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RESUMO 

Como resultado do crescimento da população humana e da mudança nos padrões 

de vida, produção, consumo e eliminação de resíduos, os contaminantes ambientais 

estão aumentando em quantidade e espécie. Os nanomateriais, considerados 

contaminantes emergentes, se destacam nesse contexto.  Suas propriedades físicas 

e químicas distintas podem diminuir os custos de produção e melhorar a eficiência 

de uma gama enorme de produtos que vão de cosméticos a eletroeletrônicos. Os 

nanotubos de carbono (NTCs) são, desde a década de 90, um dos tipos de 

nanomateriais mais estudados em função de suas propriedades intrínsecas que lhes 

asseguram protagonismo nos mais variados setores da indústria do século 21. 

Tendo em vista que a genotoxicidade dos nanotubos de carbono é um assunto ainda 

muito controverso, nós realizamos testes de exposição aguda e subcrônica por via 

hídrica a uma amostra comercial de nanotubos de carbono de paredes múltiplas em 

diferentes concentrações em duas espécies de peixes; um modelo exótico (Danio 

rerio), e uma espécie nativa (Astyanax altiparanae). Através do ensaio cometa em 

eritrócitos e do teste do micronúcleo písceo, também em eritrócitos, foi constatado 

que a amostra de nanotubos de carbono testada não produziu genotoxicidade 

aparente por meio de quebras de simples/dupla fita no DNA ou efeitos castogênicos 

e/ou aneugênicos em nenhuma das espécies, independentemente do tempo de 

exposição. Todavia, os resultados obtidos indicam a possibilidade de ocorrência de 

crosslinks DNA-NTCs.  

 

Palavras-Chave: Nanotubos de carbono; Genotoxicidade; Astyanax altiparanae; 

Danio rerio; Ensaio Cometa; Teste do Micronúcleo Písceo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

As a result of the human population growth and changing life styles, production, 

consumption, and man-made disposal, the environmental contaminants are 

increasing in quantity and type. The nanomaterials, considered emerging 

contaminants, stand out in this context. Their unique fiscal and chemical proprieties 

may decrease the production costs and improve the efficiency of a large range of 

products, from cosmetics to eletro-eletronics. The carbon nanotubes (CNTs) are, 

since the 90´s, one of the most studied nanomaterials because of its intrinsic 

proprieties that assure them important roles in several industrial sectors of the 21st 

century. Since the carbon nanotubes genotoxicity is still a controversial issue, we 

performed tests of acute and subcronical hydric exposal to a commercial sample of 

multi-walled carbon nanotubes in two fish spices, an exotic model (Danio rerio) and a 

native one (Astyanax altiparanae). Making use of the alkaline comet assay on 

erythrocytes and the piscine micronucleous also performed on erythrocytes, was 

found that the tested carbon nanotubes sample did not generate apparent 

genotoxicity by means of single/double DNA strand break or clastogenic/aneugenic 

effects over any of the species, independently of the exposure time. However, our 

findings indicates the possibility of occurrence of DNA-CNTs crosslinks. 

 

Key Words: Carbon Nanotubes; Genotoxicity; Astyanax altiparanae; Danio rerio; 

Comet Assay; Piscine Micronucleous Test. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 As nanociências e nanotecnologia referem-se, respectivamente, ao estudo de 

estruturas que se apresentam em escala nanométrica e da aplicação tecnológica 

destas para produção de novos materiais. Essa notável tecnologia contempla, a 

dimensão física representada por uma unidade equivalente a um bilionésimo do 

metro, o nanômetro. Sendo, portanto, resultado da crescente capacidade de 

manipulação de átomos e de moléculas, cuja observação requer microscópios 

especiais (NOVO, 2013).  

A ideia de nanotecnologia como uma ciência de manipulação molecular ou de 

escala nanométrica é desde os anos 1950 um fascínio para muitos pesquisadores. 

Com os avanços da microscopia e de outras técnicas, a nanotecnologia se tornou, 

nos últimos 10 anos, uma das áreas mais importantes da ciência e da inovação 

tecnológica, com estimativa de investimento da ordem dos 3,3 trilhões de dólares em 

2018 (FRANCHI et al., 2012; TNS, 2015). 

As aplicações da nanociência e da nanotecnologia têm impacto 

marcadamente positivo em muitos aspectos do cotidiano, por exemplo, provendo 

meios de produção de energia limpa e água potável. Centenas de bens de consumo 

contendo nanomateriais em sua composição estão no mercado, e já existe uma 

série de aplicações para eles na medicina (SAVOLAINEN et al., 2010). 

Diferentes tipos de nanomateriais estão sendo descobertos e, por viabilizarem 

produtos finais mais eficientes, leves, adequados e principalmente de baixo custo, 

muitos destes se encontram em fase de comercialização em cosméticos, 

eletrodomésticos, vestimentas e em diversos utensílios e equipamentos 

(PASCHOALINO; MARCONI; JARDIM, 2010). 

Dentre os nanomateriais mais promissores destacam-se os nanotubos de 

carbono, descritos pela primeira vez por Sumio Iijima em 1991. Algumas de suas 

propriedades físico-químicas são muito particulares, abrindo um grande leque de 

oportunidades para o emprego dessas estruturas na indústria, na biotecnologia e na 

medicina (THOSTENSON; REN; CHOU, 2001). De fato, os nanomateriais de 

carbono têm sido protótipos para o desenvolvimento da nanociência e 
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nanotecnologia devido, sobretudo, à riqueza de suas variadas propriedades 

estruturais e eletrônicas (INTC, 2016). 

Não obstante, as mesmas propriedades que tornam os nanomateriais tão 

atrativos, como pequeno tamanho de partícula, forma variada e elevada área 

superficial, podem também ser responsáveis por efeitos nocivos aos organismos 

vivos, conforme indícios reportados por estudos toxicológicos com microorganismos, 

algas, peixes, roedores e células humanas in vitro (PASCHOALINO, MARCONI e 

JARDIM, 2010).  

A síntese e o uso de nanotubos podem levar à sua liberação no meio 

ambiente, particularmente no meio aquático. Isto pode ser resultante da sua 

presença em efluentes ou do escoamento de resíduos dos aterros e lixões. Dessa 

forma, dados sobre o destino e o comportamento dos nanotbubos em diferentes 

tipos de sistemas hídricos naturais, assim como sua ecotoxicidade, são essenciais 

para a avaliação quantitativa de risco ambiental. O desenvolvimento, produção, uso 

e descarte de novas tecnologias têm sido apontados frequentemente como causa de 

impacto significativo no ambiente (LUKHELE et al., 2015). 

À despeito disso, existe relativa falta de informação acerca dos impactos 

causados por nanotubos para a saúde humana e para o ambiente. São poucos os 

estudos que abordam seus efeitos tóxicos e, frequentemente, os resultados são 

divergentes (PATLOLLA, KNIGHTEN e TCHOUNWOU, 2010).  Dados de exposição 

e de efeito são necessários para a compreensão dos riscos apresentados por estes 

novos materiais. Alguns trabalhos recentes avaliaram as fontes, o comportamento, o 

destino, e os mecanismos de toxicidade dos nanomateriais de carbono. A maioria 

destes trabalhos comumente conclui que são necessárias investigações adicionais 

no campo da nanoecotoxicologia e que futuros estudos devam incluir uma melhor 

caracterização dos materiais testados e dos mecanismos de exposição. Além disso, 

dada a grande diversidade nas propriedades físico-químicas dos materiais 

nanoestruturados de carbono, é com frequência que se conclui que uma avaliação 

de risco será significativa somente quando efetuada caso a caso (JACKSON et al., 

2013). 

Sob o escopo da ecotoxicologia, o entendimento sobre a toxicidade dos 

nanotubos representa um grande desafio não somente devido às inúmeras variáveis 
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envolvidas, mas também, devido ao foco reduzido que esse segmento tem recebido 

dentro da nanotoxicologia. Para Jackson et al. (2013) a avaliação acerca dos riscos 

que os nanotubos de carbono podem representar para a saúde humana está em 

estágio avançado, entretanto, muitas lacunas ainda existem sobre a identificação 

dos perigos ambientais e avaliação de exposição e efeito. De fato, na declaração de 

Parma sobre meio Ambiente e Saúde em 2010, ministros representantes dessas 

áreas dos 53 Estados-Membros do Escritório Regional da Organização Mundial da 

Saude para a Europa listaram as implicações da nanotecnologia e nanopartículas 

para a saúde entre os principais desafios ambientais da atualidade (WHO, 2013). 

A avaliação toxicológica de partículas e fibras em escala manométrica 

contribui para uma série de questões ligadas à utilização de nanomateriais em 

produtos comerciais. Sendo assim, o entendimento dos mecanismos de cito e 

genotoxicidade de um dado nanomaterial são fundamentais para a definição de seu 

impacto ambiental e de estratégias de proteção aos trabalhadores e consumidores 

(FRANCHI et al., 2012). A investigação proativa do impacto dos Nanotubos de 

Carbono no ambiente aquático merece atenção urgente. Isso porque a 

sustentabilidade de uma dada tecnologia, desde o aspecto econômico, social, 

ambiental e governamental, é dependente do entendimento de seus impactos para 

os seres humanos e outras formas de vida no ambiente (LUKHELE et al., 2015). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Nanotubos de Carbono 

Nanotubos são alótropos de carbono constituídos de folhas de átomos 

arranjados em uma disposição hexagonal (grafeno) enroladas, formando um cilindro 

oco com diâmetro de 2,2 a 30 nanômetros e comprimento muito variável, podendo 

chegar a mais de 1 micrômetro. Sua síntese é possível a partir da utilização de 

métodos físico-químicos similares àqueles utilizados na produção de C60 ou fulereno, 

outra forma alotrópica do carbono, porém com formato esférico (IIJIMA, 1991). 

Segundo Larrudé (2007), na última década três métodos principais foram 

utilizados para a obtenção de nanotubos de carbono, dois métodos de altas 

temperaturas, o método de descarga por arco e o de ablação por laser, e um método 

de baixa temperatura, o método de deposição química por vapor (CVD do inglês, 

Chemical Vapor Deposition). Os primeiros são baseados na condensação de átomos 

de carbono gerados pela evaporação (sublimação) de carbono a partir de um 

precursor sólido, geralmente, grafite de alta pureza. O segundo se baseia na 

decomposição de gases (ou vapores) precursores contendo átomos de carbono, 

geralmente, um hidrocarboneto, sobre um metal de transição (como Fe, Ni, Co e Mo) 

que atua como catalisador. Essa técnica é a mais popular e amplamente usada 

devido a facilidade de seu emprego, ao baixo custo e a alta produtividade em larga 

escala (KUMAR; ANDO, 2010). 

Os nanotubos de carbono (NTCs) podem ser classificados em dois tipos 

principais: I - os nanotubos de paredes únicas ou SWNT (Single-Wall carbon 

Nanotubes), que consistem em apenas um único cilindro de grafeno, e II - os 

nanotubos de paredes múltiplas ou MWNT (Multi-Wall carbon Nanotubes), que são 

formados por vários cilindros de grafeno concêntricos (IIJIMA, 2002) (Figura 01). 

Suas propriedades eletrônicas são verdadeiramente impressionantes e têm 

recebido muita atenção, pois, embora os nanotubos de carbono sejam constituídos 

puramente de átomos de carbono, suas propriedades físicas podem variar 

significativamente dependendo sensivelmente da estrutura microscópica do tubo. O 

mais proeminente é seu caráter metálico ou semicondutor, aproximadamente 2/3 
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das possíveis estruturas de nanotubos são semicondutoras e 1/3 são metálicas 

(KUMAR; ANDO, 2010). 

 

Figura 01: Nanotubos de Carbono de Paredes Múltiplas identificados em 1991. À esquerda: esquema 
evidenciando o arranjo dos átomos de carbono na composição NTCs de paredes múltiplas. À direita: 
micrografia eletrônica evidenciando a ultraestrutura e o diâmetro aproximado do Lúmen dos NTCs de 
paredes múltiplas.  Fonte: Ijima, 2002. 

 

Devido às forças de van Der Waals, os nanotubos tendem a se dispor de 

forma linear levando à formação de longos feixes de fios dispostos em paralelo 

(DRESSELHAUS; DRESSELHAUS; EKLUND, 1996). Essas características são 

responsáveis por algumas propriedades químicas e mecânicas não encontradas em 

outros materiais. Dentro da mesma fração de massa, são de 10 a 100 vezes mais 

fortes do que o aço, fundem a uma temperatura de 2800°C no vácuo, sua 

condutibilidade elétrica é 1000 vezes maior do que a dos fios de cobre, sua 

condutibilidade térmica é duas vezes maior do que a do diamante e apresentam 

relativa elasticidade quando comparados a outros materiais extremamente 

resistentes (THOSTENSON, REN; CHOU, 2001). 

Em função dessas propriedades, os NTCs podem ser utilizados no 

enriquecimento de plásticos, como protetores contra a radiação eletromagnética de 
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celulares e laptops, supercapacitores, baterias de lítio, células combustíveis de 

hidrogênio, células fotovoltaicas, displays de diversos dispositivos, lâmpadas de 

longa duração, sensores de gás, sensores térmicos, microcircuitos elétricos e até em 

aparelhos de raios-X (BAUGHMAN; ZAKHIDOV; HEER, 2002). Existe uma grande 

possibilidade de que os nanotubos passem a ser utilizados na medicina para 

produção ou melhoria de materiais biocompatíveis ou como carreadores de drogas 

para o meio intracelular no tratamento de doenças, inclusive do câncer 

(KUSHWAHA et al., 2013). Há também propostas de utilização de nanotubos para a 

remoção de íons de metais pesados em efluentes (FU; WANG, 2011). 

Assim como para outros nanomateriais, a reatividade biológica e toxicidade 

dos NTC têm se mostrado dependente de inúmeros fatores físico-químicos, como o 

seu comprimento, diâmetro, área de superfície, presença e natureza de resíduos de 

catalisadores, bem como sua funcionalização química através da adição de grupos 

covalentes em sua superfície ou extremidades (LANONE et al., 2013). 

Lindberg et al. (2009), demonstraram diminuição da viabilidade celular e 

genotoxicidade em células brônquio-epiteliais humanas em contato com NTCs. 

Sargent et al. (2009), apontaram os NTCs como causa de anormalidades no fuso 

mitótico, formação de cromossomos aberrantes e aneuploidias em células epiteliais 

das vias respiratórias humanas. Indução de micronúcleos, resposta inflamatória, 

efeitos clastogênicos e aneugênicos foram atribuídos aos nanotubos por Muller et al. 

(2008). Sharma et al. (2007) verificaram que os NTCs foram responsáveis pela 

formação de espécies reativas de oxigênio e, consequente estresse oxidativo em 

células epitélio-pulmonares de camundongos. Como evidência do potencial 

carcinogênico dessa classe de nanopartículas, Takagi et al. (2008) demonstraram a 

indução de mesotelioma em ratos a partir da injeção intraperitoneal de nanotubos de 

paredes múltiplas, esse fato, segundo Toyokuni (2013), torna o efeito carcinogênico 

dos MWCT sobre as células pulmonares comparável ao dos asbestos. 

Contudo, avaliar os possíveis efeitos tóxicos dos NTCs para a saúde e para o 

meio ambiente ainda parece ser uma tarefa desafiadora. Os dados existentes sobre 

sua toxicidade são ainda limitados e conflitantes e muitos esforços ainda devem ser 

direcionados a este campo. O que se pode adiantar é que não há efeitos tóxicos 

generalizados para os NTCs, mas o que se observa é a existência de diversos graus 
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de risco para as diferentes amostras, sendo que esses dependem das condições de 

síntese e processamento das mesmas (FRANCHI et al., 2012). 

 

2.2 Bioensaios e Bioindicadores. 

A utilização de bioensaios em pesquisas no campo da toxicologia é vantajosa 

no sentido de possibilitar o estudo dos efeitos tóxicos de contaminantes específicos 

em organismos seja de forma isolada ou associada (caso seja mais de uma 

substância a ser estudada), reduzindo a influência de variáveis ambientais. Desta 

forma, é possível fazer um estudo da especificidade relativa de alguns efeitos e com 

os xenobiontes utilizados (AKAISHI, 2003; JHA, 2008). 

Segundo Magalhães e Ferrão-Filho (2008), quando xenobiontes são lançados 

no meio ambiente, as análises químicas e físicas por si só não retratam o real 

impacto causado por esses agentes aos ecossistemas naturais e à saúde humana, 

de forma que, somente sistemas biológicos (organismos ou partes deles) podem 

detectar os efeitos tóxicos desses agentes. A aplicação dos testes de toxicidade é 

bastante abrangente e sua importância aumenta à medida em que cresce a 

complexidade das transformações químicas no meio ambiente. 

 Os sistemas-teste se constituem de organismos indicadores que, devido às 

suas características de pequeno limite de tolerância a determinados xenobióticos, 

apresentam alguma alteração, seja ela fisiológica, morfológica ou comportamental. 

As exposições de organismos teste são feitas em diferentes concentrações de 

substâncias e compostos químicos, amostras de efluentes ou água bruta, por um 

determinado período de tempo. A exposição a um agente tóxico pode ser aguda, 

quando a concentração letal do agente é liberada em um único evento e 

rapidamente absorvida, ou crônica, quando o agente é liberado em eventos 

periodicamente repetidos em concentrações subletais, durante um longo período de 

tempo (MAGALHÃES; FERRÃO-FILHO, 2008). 

 Os bioindicadores ideais para bioensaios devem, preferivelmente, ser 

organismos nativos como sentinelas ambientais, apresentando capacidade de 

sobreviver tanto em ambientes com ausência de contaminantes, quanto na presença 
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deles, além de ser abundantes no ambiente e adaptar-se bem em condições 

experimentais (PANDRANGI et al., 1995). 

 

2.3 Peixes como modelo para estudo de toxicidade 

Um indicador biológico ideal em estudos de toxicologia deve ser 

taxonomicamente bem definido, apresentar distribuição geográfica ampla, ser 

abundante e de fácil coleta, ter baixa variabilidade genética e ecológica, 

preferencialmente possuir tamanho grande, apresentar baixa mobilidade e longo 

ciclo de vida, dispor de características ecológicas bem conhecidas e ser de fácil 

manejo em laboratório (AL-SABTI, 1991; GRABARKIEWICZ; DAVIS, 2008).  

A utilização de animais em experimentos permite a administração da 

substância em estudos por diversas vias, através do alimento, da água ou por 

injeções. Além disso, há possibilidade de avaliar efeitos em tecidos específicos, em 

células somáticas ou germinativas e comparar contaminações agudas e crônicas, 

bem como, de certa forma, extrapolar os efeitos observados nos organismos 

utilizados em experimento, para condições de exposição de compostos químicos em 

seres humanos (RABELLO-GAY et al., 1991). 

Peixes são organismos apropriados como bioindicadores de toxicidade no 

ambiente, primeiro, pela função que desempenham nas cadeias tróficas e segundo, 

por conta de sua sensibilidade a baixas concentrações de agentes tóxicos, típicas 

dos ambientes aquáticos poluídos (ÇAVAS; ERGENE-GÖZÜKARA, 2005). 

Sobretudo, é um grande e diverso grupo de vertebrados, os quais atuam em 

múltiplos níveis tróficos, requerem grande volume de água para respiração 

intensificando sua exposição via hídrica aos contaminantes presentes no ambiente 

aquático (AL-SABTI, 1991). 

Muitos peixes podem metabolizar xenobióticos orgânicos por sistemas 

enzimáticos eficientes produzindo resíduos que podem se associar a 

macromoléculas críticas como proteínas e/ou DNA (BOLOGNESI et al., 2006). 

Devido ao fato de responderem aos agentes tóxicos de maneira similar aos grandes 

vertebrados, os peixes, podem assim, atuar como sentinelas para indicar o potencial 
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de exposição das populações humanas a esses agentes quando presentes na água 

(AL-SABTI; METCALFE, 1995). 

 

2.3.1 Danio rerio 

O Danio rerio (Figura 02), peixe-zebra ou zebra-fish (também chamado de 

paulistinha no Brasil) é um dos mais importantes organismos modelo de vertebrados 

em genética, biologia do desenvolvimento, neurofisiologia e na ecotoxicologia. Essa 

espécie apresenta uma série de atributos que a tornam particularmente interessante 

para manipulação experimental. É um peixe pequeno, robusto, e um grande número 

de exemplares pode ser mantido de forma fácil e barata em laboratório, onde podem 

se reproduzir durante todo o ano. A sua força como um organismo modelo se 

justifica pelo fato de que, como sendo um vertebrado, é mais comparável aos seres 

humanos do que os modelos de invertebrados, tais como Drosophila melanogaster, 

e por outro lado, é mais aprazível à manipulação genética e embrionária do que 

espécies-modelo de mamíferos, em que tais procedimentos são tanto mais 

complicados e dispendiosos (SPENCE et al., 2008). 

O peixe-zebra pertence à família de peixes de água doce Cyprinidae, a família 

de vertebrados mais rica em espécies. Atualmente existem 44 espécies no gênero 

distribuídos em todo o sul e sudeste da Ásia, com maior diversidade no nordeste da 

Índia, Bangladesh e Birmânia. O nome Danio deriva do nome Bengali '' dhani '', que 

significa ''do campo de arroz''. Eles são caracterizados pelo pequeno tamanho (<120 

mm de comprimento total), e por um padrão distinto de coloração alternando listras 

horizontais escuras e claras. Sua dieta natural consiste principalmente de 

zooplâncton e insetos, embora fitoplâncton, algas filamentosas e material vegetal 

vascular, esporos e ovos de invertebrados, escamas de peixe, aracnídeos, detritos, 

areia e lama já tenham sido relatados a partir da análise de conteúdo do intestino 

(SPENCE et al., 2008). 

Danio rerio já é um modelo bem estabelecido para estudo de genotoxicidade 

in vitro. Suas células em cultura têm sido utilizadas para determinar genotoxicidade, 

citotoxicidade, teratogenicidade e embriotoxicidade em resposta a diversos tipos de 

agentes, como antibióticos, endotoxinas, metais e radiação. Essa espécie tem se 
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mostrado um substituto eficiente para os estudos de toxicidade em células de 

mamíferos in vivo. As células de suas brânquias, fígado, sangue e gônadas são 

corriqueiramente empregadas em ensaios como cometa e micronúcleo para a 

avaliação de toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de uma ampla gama de 

compostos (CHAKRAVARTHY et al., 2014). 

 

 

Figura 02: Danio rerio (paulistinha ou zebrafish). Fonte: Andy Rapson, disponível em 
http://www.fishtanksandponds.co.uk/galleries/photo-pages-fw-tropical/cypriniformes/danio-rerio-zebra-
danio.html. Acesso em 08/08/2016. 

 

2.3.2 Astyanax altiparanae 

Astyanax é considerado o gênero mais representativo da subfamília 

Tetragonopterinae, sendo um dos gêneros dominantes na América do Sul. Sua 

distribuição geográfica é ampla na região Neotropical e o gênero possui 

aproximadamente uma centena de espécies e subespécies nominais (GARUTTI & 

BRITSKI, 2000). 
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A revisão taxonômica dos Astyanax das bacias do Paraná, do São Francisco 

e Amazônica feita por Garutti (1995) resultou na reestruturação da nomenclatura das 

espécies deste gênero, passando-se à denominação de Astyanax altiparanae para o 

lambari-do-rabo-amarelo ou tambiú que ocorre na bacia do Rio Tietê e seus 

afluentes. 

O lambari-do-rabo-amarelo (Figura 03) é uma espécie de pequeno porte, que 

quando adulto, atinge de 7 a 15 cm de comprimento, podendo chegar a 60 gramas 

de peso. Possui hábito alimentar onívoro e seu crescimento é rápido, chegando à 

maturidade sexual com cerca de quatro meses de idade em condições de cultivo, 

normalmente com 7 a 9 cm de comprimento para os machos e 12 a 15 cm de 

comprimento para as fêmeas (ALMEIDA, 2007). Apresentam o corpo prateado, com 

a região ventral esbranquiçada e dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e 

pélvicas são amareladas enquanto as demais são hialinas ou levemente 

amareladas. Na caudal, ainda, há uma faixa mediana negra estendida à extremidade 

dos raios medianos, separando o lobo superior do inferior. Acima da pupila, há uma 

mancha amarelo-ferrugem (GARUTTI; BRITSKI, 2000). Contudo, como esta espécie 

ocorre numa grande diversidade de microambientes, as populações desse lambari 

não são homogêneas quanto à morfologia. 

A elevada plasticidade alimentar de Astyanax altiparanae, bem como sua 

capacidade de se reproduzir em diversos ambientes, explicam o sucesso desta 

espécie no processo de colonização de novos habitats. Entretanto, observa-se uma 

preferência pela permanência em águas mais lênticas (RAMSDORF, 2007). 

Embora o emprego de espécies desse gênero em bioensaios de toxicidade 

ainda não seja tão amplamente observado, Lemos et al. (2008), Silva et al. (2010), 

Erbe et al. (2011), Ramsdorf (2007), Ramsdorf et al. (2012), Delmond (2013) e Freire 

et al. (2015), demonstraram que essa pode ser uma opção interessante quando se 

pretende avaliar as respostas toxicológicas em espécies nativas do sul do Brasil. 
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Figura 03: Exemplares da espécie Astyanax altiparane. Fonte: o autor. 

 

2.4 Biomarcadores de Genotoxicidade 

Diversas definições tem sido adotadas para o termo “biomarcador”, que é 

geralmente usado em um sentido amplo para incluir quase qualquer medida que 

reflita uma interação entre um sistema biológico e um potencial risco, podendo este 

ser de origem química, física ou biológica. Um biomarcador pode ser definido como 

uma mudança em uma resposta biológica (molecular, celular, fisiológica ou 

comportamental) a qual pode estar relacionada à exposição a efeitos tóxicos de 

contaminantes ambientais (VAN DER OOST, BEYER e VERMEULEN, 2003). 

Substâncias tóxicas podem desafiar sistemas biológicos de diversas formas. 

Considerando as limitações inerentes na avaliação da sucesso reprodutivo na biota 

natural por demandar recursos intensivos, é sensato avaliar outras respostas 

compensatórias sub-letais nos compartimentos somáticos e se viável, nos 

germinativos dos organismos. Na verdade, estas respostas compensatórias sub-

letais (por exemplo; baixa taxa de rotatividade de proteínas, danos no DNA, etc.) têm 

sido o foco principal de estudos ecotoxicológicos nas duas últimas décadas, elas 
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influenciam o metabolismo energético, o fitness e sucesso reprodutivo. Isto traz 

consequências em nível de população. Com efeito, é sugerido que o aumento da 

instabilidade genômica desempenha um papel importante na redução da 

adaptabilidade de populações não só em estudos de laboratório, mas também no 

campo (JHA, 2008). 

Os agentes genotóxicos são aqueles que interagem com o DNA produzindo 

alterações em sua estrutura ou função e quando essas alterações se fixam de forma 

capaz de serem transmitidas, denominam‐se mutações (CETESB, 1992). Para 

Alberts et al., (2002) em curto prazo e do ponto de vista de um único organismo, a 

alteração genética é quase sempre prejudicial, especialmente em organismos 

multicelulares, nos quais a mutação está mais inclinada a perturbar o 

desenvolvimento e a fisiologia extremamente complexos e sintonizados de um 

organismo. 

 Dano genético é um fenômeno natural que ocorre endogenamente nas 

células, como resultado da respiração e do metabolismo oxidativo, mas este dano é 

continuamente reparado por uma variedade de processos presentes em todas as 

células. No entanto, quando o dano genético supera a capacidade da maquinaria 

celular em lidar com essas lesões, elas passam a se acumular, o que pode conduzir 

a uma ampla variedade de resultados adversos, incluindo a apoptose, falhas no ciclo 

celular e mutagênese, que pode desencadear o processo de carcinogênese 

(BEEDANAGARI et al., 2014). 

Um número considerável de contaminantes listados em diversos estudos têm 

sido apontados como sendo genotóxicos. Essa genotoxicidade tem sido 

estabelecida usando uma ampla gama de testes in vivo e in vitro como o teste de 

identificação de mutações em Salmonella (Ames), adutos de DNA, erros de 

replicação, atividade da enzima P-450 monoxigenase, quebras de DNA, aberrações 

cromossômicas, indução de micronúcleos, e trocas entre cromátides-irmãs 

(PANDRANGI et al., 1995). Os modelos de teste para avaliação de genotoxicidade 

são divididos em grupos de acordo com o sistema biológico empregado e seus 

parâmetros genéticos detectáveis. Ensaios com procariotos possibilitam a detecção 

de agentes que induzem mutação de ponto, por outro lado, análises em eucariotos 
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possibilitam a detecção de desvios maiores, variando de mutações gênicas a 

aberrações cromossômicas (MARIN MORALES e LEME, 2009). 

 

2.4.1 Eletroforese de Células Isoladas (ensaio cometa) 

O ensaio cometa ou eletroforese de células isoladas (single cell gel 

electrophoresis) é uma técnica simples e sensível utilizada mais frequentemente 

para medir o nível de dano causado por um determinado agente ao DNA quando 

células isoladas são lisadas e submetidas à eletroforese em microgel de agarose 

(SPEIT; HARTMANN, 2006). 

Foi descrito pela primeira vez por Östling e Johanson (1984) como uma 

ferramenta para o estudo de danos induzidos por radiação no DNA de células 

isoladas de mamíferos. Entretanto, originalmente o protocolo permitia apenas a 

identificação de danos oriundos de quebras de dupla-fita. Pouco tempo depois, 

Singh et al.(1988) estudando os efeitos da radiação e do peróxido de hidrogênio em 

linfócitos humanos isolados modificaram o protocolo original realizando a corrida 

eletroforética em condição de PH alcalino, o que permitiu a identificação de sítios 

álcali-lábeis, sítios de reparação tardia e danos oriundos de quebras de fita simples. 

Mais tarde, Speit e Hartmann (1999) apresentaram um protocolo contemplando os 

mais importantes aprimoramentos que a técnica recebeu ao longo de seus primeiros 

anos de emprego como o uso de lâminas pré-revestidas com agarose em 

combinação com a secagem de géis e a fixação dos cometas. Tais aprimoramentos 

tornaram o ensaio mais sensível, mais versátil e menos dispendioso. 

Com essas modificações no protocolo original, o ensaio cometa se tornou o 

método mais popular para diagnóstico de danos causados ao DNA oriundos das 

mais diversas fontes (radiação, oxidação, etc.) e aplicável em vários contextos como 

estudos de genotoxicidade em organismos diversos, monitoramento da saúde 

humana, ecotoxicologia e estudos dos mecanismos básicos de reparo genético 

(COLLINS et al., 2013). 

Na prática, o que sustenta uma interpretação positiva de dano ao DNA na 

aplicação do ensaio cometa é a premissa de que possíveis agentes genotóxicos que 

possam provocar quebras de fita simples ou de dupla fita no DNA irão gerar variável 



26 

número de fragmentos que podem ser analisados por separação eletroforética em 

microgel de agarose (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). Ao migrarem em direção 

ao polo positivo, os nucleoides cujo DNA não apresenta quebras migram intactos, 

aparecendo como esferas, enquanto os nucleoides com DNA danificado se 

apresentam na forma de um cometa, pois os fragmentos gerados pelas quebras 

migram mais rápido dando origem a uma cauda, e deixando para trás o DNA não 

danificado que corresponde a cabeça (SINGH et al., 1988). 

De acordo com Collins (2004), o nível de dano pode ser classificado em 5 

categorias (Figura 04) com base no comprimento e densidade da cauda em relação 

ao diâmetro da cabeça, onde 0 é ausência de dano e 4 corresponde ao dano 

máximo. Segundo Tice (2000), tanto no método neutro quanto no método alcalino é 

possível ainda encontrar “hedgehogs” - cometas com cabeças muito reduzidas e 

caudas extensas e densas que correspondem a apoptoses (Figura 04). A análise 

desses parâmetros pode ser visual ou automatizada (COLLINS et al., 2013). 

A técnica pode ser aplicada virtualmente em qualquer tipo de célula que 

contenha núcleo e que seja de fácil obtenção, dando-se preferência àquelas 

provenientes de tecidos desagregados, para minimizar o uso de técnicas mecânicas 

ou enzimáticas de isolamento (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). Os tipos mais 

comuns são: leveduras, células da homolinfa de moluscos e artrópodes, eritrócitos 

de peixes, núcleos extraídos de tecidos vegetais e linfócitos de mamíferos (JHA, 

2008). Nos testes de genotoxicidade em humanos utiliza-se preferencialmente 

células da mucosa bucal, epitélio nasal, espermatozoides e principalmente linfócitos 

periféricos (COLLINS et al., 2013). 

Figura 04: Nucleóides com magnificação de 640X; Dano 0 (A), Dano 1 (B), Dano 2 (C), Dano 3 (D), 
Dano 4 (E) e Apoptose (F). Fonte: O autor. 
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Em peixes, o ensaio cometa é mais frequentemente aplicado em eritrócitos e 

linfócitos do sangue periférico pelo fato de que esses tipos celulares podem ser mais 

facilmente obtidos e armazenados, sem necessidade de desagregação celular 

(BELPAEME et al., 1998). O sangue também apresenta a vantagem de apresentar 

em sua composição aproximadamente 97% de eritrócitos nucleados e apenas cerca 

de 3% de leucócitos, o que confere alta homogeneidade ao tecido (MITCHELMORE 

e CHIPMAN, 1998). 

Uma das maiores críticas da técnica é que a ocorrência de quebras no DNA 

não pode ser atribuída a uma exposição específica (BELPAEME et al., 1998). As 

quebras no material genético podem ocorrer através de um grande número de 

mecanismos como radiação ionizante nos locais álcali-lábeis, entre outros. Dessa 

forma, é importante reconhecer que as quebras podem ocorrer por vias não 

relacionadas diretamente com a genotoxicidade de um químico. A ativação de 

enzimas como as endonucleases e as topoisomerases podem resultar em um 

elevado número de quebras bem como elevados níveis de compostos reativos 

endógenos, como radicais super-óxidos e óxido nítrico. Assim, quebras podem 

refletir efeitos diretos de substâncias xenobióticas bem como variações nos níveis de 

compostos celulares endógenos reativos, como radicais superóxidos ou óxido 

nítrico, por exemplo (MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998). 

Ademais, de acordo com Speit e Hartmann (1999), os crosslinks (DNA-DNA 

ou DNA-proteína), como aqueles Induzidos pela mostarda de azoto, cisplatina, 

ciclofosfamida ou formaldeído, podem causar problemas no protocolo padrão do 

teste. Isso por que sua ocorrência pode estabilizar o DNA cromossômico e inibir a 

sua migração. 

Há críticas também quanto ao uso do ensaio cometa no campo da 

ecotoxicologia sob o argumento de que o teste por si só talvez não seja uma 

ferramenta robusta para gerar dados ecogenotoxicológicos relevantes, a menos que 

os resultados possam ser correlacionados com outros biomarcadores. A despeito 

disso, por ser um teste de baixa especificidade, sensível, rápido e econômico, este 

vem sendo aplicado nos últimos anos com essa finalidade em vários táxons 

filogeneticamente distintos, como plantas inferiores e plantas superiores, 

oligoquetos, poliquetas, planárias, crustáceos, insetos, bivalves, gastrópodes, 
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equinodermos, peixes (em diferentes níveis tróficos), anfíbios e mamíferos (JHA, 

2008). 

O emprego da técnica já tem mais de 20 anos e é seguramente a mais usada 

para a avaliação de genotoxicidade. Para Collins et al. (2013), a grande 

popularidade do ensaio cometa é merecida pelo baixo custo de sua aplicação, por 

dispensar o emprego de equipamentos mais sofisticados, pela grande sensibilidade 

do teste, e pela possibilidade do emprego de incrementos que possibilitam adaptá-lo 

para atender a finalidades mais específicas no estudo da genotoxicidade e do reparo 

no DNA. 

 

2.4.2 Teste do Micronúcleo Písceo 

A possibilidade de ocorrência de micronúcleos após o término da divisão 

celular é há bastante tempo conhecida pelos citologistas, mas sua primeira 

descrição como um biomarcador de danos ao DNA foi apresentada na década de 70 

a partir de uma série de estudos com medula óssea de hamster chinês e outros 

roedores tratados com compostos genotóxicos, a princípio, como uma alternativa 

aos métodos clássicos de citogenética (HEDDLE, 1973; SCHMID, 1975). 

 Micronúcleo (MN) pode ser definido como um núcleo adicional e separado do 

núcleo principal de uma célula, formado por cromossomos ou fragmentos de 

cromossomos que não são incluídos no núcleo principal durante a mitose. Sua 

formação se deve a alterações estruturais cromossômicas espontâneas ou 

decorrentes de fatores exógenos ou, ainda, a falhas no fuso mitótico, sendo, 

portanto, excluído do novo núcleo formado na telófase (SCHMID, 1973). Para 

Tolbert, Shy e Allen (1992), os micronúcleos são distinguíveis por cinco 

características: a) estrutura da cromatina similar e intensidade de cor semelhante ou 

mais fraca que a do núcleo principal; b) borda evidente, sugerindo membrana 

nuclear; c) ter formato arredondado; d) localização intracitoplasmática; e) diâmetro 

menor do que 1/5 e maior do que 1/10 do núcleo principal. 

Os cromossomos presentes nos MNs são primeiramente oriundos de falhas 

no fuso mitótico, cinetócoro, ou outra parte do aparato mitótico; por dano nas 

subestruturas cromossômicas ou por alterações na fisiologia celular. Assim, um 
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aumento da frequência de células micronucleadas é um biomarcador de efeitos 

genotóxicos, que pode refletir a exposição a agentes clastogênicos (provocam 

quebras cromossômicas) ou aneugênicos (provocam desvios numéricos no 

cariótipo) (ALBERTINI et al., 2000). 

Embora tenha sido desenvolvido originalmente para estudos em células de 

mamíferos, o teste do micronúcleo foi adaptado com sucesso por Hooftman e Raat 

(1982) para ser empregado em eritrócitos de peixes. A versão do protocolo adaptada 

para peixes passou a ser conhecida como Teste do Micronúcleo Písceo 

(CARRASCO; TILBURY; MYERS, 1990). Para Al-Sabti e Metcalfe (1995) o teste do 

micronúcleo em peixes apresenta a vantagem de permitir predizer a presença de 

substâncias clastogênicas no meio aquático e, de acordo com esses autores, vários 

estudos demonstraram que os eritrócitos periféricos dos teleósteos tem uma grande 

incidência de micronúcleos após exposição a diferentes poluentes no ambiente ou 

em condições de laboratório. 

Em eritrócitos de peixes, além dos MNs outras anormalidades morfológicas 

nucleares (AMNs) podem ser encontradas. Carrasco, Tylbury e Myers (1990) 

descreveram e fotografaram as alterações morfológicas encontradas em núcleos de 

eritrócitos de peixes (Figura 05). Essas lesões foram basicamente classificadas em: 

a) Blebbed: pequena evaginação da membrana nuclear. O tamanho destas 

evaginações varia desde pequenas protuberâncias a estruturas completamente 

circunscritas, semelhantes aos micronúcleos, porém ainda ligadas ao núcleo. 

b) Lobed: núcleos com evaginações mais largas do que as descritas para os 

blebbed. Sua estrutura não é tão definida como a anterior. Alguns núcleos 

apresentam várias destas estruturas. 

c) Vacuolated: núcleos que apresentam uma região que lembra vacúolos no seu 

interior. Estes vacúolos apresentam-se destituídos de qualquer material visível no 

seu interior. 

d) Notched: núcleos que apresentam um corte bem definido em sua forma. 

Geralmente com uma profundidade apreciável no núcleo. Esses cortes parecem não 

possuir nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana nuclear. 
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Figura 05: Anormalidades morfológicas nucleares: Micronúcleo (a, e, j e k); Blebbed (b); Notched (c, g 
e i); Lobbed (d, f e h). Fonte: FURNUS et al. (2014). 

  

Segundo Ayllón e Garcia-Vazquez (2001), a origem das anormalidades 

morfológicas nucleares é desconhecida, no entanto, sugerem que elas devem ser 

incluídas nas análises de genotoxicidade em peixes baseadas na contagem de 

micronúcleo, por apresentar resultados mais confiáveis e mais completos. Esses 

mesmo autores demonstram em um trabalho publicado anteriormente (AYLLÓN e 

GARCIA-VASZQUEZ, 2000) que o contato de duas espécies de peixes diferentes 

com substâncias conhecidamente clastogênicas como mitomicina C e 

ciclofosfamida, provocou um aumento significativo na ocorrência de anormalidades 

nucleares. 

 De acordo com Al-Sabti e Metcalfe (1995), o teste do micronúcleo com 

eritrócitos de peixes apresenta, no entanto, alguns inconvenientes, como baixa 

sensibilidade e a possibilidade de se interpretar danos nucleares causados por 

necrose eritrocítica viral como uma resposta clastogênica. Para Metcalfe (1989), este 

ensaio não é capaz de detectar as não disjunções mitóticas se estas não levarem a 

perda de cromossomos na anáfase, bem como também não é possível detectar 

aberrações cromossômicas causadas por rearranjos, tais como translocações ou 

inversões, se estas não originarem fragmentos acêntricos. Desta forma, o teste 

nestes casos apresenta-se subestimativo e com baixa sensibilidade.  
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Por outro lado, técnica é considerada uma das mais vantajosas para o estudo 

de agentes clastogênicos e aneugênicos, pois pode ser usada em qualquer 

população celular em proliferação, sem que seja necessário o conhecimento prévio 

do cariótipo do animal, é de baixo custo e não exige materiais mais sofisticados 

(RIVIERO, 2007; GALINDO e MOREIRA, 2009). Esse teste, medindo dano 

cromossômico estrutural ou numérico, tem sido usado para avaliar genotoxicidade, 

sendo, dessa forma, um indicador recomendado para estudos ambientais, tanto em 

condições laboratoriais como no campo (BELPAEME, COOREMAN e KIRSCH-

VOLDERS, 1998). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Verificar se nanotubos de carbono de paredes múltiplas apresentam ação 

genotóxica em eritrócitos de peixes via exposição hídrica. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a genotoxicidade de nanotubos de carbono de paredes múltiplas em 

diferentes concentrações nos peixes Astyanax altiparanae e Danio rerio após 

exposição aguda (96 horas) por meio do ensaio Cometa (versão alcalina) e 

teste do Micronúcleo písceo; 

 Avaliar a genotoxicidade de nanotubos de carbono de paredes múltiplas em 

diferentes concentrações nos peixes Astyanax altiparanae e Danio rerio após 

exposição subcrônica (21 dias) por meio das técnicas acima mencionadas;  

 Comparar as respostas de avaliação do potencial genotóxico de nanotubos 

de carbono, em ambos os bioensaios realizados (agudo e subcrônico) entre 

as espécies de peixe nativa (Astyanax altiparanae) e a modelo (Danio rerio). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Nanotubos de Carbono 

 Os nanotubos de carbono utilizados nos ensaios foram sintetizados pela 

Sigma-Aldrich® e adquiridos comercialmente. De acordo com o fabricante, a síntese 

se deu por deposição química de vapor utilizando cobalto e molibdênio como 

catalizadores, passando posteriormente por um tratamento ácido para a remoção 

desses metais. O fabricante informou ainda que a mostra apresenta 95% de pureza 

e as medidas informadas são 6,6 ƞm de diâmetro em média, 6-9 ƞm de absorbância 

e 5 µm de comprimento. Para a sua caracterização foram utilizadas quatro técnicas: 

Difração de raios X, Espectroscopia Raman, Análise termogravimétrica e Potencial 

Zeta. 

 As medidas de difração de raios X foram realizadas em um difratômetro 

Shimadzu XRD 6000, usando radiação Cu-Kα (= 1,5418 Å) com 40 kV e 40mA e 

resolução de 0,02° em 2. Os espectros Raman foram obtidos em um 

Espectrofotômetro Renishaw, acoplado a um microscópio ótico com resolução 

espacial de 1 µm, usando laser de 514 nm com fonte de excitação e 20 mW de 

potência. Os espectros foram obtidos com 30 varreduras na região de 3500-200 cm-

1, com tempo de contagem de 10 segundos. 

Potencial Zeta é a magnitude da repulsão ou atração eletrostática ou das 

cargas entre as partículas presentes em uma dispersão, sendo um dos parâmetros 

fundamentais que afetam a sua estabilidade. Sendo assim, quanto maiores os 

valores de potencial provavelmente a suspensão seja mais estável, o que quer dizer 

que as partículas carregadas se repelem umas às outras, superando as interações 

de Van der Walls presentes na amostra e que propiciam a sua agregação.  

 As medidas de potencial Zeta foram obtidas a partir de uma suspensão de 

nanotubos de carbono em 2 mL de água Milli-Q, da qual foi retirada uma alíquota de 

500 µL e diluída para 15 mL com água Milli-Q. Em seguida, a dispersão foi colocada 

em um banho ultrassônico por 15 minutos. Foram realizadas cinco medidas.  

A análise térmica foi realizada com 4 mg da amostra obtida comercialmente 

aquecendo-se com taxa de 10°C/min até a temperatura de 900 °C.  
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A caracterização foi realizada pelos pesquisadores: Mariane Cristina 

Schnitzler e Lucas William Leite Silva, ambos da Universidade Federal de São João 

Del-Rei (MG). 

4.2 Aquisição e Aclimatação dos Modelos 

Foram adquiridos comercialmente cento e oitenta exemplares juvenis de 

lambaris (Astyanax altiparane) os quais foram submetidos a aclimatação em tanques 

de 250L (Figura 06), com água filtrada e declorada, durante um período de 30 dias. 

A temperatura dos tanques foi mantida por termostato em 25 °C, tendo havido 

fotoperíodo diário de aproximadamente 12h. A iluminação foi promovida por sistema 

composto por temporizador e lâmpada fluorescente 20 W de intensidade luminosa 

1200 lx. O oxigênio dissolvido, através de sistema aerador, foi mantido em ~ 8 mg/L 

e o pH da água na faixa de 6,5 a 8. Oxigênio dissolvido e pH foram mensurados 

diariamente por meio de oxímetro e pHmetro, respectivamente. A limpeza dos 

tanques e alimentação foram realizadas diariamente utilizando ração comercial 

contendo 28% de proteína bruta (PB) e 3.100 kcal de energia digestível (ED) por 

quilo. 

Foram adquiridos também comercialmente cem exemplares de Danio rerio, os 

quais foram submetidos a aclimatação em aquários de 30 litros (Figura 07) com 

água filtrada, declorada, durante um período de 30 dias. Para o controle da 

iluminação, temperatura, oxigenação e alimentação foram mantidos os mesmos 

procedimentos descritos para Astyanax altiparane. 

A aclimatação dos exemplares de ambas as espécies, assim como todos os 

ensaios de genotoxicidade, foram realizados nas dependências do Laboratório de 

Ecotoxicologia da Universidade Tecnológica Federal do Paraná (UTFPR) – Campus 

Ecovile, em Curitiba.  

As técnicas utilizadas para o manejo dos animais durante esse período bem 

como os procedimentos adotados para a realização dos ensaios e coleta de tecidos 

e órgãos descritas a seguir foram analisadas e aprovadas pela comissão de ética no 

uso de animais dessa mesma instituição sob parecer técnico de número 2016/019. 
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Figura 06: O tanque da direita, com capacidade de 250L foi utilizado para aclimatar os 
exemplares de Astyanax altiparanae por um período de 30 dias. Fonte: O autor.  

 

Figura 07: Aquários com capacidade para 30L utilizados para aclimatar os exemplares de 
Danio rerio durante 30 dias. Fonte: O autor. 
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4.3 Ensaios de Exposição Aguda 

 Para o ensaio de exposição aguda com a espécie Astyanax altiparanae 60 

indivíduos com comprimento médio de 4,839 cm (σ= 0,7367) e massa corporal 

média de 1,5819 g (σ= 0,7153) foram distribuídos em 4 grupos de 15 animais em 

aquários de 30 L preenchidos parcialmente com 21L de água filtrada e declorada 

sob aeração constante. Os peixes foram mantidos por 5 dias antes de iniciar o 

experimento. 

A exposição se deu por via hídrica, onde uma solução estoque com 

concentração de 1g/L de Nanotubos de Carbono em água destilada foi preparada 

com o auxílio de um agitador magnético e a partir dela foram feitas as diluições para 

três tratamentos: 0,5; 5,0 e 50 mg/L. Um quarto grupo foi reservado ao controle 

negativo, tendo contato apenas com água filtrada. 

 No intuito de otimizar o espaço físico do laboratório de bioensaios, adaptamos 

o ensaio de exposição aguda com Danio rerio para beckers de 2 litros conforme a 

NBR 15088/2011 – Ecotoxicologia aquática – Toxicidade aguda – Método de ensaio 

com peixes (ABNT, 2011). Dessa forma, 40 exemplares com comprimento médio de 

3,4184 cm (σ=0,3336) e massa corporal média de 0,3234 g (σ=0,082) foram 

distribuídos em 8 beckers (5 animais em cada) preenchidos parcialmente com 1,5 

litro de água filtrada e declorada sob aeração constante, onde foram mantidos por 5 

dias antes de iniciar o experimento. A exposição seguiu os mesmos parâmetros 

descritos para o ensaio com Astyanax altiparanae, sendo 1 controle negativo com 

dois beckeres e três tratamentos com concentrações de 0,5; 5,0; e 50 mg/L, 

respectivamente (2 beckeres cada). Realizamos os testes com esse modelo em 

duplicada dada a necessidade de um N amostral razoável sem comprometer a 

relação volume de água/animal. 

 Não se procedeu à utilização de quaisquer solvente ou surfactante que 

pudesse exercer influência sobre a dispersão dos nanotubos na água, bem como 

não houve renovação total ou parcial do contaminante. Os ensaios tiveram duração 

de 96 horas e durante esse período os animais foram privados de alimentação. As 

condições de temperatura, pH e oxigenação da água foram monitoradas e 

controladas durante todo o experimento dentro dos mesmos parâmetros descritos 

para a aclimatação (ABNT, 2011). 



37 
 

4.4 Ensaios de Exposição Subcrônica 

 Para o ensaio de exposição subcrônica com Astyanax altiparanae, 60 

exemplares com comprimento médio de 5,3508 cm (σ= 0,6385) e massa corporal 

média de 1,9297 g (σ= 0,8476) foram divididos em 4 aquários de 30 L (15 peixes em 

cada) preenchidos parcialmente com 21 litros de água filtrada e declorada sob 

aeração constante, onde foram mantidos por 5 dias até o início do experimento. 

 Uma solução estoque de nanotubos de carbono na concentração de 1g/L em 

água destilada foi preparada com auxílio de um agitador magnético e partir dela 

foram feitas as diluições para três tratamentos nas concentrações de: 0,1; 1,0 e 10 

mg/L, respectivamente. O quarto grupo foi reservado ao controle negativo, tendo 

contato apenas com água filtrada. 

Para o ensaio com Danio rerio, 48 exemplares com comprimento médio de 

3,3911 cm (σ=0,2976) e massa corporal média de 0,3462 g (σ=0,0991). foram 

distribuídos em 8 beckeres (6 peixes em cada) de 2 litros preenchidos parcialmente 

com 1,5 litro de água filtrada e declorada sob aeração constante, onde foram 

mantidos por 5 dias até o início do experimento. A exposição seguiu os mesmos 

parâmetros descritos para o ensaio de exposição subcrônica com Astyanax 

altiparanae, sendo 1 controle negativo com dois beckeres e três tratamentos com 

concentrações de 0,1; 1,0; e 10 mg/L, respectivamente (2 beckeres cada). 

A exposição se deu por via hídrica durante um período de 21 dias com 

renovação parcial do contaminante (1/3) a cada 72 horas. Os animais foram 

alimentados a cada 72 horas, porém, sempre 24 horas antes de cada renovação do 

contaminante. A ração utilizada para alimentar os peixes durante o experimento foi a 

mesma utilizada durante o período de aclimatação. A limpeza dos aquários e 

Beckers foi realizada a cada 72 horas, pouco antes da renovação do contaminante. 

 Não foram utilizados quaisquer solventes ou surfactantes que pudessem 

influenciar na dispersão dos nanotubos na água e durante todo o experimento as 

condições de temperatura, oxigenação e pH da água foram monitoradas e mantidas 

dentro da normalidade (ABNT, 2011). 

 A escolha das concentrações utilizadas nesses testes se deu com base em 

experimentos que já haviam sido previamente descritos na literatura sobre 
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toxicidade e letalidade em peixes como Danio rerio, Oryzias latipes, Poecilia 

reticulata e Oncorhynchus mykiss expostos a NTCs (FILHO et al., 2014; LUKHELE 

et al., 2015; SOHN et al., 2015; NYEMBE et al., 2016). 

 

4.5 Coleta e Processamento do Material Biológico 

 Após o término dos ensaios com a espécie nativa Astyanax altiparanae, os 

exemplares foram anestesiados em uma solução de benzocaína 20% em álcool 

etílico (GONTIJO et al., 2003) para em seguida serem medidos, pesados e por fim, 

eutanasiados. O sangue periférico de cada indivíduo foi coletado por meio de um 

capilar heparinizado em seguida transferido para um tubo do tipo eppendorf 

contendo 1ml de soro fetal bovino e armazenado a 4ºC por 24 horas para o emprego 

dos biomarcadores de genotoxicidade. Segundo Ramsdorf et al. (2009), o soro fetal 

bovino é a solução mais adequada para manter a viabilidade celular por até 48 

horas. 

 Terminados os ensaios com Danio rerio, os animais foram anestesiados em 

solução de benzocaína a 20%, pesados, medidos e eutanasiados por meio de 

decapitação. Através de uma micropipeta, uma amostra de sangue periférico de 

aproximadamente 100 µL foi coletada de cada indivíduo em seguida transferida para 

um tubo do tipo eppendorf contendo 500 µL de soro fetal bovino e armazenada a 

4ºC por 24 horas para o emprego dos marcadores de genotoxicidade. 

  

4.6 Ensaio Cometa 

 A técnica utilizada para o Ensaio Cometa (versão alcalina) foi descrita por 

Speit e Hartmann (1999) com ajustes segundo Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. 

(2004) para células eritrocitárias. 

 Para cada uma das amostras, 10 µL da suspensão celular (sangue + soro 

fetal bovino) foram misturados a 120 µL de agarose LMP e depositados sobre lâmina 

previamente coberta de agarose convencional e por fim coberto com uma lamínula. 

Após 15 minutos sob refrigeração, as lamínulas foram retiradas e as lâminas foram 
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mergulhadas em uma solução de lise onde foram mantidas no escuro sob 

temperatura de 4ºC por 24 horas. 

 Transcorrido o tempo de refrigeração, as lâminas foram depositadas na cuba 

de eletroforese sob temperatura de 4ºC e sobre elas foi adicionado um tampão com 

pH >13 que as cobriu por 30 minutos antes da corrida eletroforética. A eletroforese 

ocorreu a 25 V e 300 mA com duração de 25 minutos. 

Terminada a eletroforese, as lâminas foram retiradas cuidadosamente da 

cuba e neutralizadas com 5 ml de tampão de neutralização (pH 7,5) por 5 minutos; 

processo que se repetiu por três vezes. Após secagem na vertical, as lâminas foram 

fixadas com etanol também por 5 minutos  

A coloração, foi realizada com 20 μL de brometo de etídeo (20 mg. L-1) em 

cada lâmina para análise imediata, realizada em microscópio de epifluorescência 

Leica do Laboratório de Citogenética Animal e Mutagênese Ambiental (UFPR). 

Foram analisados visualmente 100 nucleóides por lâmina sendo classificados entre 

0 (nenhum dano) e 4 (dano máximo) (Figura 04). O escore foi determinado de 

acordo com a fórmula Escore = (n0 x 0) + (n1 x 1) + (n2 x 2) + (n3 x 3) + (n4 x4), 

onde n1, n2, n3 e n4 correspondem ao número de achados para dano 0, 1, 2, 3 e 4, 

respectivamente (COLLINS et al., 1997).  

  

4.7 Teste do Micronúcleo Písceo 

Para realização do teste de micronúcleos (MN) e anormalidades morfológicas 

nucleares foi empregada a técnica descrita por Heddle (1973) e Schmid (1975) com 

algumas modificações segundo Hooftman e Raat (1982). 

A suspensão celular (eritrócitos + soro fetal bovino) foi centrifugada durante 4 

minutos a uma velocidade de 5000 rpm e em seguida foi removido o sobrenadante. 

Da alíquota restante em cada suspensão, 15 µl foram retirados com uma 

micropipeta e depositados sobre uma lâmina limpa para então se proceder com o 

esfregaço. Após secarem ao ar, as lâminas foram fixadas em etanol absoluto por 30 

minutos e por fim coradas em uma solução de Giemsa (10%) diluída em tampão 

fosfato (pH 7,6) por 12 minutos. 
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As análises foram realizadas em um microscópio Opton modelo Tim 2008 

com magnificação de 1000x. Para a identificação dos eritrócitos micronucleados 

foram observados os seguintes parâmetros: a) O micronúcleo não pode ultrapassar 

um quinto do tamanho do núcleo principal; b) O micronúcleo deve estar claramente 

separado do núcleo principal; c) O micronúcleo deve estar no mesmo plano de foco 

e ter a mesma cor e refringência do núcleo principal (HOOFTMAN E RAAT, 1982; 

HOSE et al., 1987) 

As alterações na forma elíptica normal dos núcleos das hemácias que não se 

enquadraram no conceito de micronúcleo, também foram analisadas, sendo 

descritas como alterações morfológicas nucleares (CARRASCO; TILBURY; MYERS, 

1990).  

Para o teste do micronúcleo e AMNs em eritrócitos de Astyanax altiparanae, 

foram analisadas 2000 células por lâmina, enquanto para Danio rerio foram 

analisadas apenas 1000 células por lâmina em função da menor quantidade de 

sangue obtida dos exemplares desse modelo. Apenas eritrócitos com citoplasma e 

membrana celular intactos foram contabilizados. 

 

4.8 Análise Estatística 

Os dados obtidos a partir da análise dos biomarcadores de genotoxicidade 

foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilks que os apontou como 

sendo não paramétricos. Para a análise da variância entre controle e grupos de 

exposição foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e pós teste de Student-Newuman-

Keuls com nível de significância de p<0,05. As análises foram realizadas com o 

pacote estatístico Biostat 5.0. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização dos Nanotubos de Carbono 

A difração de raios X demonstrou um pico intenso em 25,89 em 2 (Figura 

08), referente aos planos 002 do grafite em d=0,34 ƞm, o que indica a presença dos 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas na amostra. Observa-se ainda a 

presença de outros picos de menor intensidade, provavelmente remanescentes do 

processo de síntese ou ainda da purificação a que a amostra é submetida antes de 

sua comercialização. 

 

Figura 08: Difratograma de raios X da amostras de nanotubos de carbono de paredes múltiplas 
(MWNT) Sigma-Aldrich 

 

Através de Espectroscopia Raman, foi observado a presença de duas bandas 

principais: a banda D (1349,1 cm-1) e a banda G (1588,2 cm-1), além de bandas em 

2702,3 e 2934,2 cm-1, (Figura 09). 

A banda D é originária dos modos de desordem induzida do grafite, e sua 

segunda harmônica, a banda G’, aparece devido a um processo de dupla 

ressonância, surgindo em aproximadamente 2D, ou seja, em aproximadamente 
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2700 cm-1. Dessa forma, de acordo com Thomsen e Reich (2000), é possível atribuir 

a banda presente em 2702,3 cm-1 à banda G’.  

De acordo com Tuinstra e Koenig (1970), a banda G é atribuída ao modo E2g 

do grafite. Deve-se ressaltar que as bandas D e G estão presentes em vários 

materiais de carbono contendo ligações sp2, e a frequência, intensidade e largura de 

linha destas bandas são dependentes do grau de desordem estrutural (Cuesta et al, 

1998). Deslocamentos para menor frequência, bem como diminuição da razão entre 

as bandas, são associadas ao aumento do grau de grafitização do material.  

 

Figura 09: Espectro Raman da amostra de nanotubos de carbono de paredes múltiplas Sigma-Aldrich 

 

O valor médio obtido para o potencial zeta foi de -32.65 mV. Valores 

negativos de potencial zeta indicam que existe a predominância de cargas negativas 

na superfície dos nanotubos de carbono. Este valor pode ser interpretado como 

sendo relativo à presença de grupamentos contendo oxigênio na superfície dos 

nanotubos, sendo que estes grupos poderiam ser remanescentes dos processos de 

purificação aos quais os nanotubos são submetidos antes de sua comercialização. 

Vale ressaltar que portanto, em pH neutro, as espécies que contenham cargas 

positivas em sua superfície poderão ser aderidas aos nanotubos de carbono através 

de atração eletrostática.  
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Observando-se o termograma (Figura 10), nota-se que ocorre uma perda de 

massa acentuada em aproximadamente 600 °C, característico dos nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas. Esta perda de massa é estendida até 

aproximadamente 650 °C. Esta larga faixa de perda de massa deve-se ao fato de 

que a queima de nanotubos mais defeituosos ocorre antes da queima dos NTCs 

com paredes em melhores condições. 

Figura 10: A análise termogravimétrica indica o grau de pureza da fração de nanotubos analisada 

5.2 Ensaio de Exposição Aguda com Danio rerio 

A exposição por via hídrica não provocou alterações aparentes no 

comportamento dos indivíduos ao longo das 96 horas em que transcorreu o teste. 

Os escores obtidos por meio do ensaio cometa em eritrócitos revelaram que 

nenhum dos grupos de exposição apresentou incidência de danos ao DNA maior do 

que o grupo controle (Figura 11). Houve, no entanto, diferença estatística 

significativa entre os grupos de exposição nas concentrações de 0,5 e 50 mg/L com 

relação ao grupo controle. 
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Figura 11: Danos observados no DNA de eritrócitos de Danio rerio após exposição aguda. Letras 
minúsculas diferentes indicam diferença significativa (Kruskal-Wallis com nível de significância 
p<0,05). (* indicam os outliers em cada grupo, não inclusos na análise da variância) 

O teste do micronúcleo písceo e de anormalidades morfológicas nucleares 

não revelou diferença significativa entre os grupos de exposição e o controle para 

nenhuma das anormalidades analisadas individualmente ou mesmo para o total de 

anormalidades em cada tratamento (Tabela 01). 

Tabela 01: Frequência absoluta de micronúcleos e alterações morfológicas nucleares em eritrócitos 
de Danio rerio após exposição aguda aos NTC de paredes múltiplas. Os valores estão expressos em 
mediana e quartis (25%; 75%). Não se observa diferença significativa na comparação entre grupos de 
exposição e controle (Kruskal-Wallis com nível de significância p<0,05). 

Anormalidades Controle 0.5 mg/L 5.0 mg/L 50 mg/L

MN 0 0,5 (0; 1) 1 (0; 1) 0

Blebbed 0 (0; 1) 0,5 (0; 2,25) 0 0 (0; 3)

Lobbed 1 (0; 1) 0 (0; 1,5) 0 (0; 0,5) 0 (0; 2)

Notched 0 0 (0; 1) 0 (0; 1) 0

Binúcleo 0 0,5 (0; 1,5) 0 (0; 1) 0

Vacuolated 0 (0; 3) 0 (0; 5,5) 0 (0; 2) 0 (0; 1)

Total de AMN 3 (2; 4) 5 (0; 18) 0,3 (0,5; 6) 2 (0; 5)

Frequência de Micronúcleos e AMN em Ertirócitos
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5.3 Ensaio de Exposição Aguda com Astyanax altiparanae 

A exposição por via hídrica aos NTCs não gerou grandes alterações 

comportamentais nos indivíduos ao longo das 96 horas em que transcorreu o 

experimento. 

Os escores obtidos por meio do ensaio cometa em eritrócitos revelaram que 

apenas o grupo de exposição com concentração de 5 mg/L apresentou incidência de 

danos ao DNA maior do que o grupo controle, porém a diferença não é significativa 

(Figura 12). Houve, no entanto, diferença estatística significativa entre o grupo de 

exposição na concentração e 50 mg/L com relação ao grupo controle. 

Figura 12: Danos no DNA observados em eritrócitos de Astyanax altiparane após exposição aguda. 
Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa (Kruskal-Wallis com nível de significância 
p<0,05). (* indicam os outliers em cada grupo, não inclusos na análise da variância) 

O teste do micronúcleo písceo e de anormalidades morfológicas nucleares 

não revelou diferença significativa entre os grupos de exposição e o controle para 

nenhuma das anormalidades analisadas individualmente ou mesmo para o total de 

anormalidades em cada tratamento (Tabela 02). 

Tabela 02: Frequência absoluta de micronúcleos e alterações morfológicas nucleares em eritrócitos 
de Astyanax altiparane após exposição aguda aos NTC de paredes múltiplas. Os valores estão 
expressos em mediana e quartis (25%; 75%). Não se observa diferença significativa na comparação 
entre grupos de exposição e controle (Kruskal-Wallis com nível de significância p<0,05). 
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5.4 Ensaio de Exposição Subcrônica com Danio rerio 

A exposição por via hídrica não provocou alterações aparentes no 

comportamento dos indivíduos após nenhum dos ciclos de contaminação.  

Os escores obtidos por meio do ensaio cometa em eritrócitos revelaram que 

nenhum dos grupos de exposição apresentou incidência de danos ao DNA maior do 

que o grupo controle (Figura 13). Houve, no entanto, diferença estatística 

significativa entre os grupos de exposição nas concentrações de 1 e 10 mg/L com 

relação ao grupo controle. 

Anormalidades Controle 0.5 mg/L 5.0 mg/L 50 mg/L

MN 0 0 0 (0; 0,75) 0

Blebbed 0 (0; 0,75) 0 (0; 0,5) 0 (0; 0,75) 0 (0; 1)

Lobbed 2,5 (1; 11,25) 4 (0,5; 11) 1 (0; 3,5) 1 (0,25; 2)

Notched 1 (0; 1,75) 0 (0; 0,5) 0 (0; 1) 0

Binúcleo 0 (0; 1) 0 (0; 0;5) 0 0

Vacuolated 0 0 0 (0; 0,75) 0

Total de AMN 4,5 (3; 15,75) 5 (1,5; 12,5) 3 (1,5; 5,5) 1,5 (1; 2)

Frequência de Micronúcleos e AMN em Ertirócitos
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Figura 13: Danos observados no DNA de eritrócitos de Danio rerio após exposição subcrônica. Letras 
minúsculas diferentes indicam diferença significativa (Kruskal-Wallis com nível de significância 
p<0,05). (* indicam os outliers em cada grupo, não inclusos na análise da variância) 

O teste do micronúcleo písceo e de anormalidades morfológicas nucleares 

não revelou diferença significativa entre os grupos de exposição e o controle para 

nenhuma das anormalidades analisadas individualmente ou mesmo para o total de 

anormalidades em cada tratamento (Tabela 03). 

Tabela 03: Frequência absoluta de micronúcleos e alterações morfológicas nucleares em eritrócitos 
de Danio rerio após exposição subcrônica aos NTC de paredes múltiplas. Os valores estão expressos 
em mediana e quartis (25%; 75%). Não se observa diferença significativa na comparação entre 
grupos de exposição e controle (Kruskal-Wallis com nível de significância p<0,05). 

5.5 Ensaio de Exposição Subcrônica com Astyanax altiparanae 

A exposição por via hídrica aos NTCs não gerou grandes alterações no 

comportamento dos indivíduos após nenhum dos ciclos de contaminação. 

Os escores obtidos por meio do ensaio cometa em eritrócitos revelaram que 

apenas os grupos de exposição com concentração de 0,1 e 1mg/L apresentaram 

incidência de danos ao DNA maior do que o grupo controle, porém a diferença não é 

significativa (Figura 14). Houve, no entanto, diferença estatística significativa entre o 

grupo de exposição na concentração e 10 mg/L com relação ao grupo controle. 

Anormalidades Controle 0.1 mg/L 1.0 mg/L 10 mg/L

MN 0 0 (0; 0,25) 0 0

Blebbed 0 0 0 0

Lobbed 0 (0; 1,25) 0 (0; 0,25) 1,5 (0; 2,25) 0

Notched 0 0 0 (0; 1,25) 0

Binúcleo 0 0 0 0

Vacuolated 0 (0; 0,25) 0 (0; 0,25) 0 (0; 5) 0 (0; 2)

Total de AMN 1 (0; 1,5) 1,5 (0; 2) 3 (1,5; 4) 2 (0; 5)

Frequência de Micronúcleos e AMN em Ertirócitos
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Figura 14: Danos observados no DNA de eritrócitos de Astyanax altiparanae após exposição 
subcrônica. Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa (Kruskal-Wallis com nível de 
significância p<0,05). (* indicam os outliers em cada grupo, não inclusos na análise da variância) 

O teste do micronúcleo písceo e de anormalidades morfológicas nucleares 

não revelou diferença significativa entre os grupos de exposição e o controle para 

nenhuma das anormalidades analisadas individualmente ou mesmo para o total de 

anormalidades em cada tratamento (Tabela 04). 

Tabela 04: Frequência absoluta de micronúcleos e alterações morfológicas nucleares em eritrócitos 
de Astyanax altiparanae após exposição subcrônica aos NTC de paredes múltiplas. Os valores estão 
expressos em mediana e quartis (25%; 75%). Não se observa diferença significativa na comparação 
entre grupos de exposição e controle (Kruskal-Wallis com nível de significância p<0,05). 

Anormalidades Controle 0.1 mg/L 1.0 mg/L 10 mg/L

MN 0 0 0 (0; 0,75) 0

Blebbed 0 0 0 (0; 0,75) 0

Lobbed 0 (0; 3) 0 0 0

Notched 0 0 0 0

Binúcleo 0 0 0 0 (0; 1,5)

Vacuolated 0 0 0 (0; 0,75) 0

Total de AMN 2 (0; 4) 0 (0; 2) 0,5 (0; 2) 2 (0; 3,5)

Frequência de Micronúcleos e AMN em Ertirócitos
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6. DISCUSSÃO

Até o presente momento, não há relatos na literatura de avaliação da 

gonotoxicidade de amostras comerciais de nanotubos de carbono de paredes 

múltiplas nas espécies Danio rerio e Astyanax altiparanae em estágio juvenil via 

exposição hídrica. Outro diferencial dessa pesquisa é o uso de uma espécie nativa e 

uma espécie exótica como bioindicadores de genotoxicidade para os NTCs. Usamos 

o modelo Danio rerio por se tratar de uma referência internacional na perspectiva da

ecotoxicologia, o que nos provêm parâmetros para comparação de resultados entre 

diferentes laboratórios. Contudo, se trata de uma espécie exótica, e suas respostas 

podem não refletir a real situação de uma eventual contaminação da fauna 

endêmica. De fato, vários estudos com outros contaminantes demonstraram que as 

respostas entre espécies nativas e exóticas podem ser diferentes (ELONEN et al., 

1998; CAMPAGNA et al., 2008; MURUSSI et al., 2014; PIANCINI et al., 2015).  

Dessa forma, utilizamos também Astyanax altiparanae, uma espécie nativa e muito 

comum nos rios do sul e do sudeste do Brasil. 

Os nanotubos de carbono são de difícil dispersão em água e matrizes 

polares, devido à isso, vários agentes dispersantes podem ser adicionados ao meio 

de ensaio para reduzir a sua aglomeração (JACKSON et al., 2013; LANONE et al., 

2013). Contudo, é fato que o uso de dispersantes para estudo da toxicidade de 

NTCs pode gerar falso positivo. Wang et al. (2013) observaram em testes in vitro 

que amostras de surfactantes com ou sem a presença de NTCs apresentaram 

toxicidade sob certas condições. Resultados parecidos foram obtidos por Filho et al. 

(2014) em um trabalho com nanotubos de paredes múltiplas dispersados com o 

surfactante Pluronic® em ensaios in vivo com Danio rerio. Em face disso, nós 

optamos por conduzir nossos experimentos sem fazer uso de agentes dispersantes 

no intuito de evitar o surgimento de outras variáveis e até mesmo para simular um 

efeito mais realístico de um eventual descarte desse material em corpos d’água. 

Dada a baixa capacidade de dispersão dos NTCs. Muitas amostras 

disponíveis comercialmente são funcionalizadas antes da utilização final. 

Tipicamente, a superfície hidrofóbica do tubo é oxidada ou modificada 

covalentemente para sua melhor dispersão em solventes polares (incluindo a água) 
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(JACKSON et al., 2013; LANONE et al., 2013). Os NTCs que utilizamos não 

apresentavam funcionalização em sua superfície ou extremidades uma vez que é 

conhecido o fato de que grupamentos funcionais podem exercer influência nos 

resultados acerca do toxicidade dos NTCs. Nayak et al. (2010) compararam a 

viabilidade celular após exposição à NTCs com elevado grau de pureza e também 

após exposição à NTCs cujas superfícies foram funcionalizadas com diversos 

grupamentos diferentes. Eles observaram que todos os NTCs com grupamentos 

funcionais se mostraram tóxicos, em maior ou menor grau, à despeito dos NTCs 

com maior pureza, os quais não provocaram alterações na viabilidade das células.  

 Nós utilizamos dois biomarcadores genéticos; o ensaio cometa alcalino em 

eritrócitos e o teste do micronúcleo písceo, também em eritrócitos, no intuito de 

avaliar o potencial genotóxico dos nanotubos de carbono de paredes múltiplas. Os 

resultados obtidos através do teste do mincronúcleo e anormalidades morfológicas 

nucleares não revelou genotoxicidade em nenhumas das concentrações testadas 

independentemente da espécie e do tempo de exposição. Para Metcalfe (1988) o 

teste do micronúcleo písceo como marcador de genotoxicidade e mutagenicidade 

tem como desvantagem o fato de apresentar baixa sensibilidade. Isso se deve, 

segundo Tavares-Dias e Moraes (2004) ao fato de que peixes em geral apresentam 

baixo índice hematopoiético sendo que seus eritrócitos podem permanecer em 

circulação por até 160 dias dependendo da espécie utilizada nos bioensaios. 

Considerando que o maior tempo de exposição praticado em nosso trabalho foi de 

21 dias, aproximadamente 13% do período máximo de circulação dos eritrócitos, é 

possível que não tenha havido renovação celular em quantidade suficiente para o 

aparecimento de micronúcleos ou outras anormalidades morfológicas nucleares. De 

fato, resultados negativos assim como os nossos para o teste do micronúcleo em 

avaliações de toxicidade de NTCs já foram observados anteriormente por Filho et al. 

(2014) no modelo Danio rerio. Nesse trabalho a exposição se deu também por via 

hídrica por um período de 72 horas. 

 Resultados negativos no teste do micronúcleo em ensaios com amostras de 

NTCs foram observados também in vivo no anfíbio Xenopus larvae (MOUCHET et 

al., 2010) bem como em estudos in vitro com linfócitos humanos (SZENDI; VARGA, 

2008), em células pulmonares de Hamster chinês (ASAKURA et al., 2010) e com 

fibroblastos imortalizados de ratos (PONTI et al., 2013). 
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Os escores obtidos com o ensaio cometa em eritrócitos demonstraram que, 

quando os grupos de exposição são comparados ao controle negativo, nenhuma das 

concentrações de NTCs testadas provocou elevado índice de danos como quebras 

de dupla ou simples fita ao DNA dos peixes, independentemente da espécie ou do 

tempo de exposição. No entanto, nossos achados apontam para a possibilidade de 

ocorrência de crosslinks. É possível observar que em todos os ensaios realizados há 

pelo menos um grupo de exposição cuja migração do DNA foi significativamente 

menor quando comparada ao controle negativo, e isso se deu preferencialmente nas 

maiores concentrações testadas. Verifica-se ainda que os escores obtidos no ensaio 

de exposição subcrônica com o modelo Danio rerio demonstram uma relação de 

dose-resposta. 

Já é bem conhecido o fato de que agentes causadores de crosslinks reduzem 

a migração do DNA no ensaio cometa. Pfhuler & Wolf (1996) e Merk & Speit (1999) 

testaram substâncias conhecidamente indutoras de crosslinks combinadas com 

outros agentes tipicamente indutores de quebras no DNA e observaram redução no 

tamanho das caudas dos cometas em uma relação de dose-resposta. Com efeito, 

Ghosh et al. (2011) observaram através do ensaio cometa alcalino uma redução na 

migração do DNA de linfócitos humanos submetidos ao contato com nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas nas concentrações de 5 e 10 µg/ml. Esses autores 

atribuíram esse achado à ocorrência de crosslinks NTCs-DNA. 

A ocorrência de crosslinks NTCs-DNA explicaria a baixa migração do DNA 

observado nas maiores concentrações testadas no presente trabalho, uma vez que 

aderência dos nanotubos à dupla-hélice poderia dificultar a migração do DNA 

através do microgel. Essa possibilidade poderia também ser uma possível causa do 

não aparecimento de micronúcleos nos eritrócitos analisados, pois segundo Noll et 

al. (2006) e Huang e Li (2013), os crosslinks impedem a separação das duas fitas de 

DNA comprometendo o processo de replicação e interrompendo o andamento 

normal do ciclo celular. 

De todo modo, a toxicidade dos nanotubos de carbono ainda permanece um 

assunto controverso. Diversos autores observaram em testes in vitro que os NTCs 

apresentam efeitos citotóxicos, genotóxicos e carcinogênicos (SHARMA et al., 2007; 

ZHU et al., 2007; JCOBSEN et al., 2008; ZENI et al., 2008; SARGENT et al., 2009; 
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PATLOLLA et al., 2010; KATO et al., 2013; SIEGRIST et al., 2014;). Esses efeitos 

também foram observados em testes in vivo com roedores (MULLER et al., 2008; 

TAKAGI et al., 2008; KATO et al., 2013). Por outro lado, é crescente o número de 

trabalhos que apresentam resultados aparentemente negativos para a toxicidade 

dos NTCs. Franchi et al., (2012), Toyokuni (2013) e Martinez et al. (2013) revisaram 

uma extensa lista de trabalhos contendo ensaios in vitro e in vivo em modelos já 

bem estabelecidos e apresentaram resultados conflitantes. Esses autores concluem 

que os dados acerca da toxicidade dos nanotubos de carbono ainda se mostram 

bastante controversos e que serão necessários ainda muitos esforços no meio 

científico para garantir a correta regulamentação no uso desses materiais. 

No que diz respeito aos testes em peixes, os resultados sobre a toxicidade 

dos nanotubos também não são concordantes se analisados em amplo espectro 

(Tabela 05). Isso se deve possivelmente às diferenças físico-químicas apresentadas 

pelos nanotubos, que sofrem muita variação de acordo com o processo de síntese 

(NYEMBE et al., 2016) ou devido ao uso ou não de agentes dispersantes (FILHO et 

al., 2014). 

As duas espécies de peixes que utilizamos nesse trabalho responderam de 

forma similar quanto aos biomarcadores empregados, já que em nenhuma delas, 

independentemente do tempo de exposição, foram encontrados micronúcleos ou 

anormalidades morfológicas nucleares em quantidade significativamente diferente 

quando grupos de exposição foram comparados ao controle. Ademais, para ambas 

as espécies os resultados obtidos com o ensaio cometa alcalino sugerem a 

ocorrência de crosslinks, tanto após exposição aguda quanto subcrônica. 

 Outrossim, parece haver consenso de que a toxicidade dos nanotubos de 

carbono é dependente de muitas variáveis, como as propriedades físico químicas da 

amostra, o tempo de exposição, o uso ou não de dispersantes, a presença ou não 

de grupos funcionais, o biomarcador empregado e a espécie utilizada como modelo. 

Diante disso, é necessário que estudos adicionais sejam conduzidos no intuito de 

verificar a influência isolada de cada uma dessas variáveis. 
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Tabela 05: Toxicidade dos Nanotubos de Carbono em peixes.  

Modelo 
Tipo de 
NTC 

Dispersante 
Tempo de 
Exposição 

Biomarcador Toxicidade Referência 

Oncorhynchus mykiss SWCNT 

Dodecil Sulfato de 

Sódio 10 Dias Histopatologia Positiva Smith et al. (2007) 

Danio rerio MWCNT Pluronic® 72 Horas Cometa e MN Negativa Filho et al. (2014) 

Oryzias latipes SWCNT 

Albumina de 

SoroBovino 96 Horas Letalidade Negativa Sohn et al. (2015) 

Poecilia reticulata DWCNT Ácido Húmico 96 Horas Letalidade Positiva Lukhele et al. (2015) 

Oreochromis niloticus MWCNT* Sem dispersantes 96 Horas Letalidade Negativa 

Campos-Garcia et al. 

(2015) 

Poecilia reticulata MWCNT Ácido Húmico 96 Horas Histopatologia Positiva Nyembe et al. (2016) 

 

* Nanotubos funcionalizados através de tratamento com ácido nítrico. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Frente aos resultados obtidos com o ensaio cometa e com o teste do 

micronúcleo písceo em eritrócitos, conclui-se que amostras comerciais de nanotubos 

de carbono de paredes múltiplas com propriedades similares ou idênticas às que 

que testamos não produzem, por si só, genotoxicidade devido a quebras de 

simples/dupla fita do DNA ou por efeitos clastogênicos e/ou aneugênicos nos 

cromossomos das espécies Danio rerio e Astyanax altiparane quando a 

contaminação se dá por via hídrica. Todavia, nossos achados sugerem a ocorrência 

de crosslinks DNA-NTCs. 

 Observadas as condições dos testes realizados, Danio rerio e Astyanax 

altiparanae apresentaram respostas aparentemente semelhantes aos biomarcadores 

empregados, não tendo sido verificadas diferenças na susceptibilidade à exposição 

por via hídrica aos nanotubos de carbono de paredes múltiplas. 
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