

Duran et al. (2015), não evidenciaram alterações na excreção de amônia ao 

expor camarões desta mesma espécie a 1,0 µm.mL-1 de GO, por 24 horas. 

Nestes estudos, os espécimes de P. pandaliformis foram expostos por duas 

horas a concentrações maiores e reduziram a excreção de amônia apenas nas 

concentrações 2,0 e 4,0 mg.L-1, chegando a uma queda de 95%. Portanto, o 

GO isoladamente alterou o metabolismo do P. pandaliformis, que só foi 

percebido através das análises da excreção de amônia, visto que os 

experimentos de toxicidade aguda, assim como os de consumo de oxigênio 

não demonstraram efeitos de toxicidade.  
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Neste trabalho, também foram observadas diminuição da excreção de 

amônia quando o P. pandaliformis foi exposto ao Cd, ao Zn e ao GO associado 

ao Zn, chegando a 93% de queda. No entanto, constatou-se aumento e queda 

da excreção de amônia quando exposto à interação do GO com o Cd. Santos 

et al. 2014, avaliaram o efeito do Pb no camarão branco, Litopenaeus schimitti, 

em diferentes salinidades e observou-se que na maior concentração 

empregada de Pb houve aumento de 88,2% da excreção específica de amônia, 

em relação ao controle. Wu e Chen (2004) e Barbieri et al. (2013b), também 

observaram aumento da excreção de amônia ao expor os camarões L. 

vanamei e X. kroyeri ao Cd e ao Zn. Wu e Chen (2004) consideraram que as 

elevações da excreção de amônia estariam relacionadas à queda da pressão 

osmótica da hemolinfa do L. vanamei. A redução da excreção de amônia de até 

95% observada neste estudo sugere menor pressão osmótica na hemolinfa 

(Wu e Chen, 2004) e falência do sistema de osmoregulação dos organismos 

teste. A excreção de amônia dos crustáceos é originada do catabolismo de 

aminoácidos, provenientes de fontes alimentares ou musculares (Weihrauch, 

2004). Normalmente, o aumento da excreção de amônia é uma resposta do 

aumento no catabolismo de aminoácidos, mas quando os organismos são 

expostos a concentrações letais de ETs, ocorrem lesões branquiais e a 

excreção de amônia é desregulada (Wu e Chen, 2004). Os primeiros órgãos 

afetados dos crustáceos pelos ETs são provavelmente as brânquias, podendo 

causar danos histológicos e citológicos (Chinni et al., 2000; Wu e Chen, 2004).  

As brânquias são estruturas vitais de respiração, regulação osmótica e 

iônica assim como o balanço ácido/básico, que ao serem expostas a poluentes 

orgânicos e inorgânicos (maiores, menores e traço), podem sofrer danos 

morfológicos acarretando em deficiência respiratória e osmoregulatória (Freire 

et al., 2003; Soegianto et al., 1999). No entanto, as brânquias apresentam 

células específicas que realizam respiração e outras que realizam absorção e 

excreção de amônia (Castilho-Westphal et al., 2008; Tsai e Lin, 2007). Vários 

estudos relacionam os efeitos fisiológicos adversos das concentrações de Cd e 

Zn sobre a respiração e osmoregulação dos crustáceos decápodes (Barbieri, 

2007; Barbieri et al., 2013; Barbieri e Doi, 2011; Chinni et al., 2002; Pedersen e 

Bjerregaard, 2000; Soegianto et al., 1999; Wang e Rainbow, 2006; Wu e Chen, 
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2004; Zhang et al., 2014). Os resultados deste estudo registraram os efeitos 

adversos dos ETs e do GO tanto no consumo de oxigênio quanto na excreção 

de amônia do P. pandaliformis. As quedas de até 95% da excreção de amônia 

e de até 58% do consumo de oxigênio indicam a necessidade de novas 

investigações para identificar os órgãos afetados, assim como sugerem outros 

autores em estudos de nanoecotoxicidade dos grafenos (Bianco, 2013; 

Jastrzębska e Olszyna, 2015). 

Os resultados deste trabalho confirmaram a hipótese de que as os grafenos 

podem alterar a toxicidade do Cd e do Zn, visto que houve aumento da 

toxicidade quando houve interação do GO com estes ETs, indicando cautela no 

uso de GO para remediações ambientais assim como o seu descarte no meio 

aquático. 

Existem diferentes estudos que avaliaram e associaram as potenciais 

toxicidades do GO às suas propriedades funcionais de adsorver e carrear 

elementos químicos para o interior dos organismos (Durán et al., 2015a, 2015b; 

Guo e Mei, 2014; Jastrzębska e Olszyna, 2015; Liu et al., 2013, 2014; Seabra 

et al., 2014; Zhang et al., 2013), mas ainda são poucos os estudos que avaliam 

os seus efeitos sobre os organismos aquáticos, assim como sua interação com 

os elementos químicos presentes nestes ecossistemas (He et al., 2014; Moore, 

2006; Zhao et al., 2014). Neste sentido, Guo e Mei (2014) ressaltaram a 

necessidade de esclarecimentos dos possíveis efeitos adversos dos grafenos 

sobre os organismos, visto que há um consenso de que estes NMs são 

citotóxicos e genotóxicos em pesquisas in vitro e in vivo.  
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5. CONCLUSÕES 

 

Pode-se concluir que o P. pandaliformis é um organismo que pode ser 

utilizado em testes de toxicidade por ser de ampla distribuição e sensível ao 

GO, ao Cd e ao Zn. 

O GO interferiu na toxicidade do Cd e do Zn, provavelmente, por suas 

capacidades de adsorver e de entregar estes poluentes no interior dos 

organismos-teste. 

A amônia foi um bom biomarcador para se avaliar o efeito do GO. 

A toxicidade aguda e o consumo de oxigênio do GO isoladamente não 

demonstraram efeitos adversos ao Palaemon pandaliformis, no entanto, houve 

queda de 93 e 95% da excreção de amônia, em relação ao controle, 

evidenciando toxicidade deste nanomaterial. 

Novas investigações deveriam ser realizadas para melhor entender os 

mecanismos e vias de assimilação do GO pela a espécie estudada, assim 

como seu destino e interação com outros elementos químicos nos diversos 

compartimentos biogeoquímicos do meio aquático. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Há de se considerar que os ambientes aquáticos são suscetíveis à dinâmica 

da interação de vários elementos naturais (orgânicos e inorgânicos) com 

potenciais contaminantes. Estas interações podem expressar-se sobre os 

organismos antagonizando ou potencializando os efeitos tóxicos dos poluentes. 

Já em laboratório, os organismos teste são expostos a contaminantes 

isoladamente ou em combinações menos complexas das que realmente 

ocorrem in situ do ecossistema aquático. Somado a estes fatores, os 

organismos com capacidade de locomoção podem migrar das áreas 

contaminadas. 

Compreender as dinâmicas de interação física e química dos NMs com a 

biota, assim como com os elementos químicos que podem influenciar sua 

biodisponibilidade, assimilação e toxicidade são fundamentais para fazer 

avaliações de seu destino, transporte e efeitos adversos no ambiente aquático. 

Embora seja difícil extrapolar os resultados obtidos em laboratório para o 

ecossistema aquático, avaliações de toxicidade são fontes de informações 

imprescindíveis para elucidar os potenciais riscos dos xenobióticos lançados ao 

meio. Os resultados de estudos de toxicidade contribuem para definir normas 

de segurança estabelecendo valores máximos de concentrações de potenciais 

poluentes e minimizar os riscos nos ecossistemas. 
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APÊNCIDE 

ANEXO 1 – Controles dos experimentos de metabolismo de rotina. 

Não foram observadas diferenças significativas entre as médias dos 

controles de consumo específico de oxigênio, realizados para cada tratamento 

(Figura 6), (ANOVA). 
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Figura 1: Média dos controles dos experimentos de Consumo Específico de 

Oxigênio (mLO2.g
-1.L-1.h-1). A: Óxido de Grafeno, B: Cádmio, C: Cádmio + 1,0 

mg de Óxido de Grafeno, D: Zinco e E: Zinco + 1,0 mg de Óxido de Grafeno. 

Barras são os respectivos desvios padrões. 
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Não foram observadas diferenças significativas entre as médias dos 

controles de excreção específica de amônia, realizados para cada tratamento 

(Figura 12), (ANOVA). 
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Figura 2: Médias dos controles dos experimentos de Excreção Específica de 

Amônia (mg.g-1.L-1.h-1). A: Óxido de Grafeno, B: Cádmio, C: Cádmio + 1,0 mg 

de Óxido de Grafeno, D: Zinco e E: Zinco + 1,0 mg de Óxido de Grafeno. 

Barras são os respectivos desvios padrões. 
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ANEXO 2 – FOTOS: Coleta de espécimes de Palaemon pandaliformis 

na Reserva Extrativista do Mandira. 
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ANEXO 3 – Fotos de manutenção e dos experimentos do atual estudo 

realizados no laboratório de Ecotoxicologia Aquática do Instituto de Pesca de 

São Paulo – Base Cananeia. 

  

  


