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RESUMO GERAL

A contaminacdo dos ambientes aquaticos € uma das consequéncias da
pressdo das atividades antrOpicas sobre o0s recursos naturais e esta
comumente relacionada a descarga de efluentes domésticos, industriais ou
agricolas. Peixes sao sensiveis a essas mudancas no ambiente e efeitos
toxicos de poluentes podem ser evidentes em nivel celular e tecidual, dentre
eles, a tilapia sdo comercialmente importantes devido a seu potencial para
aquicultura, que inclui alta taxa de crescimento, e aceitagdo pelo consumidor,
entre outros fatores. Uma das classes de inseticidas mais comumente
utilizados no Brasil sdo os carbamatos, e entre eles, o carbofurano merece
destaque, sendo altamente tdxico para peixes, passaros e humanos. No
ambiente natural a toxicidade ocorre através da mistura de diversos
contaminantes que podem interagir sobres diversas formas, inclusive com o
aumento de toxicidade através de interacdes sinérgicas. Além de agrotoxicos,
nanoparticulas manufaturadas estdo entre as substancias as quais 0s
organismos aquaticos estdo expostos. A grande area de superficie dos
nanotubos de carbono podem levar outras moléculas se aderirem e
potencialmente transportar poluentes pelo meio ambiente, além de serem
biologicamente ativas por apresentarem maior area de superficie por unidade
quando comparadas com particulas maiores. Dessa forma, este estudo teve
por objetivo avaliar os efeitos toxicoldégicos dos nanotubos de carbono, do
carbofurano e de nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-se como
marcador biolégico o consumo de oxigénio, o tempo de natacdo até o cansaco
e alteracBes histoldégicas em tecidos branquiais sobre o modelo biolégico
selecionado, a tilapia do Nilo (O. niloticus).

Palavras chave: Efeito sinérgico; Nanotubos de carbono de paredes multiplas;

Carbofurano; Nanotoxicologia.



GENERAL ABSTRACT

The aquatic environment contamination it's one of the consequences of
anthropic activities on natural resources and it's generally related to domestic
effluent, industrial and agricultural discharge. Fishes are sensitive to that
environmental variation and pollutant toxic effects can be evident at cellular and
tissue level. Among fishes, tilapias are commercially important due to their
aguaculture potential, which includes high growth rate, consumer acceptance,
among other factores. One of the more commonly used classes of insecticides
on Brazil is the carbamates, among them, carbofuran noteworthy, being highly
toxic to fishes, birds and humans. On natural environment the toxicity occur
through contaminants mixture which may behave various forms, including
toxicity increase through synergic interactions. Besides pesticides,
manufactured nanoparticles are among the substances which aquatic
organisms are exposed to. The carbon nanotubes large surface area may
cause other molecules adhering and potentially carry pollutants through
environment, besides being biologically active by presenting larger surface area
per unity when compared to larger particles. Thus, the study aimed to evaluate
carbon nanotubes, carbofuran and carbon nanotubes with carbofuran effects
using as biomarker the oxygen consumption, the swimming time to exhaustion
and histological alterations in gill tissues on selected biological model, Nile
tilapia (O. niloticus).

Key words: Synergic effect; Multi walled carbon nanotubes; Carbofuran;

Nanotoxicology.



INTRODUCAO GERAL

O crescimento das cidades nas ultimas décadas tem sido responsavel
pelo aumento da presséo das atividades antropicas sobre 0s recursos naturais.
Em todo o planeta, praticamente ndo existe um ecossistema que néo tenha
sofrido influéncia direta e/ou indireta do homem, como por exemplo,
contaminacédo dos ambientes aquaticos (Goulart e Callisto, 2003).

A poluicdo aquatica estda comumente relacionada a descarga de
efluentes domésticos, industriais ou agricolas (Martinez e Célus, 2002). Em
areas agricolas, a lixiviacdo de &guas superficiais e a infiltracdo da &agua
intersticial em rios e lagos podem introduzir agrotoxicos em quantidades
substanciais nesses corpos d’agua (Arias et al., 2007, Barbieri e Ferreira 2011).

Segundo Farias (2006), a demanda e a oferta dos recursos hidricos é
cada vez mais comprometida na medida em que, em muitos lugares do mundo,
as aguas superficiais e as subterraneas estdo contaminadas com esgotos
industriais, agricolas e municipais. De acordo com a Comissdao Mundial da
agua para o século XXI, mais de 50% dos principais rios do mundo estdo
contaminados, pondo em risco a saude humana e dos ecossistemas (IPS,
1999).

Peixes sdo sensiveis a mudancas no ambiente e efeitos tdéxicos de
poluentes podem ser evidentes em nivel celular e tecidual, antes que
mudancas significativas no comportamento ou na aparéncia externa possam
ser identificadas (van Dyc, 2005).

Na aquicultura mundial uma das espécies mais utilizadas para o cultivo
comercial sdo as tilapias. Naturais da Africa, Israel e Jordania, tiveram sua
distribuicdo expandida nos ultimos cinquenta anos (Boscolo et al., 2002) devido
ao seu potencial para aquicultura, que inclui alta taxa de crescimento,
adaptabilidade em diversas condicbes de cultivo e a alta aceitagcdo pelo
consumidor (Bromage e Roberts, 1995).

O grande emprego de pesticidas organicos na agricultura desde 1940
promoveu, além de colheitas com qualidade, um aumento na produtividade
possibilitando o atendimento da demanda alimenticia na maioria dos paises

(Brasco, 1988). No entanto, Bull e Hathaway (1986) relatam que, na medida em
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que sdo aplicados em excesso, ou de maneira errdbnea, 0Ss agrotoxicos
acentuam demasiadamente os problemas do meio ambiente.

Uma das classes de inseticidas mais comumente utilizados no Brasil s&o
os carbamatos, muito eficientes no controle de uma ampla gama de pragas
agricolas e que atua por contato ou apos ingestao (FMC, 1977). O carbofurano
(2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato), um dos principais
representantes do grupo dos carbamatos, € altamente tdxico para peixes,
passaros e humanos, sendo a sua ingestdao diaria aceitdvel de 0 a
0,002mg/Kg/dia, o que estabelece seu limite para 7 pgL™ (World Health
Organization, 1996). Embora possa ser facilmente degradado, pode induzir
efeitos deletérios a espécies ndo-alvo, antes que ocorra uma dissipacao
ambiental (Moreira et al.,2004).

A meia vida do carbofurano em agua a 22°C é altamente dependente
do pH podendo ser de 1 ano a pH4,0 até 31 horas a pH9,0. Em pH 7,0 a meia
vida € em torno de 121 dias (Tomlin, 2000). O pH é portanto um parametro
importante a ser considerado quando se avalia a permanéncia de residuos de
carbofurano em aguas superficiais (Moreira et al., 2004).

Por apresentar efeitos nocivos a espécies ndo-alvo, o carbofurano foi
banido nos Estados Unidos e Europa (USEPA, 2006). Entretanto, no Brasil
ainda é comercializado nas formas liquida e granulada, com respectivo
consumo anual de 4.000 L e 60.000 Kg no estado de Sao Paulo (Alves, 2001).

Usualmente considera-se a toxicidade dos compostos quimicos sobre
organismos nédo-alvo de maneira individualizada, desconsiderando que no
ambiente natural a toxicidade ocorre através da mistura de diversos
contaminantes que podem interagir sob diversas formas, inclusive com o
aumento de toxicidade através de interacdes sinérgicas (Prestes et al., 2013).

Além de agrotéxicos, nanoparticulas manufaturadas estdo entre as
substancias as quais 0s organismos aquaticos estdo expostos (Paschoalino,
2010).

Os nanotubos de carbono apresentam propriedades eletrénicas, Gticas e
mecanicas muito interessantes (Dresselhaus et al., 2001). Desta forma, esses
materiais tém sido usados na confeccdo de diferentes tipos de dispositivos,
como emissores de elétrons para mostradores, sensores de gases e sensores

biolégicos, pontas para microscopio de forca atdmica (AFM) e, quando
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combinados a outros materiais, como polimeros e fibras, servem como
elementos de reforco formando compdsitos com excelentes propriedades
mecanicas (Dai, 2002).

No entanto, estudos epidemioldgicos de poluicdo no ar sugerem que a
matéria particulada tem uma forte associacdo com doencas cardio-pulmonares
(Pope et al., 2004). Pesquisas tem mostrado que nanoparticulas podem entrar
no corpo humano com maior facilidade e serem mais biologicamente ativas por
apresentarem maior area de superficie por unidade quando comparadas a
particulas maiores (Oberdorster et al., 2005). Além disso, a grande area de
superficie dos nanotubos de carbono podem levar outras moléculas se
aderirem e potencialmente transportar poluentes pelo meio ambiente (Kleiner e
Hogan, 2003).

Os testes de toxicidade possibilitam estabelecer limites permissiveis para
varias substancias quimicas, além de avaliar o impacto de misturas de
poluentes sobre os organismos aqudticos dos corpos hidricos receptores
(Bertoletti, 1990).

Devido a grande importancia de se determinar a toxicidade do carbofurano
e de nanotubos de carbono de paredes multiplas, bem como a toxicidade
resultante da interacdo existente entre eles, utilizando como modelo biolégico a
tilapia do Nilo, elaboraram-se dois artigos, no qual o primeiro intitula-se “Efeito
sinérgico do carbofurano e nanotubos de carbono de paredes multiplas no
consumo de oxigénio e na atividade natatdria em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus, Linnaeus, 1758)” e o segundo, “Efeito sinérgico do carbofurano e
nanotubos de carbono de paredes multiplas nos tecidos branquiais de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758)”.

Objetivos

Avaliar os efeitos dos nanotubos de carbono, do carbofurano e de
nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-se como marcador biolégico o
consumo de oxigénio, o tempo de natacdo até o cansagco e alteracdes
histol6gicas em tecidos branquiais sobre o modelo bioldgico selecionado, a
tilapia do Nilo (O. niloticus).



Apresentacao da Dissertacao

Os resultados da presente dissertacéo séo apresentados sob a forma de
dois artigos cientificos. Utilizou-se como marcador bioldgico o consumo de
oxigénio, o tempo de natacdo até o cansaco e alteracbes nos tecidos
branquiais no modelo biolégico selecionado, a tilapia do Nilo (O. niloticus) para
avaliacdo dos efeitos do carbofurano, de nanotubos de carbono de paredes
multiplas e dos dois reagentes em conjunto. Devido a importancia da pesquisa
dos efeitos que ocorrem no meio ambiente, onde misturas de poluentes se

encontram e interagem.

Capitulo 1: Efeito sinérgico do carbofurano e nanotubos de carbono de
paredes multiplas no consumo de oxigénio e na atividade natatéria em tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758).

O objetivo deste trabalho foi averiguar os efeitos dos nanotubos de
carbono, do carbofurano e de nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-
se como marcador biolégico o consumo de oxigénio, o tempo de natacdo até o
cansaco sobre O. niloticus. Este artigo seguiu as normas da revista “Water

Research”.

Capitulo 2: Efeito sinérgico do carbofurano e nanotubos de carbono de
paredes multiplas nos tecidos branquiais de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus, Linnaeus, 1758).

O objetivo deste trabalho foi averiguar os efeitos dos nanotubos de
carbono, do carbofurano e de nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-
se como marcador biolégico alteracdes histologicas em tecidos branquiais de

O. niloticus. Este artigo seguiu as normas da revista “Water Research”.
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CAPITULO 1

Efeito sinérgico do carbofurano e nanotubos de carbono de paredes multiplas
no consumo de oxigénio e na atividade natatéria em tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758).



EFEITO SINERGICO DO CARBOFURANO E NANOTUBOS DE CARBONO
DE PAREDES MULTIPLAS NO CONSUMO DE OXIGENIO E NA ATIVIDADE
NATATORIA EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758)
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RESUMO

O estudo da toxicidade do carbofurano e de nanotubos de carbono de paredes
multiplas (NTCPM), bem como a interacdo entre esses dois compostos sobre
tilapia apresenta grande relevancia, devido ao crescente uso deste agrotoxico e
de nanotubos. Como primeiro estudo a avaliar esta interacdo, o objetivo deste
trabalho foi encontrar informacdes sobre a toxicidade do carbofurano, de
nanotubos de carbono de paredes multiplas e da modulacdo de nanotubos de
carbono e o carbofurano sobre a tilapia do Nilo (O. niloticus) tendo por base o
consumo de oxigénio e a atividade natatéria. Os valores de CL50 para peixes
expostos ao carbofurano (mg/L) nos periodos de 24, 48, 72 e 96h foram
respectivamente 4,00; 3,25; 3,03 e 2,46. Nas concentracbes de NTCPM
amostradas o teste utilizado ndo foi sensivel a toxicidade. E, para peixes
expostos ao carbofurano e NTCPM foram 3,70; 1,68; 0,71 e 0,50
respectivamente. Para medicdo do consumo de oxigénio foram utilizadas trés
réplicas das concentracbes 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2mg/L de carbofurano, de NTC
nas concentracdes 0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5e 2,0 mg/L e 0,5, 1,0; 1,5 e 2,0 mg/L de
carbofurano com 1 mg/L de nanotubos de carbono. Verificou-se o tempo de
natacdo até o cansaco em trés réplicas das seguintes concentracdes de
carbofurano: 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0mg/L; NTC: 0,5; 1,0 e 2,0mg/L e carbofurano
com 1,0mg/L de NTC: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mg/L, além dos controles. Os
resultados revelaram elevacdo do consumo especifico de oxigénio até a
concentracdo 1,5 mg/L de carbofurano e redugdo no consumo em exposicao a
carbofurano e NTC, além de continua diminuicdo do tempo de natacdo até o
cansaco em todos os tratamentos. Tais fatos permitem inferir que ocorreu um
desvio no padrdao metabdlico dos organismos expostos ao carbofurano e NTC,
no sentido de desintoxicacdo e estabilizacdo de padrdes metabdlicos.
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Carbofurano combinado a nanotubos de carbono apresentaram efeito téxico
maximizado em todos o0s testes realizados, em relacdo as substancias
separadas, indicando sinergia entre os dois compostos.

Destaques da pesquisa

» Encontrou-se efeito sinérgico na combinacéo carbofurano e HNO3 . NTCPM. »
O consumo especifico de oxigénio e o tempo de natacdo até o cansaco foram
ferramentas sensiveis na mensuracdo de efeito agudo de agentes toxicos. »
Observou-se uma tendéncia dose dependente na diminuigdo no consumo
especifico de oxigénio de O. niloticus exposta a HNO3-NTCPM.

Palavras-chave: Sinergia; nanotubos de carbono de paredes multiplas; O.
niloticus; ecotoxicologia aquatica.

ABSTRACT

The study of toxicity of carbofuran and multi walled carbon nanotubes
(MWCNT), as well the interaction between this two composts on tilapia presents
great relevance, due to the crescent use of this pestice and carbon nanotubes
and evaluation of environmental impacts. As the first study of those interaction,
the objective was to provide information about carbofuran and carbon
nanoparticles toxicity on nile tilapia (O. niloticus) based on oxygen consumption
and swimming activity. The 96h LCs value of carbofuran was 2.46 and the LCs
value of carbofuran with 1.0mg/L of CNT was 0.50. To measure oxygen
consumption on routine metabolism three replicates of carbofuran
concentrations: 0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 mg/L and carbofuran concentrations: 0O;
0.1; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 mg/L with 1.0 mg/L of CNT were used. Respirometric
chambers were used for 60 minutes and the dissolved oxygen was determined
through the Winkler Method. On active metabolism the time of swimming until
exhaustion on three replicates of concentrations 0; 0.1; 0.25; 0.5; and 1.0 mg/L
of carbofuran, 0; 0.5; 1.0; and 2.0 of CNT and O; 0.5; 1.0; 1.5; and 2.0 of
carbofuran with 1.0 mg/L of CNT were verified. The results revealed increase of
oxygen consumption until 1.5 mg/L concentration of carbofuran and decrease
on consumption when exposed to carbofuran and CNT. On active metabolism
continuous decrease of swimming time until exhaustion on all treatments. Such
results allow inferring that a deviation on metabolic pattern of the exposed
organisms to carbofuran and CNT had occurred, towards detoxification and
stabilization of metabolic patterns. Carbofuran combined with carbono
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nanotubes presented maximized toxic effect on all tests when compared with
the separate substances, indicating synergy between the two compounds.

Research highlights

» A synergistic effect was found in the combination of carbofuran and HNOs-
MWCNT. » The oxygen specific consumption and of swimming time until
exhaustion were sensitive tools to measure the acute effect of toxics. » A dose
dependent tendency decrease in oxygen specific consumption of O. niloticus
exposed to HNO3-MWCNT was observed.

Keywords: Synergy; multi walled carbon nanotubes; O. niloticus; Aquatic
ecotoxicology.

1. INTRODUCAO

O grupo de peixes que mais tem se destacado para a ampliacdo dos
mercados interno e externo de produtos aquicolas é a tilapia (Embrapa, 2007).
Fatores como facil reproducédo, carne branca de excelente qualidade, 6timo
valor de mercado, baixo custo de producéo, adaptacéo a diferentes salinidades
e temperaturas fazem dessa espécie uma opc¢ao rentavel para aquicultores.

Entretanto, as populacdes de peixes sd0 suscetiveis aos impactos
ambientais causados por residuos industriais, vazamentos de 0leo, pesticidas,
herbicidas, e outros agentes que afetam diretamente a ecologia e a
sobrevivéncia das espécies. Nesse sentido, varios estudos tém sido realizados
nos ultimos anos para determinar a toxicidade aguda de diversos compostos
quimicos para espécies de organismos aquéticos (Barbieri et al. 2005). E
frequente que areas de cultivo de peixes e outros organismos aquaticos
estejam sujeitos a receberem agua contaminada por pesticidas por estarem
proximos a campos de cultivo de vegetais tratados com essas substancias
(Hernandez-Moreno et al. 2011; Barbieri et al. 2013).
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Considerando que a tiladpia é um recurso pesqueiro de alto valor
econdmico e crescente mercado, a avaliacdo da sensibilidade desta espécie a
contaminacdo ambiental fornece subsidios importantes para a manutencéo dos
estoques populacionais.

Segundo Carvalho et al. (1998), pesticidas sao produtos quimicos
intencionalmente introduzidos ao meio ambiente com o propdsito de maximizar
a producdo agricola protegendo-a de agentes que a comprometam, tais como
roedores, fungos, ervas daninhas, entre outros, além de apresentarem acao
preventiva contra as pragas (Oga, S., 1996).

Os inseticidas carbamatos s&o derivados de ésteres do acido
carbamico, tendo a estrutura fundamental do &acido N-metilcarbamico (Oga,
1996). Um dos principais representantes do grupo € o carbofurano.

O carbofurano (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato) é
um inseticida-nematicida com amplo espectro de acao e foi identificado como
substituto quimico registrado para usos probleméaticos de clordane, heptachlor
e aldrin, segundo EPA (Environmental Protection Agency, 1976). E considerado
muito téxico para peixes, com CL50 de 96h geralmente abaixo de 1,0 mg/L
(Trotter et al., 1991). Por apresentar efeitos nocivos para passaros, peixes,
mamiferos, insetos e invertebrados aquaticos, o carbofurano foi banido nos
Estados Unidos e Europa (USEPA, 2006), entretanto no Brasil ainda é
comercializado nas formas liquida e granulada, com respectivo consumo anual
de 4.000 L e 60.000 Kg no estado de S&o Paulo (Alves, 2001).

Similar a outros inseticidas carbamatos e organofosfatos, o0 modo de
acao do carbofurano se baseia na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase
nas juncdes sindpticas e neuromusculares (Jash e Bhattacharaya, 1983), e
peixes expostos a concentracdes subletais desses pesticidas tem apresentado
diversos comportamentos de toxicidade relatados em alguns estudos, incluindo
efeitos neuromotores na atividade natatoria (Little e Finger, 1990; Barbieri e
Ferreira, 2011).

Além de agrotéxicos, nanoparticulas manufaturadas estdo entre as
substancias as quais 0s organismos aquaticos estdo expostos (Paschoalino,
2010). Nanomateriais sdo materiais e produtos na escala que varia entre 1 e
100 nm (Masciangioli e Zhang, 2003; Roco, 2003; Moore, 2006; Smith, 2007) e

tem beneficiado diversos segmentos, tais como alimenticio, eletrénico,
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farmacéutico, biotecnologico, cosmético, meédico-hospitalar, entre outros
(Handy, 2008; Paschoalino, 2010) e as propriedades das superficies dos
nanomateriais sao de particular interesse no desenvolvimento de novos
produtos com diferentes propriedades (Handy et al., 2011).

Para a engenharia de aquicultura, nanomateriais permitem a
confec¢do de materiais mais leves e fortes para a construcdo de gaiolas para
peixes e novos filtros para a limpeza da agua em empreendimentos aquicolas,
segundo Handy et al. (2011).

Nanoparticulas existem naturalmente desde o inicio da histdria da
Terra (Handy et al., 2008; Handy et al., 2008b) e ha varios mecanismos
geoldgicos ou bioldgicos que criam nanoparticulas no meio ambiente (Handy
et. al., 2011).No entanto, isso n&o significa que os organismos sédo adaptados
ou tolerantes a nanomateriais manufaturados, que podem ter reatividade
quimica e propriedades fisicas distintas dos nanomateriais que ocorrem
naturalmente (Handy et al.,, 2011). Além disso, 0 crescente uso das
nanoparticulas manufaturadas em produtos deve aumentar sua presenca ao
meio ambiente de maneira dramatica (Helland et al., 2007)

Alguns estudos sugerem que 0S nanomateriais, por sua pequena
dimensdo podem ter uma permeabilidade maior através da pele, mucosas e
membranas celulares, podendo ter seu efeito téxico magnificado, j& que
possuem uma reatividade superior, principalmente devido a sua grande area
superficial por unidade quando comparada a particulas maiores (Oberdorster et
al., 2005; Paschoalino et al., 2010).

A grande area superficial dos nanotubos de carbono pode proporcionar
a adesdo de outras moléculas e potencialmente captar poluentes e transporta-
los pelo meio ambiente (Kleiner et al, 2003).

Essas caracteristicas unicas dos nanomateriais tem levantado
guestbes sobre a ecotoxicidade dos nanomateriais manufaturados a vida
selvagem, incluindo peixes e invertebrados (Handy et al., 2011).

Segundo Soares (1990), as aguas residuarias contém misturas
complexas de substancias quimicas cuja toxicidade ndo pode ser atribuida a
um ou varios componentes isolados, de forma que, devido aos efeitos
antagonisticos e sinergisticos, a toxicidade pode ser maior, menor, ou ainda

igualar a soma da toxicidade de seus constituintes.
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O consumo de oxigénio (Rand e Petrocelli, 1984) e o tempo de
natacao até o cansaco (Kaufmann, 1990) séo ferramentas Uteis na medicéo de
efeitos subletais, uma vez que, processos energéticos sdo indicadores
especiais de estado fisioldgico (Barbieri 2007a; Barbieri 2007b). Desse modo,
em animais aerobios, a quantificacdo da taxa de consumo de oxigénio e tempo
de natacdo até o cansaco estara diretamente associada a quantidade de
energia liberada a partir da oxidagdo do substrato alimentar sendo degradado
(Barbieri, 2009).

Por meio da quantidade de oxigénio consumido por um animal, em
um determinado periodo, pode-se estimar a energia dispendida durante o
mesmo periodo para a manutencdo de seus processos vitais (Carvalho, 1992).

Pouco se compreende sobre a interacdo entre as substancias liberadas
pelo homem no ambiente aquatico e o seu efeito nos organismos relacionados
a esse ambiente. Visando ampliar esse conhecimento, o presente estudo foi o
primeiro realizado com a finalidade de fornecer informagdes dos efeitos do
carbofurano, dos nanotubos de carbono e da modulacdo entre os dois
componentes utilizando como sistema biolégico a tilapia do Nilo (O. niloticus),
avaliando-se como resposta o consumo de oxigénio e o tempo de natacdo até
0 cansaco. A hipétese deste trabalho foi que o carbofurano e nanotubos de
carbono de paredes multiplas interagiriam sinergicamente sobre o modelo
bioldgico utilizado provocando diminuigdo no tempo de natacédo até o cansaco

e alteracdes no consumo de oxigénio em relagédo ao grupo controle.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes quimicos

Como padréao analitico foi utilizado carbofuran (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranil metil carbamato) (99,5%, Sigma).

Utilizou-se nanotubos de carbono de paredes mudltiplas (NTCPM)
[Ctube 100, CNT Co. Ltd., Incheon — South Korea] oxidados com &cido nitrico

com intento de gerar grupos oxigenados na superficie dos nanotubos e

15



melhorar sua dispersdo em agua, como descrito em Martinez et al. (2013). A
amostra entdo foi seca em sistema a vacuo por 24 h. Para a preparacdo da
solugcdo estoque, 100 mg de HNO3;.NTCPM foram dispersos em 200 mL de
agua deionizada e sonificado por 60 minutos em banho ultrasénico (Cole-
parmer 8891).

Os HNO3-NTCPM utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo

laboratorio de Quimica do Estado Sélido, Instituto de Quimica — Unicamp.

2.2. Clsg

Os experimentos foram realizados nas instala¢des do Instituto de Pesca
na base de Cananéia, litoral sul de Sdo Paulo, onde a toxicidade aguda do
carbofurano, HNO3;.NTCPM e carbofurano com HNO3; NTCPM foram avaliadas
para juvenis de O. niloticus expostos a diferentes concentracdes dessas
substancias por um periodo de até 96 horas. Um total de 180 individuos com
massa Umida média 0,57 g (x 0,60 g) e comprimento total médio 2,36 cm (x
0,30 cm) foram utilizados. Grupos de 10 peixes foram dispostos em 18
aquarios com capacidade para 20L preenchidos com 10L de agua.

Os grupos foram expostos as seguintes concentracées de carbofurano:
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L, HNO3.NTCPM nas seguintes concentracoes: 0,1;
0,5; 1,0; 2,0 e 3,0, e carbofurano nas concentracdes 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0
mg/L acrescidos de 1,0 mg/L de HNO3;NTCPM, além dos respectivos
controles.

Primeiramente adicionou-se as concentracfes citadas de carbofurano
nos aquarios, em seguida, as concentracdes de nanotubos de carbono.

Peixes mortos foram prontamente retirados dos aquarios e contados em
24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo para os calculos das respectivas
concentracOes letais. O pH e a temperatura da 4gua de todos os aquarios
foram medidos a cada 24 h e se mantiveram dentro da faixa de conforto para
os individuos, respectivamente 7,25 (+ 0,11) e 19,9 °C (+ 0,3).
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2.3. Consumo de oxigénio

Um total de 48 peixes com massa media 0,57 g (x 0,65 g) e
comprimento total médio 2,36 cm (+ 0,31 cm) foram empregados para a
avaliacdo do metabolismo de rotina. Os individuos foram aclimatados em
respirometros cilindricos de acrilico pelo periodo de 1 hora com circulacao
continua de agua para atenuar o estresse causado pelo manuseio.
Posteriormente o fluxo de &gua foi interrompido e os respirdometros fechados
para a avaliagdo do consumo de oxigénio em um volume conhecido de agua.

Os respirbmetros foram protegidos por anteparo para isolar os animais
de possiveis movimentacbes no laboratorio. A diferenca entre as
concentracbes de oxigénio determinadas no inicio e ao final do confinamento
foram utilizadas para o célculo do consumo especifico de oxigénio (ml/g/h)
durante o periodo, considerando o volume do respirdbmetro e o peso umido do
animal. Para minimizar os efeitos da baixa concentracdo de oxigénio e acumulo
de metabdlitos no metabolismo, a duracdo dos experimentos foi regulada de
forma que a concentragdo de oxigénio ao final fosse maior que 70% da sua
concentracéo inicial. O oxigénio dissolvido foi determinado segundo o método
de Winkler (Winkler, 1888).

Para obtencédo da concentracdo desejada de carbofurano e de HNOj;.
NTCPM, o volume necessario da substancia principal: 1,0 mg/carbofurano/mL
e 1,0 mg/ HNO3 NTCPM /mL respectivamente foi calculado para cada volume
dos respirbmetros e adicionado a eles com auxilio de micropipeta ao final da
aclimatacdo. Em seguida isolou-se o sistema pelo periodo de 1 hora.

Foram realizados dois controles com 3 individuos cada, utlizando
respirometros individuais. Tréplicas das doses de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/L de
carbofurano, das doses de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/L de HNO3NTCPM o0 e
das doses 0,5; 1; 1,5 e 2,0 mg/L de carbofurano com 1,0 mg/L de HNO:s.

NTCPM foram avaliadas.

2.4. Tempo de natacdo até o cansacgo

A fim de quantificar o efeito da exposicdo aguda ao carbofurano na

atividade natatoria dos peixes, um tunel hidrodinamico foi construido e utilizado
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no laboratério, baseado nas descricdes de Brett (1964) e modificado para
individuos de pequeno porte. O tanel natatorio, de volume total 1,2L consistiu
em uma camara encaixada em uma caixa com agua para auxiliar a estabilidade
da temperatura. Individualmente, os peixes foram forcados a nadar contra uma
corrente produzida por um propulsor ligado em um motor elétrico. Cada peixe
pOde se ajustar e se orientar dentro da camara a uma baixa velocidade do fluxo
da agua. A velocidade da corrente foi mensurada através de medidor de fluxo
“Venturi”’. A velocidade do fluxo foi aumentada gradativamente até que o peixe
pudesse manter sua posicao.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram mantidos no
respirbmetro ativo (tunel de natagdo) com circulacdo continua de agua pelo
periodo minimo de 1 hora para atenuar o estresse causado pelo manuseio. Em
seguida, o suprimento de agua foi suspenso e o respirébmetro ativo fechado. O
respirometro foi protegido por anteparo para isolar os animais de possiveis
movimentagdes no laboratorio.

Apos o periodo de 1 hora para a adaptacdo dos peixes, as
concentracdes definidas de carbofurano foram adicionadas ao respirbmetro e a
velocidade do fluxo de agua foi aumentada gradativamente de 1 cm.s-! até
atingir 15 cm.s-* (x 0,31), entdo os peixes foram forcados a nadar a essa
velocidade até a exaustdo. Peixes foram considerados exaustos quando néo
conseguiam manter sua velocidade de natacdo em relacdo ao fluxo de agua,
sendo arrastados pela corrente a extremidade de saida do tlnel de natacéo,
permanecendo nessa posi¢cao por mais de 60 s.

Para obtencdo da concentracdo desejada de carbofurano e de HNOj;.
NTCPM, o volume necessario das substancias foi calculado para cada
respirdmetro e adicionado a ele com auxilio de micropipeta ao final da
aclimatacao dos peixes. Assim que as substanicas foram adicionadas, o orificio
do respirbmetro foi selado. Imediatamente apds cada experimento, o
comprimento total e massa Umida dos peixes foram mensurados. Nenhum
individuo foi usado mais que uma vez.

Foram avaliadas tréplicas das seguintes concentracdes de carbofurano:
0,1; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/L, de HNO3.NTCPM: 0,5; 1,0e 2,0 mg/L e 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0 mg/L de carbofurano com 1,0 mg/L de HNO3.NTCPM, além de tréplicas de

controle para os trés tratamentos.
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Os dados foram avaliados em funcdo das médias e desvios padrdes
obtidos por analises estatisticas do ANOVA, apdés a verificacdo das
distribuicbes normais. Utilizou-se o0 programa estatistico Assistat 7.6 beta
(2013). Diferencas foram consideradas significantes quando o P<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Mortalidade e CLgg

A ClLsp do carbofurano (Tabela 1) para 24h, 48h, 72h 96h foi
respectivamente 4,00 mg/L, 3,25 mg/L, 3,03 mg/L e 2,46 mg/L.

Tabela 1 — Porcentagem de mortalidade (%) de Oreochromis niloticus exposta
a crescentes concentracdes de carbofurano (mg/L) por 96 h e a dose letal
média (CLspo com 95% de limite de confianca) calculado por anélise Spearman-
Karber.

Tempo de ClLso
exposicao O 05 10 20 40 8,0 (mg
(h) carbofuranol/L)
24 00 00 20 10 20 100 4,00 (3,02-5,30)
48 00 00 20 20 40 100 3,25 (2,34-4,51)
72 00 00 20 20 50 100 3,03 (2,18-4,22)
96 00 00 20 40 80 100 2,46 (1,73-3,50)

O teste de CLsp néo resultou toxicidade para nenhuma das
concentracbes de nanotubos de carbono amostradas nos quatro tempos de
exposicao (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de mortalidade (%) de Oreochromis niloticus exposta
a varias concentragdes de HNO3;.NTCPM (mg/L) por até 96 h e sua dose letal

meédia (CLsp com 95% de limite de confianca) calculado por analise Spearman-
Karber.

Tempo de Clso

exposicao(h) | O 01 05 10 20 30 (HNO3.NTCPM /L)
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24 00O 0O 00O 00 00 3,33 Sem toxicidade

48 00O 0O OO 00 00 333 Sem toxicidade
72 00 00O OO 00 00 333 Sem toxicidade
96 00 00O 00O 00 333 333 Sem toxicidade

A tabela 3 apresenta os resultados da CLsp para concentracdes de
carbofurano acrescidas de 1,0 mg/L de HNO3;.NTCPM. Comparando-se com a
tabela 1, com as mesmas concentracdes de carbofurano, verifica-se diminui¢cao
nos valores de CLsp, em todos os tempos de exposicao, de 2,46 para 0,50 em
CLso 96h, uma reducdo de quase 5 vezes no CLsp no maior tempo de
exposicdo amostrado. O que evidéncia um efeito sinergético entre o
carbofurano e HNO3 NTCPM aumentando a toxicidade em mais de 5 vezes.

Tabela 3 — Porcentagem de mortalidade (%) de Oreochromis niloticus exposta
a varias concentracbes de carbofurano acrescido de 1,0 mg/L de HNOs;.
NTCPM por até 96 h e sua dose letal média (CLsp com 95% de limite de
confianca) calculado por andlise Spearman-Karber.

Tempo de Clso
exposicao O 05 10 20 40 8,0 (mg
(h) carbofuranol/L)
24 00 00 10 30 20 100 3,70 (2,25-4,76)
48 00 00 20 30 50 100 1,68 (0,72-3,92)
72 00 00 20 30 60 100 0,71 (0,41-1,33)
96 00 00 20 50 80 100 0,50 (0,31-0,65)

3.2. Consumo de oxigénio

O consumo especifico de oxigénio em individuos expostos ao
carbofurano aumentou de forma dose dependente até a concentragdo 1,5
mg/L, sendo este aumento correspondente a 9 vezes em relacdo ao controle
(Figura 1). Da concentragéo 1,5 mg/L para 2,0 mg/L de carbofurano houve uma
gueda no consumo especifico de oxigénio, sendo este nesta concentracdo 3
vezes maior em relacdo ao controle. A partir da concentracdo 1,5 mg/L de
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carbofurano, houve aumento estatisticamente significante no consumo

especifico de oxigénio em relagcédo ao controle (ANOVA, P<0.001).
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Figura 1 - Consumo especifico de oxigénio (mLOz2/g/h) conforme variagdo na
concentragéo de Carbofurano (mg/L).

O consumo especifico de oxigénio variou pouco nos organismos
expostos a concentracdes de HNO3; NTCPM, n&o diferindo estatisticamente em

relacdo ao controle (Figura 2).
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Figura 2 — Consumo especifico de oxigénio (mLOz2/g/h) conforme variacdo na
concentracdo de HNO3; NTCPM (mg/L).

A figura 3 apresenta diminuicdo dose dependente no consumo especifico
de oxigénio em organismos expostos ao carbofurano e a HNO3.NTCPM. Em
relacdo ao controle, a concentracdo 2,0 mg/L de carbofurano com 1,0 mg de
HNO3; NTCPM diminuiu 9,5 vezes. A partir da concentragdao 1,0 mg/L de
carbofurano com 1,0 mg/L de HNO3;NTCPM, todas as concentracdes
apresentaram valores de consumo especifico de oxigénio estatisticamente

menores em relag&o ao controle (ANOVA, P<0.001).
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Figura 3 — Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/h) conforme variacdo na
concentracdo de carbofurano + 1,0 mg de HNO3.NTCPM (mg/L).

3.3. Tempo de natacado até o cansacgo

O tempo de natagdo até o cansaco diminuiu de forma dose dependente
para os trés tratamentos realizados, com individuos expostos a carbofurano
(Figura 4), HNO3 NTCPM (Figura 5) e carbofurano com 1,0 mg/L de HNO3.
NTCPM (Figura 6).

Com 56,8 minutos de natacdo até o0 cansago no controle, na
concentracdo 2,0 mg/L de carbofurano a média de tempo foi reduzida 91% até
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5,05 minutos. A partir da dose de exposicao 1,0 mg/L de carbofurano o tempo
de natacdo foi reduzido com significancia estatistica em relacdo ao controle
representado na figura 4 (ANOVA, P<0.001).
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Figura 4 — Tempo de natacdo até o cansaco (min) conforme variacdo na
concentracéo de carbofurano (mg/L) em camara de natacao.

O tempo de natacdo até o cansaco foi reduzido de 56,8 minutos no
controle para 29,2 minutos na concentragdo 2,0 mg/L de HNO3; NTCPM (Figura
5). A partir da concentracdo 1 mg/L de HNO3 NTCPM, o tempo de natacéo até
0 cansaco teve diminuicdo estatisticamente significativa em relacdo ao controle
(ANOVA, P<0.001).
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Tempo de natagdo até o cansago

Controle 0.5 1 2
Concentragdo de nanotubos de carbono (mg/L)

Figura 5 — Tempo de natacdo até o cansaco (min) conforme variacdo na
concentracdo de HNO3 NTCPM (mg/L) em camara de natacao.

Em exposicéo a carbofurano e HNO3 NTCPM, o tempo de natacéo até
o cansaco foi reduzido em 93,6%, de 56 minutos no controle para 3,6 minutos
na concentracdo 2 mg/L de carbofurano com 1,0 mg/L de HNO3NTCPM
(Figura 6). Em relag&o ao controle, todos os tratamentos resultaram diminuig&do

estatistica significativa no tempo de natacao até o cansaco (ANOVA, P<0.05).
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Controle 0.5 1 1.5 2

Concentracgdo de carbofurano + 1mg/L de nanotubos de carbono

Figura 6 — Tempo de natacdo até o cansaco (min) conforme variagdo na
concentracéo de carbofurano e HNO3;.NTCPM (mg/L) em camara de natacgao.
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Comparando-se as mesmas concentracées (0,5 mg/L e 1,0 mg/L)
de carbofurano e carbofurano com HNO3; NTCPM, houve diferenca estatistica,
sendo o tempo de natacédo estatisticamente menor nos tratamentos com HNOs.

NTCPM em relacdo aos tratamentos com carbofurano apenas.

4. DISCUSSAO

A CLsp 96h 2,46 mg/L para o carbofurano encontra-se acima do valor
encontrado por Stephenson et al. (1984), Liong et al. (1988) e Soufy et al.
(2007), de 0,48 mg/L, 0,46 mg/L e 0,4 mg/L respectivamente para juvenis de O.
niloticus e do intervalo de valores de CLsy 96h para peixes de agua doce
calculado pela USEPA (2004), de 0,088 a 1,99 mg/L. Pessoa et al. (2011)
comparou os resultados de CLso para a forma pura do carbofurano e a
formulada comercial e encontrou grande similaridade, 0,214 mg/L e 0,220 mg/L
respectivamente para larvas de O. niloticus. O autor concluiu que o potencial
téxico do ingrediente ativo na formulacdo comercial ndo é afetada pelas
substancias inertes adicionadas.

Hernandez-Moreno et al. (2011) discutem que ha& uma grande
variabilidade nos resultados de CLso encontrados para diferentes espécies e
mesmo na mesma espécie, portanto, comparacdes de resultados devem ser
interpretados com cautela para evitar conclusdes errbneas devido
possivelmente ao teste aplicado, as condi¢cdes do teste, estagio de vida dos
organismos expostos, entre outros fatores.

Macek e Krzeminski (1975) reportaram que testes com peixe lua
(Lepomis macrochirus) através de combinagdes quimicas de organoclorados,
organofosfatos, e carbamatos mostraram toxicidade maximizada em mais de
1/3 das interagbes entre estes pesticidas. Além disso, Martinez et al. (2013)
também encontraram efeito sinérgico pesquisando HNO3; NTCPM interagindo
com chumbo, o que resultou, entre outros dados, toxicidade superior na
modulacdo Pb + HNO3.NTCPM em relacdo ao controle com Pb apenas e
diminuicdo no consumo de oxigénio em mais de 20% em relacdo as duas

substancias separadamente.
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Segundo Rand e Petrocelli (1984), peixes podem absorver pesticidas
diretamente da &gua, sendo a principal via de absorcdo direta e passiva,
através das branquias e pele. Ha continua absorcdo do pesticida até que um
nivel de equilibrio entre o organismo e 0 meio em que ele se encontra seja
atingido, dessa forma, os individuos expostos as maiores concentracdes de
carbofurano tendem a serem 0Ss que mais absorvem passivamente o
contaminante, o que pode explicar sua maior mortalidade.

A diminuicdo do consumo especifico de oxigénio esta intimamente
associada a diminuicdo do metabolismo, visualmente observado durante os
experimentos através da baixa mobilidade dos individuos expostos a
concentragbes maiores de carbofurano e HNO3NTCPM em relagdo aos
expostos a concentracdes mais baixas dos reagentes.

Segundo Vargas et al. (1991), xenobio6ticos afetam os processos de
respiragcao dos organismos induzindo-os a usar outras fontes de energia, que
pode ser empregada para as reacdes de desintoxicacdo e estabilizacdo de
padrées metabdlicos, o que pode explicar a reducdo no consumo especifico de
oxigénio a medida em que a concentracao de carbofurano e HNO3.NTCPM foi
elevada. Os testes aplicados ndo foram sensiveis a toxicidade dos HNOs.
NTCPM, o consumo especifico de oxigénio também teve pouca variacado, nao
significativa, na presenca dos HNO3 NTCPM apenas.

Baun et al. (2008) mostraram que a captacdo de fenantreno por
Daphnia magna foi consideravelmente mais rédpida na presenca de
nanoparticulas de carbono C50, provavelmente devido a capacidade das
nanoparticulas transportarem o fenantreno ao organismo teste.

Segundo Handy (2008b) hé& claras interagBes entre nanoparticulas de
carbono com o0s poluentes existentes no meio ambiente, agravando sua
toxicidade. Dessa forma, o carbofurano em conjunto com as nanoparticulas
maximizou sua toxicidade sobre a tilapia, visto os resultados mais severos de
toxicidade, diminuicdo de consumo especifico de oxigénio e tempo de natacao
até o cansaco, quando as duas substéncias estavam presentes em
comparacao as duas separadamente caracterizando efeito sinergético.

Estudando o efeito toxico de nanotubos de carbono de parede
simples em truta arco iris (Oncorhynchus mykiss), Smith et al. (2007) sugerem

que as alteracbes nas branquias observadas ao final do experimento poderiam
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reduzir a eficiéncia respiratdria, concluindo que nanotubos de carbono tem
efeito toxico na respiragdo, 0 que poderia explicar a tendéncia dose
dependente de diminuicdo no consumo especifico de oxigénio em individuos
expostos a nanoparticulas de carbono e carbofurano com nanoparticulas de
carbono.

Kashiwada (2006) observou a distribuicdo de nanoparticulas
fluorescentes pelo corpo transparente do peixe arroz (Oryzias latipes). Este
experimento mediu a florescéncia nos o6rgados desse peixe, mostrando maior
concentracdo de nanoparticulas aderidas a superficie branquial, o que,
segundo Smith et al. (2007) é mais uma evidéncia das nanoparticulas de
carbono agindo como um toxico para peixes, tendo como principal 6rgdo
afetado, ao primeiro contato, as branquias.

Estudos realizados nos ultimos anos encontraram diversos
contaminantes capazes de prejudicar o desempenho de natacdo em peixes
(Kennedy e Farrell, 2006; Barbieri, 2007a; Barbieri, 2007b), incluindo a tilapia
do nilo nos primeiros estagios de vida (Pessoa et al.,, 2011) e robalo
(Hernandez-Moreno et. al., 2011) expostos a carbofurano.

A reducdo do tempo de natacdo até o cansaco pode resultar de
mudanc¢as na distribuicdo de energia que 0 peixe precisa alocar para a
manutencdo da homeostase (Kerr, 1971), de modo que o peixe para de gastar
energia em natacdo e a redireciona para a operacado de Orgaos vitais para sua
sobrevivéncia (Barbieri, 2007a).

Além disso, em funcdo da acéo inibitoria da acetilcolinesterase, ha o
acumulo de acetilcolina na sinapse colinérgica central e juncles
neuromusculares, levando a super estimulacdo das células alvo (Sanglio et al.,
1998a). Como consequéncia, esse disturbio pode afetar a locomocdo e o
equilibrio dos organismos expostos (Sanglio & Trijasse, 1998b; Barbieri e
Ferreira 2011).

De acordo com a classificacdo de comportamentos de peixes como
indicadores de toxicidade de Rand (1984), a atividade natatéria é considerada
um bom indicador de poluicdo, inclusive quando essas substancias sao
encontradas em niveis subletais. O tempo de natacdo até a exaustdo foi
apropriado para o estudo dos efeitos agudos de téxicos no meio ambiente por

esse parametro proporcionar respostas rapidas e faceis de serem mensuradas
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para diferentes espécies de peixes em atividade natatoria (Little e Finger, 1990.
Kolak, 1999).

A natacdo prejudicada pode afetar diretamente a sobrevivéncia do
peixe no ambiente aquatico, uma vez que € essencial para a deteccdo e
captura da presa devido a reducdo da area de busca (Laurence, 1972), bem
como fuga do predador, migracdo, reproducdo e comportamento de
dominancia-hierarquia, fazendo do desempenho de locomogéo um parametro
ecolégico relevante (Sanglio, 1996; Baganz et al., 1998; Barbieri et al. 2000;
Fuiman et al., 2006; Barbieri 2007).

Avaliando por um ano a qualidade da &agua em localidades de
suprimento para 10 cidades do Ribeira do Iguape, Sao Paulo, Nogueira
Marques et al. (2002) encontraram 20% das amostras de agua superficial com
residuos de pesticidas, dentre os quais o carbofurano representou 50%. Ja nas
amostras de agua potavel, 20% das amostras continham residuos e dentre eles
o carbofurano representou 60%. Os autores chegaram a conclusdo que o
carbofurano foi um dos pesticidas estudados que apresentou maior mobilidade
disperso em &gua superficial e subterranea por sua elevada meia-vida. O
crescente uso de nanoparticulas aumenta a possibilidade dessas duas
substancias interagirem no ambiente aquatico, maximizando a toxicidade do
carbofurano.

Ainda ha muito a ser elucidado acerca dos mecanismos de interacao
entre nanoparticulas manufaturadas e outras substancias presentes no
ambiente aquético e a forma pela qual os organismos em contato com este
meio sdo afetados, de forma que, outros estudos precisam ser realizados com

a finalidade de entendermos melhor os riscos ambientais.

5. CONCLUSOES

A elevagédo das doses de carbofurano amostradas resultou em um
aumento das taxas metabdlicas dos individuos estudados representados por

aumento no consumo especifico de oxigénio.
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O tempo de natagao até o cansaco foi uma ferramenta mais sensivel
para mensurar o efeito toxico agudo do carbofurano em relagdo ao consumo de

oxigénio.

Em conjunto com HNO3; NTCPM, o carbofurano apresentou maior
toxicidade, levando mais individuos a morte e em menor tempo, reforcando as

evidéncias de nanoparticulas de carbono em agao sinergética com poluentes.

O. niloticus apresentou uma tendéncia dose dependente na
diminuicdo no consumo especifico de oxigénio, corroborando com o0s
resultados obtidos em outros estudos da exposicdo a nanoparticulas de

carbono reduzindo a eficiéncia respiratoria em peixes.
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CAPITULO 2

Efeito sinérgico do carbofurano e nanotubos de carbono de paredes multiplas
nos tecidos branquiais de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus,
1758).
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RESUMO

Misturas complexas de poluentes cuja toxicidade ndo pode ser atribuida a um
ou varios compostos isolados estdo presentes no meio ambiente aquatico.
Entre eles, esta o inseticida-nematicida carbofurano, amplamente utilizado no
Brasil e nanotubos de carbono, nanoestruturas promissoras para muitas
aplicacbes na industria de materiais e biotecnologia. Dessa forma, o estudo
sobre a interacdo entre nanoparticulas e outros poluentes presentes no meio
ambiente se faz necessario. Neste primeiro estudo de interacdo de nanotubos
de carbono e carbofurano nés avaliamos alteracdes de tecidos branquiais de
O. niloticus expostas as concentracdes 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L de nanotubos de
carbono de paredes multiplas tratados com acido nitrico (HNOs- NTCPM); 0,1;
0,5; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de carbofurano e 0,1; 0,5; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de
carbofurano com nanotubos de carbono, além dos seus respectivos controles.
Os comprimentos e larguras das lamelas secundarias dos organismos
expostos a cada concentracdo dos compostos foram mensurados, bem como a
densidade e area média (um?) das células de cloreto e muco. Foi calculado o
indice de alteragdo histologica (IAH) e analisou-se de forma semiquantitativa as
alteracOes histopatoldgicas para cada branquia pelo valor médio de alteracéo
(VMA). Verificou-se hipertrofia na area média das células de muco em todos os
grupos de exposicdo em relacdo ao controle e hiperplasia das células de
cloreto nos grupos expostos a carbofurano e carbofurano com NTC. Quanto as
alteracdes branquiais, o VMA e o IAH apresentaram valores superiores para 0s
grupos expostos a concentragcdes de carbofurano e NTC em relacdo aos
expostos as concentragcdes correspondentes de carbofurano apenas,
evidenciando um efeito sinérgico destas substancias. Outros estudos precisam
ser desenvolvidos no sentido de elucidar os processos de interacdo entre
nanoparticulas e os poluentes presentes no ambiente aquatico.

Destaques da pesquisa
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» Os valores encontrados para o IAH indicam efeito sinérgico entre carbofurano
e HNO3- NTCPM. » O desarranjo de capilares foi a alteracdo histologica de
maior severidade para 0s grupos expostos aos dois compostos. » Nenhum dos

grupos de exposigcdo apresentou pontuacdo de IAH para classificagdo como
orgao com danos irreversiveis.

Palavras chave: Sinergia; nanotubos de carbono de paredes multiplas; O.
niloticus; ecotoxicologia aquéatica.

ABSTRACT

Complex mixtures of pollutants whose toxicity cannot be assigned to one or
several isolated compounds are present in the aquatic environment, including
the nematicide-insecticide carbofuran, broadly used in Brazil and carbon
nanotubes, promising nanostructures to many industrial applications and
biotechnology. The research of nanoparticles and other pollutants already
present in the environment interaction it is necessary. On these carbon
nanotubes and carbofuran interaction study we evaluated fish gill structural
alterations of O. niloticus exposed to concentrations 0.5; 1.0 and 2.0 mg/L of
HNOs-treated multiwalled carbon nanotubes (HNO3;-MWCNT); 0.1; 0.5; 2.0; 4.0
and 8.0 mg/L of carbofuran and 0.1; 0.5; 2.0; 4.0 and 8.0 mg/L of carbofuran
with HNO3-MWCNT, besides controls. The secondary lamella length and width
of the organisms exposed to each concentration were measured, as well as the
density and average area (um?2) of chloride and mucus cells. The Histological
Alteration Index (HAI) was calculated and the histopathological alterations for
each gill were evaluated semi-quantitatively by alteration average value.
Increase in mucus cells mean area was verified to all exposure groups relative
to control and chloride cells hyperplasia to groups exposed to carbofuran and
carbofuran with HNO3-MWCNT. As gill alterations, the HAI presented higher
values to groups exposed to carbofuran with HNO3-MWCNT concentrations
relative to the corresponding values to carbofuran only, demonstrating a
synergistic effect the two substances. Further studies need to be developed to
elucidate the nanoparticles and other pollutants interaction processes in the
aquatic environment.

Research highlights

» The HAI values found indicate carbofuran and HNO3;-MWCNT synergistic
effect. » Capillary derangement was the more severely histological alteration to
the groups exposed to the two compounds. » Any of the exposition groups
presented HAI score for classification as with irreversible organ damage.

Keywords: Synergy; multi walled carbon nanotubes; O. niloticus; Aquatic
ecotoxicology.
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1. INTRODUCAO

O carbofurano (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato) é
um inseticida-nematicida com amplo espectro de acéo e foi identificado como
substituto quimico registrado para usos probleméaticos de clordane, heptachlor
e aldrin, segundo EPA (Environmental Protection Agency, 1976). Por
apresentar efeitos nocivos para passaros, peixes, mamiferos, insetos e
invertebrados aquaticos, o carbofurano foi banido nos Estados Unidos e
Europa (USEPA, 2006), entretanto no Brasil ainda é utilizado (Barbieri et al.,
2013). O modo de agéo do carbofurano se baseia na inibicdo da atividade da
acetilcolinesterase nas juncgdes sindpticas e neuromusculares (Jash e
Bhattacharaya, 1983).

Além de agrotoxicos e metais pesados, 0s organismos aquaticos estéo
expostos a nanoparticulas manufaturadas (Paschoalino et al., 2010; Handy et
al, 2011; Martinez et al., 2013), de modo que, a potencial interacdo entre esses
compostos precisa ser considerada.

Nanomateriais sdo materiais e produtos na escala que varia entre 1 e
100 nm (Masciangioli e Zhang, 2003; Roco, 2003; Moore, 2006; Smith, 2007) e
tem beneficiado diversos segmentos, tais como alimenticio, eletrénico,
farmacéutico, biotecnologico, cosmético, meédico-hospitalar, entre outros
(Handy, 2008; Paschoalino, 2010) e as propriedades das superficies dos
nanomateriais sao de particular interesse no desenvolvimento de novos
produtos com diferentes comportamentos (Handy et al., 2011). Por exemplo,
gaiolas mais leves e resistentes para empreendimentos aquicolas, além de
filtros mais eficientes para a limpeza da agua, segundo Handy et al. (2011).

Alguns estudos sugerem que 0S nanomateriais, por sua pequena
dimensdo apresentam permeabilidade maior através da pele, mucosas e
membranas celulares, podendo ter seu efeito téxico magnificado, jA que
possuem uma reatividade superior, principalmente devido a sua elevada area
superficial por unidade quando comparada a particulas maiores (Oberdorster et
al., 2005; Paschoalino et al., 2010).

Soares (1990) aponta que as aguas residuarias contém misturas
complexas de substancias quimicas cuja toxicidade ndo pode ser atribuida a

um ou varios componentes isolados, de forma que, devido aos efeitos
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antagonisticos e sinergisticos, a toxicidade pode ser maior, menor, ou igualar a
soma da toxicidade dos seus constituintes.

As alteracdes estruturais observadas em diversos tecidos, estruturas e
orgaos sao importantes como indicadores gerais da saude dos peixes e um
reflexo dos efeitos da exposicao a varios poluentes antropogénicos (Hinton et
al., 1992).

A exposicdo de peixes a contaminantes quimicos pode induzir
numerosas lesées em diferentes 6rgaos (Sindermann 1979; Bucke et. al 1996),
sendo as branquias (Mallatt 1985; Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994) um
orgao apropriado para exames histolégicos no sentido de determinar efeitos de
poluentes em modelos bioldgicos.

As branquias sdo responsaveis por funcdes vitais como trocas gasosas,
regulacdo idnica, equilibrio acido-basico, excre¢cdo de compostos nitrogenados
e gustacdo (Machado e Fanta, 2003). A grande area superficial das branquias
em contato direto e permanente com potenciais poluentes faz desse érgao um
marcador primario para poluicdo aquética (Bernet et al., 1999), sendo o
primeiro 6rgao a reagir a condicdes ambientais desfavoraveis, de maneira que
alteracbes morfolégicas nas branquias correspondem a respostas a
xenobioticos (Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994).

As branquias e a pele, 6érgdos em contato permanente e direto com
poluentes possuem células de muco, que desempenham importante papel na
resisténcia a doencas contra patdgenos e substancias tdxicas, entre outras
funcbes (Shephard, 1994). A presenca de células secretoras de muco do
epitélio branquial em grande quantidade tem sido associada a exposicao de
organismos a contaminantes, sendo, portanto considerada uma alteracao
histol6gica (Bernet et al., 1999). Outro tipo de célula presente nas branquias
sdo as células de cloreto. Segundo Evans et al. (2005), essas sdo as células
mais ativas das branquias de peixes e absorvem e secretam muitos ions e
eletrdlitos, sendo muito afetadas por diferentes poluentes presentes no meio
ambiente, incluindo pesticidas (Khoshnood et al., 2010). A hipertrofia e a
hiperplasia, que correspondem, respectivamente, ao aumento do volume e a
proliferacdo celular (Meletti, 2003) séo classificadas como duas alteracbes
progressivas e caracterizadas pelo aumento das fungfes das células e tecidos,
provocadas pela alteragdo das atividades fisiolégicas destes (Takashima e
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Hibiya, 1995).

A sua multifuncionalidade, a vasta area de superficie que ocupa e a sua
localizacdo em contato intimo com o meio externo fazem das branquias um
orgao chave para a acao dos poluentes existentes no meio aquéatico (Cettina,
2008). Nesse sentindo, as alteracdes histoldgicas aparecem como resposta,
em meédio prazo, para agentes estressores subletais e as técnicas histoldgicas
proporcionam um método rapido e preciso para detectar efeitos de poluentes,
especialmente os crbnicos, em varios tecidos e 6rgaos (Johnson et al. 1993).

O presente estudo foi o primeiro realizado, com a finalidade de fornecer
informagdes dos efeitos do carbofurano, dos nanotubos de carbono e da
interacdo entre os dois componentes utilizando como modelo bioldgico a tilapia
do Nilo (O. niloticus), através da avaliagcdo de alteracBes histologicas em
tecidos branquiais. A hipdtese deste trabalho foi que o carbofurano e
nanotubos de carbono de paredes mdltiplas interajam sinergicamente sobre o
modelo biolégico utilizado provocando alteragcées nos tecidos branquiais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes quimicos
Como padrdo analitico foi utilizado carbofuran (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-

benzofuranil metil carbamato) (99,5%, Sigma).

Foram utilizados nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM)
[Ctube 100, CNT Co. Ltd., Incheon — South Korea] oxidados com &cido nitrico
com intento de gerar grupos oxigenados na superficie dos nanotubos e
aprimorar sua dispersdo em agua, como descrito em Martinez et al. (2013). A
amostra entdo foi seca em sistema a vacuo por 24 h. Para a preparacdo da
solucéo estoque, 100 mg de HNO3; NTCPM foram dispersos em 200 mL de
agua deionizada e sonificado por 60 minutos em banho ultrasénico (Cole-
parmer 8891).

Os HNO3-NTCPM utilizados no presente estudo foram fornecidos pelo

Laboratério de Quimica do Estado Sdlido, Instituto de Quimica — Unicamp.
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2.2. Histologia

Um total de 160 tilapias do Nilo produzidas no Instituto de Pesca em
Cananéia, litoral sul de Sdo Paulo, com massa Umida média 0,57 g (+ 0,60 g) e
comprimento total médio 2,36 cm (x 0,30 cm) tiveram suas branquias
analisadas. Grupos de 10 peixes foram dispostos em 16 aquarios com
capacidade para 50L preenchidos com 20L de agua declorada.

Os grupos foram expostos as seguintes concentracdes de carbofurano:
0,1; 0,5; 2,0; 40 e 8,0 mg/L, nanotubos de carbono nas seguintes
concentracdes: 0,5; 1,0 e 2,0 e carbofurano nas concentracdes: 0,1; 0,5; 2,0;
4,0 e 8,0 mg/L acrescidos de 1,0 mg/L de HNO3.NTCPM, além dos respectivos
controles.

Primeiramente adicionou-se as concentracfes citadas de carbofurano

nos aquarios, em seguida, as concentracdes de nanotubos de carbono.

Peixes mortos foram prontamente retirados dos aquarios e contados em
24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo. O pH e a temperatura da 4gua de todos os
aquarios foram medidos a cada 24 h e se mantiveram a 7,25 (+ 0,11) e 19,9 °C
(= 0,3) respectivamente.

Cada individuo morto foi imediatamente removido do aquério, pesado,
medido e teve seu segundo arco branquial removido e conservado em solucao
de McDowell gelada para ser refrigerado em seguida.

O material foi acondicionado e transportado para o Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, onde foi desidratado e incluido em
parafina. Fazendo uso de micr6tomo modelo Hyrax M25 da Zeiss®, obteve-se
cortes de 4 ym de espessura para a confeccado de laminas. Cerca de 3 laminas
foram montadas para cada individuo e coradas com hematoxilina/ eosina e
P.A.S. e digitalizadas utilizando microscopio ICS- Standard 25 (Zeiss®) com
camera AxioCam HRC (Zeiss®).

Foram obtidas cerca de 50 fotos ao acaso no aumento de 400x e 30
fotos no aumento 1000x de cortes corados com hematoxilina/ eosina e 30 fotos
no aumento 1000x de cortes corados com P.A.S. de cada individuo. Apés a
digitalizacdo das laminas, as imagens foram submetidas a um programa
especifico de mensuracbées de area, Image J® no qual foram feitas as

seguintes medidas nas imagens das branquias: 100 comprimentos e 100
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larguras das lamelas secundarias em aumento de 400x (H./E.), 30 areas de
contagem de células de mucosa em aumento de 1000x (P.A.S.) e 30 areas de
contagem de células de cloreto em aumento de 1000x (H./E.). Além disso,
foram feitas as contagens e mensuracdes de area das células de muco e de
cloreto.

As branquias foram avaliadas para a verificacdo de possiveis alteraces
histoldgicas, foram classificadas em estagios de severidade, segundo 0 método
de Poleksic e Mitrovic- Tutundzic (1994) apresentado na tabela 1, onde: estagio
| representa alteracbes que ndo comprometem o funcionamento do tecido;
estagio Il sdo alteracdes mais severas e que prejudicam o funcionamento do

orgédo e estagio lll, alteracdes muito severas e irreversiveis.

Tabela 1- Alteracfes histolégicas consideradas na analise das branquias de

Oreochromis niloticus.

AlteracBes Histologicas Estagio
a) Hipertrofia e hiperplasia do tecido respiratorio

Hipertrofia das células epiteliais I
Adelgamento epitelial I
Deslocamento ou elevacao das células do epitélio I
Ruptura epitelial Il
Hiperplasia das células epiteliais na base das lamelas I
secundarias

Hiperplasia das células epiteliais ao longo das lamelas I
secundarias

Fuséao parcial (na base ou no topo) das lamelas secundarias I
Fusado completa de algumas lamelas secundarias I
Fusado completa de todas as lamelas secundarias Il
Degeneracao celular Il
Infiltracdo de leucdcitos no epitélio branquial I

b) Alteracdes nas células mucosas e cloreto

Hipetrofia e/ou hiperplasia das células mucosas I
Presenca de células mucosas nas lamelas secundarias I

Hipertrofia e/ou hiperplasia das células de cloreto I
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Presenca de células de cloreto nas lamelas secundérias I
c) Alteracfes nos vasos sanguineos lamelares
Dilatacdo dos capilares I
Desarranjo dos capilares I
Congestéao vascular I
Hemorragia causada por ruptura de capilares Il
Aneurisma lamelar Il
d) Estagio terminal
Fibrose 1]
Necrose 1]
e) Parasitas branquiais

Presenca de parasitas I

Apos a andlise das alteracées, foi utilizado o indice de Alteracdo Histologica

(LA.H.), onde se submeteu a uma férmula que permite quantificar essas

alteracodes:
na nb nc
|I= Zai + 10%bi + 100Zci
i=1 i=1 i=1
Em que:

a- Primeiro estagio de alteracao.
b- Segundo estagio de alteracao.

c- Terceiro estagio de alteracéo.
na- namero total de alteracdes de primeiro estagio.
nb- nimero total de altera¢des de segundo estagio.
nc- nimero total de alteracdes de terceiro estagio.

Foi estabelecido ainda relacdes entre os valores de | e os efeitos nas

branquias descritos na tabela 2.

Tabela 2- Relacao entre os valores de | e os efeitos nos 6rgaos.
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Valores de | Efeitos

0-10 Orgao funcionalmente normal

11-20 Org&o com alteracbes de leves a moderadas
21 -50 Org&o com alteracbes de moderadas a graves
51 - 100 Org&o com alteracbes graves

> 100 Org&o com danos irreversiveis

Foi utilizado o método modificado de Schwaiger et al. (1997) para a
analise semiquantitativa de alteracbes histopatologicas para cada branquia
pelo valor médio de alteracdo (VMA), que é baseado na ocorréncia de lesdes,
as quais sao atribuidas valores numéricos em uma escala de severidade e

ocorréncia (tabela 3):
Grau 1 = sem alteracdes patoldgicas;
Grau 2 = alteracfes pontuais brandas e moderadas;
Grau 3 = alteracfes patoldgicas severas e amplamente distribuidas.

Tabela 3- Critérios para pontuacdo das lesées em funcédo da ocorréncia das

alteracdes nas branquias. Modificado de Schwaiger et al. (1997).

Pontuacao Ocorréncia das alteragdes
0 Alteracéo nao observada
1 (discreta) 1 - 5 ocorréncias
2 (moderada) 6 — 10 ocorréncias
3 (intensa) 11 - 15 ocorréncias
4 (severa) Acima de 15 ocorréncias

Os dados foram avaliados em fung¢do das médias e desvios padrbes

obtidos por andlises estatisticas do ANOVA, apés a verificagdo das
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distribuicbes normais. Utilizou-se o programa estatistico Assistat 7.6 beta

(2013). Diferencas foram consideradas significantes quando o P<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Mensuragdo do comprimento e largura das lamelas secundarias das

branquias.

Em relagdo ao controle, houve aumento nos valores de comprimento e
largura encontrados em todos os tratamentos, tanto para 0S grupos expostos a
carbofurano quanto para os expostos a carbofurano e nanotubos de carbono
(Tabelas 1 e 3). Houve aumento estatisticamente significativo no comprimento
e largura média (um) do grupo exposto a concentragcdo 8,0 mg/L de

carbofurano em relagéo ao controle (Tabela 1).

Tabela 1: Comprimentos e larguras médias (um) e desvio padrdo das médias
das lamelas secundérias de 100 branquias de individuos expostos a diferentes
concentracdes de carbofurano (mg/L), além do controle.

Concentragao Carbofurano (mg/L) Comprimento Largura
0 16,786" +2,489 2,509° +0,588
2,0 18,401 +2,379 | 3,023%" 0,399
4,0 18,203" +1,360 3,061 0,387
8,0 23,270% +2,925 3,537% 40,285

Quanto aos individuos expostos a concentragcdes de HNO3; NTCPM,
notou-se diferenca estatistica na largura do grupo exposto a 1,0 mg/L de

nanotubos de carbono em relacdo ao controle (Tabela 2).
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Tabela 2: Comprimentos e larguras médias (um) e desvio padrdo das médias
das lamelas secundarias de 100 branquias de individuos expostos a diferentes
concentracfes de HNO3.NTCPM (mg/L), além do controle.

Concentracado de HNO3;.NTCPM
(mg/L)

Comprimento

Largura

0

16,786% +2,489

2,509° +0,588

0,1

17,092% +2.301

2,794% +0,881

0,5

17,124% +1,658

3,068% +1,875

1,0

18,579% +1,481

3,263% +0,145

2,0

18,803% +1,135

3,093% +0,322

Tabela 3: Comprimentos e larguras médias (um) e desvio padrdo das médias
das lamelas secundarias de 100 branquias de individuos expostos a diferentes
concentracdes de carbofurano (mg/L) e 1,0 mg/L de nanotubos de carbono,

além do controle.

Concentragao Carbofurano (mg/L) + 1,0 mg/L
HNO3;.NTCPM

Comprimento

Largura

0

16,786% +2,489

2,509° +0,588

2,0

18,5002 +1,297

2,222 +0,413

4,0

18,9322 +1,543

3,110% +1,285

8,0

22.493° +3,684

3,155% +0,309
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Tabela 4. Comprimentos e larguras médias (um) e desvio padrao das médias
das lamelas secundarias de 100 branquias de individuos expostos a diferentes
concentracbes de carbofurano (mg/L) e concentracdes de carbofurano (mg/L)
com 1,0 mg/L de nanotubos de carbono, além do controle.

Concentragéo Comprimento | Largura Concentragéo Comprimento | Largura

Carbofurano Carbofurano (mg/L)
(mg/L) + 1,0 mg/L HNO3.
NTCPM

0 16,786° | 2,509° 0 16,786° | 2,509"

+2,489 +0,588 +2,489 +0,588

2,0 18,403% | 3,023% 2,0 18,204 | 2,245°

+2,379 +0,399 +1,297 0,413

4,0 18,183* | 3,061% 4,0 19,024* |3,110%

+1,360 +0,387 +1,543 +1,285

8,0 23,2702 3,56372 8,0 22,4932 3,155ab

12,925 +0,285 13,684 +0,309

3.2. Analise morfométrica das células de muco e células de cloreto.

N&o foi observada diferenca estatistica significante na area média das
células de cloreto dos grupos de exposi¢cdo ao carbofurano (mg/L) em relacao
ao controle. No entanto, a densidade foi estatisticamente maior em relacdo ao
controle, caracterizando hiperplasia desse tipo de célula.

A densidade das células de muco apresentou diminuicdo
estatisticamente significante em todos os grupos de exposi¢cado ao carbofurano
(mg/L) em relacdo ao controle (ANOVA, P<0,05). Foi verificado aumento na

area meédia dessas células (um?), no entanto, sem relevancia estatistica.

Tabela 5: Densidade e area média das células de cloreto (um?) e células de
muco (um?) das lamelas primarias de individuos expostos a diferentes
concentracdes de carbofurano (mg/L), além do controle.

Concentracéo de | Densidade Area média Densidade | Area média

Carbofurano células de células de células de células de
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(mg/L) cloreto cloreto (um?) muco muco (um?3)

0 29,5° 1,73 50,8042 18,0° 0,285 | 18,741 £9,45
+15,483

2,0 46,0° £2,10 50,7152 15,0° 0,399 | 16,669° +8,73
+17,271

4,0 50,0° +2,30 59,5392 16,0 +0,412 | 17,123 +6,66
+11,990

8,0 97,2% 46,36 54,4972 11,0°#0,121 | 21,914 +8,73
+12,637

Houve aumento estatistico significativo na densidade das células de
cloreto a partir da concentracdo 1,0 mg/L de NTC e aumento ndo significativo
da &rea média dessas células (ANOVA, P<0,05).

Nas trés concentracbes de nanotubos de carbono a densidade das
células de muco foi estatisticamente maior (p<0,05), caracterizando hiperplasia
e a concentracdo 2,0 mg/L de nanotubos de carbono apresentou aumento
estatisticamente significativo da area média de células de muco em relagédo ao
controle, caracterizando hipertrofia desse tipo de célula (ANOVA, P<0,05)
(tabela 6).

Tabela 6: Densidade e média da area das células de cloreto (um?) e células de
muco (um?) das lamelas primarias de indivvduos expostos a diferentes
concentranues de HNO3; NTCPM (mg/L), além do controle.

Concentragao Densidade Area média Densidade Area média
de HNO3;. células de células de células de células de
NTCPM (mg/L) cloreto cloreto (um?) muco muco (um?3)
0 29,5° +1,73 50,804° 18,0° 0,285 18,741°
+15,483 19,45
0,5 31,7° £1,43 52,616° 60,3" 0,244 24,342%
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+14,437 +12,41

1,0 50,02 +2,88 51,1682 76,72 +0,313 29,445
+15,249 +15,03

2,0 54,02 +2,62 54,3452 79,22 +0,455 40,4042
+13,925 +13,75

As células de muco apresentaram diminuicdo na densidade de 18,0
(x0,285) no controle para 15,0 (£0,222) na concentracdo 8,0 mg/L de
carbofurano com 1,0 mg/L de nanotubos de carbono. No entanto, a area média
dessas células (um?) aumentou de 18,741 (£9,45) no controle para 21,244
(£8,20) na concentracdo 8,0 mg/L de carbofurano com 1,0 mg/L de nanotubos

de carbono (tabela 7).

Tabela 7: Densidade e média da area das células de cloreto (um?) e células de
muco (Um?) das lamelas primarias de individuos expostos a diferentes
concentracfes de carbofurano (mg/L) e 1,0 mg/L de nanotubos de carbono,
além do controle.

Concentracao de Densidade | Areamédia | Densidade | Area média
carbofurano (mg/L) | células de células de células de células de
+ 1mg/L de HNOs. cloreto cloreto muco muco (um?3)

NTCPM (um?)
0 29,59 +1,73 50,804% 18,0% 0,285 18,741°%
+15,483 19,45
2,0 56,0° +3,20 55,587° 16,3% 16,614%
+13,675 +0,313 +7,51
4,0 72,0°+4,58 | 59,859 16,5%° 18,949°
+13,083 +0,211 +12,34
8,0 91,0% +5,89 55,593 | 15,0°#0,222 | 21,244°
+16,504 18,20
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3.3. Andlise das alteraces histoldgicas.

As branquias dos peixes do grupo controle apresentaram aspecto
normal, sendo consideradas segundo o IAH (indice de alterac&o histologica),
orgdo funcionalmente normal e sem alteragbes patoldgicas, segundo o VMA.
Ja os grupos expostos a carbofurano (mg/L) e carbofurano (mg/L) com 1,0
mg/L de HNOs-NTCPM, a partir da concentracdo 2,0 mg/L tiveram as branquias
classificadas como 6rgédo com alteracdes moderadas a graves, segundo o IAH
e alteracOes patoldgicas severas e extensas, de acordo com o VMA. Nas
concentracfes 8,0 mg/L de carbofurano e 4,0 e 8,0 mg/L de carbofurano com
1,0 mg/L de HNOs-NTCPM, sendo esta ultima concentracdo 25% superior a

concentragdo correspondente 8,0 mg/L de carbofurano apenas (tabela 8).

Tabela 8: Intensidade das alteracbes segundo o indice de Alteracdo
Histologica (IAH) e o Valor Médio de Alteracbes (VMA) para todas as
amostragens realizadas.

NTC (mg/L)

Controle

Carbofurano (mg/L)

Carbofurano(mg/L)+
1,0mg/L HNO3 NTCPM

0,5 1,0 2,0

IAH

9,45

VMA

0,1

0,5 2,0 4,0 8,0

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

LEGENDA
IAH VMA
0 - 10: 6rgao funcionalmente Grau 1 sem alteracdes
normal. patoldgicas.
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11 — 20: érgdo com alt. leves a Grau 2: alt. Pontuais a
moderadas. moderadas.

21 — 50: 6rgdo com alt. moderadas Grau 3: alt. Patologicas severas e
a graves. extensas.

J 51 —100: érgdo com alt. graves.

> 100: Orgdo com danos

irreversiveis.

Nos grupos expostos as concentracfes de carbofurano, as alteracdes
histolégicas mais frequentes foram deslocamento das células do epitélio,
hiperplasia das células epiteliais ao longo das lamelas secundarias, dilatacao e
desarranjo dos capilares, sendo esta ultima considerada intensa, com 14
ocorréncias e severa na concentracdo 8,0 mg/L de carbofurano com 1,0 mg/L

de nanotubos, com 19 ocorréncias (tabela 9).

Tabela 9: Valores médios de alteracBes histologicas (VMA) observadas e
classificacdo para as lesdes em individuos provenientes de todas as
amostragens de acordo com Schwaiger et al. (1997).

Médias

LesOes

Controle | HNO3s.NTCPM Carbofurano (mg/L) Carbofurano (mg/L) + 1,0

(mg/L) mg/L HNO3-NTCPM

05(10|201]01(05(20(40|80]0,1(05|20] 4,0 8,0

Hipertrofia das 0 0 1,25 | 0,33 | 1,25 | 2,00 | 3,00 | 3,33 | 3,00 | 2,00 | 3,00 | 3,00 | 4,50 4,00
células
epiteliais

Adelgamento 0 133 |275| 4,33 | 1,33 2,00](3,00|233| 325 |250](4,33|500]| 600 | 600
epitelial

Deslocamento 0 1,33 | 2,50 | 3,33 | 2,00 | 2,00 | 5,00 | 6,00 | 5,00 | 3,33 | 6,25 [ 7,00 | 7,50 | 6,75
ou elevagédo
das céls. do
epitélio
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Ruptura 0
epitelial

Hiperplasia das 1,25
céls. epiteliais
na base das
lamelas

secundarias

Hiperplasia das 0
céls. epiteliais
ao longo das

lamelas

secundarias

Fus&o parcial 2,00
(na base ou no
topo) das
lamelas

secundarias

Fus&o completa 1,50
de algumas
lamelas

secundarias

Dilatagdo dos 1,70
capilares

Desarranjo dos 2,25

capilares

Congestao 0,75 1,00 | 2,75 | 3,66 | 1,00 | 1,00 [ 2,00 | 2,66 | 1,75 | 2,00 [ 2,00 | 2,00 [ 1,50 2,00
vascular

Hemorragia 0 0,33 0 0 0 0 0 0,66 | 0,25 0 0 0 0,25 0,25
causada por

ruptura de cap.

Aneurisma 0 0 0,75 | 0,33 0 0 2,00 | 0,66 [ 0,50 0 0 1,00 | 0,25 0,8
lamelar
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LEGENDA
Pontuacgao Ocorréncia das alteragdes
0 Alteracéo nao observada
1 (discreta) 1 — 5 ocorréncias
2 (moderada) 6 — 10 ocorréncias
3 (intensa) 11 — 15 ocorréncias
4 (severa) > 15 ocorréncias

Com a analise microscopica das branquias dos animais do grupo controle,
descreveu-se um padrao de normalidade. Foram observados um capilar
sanguineo sustentados por células pilares; células epiteliais ao longo da lamela
secundaria e células epiteliais na base da lamela secundaria (Figura 1A).

As células pilares sao responsaveis por manter a estrutura lamelar e
controlar o fluxo sanguineo, e, com o rompimento dessas células, perde-se a
estrutura dos capilares, causando desarranjos, que podem levar a um acumulo de

células sanguineas caracterizando um aneurisma (Figura 1H).
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Figura 1: Fotomicrografia do corte histolégico em parafina das lamelas
secundérias do segundo arco branquial de O. niloticus. A. Controle. A seta
preta indica célula pilar; a seta verde indica capilar sanguineo e o asterisco, a
lamela primaria. Coloracdo Hematoxilina e Eosina. B. Exposto a 8,0 mg/L de
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carbofurano e 1,0 mg/L de HNO3.NTCPM. A seta indica célula de muco na
lamela secundaria. Coloracdo PAS. C. Exposto a 4,0 mg/L de carbofurano e
1,0 mg/L de HNO3.NTCPM. As setas indicam deslocamento lamelar. Coloracao
Hematoxilina e Eosina. D. Exposto a 8,0 mg/L de carbofurano e 1,0 mg/L de
HNO;3;.NTCPM. A seta indica célula de cloreto na lamela secundéria. Coloracao
Hematoxilina e Eosina. E. Exposto a 8,0 mg/L de carbofurano e 1,0 mg/L de
HNO3; NTCPM. As setas indicam aneurisma. Coloragcdo Hematoxilina e Eosina.
F. Exposto a 8,0 mg/L de carbofurano e 1,0 mg/L de HNO3.NTCPM. A seta
indica fusdo parcial das lamelas secundarias. Coloracdo Hematoxilina e
Eosina. G. Exposto a 8,0 mg/L de carbofurano. A seta indica fusao parcial das
lamelas secundérias. Coloracdo Hematoxilina e Eosina. H. Exposto a 1,0 mg/L
de HNO3;.NTCPM. A seta indica aneurisma. Coloracdo Hematoxilina e Eosina.

4. DISCUSSAO

Devido a importancia econémica e ecoldgica de peixes de agua doce
e o0s problemas relacionados com a poluicdo da agua, avaliou-se os efeitos de
carbofurano, nanotubos de carbono e a interacdo de nanotubos de carbono e
carbofurano em juvenis de tildpia do Nilo, visto que peixes sdo bons
indicadores biolégicos. Yu et al. (2011) investigaram a toxicidade aguda e o
sinergismo de quatro biocidas antifouling (lrgarol 1051, dichlofluanid,
tolylfluanid e Sea-Nine 211) e cinco metais pesados (Ni, Pb, Zn, Cd e Cu)
usando embrides de ourico do mar (Glyptocidaris crenularis). Este estudo
relatou efeitos sinérgicos em quase todas as 25 misturas. Fato também
comprovado neste trabalho onde se encontrou efeito sinergético quando
usamos uma mistura de carbofurano e HNO3 NTCPM em tilapia do Nilo.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nos
comprimentos e larguras das lamelas secundarias dos organismos expostos a
concentragcbes mais elevadas de carbofurano, nanotubos de carbono e os dois
reagentes juntos no presente estudo. Griffitt et al. (2009) também registraram
aumento na largura das lamelas secundarias causado por exposi¢cdo a nano-
Cu, sugerindo que algumas patologias sdo especificas a um determinado
material.

No presente estudo, houve aumento na area média (um?) das células
de muco, caracterizando hipertrofia em todos os grupos de exposicdo em
relacdo ao controle. Segundo Burkhard-Holm (1997), este € um dos

mecanismos de protecdo do epitélio branquial a secrecdo de uma camada de
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glicoproteinas e glicolipideos. Tal mecanismo € verificado pelo aumento do
volume de células de muco no epitélio branquial (Saboia-Morais et al., 1996), o
que leva a uma hipersecrecdo de muco e promove um aumento da barreira
agua-sangue, podendo ser considerado uma protecdo contra agentes toxicos
(Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

Quanto as células de cloreto, registrou-se hiperplasia nos grupos
expostos a carbofurano e carbofurano com nanotubos. De acordo com Laurent
e Perry (1991), alteracbes morfolégicas das branquias sobre o efeito de
poluentes podem ser consideradas tentativas adaptativas de se conservar
algumas funcdes fisiologicas e a proliferagdo das células de cloreto seria um
ajuste compensatério pela perda de ions pelo epitélio e sua dificuldade de
absorcao.

Em sua pesquisa sobre truta arco-iris (O. mykiss) expostos a 0,1, 0,25
e 0,5 mg/L de nanotubos de carbono de parede simples pelo periodo de 10
dias, Smith et al. (2007) observaram hiperplasia na base da lamelas dos trés
tratamentos e auséncia nos controles, além disso, observou-se grande
aumento de secre¢cdo de muco na superficie das branquias nos grupos de
exposicdo em relagdo ao controle. No presente estudo realizado com tilapias
também foi constatada marcante hiperplasia das células epiteliais na base e ao
longo das lamelas secundarias e marcante hiperplasia de células de muco nos
individuos expostos aos tratamentos com nanotubos de carbono em relacao
aos outros dois tratamentos.

Segundo Thophon et al. (2003), a elevacao epitelial, caracterizada pelo
deslocamento da camada externa do epitélio da lamela secundéaria é um
primeiro sinal de patologia em peixes, e, juntamente com outras alteracdes tais
como hiperplasia das células epiteliais na base e ao longo das lamelas
secundarias e a fuséo lamelar parcial e total funcionam como mecanismos de
defesa, porque diminuem a area de superficie vulneravel da bréanquia,
aumentando a barreira de difusdo ao poluente (Erkmen e Kolankaya, 2000),
consequentemente, seu acesso ao sangue comprometendo, contudo, a
realizacdo do trocas gasosas (McDonald e Wood, 1993), além de prejudicarem
fungbes importantes como a manutencdo dos equilibrios acido-basico e
osmatico (Meletti, 2003).
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Estas alteracbes nas lamelas branquiais apresentam um efeito comum
que € o aumento da distancia entre a 4gua e 0 sangue, distanciando, dessa
forma, o agente agressor do sistema de distribuicdo de moléculas do
organismo (Mallat, 1985).

No presente estudo, o deslocamento das células do epitélio foi
classificado como moderado segundo o IAH para 0S grupos expostos as
concentracbes de carbofurano com NTC e discreto para 0S expostos a
concentracbes de carbofurano e NTC separadamente, evidenciando efeito
sinérgico entre os dois agentes. O adelgamento epitelial; hiperplasia das
células epiteliais na base das lamelas secundarias; dilatacdo dos capilares e
desarranjo dos capilares também obteve pontuacdo superior no IAH nos
grupos de exposicéo de carbofurano com NTC em comparacdo com 0S grupos
das duas substéncias separadas. Peralta-Videa et al. (2011) ressaltam que
nanoparticulas podem absorver tanto poluentes organicos como herbicidas e
pesticidas, quanto inorganicos (metais pesados) devido a sua grande area de
superficie e, o destino dos poluentes ja existentes no meio ambiente pode ser
alterado pelas nanoparticulas, ao mesmo que tempo que as nanoparticulas
alteram seu destino e comportamento quando associadas a outras substancias.

Todos o0s grupos de exposicdo (HNO3NTCPM, carbofurano e
carbofurano com HNO3 NTCPM) demonstraram relacdo dose dependente no
IAH. No entanto, os valores encontrados para carbofurano e HNO3z NTCPM
foram até 25,5% superiores aos calculados para carbofurano nas mesmas
concentragbes. Ja o VMA verificado para a concentracdo 4,0 mg/L de
carbofurano foi grau 2, com alteracdes pontuais a moderadas; a mesma
concentracédo de carbofurano com 1,0 mg/L de HNO3;.NTCPM obteve grau 3,
alteracOes severas e extensas, reforcando o efeito sinérgico entre os dois
compostos, mais toxicos em agao conjunta do que separadamente.

A questdao da modulacdo de nanotubos com outros reagentes vem
sido discutida em outros estudos. Pesquisando os efeitos de nanotubos de
carbono no desenvolvimento embrionario do peixe Danio rerio, Cheng et al.
(2007) observaram que os nanotubos melhoraram a qualidade da agua onde
0s embrides estavam, em relacdo ao controle. Foi postulado que os nanotubos
adsorveram as excretas produzidas pelos embrides, indicando sua propriedade

como adsorventes de toxicos do meio ambiente.
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De acordo com Shaw e Handy (2011), ha evidéncias de um efeito
‘veiculo de entrega” quando metais pesados estdo presentes como co-
contaminantes com nanoparticulas, devido a habilidade destes em serem
adsorvidos a superficie de nanoparticulas carregadas negativamente. Martinez
et al. (2013) verificaram aumento de mais de cinco vezes na toxicidade do
chumbo em O. niloticus com a adicdo de nanotubos de carbono de paredes
multiplas oxidado (HNO3-NTCPM), ressaltando as evidéncias do efeito “veiculo
de entrega” dos nanotubos de carbono.

Por sua vez, Baun et al. (2008) observaram que a toxicidade do
fenantreno em algas aumentou 60% na presenca de agregados de
nanoparticulas Cgp €, foi 10 vezes mais toxico para D. magna. A captacao do
hidrocarboneto foi 1.7 vezes mais rapida por D. magna quando Cg, estava
presente na suspensao, demonstrando a influéncia de nanoparticulas na
bioacumulacdo e toxicidade aquéatica quando em contato com outros
contaminantes presentes no meio ambiente aquatico.

Co-contaminantes podem mudar as caracteristicas dos nano-
agregados, logo, sua toxicidade (Henry, 2011). Dessa forma os efeitos das
nanoparticulas com outros poluentes ja presentes no meio ambiente podem
apresentar maior importancia toxicologica que os das nanoparticulas em si. No
sentido de elucidar os mecanismos de modulacdo entre nanoparticulas e
outras substancias presentes no meio aquatico e a forma pela qual os
organismos em contato com este meio sao afetados, outros estudos
necessitam serem realizados com a finalidade de entendermos melhor os

riscos ambientais a que estamos sujeitos.

5. CONCLUSOES

A tilapia do Nilo (O. niloticus) foi um modelo biologico apropriado para o
estudo, respondendo muito bem as diferentes concentracbes de NTC e

carbofurano as quais foi exposta.

Todos os grupos de exposi¢cdo (NTC, carbofurano e carbofurano com
NTC) demonstraram relagdo dose dependente no indice de Alteracdo

Histologica, no entanto, os valores encontrados para carbofurano e NTC foram

57



até 25% superiores aos encontrados para carbofurano nas mesmas

concentracdes, indicando efeito sinérgico entre os dois compostos.

Uma vez que a utilizagcdo e producdo industrial de nanoparticulas ja
alcanca toneladas por ano e sO tende a aumentar, novos estudos se fazem
necessarios no sentido de elucidar os processos de interagcdo entre as
nanoparticulas e os poluentes ja presentes no meio ambiente e de que forma

0s sistemas biolégicos podem ser afetados por eles.
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CONSIDERACOES FINAIS

As atividades humanas provocam um grande impacto nos
ecossistemas aqudticos, sendo que, os despejos de efluentes industriais,
domésticos e provenientes da agricultura constituem a maior fonte antrépica de
compostos quimicos que sao langados nos corpos d’agua.

Embora a agricultura seja apenas uma das inumeras fontes nao-
pontuais de poluigdo, geralmente € apontada como maior contribuinte de todas
as categorias de poluentes.

Os organismos aquaticos normalmente estdo expostos a misturas de
poluentes no meio ambiente, entre eles, carbofurano e nanotubos de carbono,
dois compostos amplamente utilizados e que em conjunto apresentam maior
toxicidade do que separadamente, caracterizando o efeito sinérgico.

Dessa forma, o monitoramento das substancias presentes na agua
precisa levar em consideracdo ndo apenas os efeitos nocivos dos compostos

presentes separadamente, mas a a¢ao da mistura deles.
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APENDICE

ANEXO 1 — Propriedades fisico-quimicas dos HNO3-NTCPM utilizados no
trabalho.

Propriedades fisico- HNO3-NTCPM Técnica usada
quimicas

Diametro (nm) 10-40 TEM
Comprimento (um) <10 FEG-SEM
Area de superficie (m“/g) 264 BET method
Carga de superficie (mV) -27 Zeta-potential
Temperatura de oxidagéo (°C) 587 TGA
Iron oxide metallic residue (%) <20 Analytical microbalance
Defects (Ip/l¢ ratio) 1.02 Raman

ANEXO 2 — ANALISES ESTATISTICAS CAPITULO 1

Por ASSISTAT Verséo 7.6 beta (2013).

(mLO2/g/h)
o = N w D (0] ()] ~ (o]

Consumo especifico de oxigénio

Controle 0.5 1 1.5 2
Concentragdo de carbofurano (mg/L)

Figura 1 - Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/h) conforme variagdo na

concentracéo de Carbofurano (mg/L).

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
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Tratamentos 4 42.86756 10.71689  12.2729 **

Residuo 10 8.73213 0.87321

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

4 10 5.9943 12.2729  <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 0.59000 b
2 0.59667 b
3 2.53000 b
4 5.18000 a
5 1.80667 b
dms = 2.51412
MG = 2.14067 CV% = 43.65

Ponto médio = 3.24000

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
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estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

DADOS
.28 .67 .82
.67 .30 .82
3.02 1.32 3.25
6.20 3.24 6.10
1.21 2.22 1.99
3
2.5
R ]
& 2]
3 ]
ST 15 -
g8
§§ 1 ]
$E
g 05
g o
Controle 0.1 0.5 1 1.5 2
Concentragdo de nanotubos de carbono (mg/L)

Figura 2 — Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/h) conforme variacdo na

concentragdo de HNO3 NTCPM (mg/L).

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F

Tratamentos 5 0.28273 0.05655 2.6253 ns
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Residuo 12 0.25847 0.02154

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

5 12 3.1059 2.6253 0.0793

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 0.53667 a
2 0.67667 a
3 0.42000 a
4 0.29000 a
5 0.37333 a
6 0.52333 a

dms = 0.40248

MG = 0.47000 CV% = 31.23

Ponto médio = 0.54500
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

29 .31 .27
.56 .28 .28

.32 .70 .55

)
© o o o
o N » ©

(mLO2/g/h
o o
>

Consumo especifico de oxigénio
© O O «
= N W

o

controle 0.5 1 1.5 2

Concentragio de carbofurano + 1mg/L de nanotubos de carbono

Figura 3 — Consumo especifico de oxigénio (mLO2/g/h) conforme variacdo na

concentragdo de carbofurano + 1 mg de HNO3 NTCPM (mg/L).

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F

68



Tratamentos 4 0.46953 0.11738  16.6265 **

Residuo 10 0.07060 0.00706

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

4 10 5.9943 16.6265 <0.001
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento
1 0.55667 a
2 0.34333 ab
3 0.17333 bc
4 0.16000 bc
5 0.05000 c

dms = 0.22606

MG = 0.25667 CV% =32.74

Ponto médio = 0.39000
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

18 .14 .20
15 .15 .18

.05 .03 .07

Tempo de natagdo até o cansago (min)

Controle 0.5 1 1.5 2

Concentracgdo de carbofurano (mg/L)

Figura 4 — Tempo de natacdo até o cansagco (min) conforme variacdo na

concentracéo de carbofurano (mg/L) em camara de natacao.

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
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Tratamentos 4 4680.92217  1170.23054  29.1039 **

Residuo 10 402.08760 40.20876

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
4 10 5.9943 29.1039  <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento
1 56.64333a
2  48.56333 ab
3 32.12667 b
4  33.34000 b
5 5.05000 c

dms=  17.06026

MG = 35.14467 CV% = 18.04

Ponto médio = 34.27000
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

45.22 60.45 64.26
43.33 55.81 46.55
29.03 33.84 33.51
27.39 41.10 31.583

476 4.28 6.11

Tempo de natagdo até o cansago

Controle 0.5 1 2

Concentracgédo de nanotubos de carbono (mg/L)

Figura 5 — Tempo de natacdo até o cansagco (min) conforme variacdo na

concentracdo de HNO3; NTCPM (mg/L) em camara de natacao.

QUADRO DE ANALISE
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FV GL SQ QM F

Tratamentos 3 2294.55000 764.85000  19.2294 **

Residuo 16 636.40000 39.77500

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns néo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

3 16 5.2922 19.2294  <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento
1 56.80000 a
2 51.80000 a
3 40.00000 b
4  29.20000 b

dms = 11.42287

MG = 44.45000 CV% =14.19

Ponto médio = 44.50000
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As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

57 65 49 53 60
52 60 47 45 55
40 45 50 35 30

30 32 25 35 24

Tempo de natagdo até o cansago
(min)

Controle 0.5 1 1.5 2

Concentragdo de carbofurano + 1mg/L de nanotubos de carbono

Figura 6 — Tempo de natacdo até o cansagco (min) conforme variacdo na

concentracéo de carbofurano e HNO3 . NTCPM (mg/L) em camara de natacao.

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento
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1 56.80000 a
2 35.00000 b
3 22.20000 c
4  14.40000 cd
5 3.60000 d

dms = 11.08904

MG = 26.40000 CV% = 22.15

Ponto médio = 33.00000

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

57 65 49 53 60
40 35 30 28 42
30 25 15 14 27
20 10 8 22 12

4 2156
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ANEXO 3 — INCLUSAO DE TECIDO BRANQUIAL EM PARAFINA

- Os tecidos devem ser desidratados através de imersdo numa bateria de
solugdes alcodlicas em concentracdes graduais e crescentes. A graduacgao
pode ser iniciada a partir de 50% e terminando finalmente em alcool absoluto;

- A inclusé@o é precedida pelo uso de xilol. Apés a remocao do alcool, o tecido
passa por uma infiltracdo em parafina liquida, esta mantida em estufa a 56°C
(ponto de fuséo) e posteriormente é transferida para o molde contendo parafina
liguida. Em poucos minutos a parafina endurecera e obter-se-a, portanto, o

"bloco” de parafina contendo o fragmento do tecido em seu interior;

- Os blocos serdo a partir desta etapa levados para a microtomia, e,
consequente obtencéo das secgbes, que serdo entdo coletadas em laminas de

vidro.
ANEXO 4 — PROTOCOLOS COLORACAO
1. Hematoxilina e Eosina

Com as laminas montadas e inseridas nas cubas, seguir o procedimento de

banhos:

- Xilol I = 30 minutos;

- Xilol Il = 30 minutos;

- Alcool absoluto — 5 minutos;
- Alcool 96% — 5 minutos;

- Alcool 70% — 5 minutos;

- Agua corrente — 5 minutos;
- Hematoxilina — 1 minuto;

- Agua corrente — 5 minutos;
- Eosina — 45 segundos;

- Passar na agua corrente rapidamente;
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- Alcool 96% rapidamente;

- Alcool absoluto | — 5 minutos;
- Alcool absoluto Il — 5 minutos;
- Alcool xilol — 5 minutos;

- Xilol I = 5 minutos;

- Xilol Il = 5 minutos;

- Xilol lll = 5 minutos;

Colar laminulas.

2. P.AS

Com as laminas montadas e inseridas nas cubas, seguir o procedimento de

banhos:
- Xilol I = 30 minutos;
- Xilol Il = 30 minutos;
- Alcool absoluto — 5 minutos;
- Alcool 96% — 5 minutos;
- Alcool 70% — 5 minutos;
- Agua corrente — 5 minutos;
- Tratar com acido periédico — 15 minutos;
- Lavar em agua corrente — 5 minutos;
- Tratar pelo reativo de Scheff filtrado — 40 minutos no escuro;
- Lavar em agua corrente — 5 minutos;
- Passar pela solugéo sulfurosa — 3 banhos de 2 minutos cada;

- Passar na agua corrente rapidamente;
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- Alcool 96% rapidamente;

- Alcool absoluto | — 5 minutos;
- Alcool absoluto Il — 5 minutos;
- Alcool xilol — 5 minutos;

- Xilol I = 5 minutos;

- Xilol Il = 5 minutos;

- Xilol Il = 5 minutos;

Colar laminulas.

ANEXO 5 — FIXADOR DE BRANQUIAS

1. McDowell gelado:
- Glutaraldeido 1%;
- Formol 4% em tampao fosfato pH 7.4
(McDowell e Trump, 1976).

ANEXO 6 — ANALISES ESTATISTICAS DO CAPITULO 2
Por Assistat 7.6 beta (2013).
1. COMPRIMENTOS LAMELAS SECUNDARIAS.
1.1Comprimentos das lamelas secundarias, onde 1, 2, 3 e 4

correspondem respectivamente a 8,0; 4,0 e 2,0 mg/L de carbofurano +
1,0 mg/L de nanotubos de carbono e controle.

QUADRO DE ANALISE




Tratamentos 3 86.51561 28.83854 3.9509 *
Residuo 13 94.88978 7.29921

Total 16 181.40539

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
3 13 3.4105 3.9509 0.0332

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 22.49267 a nr= 6
2 18.93200 ab nr= 5
3 18.50050 ab nr= 2
4 18.78575 b nr= 4

dms = 7.92814 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo os numeros de
repeticbes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 19.63294 CV% = 13.76
Ponto médio = 21.38950

DADOS
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29.168 20.150 20.087 19.265 22.522 23.764
20.796 19.024 18.183 16.992 19.665
18.701 18.300

19.143 18.340 16.049 13.611

1.2 Comprimentos das lamelas secundérias, onde 1, 2, 3 e 4 correspondem

respectivamente a 8,0; 4,0 e 2,0 mg/L de carbofurano e controle.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 94.74986 31.58329 6.3984 *
Residuo 10 49.36119 4.93612

Total 13 144.11105

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p
3 10 3.7083 6.3984 0.0108

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 23.27025a nr= 4
2 18.20375 b nr= 4
3 18.40150 ab nr= 2
4 16.78575 b nr= 4
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dms = 6.80246 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 séo os numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = nimero de repeti¢cdes do tratamento
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG =19.27443 CV% =11.53
Ponto médio = 20.41450

DADOS

20.878 21.243 27.218 23.742
19.295 16.361 18.877 18.282
18.603 18.200

19.143 18.340 16.049 13.611

1.3 Comprimentos das lamelas secundarias, onde 1, 2, 3, 4 e 5
correspondem respectivamente a 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L de nanotubos
de carbono e controle.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 4 18.01663 450416 1.6735 ns
Residuo 15 40.37075 2.69138

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
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ns ndo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
4 15 3.0556 1.6735 0.2082

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 17.09225a nr= 4
2 17.12500 a nr= 3
3 18.57920a nr= 5
4  15.80300 a nr= 4
5 16.78575a nr= 4

dms = 5.06937 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo 0s numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = nimero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 17.14975 CV% = 9.57
Ponto médio = 17.10350

16.555 18.708 16.284 16.822
15.984 19.028 16.363

18.345 17.817 20.596 19.403 16.735
17.038 15.920 14.287 15.967
19.143 18.340 16.049 13.611
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2. LARGURAS LAMELAS SECUNDARIAS

2.1— Larguras das lamelas secundarias, onde 1, 2, 3 e 4 correspondem
respectivamente a controle, 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de carbofurano.
QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F
Tratamentos 3 2.11865 0.70622 4.0649 *
Residuo 10 1.73734 0.17373

Total 13 3.85599

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
3 10 3.7083 4.0649 0.0397

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 2.50900 b nr= 4
2 3.06150 ab nr= 2
3 3.06150 ab nr= 4
4 3.53700 a nr= 4

dms = 1.27619 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo os numeros de

repeticdes de duas médias comparadas
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nr = nimero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 3.03950 CV% = 13.71
Ponto médio = 2.83150

2.588 3.106 2.643 1.699
3.000 3.123

3.134 2.552 3.491 3.069
3.414 3.381 3.964 3.389

2.2 Larguras das lamelas secundarias, onde 1, 2, 3 e 4 correspondem

respectivamente a controle, 0,1; 0,5 ;1,0 e 2,0 mg/L de nanotubos de

carbono.
QUADRO DE ANALISE
FV GL SQ QM F
Tratamentos 4 1.35620 0.33905 3.0441 ns
Residuo 13 1.44794 0.11138
Total 17 2.80414

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)

84



* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

4 13 3.1791 3.0441 0.0564

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 2.50900 b nr= 4
2 2.79425 ab nr= 4
3  3.06800 ab nr= 4
4  3.26325a nr= 4
5 3.09300 ab nr= 2

dms = 1.05250 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 s&o os numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = nimero de repeticdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
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de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG =2.92911 CV% = 11.39

Ponto médio = 2.55500

2.588 3.106 2.643 1.699

2.613 2.697 2.765 3.102

3.194 3.262 2.929 2.887

3.286 3.411 3.294 3.062

3.321 2.865

2.3Larguras das lamelas secundarias, onde 1, 2, 3 e 4 correspondem
respectivamente a controle, 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de carbofurano + 1,0
mg/L de nanotubos de carbono.

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F

Tratamentos 3 2.13361 0.71120 5.0900 *
Residuo 13 1.81643 0.13973

Total 16 3.95004
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** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

3 13 3.4105 5.09 0.0151

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 2.50900 ab nr= 4
2 2.22250 b nr= 2
3 3.10960 ab nr= 5
4 3.15533 a nr= 6

dms = 1.09691 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sao os numeros de
repeticbes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
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estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 2.88006 CV% = 12.98

Ponto médio = 2.58150

2.588 3.106 2.643 1.699
2.000 2.445
3.352 3.046 3.035 2.802 3.313

3.185 3.251 3.454 2.707 2.871 3.464

3. CELULAS DE CLORETO
3.1— Area média de células de cloreto, onde 1 representa controle e 2, 3 e
4 correspondem respectivamente a 2,0; 40 e 80 mg/L de
carbofurano.
QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 144.76464 48.25488 1.7626 ns
Residuo 8 219.01520 27.37690

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
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* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns néo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
3 8 4.0662 1.7626 0.2318

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 50.80467 a nr= 3
2 50.71500 a nr= 2
3 59.53967 a nr= 3
4 54.49725a nr= 4

dms = 16.76005 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo 0s numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = nimero de repeti¢cdes do tratamento
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 54.20433 CV% = 9.65
Ponto médio = 53.94800

DADOS

44.376 57.807 50.231
48.730 52.700

56.658 58.441 63.520
60.005 47.060 57.409 53.515




3.2 Area média de células de cloreto, onde 1 representa controle e 2, 3 e 4
correspondem respectivamente a 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L de nanotubos de

carbono.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 23.34341 7.78114 0.3772 ns
Residuo 8 165.02152 20.62769

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p
3 8 0.069 0.3772 >0.050

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 50.80467 a nr= 3
2 52.61633 a nr= 3
3 51.16833 a nr= 3
4  54.34500 a nr= 3

dms = 14.54818 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 s&o os numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento
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As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG =52.23358 CV% =8.70
Ponto médio = 51.27250

44.376 57.807 50.231
48.398 51.282 58.169
50.796 53.809 48.900
54.036 52.099 56.900

3.3Area média de células de cloreto, onde 1 representa controle e 2, 3 e 4
correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de carbofurano +

1,0 mg/L de nanotubos de carbono.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 141.11491 47.03830 1.3402 ns
Residuo 11 386.08137 35.09831

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
3 11 3.5874 1.3402 0.3114

91



MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 50.80467 a nr= 3
2 5558733 a nr= 3
3 59.85950 a nr= 4
4 5559380 a nr= 5

dms = 17.84587 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo os numeros de
repeticbes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 55.77220 CV% = 10.62
Ponto médio = 55.17700

DADOS

44.376 57.807 50.231
55.897 53.187 57.678
53.079 65.978 65.247 55.134
50.956 50.124 53.114 59.280 64.495
3.4— Densidade das células de cloreto, onde 1 representa controle e 2, 3
e 4 correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 80 mg/lL de

carbofurano.

QUADRO DE ANALISE
92



Tratamentos 3  11607.95000 3869.31667 336.9507 **
Residuo 12 137.80000 11.48333

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p
3 12 5.9525 336.9507 <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 29.50000 c nr= 4
2 46.00000 b nr= 3
3 50.00000 b nr= 4
4  97.20000 a nr= 5

dms = 10.06395 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 séo os numeros de
repeticbes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 58.87500 CV% =5.76
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Ponto médio = 65.00000

DADOS

30 32 27 29
44 46 48

47 53 50 50

90 103 100 98 95

3.5— Densidade das células de cloreto, onde 1 representa controle e 2, 3
e 4 correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de nanotubos
de carbono e 1,0 mg/L de nanotubos de carbono.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 8852.43750  2950.81250 202.3414 **
Residuo 12 175.00000 14.58333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p
3 12 5.9525 202.3414 <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 29.50000 d nr= 4
2 56.00000 c nr
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3 72.00000 b nr= 4

4  91.00000 a nr =
dms = 11.34130 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo os numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG =64.31250 CV% =5.94
Ponto médio = 61.50000

30 32 27 29
53 55 60

67 70 76 75
85 89 90 95 96

4. CELULAS DE MUCOSA

4.1— Area média de células de mucosa, onde 1 representa o controle, e,
2, 3 e 4 correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de
carbofurano.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 60.79130 20.26377 3.8237 ns
Residuo 9 47.69610 5.29957
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** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns néo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
3 9 3.8625 3.8237 0.0512

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 18.74100 a nr= 3
2 16.66933 a nr= 3
3 17.12367 a nr= 3
4  21.91400 a nr= 4

dms = 7.19494 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo 0s numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 18.86600 CV% =12.20
Ponto médio = 18.48050

DADOS

20.808 16.526 18.889
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16.404 14.997 18.607
13.460 17.898 20.013
20.356 23.501 20.390 23.409

4.2— Area média de células de mucosa, onde 1 representa o controle, e,
2, 3 e 4 correspondem respectivamente a 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L de
nanotubos de carbono.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 764.57150 254.85717 5.5213 *
Residuo 8 369.27060 46.15882

Total 11 1133.84210

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
3 8 4.0662 5.5213 0.0238

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 18.74100 b nr= 3
2 24.34200 ab nr= 3
3 29.44533 ab nr= 3
4  40.40467 a nr= 3

dms = 21.76259 x RaizQuadrd(1l/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo os numeros de
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repeticbes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 28.23325 CV% = 24.06
Ponto médio = 33.60450

20.808 16.526 18.889
24.335 22.598 26.093
23.415 28.989 35.932
27.622 42.909 50.683

4.3 — Area média de células de mucosa, onde 1 representa o controle, e,
2, 3 e 4 correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de

carbofurano + 1,0 mg/L de nanotubos de carbono.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 37.38711 12.46237 0.8743 ns

Residuo 10 142.53350 14.25335




** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns ndo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

3 10 0.069 0.8743 >0.050

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 18.74100 a nr= 3
2 16.61400 a nr= 3
3 18.94900 a nr= 4
4  21.24425 a nr= 4

dms = 11.55930 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 s&o os numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = nimero de repeticdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra néo diferem

estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
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de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 19.05986 CV% =19.81

Ponto médio = 19.89350

20.808 16.526 18.889

16.820 14.235 18.787

25.340 14.506 16.692 19.258

15.276 21.186 25.552 22.963

4.3- Densidade de células de mucosa, onde 1 representa o controle, e, 2,
3 e 4 correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de
carbofurano.

QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 104.00000 34.66667  21.1852 **
Residuo 11 18.00000 1.63636

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >=.05)
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GL GLR F-crit F p
3 11 6.2167 21.1852 <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 18.00000 a nr= 4
2 15.00000 b nr= 3
3 16.00000 ab nr= 4
4  11.00000 c nr= 4

dms = 3.85332 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo 0s numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = numero de repeticdes do tratamento

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 15.00000 CV% = 8.53
Ponto médio = 15.00000

17 19 20 16
15 14 16
15 15 17 17
10 12 11 11
4.4- Densidade de células de mucosa, onde 1 representa o controle, e, 2,
3 e 4 correspondem respectivamente a 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L de
nanotubos de carbono.
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QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 9625.56667  3208.52222 1032.9876 **
Residuo 11 34.16667 3.10606

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p
3 11 6.2167 1032.9876 <0.001

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 18.00000 c nr= 4
2 60.33333 b nr= 3
3 76.75000 a nr= 4
4  79.25000 a nr= 4

dms = 5.30884 x RaizQuadrd(1/nrl + 1/nr2)
Onde nrl e nr2 sdo os numeros de
repeticdes de duas médias comparadas

nr = numero de repeti¢cdes do tratamento
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem

estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

102



MG = 58.46667 CV% =3.01
Ponto médio = 48.00000

17 19 20 16
58 60 63
75 79 77 76
78 79 80 80
4.5- Densidade de células de mucosa, onde 1 representa o controle, e, 2,
3 e 4 correspondem respectivamente a 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L de
carbofurano com 1 mg/L de nanotubos de carbono.
QUADRO DE ANALISE

Tratamentos 3 20.08333 6.69444 3.7077 *
Residuo 12 21.66667 1.80556

Total 15 41.75000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p
3 12 3.4903 3.7077 0.0426

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 18.00000 a nr= 4
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2 16.33333 ab nr=
3 16.50000 ab nr=
4 15.00000 b nr=
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