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DESENVOLVIMENTO DE Chironomus sancticaroli (DIPTERA: CHIRONOMIDAE) E SUA
TOXICIDADE AO OXIDO DE GRAFENO
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Castro3; Claudio Martin Jonsson®, Mariana Silveira Guerra Moura E Silva®
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RESUMO - O oxido de grafeno (OG) nanoestruturado apresenta aplicac6es em diversas areas e 0s
seus usos promissores tém despertado preocupagdes sobre o seu risco para a saude humana e do
meio ambiente. Por sua capacidade de precipitagdo, os sedimentos constituem o depésito final
desse contaminante. A espécie Chironomus sancticaroli € um inseto bioindicador bentdnico
suscetivel a qualquer alteragdo, ndo s6 no substrato/sedimento, como também na coluna d’agua.
Substancias humicas, como &cido himico, sdo macromoléculas poliméricas que estdo presentes
na natureza e sdo originarias da decomposi¢éo da biota aquatica. Estas moléculas podem alterar a
biodisponibilidade do OG. No presente trabalho estudaram-se os estagios de desenvolvimento de
C. sancticaroli para uso em testes ecotoxicolégicos sob condi¢des de cultivo no nosso laboratorio e
avaliou-se o efeito do OG na sobrevivéncia desse organismo-teste. Na presenga ou na auséncia
de 20 mg L™ de acido humico, o OG n&o alterou significativamente (P>0,05) a sobrevivéncia de C.
sancticaroli mesmo em altas concentragéo como a de 100 mg L™. Este dado, juntamente com os
de outros estudos, contribuiria no estabelecimento de niveis de seguranca de nanomateriais em
compartimentos ambientais.
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ABSTRACT - Nanostructured graphene oxide (GO) has applications in many areas and its
promising uses have raised concerns about their risk to the human health and the environment. Due
its precipitation capacity, sediments are the final disposal of GO as a contaminant. Chironomus
sancticaroli is a bioindicator benthic insect which is susceptible to any changes, not only in the
substrate / sediment, as well as in the water column. Humic substances, such as humic acid, are
polymeric macromolecules that are present in the environment and are originating from the
decomposition of the aquatic biota. These molecules can alter the bioavailability of the GO. In the
present study we investigated development stages of C. sancticaroli, for use in ecotoxicological
tests, grown under our laboratory conditions. Also we evaluated the effect of the GO on the survival
of this test-organism. In the presence or absence of 20 mg L-1 of humic acid, GO not significantly
affected (P> 0.05) the survival of C. sancticaroli, even at highest concentration tested (100 mg L™).
This data, together with those of other studies, would help in establishing security levels of
nanomaterials in environmental compartments.

Key-words : Chironomus sancticaroli, graphene, bioassay, nanocomposites, ecotoxicology.

1 INTRODUGCAO

O grafeno e seus derivados tém-se revelado um nanomaterial promissor em diversas areas,
tendo aplicacbes no desenvolvimento de dispositivos eletrdnicos, compadsitos, biosensores,
sistemas para transporte de farmacos (drug-delivery). Também apresenta aplicacbes ambientais,
tais como na remocdo de metais, poluentes organicos e microorganismos em agua e ar
contaminados. Os usos promissores destes materiais, como o oxido de grafeno, tem despertado
preocupacdes sobre o seu risco para a salde humana e do meio ambiente. A presenca ambiental
dos nanomateriais pode ser em decorréncia de seu uso industrial e laboratorial, por descarte
inadequado dos residuos e/ou de seus produtos. (Li et al., 2011a). Surge assim, a necessidade da
investigacao dos possiveis impactos da nanotecnologia ao meio ambiente (Hu e Zhou, 2013).

Entre os componentes bibdticos de um ecossistema aquatico, os invertebrados benténicos
estdo entre os mais utilizados em biomonitoramento, pois sdo ubiquos, e consequentemente
afetados pelos impactos antrdpicos nos recursos hidricos (Bonani, 2010). Além disso, sua natureza
sedentaria permite uma andlise espaco-temporal eficiente dos efeitos de poluentes ou de
perturbacdes fisicas do meio (Rosenberg e Resh, 1993). Dentre os macroinvertebrados bentdnicos,
destaca-se a familia Chironomidae (Diptera) que é cosmopolita e compde a maior parte da
biomassa de invertebrados, habitando todos os ambientes aquaticos (Cranston, 1995). Os insetos
dipteros da familia Chironomidae representam uma porc¢éo significativa dos organismos benténicos
e desempenham um importante papel, tanto na cadeia alimentar, como na ciclagem de residuos
nos sedimento (Viveiros 2012, apud USEPA, 2000). Nesta familia, todo o ciclo larval (constituido
por quatro instares) ocorre em ambiente aquatico e em contato direto com o sedimento (Viveiros,
2012).

Apesar de serem animais bentbnicos, estes organismos estdo suscetiveis a qualquer
alteracdo ndo s6 no substrato/sedimento como também na coluna d’agua. Tais alteragbes podem
influenciar indiretamente as popula¢des, sofrendo efeitos agudos (morte ou imobilidade) como
também efeitos teratogénicos crénicos (mutagenicidade e altera¢cdes do mento).
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Assim, 0 uso deste grupo de organismos em avaliacbes ecotoxicolégicas, como as
nanoparticulas, € importante porque permite a avaliacdo integral contemplando a interface
agua/sedimento. Por sua capacidade de precipitacdo, os sedimentos sdo o depésito final desses
contaminantes antropogénicos, acumulando-se no ambiente aquatico. Um habitat essencial para
comunidades aqudticas, pois boa parte do ciclo de vida da maioria dos organismos invertebrados

estd associada a este compartimento (Obrtholserter et al., 2011).

As substancias humicas, como &cido humico, estdo presentes na natureza e sao originarias
de estdgios de decomposicdo de restos de animais e vegetais. Consistem em macromoléculas
poliméricas formadas principalmente por grupos carboxilicos e fendlicos. Sdo capazes de
solubilizar, em meio aquoso, materiais hidrofébicos e nanomateriais. Assim, nanoparticulas podem
ter sua aglomeracéo reduzida devido a alteracdo de carga de superficie pela substancia humica
(HYUNG et al., 2007, ZHANG et al., 2009), o que por sua vez pode alterar a biodisponibilidade do
nanomaterial.

O acido huamico é uma substancia himica que esta presente nos compartimentos solo e
agua e é originaria da decomposicao de restos de animais e vegetais. Substancias himicas séo
capazes de solubilizar, em meio aquoso, materiais hidrofébicos e nanomateriais devido a alteracéo
de carga de superficie (HYUNG et al., 2007, ZHANG et al., 2009). Assim, a biodisponibilidade do
nanomaterial em presenca da substancia himica pode ser alterada.

No presente trabalho estudaram-se os estagios de desenvolvimento de C. sancticaroli para
uso em testes ecotoxicoldgicos sob condi¢gGes de cultivo no nosso laboratério . Também avaliou-se
o efeito do OG na sobrevivéncia desse organismo-teste influenciada pela presenga do acido
hdmico.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de toxicidade foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia e
Biosseguranga da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina/SP. Foram realizados estudos de
toxicidade aguda, cujas etapas seguem abaixo:

2.1 Observacao dos estagios de desenvolvimento para uso em testes ecotoxicoldgicos

Foram retiradas desovas da bandeja plasticas da criagdo (36 cm de comprimento x 28 cm de
largura x 8 cm de altura) contendo até 0,5 cm de areia tratada como substrato, com aeracao branda
dentro de uma gaiola. As desovas foram depositadas em novas bandejas (24,5 cm de comprimento
x 16,5 cm de largura x 7,5 cm de altura) sem substrato, com tela presa a superficie da bandeja
(para evitar a entrada acidental de outros insetos), e mantidas com aeracdo branda, ambiente
aclimatado e monitorado (23° C a 26° C), com fotoperiodo 16 horas de luz, em &gua reconstituida,
com a seguinte composicao: (solucao 1: cloreto de célcio 14,6 g, agua bidestilada 1,0 L; Solugéo 2:
cloreto de potassio 0,37 g, sulfato de magnésio 7,4 g, bicarbonato de sédio 8,4 g, agua bidestilada
1,0 L; Solugdo A: Na2EDTA.2H20 5,0 g, Sulfato ferroso 1,991 g, &cido bdrico 5,719 g, cloreto de
manganés 0,721 g, cloreto de estréncio 0,304 g, brometo de potassio 0,0369 g, molibdato de
amonio 0,109 g, sulfato de cobre 0,0483 g, sulfato de zinco 0,0548 g cloreto de cobalto 0,020 g,
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iodeto de potassio 0,0065 g, selenito de sédio 0,00438 g, agua bidestilada 1,0 L; solucéo C: silicato
de sdodio 0,122 g, nitrato de sédio 0,0274 g, fosfato de potassio monobasico 0,0143 g, fosfato de
potassio dibasico 0,0184 g, agua bidestilada 1,0 L; solucéo D: tiamina 0,075 g, biotina 0,00075 g,
agua bidestilada 1,0 L). A alimentacéo foi oferecida apds 48 horas da eclosdo das larvas com 3 ml
de algas cloroficeas - Pseudokirchneriella subcapitata, e ap0s esse periodo a alimentacdo diaria
fornecida constituiu-se de 7 mL de solucdo de racdo de peixe (20 g de Tetramim® para cada litro de
agua reconstituida), e a cada trés dias era feita a reposicdo de agua reconstituida perdida por
evaporacdo. Apds sete dias da separacdo das desovas (larvas de 2° instar aproximadamente)
eram iniciados os testes (Viveiros, 2012). Estas a¢des foram realizadas a fim de assegurar a fase
larval até o término dos testes e para que todos estivessem sob as mesmas condi¢ées ambientais,
evitando a presenca de fatores que comprometessem os resultados

2.2 Preparo de amostras para teste

As solugbes de exposicdo de o6xido de grafeno (OG) na presenca e auséncia de acidos humicos
foram preparadas no dia do teste com Chironomus sancticaroli, a partir de uma solugdo mée de 1
mg/ml em agua ultra pura. As solu¢gbes foram sonicadas no sonificador Unique Ultra Sonic
Cleaner® durante 5 minutos antes da preparagédo. O experimento foi realizado com sete diferentes
concentracdes: Controle - 4gua reconstituida, T1 - 20 mg/L Acido hdmico; T2 -1Img/L OG;T3 - 10
mg/L OG; T4 - 100 mg/L OG; T5 - 1 mg/L OG + 20 mg/L Acido hiimico;T6 10 mg/L OG + 20 mg/L
Acido himico; T7 - 100 mg/L OG + 20 mg/L Acido hdmico. O volume total de cada uma foi de 70
mL.

2.3 Coleta e ensaios ecotoxicoldgicos agudos

Trinta minutos antes da retirada das larvas da bandeja previamente cultivadas conforme descrito no
item um, foi oferecida a alimentagéo. ApGs esse periodo, foram retiradas aleatoriamente 96 larvas
de 2° instar sendo colocadas em oito placas testes, com uma larva por pogo. Cada placa continha
12 pocos com volume de 5 ml cada um. Foi utilizada uma placa para cada concentracdo teste. Os
organismos foram expostos aos tratamentos por 48 horas. Nesse periodo realizou-se medi¢des de
pH, oxigénio dissolvido (OD) e condutividade elétrica no inicio (0 hora) e ao término do experimento
(ap6s 48 horas). Os organismos foram mantidos em sala climatizada, sob temperatura controlada
(23° C a 26° C), em um ciclo 16 horas luz: 8 horas escuro e sem alimentacdo e aeracdo durante o
periodo de exposicdo. Foram realizados testes para verificar mortalidade e/ou imobilidade dos
animais em 24 horas e 48 horas, através de um toque sutil, verificando mobilidade e registrando o
namero de individuos moveis vivos em cada tempo de exposicdo. Também foi observado o
desenvolvimento das larvas durante o teste agudo (passagem de larva para pupa) e anotado o
namero de individuos que por acaso tivessem empupado. Para o ensaio de toxicidade foi feito o
monitoramento das variaveis biolégicas da cultura a fim de se saber se estas variaveis estavam
dentro dos padrdes estipulados para a realizacdo do teste (sobrevivéncia do lote apds 7 dias maior
gue 80%). A imobilidade e/ou mortalidade da larva era diagnosticada apos a falta de movimento por
15 segundos depois do estimulo mecanico. Apés 48h confirmou-se as que morreram ou estavam
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imoveis. As larvas faltantes eram consideradas como mortas. Apos o final do teste foi calculada a
porcentagem de imdveis em 24 e 48 horas em cada concentracdo teste. Foram realizados dois
testes agudos, sob as mesmas condicBes ambientais a fim de aumentar o numero amostral (teste 1
e teste 2).

2.4 Avaliacao dos instares a partir da medi¢cdo da capsula cefélica

Além do teste toxicoldgico, também foi avaliado o desenvolvimento da cultura matriz, por meio da
medicdo do comprimento da capsula encefalica de larvas de C. sancticaroli. As medidas foram
comparadas com o trabalho de Strixino (1982), de onde foi obtida a populacdo teste. Para tanto,
foram retiradas aleatoriamente larvas da bandeja previamente cultivadas conforme descrito no item
1, e ap6s 48 horas da oviposicdo colocadas em um placa de petri com alcool 70% durante 30
segundos para fixacdo. Em seguida depositadas em uma lamina para visualizacdo da cépsula
cefalica no aumento de 8x na lupa estereoscopica binocular, MR.Optika, MD SZP-10. A avaliacao
do tamanho da capsula cefalica foi realizada através da medicdo ventral da capsula cefalica a partir
do cento do mento até a base da cépsula cefélica sendo fotografadas, medidas e registradas
através do software Optika View version 7.1.1.5 (Figura 1)

iAo A

Figura 1 — Vista ventral da capsula encefélica de Chironomus sancticaroli mostrando a
area da medicédo para deteccao do instar larvar. Foto: Monica Luiza Kuhlmann
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2.5 Avaliacao de dados

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis do médulo “One Way ANOVA” contido no
programa Statgraphics Centurion XVII Version 1.17.04 (StatPoint Technologies 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os valores das variaveis fisicas e quimicas de qualidade de agua,
bem como suas médias e desvio padrao para os dois testes de toxicidade aguda realizados. As
médias de pH ficaram dentro da faixa preconizada OECD (2011). E o oxigénio dissolvido
apresentou concentragfes superiores a 5 mg/L, recomendado pela Resolugdo CONAMA 357/05
(Brasil, 2005) para criacdo de organismos aquaticos.

Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas em 0 hora e ap6s 48 horas de exposicao ao oxido
de grafeno.

1° teste
0 hora 48 horas
pH oD Temp | Condut. pH oD Temp | Condut.
mg/L °C uS/cm mg/L °C puS/cm
Controle| 7,81 6,65 24,9 508 8,24 6,27 25,8 895
T1 7,66 6,55 24,8 494 8,19 6,04 25,7 510
T2 7,73 6,35 24,9 501 7,99 5,89 25,7 513
T3 7,63 6,85 24,9 496 8,05 6,1 25,7 512
T4 7,06 7,04 24,9 449 7,83 59 25,6 467
T5 7,65 6,5 24,9 494 7,88 6,59 25,6 511
T6 7,65 7,02 25 489 7,85 6,06 25,5 503
T7 7,01 6,95 25,1 443 6,09 25,6 455
Média: 7,52 6,74 24,92 | 484,25 8 6,12 25,65 | 545,75
DP: 0,31 0,26 0,09 24,32 0,16 0,24 0,1 149,18
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2° teste
0 hora 48 horas
pH oD Temp | Condut. pH oD Temp | Condut.
mg/L °C uS/cm mg/L °C puS/cm
Controle| 7,99 7,95 28,7 507 8,1 6,91 25,7 572
T1 8,05 6,8 25,9 538
T2 8,01 7,23 28,9 504 8,01 6,87 24,9 545
T3 7,94 7,07 28,8 501 8 7,11 24,3 540
T4 7,35 7,65 28,4 452 7,8 7,46 25,8 499
T5 7,98 7,23 28,5 499 8,03 7 25,5 525
T6 7,89 6,59 28,4 493 7,95 7,04 25,7 536
T7 7,2 7,06 28,6 448 7,86 7,43 25,2 488

Meédia: 17,77 7,25 28,61 486,29 7,98 7,08 25,38 0,53
DP: 0,34 0,44 0,2 25,19 0,1 0,22 0,59 0,02

No primeiro teste agudo realizado, a porcentagem de sobrevivéncia foi menor no
tratamento com 10 mg/L de 6xido de grafeno (40%). Ja no segundo teste, a porcentagem de
sobrevivéncia das larvas de C. sancticaroli foi alta, sendo igual ou superior a 70% (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de sobrevivéncia das larvas de C. sancticaroli apds 24 e 48 horas
de exposicao ao 6xido de grafeno (N = 12 larvas, em duplicata). AH — acido humico; OG — 6xido de
grafeno.

Tratamento

24 hrs 48 hs

Cont Controle 100% 92%
Cont Controle 100% 100%
T1 20mg/L AH 100% 100%
T1 20mg/L AH 100% 92%
T2 1mg/L OG 100% 100%
T2 1mg/L OG 100% 100%
T3 10 mg/L OG 100% 100%
T3 10 mg/L OG 100% 100%
T4 100 mg/L OG 75% 75%
T4 100 mg/L OG 100% 100%
T5 1 mg/L OG + 20 mg/L AH 100% 100%
T5 1 mg/L OG + 20 mg/L AH 100% 100%
T6 10 mg/L OG + 20 mg/L AH 100% 100%
T6 10 mg/L OG + 20 mg/L AH 100% 100%
T7 100 mg/L OG + 20 mg/L AH 83% 83%
T7 100 mg/L OG + 20 mg/L AH 92% 92%

A Figura 1 apresenta graficamente a porcentagem de sobrevivéncia das larvas no controle
e nos sete tratamentos testados. Pode-se perceber pela figura que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05; p = 0,0865) entre os tratamentos e 0 grupo controle.

Em outros estudos com o organismo Hydra attenuata, foi observado efeitos adversos
como desintegrac@o e morte em concentragdes 100 mg/L oxido de grafeno (Ferreira et al. 2015)

No presente estudo estdo sendo realizados testes crénicos a fim de avaliar se o 6xido de
grafeno provoca efeitos sub-letais, tais como deformidade do mento em C. santicaroli, além de
letais como a sobrevivéncia.
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Figura 1. Sobrevivéncia das larvas de C. sancticaroli no segundo teste agudo ap6s 48 horas de
exposicao ao 6xido de grafeno. Os pontos correspondem as medias de 12 observacgdes (+ erro
padréo), em duplicata.

A figura 2 apresenta os tamanhos da capsula encefélica (em mm) ao longo do tempo de
desenvolvimento, quando criados em temperatura média de 25°C. O quarto e ultimo instar larvar foi
atingido no 14° dia, e com excecao do primeiro e do 4° instares, que foram mais longos, em meédia
cada instar durou dois dias.

Os dados obtidos para este parametro indicam um tamanho de capsula cefalica de
semelhante em ordem de grandeza ao da cultura da Embrapa Meio Ambiente em relagéo a cultura
da UFSCar (Strixino,1982) (Tabela 3).

Isto assegura 0 uso da cultura matriz de C. sancticaroli da Embrapa Meio Ambiente para
uso em testes toxicolégicos, uma vez que o correto instar larvar para o come¢o dos testes é
importante na validac@o de resultados e também para a comparagéo de resultados entre diferentes
laboratérios.
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Figura 2. Comprimento da capsula encefalica de C. sancticaroli (em mm) ao longo do tempo.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo do comprimento da capsula encefalica de C.
sancticaroli (em mm) ao longo do tempo em comparacdo com artigo de ciclo de vida do C.
sancticaroli por (Strixino, 1982).

Dias C“'t“raAErgiZﬁ‘;a Meio | cyjtura Strixino (1982)
| instar 4 0,045:+0,009 0,060+0,002
llinstar | 2 0,098+0,021 0,105:0,004
linstar| 2 0,160+0,02 0,181+0,008
Winstar| 2 0,240+0,065 0,302+0,018

4 CONCLUSAO

Conclui-se que o OG néo altera significativamente a sobrevivéncia de C. sancticaroli ,

mesmo em altas concentracdo como a de 100 mg L™ .

A presenga do material humico, na

concentracdo de 20 mg L™, n&o contribuiu para manifestar efeito adverso do material-teste nas

concentracdes avaliadas.

Portanto, a concentracdo efetiva media (CE50-48h) > 100 mg L™, determinada com
base no parédmetro avaliado, categorizaria o material-teste (USEPA, 1985) como “praticamente
nao toéxico” para C. sancticaroli.
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