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RESUMO GERAL

As varias aplicabilidades dos nanomateriais (NMs) vém sendo rapidamente
desenvolvidas e exploradas nas Ultimas décadas. No entanto, estudos para
diagnosticar e diminuir seus potenciais impactos ao ecossistema aquatico néo
acompanham o mesmo ritmo. S&o varios os fatores bidticos e abidticos no meio
aguatico que podem influenciar os fatores fisico-quimicos, destino e efeitos dos NMs.
Consequentemente, a biodisponibilidade dos NMs pode ser alterada quando eles
interagem com outros elementos organicos e inorgéanicos, incluindo os sais minerais
presentes no sistema aquatico. O cadmio (Cd) e o zinco (Zn) sdo elementos-traco
(ETs), provenientes de fontes naturais e antropogénicas, que podem ser toxicos se
disponibilizados em condicdes especificas. O Oxido de Grafeno (GO) é um NM
potencialmente toxico e de diversas aplicacbes, dentre elas a remocdo de
contaminantes de efluentes industriais e urbanos, assim a como remediagao
ambiental. A crescente demanda e consequente descarte deste NM no meio aquatico
induziram a necessidade de avaliar os potenciais efeitos adversos do GO sobre a
biota, assim como os efeitos da sua interagdo com outros poluentes. Neste trabalho
foram avaliados os possiveis efeitos toxicos 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 camardo fantasma, o P.
pandaliformis é um carideo osmorregulador encontrado em ambientes costeiros
sujeitos a constantes variacdes ambientais e de facil manutencdo em laboratério.
Neste estudo, foram observados os efeitos téxicos do GO e de sua interacdo com o

Cd e 0 Zn através de testes de toxidade aguda e de metabolismo de rotina.

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

de oxigénio, excrecao de amonia, Palaemon pandaliformis.

viii



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.



INTRODUCAO GERAL

Os nanomateriais (NMs) sdo materiais com pelo menos uma dimensédo menor que
100 nm (Klaine et al., 2008) e dentro deste grupo estdo as nanoparticulas (NPs), que
apresentam didmetro menor que 100 nm (BOWMAN et al., 2010; LOVESTAM et al.,
2010). As NPs podem ser classificadas quanto a sua origem (naturais ou
manufaturados), composi¢cdo e propriedades fisicas e quimicas (BOWMAN et al.,
2010; BUZEA et al., 2008).

As NPs naturais sédo originadas de uma grande variedade de processos
geoldgicos e bioldgicos, estando presentes no meio ambiente desde a formacdo do
planeta (BUZEA et al., 2008; LOWRY e CASMAN, 2009). Apesar dos organismos e
do ser humano terem evoluido em ambientes contendo NPs, essa exposi¢cdo aumenta
a cada ano com a sua progressiva producdo antropogénica (HANDY et al., 2008).
Consequentemente, o crescente descarte de nanoparticulas manufaturadas (NPMs)
em ambientes naturais deve ser avaliado, uma vez que ha amplo interesse e
exploracdo de seu potencial econbmico, tecnolégico e cientifico (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 quimicos organicos e inorganicos (maiores, menores e traco)
no meio aquatico, no entanto, deve-se considerar que as NPMs também apresentam
enorme variedade de composicao fisica e quimica e, consequentemente, diferentes
propriedades toxicolégicas (BAALOUSHA et al., 2011; HE et al., 2014; JOHNSTON et
al., 2013; MOORE, 2006).

As NPs podem ser classificadas como organicas e inorgéanicas, e dentre as
organicas, encontra-se a familia dos grafenos, que sdo NPMs alétropas do carbono
(BAALOUSHA et al.,, 2011; LOWRY e CASMAN, 2009). O Grafeno € um NM
bidimensional com espessura monoatémica de atomos de carbono com hibridizagédo
sp? (BOEHM et al., 1994). Cada atomo de carbono esté ligado a outros trés &tomos
de carbono formando anéis planos hexagonais ligados entre si por ligacdes sigma (6),
garantindo-lhe dureza ainda né&o observada em qualquer outro material (BOEHM et
al., 1994; CHOI et al., 2010). Este NM apresenta elevada area superficial, elevada

transmitancia Optica, estabilidade quimica e térmica, € extremamente forte, leve e

1



flexivel, além de ser excelente condutor de calor e eletricidade (GEIM, 2009; GEIM e
NOVOSELOV, 2007; NOVOSELOV et al., 2005, 2004). Entre os NMs da familia do
grafeno encontram-se: grafeno, nanofolhas de grafeno, grafite ultrafino, 6xido de
grafeno e 6xido de grafeno reduzido (SANCHEZ et al., 2012). As propriedades deste
NM tém gerado enorme interesse cientifico e industrial em suas varias aplicacdes:
nano eletrdnica, condutor de polimeros, eletrodo de bateria, supercapacitor,
impermeabilidade, tinta de impresséo, folha antibacteriana, farmacéutica, biomedicina
e meio ambiente (CHOI et al., 2010; CHOWDHURY et al., 2013; CHUNG et al., 2013;
DURAN et al., 2015b; RUOFF, 2008; STANKOVICH et al., 2006; WU et al., 2012).

Fatores abiéticos como pH, composicdo quimica e dureza da agua, assim como a
presenca de matéria organica suspensa e dissolvida podem alterar as propriedades
fisicas, quimicas e de reatividade dos NMs no meio aquético (BATLEY et al., 2013;
HANDY et al., 2008a; KLAINE et al., 2008; MARTINEZ et al., 2013). Ao serem
comparadas com macroparticulas de mesma composicdo quimica, as NPs
apresentam maior superficie de contato e reatividade quimica, 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 0s potenciais riscos e impactos ecotoxicolégicos dos
NMs ao meio aquético (ARTAL et al., 2013; COLVIN, 2003; MARTINEZ et al., 2013;
MAUTER e ELIMELECH, 2008). As propriedades fisicas, quimicas e de reatividade
dos NMs modificam-se de acordo com a variacdo do seu tamanho, trazendo varias
questdes ainda ndo respondidas sobre os reflexos das inter-relagcbes quimicas,
bioldgicas e toxicolégicas quando o meio ambiente é exposto aos materiais em escala
nano (BURDA et al., 2005; DURAN et al., 2015a; HANDY et al., 2008b; MARTINEZ et
al., 2013). Neste sentido, tornou-se imprescindivel entender o destino e a interacéo
dos NMs manufaturados com outros poluentes, assim como s&o assimilados,

distribuidos e excretados pelos organismos que integram o0s ecossistemas aquaticos.

Os sistemas aquaticos apresentam composi¢do quimica complexa, visto que a
maioria contém quase todos os elementos da tabela periddica, mais uma extensa
variedade de matéria organica e inorganica dissolvida e particulada (GAFFNEY, et al.,
1996; GUILHERME et al., 2005, MOHAN et al.,, 1993; ROGERS, 1993). Os

elementos-traco (ETs) estdo naturalmente presentes nos ambientes aquaticos em



concentracbes muito baixas, mas que em condicbes especificas, visto que sao
suscetiveis a diversas interacdes bidticas e abibticas, podem ser toxicos e afetar a
qualidade da &gua e destes ecossistemas (KABATA-PENDIAS, 2010; POLETO e
MERTEN, 2007; SOUZA et al., 2016). Os ETs integram e interagem em diferentes
compartimentos biogeoquimicos, portanto sua toxicidade € determinada ndo apenas
por sua concentragcdo, mas também pelo tempo de exposicdo, mobilidade,
biodisponibilidade e assimilacdo (absor¢cdo, adsorcdo e sor¢cdo) bidtica e abidtica
(GUILHERME et al., 2016; KABATA-PENDIAS, 2010; POLETO e MERTEN, 2007;
RAINBOW, 1997).

Os ambientes costeiros e estuarinos exercem papel essencial nos ciclos
biogeoquimicos de varios ETs essenciais e ndo essenciais (sem fungéo bioldgica),
influenciando seus processos fisico-quimicos (especiacdo quimica e sedimentacao) e
bioldgicos (bioalteracdo, bioacumulacdo e biomagnificacdo) (COSTA, et al., 2012;
STEFANIDOU et al., 2006). Estas areas sao suscetiveis as dindmicas dos processos
de interacdo entre os elementos quimicos organicos e inorganicos de origens fluviais,
pluviais e marinhas, além de serem utilizadas como receptoras de lixo e escoamentos
agricolas, 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,
0S ecossistemas estuarinos e costeiros recebem e dissipam os ETs provenientes de
suas areas adjacentes (terrestre, fluvial e marinha) e também séo fontes destes
mesmos elementos para as areas marinhas (KENNISH e FERTIG, 2012; MOORE,
2006). Estes ambientes sdo vitais para a producdo primaria 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)Lso) de
NPs sintéticas e concluiram que os crustaceos e as algas foram os grupos de
organismos mais sensiveis e, provavelmente, os mais vulneraveis as NPs. Baun et al.
(2008) destacaram a importadncia de se estudar crustaceos em testes de
nanoecotoxicidade, visto que sdo 0sS mais numerosos em espeécies e de grande
importancia ecologica em ampla variedade de ambientes: dgua doce, marinho e
terrestre. Portanto, em avaliagbes nanoecotoxicolégicas, 0s crustaceos sao

considerados bioindicadores importantes para a avaliagdo de potenciais riscos tanto



dos ambientes aquaticos quanto terrestres (BAUN et al.,, 2008; KAHRU e
DUBOURGUIER, 2010; RINDERHAGEN et al., 2000).

A toxicidade pode ser influenciada por varios fatores, incluindo a concentragéo, o
tempo de exposicdo, a interacdo da espécie quimica com outros elementos, bem
como outros varios fatores biolégicos dos espécimes estudados (HEUGENS et al.,
2001; JAISHANKAR et al., 2014). Ao avaliar respostas toxicas, o poluente deve estar
biodisponivel, ou seja, ele deve atingir e interagir primeiramente com o seu local de
acdo biomolecular, propiciando reacfes ao nivel molecular, podendo continuamente
ser seguida de respostas nos tecidos, nos 6rgaos, no individuo, na populacdo e na
comunidade (SCHOETTGER, 1996; USEPA, 2002).

Os camardes de agua doce da familia Palaemonidae, Palaemon pandaliformis, sdo
popularmente conhecidos como camardes fantasma ou potitinga (BOND-BUCKUP e
BUCKUP, 1989). Estes carideos osmorreguladores de pequeno porte sao
encontrados em aguas costeiras desde a regido sul do Brasil até a Guatemala (ROSA
et al., 2015). Apresentam significativa importancia ecolédgica por estarem associados a
ciclagem de nutrientes e por serem recurso alimentar de peixes e aves que habitam
ou migram para 0os ambientes em que sao encontrados (BOND-BUCKUP e BUCKUP,
1999; FERREIRA et al., 2010). Os espécimes de P. pandaliformis usados nos
experimentos deste estudo foram coletados na regido de mangue da Reserva

Extrativista do Mandira.

A Reserva Extrativista do Mandira encontra-se na por¢do continental oeste do
municipio de Cananéia e faz parte do complexo estuarino lagunar lguape-Cananeia-
Paranagua, considerado pela IUNC (Unido Internacional de Conservacdo da
Natureza) como o terceiro estuario do mundo em produtividade primaria (ADAIME,
1985). Este complexo é formado por extensas areas de manguezais influenciadas
pelo influxo de agua 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 °C e a salinidade pode chegar a 30%o,
que varia em funcdo do periodo de maré e da descarga fluvial e pluvial (BESNARD,
1950; CUNHA-LIGNON, 2009; PEREIRA et al, 2001). Os mangues sao
caracteristicos de zonas tropicais e subtropicais, com substratos lamosos e

hidrodinamica influenciada por marés, ou seja, sdo inundados por aguas estuarinas e



marinhas na maré alta e por aguas fluviais na maré baixa (LINGON, 2005). E um
ambiente que constantemente disponibiliza matéria organica, nutrientes e elementos
quimicos ao ecossistema (KHAN et al., 2014; PEREIRA et al., 2001; POLETO et al.,
2009).

Os resultados desta dissertacdo foram apresentados em um capitulo, no formato

de um artigo cientifico, como descritos a seguir:

CAPITULO 1: “Efeitos da interacdo do Oxido de Grafeno (GO) com Cadmio e
Zinco no consumo de oxigénio e excrecdo de amoénia do Palaemon
pandaliformis (Stimpson, 1871) (Crustacea, Decapoda, Palaemonidae)”, redigido

de acordo com as normas da revista Chemosphere.

Neste capitulo foram avaliadas a toxicidade aguda e as alteracbes do
metabolismo de rotina através do consumo de oxigénio e excrecdo de amdnia dos
camardes Palaemon pandaliformis ao serem expostos a diferentes concentragdes de
Oxido de Grafeno e da associacdo deste com Cd e Zn, por periodos de tempo

determinados.

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos toxicos do GO assim
como a influéncia do GO sobre a toxicidade do Cd e do Zn, e de que forma a
interacdo entre estes contaminantes pode ser detectada através dos testes de
toxicidade aguda, do consumo especifico de oxigénio e da excrecdo especifica de

amonia utilizando o Palaemon pandalirformis como espécie indicadora.
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CAPITULO 1

EFEITOS DA INTERACAO DO OXIDO DE GRAFENO (GO) COM CADMIO E ZINCO
NO CONSUMO DE OXIGENIO E EXCRECAO DE AMONIA DO Palaemon
pandaliformis (STIMPSON, 1871) (CRUSTACEA, DECAPODA, PALAEMONIDAE)

14



EFEITOS DA INTERACAO DO OXIDO DE GRAFENO (GO) COM CADMIO E ZINCO
NO CONSUMO DE OXIGENIO E EXCRECAO DE AMONIA DO Palaemon
pandaliformis (STIMPSON, 1871) (CRUSTACEA, DECAPODA, PALAEMONIDAE).

DE MELO, C.B. (a); COA, F. (a,b); ALVES, O.L. (c); MARTINEZ, D.S.T. (b);
BARBIERI, E. (d)*.

@ programa de P6s Graduacéo do Instituto de Pesca - APTA- SAA/SP, Caixa Postal
157, 11990-000, Cananéia, Sao Paulo, Brasil.

®) | aboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano), Centro Nacional de Pesquisa
em Energia e Materiais (CNPEM), Campinas, Sao Paulo, Brasil.

© Laboratério de Quimica do Estado Sélido (LQES), Instituto de Quimica,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, S&o Paulo, Brasil

@ Instituto de Pesca — APTA SAA/SP, Caixa Postal 157, 11990-000 Cananeia, SP,
Brasil.

"Autor Correspondente: Instituto de Pesca-APTA-SAA/SP, Caixa Postal 157, 11990-
000, Cananeia/SP, Brasil. E-mail:edisonbarbieri@yahoo.com.br

RESUMO

O Oxido de Grafeno (GO) é considerado o mais importante derivado da familia dos
grafenos, de caracteristicas Unicas com alto potencial de inovagéo e aplicabilidade. O
GO tem sido utilizado na remediacdo ambiental, entretanto, os efeitos colaterais de
sua interagdo com poluentes no meio aquatico ainda sdo pouco conhecidos. Com
isso, tornou-se imprescindivel investigar os possiveis efeitos adversos deste
nanomaterial sobre a biota. Este estudo analisou os efeitos das diferentes
concentracbes de GO, Cd, Zn e da interacdo do GO com estes elementos-traco
(ETs), através de testes de toxicidade aguda, consumo especifico de oxigénio e
excrecdo de aménia do Palaemon pandaliformis. Supés-se, como hipotese, que o0 GO
poderia afetar a toxicidade do Cd e do Zn no organismo-teste. Apdés 96h nao foi
observada toxicidade do GO nas concentracdes 0,1, 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg.L™. Os
resultados indicaram que o GO aumentou a toxicidade do Cd e do Zn evidenciada
pela diminuicdo dos valores de CLso. A CLsp96h do Cd associado a 1,0 mg.L'1 de GO
(0,001 mg.L™) foi 1,7 vezes menor que a CLs96h do Cd (0,0017 mg.L™), assim como
a CLso96h do Zn associado a 1,0 mg.L™* de GO (0,12 mg.L™) foi 1,8 vezes menor que
a CLso96h do Zn (0,22 mg.L™). O GO néo afetou o consumo especifico de oxigénio,
mas diminuiu a excrecdo especifica de aménia em 93% e 95%, em relagdo ao
controle, nas duas maiores concentracbes empregadas, 2,0 e 4,0 mg.L™,
respectivamente. Ao associar GO com Cd, notou-se queda de 59% da excrecao de
amonia na maior concentracdo empregada (0,05 mg.L™* de Cd + 1,0 mg.L™* GO). J&
guando houve interagdo do GO com o0 Zn observou-se elevagao e queda do consumo
de oxigénio, assim como diminuicdo de 84% da excrecdo de amodnia, na maior
concentracdo empregada (4,0 mg.L™*+ 1,0 mg.L™ GO). Foi confirmada a hipétese de
gue o GO pode influenciar a toxicidade do Cd e do Zn, sugerindo cautela e maiores
investigacdes quanto ao uso e descarte deste NM nos ecossistemas aquaticos.
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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™. However, the results indicated that the GO increased the
toxicity of Cd and Zn as evidenced by the decrease in LCsg values. The LCs5,96h of Cd
associated to 1.0 mg.L™ of GO (0.001 mg.L™) was 1,7 times less than LCs,96h of Cd
(0.0017 mg.L™), as well as LC5096h of Zn associated with 1.0 mg.L™ of GO (0.12 mg.L’
1y was 1.8 times less than LCs096h of Zn (0.22 mg.L™"). 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™, respectively. By associating GO with Cd, a decrease of 59% of
ammonia excretion was noticed at the highest concentration employed (0.05 mg.L™ +
1.0mg.L™ 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™ + 1.0 mg.L™ 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. INTRODUCAO

O Oxido de Grafeno (GO) é um nanomaterial (NM) & base de carbono, originado a
partir do Oxido de Grafite, sintetizado pela primeira vez em 1859 (Brodie, 1859). E um
NM bidimensional hidrofilico, composto por uma camada de &tomos de carbono sp?,
carbonos oxidados a sp®, com radicais funcionais oxigenados: carbonilas, carboxilas,

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

Os grupos funcionais oxigenados na superficie do GO aumentam sua
biocompatibilidade e biofuncionabilidade (Choi et al., 2010; Duran et al., 2015b;
Sanchez et al., 2012). E considerado como o mais relevante da familia dos grafenos,
com propriedades fisico-quimicas que dependem do processo de sua sintese e do
tratamento poés-sintese (Duran et al.,, 2015a; Gao, 2015; Nanda et al.,, 2015). A
caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica do GO é de fundamental importancia para
compreender suas propriedades e potenciais aplicacdes, assim como Seus riscos
ambientais (Dreyer et al., 2010; Duran et al., 2015a, 2015b; Geim e Novoselov, 2007;
Li et al., 2015; Wang et al., 2011).

As diversas propriedades fisico-quimicas e estruturais do GO vém sendo
exploradas de forma crescente, expandindo e inovando os potenciais de aplicacao
deste NM em remediacbes ambientais e tratamento de efluentes (Gautam e
Chattopadhyaya, 2016; Kyzas et al., 2014). A capacidade de adsorcao da familia dos
grafenos pode ser usada na remocao de contaminantes organicos e inorganicos de
efluentes industriais e de corpos de agua contaminados (Chowdhury e
Balasubramanian, 2014). Os grupos funcionais de oxigénio na superficie do GO,
obtidos pelo processo de oxidacao quimica do grafite, aumentam sua solubilidade e o
disponibiliza no meio aquatico em dispersées coloidais (1-1000nm) estaveis
(Baalousha et al., 2011; Chowdhury et al., 2013; Luo et al., 2010; Wu et al., 2011). A
capacidade de adsorcdo do GO € muito superior que a de qualguer outro adsorvente
com capacidade de interagir fortemente com diferentes espécies de contaminantes
(Sitko et al., 2013; Zhao et al., 2011). A propriedade de adsor¢ao do GO, consequente
de sua porosidade e grande area de superficie bidimensional (2,630 m?.g™) com

grupos funcionais de oxigénio, aliada ao seu baixo custo de producdo potencializa o
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seu uso nos procedimentos de purificacdo de agua (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 toxicos do GO em estudos in
vitro e in vivo, muito pouco se sabe sobre os efeitos adversos do GO no meio
aguatico e de sua interacdo com outros poluentes nestes ecossistemas (Das et al.,
2013; Duran et al., 2015a; Liu et al., 2014; Seabra et al., 2014). No entanto, € sabido
gue o GO apresenta elevada solubilidade e biocompatibilidade, podendo interagir com
0S organismos aquaticos em nivel biomolecular com: &cidos nucleicos, acidos graxos,
lipideos, carboidratos e proteinas (Jastrzebska e Olszyna, 2015; Sanchez et al., 2012;
Yang et al., 2013). Neste sentido, varios pesquisadores alertam para a necessidade
de avaliar os riscos e beneficios associados ao uso dos grafenos, assim como sua
interacdo com outros elementos presentes no meio aquatico, 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 aguas continentais, estuarinas e marinhas, sustentam grande parte da
biodiversidade marinha, dos recursos pesqueiros e das reservas energéticas mundiais
(Collago et al., 2015; Costa et al.,, 2012; Pusceddu et al., 2007). Ainda assim, a
qualidade ambiental destes ecossistemas é bastante prejudicada pelos lancamentos
de efluentes urbanos, agricolas e industriais, que contaminam estes ambientes com
diferentes compostos, dentre eles os elementos-traco (ETs) (Maia et al., 2006; Pinto
et al., 2013; Poleto et al., 2009). O nivel de contaminacdo dos ambientes aquaticos
por ETs, em condi¢cBes especificas, pode colocar em risco a biota e a populacédo que
sobrevive de seus recursos, devido a a¢ao residual, a baixa biodegradabilidade e ao
efeito cumulativo destes minerais-tragco na cadeia trofica (Barbieri e Doi, 2011,
Kabata-Pendias, 2010). A mobilidade, biodisponibilidade e ecotoxicidade dos ETs
dependem, ndo s6 de sua concentracdo total, mas também de sua especiacdo e
trajetéria biogeoquimica no ambiente aquatico (Charlesworth et al., 2003; Hirner e
Hippler, 2011; Khan et al., 2014; Pueyo et al., 2001). Contudo, segundo Charlesworth
et al. (2003), a avaliagdo da biodisponibilidade dos ETs s6 pode ser compreendida

através de testes de ecotoxicidade.
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O cadmio (Cd) e o zinco (Zn) sdo ETs naturalmente encontrados no meio
ambiente e considerados substancias de referéncia recomendadas a ensaios
ecotoxicolégicos (Kabata-Pendias, 2010; Zagatto e Bertoletti, 2006). Estes ETs
apresentam propriedades fisicas e quimicas semelhantes, sendo que na natureza, o
Cd é raramente encontrado na forma pura, mas associado a outros elementos, dentre
eles 0 Zn (Kabata-Pendias, 2010). No meio aquatico, ambos podem ser diretamente
assimilados de forma ativa ou passiva pela biota, ou ingeridos quando adsorvidos a
matéria organica (Mance, 1987; Rainbow, 1997; Virga et al., 2007). O Cd e 0 Zn estéao
entre os ETs frequentemente relacionados a intoxicacdo da biota de sistemas
aquaticos poluidos, 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 séo influenciados
principalmente, pela variacdo de pH e presenca de elementos organicos e
inorganicos, dissolvidos ou particulados tipicos da dinamica dessa area de mistura
(Khan et al., 2014; Xu et al., 2012).

O Cd nédo apresenta funcdo biolégica e sua principal forma encontrada em
ambientes de agua doce é a ibnica livre, no entanto, é também a mais biodisponivel e
toxica (Flick et al.,, 1971; Singh et al., 2011). Quando assimilado pelos crustaceos
decdpodes, associa-se as proteinas da hemolinfa, que pode ser estocado no
hepatopancreas na forma de granulos inorganicos ou associado a metalotioneina ou a
ferritina (Rainbow, 1997; Wright e Welbourn, 1994). Nos ecossistemas de transi¢céao e
|énticos, o Cd pode se complexar com a matéria organica dissolvida, principalmente
com os acidos humicos, que estdo entre os principais fatores que influenciam os
processos de adsorcdo do Cd a matéria particulada organica e inorganica (Callahan
et al., 1979; Hirner e Hippler, 2011; Wright e Welbourn, 1994).Em &guas marinhas,
97% do Cd encontra-se complexado com os cloretos (CdCI*, CdCl,, CdCls'" e CdCl,%),
gue é a sua forma mais soluvel, (Byrne et al., 1988; Wright e Welbourn, 1994). Apesar
de o cloro ser um parametro importante que controla o comportamento e o destino do
Cd nos ambientes estuarinos, outros fatores como a variacao da salinidade e do pH
também influenciam sua especiacdo e ecotoxicidade nestes ecossistemas aquaticos
(Khan et al., 2014; Pinot et al., 2011). O Cd apresenta toxicidade média alta (Poleto et
al., 2009).
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Ja o0 Zn é essencial a manutencéo de diversas funcdes biologicas, pois atua como
cofator em diferentes processos enzimaticos, mas se biodisponibilizado em elevadas
concentracdes, pode ser toxico (Frassinetti et al., 2006; Stefanidou et al., 2006). A
concentracdo do Zn nas areas costeiras e estuarinas € muito maior que nas aguas
oceanicas, sendo que sua principal forma dissolvida e biodisponivel € a idnica livre
Zn?* (Khan et al., 2014). O Zn dissolvido nos sistemas aquéticos de agua doce pode
ser facilmente adsorvido a matéria organica e particulas em suspensao (Mance, 1987;
Marasinghe Wadige et al., 2014). Nos ambientes estuarinos, o Zn pode ser
disponibilizado com a reducdo da salinidade (Khan et al., 2014). O Zn apresenta

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

Segundo Barbieri e Paes (2011), as reacdes dos crustaceos aos ETs séo
especificas e influenciam seu equilibrio metabdlico. A avaliagdo da quantidade de
oxigénio consumido e da amodnia excretada, por um organismo em determinado
periodo, pode indicar as alteracfes de sua taxa metabdlica (Damato e Barbieri, 2011;
Santos et al.,, 2014). O metabolismo oxidativo e a osmoregulacdo séo indicadores
sensiveis e eficientes usados para avaliar os efeitos téxicos e as mudancas
ambientais através das respostas fisiolégicas 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 vém utilizando espécies de crustaceos decapodes
com o objetivo de identficar e avaliar os potenciais riscos ambientais dos
contaminantes, para auxiliar na elaboracao de leis ambientais que possam servir de
instrumento para gerenciar e preservar o equilibrio tréfico 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 crustaceos, indicados como
organismos relevantes e sensiveis aos testes de toxicidade aguda e crénica (He et al.,
2014). A maioria dos ensaios nanotoxicologicos utilizaram Daphnia magna, seguido
por Ceriodaphnia dubia, como organismos-teste para avaliar os riscos dos NMs (Baun
et al., 2008a; Oberdorster et al., 2005). Este € um estudo pioneiro que utilizou o
Palaemon pandaliformis, um crustaceo decapode de ampla distribuicdo, para analisar
os efeitos do GO assim como sua interacdo com ETs em testes de toxicidade aguda e

de metabolismo de rotina.
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O P. pandaliformis (Stimpson, 1871) é um crustaceo decapode 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 camardes
fantasma, ou potitinga, sdo localizados em ambientes estuarinos e de agua doce,
junto as raizes e hastes da vegetacdo aquatica e estdo envolvidos na ciclagem de
nutrientes (Coelho, 1964; Ferreira et al., 2010; Gamba, 1998; Mortari e Negreiros-
Fransozo, 2007). Este carideo de pequeno porte (até 5,0 cm) € utilizado como isca
viva em pescarias artesanais, faz parte da dieta de peixes e aves e, por isso,
apresenta expressiva importancia ecologica nos ecossistemas em que estao
integrados (Bond-Buckup e Buckup, 1989; Mortari e Negreiros-Fransozo, 2007; Mdller
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, proximos as raizes da vegetacao do rio Mandira.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da interacdo do GO com o Cd e 0 Zn
em diferentes concentracdes, através de testes de toxicidade aguda, do consumo
especifico de oxigénio e da excrecdo especifica de amodnia do Palaemon

pandalirformis.

Supbs-se, como hipotese, 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 METODOS

2.1. Caracterizagao do GO
Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Com o intuito de estudar a morfologia e a topografia do GO, utilizou-se a técnica de
microscopia de forca atdmica (AFM). Para preparacdo da amostra para a AFM, a
solucéo estoque de GO (1 mg/mL) foi submetida a banho ultrassom por 10 minutos. A
partir desta, solu¢cdes de 5 e 10 pg/mL foram preparadas em &gua ultrapura. O
volume de 3 pL foi coletado das solucdes e gotejado em porta amostra de mica,
previamente clivada com fita adesiva.

As amostras permaneceram no dessecador por, no minimo, 24 horas, para
secagem.

As amostras foram analisadas no Nanoscope llla (Digital Instruments) em contato
intermitente (tapping), pelo uso da ponteira PPP-CNHR (frequéncia de ressonancia
320 KHz e constante de forca de 42 N.m™).

2.2. Coleta e manutencdo dos camardes

Espécimes de P. pandaliformis foram coletados com rede de puca, na maré baixa
das margens do rio Mandira, Reserva Extrativista do Mandira, Cananéia, Sao Paulo,
Brasil (Figura 1). Logo ap0s a captura, foram transportados para o laboratério de
Estudos Ecotoxicolégicos do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Litoral Sul,
Instituto de Pesca, Cananéia. Antes de serem submetidos aos experimentos, foram
aclimatados por, no minimo, 10 dias, em tanques circulares com capacidade de 2000
L, temperatura controlada de 20 (+2)°C, aeracao constante, higienizacdo dos tanques
e renovacao diaria da agua.

Os camardes foram alimentados diariamente com racao 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 recomendacdes da USEPA (2002).
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Reserva Extrativista do Mandira
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Figura 1: Mapa de localizagdo da Reserva do Mandira. Fonte: ICMBIio —
Plano de Manejo Participativo Reserva Extrativista do Mandira
Cananeia/Sao Paulo, 2010.
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2.3. Reagentes Quimicos

O Oxido de Grafeno de camada simples utilizado neste experimento foi fornecido
pelo Laboratério de Quimica do Estado Solido (LQS), do Instituto de Quimica 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); dimensdes X&Y ~300-800 nm sendo o tamanho
padrdo <450 nm e dimensdes laterais 1-20 um.

A dispersdo do GO (200 mL) foi preparada na concentracdo de 1mg:1mL em agua
ultrapura, em banho ultrassom e mantida sob refrigeracdo. A disperséo foi novamente
submetida a banho ultrassonico de 30 minutos, antes de cada experimento para
garantir sua dispersao na agua, com o uso de Cole-parmer 8891.

O cadmio (CdCl,) (Sigma, 99,5%) e o zinco (ZnCl,) (Sigma, 99,5%), foram diluidos
em uma solugcédo estoque com agua ultra pura, no volume de 1 L e concentracdo de
Img:1mL.

Para garantir a dispersdo do GO e interacdo do GO com o Cd e 0 Zn no meio
aguoso, o0s experimentos de exposi¢cdo dos organismos teste aos xenobidticos foram
realizados em aquérios contendo agua mineral, com valores paramétricos dentro dos
estabelecidos pelo D.L. 306/2007 (Ministério do Ambiente, 2007) e de composi¢céo
fisico-quimica: Bario: 0,34 mg/L, Bicarbonato 108,32 mg/L, Brometo 0,02 mg/L, Célcio
4,22 mg/L, Cloreto 2,38 mg/L, Estréncio 0,04 mg/L, Fluoreto 0,26 mg/L, Fosfato 0,51
mg/L, Magnésio 0,99 mg/L, Potassio 2,26 mg/L, Sédio 38,29 mg/L, Sulfato 7,32 mg/L,
pH 7,28, condutividade 197 uS/cm.

2.4. ClLso

Os ensaios de Concentragdo Letal Média (CLso) foram realizados para avaliar a
toxicidade aguda do Cd, Zn e a interagcdo destes com o GO as 24, 48, 72 e 96h.

Nos experimentos de sistema estatico de toxicidade aguda, os camardes foram
expostos a diferentes concentracdes de GO (0,0 mg.L™?, 0,1 mg.L™, 0,5 mg.L™, 1,0
mg.L?, 2,5 mg.L" e 5,0 mg.L"), de Cd (0,0 mg.L?, 0,0005 mg.L™, 0,0010 mg.L™,
0,0025 mg.L™, 0,0050 mg.L™, 0,0100 mg.L™, 0,0500 mg.L™, 0,1000 mg.L™" e 0,2500
mg.L™"), e de Zzn (: 0,0 mg.L™, 0,1 mg.L?, 0,5 mg.L?, 1,0 mg.L?, 2,5 mg.L™, 5,0 mg.L™

e 10 mg.L™?), por até 96 horas. Na avaliacéo da interacdo do GO com o Cd e o Zn,
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foram utilizadas as mesmas concentragcdes dos experimentos destes elementos
isoladamente e adicionou-se 1mg.L™ de GO, por até 96h. Os organismos-teste foram
introduzidos em aquarios, em grupos de 10, com 3 L de 4gua, capacidade de 5 L e
aeracado constante. Os xenobiéticos foram inseridos nos aquarios cinco minutos antes
da introducdo dos camardes, para assegurar sua distribuicio homogénea na agua.
Manteve-se temperatura constante 20'C (+1) e fotoperiodo natural do laboratério
durante todo o experimento. N&o houve oferta de alimento durante os ensaios.

Foram realizadas triplicatas com controle (0,0 mg.L™) para cada tratamento de
toxicidade aguda. Portanto, 1140 camarfes, com massa Umida média 0,24 g (x0,04),
foram submetidos aos 114 experimentos necessarios para avaliar a toxicidade aguda
dos contaminantes.

Os camardes mortos foram imediatamente retirados dos aquarios e contados em
24, 48, 72 e 96 horas. A CLs, foi calculada pelo método Trimmed Spearman Karber,

com limite de 95% de confianca (Hamilton et al., 1977).
2.5. Consumo Especifico de Oxigénio

Utilizaram-se 420 espécimes, nos experimentos de metabolismo de rotina avaliado
através do consumo especifico de oxigénio. As concentracfes utilizadas nestes
ensaios foram determinadas pelos estudos prévios de toxicidade aguda com o
seguinte delineamento: GO (0,0 mg.L?, 0,2 mg.L™*, 0,5 mg.L?, 1,0 mg.L?, 2,0 mg.L" e
4,0 mg.L™"), Cd (0,0 mg.L™, 0,01 mg.L?, 0,02 mg.L™?, 0,04 mg.L™" e 0,05 mg.L™), Cd +
1,0 mg.L™* de GO (0,0 mg.L?, 0,01 mg.L™, 0,02 mg.L™?, 0,04 mg.L™" e 0,05 mg.L™), Zn
(0,0 mg.L?, 0,2 mg.L?, 0,5 mg.L?, 1,0 mg.L?, 2,0 mg.L™ e 40 mg.LY) e Zn + 1,0
mg.L™* de GO (0,0 mg.L™?, 0,2 mg.L?, 0,5 mg.L,1,0mg.L?, 2,0 mg.L? e 4,0 mg.L™).

Para cada experimento, incluindo os controles (0,0 mg.L™), os camardes em jejum
de 24 horas, foram expostos as diferentes concentracdes dos contaminantes por 2
horas em um aquario, de capacidade de 5 L, com 1 L. Para garantir distribuicdo
homogénea no aquario, os contaminantes foram adicionados ao aquario com pipetas
de precisédo, de maneira a se obter a concentragéo final determinada, cinco minutos
antes da introducdo dos camardes. ApOs duas horas de exposicdo, os camardes
foram distribuidos em respirdmetros cilindricos de acrilico, em triplicatas, sendo cinco
camardes por respirdbmetro. Os respirdmetros foram mantidos em um sistema fechado

com circulagéo continua de agua. Para atenuar o estresse causado pelo manuseio, 0s
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espécimes foram mantidos dentro dos respirdbmetros por 30 minutos com circulagéao
continua de &gua. Logo apOs este periodo, os respirdbmetros foram fechados,
interrompendo a circulagdo interna de agua e isolando-os do sistema fechado de
circulacdo continua, por duas horas. Imediatamente apds estas duas horas,
coletaram-se as amostras de agua dos respirbmetros para as analises do consumo de
oxigénio e da excrecado de amonia.

O consumo especifico de oxigénio foi determinado através da diferenca das
concentracfes de oxigénio dissolvido entre o inicio e o final de duas horas, de acordo
com o volume do respirbmetro, a massa Umida dos camarbes e o tempo de
confinamento (mLO.g™.L™.h™"). O oxigénio dissolvido foi determinado segundo o
método de Winkler (Winkler, 1888).

2.6. Excrecéo Especifica de Ambnia

As coletas das amostras de agua para analise da excrecdo de aménia foram
realizadas simultaneamente as coletas de agua para analise de consumo especifico
de oxigénio. Portanto, foram realizadas em triplicatas com um controle para cada
tratamento.

A excrecdo de amonia foi determinada pela diferenca entre as concentragdes de
nitrogénio amoniacal no inicio e no final de duas horas, de acordo com o volume do
respirdmetro, a massa Umida dos camardes e o tempo de confinamento (mg.g™*. L.h"

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

2.7. Andlises Estatisticas

As médias do consumo especifico e da excrecdo de amonia dos camardes foram
primeiramente avaliadas quanto a normalidade, através do teste Shapiro-Wilk, com
confiabilidade de 95%. Constatando-se distribuicAo normal, realizou-se Andlise de

Varianca (ANOVA) seguida de testes de comparagcdes multiplas 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 Unica camada.

2.7 nm

| 2.4
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Figura 2: Imagem de topografia do Oxido de Grafeno obtida por AFM.

27



3.2. ClLspe letalidade dos individuos

Os espécimes de P. pandaliformis foram expostos a diferentes concentracdes de
Oxido de Grafeno, Cadmio, Cadmio + GO, Zinco e Zinco + GO por até 96 horas. Os
resultados de porcentagem de mortalidade (%) e de Concentracéo Letal Média (CLsp)
com 95% de limite de confianca calculados por analise Spearman-Karber estdo
expostos nas Tabelas 1, 2, 3,4 e 5.

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade (%) e CLso de Palaemon pandaliformis
expostos ao Oxido de Grafeno, n=30. Os valores sdo as médias das triplicatas.
Toxicidade N&o Detectada pelo Método (TNDM).

Tempo de Concentragéo de Oxido de Grafeno (mg.L™)
Exposicéao(h)

00 01 05 10 25 50  Cls(mg.L?)

24 0,00 000 000 000 000 333 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 camardes expostos ao Oxido de Grafeno n&o foram sensiveis ao xenobiético,
nao apresentando toxicidade nas concentracfes e nos periodos estudados (Tabela
1).
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Tabela 2: Porcentagem de mortalidade (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos ao Cadmio, n=30. Os valores sdo as médias das
triplicatas.

Tempo de Concentracéo de Cadmio (mg.L™)

Exposicédo(h)

00 00005 00010 00025 0,0050 00100 0,0500 0,1000 02500 CLg(mg.LT) Intervalo Confianca

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 CLso do Cadmio para o periodo de exposicdo de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 0,0154 mg.L™, 0,0106 mg.L™,
0,0027 mg.L™* e 0,0017 mg.L™ (Tabela 2).
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Tabela 3: Porcentagem de mortalidade (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos ao Cadmio + 1,0 mg.L™ de GO, n=30. Os

valores séo as médias das triplicatas.

Tempo de Concentracéo de Cadmio (mg.L™) + 1,0 mg.L™ de Oxido de Grafeno

Exposicéo(h)

00 00005 00010 00025 00050 00100 0,0500 0,1000 0,2500 CLso(mg.LY) Intervalo Confianga

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 CLso do Cadmio » 1,0 mg.L™* de GO para o periodo de exposicédo de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 0,0058,
0,0025, 0,0013 e 0,0010 mg.L™. Ao serem comparadas, as CLsy do Cd + 1,0 mg L™ de GO foram respectivamente 2,7, 4,2, 2,0 e

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

das triplicatas.

Tempo de Concentracéo de Zinco (mg.L™)
Exposicéo(h)

0,0 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0 CLso(mg.LY) Intervalo de Confianca
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 CLs do Zinco nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 0,89, 0,49, 0,36 e 0,22 mg.L™, evidenciando-se

relacdo direta do aumento da toxicidade com o tempo de exposicao (Tabela 4).
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Tabela 5: Porcentagem de mortalidade (%) e CLso de Palaemon pandaliformis expostos ao Zinco + 1,0 mg.L* de GO, n=30. Os
valores séo as médias das triplicatas.

Tempo de Concentracgdo de Zinco (mg.L™?) + 1,0 mg.L™ de Oxido de Grafeno
Exposicéao(h)

0,00 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0 CLso(mg.L™) Intervalo de Confianca
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 CLso do Zn 4 1,0 mg.L™" de GO para os periodos de 24, 48, 72 e 96 horas foram respectivamente 1,7, 1,5, 2,1 e 1,8 vezes
menores que as ClLso do Zn, evidenciando-se o aumento da toxicidade quando houve combinacao destes contaminantes (Tabelas
4eb).
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3.3. Consumo Especifico de Oxigénio

3.3.1. GO

Observou-se uma tendéncia de aumento e queda do consumo especifico de
oxigénio de P. pandaliformis a medida que as concentracdes de GO foram
elevadas (Figura 3). Ainda assim, ao aplicar o método estatistico (ANOVA) néo

houve diferenca significativa das médias em relacéo ao controle.

Consumo Especifico de O

Controle 0,1 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentragdo de GO (mg.L_l)

Figura 3: Média do consumo especifico de oxigénio em relacdo a variacdo da

concentracdo de GO. Barras séo os respectivos desvios padroes.
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3.32. Cd

Observou-se aumento do consumo especifico de oxigénio seguido de queda
a medida que as concentracdes de Cd foram elevadas (Figura 4). Ao aplicar
testes estatisticos, constatou-se diferenca significativa das médias nas

concentragcbes 0,02, 0,04, e 0,05 em relagdo ao controle (ANOVA, Tukey,
P<0,05).

2,00 T .

Consumo Especifico de O

Controle 0,01 0,02 0,04 0,05

Concentragdo de Cd (mg.L™)

Figura 4: Média do consumo especifico de oxigénio em relagédo a variacdo da
concentragéo de Cd. * Diferenca significativa em relagéo ao controle (0,0 mg.L
1Y, Barras s&o os respectivos desvios padrées.
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3.3.3. Cd + GO

O consumo especifico de oxigénio dos espécimes de P. pandaliformis
expostos a concentracdes crescentes de Cd + GO demonstrou uma tendéncia
de aumento e queda. Entretanto, ndo houve diferenca significativa das médias
em relacdo ao controle (Figura 5), (ANOVA).
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Consumo Especifico de O

Controle 0,01 0,02 0,04 0,05

Concentracéo de Cd (mg.L_l) +1,0 mg.L_l de GO

Figura 5: Média do consumo especifico de oxigénio em relacdo a variacdo da
concentracdo de Cd + GO. Barras sao os respectivos desvios padroes.
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3.3.4. Zn

Nas concentracfes de Zn estudadas nesse trabalho observou-se aumento
do consumo especifico de oxigénio nas concentracées 0,2, 0,5 e 1,0 mg.L™?,
representando um aumento de 105%, 30% e 27% respectivamente, em relacéo
ao controle (Figura 6). J& nas concentracdes 2,0 e 4,0 mg.L™ foram observadas
quedas de 35% e 58%, respectivamente. Houve diferenca significativa em
todas as concentracfes deste experimento em relacdo a média do controle
(ANOVA, Tukey, P<0,05).

(Lo .97l h™)

Consumo Especifico de O

Controle 0,2 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentrag&o Zn (mg.L )

Figura 6: Média do consumo especifico de oxigénio em relacdo a variacao da
concentragdo de Zn. * Diferenca significativa em relacdo ao controle (0,0 mg.L

1Y, Barras sdo os respectivos desvios padrdes.
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3.3.5. Zn+GO

Ao estudar o acréscimo de 1mg de GO as concentracdes de Zn, observou-
se aumento do consumo especifico de oxigénio de 100% e queda de 40% em
relacdo ao controle nas concentracdes 0,2 e 4,0 mg.L™, respectivamente
(Figura 7). Constatou-se diferenca significativa das médias nas concentracdes
0,2 e 4,0 mg.L™* quando comparadas ao controle (ANOVA, Tukey, P<0,05).

L(MLO 5.g™ L™*hY)

Consumo Especifico de O

Controle 0,2 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentracado de Zn (mg.L'l) +1,0 mg.L'l de GO

Figura 7: Média do consumo especifico de oxigénio em relacdo a variacdo da
concentracdo de Zn + GO. * Diferenca significativa em relacédo ao controle (0,0

mg.L™). Barras sdo os respectivos desvios padrdes.
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3.4. Excrecédo Especificade Aménia

3.4.1. GO

Houve uma tendéncia de queda da excrecdo especifica de amonia a
medida que aumentou a concentracdo de GO (Figura 8). Entretanto, apenas
nas concentracdes 2,0 e 4,0 mg.L™, observou-se diferenca significativa com
declinio da excrecao de 93% e 95%, respectivamente, em relacdo ao controle
(ANOVA, Tukey, P<0,05).

0,08 T . T . T . T . T . T

LAY

Excrecdo Especifica de Amonia (mg.g

Controle 0,1 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentracédo de GO (mg.L ™)

Figura 8: Média da excrecgdo especifica de amdnia em relacdo a concentracao
de GO. * Diferenca significativa em relacdo ao controle (0,0 mg.L™). Barras s&o

0s respectivos desvios padroes.
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34.2. Cd

Os camardes expostos ao Cd apresentaram reducdo da excrecdo
especifica de amodnia a medida que a concentracdo foi elevada (Figura 9).
Houve diferenca significativa das médias nas concentracdes 0,02, 0,04 e 0,05
mg.L?, constatando-se declinio de 68%, 87% e 93%, respectivamente, em
relacdo ao controle (ANOVA, Tukey, P<0,05).

0,08 T . T . ; . ; . ;

.1.L_1-h-1)

Excrecéo Especifica de Amdnia (mg.g

Controle 0,01 0,02 0,04 0,05

Concentracédo de Cd (mg.L_l)

Figura 9: Média da excrecdo especifica de amdnia em relacdo a concentracao
de Cd. * Diferenca significativa em relagéo ao controle (0,0 mg.L™?). Barras séo
0S respectivos desvios padroes.
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3.4.3. Cd+ GO

A excrecdo especifica de aménia aumentou na concentracdo 0,01 mg.L™,
evidenciando-se elevacdo de 38% em relacdo ao controle (Figura 10). Houve
diminuicdo significativa nas concentra¢ées 0,02 e 0,04 mg.L™?, em relacdo a
concentracdo 0,01 mg.L™". Na concentracédo 0,05 mg.L™ a excrecéo especifica
de amoénia diminuiu para 59% quando comparada ao controle. Utilizando-se o
teste estatistico (ANOVA, Tukey, P<0,05) foi constatada diferenga significativa

das médias nas concentracdes 0,01 e 0,05, em relacdo ao controle.

0,08 T . T . T . T . T

TLta?

Excrecéo Especifica de Aménia (mg.g

Controle 0,01 0,02 0,04 0,05

Concentragédo Cd (mg.L™") + 1,0 mg.L" de GO

Figura 10: Média da excrecdo especifica de amobnia em relacdo a
concentracdo de Cd + GO. * Diferenca significativa em relacéo ao controle (0,0

mg.L™). Barras sdo os respectivos desvios padrdes.
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3.44. Zn

A excrecdo especifica de amébnia dos espécimes de P. pandaliformis
expostos ao Zn apresentou tendéncia de aumento e queda (Figura 11). Na
concentracdo 4,0 mg.L™" constatou-se diferenca significativa, com declinio de
47% em comparacado ao controle (ANOVA, Tukey, P<0,05).

0,08 T . T . T . T . T . T

'1.L'1.h"1)

Excrecdo Especifica de Amdnia (mg.g

Controle 0,2 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentracéo Zn (mg.L ™

Figura 11: Média da excrecdo especifica de amobnia em relagcdo a
concentracdo de Zn. * Diferenca significativa em relacdo ao controle (0,0 mg.L

1Y, Barras sdo os respectivos desvios padrdes.
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3.45. Zn+ GO

A excrecdo especifica de amoénia, de um modo geral, para esta espécie
estudada, diminuiu com o incremento da concentracdo de Zn + GO (Figura 12).
Observou-se diferencas significativas em relacdo ao controle nas
concentracdes 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg.L™, representando queda de 42%, 63%,
63% e 84%, respectivamente (ANOVA, Tukey, P<0,05). Quando houve
combinacdo de Zn com GO, observou-se que as meédias nas concentracdes
0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg.L" foram respectivamente 18%, 53%, 57% 46% e
70% menores que as meédias nas concentracdes correspondentes do

tratamento com Zn (Figuras 11 e 12).

0,07 T . T . T . T . T . T

0,06 — -

TLta?

Excrecdo Especifica de Amonia (mg.g

Controle 0,2 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentracdo de Zn (mg.L ™) + 1,0 mg.L ™" de GO

Figura 12: Média da excrecdo especifica de amobnia em relagcdo a
concentracédo de Zn + GO * Diferencga significativa em relagcédo ao controle (0,0

mg.L™).
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo de toxicidade aguda e de metabolismo
de rotina indicam que a espécie de camardo, Palaemon pandaliformis, foi
sensivel 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; Duran et al., 2015a; Guo e Mei,
2014; Mesari€ et al., 2013; Tavares et al., 2014).

Ao avaliar a nanoecotoxicidade do GO, Duran et al. (2015a) observaram
que este NM néo causou letalidade aos nematédeos Caenorhabditis elegans,
assim como aos crustaceos Daphnia similis e P. pandaliformis. Segundo estes
autores, ndo foram notados efeitos de toxicidade ao expor espécimes de P.
pandaliformis ao GO (3,0 pug.mL™) por 24h, assim como ao submeter os
espécimes de C. elegans e de D. similis a diferentes concentracdes de GO
(0,1-100 pg.mL™). Similarmente, no presente estudo, ao expor camardes da
mesma espécie a diferentes concentracdes de GO (até 5,0 mg.L™), também
ndo foi observada toxicidade nos periodos de 24, 48, 72 e 96h (CL5096h). No
entanto, Duran et al. (2015a) observaram que a partir das concentracdes de 50
ng.mL? de GO, houve encurtamento de tentaculos do organismo Hydra
attenuata apés 72h de exposicdo, além de morte e desintegracdo apoés

exposicdo a 100 pg.mL™, por 96h.

Ao investigar os efeitos de toxicidade do Nanotubo de Carbono de Paredes
Multiplas (NTCPM), do Oxido de Grafeno Reduzido (GOr) e do GO, Liu et al
(2014) concluiram que estes trés nanomateriais foram téxicos ao peixe, Danio
rerio, pois houve reducdao do tamanho larval e da ecloséo dos embrides,
mesmo nao sendo observadas evidéncias de mal formac&o ou mortalidade nos
testes de toxicidade aguda. Gollavelli e Ling (2012) ndo observaram anomalias
ou alteragdes significantes na taxa de sobrevivéncia dos embrides do D. rerio,
ao expo-los ao grafeno multifuncionalizado (revestido de acido poliacrilico e
fluoresceina o-metacrilato), mesmo constatando distribuicdo do grafeno da
cabeca a cauda do peixe zebra. Ja Mesari€ et al. (2013) observaram efeitos de
toxicidade ao expor os nauplios dos cirripédios, Anphibalanus amphitrite, a
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diferentes concentracées (0,01, 0,1 e 0,5 mg.mL™) de GO de camada simples,
evidenciados pelo LCs48h de 0,56 mg.mL™.

Os resultados de CLsy 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 CL5,96h
foram 1,7 e 1,8 menores, respectivamente. Martinez et al. (2013b), observaram
efeitos de potenciacdo ao expor a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ao
nanotubo de carbono associado ao Pb. Da mesma forma, Campos-Garcia et al.
(2015) constataram potenciacdo na interacdo dos NTCPM com o carbofurano,
ao estudar os efeitos da toxicidade aguda na tilapia do Nilo, O. niloticus. Baun
et al. (2008) revelaram absorcéo consideravelmente mais rapida do fenantreno
na presenca de fulereno pela Daphnia magna, provavelmente por causa da
capacidade de transporte destas NPs. Zhang et al. (2007) relataram aumento
da assimilacdo do Cd quando as carpas, Cyprinus carpio foram expostas

concomitantemente ao Cd e as nanoparticulas de TiO,.

Em estudos de adsor¢cdo do GO aos elementos quimicos bivalentes, Stiko
et al. (2013) observaram grande capacidade de adsorcdo 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 adsorcdo do GO ao Cd e ao Zn se mantém
constante na faixa de pH 5-8, visto que € também neste intervalo de pH que
mais de 99% do Cd e mais de 90% do Zn s&o solubilizados na forma idnica
livre (Depci et al., 2012; Sitko et al., 2013; Zhao et al., 2011). A complexacao do
GO ao Cd e ao Zn sucede qguando o GO partilha os pares de elétrons,
disponiveis nos grupos funcionais de oxigénio dos seus planos basais e
arestas, com os ions dos ETs, ocorrendo sor¢ao quimica (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
agua mineral com pH 7,28, indicando que a capacidade de adsorcdo do GO a
estes ETs foi constante, como observados nos estudos de Sitiko et al. (2013).

S&o varios os fatores que podem influenciar a interacdo do GO com a biota,
mas sabe-se que quanto menor o seu numero de camadas, maior € a area de

superficie e, teoricamente, maior a sua capacidade de interacdo bioldgica e,

44



consequentemente, de ser internalizado em nivel 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 for¢ca atdbmica (AFM), indicando
maior biodisponibilidade e capacidade de ser internalizado pelo P.

pandaliformis.

A toxicidade e assimilacdo 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) concluiram que a
associacdo dos grafenos com outros poluentes presentes no meio aquatico
pode alterar o transporte, acumulo e toxicidade de ambos, visto que a
biodisponibilidade de um poluente depende da capacidade e cinética de
adsorcdo do NM associada a capacidade de assimilacdo 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 a capacidade de adsor¢cdo do GO a estes ETs (Deng et al.,
2010; Sitko et al., 2013), assim como a capacidade de transporte do GO (Duran
et al., 2015b; Liu et al., 2013), que alterou a toxicidade do Cd e do Zn sobre o
P. pandaliformis.

Verificou-se que a CLss96h 0,0017 mg.L™" do Cd nestes estudos com o P,
pandaliformis foi menor que as CLs096h observadas em outros trabalhos de
toxicidade com este ET: Exopalaemon carinicauda 0,26 mg.L™ (Zhang et al.,
2014), Litopenaeus vannamei 1,07 mg.L™* (Wu e Chen, 2004), Litopenaeus
schimitti 0,18 mg.L™ (Barbieri, 2007), Farfantepenaeus paulensis 0,83 mg.L™
(Barbieri, 2009), Penaeus monodon 1,72 mg.L" (Rajkumar et al., 2011) e
Xiphopenaeus kroyeri 0,04 mg.L™" (Barbieri et al., 2013). Da mesma forma,
observou-se maior toxicidade do Zn (CLs5096h 0,22) sobre o P. pandaliformis,
ao compara-la com a de outras espécies de camardes estuarinos: L. vannamei
1,35 mg.L? (Wu e Chen, 2004), P. monodon 2,36 mg.L™" (Rajkumar et al.,
2011) e F. paulensis 3,31 mg.L™" (Barbieri, 2009). As diferencas dos valores de
dose letal média, mesmo entre espécies filogeneticamente préximas, podem
acontecer devido a relacdo tamanho-peso e ao fato de existirem diferentes
respostas bioquimicas ou distintas condi¢cdes fisiologicas, qualitativa e

quantitativamente, entre as espécies (Klaassen, 2013). Essa variagdo grande
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dos valores de CLsp pode ser notada tanto inter quanto intraespecificamente,
portanto as diferencas devem ser avaliadas e interpretadas com cautela,
levando em consideracdo os diferentes fatores dos experimentos e dos
espécimes utilizados (Hernandez-Moreno et al., 2011). Outro fator importante a
ser considerado ao comparar os valores de CLso € que a biodisponibilidade do
Cd e do Zn diminui com o aumento da salinidade. Os experimentos deste
estudo foram realizados com &gua mineral, visto que o P. pandaliformis é
frequentemente encontrado em ambientes de 4gua doce, ao passo que o L.

schimitti, o L. vannamei e o F. paulensis sdo 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 relacdo ao Zn em estudos realizados
com camardes. Os crustaceos decapodes ndo apresentam qualquer evidéncia
de regulacéo interna do Cd (Pedersen e Bjerregaard, 2000; Soegianto et al.,
1999; White e Rainbow, 1986), que é um elemento ndo essencial aos
processos metabolicos, sem funcéo fisioldgica e podendo ser tdxico mesmo em
concentracbes muito baixas (Pinot et al., 2011; Playle et al.,, 1993; Wang e
Rainbow, 2006). Somado a isso, o influxo de 4gua é aumentado com a reducéo
da salinidade, elevando os efeitos adversos do ETs aos organismos de agua
doce (Wright e Welbourn, 1994; Zanders e Rojas, 1996). Portanto, a maior
toxicidade do Cd associado ao GO pode ser atribuida ao aumento de seu
influxo pelo P. pandaliformis devido a trés fatores: aumento de assimilacdo do
Cd quando associado ao GO, incapacidade de osmoregulacdo deste ET e

influxo de 4gua elevado pelos organismos de agua doce.

Ja o Zn, um ET essencial a manutencao de funcdes bioldgicas importantes,
€ internamente regulado pelos crustaceos decapodes, exigindo maiores
concentracbes para desencadear efeitos adversos de toxicidade (Rainbow,
1997; Stefanidou et al., 2006; White e Rainbow, 1984). Brinkman e Johnston
(2011) concluiram que os invertebrados bentdnicos sdo 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

assimilacao pelo P. pandaliformis.
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A exposicdo dos crustaceos aos poluentes, assim como aos ETs, ocorre
atravées de fontes alimentares e do meio circundante, que podem ser
adsorvidos ao seu exoesqueleto e/ou assimilados via superficies corporais
permeaveis (Brinkman e Johnston, 2011; Ortega et al., 2014; Wright e
Welbourn, 1994). A principal via de entrada dos ETs nos crustaceos ocorre
através de vias paracelulares, juncdes ou entradas transcelulares branquiais
(Pedersen e Bjerregaard, 2000), sendo que as proteinas presentes nas
estruturas das células das membranas epiteliais sdo a chave para a entrada
dos poluentes nos crustaceos (Rainbow, 1997). Visto que ndo houve oferta de
alimento durante os experimentos, 0 GO pode ter elevado a biocompatibilidade
do Cd e do Zn sobre as branquias do P. pandaliformis, tornando-se
necessarias futuras avaliacdes histologicas. Campos-Garcia et al. (2015, 2016)
constataram alteracdes nas branquias da tildpia do Nilo, além de potenciacao
da toxicidade do carbofurano quando associado com os nanotubos de carbono.

Quando os NMs carreiam ou facilitam a entrada de elementos téxicos para
o interior das células, este mecanismo € denominado efeito “Trojan Horse”
(Boncel et al., 2015; Ferreira et al., 2014). Em um estudo com carpas, a
bioacumulacdo do Cd foi 2,5 vezes maior na presenca das NPs de dioxido de
titanio (nano-TiO,) (Zhang et al., 2007). Do mesmo modo, Fan et al. (2011),
mostraram que as nano-TiO, aumentaram a bioacumulacéo e toxicidade do Cu
sobre a Daphnia magna. No atual estudo, quando houve exposicéo
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”. Sado poucos e
recentes os estudos de nanoecotoxicidade que avaliam a interacdo dos NMs
alétropos do carbono com outros poluentes no meio aquatico (Baun et al.,
2008b; Boncel et al., 2015; Campos-Garcia et al., 2015; Ferreira et al., 2014). O
GO apresenta grupos funcionais em sua superficie que aumentam sua
solubilidade, biocompatibilidade e capacidade de adsorcdo e de carrear
elementos quimicos para o interior das células (Chowdhury et al., 2013; Das et
al., 2013; Duran et al., 2015b; Liu et al., 2013; Sanchez et al., 2012; Yang et al.,
2013). Estes sédo fatores importantes a serem considerados, visto que o GO
pode alterar a biodisponibilidade de elementos naturais e xenobidticos

presentes no ecossistema aquatico.
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Os efeitos dos ETs na respiracdo de crustdceos decapodes vém sendo
amplamente estudados por varios pesquisadores, pois podem alterar o
metabolismo destes organismos sob a influéncia de fatores fisico-quimicos
(concentracéo, pH, temperatura, salinidade e tempo de exposicdo) e biologicos
(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 alteracfes no consumo de oxigénio a
medida que as concentracdes de Cd e Zn aumentaram, refletindo elevacéo e
inibicdo do metabolismo do P. pandaliformis. A toxicidade de um ET pode ser
observada em um organismo quando a taxa de captacdo é superada pelas
taxas de excrecdo e desintoxicacdo combinadas, assim sendo, a concentracao
interna do ET metabolicamente disponivel aumenta e desencadeia os efeitos
toxicos (Rainbow, 2002). Os efeitos toxicos do Cd e do Zn nas superficies
branquiais dos crustaceos interferem em sua funcdo respiratoria e transporte
ibnico, acarretando em reducdo da transferéncia de gases e do consumo de

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

O consumo de oxigénio nao foi afetado quando o P. pandaliformis foi
exposto a diferentes concentracbes de GO, isoladamente, por duas horas.
Duran et al. (2015), também n&o observaram efeitos sobre o consumo de
oxigénio ao expor o P. pandaliformis a 1pm.mL™ de GO por 24 horas. Ao expor
a tilapia do Nilo, O. niloticus, a diferentes concentra¢ées (0,0, 0,5, 1,0, 1,5e 2,0
mg.L) de NTCPM, Campos-Garcia et al. (2015) perceberam pequenas
variagcbes no consumo de oxigénio, mas sem diferenca significativa quando
comparadas ao controle. J4 Martinez et al. (2013) constataram reducédo de 58%
do consumo de oxigénio, em relacdo ao controle, ao expor a tilapia do Nilo a
1,0 mg.L™* de NTCPM.

Notou-se aumento de até 105% e queda de até 27% do consumo de
oxigénio, em relacdo ao controle, quando os espécimes de P. pandaliformis
foram expostos ao Cd, ao Zn e ao Zn associado ao GO, indicando aumento e
gueda do metabolismo. Zhang et al. (2014) observaram que o Cd e o Cu
diminuiram o consumo de oxigénio do E. carinicauda em 21,1% e 34,8%,
respectivamente, em relacdo ao controle. Da mesma forma, Wu e Chen (2004)

constataram que o consumo de oxigénio 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 oxigénio ao expor
o Penaeus indicus ao aluminio. Neste sentido, Martinez et al. (2013) e
Campos- Garcia et al. (2015) notaram reducdo do consumo de oxigénio ao
expor a tilapia 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 revisdo sobre os efeitos dos
ETs sobre o consumo de oxigénio dos crustaceos, Spicer e Weber (1991)
concluiram que quando o consumo de oxigénio diminui ha indica¢des de danos
patolégicos com interferéncia em um ou varios processos respiratorios
(ventilacdo, respiracdo celular, perfuséo, trocas e transferéncias gasosas). O
aumento do consumo de oxigénio indica compensacéo fisioldgica imediata, ou
de longo prazo, mas geralmente, quando os crustaceos sdo expostos de forma
aguda aos ETs, o consumo de oxigénio 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
alteracbes em suas branquias e reducdo de sua eficiéncia respiratoria,
evidenciando o efeito téxico deste NM sobre a respiracdo. Portanto, a queda do
consumo de oxigénio pelo P. pandaliformis, pode estar relacionada aos efeitos
deletérios da interagdo do GO com o Cd e o Zn sobre as branquias, um
importante 6rgdo de respiracdo dos crustaceos decapodes, assim como aos
Seus outros processos respiratorios, 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), néo evidenciaram alteragdes na excre¢do de amodnia ao
expor camarbes desta mesma espécie a 1,0 pm.mL™ de GO, por 24 horas.
Nestes estudos, os espécimes de P. pandaliformis foram expostos por duas
horas a concentracbes maiores e reduziram a excre¢cdo de amonia apenas nas
concentracdes 2,0 e 4,0 mg.L™, chegando a uma queda de 95%. Portanto, o
GO isoladamente alterou o metabolismo do P. pandaliformis, que so6 foi
percebido através das analises da excrecdo de amonia, visto que o0s
experimentos de toxicidade aguda, assim como os de consumo de oxigénio

nao demonstraram efeitos de toxicidade.
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Neste trabalho, também foram observadas diminuicdo da excre¢do de
amonia 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 excrecdo de amobnia quando exposto a interacdo do GO com o Cd. Santos
et al. 2014, avaliaram o efeito do Pb no camarédo branco, Litopenaeus schimitti,
em diferentes salinidades e observou-se que na maior concentracéo
empregada de Pb houve aumento de 88,2% da excrecao especifica de amonia,
em relacdo ao controle. Wu e Chen (2004) e Barbieri et al. (2013b), também
observaram aumento da excrecdo de amobnia ao expor os camardes L.
vanamei e X. kroyeri ao Cd e ao Zn. Wu e Chen (2004) consideraram que as
elevacOes da excrecdo de amonia estariam relacionadas a queda da pressao
osmatica da hemolinfa do L. vanamei. A reducéo da excre¢do de amoénia de até
95% observada neste estudo sugere menor pressdo osmotica na hemolinfa
(Wu e Chen, 2004) e faléncia do sistema de osmoregulacdo dos organismos
teste. A excrecdo de amobnia dos crustaceos é originada do catabolismo de
aminodacidos, provenientes de fontes alimentares ou musculares (Weihrauch,
2004). Normalmente, o aumento da excrecdo de ambnia é uma resposta do
aumento no catabolismo de amino&cidos, mas quando 0s organismos Sao
expostos a concentracfes letais de ETs, ocorrem lesdes branquiais e a
excrecdo de amoénia é desregulada (Wu e Chen, 2004). Os primeiros 6rgaos
afetados dos crustaceos pelos ETs sdo provavelmente as branquias, podendo
causar danos histoldgicos e citolégicos (Chinni et al., 2000; Wu e Chen, 2004).

As branquias sdo estruturas vitais de respiracdo, regulacdo osmdtica e
ibnica assim como o balanco acido/bésico, que ao serem expostas a poluentes
organicos e inorganicos (maiores, menores e traco), podem sofrer danos
morfolégicos acarretando em deficiéncia respiratoria e osmoregulatéria (Freire
et al., 2003; Soegianto et al., 1999). No entanto, as branquias apresentam
células especificas que realizam respiracdo e outras que realizam absorcéo e
excrecdo de amonia (Castilho-Westphal et al., 2008; Tsai e Lin, 2007). Vérios
estudos relacionam os efeitos fisioldgicos adversos das concentra¢des de Cd e
Zn sobre a respiracdo e osmoregulacdo dos crustaceos decapodes (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 oxigénio quanto na excrecao
de amobnia do P. pandaliformis. As quedas de até 95% da excrecdo de amoénia
e de até 58% do consumo de oxigénio indicam a necessidade de novas
investigacOes para identificar os 6rgéos afetados, assim como sugerem outros
autores em estudos de nanoecotoxicidade dos grafenos (Bianco, 2013;

Jastrzebska e Olszyna, 2015).

Os resultados deste trabalho confirmaram a hipotese de que as os grafenos
podem alterar a toxicidade do Cd e do Zn, visto que houve aumento da
toxicidade quando houve interagdo do GO com estes ETs, indicando cautela no
uso de GO para remediagdes ambientais assim como 0 seu descarte no meio

aguatico.

Existem diferentes estudos que avaliaram e associaram as potenciais
toxicidades do GO as suas propriedades funcionais de adsorver e carrear
elementos quimicos para o interior dos organismos (Duran et al., 2015a, 2015b;
Guo e Mei, 2014; Jastrzebska e Olszyna, 2015; Liu et al., 2013, 2014; Seabra
et al., 2014; Zhang et al., 2013), mas ainda sao poucos os estudos que avaliam
0s seus efeitos sobre 0s organismos aquaticos, assim como sua interacdo com
0s elementos quimicos 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 possiveis efeitos adversos dos grafenos
sobre os organismos, visto que ha um consenso de que estes NMs séao

citotéxicos e genotdxicos em pesquisas in vitro e in vivo.

51



5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que o P. pandaliformis € um organismo que pode ser
utilizado em testes de toxicidade por ser de ampla distribuicdo e sensivel 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 amaonia foi um bom biomarcador para se avaliar o efeito do GO.

A toxicidade aguda e o consumo de oxigénio do GO isoladamente nao
demonstraram efeitos adversos ao Palaemon pandaliformis, no entanto, houve
queda de 93 e 95% da excrecdao de amobnia, em relacdo ao controle,

evidenciando toxicidade deste nanomaterial.

Novas investigacdes deveriam ser realizadas para melhor entender os
mecanismos e vias de assimilacdo do GO pela a espécie estudada, assim
como seu destino e interacdo com outros elementos quimicos nos diversos

compartimentos biogeoquimicos do meio aquatico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ha de se considerar que 0os ambientes aquaticos sdo suscetiveis a dinamica
da interacdo de varios elementos naturais (organicos e inorganicos) com
potenciais contaminantes. Estas interagcbes podem expressar-se sobre os
organismos antagonizando ou potencializando os efeitos toxicos dos poluentes.
Ja em laboratdrio, 0s organismos teste sdo expostos a contaminantes
isoladamente ou em combinacbes menos complexas das que realmente
ocorrem in situ do ecossistema aquatico. Somado a estes fatores, os
organismos com capacidade de locomocdo podem migrar das areas

contaminadas.

Compreender as dinamicas de interacdo fisica e quimica dos NMs com a
biota, assim como com o0s elementos quimicos que podem influenciar sua
biodisponibilidade, assimilacdo e toxicidade s&o fundamentais para fazer

avaliacdes de seu destino, transporte e efeitos adversos no ambiente aquatico.

Embora seja dificil extrapolar os resultados obtidos em laboratério para o
ecossistema aquatico, avaliacbes de toxicidade sdo fontes de informacdes
imprescindiveis para elucidar os potenciais riscos dos xenobiéticos lancados ao
meio. Os resultados de estudos de toxicidade contribuem para definir normas
de seguranca estabelecendo valores maximos de concentra¢gfes de potenciais

poluentes e minimizar 0s riscos nos ecossistemas.
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APENCIDE
ANEXO 1 - Controles dos experimentos de metabolismo de rotina.

N&do foram observadas diferencas significativas entre as médias dos
controles de consumo especifico de oxigénio, realizados para cada tratamento
(Figura 6), (ANOVA).

2,00
1,75
1,50

1,25

_(MLO _/giLih)

1,00

0,75

0,50

0,25

Consumo Especifico de O

0,00 -

A B C D E

Controles

Figura 1: Média dos controles dos experimentos de Consumo Especifico de
Oxigénio (MLO,.g*.L™.h™). A: Oxido de Grafeno, B: Cadmio, C: Cadmio + 1,0
mg de Oxido de Grafeno, D: Zinco e E: Zinco + 1,0 mg de Oxido de Grafeno.
Barras sdo os respectivos desvios padroes.
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Ndo foram observadas diferencas significativas entre as médias dos
controles de excrecdo especifica de aménia, realizados para cada tratamento
(Figura 12), (ANOVA).
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Figura 2: Médias dos controles dos experimentos de Excrecao Especifica de
Amoénia (mg.g™.L™".h™"). A: Oxido de Grafeno, B: Cadmio, C: Cadmio + 1,0 mg
de Oxido de Grafeno, D: Zinco e E: Zinco + 1,0 mg de Oxido de Grafeno.
Barras sdo os respectivos desvios padroes.
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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 manutencao e dos experimentos do atual estudo
realizados no laboratério de Ecotoxicologia Aquatica do Instituto de Pesca de

Sao Paulo — Base Cananeia.
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