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RESUMO

Os nanomateriais são compostos nos quais pelo menos 50% deles possuem uma de suas dimensões

na faixa de 1 a 100 nm. Os nanotubos de carbono (CNT) são estruturas cilíndricas que podem ter

diversas aplicações  devido suas propriedades  físicas e  químicas  diferenciadas.  No entanto,  seus

potenciais   efeitos   tóxicos   são   ainda   pouco   conhecidos,   incluindo   a   periculosidade   que   estes

nanomateriais   podem   oferecer   aos   organismos   aquáticos   e   ao   meio   ambiente.   Com   a   grande

produção mundial destes tipos de nanomateriais é importante prever o impacto no futuro próximo

dos   recursos   hídricos,   sendo   assim   importante   saber   como   os   organismos   aquáticos   vão   ser

afetados. Portanto, este trabalho teve por objetivos: (1) revisar o conhecimento científico existente

sobre a nanoecotoxicologia em peixes; (2) investigar os possíveis efeitos dos nanotubos de carbono

de parede simples (SWCNT) ou múltiplas (MWCNT) na exposição  in vivo  através da ração aos

peixes  Danio   rerio  (Cyprinidae,  Teleostei)  e  (3)  verificar   possível   interferência   que   os

nanomateriais   de   carbono   exercem   no  método   de   substâncias  reativas   ao   ácido   tiobarbitúrico

(TBARS). Os resultados mostram que os CNT através da dieta não aumentaram o teor de TBARS

nas brânquias, cérebro, intestino e músculos do Danio rerio. No entanto, nas brânquias e intestino

dos   peixes   expostos   a   SWCNT   e   MWCNT   foram   observados   uma   diminuição   dos   níveis   de

TBARS em comparação com o controle, estes resultados motivaram a execução dos ensaios onde

verificou­se   a   interferência   dos   ensaios   fluorométricos   e   os   confirmaram.   Através   do   método

histológico observou­se hiperplasia, edema e  possível  inflamação nas brânquias e proliferação de

células da glia no cérebro dos animais expostos a SWNTC. Por imunodetecção foi verificado um

aumento na concentração de grupos carbonila em diversos órgãos dos peixes expostos ao SWCNT e

MWCNT em comparação ao controle indicando uma situação de estresse oxidativo. Além disso,

verificamos que os SWCNT e fulereno interferem na fluorescência quando se utiliza o método de

TBARS. Estes resultados evidenciam a importância da verificação de metodologias para ensaios de

nanotoxicologia   e,   ainda,   indicam  que  os  CNT podem  induzir   danos  num  modelo  de   espécie

aquático,  D. rerio, sob situação de exposição ambientalmente realistas.

Palavras   chave:  nanotubos   de   carbono,   nanotoxicologia,  Danio   rerio,   dano   oxidativo,

imunohistoquímica 
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INTRODUÇÃO

Em sua palestra na reunião anual da American Physical Society, o físico Richard Feynman

postulou em 1959 que existia a possibilidade de manipular os materiais em escala atômica para

obter   as   características   desejadas   (Feynman,1960;   Feynman,   1992).   O   postulado   de   Feynman

atualmente   é   uma   realidade   e   o  crescimento   tecnológico   está   transcendendo   a   escala   dos

dispositivos e equipamentos, que apresentam tamanhos e propriedades nunca antes vistas. Inseridos

nesses estão os  nanomateriais  na “N­9”, uma indústria em pleno crescimento (Savolainen et al.,

2010).   As   nanotecnologias   estão   representadas   por   qualquer  dispositivo  que   apresentar  escala

nanométrica  (McNeil, 2005). Pela sua vez, os nanomateriais que são substâncias de origem natural

ou manufaturados que possuem no mínimo 50% das suas partículas em uma de suas dimensões

entre   1   a   100  nm   (European   Commission,   2011).  Nesta   faixa  de   tamanho   existem   mudanças

significativas  nas   propriedades   químicas   e   físicas   das   moléculas,   gerando  novas  propriedades,

muitas  das  quais  podem  ter  um aproveitamento   tecnológico   (Colvin,  2003;  Oberdörster   et   al.,

2005). 

Os nanomateriais têm tendência a interagir com biomoléculas, pois são menores do que a

maioria das células e organelas e de tamanho semelhante a muitas biomoléculas (McNeil, 2005). A

capacidade   potencial   dos   nanomateriais   de   atravessar   as   barreiras   celulares   e   interagir   com

receptores, ácidos nucleicos, fatores de transcrição e proteínas de sinalização pode gerar alterações

bioquímicas e fisiológicas que podem pela sua vez gerar condições patológicas (Eckert et al., 2013).

Como já mencionado anteriormente, o tamanho é o fator de maior importância, quando se trata de

nanomateriais, principalmente pela elevada área de superfície (Auffan et al., 2009; Seaton et al.,

2010). No entanto, os fatores relativos à toxicidade dos nanomateriais dependem das condições de

exposição. No caso específico dos CNT, a co­exposição deles com contaminantes ambientais pode

causar aumento dos potenciais efeitos adversos (Campus­Garcia et al., 2015).  O desenvolvimento

de novas técnicas e conceitos para a nanotoxicologia são necessários, com o surgimento de novos

nanomateriais acabam por tornar os modelos de previsão clássicos obsoletos. 
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NANOTUBOS DE CARBONO e FULERENOS

Em 1991, Sumio Iijima demonstrou pela primeira vez a existência de estruturas tubulares de

carbono, que foram mais tarde denominadas nanotubos de carbono (CNT; Figura 1)  (Iijima, 1991).

Esta descoberta, combinado a dos fulerenos (C60), estruturas de carbono que formam uma esfera

perfeita (Kroto et al., 1985; Figura 2) deram origem a estudos que estão inseridos no que hoje se

denomina nanomateriais. Estes novos materiais apresentam grande número de possibilidades em

aplicações   tecnológicas,   devido   às   suas   propriedades   magnéticas,   ópticas,   mecânica   e   alta

condutividade elétrica (Huczko, 2002).

Figura   1:  (a)  CNT  de  parede   simples   (SWCNT),   (b)   CNT   de   paredes  múltiplas   (MWCNT).

Extraído de Dresselhaus et al. (1998). 

Figura   2:  Modelagem   gráfica   computacional   da   molécula   do   fulereno   C60.   Fonte:

Wikimedia   Commons,   Wikipedia.  http://en.wikipedia.org/wiki/File:C60a.png  (acessado   em

03/2015).

http://en.wikipedia.org/wiki/File:C60a.png
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Os CNT são materiais extremamente resistentes por serem extremamente elásticos (Huczko,

2002). Apresentam interessantes propriedades eletrônicas, óticas e mecânicas. Estas características

têm   feito   que   estes   nanomateriais   tenham  sido   usados   para   produção   de   diferentes   tipos   de

dispositivos, como emissores de elétrons, sensores de gases e sensores biológicos  (Souza Filho e

Fagan, 2007; Chen et al., 2012).  Raffa et al., 2010; Zhao et al., 2011; Chen et al., 2012). Kuo e Lin

(2009)  encontraram uma possível   aplicação  para  os  CNT  como filtro  para   remoção  de  metais

tóxicos   (cádmio)   de   efluentes   industriais.  Outra   aplicação   para   os   CNT   foi   apresentada   por

Upadhyayula   et   al.,  (2009)   para   o   tratamento   de   águas   superficiais,   as   quais   podem   ter

contaminantes tóxicos que os tratamentos convencionais não conseguem retirar. Como alternativa,

os  CNT  foram estudados  principalmente  por  apresentarem uma alta   capacidade  de  absorção  e

remoção de contaminantes biológicos (Li et al., 2011). 

Com as propriedades apresentadas pelos CNT e a grande perspectiva de aplicações, já foram

desenvolvidos uma variedade de procedimentos para a sua síntese, gerando moléculas que podem

ser de paredes simples (SWCNT) (Figura 1a) ou de paredes múltiplas (MWCNT) (Figura 1b), com

o objetivo de obter estruturas livres de defeitos e com alta pureza. No entanto, estas aplicações e

características além de apresentar vantagens e aplicações, podem também significar riscos à saúde e

meio   ambiente,   principalmente   devido   a   estas   mesmas   características   físicas   e   químicas.

Atualmente estes nanomateriais apresentam uma produção anual na escala de toneladas,(Pérez et

al., 2009) e já foi demostrado a presença do nanomaterial dióxido de titânio na água proveniente de

tintas prediais (Kaegi et al., 2008). Uma estimativa da produção anual de nanomateriais para 2020 é

de 58.000 toneladas (Maynard 2006; Nastassja et al., 2008).

As condições de síntese dos CNT são variadas e complexas, porém tais métodos apresentam

alguns pontos em comum: os catalisadores  que geralmente são metais  de transição ou misturas

deles, em escala milimétrica e que são utilizados como guias na formação dos CNT. Cada técnica

parece possuir uma mistura ideal, sendo o níquel, o cobalto, o ferro e o cobre os elementos mais

utilizados (Ferreira, 2003). Com isso, ao final da síntese, além dos CNT formados, também são

encontrados  carbono amorfo (grafite  em escala  milimétrica),   fulerenos e   resíduos de metais  de

transição utilizados como catalisadores.

Os metais de transição induzem estresse oxidativo nas células, nos tecidos e nos biofluídos

(Kagan   et   al.,  2005).   Consequentemente,   as   respostas   inflamatórias   causadas   pela   presença

combinada dos CNT com os metais podem ser particularmente prejudiciais (Kagan et al., 2005). A

toxicidade aguda destas nanopartículas metálicas de cobre foi testada tanto em solução, como em
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suspensão, utilizando o peixe Danio rerio, demonstrando que resíduos de cobre que possam existir

como   resquício   de   catalisadores   podem   apresentar   toxidade   para   o   peixe   zebra   com   uma

concentração de 1,5 mg/L (Griffitt et al., 2007). Isto salienta a importância de que os CNT estejam

sem nenhum resquício de catalisadores para avaliar apropriadamente sua toxicidade intrínseca.

Em estudos realizados  in vivo  com ratos expostos por via respiratória, a SWCNT contendo

contaminantes como Ni, Y, Al, Cu, Mo, Zn e Co, foram observadas respostas inflamatórias nos

pulmões (Kagan et al., 2005). Quando ratos foram expostos por via intra traqueal a MWCNT sem

resíduos de metais, apresentaram como efeito apoptose em macrófagos alveolares, sem evidências

de resposta inflamatória (Elgrabi et al., 2008). Estes resultados levam a questionamentos de como

este nanomaterial deve se comportar no meio ambiente atual, composto por diversos contaminantes

ambientais.   Para   Pérez   et   al.  (2009),   os   CNT   funcionalizados   são   de   difícil   agregação   e

sedimentação em sistemas aquáticos, aumentando assim a persistência, estabilidade e probabilidade

de serem incorporados pelos organismos aquáticos. Sendo assim, os CNT geram dúvidas no que diz

respeito   aos   seus   potenciais   efeitos   tóxicos   (Cocco,   2008).  Desta   forma,   há  necessidade   de

determinar   se   estes   materiais   têm   um   impacto   sobre   as   espécies   aquáticas   e   qual   o   nível   de

exposição aceitável. Além disso, há a necessidade de desenvolver modelos para testar os potenciais

efeitos dos diversos tipos de partículas em invertebrados e vertebrados aquáticos (Klaper et  al.,

2010) .

Em estudo realizado com larvas  do anfíbio  (Xenopus  laevis),  foram colocados DWCNT

(nanotubos de carbono de parede dupla)  em diferentes concentrações na água durante 12 dias em

condições   de   laboratório,   observaram   a   toxicidade   aguda,   analisando   mortalidade   e   taxa   de

crescimento. Os resultados mostraram que a toxicidade dos DWCNT foi relacionada ao bloqueio

físico das brânquias  e trato digestivo (Mouchet et al., 2008).  Em estudo in vivo com embriões de

Danio rerio  utilizando  MWCNT com marcador fluorescente,  verificou­se que nos primeiros 30

minutos após a injeção de MWCNT, este estava presente em todas as partes do embrião, e após 48 h

não era mais  visualizado.  No entanto,  a   taxa de sobrevivência  foi  menor no grupo exposto ao

MWCNT do que no grupo controle (Cheng et al., 2009), restando assim muitos questionamentos

sobre os efeitos deste CNT.

Quando foi testada a toxicidade de SWCNT e C60 na truta arco­íris (Oncorhynchus mykiss)

exposta através da ração, Fraser et al. (2011) não verificaram efeitos tóxicos significativos através

do método de Tbars, no entanto, verificou patologias através da métodos histológicos.
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Os   nanomateriais   de   Carbono   apresentam   propriedades   químicas   e   físicas   que   podem

interferir em algumas metodologias que são utilizadas para avaliar a toxicidade destes materiais.

Uma   das   principais   metodologias   empregadas   por   grupos   que   estudam   estresse   oxidativo   é   a

diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCF­DA) um fluorocromo (Martin et al., 2011; Aranda et

al., 2013; Kong et al., 2013). Devido a estes problemas relatados em diferentes metodologias que

utilizam   fluorescência,   deve   ser   salientado   que   o   estudo   dos   nanomateriais   ainda   carece   de

metodologias apropriadas, porque os métodos utilizados até o presente momento não contavam com

as   variáveis   do   tamanho   e   a   maior   área   de   superficial  apresentadas   pelos   nanomateriais.  O

desenvolvimento de metodologias apropriadas são de extrema importância na atualidade, para poder

fornecer respostas próximas da ocorrência natural em termos ecotoxicológicos, onde também pouco

se sabe sobre o que acontece em níveis bioquímicos e moleculares. Sendo assim, estudos in vivo são

de extrema importância para fornecer dados sobre os efeitos no meio ambiente e nos organismos

exercidos   pelos   nanomateriais,   aspecto   que   gera   subsídios   de   conhecimento   aplicados   para   o

estabelecimento de normativa de uso seguro destes produtos.
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JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO

A   disposição   para   realizar   esta   pesquisa  se   justifica   pela   importância   dos   ambientes

aquáticos  em estudos de impactos  ambientais,  e os peixes representam um bom modelo para o

estudo destes, toda vez que muitos contaminantes acabam escoando para ambientes aquáticos, onde

causam grandes danos em todo ambiente. 

O   modelo   biológico   escolhido   para   o   trabalho  foi   o   peixe  Danio   rerio  (Ciprinidae,

Teleostei),   chamado  comumente  pela   comunidade  científica  de   “zebrafish”.  É  uma  espécie   de

climas quentes endógena do sul­asiático (Lawrence, 2007) e é considerado um ótimo modelo para

estudos   ecotoxicológicos   tanto  in   vivo  quanto  in   vitro,  devido  a   sua   relativa   facilidade   de

manutenção em biotério e ter todo seu genoma sequenciado (Best e Alderton, 2008). Estes animais

são comumente utilizados para estudos com nanotoxicologia   (Griffitt et al., 2007; Cheng et al.,

2009; Reddy et al., 2011; da Rocha et al., 2013).

Portanto, a simulação de uma situação mais próxima da ocorrência natural é o principal foco

em   estudos   ecotoxicológicos.   Neste   estudo,   realizamos   uma   verificação   de   uma   possível

contaminação do corpo de água onde os animais acabam vindo a utilizar o CNT juntamente com  o

alimento. 



8

OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar  o  potencial  de   toxicidade  de  nanotubos  de  carbono  de  paredes   simples   (SWCNT)   e

múltipla (MWCNT) através da dieta no organismo aquático Danio rerio (Cyprinidae).

Objetivos Específicos

Verificar   se   os   nanotubos   de   carbono   de   paredes   simples   (SWCNT)   e   múltipla   (MWCNT)

adicionados via dieta no organismo aquático Danio rerio (Cyprinidae) causam: 

• Realizar uma revisão bibliográfica sobre Nanoecotoxicologia em especies de peixes.

• Alteração no dano oxidativo lipídico em brânquias, cérebro, intestino e músculo.

• Alteração   na   concentração   de   proteínas   oxidadas   (grupos   carbonila)  através   de   cortes

longitudinais onde observe­se todos os seus órgãos. 

• Verificar   alterações  histológicas  observando  o  organismo  aquático  D.   rerio,  através  de

cortes longitudinais onde observe­se todos os seus órgãos. 

• Verificar possível interferência dos nanomateriais de carbono no método de determinação de

dano   lipídico   através   da   concentração   de   substâncias   reativas   ao   ácido   tiobarbitúrico

(TBARS).
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Esta tese foi realizada em três partes sendo a primeira uma contribuição como co­autor no

capítulo 11 “Nanoecotoxicology in Fish Species” do livro “Pollution and Fish Health in Tropical

Ecosystems”   publicado em  (2013). Na segunda parte foi realizada a exposição de peixes  Danio

Rerio a SWCNT e MWCNT, originando o manuscrito submetido a revista Chemosphere, fator de

impacto 3,34 com o título “Histology,  immunohistochemistry and  lipid peroxidation  in the fish

Danio  rerio  (Cyprinidae)  fed with  single and multi  walled carbon nanotubes” este experimento

apresentou resultados que foram primordiais para a concepção do próximo e terceiro trabalho no

qual   foi  verificada  a  possível   interferência  gerada por  nanomateriais  de  carbono a  os  métodos

flurimétricos o qual gerou o manuscrito a ser submetido a revista Ecotoxicology and Environmental

Safety,   fator   de   impacto   2,76   com   o   título  “Carbon   nanomaterials   interference   in   TBARS

(thiobarbituric acid reactive substances) Test”.
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Capítulo do Livro: Pollution and Fish Health in Tropical Ecosystems

Capítulo 11 do livro “Nanoecotoxicology in Fish Species” (2013)

Editores: Eduardo Alves de Almeida e Ciro Alberto de Oliveira Ribeiro

ISBN: 978­1­4822­1287­7.
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Manuscrito 1: Histology, immunohistochemistry and lipid peroxidation in the fish Danio rerio

(Cyprinidae) fed with single and multi walled carbon nanotubes

Submetido à revista: Chemosphere

(Fator de impacto 3,34)
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Manuscrito 2: Carbon nanomaterials interference in TBARS 

(thiobarbituric acid reactive substances) Test

A ser submetido à revista:  Ecotoxicology and Environmental Safety

(Fator de impacto 2,76)
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Considerações finais

Os resultados  do presente  trabalho são:  uma revisão  sobre Nanoecotoxicologia  em especies  de

peixes, apresentando diversas questões que devem ser consideradas quando se estuda os efeitos dos

nanomateriais   em   organismos   aquáticos,   tais   como   métodos   de     síntese   e   caracterização   do

nanomaterial   utilizado,   metodologia   adequada   e   escolha   do   organismo   modelo   estudado.  Na

segunda   parte,   foi   realizada   a   exposição   de   peixes  D.   rerio  a   SWCNT   e   MWCNT,   o   qual

demonstrou ser um excelente modelo para testes toxicológicos com o uso de nanomateriais, uma

vez que apresentou respostas aos efeitos deste nanomaterial, em exposições in vivo. Como Algumas

conclusões deste estudo, pode ser considerado que: (1) um exame histológico de animais inteiros

parece   ser   uma   estratégia   interessante   para   detectar   efeitos   CNT;   (2)   grupos   de   proteínas

carboniladas detectadas por imuno­histoquímica mostrou­se também uma boa opção para avaliar as

respostas em órgãos que, geralmente, não são considerados nos estudos nanotoxicologia como rim,

estômago e os olhos; e (3) resultados do TBARS apresentou uma contraditória resposta antioxidante

aparente observadas nas brânquias, os resultados apresentados neste segundo trabalho revelaram o

potencial tóxico do NTC aos peixes  D. rerio  quando expostos juntamente com a ração. Existem

controvérsias  a respeito  dos efeitos nocivos,  mas,  o principal  é a preocupação com descarte  de

produtos contendo CNT no ambiente, uma vez que já estão presentes no ambiente aquático. Este

experimento apresentou resultados que foram primordiais para a concepção do próximo e terceiro

trabalho no qual foi verificada a possível interferência gerada por nanomateriais de carbono a o

método   de   TBARS,   onde   foram   testados   C60  e   SWCNT   e   verificou­se   a  exacerbação   de

fluorescência e uma diminuição na fluorescência, fato comprova que  os resultados estão ligados

com as propriedades físicas dos nanomateriais, reduzindo a emissão de fluorescência quando os

nanomateriais estão em elevadas concentrações e mais agrupados, em concentrações mais baixas e

mais   dispersa  emitindo  mais   luz.  Portanto  apresentando  diferentes   padrões  de   interferência  de

acordo com a concentração de SWCNT e tecidos analisados, Por conseguinte, o ensaio TBARS não

é apropriado para amostras tratadas com CNT. A fase aquosa do C60  também interferiu no ensaio

TBARS com menos intensidade, no entanto, acredita­se que por causa da sua melhor dispersão.

Como continuação desta linha de trabalho, outras medidas fluorimétricas precisam de ser avaliadas

para possível interferência nanomateriais e amostras biológicas.

É   importante   que   as   novas   tecnologias   observem  o   que   diz   o   princípio   da   precaução,   e   a

comunidade científica que não pode prever tudo, mas, pode reduzir o risco.    
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