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RESUMO

O uso e aplicabilidade das nanoparticulas de 6xido de cobre (NPCuO)
tem aumentado consideravelmente nos dias atuais principalmente no
campo da ciéncia e das indudstrias. A NPCuO ¢ bastante utilizada
principalmente como componente em tinta anti-incrustante de
embarcacdes. Embora se verifique uma utilizacdo crescente desta
particula, estudos desenvolvidos para avaliar seus potenciais impactos
ao meio ambiente ainda sdo escassos. Assim sendo o presente trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos téxicos da NPCuO utilizando
macrdéfitas aqudticas da espécie Landoltia punctata como organismo-
teste. A metodologia utilizada para os ensaios teve como base as
normatizacdes ISO 20079 e da OECD 221, porém com adaptagdes. Com
o objetivo de avaliar a estabilidade, tamanho e forma da NPCuO foram
realizados procedimentos para a sua caracterizagdo através de
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET), anélise de drea superficial
e andlise do potencial Zeta. O delineamento experimental se deu pela
exposicdo do organismo-teste a trés diferentes concentracdes da
NPCuO, além do grupo controle, sendo 0.1, 1.0 e 10.0 g.L'l. Cada
tratamento se deu em seis repeticdes totalizando 24 unidades
experimentais utilizadas em testes com duragdo de sete dias. No ensaio
foi avaliada a taxa de crescimento, alteracdes na organizagdo
ultraestrutural e  morfolégica e, conteido de  pigmentos
fotossintetizantes. Além dos procedimentos normatizados foram
realizadas andlises microscopicas para avaliar possiveis alteracdes
citolégicas apés a exposicdo. Diferentemente do esperado nio foram
observados efeitos significativos p<0,05 na taxa de crescimento dos
organismos expostos as diferentes concentracdes. Essa premissa é
comprovada ao se verificar no maximo a CE,y na maxima concentragio
de NPCuO. Os danos sobre a ultraestrutura e contetido de pigmentos
fotossintetizantes foram bastante expressivos e ndo foram encontradas
nanoparticulas no interior das macroéfitas durante a microscopia. Isto
remete a hipdtese de que com o aumento do periodo de exposicdo os
efeitos de inibicdo de crescimento poderiam aumentar. O actimulo de
Cu® pela planta denota que a toxicidade pode ter sido provocada pelos
ifons liberados na amostra. A bioacumulag¢do apresentada pela planta
pode provocar efeitos téxicos nos niveis mais altos da cadeia tréfica
indicando a necessidade de avaliar a bioamplificacdo dos efeitos dos
fons da NPCuO.
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ABSTRACT

The use and applicability of copper oxide nanoparticles (NPCuO) has
increased substantially today mainly in the fields of scientific and
industry. The NPCuO is widely used mostly as a component of
antifouling paints in ships. Although there is an increasing use of this
particle, studies developed to evaluate the potential environmental
impacts are scarce. Thus the present study has aimed to evaluate the
toxic effects of NPCuO on the duckweed Landoltia punctata sp. The test
methodology used was OECD and ISO/DIS 20079 normalizations with
some adaptations. For a better understanding of the effects and to
complement this research, microscopic analysis was done to assess the
physiological implications inside the cells of L. punctata and at the same
time the uptake of copper ions by the duckweed. Also the
characterization of the nanoparticle in this study by Transmition
Electronic Microscopy (TEM), superficial area analysis and Zeta
potential analysis was done. The experimental procedure was by
exposure of the test-organism to three different concentration of
NPCuO, above the control group, being 0.1, 1.0 and 10.0 g.L'l. Each
treatment was done in six replicates totaling 24 experimental units used
in assay with lasting seven days. In the test the growth rate,
morphological and cytological alterations and photosynthetic pigments
were evaluated. In addition to the standardized procedures microscopic
analyzes were performed to assess possible cytological changes after
exposure. Contrary to expected results haven't been observed meaning
effects p<0,05 in the growth rate of organisms exposed to concentrations
of nanoparticle. This fact is proven EC,, in at most a very high
concentration of NPCuO. The damage on the morphology and
photosynthetic material were quite significant and the nanoparticles
were not observed in the cells during the microscopy. This leads to the
conclusion that with the increase of the exposure period the growth
inhibitory effects could increase. The accumulation of Cu®* by the plant
indicates that toxicity can be caused by ions released in the sample. The
bioaccumulation presented by the plant can cause toxic effects on higher
trophic levels indicating the need to evaluate the effects of
biomagnifications of ions NPCuO..

Keywords: Duckweed Landoltia punctata 1. Toxicological Assay 2.
Copper oxide nanoparticle 3.
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1. INTRODUCAO

A ciéncia da nanotecnologia vem ganhando espago no campo de
inovagdes e aprimoramento de novas tecnologias. Seu conceito
relaciona-se ao estudo da manipulagdo da matéria em uma escala
atdmica e molecular (em escala “nano” prefixo esse que designa 10°m
assim como micro 10° e mili 107) e, desse processo, gerar produtos e
componentes nas mais diversas dreas de pesquisa. Pode também ser
conceituada como uma ciéncia multidisciplinar que envolve a cria¢do e
utilizacdo de materiais, sistemas e dispositivos em escala nanométrica
(variagdo de tamanho de 1 a 100 nm) (ZHA et. al, 2007).
Complementando tal premissa Martins, (2009) conclui que na
nanotecnologia:

[...] o tamanho da particula é de suma
importancia, pois modifica a natureza das
interagdes das forcas entre as moléculas do
material e, consequentemente, altera os impactos
que estes processos ou produtos nanotecnoldgicos
tém junto do meio ambiente, a saide humana e a
sociedade como um todo.

O marco inicial da nanotecnologia se consolidou em 1959, na
reunido Anual da Sociedade Americana de Fisica. Nesse evento o fisico
norte americano Richard Feynman proferiu as possibilidades, vantagens
e mudangas com a obten¢do de materiais em nanoescala. No entanto
essa ciéncia se popularizou no decorrer do ano de 1980, quando o
cientista Eric Dexler do Instituto Foresight, mencionou a construgéo de
maquinas em escala molecular, contendo apenas alguns nandmetros de
tamanho tais como bragos de robds, motores e computadores (SILVA,
2011).

Com grande participagdo no campo da nanociéncia, a sintese e
utilizacdo de nanoparticulas (NP) vém ganhando espaco em muitos
setores tecnoldgicos. Conceitualmente as NPs sdo definidas como
porcdes, de tamanho nanometrico, provenientes de um material
especifico em maior escala. Sendo que essas por¢des terdo
caracteristicas diferentes do material original de dimensdes superiores.
Sua aplicabilidade € observada em vdrios campos tais como:
catalizadores na quimica, medicamentos, pontos quanticos em
*nanoeletronicos e **particulas nanomagnéticas nas ciéncias de
materiais. Além disso, as nanoparticulas ja sdo utilizadas na composi¢ao
*Dispositivos elétricos fabricados e operados em escala nano.

** Materiais em escala nano que possuem propriedades magnéticas, geralmente utilizada
em uma das dreas de pesquisa da fisica (nanomagnetismo)



vestudrio, equipamentos esportivos, conversores cataliticos de
automoveis, colagem dental, produtos de limpezas, e curativos para
feridas. Além dos usos ja consolidados sdo muitos os campos de
possiveis aplica¢des da nanotecnologia para um futuro préximo, como
por exemplo, em nanomedicina, remedia¢do ambiental, e no
imageamento de células (CROSERA et al., 2009). Apesar de apresentar
aplicabilidades e beneficios descritos anteriormente, ndo se devem
subestimar seus potenciais danos ao meio ambiente.

Algumas  propriedades dos  nanomateriais, como a
biodisponibilidade, biodegradabilidade e toxicidade sdo ainda pouco
conhecidas. No entanto essas particulas, devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas, podem ser transportadas no meio ambiente ou
acumuladas ao longo da cadeia alimentar, interferindo nos processos
bioldgicos (QUINA, 2004). Conclusivamente, nanoparticulas podem ser
uteis, mas também podem desencadear impactos negativos ainda
desconhecidos de acordo com a dose ou a superficie de contato que
possuem (SANTOS, 2010).

Cada tipo de composto quimico que é reduzido a escala nano
apresenta caracteristicas especificas que possibilitam diferentes usos
quando comparado com a mesma substincia em escalas maiores. Esse
fato se aplica as nanoparticulas de 6xido de cobre (NPCuO), alvo do
presente estudo.

Aplicagdo de NPCuO tem ganhado espaco de forma crescente na
inddstria tecnoldgica. Sendo um exemplo o aumento do desempenho da
producio de hidrogénio, através da decomposicio da dgua, com o uso de
energia solar baseada em foto eletroquimica. As nanoparticulas de 6xido
de cobre aumentam a eficiéncia desse tipo de célula devido as suas
propriedades Opticas e elétricas especificas. (CHIANG et al., 2011).
Ainda as NPCuO semicondutoras sdo promissoras no que diz respeito ao
seu uso em dispositivos eletronicos e dptico eletrdnicos em escala nano
(CHIANG; AROH; EHRMAN, 2012).

A NPCuO ¢ usualmente utilizada como tintura anti-incrustante
em barcos, navios entre outros materiais que necessitam permanecer sob
a dgua. No entanto, o risco eminente de contamina¢do dos ecossistemas
aquaticos € desconhecido (PERREAULT et al., 2010).

Embora as nanoparticulas NPCuO mostrem resultados favoraveis
em relacdo ao desenvolvimento tecnoldgico, processos de producdo e,
em pesquisas voltadas para a drea da sadde, ainda sdo pouco expressivos
estudos referentes aos seus efeitos nocivos tanto ao homem quanto para
0o meio ambiente. Neste contexto, a nanotoxicologia surge como uma
ciéncia que busca desenvolver e aplicar métodos para avaliar os efeitos



toxicos das nanoparticulas nos ecossistemas e dar subsidios para uma
gestdo consciente desta nova tecnologia. Estes estudos baseiam-se,
geralmente, na exposicdo de organismos-testes aos agentes toxicos e na
observacdo das alteracdes metabdlicas e morfoldgicas causadas. Assim a
selecdo do organismo teste a ser utilizado € uma etapa importante e
requer uma série de requisitos como a sensibilidade e posi¢do na cadeia
tréfica, por exemplo.

No decorrer dos ultimos anos vem se ampliando, estudos nos
quais as substancias toxicas presentes no meio aqudtico sdo avaliadas a
partir dos efeitos provocados sobre as macrdfitas lemnaceas. Essas
plantas vasculares, principalmente das espécies Lemna gibba e Lemna
minor, vém sendo amplamente estudadas e sdo objetos de normatizagdes
de testes de toxicidade (OECD, 2002). As plantas desse grupo vegetal,
conhecidas popularmente como lemnas sdo as principais plantas
utilizadas em experimentos de morfogenética, toxicologia e ensaios
relacionados a fisiologia, devido as suas caracteristicas de se
propagarem rapidamente em pouco espago (POTT, 2002). As
caracteristicas que qualificam essas macrdfitas aqudticas como
organismo-teste, preenchem diversos requisitos exigidos pelas
normatizacdes de testes toxicoldgicos, tais como:

e Possuem a maior taxa de crescimento entre os vegetais
superiores;

e Disporem de alta sensibilidade a certos compostos tais como
herbicidas, por exemplo,

e Expressarem respostas rapidas de toxicidade aos testes,
Serem de fécil manejo e reproducdo em laboratdrio,

e Apresentarem nivel de importincia dentro da cadeia tréfica.

Também ja sdo utilizadas em testes de toxicidade com
nanoparticulas. Perreault et al., (2010), por exemplo, avaliou em sua
pesquisa a toxicidade de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPCuO)
através da inibicdo no processo de fotossintese das lemnas. Seus
resultados mostraram que as NPCuO inibem o transporte de elétrons
associados aos rendimentos quinticos e operacionais em etapas do
desenvolvimento da fotossintese resultando em uma forte inibicdo na
acdo fotossintética da planta com consequente reducdo de sua taxa de
crescimento.

A necessidade de examinar os possiveis efeitos téxicos da
NPCuO se justifica pela mesma apresentar tamanho consideravelmente
diminuto, podendo penetrar facilmente em uma variedade de superficies
e, por possuir reatividade quando em solug¢do. Deste modo, o presente



estudo visa avaliar possivel efeito agudo dessa nanoparticula em
macréfitas lemndceas da espécie Landoltia punctata verificando
possiveis efeitos morfoldgicos, alteracdes celulares e de pigmentos
fotossintetizantes.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar a toxicidade de nanoparticulas de 6xido de cobre
utilizando a macrdéfita Landoltia punctata como organismo-teste.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente a nanoparticula de Oxido de
Cobre obtida para estudo;

e Determinar o nivel de toxicidade das nanoparticulas de Oxido
de Cobre por meio de teste de toxicidade aguda sobre as
macréfitas Landoltia punctata;

e Avaliar os efeitos toxicos das NPCuO sobre o organismo-teste
através de alteracdes morfoldgicas, na ultraestrutura;

¢ E quantificar o contetido de pigmentos fotossintetizantes.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO E CONTEXTO DA NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é conceituada como o ato de manipular
particulas em uma faixa de tamanho menor que 100 nandmetros
(WEXLER, 2009). Realizando um breve comparativo com relacdo aos
tamanhos dos materiais € possivel observar que a dimensio de um fio de
cabelo pode medir 100.000 nm, a das hemadcias € na faixa de 10.000 nm,
das moléculas de DNA situa-se na escala de 100 nm pouco menos que o
tamanho de um virus e os nanotubos de carbono possuem um didmetro
na faixa de 10 nm (TOMA, 2004). Esse comparativo pode ser
visualizado a seguir (Figura 1).

Figura 1: Dimensdes de alguns elementos em suas vdrias escalas.
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Fonte: TOMA, (2007).

O desenvolvimento de pesquisas voltadas ao ramo da
nanotecnologia vem sendo cada vez mais expressivo no mundo atual.
Inclusive os nanomateriais ja sao utilizados em centenas de produtos tais
como protetores solares, cosméticos, téxteis, equipamentos desportivos,
entre outros. Nanotecnologia também estd sendo desenvolvida para
utilizacdo na fabrica¢do de remédios, biossensores e outras aplicacdes
biomédicas. Além de estarem sendo desenvolvidas para utilizagdo em



aplicacdes ambientais como limpeza de poluentes, por exemplo,
(WEXLER, 2009).

O marco da nanotecnologia foi a palestra realizada por Richard
Feynman, em 1959 na qual a possibilidade teérica de formas extremas
de miniaturizagdo foi enfatizada (RICHARD, 1992). A segunda mencdo
da criacdo da nanotecnologia tem sua origem em um artigo apresentado
por Norio Taniguchi em 1974 para a Sociedade Japonesa de Engenharia
de Precisdo, na qual, corroborando com a sabedoria "popular”, o termo
nanotecnologia foi cunhado (PARDO-GUERRA, 2011).

Em 1981, Gerd Binnig e Heinrich Rohrer desenvolveram o
microscépio de tunelamento em laboratérios da International Business
Machines (IBM) na Suiga. Esta ferramenta fornecida por um avanco
revoluciondrio que permite aos cientistas imagem a posi¢do dos dtomos
individuais em superficies. Ainda Binnig e Rohrer ganharam o Prémio
Nobel em 1986 e deu origem a uma grande variedade de ferramentas de
verificagdo de sonda para observacdes em nanoescala (PICRAUX,
2012).

J4 em 1990 Donald Eigler reproduziu as letras do logotipo de sua
empresa, a IBM, movendo 35 dtomos de xendnio em seu lugar sobre
uma superficie de niquel. Esta manifestacio chamou a atencdo do
publico, porque mostrou a precisdo das ferramentas emergentes em
nanoescala (PICRAUX, 2012).

Em 1991, a manipulagdo de dtomos de carbono, dispostas sob a
forma de um tubo, possibilitou a criacio do primeiro nanotubo seis
vezes mais leve do que o aco, porém 100 vezes mais forte (BRAR et al.,
2009).

Essa ciéncia vem avangando rapidamente, com mais de 1000
nanoprodutos ji existentes no mercado sendo crescente o uso das
nanoparticulas para propdsitos diversos.

2.2 USO E IMPORTANCIA DAS NANOPARTICULAS

A nanotecnologia tornou-se uma inddstria em rapido crescimento,
com um vasto nimero de aplicacdes potenciais, tais como cosméticos,
eletronicos, tintas, dispositivos médicos, embalagens de alimentos,
catalisadores, antimicrobianos, tecidos para vestudrio, membranas de
tratamento de 4dgua, etc (JO et al., 2012).

Inclusive as nanoparticulas vém sendo pesquisadas para usos na
tecnologia sob as mais amplas categorias de carbono, semicondutores,



metalicos, oxidantes—hidroxidantes, fosfatos (GIjZMAN; TAYLOR;
BANFIELD, 2006). Dentre as diversas inddstrias que tem uso de
nanoparticulas em grande escala destacam-se: fabricantes de tintas,
revestimentos, cosméticos, catalisadores, polimeros compdsitos
(AITKEN et al., 2006). Também as propriedades das nanoparticulas
podem vir a influenciar nas interacdes entre sistemas bioldgicos
(DHAWAN; SHARMA; PARMAR, 2009). Devido a isso as mesmas
também vém sendo incorporadas no campo da medicina. O seu uso em
procedimentos médicos se destaca, tais como, ferramentas de imagem,
agentes de fototerapia e portadores do gene (VERMA et al., 2008).
Ainda vem sendo utilizada na elabora¢do de remédios, genes, e, auxilio
em diagndsticos (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2006).

No ano de 2005, por exemplo, o Instituto Nacional de Cancer dos
Estados Unidos investiu um total de 114, 3 milhdes de ddlares ao longo
de cinco anos para o programa de alianga para nanotecnologia do
cancer, dessa forma, muitas pesquisas e o desenvolvimento ¢&
progressivo nas dreas de diagndstico de cancer, dispositivos,
biossensores e microfluidos (KIM, 2006). Ainda, se tratando de termos
econdmicos:

O mercado total de produtos que incorporam
nanotecnologias (incluindo semicondutores e
eletronicos) atingiu US$ 135 bilhdes em 2007,
devendo alcangar US$ 693 bilhdes até o final de
2012 e cerca de US$ 2,95 trilhdes em 2015.
Excluindo-se os semicondutores e eletronicos, o
mercado global de produtos que incorporam
nanotecnologias chegou a US$ 83 bilhdes em
2007, devendo alcancar US$ 263 bilhdes em 2012
e US$ 1,5 trilhdes em 2015 (ABDI, 2010).

O Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI) devera
investir até 2013, R$ 110 milhdes na drea de nanotecnologia, com o
objetivo de apoiar empresas e laboratérios que atuam no setor (ABDI,
2010). S6 no ano de 2005 o total de investimento global em
nanotecnologia foi em torno de dez bilhdes de délares (HARRISON,
2007).

A seguir serd apresentada (Tabela 1) a relacdo dos produtos de
nanotecnologia desenvolvidos no Brasil juntamente com as respectivas
empresas, conforme divulgado pelo MCT em 2007.
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Tabela 1: Produtos de nanotecnologia produzidos no Brasil.

Produto

Empresa

Lingua Eletr6nica

Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (EMBRAPA)

Grafite Faber Castell
n-Domp Ponto Quantico
Biphor Bunge

Prétese Arterial Nano Endolumial
True Life Silpure Diklatex

Secador de Cabelos Nanox/TAISS
Sistema de Liberacdo Controlada de Nanocore

Medicamentos

Taubarez T 940 Industrias Quimicas de Taubaté
Revestimentos Nanox Tecnologia S.A.
Vitactive Nanoserum Antissinais O Boticério

Cvdntus CVD

Nanocompésitos de Poliprileno e Braskem

Polietileno

Fonte: Modificado de MCT, (2007).

Teoricamente as nanoparticulas podem ser produzidas a partir de
qualquer produto quimico, entretanto maior parte das particulas de
tamanho nano atualmente sdo sintetizadas com o uso de metais de
transi¢do, de silicio, de carbono e 6xidos metélicos (DROBNE, 2007).
Sendo um exemplo de nanoparticulas de 6xidos metélicos a NPCuO.

2.3 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE

Atualmente nanoestruturas de materiais com base de cobre,
incluindo o 6xido de cobre, vém sendo amplamente utilizadas nas mais
diversas areas. Esse tipo de nanoparticula tem sua importancia nio
somente no campo cientifico, mas também na inddstria devido a sua
aplicacdo em dispositivos eletrOnicos, tais como: placas de circuito
impressos e condensadores multicamadas de ceramica (SAITO et al.,
2011).

As nanoparticulas de Oxido de Cobre também sio utilizadas
como um dos componentes de tintas anti-incrustantes de embarcacdes
(PERREAULT et al.,, 2010; ALMEIDA, DIAMANTINO e SOUSA,
2007). Também as NPCuO tém potencial para substituir os catalisadores
de metais nobres para a oxidacdo de monodxido de carbono (ZHOU et
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al., 2006). White et al. (2006), mencionam, com base nos resultados
obtidos em seus estudos, que a cinética de oxi-redu¢do de nanoparticulas
de 6xido de cobre se mostraram favoraveis no que diz respeito a reducio
a emissdo de gases téxicos de escape de motores automotivos. Ainda a
suspensdo de nanoparticulas CuO (nanofluido) possui uma excelente
condutividade térmica podendo ser utilizada como um fluido de
transferéncia de calor em maquinas-ferramentas (CHIANG et al., 2011).

No entanto, o rdpido crescimento do dominio e uso da
nanotecnologia pode propiciar a contamina¢do do ambiente por
poluentes nanométricos tais como nanoparticulas metdlicas que sio as
comumente utilizadas em larga escala em aplicacdes industriais (BRAR
et al.,, 2009). Dessa forma, apesar de a NPCuO ji ser amplamente
utilizada para diversos fins, estudos voltados aos seus efeitos nocivos
ainda sao pouco comuns.

2.4 POSSIVEIS IMPACTOS PROVOCADOS PELAS NPCuO

Apesar de as nanoparticulas se mostrarem benéficas nos mais
diversos campos em que sdo utilizadas, hd também crescente
preocupagdo nos riscos que podem ser gerados com a sua disposicao no
ambiente. Devido ao seu tamanho extremamente pequeno, oS
nanomateriais (NM) possuem drea superficial extremamente elevada em
relacdo ao volume fato que os torna altamente reativos (ARORA,
RAJWADE E PAKNIKAR, 2011). Sob a forma de residuos industriais e
domésticos as nanoparticulas de O6xido de metal tendem a serem
depositadas em corpos d'dgua naturais (ARUOJA et al., 2008). Ademais,
por possuir tamanho nano, proporcionam facilidade de dispersdo no ar e
também de penetracdo em variados tipos de superficies.

Dentre as nanoparticulas metélicas as NPCuO também podem
apresentar efeitos nocivos quando dispostas no ambiente. Recentemente,
véarios estudos tém demonstrado que as nanoparticulas de CuO
apresentam uma toxicidade relativamente elevada para Daphnia magna
devido aos fons (por exemplo, fons Cu®") liberados pela da superficie
das nanoparticulas (HEINLAAN et al, 2011). KARLSSON et al.,
(2008), por exemplo, investigaram e compararam os efeitos toxicos e
capacidade de danos ao DNA e estresse oxidativo de diferentes
nanoparticulas e nanotubos (CuO, TiO,, ZnO, CuZnFe,0,4, Fe;04, Fe,0;
comparada com NPs de carbono e nanotubos de carbono multicamadas),
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seus resultados mostraram que toxicidade in vitro de nanoparticulas de
CuO se destacaram dentre os outros elementos.

Ja Perreault et al., (2012), observaram maior toxicidade dos
polimeros revestidos com nanoparticulas de 6xido de cobre sobre as
algas da espécie Chlamydomonas reinhardtii.

Ainda nos estudos realizados por Fahmy e Cormier (2009), em
que foi avaliado o impacto de poluentes metdlicos sobre o sistema
respiratdrio por meio do estresse oxidativo gerado em células epiteliais
(HEp - 2), as nanoparticulas de CuO induziram a maior quantidade de
citotoxicidade em relacdio a dose-dependente enquanto os outros metais
(SiO; e Fe,03) ndo apresentaram efeitos téxicos para a célula HEp — 2
mesmo doses elevadas (400 lg/cmz).

Jo et al., (2012), observaram que toxicidade reproduzida pelo
organismo Daphnia magna das nanoparticulas de 6xido de cobre é
ocasionada principalmente devido a sua associagdo com Cu dissolvido.
Ja Rossetto (2012) observou que a nanoparticula de 6xido de cobre, por
ter maior drea superficial que a microparticula, se mostrou mais téxica.
Isso pelo fato de a NPCuO apresentar maior drea superficial, maior
instabilidade, menor tamanho e maior a liberacdo de ions. Nesse estudo
ainda foi observado através dos dados obtidos das andlises por MET,
MEV e potencial zeta, que a NPCuO quando em contato com o0 meio
diluente tende a se aglomerar. Com isso a autora concluiu que o meio
diluente pode vir a influenciar diretamente o estado de aglomeracdo das
NP devido a sua diferente composi¢cdo quimica e diferentes valores de
pH, o que pode influenciar no nivel de efeito toxico.

Contudo apesar de a caracterizacdo da nanoparticula ser um fator
importante para elucidar a presente pesquisa para se obter um melhor
entendimento dos efeitos provocados pelas nanoparticulas de 6xido de
cobre também se faz importante o embasamento tedrico de conceitos e
elementos relacionados as avaliacdes de toxicidade.

2.5 IMPORTANCIA DOS TESTES TOXICOLOGICOS

Atualmente ensaios toxicoldgicos sdo realizados com o intuito de
observar os efeitos téxicos que uma substincia pode proporcionar, ou
nio, a um organismo, €, caso apresente efeitos nocivos, conferir o nivel
da toxicidade que a mesma oferece (MATIAS, 2011). Pelo fato de essa
metodologia ter relativa importancia dentro do campo das avaliagdes e
diagndsticos ambientais e proporcionar, de maneira representativa, o
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valor da concentracdo quimica dos componentes que podem ser
prejudiciais aos ecossistemas, a mesma ji € requisitada até mesmo na
legislacdo ambiental (CONAMA 357 e 430).

Os pardmetros de qualidade ambiental exigidos pela legislagdo
brasileira encontram-se descritos na Resolu¢io do CONAMA 357,
(2005), dentre os quais os efeitos toxicos relativos a determinada
substincia também sio levados em consideracgdo.

Art. 34. Os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser lancados, direta ou
indiretamente, nos corpos de dgua desde que
obedecam as condicdes e padrdes previstos neste
artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis:

§ lo O efluente ndo deverd causar ou possuir
potencial para causar efeitos toxicos aos
organismos aqudticos no corpo receptor, de
acordo com os critérios de toxicidade
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente.

§ 20 Os critérios de toxicidade previstos no § 1o
devem se basear em resultados de ensaios
ecotoxicoldgicos padronizados, utilizando
organismos aqudticos, e realizados no efluente
(RESOLUCAO CONAMA n°357, 2005, p.279).

Esse ensaio também ¢ requerido na Resolucio CONAMA n° 430
que é complemento da Resolugdo CONAMA 357:

§ 1 o Os critérios de ecotoxicidade previstos no
caput deste artigo devem se basear em resultados
de ensaios ecotoxicoldgicos aceitos pelo 6rgdo
ambiental, realizados no efluente, utilizando
organismos aqudticos de pelo menos dois niveis
tréficos diferentes.

(RESOLUCAO CONAMA n°430, 2011, p.05).

Dessa forma em alguns momentos para avaliar a toxicidade de
certa substincia sobre os organismos existentes no meio aquético, por
exemplo, ensaios em que s@o utilizados seres vivos como organismo-
teste sdo necessarios (RUNBINGER, 2009).

Também convém mencionar que

A decisdo por um programa de testes de
toxicidade aqudtica visa corrigir as limitacdes
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encontradas nas andlises quimicas ambientais
cujas concentragdes menores que os limites de
deteccdo dos métodos analiticos, ou dificeis de
serem analisadas, podem apresentar-se como um
perigo potencial para organismos aqudticos.
(MESSIAS, 2008, p.15).

As finalidades das andlises toxicoldgicas sdo as de examinar em
qual dimensdo as substincias quimicas (isoladas ou misturadas)
manifestam seus efeitos e o quanto sdo nocivas para o ser vivo (KNIE &
LOPES, 2004). Principio esse que consiste em um método de
observacdo no qual sdo identificados os principais mecanismos que
contribuem para a degradacdo do meio ambiente e da cadeia alimentar
(LALAU, 2010).

De acordo com Matias, (2011), a toxicologia € definida como
uma ciéncia com cardter interdisciplinar que visa avaliar os efeitos
nocivos proporcionados aos seres vivos por meio da avaliacdo dos
mecanismos de agfo toxica em escala molecular, celular e de
organismos inteiros.

Existem dois ensaios de toxicidade mais comumente aplicados
que sdo classificados conforme a manifestacio dos efeitos em relacdo ao
tempo de exposicao:

e Testes agudos: Que permitem identificar os efeitos imediatos de
cardter irreparavel provocado ao organismo quando em contato
com a substancia testada (KNIE & LOPES, 2004), cuja resposta
mais comum ¢é a morte (FUZINATTO, 2009).

e Testes cronicos: S@o testes nos quais os efeitos subletais
provocados nos organismos testados poderdo atingir seu
desenvolvimento e seu ciclo reprodutivo (FUZINATTO, 2009).

Esses tipos de testes (agudos e cronicos) permitem identificar a
toxicidade de um agente quimico através dos resultados obtidos no teste
possibilitando conhecer uma concentragdo confidvel desse agente que
possa ser langada no meio ambiente com risco consideravelmente baixo
(FINKLER, 2002).

No entanto esses resultados deverdo ser representativos, coerentes
e de qualidade estatistica, e, para tanto, uma andlise mais aprofundada é
necessdria. Dessa forma o ideal € que essas respostas sejam apresentadas
graficamente e também através de tabelas com os respectivos desvios
padrao e valores médios, utilizando grandezas estatisticas adequadas.
Procedimento esse que permite uma melhor visualizacido dos resultados
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e oferece um melhor entendimento do comportamento da amostra sobre
o organismo-teste durante a duracdo do ensaio (KNIE & LOPES, 2004).

Assim recomenda-se que pelo menos cinco concentracdes de
amostras sejam testadas de modo que ao menos duas apresentem mais
de 50% de efeito, e esses valores devem estar entre 20% e 80% do
efeito. Com base nessa premissa Knie & Lopes, (2004) designa termos
utilizados dentro da ciéncia da toxicologia para quantificar o nivel de
toxicidade da substancia analisada:

e CEO: Concentracdo de efeito observado — Menor concentragao
do agente toxico na qual o efeito é observado no decorrer do
periodo de teste;

e CE,: Concentracio efetiva média — Concentracdo que causa
efeito agudo (tal como imobilidade) em 20% dos organismos
nas condigdes e periodo de teste sendo esta calculada
estatisticamente;

e CEsp: Concentracio efetiva média — Concentracdo que causa
efeito agudo (tal como imobilidade) em 50% dos organismos
nas condigdes e periodo de teste sendo esta calculada
estatisticamente;

e CEjg: Menor concentragdo que causa efeito a 100% dos
organismos, sendo que esses valores ndo entram no cdlculo,
pois ndo refletem de maneira precisa o efeito zero ou o efeito
100%;

¢ CLsg: Concentragdo letal média — Concentracdo da amostra que
causa a mortalidade de 50% dos organismos nas condicdes e
periodo de teste sendo esta calculada estatisticamente;

e CENO: Concentragio de efeito ndo observado — maior
concentracdo da amostra que ndo causa efeito deletério
estatisticamente significativo nos organismos nas condi¢des e
periodo de teste.

Embora haja termos e metodologias da toxicologia que auxiliam a
quantificar os efeitos nocivos das substincias avaliadas, quando se trata
de nanoparticulas, para se obter uma melhor compreensdo dos
mecanismos de acdo téxica, existe a necessidade de se avaliar outros
aspectos relevantes. A caracterizacdo das nanoparticulas é fundamental
nesse processo visto que peculiaridades tais como tamanho, &rea
superficial, forma, caracteristica quimica, distribui¢do, solubilidade,
quimica da superficie, entre outros podem também proporcionar efeitos
deletérios.
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2.5.1. Caracterizacao de amostras contendo nanoparticulas de
Oxido de Cobre para uso em Avaliacoes Toxicologicas

De forma a facilitar e tornar clara a identificacdo dos elementos
que proporcionaram os efeitos nocivos da NPCuO é fundamental a
realizag¢@o da sua caracterizag¢do. As formas nas quais as nanoparticulas
podem se apresentar posteriormente ao contato com organismos vivos
ou com o meio ambiente e na sua forma livre ou em aglomerados sdo
fatores importantes a serem levados em consideracdo no processo de
toxicidade. Visto que esse se trata de um processo dindmico que também
pode ser acompanhado pela funcionalizacio da superficie das
nanoparticulas por diferentes grupamentos quimicos presentes no meio,
como 4cidos hdmico e fulvico (Figura 2) (PASCHOALINO;
MARCONE; JARDIM, 2010).

Figura 2: Principais processos de alteragdo morfoldgica das nanoparticulas no
ambiente
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Fonte: PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, (2010).

O tamanho hidrodindmico e a alteracdo da superficie das
nanoparticulas dispersas pode ter um efeito dramadtico relacionado a
forma na qual o organismo responde apds a exposi¢do por isso a
importancia de essas solugdes serem adequadamente caracterizadas
(JIANG; OBERDOSTER; BISWAS, 2008). O volume das
nanoparticulas rege as interagcdes entre os sistemas bioldgicos incluindo
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecio (RENWICK;
DONALDSON; CLOUTER, 2001; BORM et al., 2006; CHOI et al.,
2007). Assim sendo o conhecimento dos parimetros de controle de
estado de dispersdo terd implicacdes significativas na preparacdo de
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amostras para estudos toxicoldgicos e interpretacio da resposta
biolégica (JIANG; OBERDOSTER; BISWAS, 2008). Para tanto é a
aplicacdo de técnicas adequadas para a realizagdo da caracterizagdo das
amostras sdo necessdrias (Tabela 2) para se obter uma boa
confiabilidade dos resultados.
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Tabela 2: Conjunto de técnicas de caracterizacio aplicdvel a sistemas de particulas menores que 100nm.

Conjunto de Técnicas de Analise de Particulas Aplicaveis para Sistemas de Particulas com Tamanho <100nm

Dosagem
P Taxa de Tamanho Nominal i
Técnica axa de famanio Nomina Vantagens Desvantagens F.luu,io.
da NP bioldgico em Em Aerosol
suspensio
Cczn]unto de Menos confidvel
métodos que
oA < para ampla .
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usado para o
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potencial zeta
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Sedimentagdo por centrifugacio Snm-10um distribuicdes de Processo Macante.  Sim Nao
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distribuicoes de Assume particulas
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. - . . ~ Medidas pressdo baixa,
Baixa pressdo de impacto e Baixa pressiao A - .
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amostras.
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Conjunto de Técnicas de Analise de Particulas Apliciveis para Sistemas de Particulas com Tamanho <100nm
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tamanho outras técnicas
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particula quimica ‘-
série completa.
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Microscopia de forga atbmica (iimido ou seco) superficie
O tamanho das
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Area superficial especifica (BET, . . Smples ¢ ap P P (p~
. e Snm-vdarios microns a maioria dos no pressuposto de  técnica de alterac@o de
titulagdo, difusdo de carga). . . . ~ o o
sistemas monodisperso titulagdo difusdo)
esférico sem
porosidade

Fonte: Modificado de Power et al., (2006).
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Dentre as técnicas de caracterizagdo de amostras existentes, para

avaliacdo toxicoldgica, as andlises mais comuns na avalicdo de meios
contendo nanoparticulas de Oxido de Cobre sdo:

Microscopia eletronica de transmissdo (MET): Procedimento
que permite observar o tamanho, a morfologia e composi¢do
das nanoparticulas através de um microscépio eletronico de alta
resolucao;

Andlise Brunau—Emmet-Teller (BET): Esse método ¢
empregado para mensurar a drea superficial da nanoparticula,
cujo processo consiste na adsorcdo de moléculas de gis azoto
em uma superficie sélida, que, por sua vez, permite a medigcdo
da drea superficial de um material (REN et al., 2009);

Difracdo de raio X: E usualmente utilizada para determinar a
estrutura cristalina e investigar a estrutura fina do material.
Técnica, esse que permite a coleta de informagdes de
qualitativas e quantitativas a respeito do material observado
além de permitir distinguir os diferentes estados de
ordenamento da matéria (ALMEIDA, 2010); e:

Potencial zeta: mede o plano de cisalhamento (chamado
potencial zeta), seu valor estd intimamente relacionado com a
estabilidade da suspensio e morfologia da superficie das
particulas. Por isso, é amplamente utilizada nos estudos de
estabilidade do produto e na investigacdo da superficie de
adsorcdo (XU, 2007). Ainda, se tratando do potencial zeta
conforme Rossetto, (2012):

...a estabilidade de uma suspensdo depende da
quantidade de interacdes das NP, que resultam
tantos das forcas atrativas (forcas de Van der
Waals) como das repulsivas (eletrostdtica). Esta
carga superficial afeta a distribuicdo de fons da
solugdo na sua vizinhanga que por sua vez leva ao
aumento da concentracdo de contra fons a sua
volta, formando uma dupla camada elétrica. O Pz
é o potencial eletrocinético dos fons e moléculas
do diluente incluso no plano de cisalhamento
quando submetidos a um potencial elétrico. Em
geral, suspensdes com particulas de Pz alto (valor
absoluto) sdo consideradas mais estaveis,
enquanto que particulas com valor menor tendem
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a se aglomerarem e coagularem, tornando-se mais
instdvel.

Ainda, alguns estudos ja vém levantando a hipdtese da possivel
toxicidade gerada pelos ions de cobre liberados na solugdo contendo
nanoparticulas (BLINOVA et al., 2010; ARUOJA et al., 2008). Ja
Perreault et al., 2010, observou nos resultados de seus estudos que o
principal efeito téxico foi provocado pelas NPs e ndo pelos fons de
cobre. Levando-se em conta essas questdes, a quantificacdo dos fons de
cobre existentes na solu¢do também serd analisada no presente trabalho
para posterior verificacdo do seu potencial toxico.

2.6 CRITERIOS PARA A SELECAO DE UM ORGANISMO-
TESTE

Ainda que os testes toxicoldgicos sejam considerados uma das
principais ferramentas dentro do &mbito de andlise ambiental, verifica-se
que nem todos os efeitos provocados no organismo poderdo ser
utilizados. Dessa forma existe a necessidade de que o organismo a ser
testado atenda aos requisitos e critérios de sele¢do do organismo — teste
sendo esses: disponibilidade e abundancia do organismo no ambiente,
facilidade no cultivo em laboratério, conhecimento da biologia da
espécie. E, além disso, de preferéncia, que as espécies sejam sensiveis e
nativas do local de desenvolvimento do teste (BOHRER, 1995).

Dentre as condi¢des padronizadas para a selecdo do organismo
teste, utilizado em ensaios toxicoldgicos, a sensibilidade € o principal
fator levado em consideragdo. Existe a necessidade de que o organismo
apresente relativo grau de sensibilidade a uma variedade de agentes
quimicos, sendo o ideal que a sensibilidade seja relativamente constante
de forma a possibilitar resultados precisos e com alto grau de
confiabilidade.

Dessa forma, um conhecimento prévio das caracteristicas
bioldgicas da espécie € necessdrio, tanto para o cultivo quanto para a
reprodugdo do teste, sendo essas: comportamento, reproducio, habitos
alimentares, fisiologia. A utilizacdo de espécies de pequeno porte e ciclo
de vida ndo muito longo se mostra ideal aos estudos ecotoxicoldgicos
em laboratério (DOMINGUES E BERTOLETTI, 2006). Ainda:

Bioensaios com indicadores de ciclo de vida
curtos sdo de interesse em todas as perspectivas
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ecoldgicas, particularmente quando testam
amostras instdveis como efluentes. Existem
diversos seres que podem ser utilizados como
bioindicadores, sendo que a facil manipulagdo e a
rapidez na realizacdo de um ensaio sdo pontos
chave para sua aplicacdo principalmente no
ambito de mercado (RUNBINGER, 2009, p.24).

Para Knie & Lopes, (2004), através de um consenso de pesquisas
de maior parte dos laboratérios de ecotoxicologia espalhados pelo
mundo os critérios decisivos para a selecdo de um organismo — teste
foram, principalmente, boas praticas com o seu manuseio, o seu grau de
importancia na cadeia alimentar, bem como sua ampla disseminac¢do e
facil disponibilidade. Embora haja essa multiplicidade de critérios de
selec@o observa-se que:

Na toxicologia a espécie de escolha ndo ¢
necessariamente aquela que apresenta mais
semelhancas com o homem, mas serd aquela que
permitird melhor evidenciar o tipo de efeito
toxicoldgico pesquisado (melhor sensibilidade)
(MATIAS, 2011, p. 02).

Corroborando com a premissa, ainda, ¢ fundamental que o
organismo testado tenha considerdvel representatividade dentro da
cadeia tréfica.

Rand e Petrocelli, (1985), além de confirmar o critério de o
organismo ser de facil manipulacdo laboratorial também fortalece que é
fundamental a sua representatividade em relagdo a um determinado
grupo de importancia ecoldgica. Também, o organismo deve gerar
populagdes uniformes e ser pertencente a uma familia que faca parte da
cadeia alimentar do ser humano.

A partir dessa perspectiva as macrdfitas lemndceas serdo
utilizadas nos ensaios, tanto por contemplar o fator anteriormente
descrito, quanto por ser um organismo de facil cultivo, ter crescimento
rapido, ser extremamente sensivel a exposicdo de agentes toxicos e por
ja ter sido utilizada para testar a toxicidade de nanoparticulas
mostrando-se eficiente.
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2.7 AS LEMNAS

A expressdo “Lemna” designa um género de plantas da
subfamilia Lemnoideae (Antiga familia Lemnaceae), € a proposi¢ao
limnus, com origem no latim, significa lago, relacionando essas
macrofitas ao seu habitat natural (SKILLICORN; SPIRA; JOURNEY,
1993). A taxonomia deste grupo de plantas vasculares causa
controvérsias entre pesquisadores e tem sofrido mudancas nos dltimos
anos. Segundo o APGIII (Angiosperm Philogeny Group III), a
subfamilia Lemnoideae pertencente a familia Ardceae, é composta por
cinco géneros (Landoltia, Lemna, Spirodela, Wolffia e Wolffiella) com
cerca de 40 espécies, sendo todas de hébitos aqudticos (STEVENS,
2014). Devido ao tamanho diminuto e a rara visualizacdo de flores, a
identificacdo das espécies é de dificil determinacdo e até mesmo
atribui¢do de uma nomenclatura popular é rara no Brasil. Deste modo,
pesquisadores brasileiros tentam levar o nome lemna para uma
nomenclatura mais popular e usual, em que o termo lemna, grafado com
letra minuscula e ndo seguido de “SP” seria uma nomenclatura popular
para todas as espécies deste grupo. Conforme Mohedano, (2010, p.54):

Popularmente, no Brasil, estes vegetais podem
ter denominagdes como lentilha d’dgua ou
marrequinha, porém nota-se que em algumas
regides de Santa Catarina as populacdes
campesinas ndo atribuem nenhum nome
especifico, apesar de conhecé-las. Muitas vezes,
as chamam apenas de alguinha. Em inglé€s, o
termo duckweed é bem difundido para designar
os vegetais deste grupo, sendo encontrado em

muitos trabalhos cientificos.

Dessa forma, no presente estudo o termo “lemna” serd empregado
diversas vezes, desconsiderando as regras de nomenclatura cientifica,
em que o nome de um género deve estar sublinhado, ou em itdlico,
seguido de “sp”.

Dentro da cadeia tréfica as lemnas sdo produtores primarios,
servindo de alimento para pequenos animais, peixes e aves aqudticas. A
seguir encontra-se descrita a sua atual classificacio taxonOmica:

Reino: Plantae
Divisdo: Angiospermae
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Classe: Monocotyledoneae
Ordem: Arales
Familia: Araceae (Lemnaceae)
Sub-familia: Lemnoideae

Atualmente existem 5 géneros: Lemna, Woflfia, Landoltia,
Spirodela e Wolffiella (POTT et al., 2002) e aproximadamente 40
espécies (SKILLICORN; SPIRA; JOURNEY, 1993).

Essas macrdfitas jd4 vém sendo objeto de pesquisas desde o século
XIX proporcionando importantes contribuicdes para o meio cientifico
(HEGELMALIER, 1868;). As lemnas sdo as menores angiospermas do
mundo, de forma que alguns individuos podem atingir uma largura de
apenas 0,3 mm na fase adulta (CROSS, 2013; LANDOLT, 1986)
(Figura 3). Essas plantas crescem flutuando em ambientes Iénticos de
dgua doce ao redor do mundo, exceto em regides permanentemente
congeladas, como nos polos e picos montanhosos (Figura 4).

Figura 3: Aspecto da distribui¢cdo de uma populagdo de macréfitas lemnéceas.
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Figura 4: Distribuicdo geografica em que hd ocorréncia de lemnas. Locais com
colorag@o vermelha sdo onde existe as mais diversas espécies desse organismo.

Fonte: STEVENS, (2014).

Possuem fundamental importancia dentro da cadeia tréfica dos
ecossistemas em que habitam por fixar o carbono atmosférico dissolvido
e produzir biomassa de excelente qualidade nutricional (ORON et al.,
1994). Servem como uma importante fonte de alimento para os pdssaros
aquaticos, peixes e anfibios (DROST, MATZKE, BACKHAUS, 2006).
Essas macroéfitas também ja vém sendo utilizadas em areas de pesquisa
voltadas ao tratamento de efluentes, remediacdo de ambientes poluidos e
remo¢do de metais (SHARMA; GAUR, 1994; AXTELL;
STERNBERG; CLAUSSEN, 2003; YILMAZ, 2006; KHELLAF;
ZERDAOUI, 2010; GE et al, 2012; MOHEDANO et al., 2012;
VERMA; SUTHAR, 2013). Sendo as lemnas empregadas para tais
finalidades o homem acaba contribuindo para a sua propagacao.

2.7.1. Aspectos que possibilitam o emprego das lemnas como
organismo-teste.

De acordo com as caracteristicas descritas no item anterior
observa-se que as macrdfitas lemndceas preenchem os principais
requisitos solicitados para ser empregada como organismo-teste. Essas
macrofitas sdo uma espécie atrativa para teste de toxicidade, ndo
somente por causa das suas importantes funcdes ecoldgicas e ocorréncia
cosmopolita, mas também por serem de facil manuseio e cultivo, por ter
elevada taxa de crescimento em condi¢des de laboratério e serem
sensiveis a diferentes poluentes (DROST, MATZKE, BACKHAUS,
2006). E ainda por atenderem as condig¢des de:

e Possuirem a maior taxa de crescimento entre 0s vegetais
superiores;
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¢ Demonstrarem alta sensibilidade, por apresentarem respostas
rdpidas de toxicidade aos testes.

De acordo com Wang, (1986), as lemnas sdo potencialmente
adequadas para o uso em testes de toxicidade de poluicdo por herbicida
no ambiente aqudtico, poluicdo de rios e lagos, toxicidade de sedimentos
e similares. Inclusive, bioensaios com lemnas ji vem sendo utilizado
principalmente em ecotoxicologia para avaliar a fitotoxicidade de
xenobidticos (ALIFERIS et al., 2009). Sdo preferencialmente utilizadas
em ensaios por serem facilmente cultivadas meio nutritivo definido (SHI
et al., 2011). Assim as lemnas (Lemnaceae) possuem propriedades
(pequeno tamanho, taxa de crescimento elevada e propagacio
vegetativa), que os tornam um excelente modelo toxicolégico
(NAUMANN, EBERIUS, APPENROTH, 2007).

Enfim, suas caracteristicas favorecem seu uso como organismo
teste em avaliagdes toxicoldgicas tanto que as mesmas ja vém sendo
utilizadas para esse fim em diversos trabalhos (DROST, MATZKE,
BACKHAUS, 2006; SPULLER, WEIGAND, MARB, 2006; HOU et
al., 2007; NAUMANN, EBERIUS, APPENROTH, 2007; PERREAULT
et al., 2010; RADIC et al., 2010; MARCHAND et al., 2011;).

Apesar de a planta ter pequenas dimensdes, suas frondes sdo
suficientemente grandes podendo contabilizadas a olho nu o que facilita
a frequéncia de medi¢des de padrées de crescimento (DROST,
MATZKE, BACKHAUS, 2006).

Os organismos-teste mais comumente utilizados em avaliacdes da
toxicidade de efluente industriais, por exemplo, sdo as algas verdes
unicelulares, microcrusticeos daphnia e ceriodaphnia sp., peixes e
bactérias (RUNBINGER, 2009).

Segundo Newman, (1998) citado por Boudreau et al., (2003), a
Lemna gibba é a mais sensivel, dentre outros organismos aquaticos, se
tratando dos efeitos adversos de toxicidade, isso pelo fato de este
organismo desempenhar funcdes importantes na biota aqudtica de dgua
doce tal como a ciclagem de nutrientes e a transferéncia de energia para
os maiores niveis da cadeia tréfica.

Estudos indicam que as lemnas jd sdo aptas a serem utilizadas
para fins de teste de toxicidade, tanto que a Lemna gibba e Lemna minor
ja vém sendo recomendadas como espécies utilizadas em normatizacdes
de testes (WANG, 1989).

Apesar de se mostrarem vantajosas para esse fim, ainda ndo
existe uma normatizacio Brasileira para o uso destes organismos em
testes de toxicidade.
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2.7.2. Normatizacoes de teste toxicolégico com lemnas

Os testes de toxicidade apds consolidados, com os seus
correspondentes organismos teste, sio padronizados em seus respectivos
paises de origem e inseridos em documento normativo para posterior
padronizacdo internacional pela OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development) e pela ISO (International Organization for
Standardization), por exemplo (KNIE & LOPES, 2004). Nesse sentido
os ensaios de toxicidade com o uso de macréfitas lemndceas ja vem
sendo objetos de normatizagdes em vdérios paises do mundo: AFNOR,
(1996); ASTM, (1991); SIS, (1995); APHA, (1992). Dentre os testes ja
normatizados, se tratando do uso de plantas superiores, esses sdo
preferencialmente aplicados na observagdo dos efeitos adversos
provocados por produtos quimicos (OECD 221, 2002) e 4aguas
residudrias (ISO/DIS 20079, 2004). Sendo que para tanto é fundamental
que as condi¢cdes ambientes requeridas para a sobrevivéncia das
lemnéceas estejam favordveis para o ideal desenvolvimento das mesmas
e para que se encontre &xito nos resultados e procedimentos do teste.
Pois dependendo das condi¢des de cultivo elas podem se multiplicar
mais rapidamente favorecendo a metodologia de ensaio toxicoldgico. As
lemnas cultivadas em laboratério podem crescer indefinidamente desde
que nutrientes, luz e dgua sdo fornecidos, produzindo assim um nimero
ilimitado dessas macrdfitas para uso imediato em testes (WANG, 1989).
A temperatura também é um fator importante para o desenvolvimento da
lemna, visto que esse ¢ um importante parametro para que a lemna
realize as atividades fotossintéticas para o seu desenvolvimento.

Tendo em vista esses fatores as normatizacdes mais
frequentemente utilizadas em pesquisas relacionadas a ensaios de
toxicidade com lemnas, OECD 221, (2002) e ISO DIS 20079, (2004),
preconizam que o teste de toxicidade tem duragdo de sete dias de
exposicdo do organismo teste ao agente toxico, sendo o organismo
cultivado em laboratério sob condi¢cdes de pH, luminosidade e
temperatura controladas. Os resultados coletados se baseiam na taxa de
inibicdo de crescimento provocada pelo agente téxico a que as
macrdfitas foram expostas. Usualmente nos ensaios, em que € utilizada a
normatizacdo ISO/DIS 20079, sdo desenvolvidos testes comparativos
entre diferentes padrdes de solugdes (contaminadas e ndo contaminadas)
e é feita uma andlise dos efeitos finais sobre o crescimento vegetativo da
planta. Ainda, para melhor desempenho do teste, sistemas de
processamento automdtico de imagens também sdo recomendados pela
norma ISO/DIS 20079.
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Embora as padronizacdes mais usualmente utilizadas para esse
fim sejam as anteriormente citadas, utilizem a inibicdo na taxa de
crescimento através do ndmero de frondes e duracdo de sete dias, ja
existem outros métodos de avaliacdo da inibi¢do de crescimento.
Perreault et al. (2010), por exemplo, testou os efeitos da toxicidade das
nanoparticulas de 6xido de cobre sobre a atividade fotossintética das
macrofitas lemndceas, sendo que o ensaio realizado teve os resultados
coletados em 0, 24 e 48 horas durante o periodo total de teste (48 horas).
A inibi¢do de crescimento foi avaliada através da andlise da inibi¢do da
fluorescéncia da clorofila das plantas expostas.

J4 na metodologia descrita por Greenberg, Huang e Dixon,
(1992), o teste de toxicidade teve a durag¢@o de 10 dias sendo necessdria
a troca do meio de cultura a cada dois dias de forma que os resultados
foram determinados pela avaliacdo da inibi¢do de crescimento baseada
na contagem das frondes ao final do ensaio.

Wang, (1986), utilizou 40 frondes para a realizacdo do ensaio e a
durag@o total do teste foi de quatro dias, sendo o experimento conduzido
de 3 e 6 duplicatas o que totalizou 720 frondes e 1440 frondes
respectivamente.

Embora existam intimeros autores que desenvolvem diferentes
metodologias de teste, para a elaboracdo do presente trabalho foram
utilizadas as padronizadas nas normatiza¢des ISO/DIS 20079, (2004) e
OECD (2002). Sendo que essas normas foram adaptadas para o
desenvolvimento da macrdfita lemndcea da espécie Landoltia punctata.
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3.1 FLUXOGRAMA GERAL DA METODOLOGIA
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Para um melhor entendimento dos procedimentos realizados
durante a pesquisa serd apresentado um fluxograma com o resumo geral
de toda a metodologia. Posteriormente os referidos procedimentos serdo
descritos de forma detalhada (Figura 5).

Figura 5: Fluxograma resumo da metodologia do trabalho.

Insercao e
desenvolvimento
da cultura.

Sintese da
NPCuO.

|

|

4

Digesti
1g§;tao — Caracterizaciio
nsaios

da Amostra.
Amostra - Toxicoldgicos.

: 2

Leitura dos
ions de cobre
por
Espectrometria
de Absor¢do
Atdmica.

\ 3

Analise da
Inibicao de
Crescimento
CEZQ.

Analise por
microscopia e
andlise dos
pigmentos
fotossintetizantes.

. Y

Potencial
zeta,
Analise
MET, Area
superficial.

_

. !

Il

|

ANALISE ESTATISTICA

1 |

RESULTADOS.

Fonte: Autora.

Para o desenvolvimento dos testes foi necessario construir uma
estrutura laboratorial que atendesse as condi¢des da normatizagdo ISO
20079. A estrutura em questdo foi montada no Laboratério de
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Toxicologia Ambiental LABTOX — ENS — UFSC e contou com o uso
de: seis lampadas fluorescentes de 25 Watts, recobrimento das paredes
laterais com papel laminado e um termdmetro para afericio da
temperatura (Figuras 7 e 8). Posteriormente as lemnas foram alocadas
em recipientes adequados para o cultivo e desenvolvimento do teste
(Figuras 6, 7 ¢ 8).

Figura 6: Esquema da estrutura piloto montada para o desenvolvimento da
cultura e realizagdo de testes com as lemnas.

®)
E‘%@‘@‘@ TETETETETE

Legenda: A) — Local em que sera realizado o cultivo das lemnas, B) — Local em
que serdo desenvolvidos os testes de toxicidade, 1) Lampadas incandescentes de
25 Watts, 2) Recipientes para alocar as lemnas durante o cultivo, 3)
TermOmetro para controle da temperatura, 4) Becker para alocar as lemnas
durante o teste.

Fonte: Autora.
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Fonte: Autora.

Figura 8: Estrutura laboratorial para teste com as macrofitas Landoltia punctata.

Fonte: Autora.

Com a estrutura concluida foram realizadas as outras etapas do
experimento cujo detalhamento € apresentado na sequéncia.

3.2 ESTABELECIMENTO DA PRE-CULTURA

Para a realizacdo do presente estudo foi necessdrio inserir no
Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX) uma cultura de
lemnas. Para isso foi necessdrio estabelecer uma pré-cultura da planta
para ser utilizada posteriormente no ensaio. Estabelecer uma pré-cultura
trata-se de manter um estoque de organismos sob as condicdes
ambientes de teste a fim de suprir as suas demandas. Para tanto foi
necessdria a adaptacdo das lemnas retiradas do meio natural para as
condig¢des padrio de laboratério. Assim sendo foram coletados inoculos
da espécie Landoltia punctata, oriundos de lagoas de cultivo expostas as
condi¢des climdticas naturais. Essas plantas eram utilizadas em
experimentos conduzidos no Laboratério de Efluentes Liquidos e
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Gasosos (LABEFLU) do ENS/UFSC. Posteriormente esses organismos
foram imersos em uma solug¢do contendo 0,5% de hipoclorito de sédio e
dgua destilada permanecendo por 4 minutos para a sua desinfecgdo.
Apds esse processo as macrofitas foram lavadas duas vezes com dgua
destilada. Em seguida foram alocadas, juntamente com o meio de
cultura, em recipientes pldsticos especificos para cultivo (volume de
aproximadamente 100mL e com uma profundidade de pelo menos trés
centimetros). Os recipientes eram fechados para evitar qualquer tipo de
contaminacdo (Figura 7). O meio de cultura utilizado consta na
normatizacio da OECD (2002), cujas solucdes estoque foram
elaboradas com os sais designados a seguir (Tabela 3). Pelo fato de as
condi¢cdes de cultivo recomendadas pela ISO DIS 20079 e OECD
(2004), estabelecer o uso da lemna da espécie minor, foram necessdrias
algumas adaptacOes para a macrofita lemndcea da espécie L. punctata,
sendo essas a autoclavagem e 24 horas de aera¢do do meio (insercdo de
oxigénio (O,)).

Tabela 3: Meio de Cultura utilizado para os ensaios toxicol6gicos com lemna.

Substéncias Concentracoes Solucoes Estoque
gL
MgS0,.7H,0 15 11
NaNO; 8,5 1
CaCl,.2H,0O 7,2 111
Na,CO, 4,0 v
KH,PO; 1,34 1
H;BO; 1,0 \4
MnCl,.4H,0 0,2 \4
Na,Mo00,.2H,0 0,010 \4
ZnS0,.7H,0 0,050 \%
CuS0,.5H,0 0,005 \4
Co(NO;)2.6H,0 0,010 \4
Na,EDTA 0,28 VI
FeCl;.6H,O 0,168 VI

Fonte: Modificado de OECD 221, (2002).

Na sequéncia os volumes pré-determinados das solugdes estoque
para a realizagdo do meio de cultura (conforme a normatizacdo ISO DIS
20079) foram misturados a 900 mL de dgua destilada. Posterior a esse
processo foi feita a correcdo de seu pH para 6,5 + 0,2 (OECD, 2002).
Prosseguiu-se completando o volume com 1 litro de dgua destilada de
forma a atender aos requisitos da referida norma.
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As plantas foram mantidas em uma sala climatizada com
temperatura controlada de 24°C (£ 2°C), sob a luminosidade de seis
lampadas fluorescentes de 25W totalizando uma radiagio de
aproximadamente 8.800 lux. O total de fotoperiodo foi de 12. A troca do
meio de cultura era realizada duas vezes por semana. Nesse processo as
lemnas danificadas eram descartadas, mantendo-se apenas aquelas com
aspecto mais sauddvel (OECD, 2002). O nimero de frondes era
contabilizado diariamente juntamente com registros fotograficos. Para
serem utilizadas no teste toxicoldgico as L. punctata atenderam aos
seguintes critérios de saude:

¢ Crescimento préximo ao exponencial;

¢ O nimero de frondes na pré-cultura aumentou
aproximadamente sete vezes ao final de sete dias;

e A cultura consistiu em colonias de rdpido crescimento, jovens,
com coloragdo verde sem lesdes visiveis (tais como clorose e
necrose);

e Nio foi observada a ocorréncia de vasta quantidade de frondes
isoladas o que caracteriza estresse.

Com os requisitos atendidos, as plantas permaneceram por um
periodo de um més de adaptagcdo para posteriormente serem utilizadas
no teste. Assim prosseguiram os procedimentos do ensaio.

3.3 SINTESE DA NPCuO

A sintese das nanoparticulas de 6xido de cobre consistiu na
aplicacdo do método de decomposi¢do térmica (DAS et al., 2013) com
algumas alteragdes. O precursor foi sintetizado através da adi¢do de uma
solucdo de 0,6M de Na,CO; em 100 mL de uma solucido de 0,5M de
CuSOy e ultrassdnicado sob temperatura de 60°C por um periodo de 1
hora. O produto que precipitou foi centrifugado e lavado diversas vezes
para a remoc¢do das impurezas contidas no material. Posteriormente a
porcdo do material que precipitou foi seco sob temperatura de 70°C por
um periodo de 12 horas. Sendo, ao final, o material resultante calcinado
a 600°C por 2 horas.
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3.4 PROCESSO DE QARACTERIZACAO DA
NANOPARTICULA DE OXIDO DE COBRE

As nanoparticulas de Oxido de Cobre utilizadas no estudo foram
as sintetizadas no LABTOX — ENS — UFSC.

A caracterizagdo das solugdes de nanoparticulas de 6xido de
cobre utilizadas nos testes foi necessdria para uma melhor compreensao
do comportamento fisico — quimico resultante da interacdo entre essas e
o meio de cultura das lemnas. Ademais o processo foi importante na
avaliacdo e observacdo do tamanho da nanoparticula e dos possiveis
aglomerados formados. A caracterizacdo das suspensdes, desempenhada
no presente estudo foi realizada pelos seguintes processos:

e Observacdo dos aglomerados e do tamanho das
nanoparticulas em suspensdo por Microscopia Eletronica
de Transmissdo (MET),

e Observacio da Area Superficial da NPCuO por Anilise
Brunau-Emmet-Teller (BET) com o equipamento de
analise NOVA,

¢ Andlise do Potencial Zeta pelo equipamento Zetasizer
Nano Z8.

Seguindo alguns dos procedimentos padronizados pela
normatizacdo ISO/TR 13014:2012.

34.1 Caracterizacao por microscopia eletronica de transmissao
(MET)

Neste procedimento as solugdes avaliadas foram a nanoparticula
foi diluida nas seguintes solu¢des meio de cultura das lemnas (pH=6,5) e
4gua ultrapura (pH =7). A concentracio mie de foi de 0,4 gL' de
NPCuO em cada uma das solugdes para adquirir uma melhor
visualizacdo da nanoparticula, visto que a altas concentracdes a grade de
carbono absorvia excesso de nanoparticulas dificultando a sua
observacao.

Para a realizacdo da andlise das amostras por microscopia
eletronica de transmissdo foi necessdrio primeiramente preparar a
amostra e a grade de carbono em que o material foi inserido. Para tanto
as suspensdes foram preparadas e ultrasonicadas a partir de um
Desruptor de Células — Ultrassdnico (sonicador). As amostras foram
alocadas sobre um agitador magnético no interior do equipamento
ultrassdnico e sonicadas por um periodo de 30 minutos. Esse desruptor
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ultrassdnico (UNIQUE — 100W) trabalhou a poténcia maxima de 60%
(Figura 9).

Figura 9: Imagem do sonicador UNIQUE — 100W.

Fonte: Autora.

Na sequencia foram gotejadas sobre uma grade de carbono — Cu
(300 meshs). Posteriormente passaram pelo processo de secagem em um
dissecador a vdcuo permanecendo por um periodo de 24 horas. A
quantificacdo dos didmetros dos aglomerados de NPCuO nas solugdes
foi realizada com o uso do software imageJ. Para a anélise foi utilizado
0 microscépio eletrdonico de transmissdo MET (JEM-1011) (Figura 10),
localizado no Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME)
da UFSC.
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Figura 10: Microscopio eletronico de transmissao.

Fonte: LCME - UFSC, (2013).

3.4.2 Analise do potencial zeta

A verificag¢do do potencial Zeta da solucdo cuja realizacdo contou
com o apoio do Laboratério de Catédlise Biomimétrica (LaCBio)
pertencente ao departamento de quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina.

As nanoparticulas, como todas as particulas em geral, adquirem
carga elétrica em sua superficie quando em solugdo. Essas sdo geradas a
partir da teoria do DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) que
propde a forca proveniente das superficies carregadas quando em
processo de interagdo com o meio liquido (ROSSETTO, 2012). Esse
fundamento define que a estabilidade de uma suspensao é dependente do
nimero de interagdes que resultam tanto das forcas de Van der Walls
como das eletrostiticas. Sendo assim o potencial Zeta trata-se do
potencial eletrocinético das moléculas e fons do diluente incluso em seu
plano de cisalhamento quando sob ac¢do de um potencial elétrico.

De acordo com o exposto anteriormente a andlise possibilitou
determinar o quio estdvel era a suspensdo a partir do potencial zeta e
observar os tamanhos dos aglomerados formados na solu¢io. Assim o
preparo da amostra consistiu no mesmo procedimento realizado para a
andlise por MET. Sendo que ao final realizou-se uma dilui¢do de 10
vezes da solugdo resultante.



37

Por intermédio dessa andlise foi possivel observar a estabilidade da
amostra contendo a solu¢do mie de NPCuO. Os valores de Potencial
Zeta foram apreciados com o uso do equipamento Zetasizer Nano ZS
(Figura 11). Na qual foram analisadas duas amostras, uma solu¢do com
o meio de cultura e as NPCuO e outra solu¢ido contendo a NPCuO e
dgua ultrapura. Os resultados foram obtidos da média dos potencias
observados em trés leituras pelo equipamento Zetasizer.

Figura 11: Equipamento zetasizer nano ZS.

v 1

Fonte: LACBIO EQA - UFSC.

3.4.3 Anailise da area superficial

O procedimento para a observacdo da drea superficial da
nanoparticula no estado seco (em po) foi realizada por Andlise Brunau—
Emmet-Teller (BET) no laboratério de materiais elétricos (LaMaTe).
Esse aparelho estd localizado no Departamento de Engenharia Elétrica
situiado nas imediagdes da UFSC. As amostras de NPCuO foram
preparadas a uma temperatura de 150°C a vacuo. O tempo de reagdo foi
de uma hora comum total de 14 pontos (p p°), 7 de adsorcdo e 7 de
dessorcdo, por meio de injecdo de nitrogé€nio liquido. A drea superficial
especifica foi calculada através do software do equipamento por meio da
equacdo BET. Esse processo foi realizado com o auxilio do
equipamento NOVA  Surface Area Analyzer (Quantachrome
Instruments).

3.5 ENSAIO DE TOXICIDADE

O teste de toxicidade foi realizado de acordo com os
procedimentos padronizados pela normatizacdio ISO/DIS 20079 e
OECD (2004) (ANEXO 01) cabendo algumas adapta¢des eventuais. As
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condi¢bes ambientais de luminosidade, temperatura, pH, permaneceram
as mesmas da pré-cultura. O procedimento de teste consistiu no inoculo
do organismo-teste em concentragdes de 0.1, 1.0 e 10.0 g.L'1 que
partiram de diluicdes de uma solucdo mae de 20 g.L'' de NPCuO. A
nanoparticula de 6xido de cobre utilizada foi a sintetizada pelo
LABTOX - ENS — UFSC. Sendo que uma das amostras foi o controle
negativo (sem a substincia toxica) para possibilitar a comparac¢do dos
efeitos e cdlculo da CE,. O organismo permaneceu exposto a substancia
testada por um periodo total de sete dias. Sendo que cada amostra foi
replicada seis vezes para a obtencdo de melhor precisdo estatistica dos
resultados. Em cada amostra foram inseridos um total de 10 frondes
saudaveis L. punctata formado de colonias de 2 e 3 frondes e os frascos
contendo o organismo foram dispostos de forma randdmica (Figura 12).

Figura 12:Representacdo das unidades experimentais utilizadas para o
procedimento de ensaio de toxicidade

Diluicoes

Controle
0.1g.L"
1.0g.L"

Seis repeti¢des por amostra % 10.0 g.L"!

Fonte: Autora.

Posteriormente foi realizada a andlise dos possiveis efeitos
provocados pelas nanoparticulas de Oxido de Cobre sobre a macrofita.
Sendo o foco principal o efeito relativo a inibicdio da taxa de
crescimento da planta.

Preparacdo da amostra

Referente as primeiras concentragdes que foram escolhidas, essas
estavam no limiar conforme a concentracdo que causa maior efeito, e,
inibi¢do em 50% dos organismos ECs, de acordo com estudos de
Perreault, Samadani e Dewez (2013) e Shi et al. (2011), respectivamente
(0.032 gL' e 0.8mg.L" respectivamente). Porém depois de uma bateria
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de testes foi possivel verificar que nesse limiar de concentracdo de
NPCuO ndo provocava efeito. Dessa forma, apds uma bateria de testes
aumentando a concentracdo de nanoparticula de 6xido de cobre nas
solucdes, foram definidas as concentragdes que fariam maior efeito.
Sendo essas 0.1; 1.0 e 10.0 g.L”' de NPCuO.

Metodologia de monitoramento do teste

Coletadas e escolhidas as coldnias que apresentaram aspecto mais
saudavel foi necessdrio manter um controle referente a quantificacdo das
frondes no decorrer do periodo do teste. Esse nimero foi quantificado e
registrado para posterior cdlculo da taxa de inibicdo de crescimento.
Primeiramente foram realizados testes com a substancia referéncia da
norma (KCl) até que se encontrasse o CEsy padronizado pela ISO 20079
para se certificar que a sensibilidade do organismo estava adequada para
prosseguir com o procedimento de teste. Posteriormente, e, antes da
coleta dos resultados finais, foi realizada uma bateria de testes
preliminares até que se encontrasse um CE,, referente & quantidade de
frondes constante em cada um dos tratamentos. Outros pardmetros de
observacdo ainda foram levados em conta no procedimento de teste tais
como peso seco e peso imido da planta.

Determinagdo do niimero de frondes

O monitoramento do teste, para a verificacdo dos efeitos toxicos
se deu através da determinacdo das taxas de crescimento, dos pigmentos
fotossintetizantes e de alteracdes citoldgicas. Para avaliar a inibicao de
crescimento as frondes foram contabilizadas no inicio do experimento
(t=0) bem como no decorrer dos sete dias de observacdo (t=7), sendo
que nesse processo foram contabilizadas todas as frondes visiveis.
Concluido o procedimento foi iniciada a estimativa das concentra¢des
que resultaram na inibi¢do de crescimento da macrofita.

Cdlculo da taxa de crescimento, valores de inibi¢do e CE;

Em posse dos valores dos parametros de nimeros de frondes
(valores esses obtidos no inicio e no final do teste), foi calculada a taxa
de crescimento por dia, através dos procedimentos recomendados pela
normatizacio da ISO/DIS 20079 (2004) (Equagido 1).

In(N;)—In(N,)
1=t
Onde:

Ty = (Equagdo 1)
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-7,_; - Taxa média de crescimento especifico do momento i para

0J;

-N,: Numero de frondes observados nas amostras teste ou
controle ao inicio do teste;

-N: Numero de frondes observados nas amostras teste ou

controle ao final do teste;
-1,: Tempo do momento do inicio do periodo de teste;

-, Tempo do momento do fim do periodo de teste.

A taxa de crescimento foi estimada para cada uma das replicagdes
de cada amostra separadamente. Ao final a percentagem de inibicdo de
crescimento das amostras testadas foi estimada pela taxa de crescimento
média dos grupos controle e tratamento. Esses valores foram inseridos
na Equac@o 2 (abaixo) de inibi¢do de crescimento, e, com esses valores
foi elaborado o grafico de inibi¢do de crescimento e geradas as curvas
da concentragdo resposta.

%l ="' %100 (Equaciio 2)
I

Onde:
- %I , : Percentual de inibi¢do da taxa média de crescimento;

-1 Valor da média da taxa de crescimento da amostra controle;

-r,: Valor da média da taxa de crescimento da amostra exposta a
NPCuO.

Elaboragdo das curvas de concentracdo resposta
Com os valores dos percentuais de inibi¢do de crescimento foi
elaborado o gréfico que relacionou:
* %I, X concentracdo (inibi¢do de crescimento).
A partir das curvas resultantes do grafico elaborado, foram
estimados os valores de CE,y com o método matematico de regressio
ndo linear.

Estimativa dos valores de CE»

O valor de CE, foi estimado através do método de regressdo ndo
linear da curva de concentragdo-resposta construida com o uso do
software Statistica (versdo 10, 2011). Procedimento realizado conforme



41

o requerido em norma (ISO 20079 e OECD 221). As taxas de
crescimento utilizadas para o cdlculo de inibicdo foram as médias de
seis amostras controle e amostras teste. Sendo essas seis amostras
retiradas da relacdo da realizacdo de trés experimentos independentes
(n=6). Os erros indicados foram erros padrdo da média ou percentagem
do intervalo de confianca de nivel 95%. A percentagem de inibicdo de
crescimento para cada concentrag@o teste foi calculada da taxa média de
crescimento dos grupos controles dos grupos tratamento.

Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados com um total de seis réplicas
para todas as amostras. As médias e os desvios padrio foram estimados
para cada tratamento. As diferengas significativas foram determinadas
com o uso da andlise de varidncia pelo one way ANOVA e posterior
teste de Tukey.

3.6 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS

Com o intuido de compreender melhor os motivos que induziram
a inibicdo de crescimento da planta com base no ndmero de frondes, foi
realizado um estudo das alteragdes ultraestruturais e morfoldgicas da
planta. Para tanto se utilizou os processos de microscopia, no qual foi
possivel visualizar os danos provocados na macrofita.

3.6.1. Microscopia de luz e histoquimica

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes nas plantas
expostas as NPCuO realizou-se diversas avaliagdes por métodos de
microscopia Optica. A realizacdio das andlises citoquimicas e
morfolégicas contou inicialmente com o procedimento de corte das
frondes das plantas submetidas ao teste em fragmentos de
aproximadamente Smm. Posteriormente essas amostras foram fixadas
em uma solucdo de paraformoldeido 2.5% em tampdo fosfato 0.1M, pH
7.2, overnight (SCHIMIDT et al., 2009). As amostras apds serem
fixadas foram lavadas duas vezes com tampdo fosfato, sob temperatura
ambiente, por um periodo de 10 minutos (BOUZON, 1993).
Posteriormente as amostras foram desidratadas em séries de
concentracdes crescentes de etanol. A infiltracdo preliminar do material
contou com historesina glicolmetacrilato (GMA) 1:1 em dlcool 100% e
posteriormente infiltrou-se resina pura (Leica Historesin, Heidelberg,
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Alemanha). Posterior ao processo de polimerizagdo as amostras foram
seccionadas em um micrétomo manual de parafina (Leica RM 2135),
sendo que a sec¢do foi realizada com navalha de tungsténio e os cortes
resultantes tinham a espessura de Sum. As secgdes resultantes foram
coradas com diferentes testes citoquimicos (citados a seguir) e
observadas com auxilio de um microscépio Epifluorescent (Olympus
BX 41). Sendo esse equipado com o sistema de captura Image Q
Capture Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, EUA).

Testes citoquimicos
As seccdes das amostras controle e tratamentos da macrdfita
lemndaceas foram coradas com os reagentes:

e Acido Periddico de Schiff (PAS), que foi utilizado a fim de
identificar a presenga de polissacarideos neutros (amido e
celulose) (GAHAN, 1984);

Na sequencia continuaram os procedimentos para preparo das
amostras para serem analisadas por microscopia eletronica de
transmissao.

3.6.2. Microscopia eletronica de transmissiao

Para a andlise por microscopia eletronica de transmissdo (MET)
as amostras de lemnas, com aproximadamente Smm oriundas do grupo
controle e dos tratamentos, foram fixadas em uma solucdo de
glutaraldeido 2.5%, sacarose 2.0%, tamponadas com cacodilato 0.1 M
(pH 7.2), pos fixadas em 1% tetr6xido de d6smio por 4 horas e
desidratadas em uma série de concentracdes crescentes de acetona
(SCHMIDT et al., 2009). Posterior a desidratacio o material foi
infiltrado em resina Spurr (SPURR, 1969). Em seguida as seccdes
ultrafinas foram constratadas com acetato de uranila e citrato de chumbo
conforme os procedimentos descritos por Reynolds (1963). As amostras
foram analisadas e registradas através de fotos em um microscépio
eletronico de transmissdo modelo Jeol (JEM) 1011 (JEOL Ltd., Téquio,
Japdo, a 80kV), no Laboratério Central de Microscopia Eletronica —
(LCME) da UFSC.

Ao final, prosseguiu-se entdo com os procedimentos necessarios
para o preparo das amostras para observacdo por microscopia eletrnica
de varredura.

3.6.3. Microscopia eletronica de varredura
Para a andlise das amostras por microscopia eletronica de
varredura (MEV) as amostras foram processadas e fixadas com a mesma
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metodologia utilizada para andlise MET. Contudo a desidratacdo foi
realizada em séries etandlicas e secas em ponto critico EM-CPD-030
(Leica, Heidelberg, Alemanha). Posteriormente os materiais foram
aderidos a um suporte metalico e metalizados (Metalizador Blatec, CED
030) com ouro. Subsequentemente as amostras foram obervadas e
registradas com foto em MEV JEol 6390 LV (JEOL Ltd., Tokio, Japao,
a 20kV) no LCME - UFSC.

A anilise dos elementos quimicos existentes em cada uma das
amostras foi realizada com o uso do MEV (NORAN System 7) acoplado
a uma energia dispersiva espectrométrica de raio X (MEV-EDX). Essa
apreciacdo foi efetuada para observar qualquer alteracdo (ou produgao)
dos elementos quimicos existentes nas paredes celulares das plantas
devido a exposicdo a NPCuO.

3.7 ANALISE DOS PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES.

3.7.1. Clorofila a, b e total

Os pigmentos fotossintéticos da lemna foram analisados do peso
umido (PU) das amostras coletadas imediatamente apés o término do
periodo de exposicdo (sete dias). Em seguida congeladas em nitrogénio
liquido e, posteriormente, mantidas a temperatura de 40°C até estar
pronta para o uso.

Clorofila a, b e total, foram extraidas de aproximadamente 0.500
g de peso umido (n=8) em 3 mL de dimetilsufoxido (DMSO, Merck,
Darmstadt, FRG) a temperatura de 40°C durante 30 minutos com o uso
de um homogeneizador de tecido de vidro (Hiscox and Israelstam 1979;
Schmidt et al. 2010a). O célculo e quantificacdo dos pigmentos foram
realizados espectrofotometricamente de acordo com Wellburn (1994).

3.7.2. Carotendides totais

Os carotenoides totais foram extraidos por extra¢do exaustiva de
0.500 g de peso imido de amostra (n=8) inserida em 3 mL de metanol
puro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). O extrato metandlico bruto
foi evaporado a fim de concentrar os extratos. A absorbancia especifica
foi determinada com uma microplaca espectrométrica Tecan (Infinite®
M200 PRO, Ménnedorf, Switzerland) a 450 nm. A concentragdo total de
carotenoides foi calculada com base na norma da curva B-carotene (1 -
300 pg mL™; y = 0.00365x; 1* = 0.999).
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3.8 QUANTIFICACAO DOS [ONS DE COBRE, PESO SECO E
PESO UMIDO.

Com o intuito de avaliar a absor¢do de cobre pelas lemnas
durante os testes e consequentemente a bioacumulacdo deste metal
foram realizadas andlises para a sua quantificacdo. Assim os fons de
cobre (Cu®) foram analisados e quantificados pelo método de
Espectrometria de Absorcao Atdmica Forno de Grafite (FGAAS) e por
Espectrometria de Absorcdo Atdmica por Chama (FAAS), cujo
equipamento (Figura 13) estd incorporado ao Laboratério Integrado de
Meio Ambiente (LIMA) no Departamento de Engenharia Sanitdria e
Ambiental localizado na UFSC.

Figura 13: Aparelho de espectrometria de absor¢ao atdmica.

Fonte: RESTREPO, (2013).

O processo para determinacdo dos fons de cobre totais na
biomassa foi desenvolvido segundo a metodologia descrita por
Perreault, Samadani e Dewez (2013). Essa metodologia consistiu na
coleta de 20 frondes da macréfita provenientes de cada uma das
amostras ao final do periodo de teste. Posterior a coleta as plantas foram
lavadas trés vezes com 10 mM de EDTA. Na sequencia os tubos de
vidro, previamente lavados com dcido utilizados para alocar as
macrofitas, foram pesados vazios. Imediatamente ap6s a pesagem as
plantas foram alocadas nos referidos tubos. Apds os tubos com as
macréfitas foram inseridos na estufa para secagem a uma temperatura
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constante de 105°C. J4 secos os tubos foram pesados novamente e o
peso seco (PS) do tubo foi subtraido do peso seco da biomassa da planta.
Em seguida da pesagem do PS foram adicionados a amostra 2 mL de
HNO; e 0.25 mL de H,O, e submetidos a temperatura de 120°C overday
para digestdo. As amostras foram posteriormente diluidas para 10% de
HNO; com dgua ultrapura. Ao final o cobre total existente em cada uma
das amostras foi determinado por espectroscopia de absorcido atdmica
forno de grafite. As concentra¢des de cobre foram expressas como
miligrama de cobre por miligrama de peso seco da planta.

O peso umido foi quantificado coletando-se as lemnas ao final de
sete dias de teste. Posterior a coleta foi quantificado o peso timido (PU)
das plantas. Para a determinac¢do do peso umido realizou-se a secagem
da superficie de um total de 33 lemnas de cada tratamento em toalhas de
papel para posterior pesagem.

O procedimento seguinte consistiu na quantificacdo dos fons de
cobre totais existentes nas solugdes com a NPCuO diluida, cuja leitura
foi realizada no espectrdmetro de absor¢do atdmica por chama. Processo
esse realizado para um melhor entendimento dos efeitos téxicos. Para
tanto foi utilizada a Metodologia padronizada pelo EPA que se refere a
digestao para absor¢do atdmica de chama n° 3010A (USEPA,2007).

3.9 ANALISE ESTATISTICA DE TODOS OS PARAMETROS
AVALIADOS.

Todas as andlises foram realizadas com o software Statistica
(versdol0, 2011) através da realizacdo do teste de Tukey one way
ANOVA, com os valores com p<0.05 considerados significativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TAXA DE CRESCIMENTO

4.1.1. Pré-cultura de lemna Landoltia punctata

Observou-se, durante o estabelecimento da pré-cultura que as
condi¢des de cultivo favoreceram o desenvolvimento organismos
indesejados, ou seja, contaminagdes por fungos ou microalgas. E essas
contaminagdes poderiam vir a prejudicar a confiabilidade dos resultados
provenientes do ensaio. Sendo assim foi necessdria a sua total remocao
para o estabelecimento de uma cultura axénica. Apds observar que
temperaturas mais altas, ocasionadas pelas lampadas, favoreciam ainda
mais o surgimento desses organismos. Dessa forma esse pardmetro foi
constantemente monitorado com o intuito de inibir o crescimento desses
organismos. A premissa também motivou a realizacdo do processo de
desinfec¢do das lemnas durante a troca do meio de cultura além de
diversas medidas de assepsia, como autoclavagem de todos os materiais
e limpeza da bancada com hipoclorito de sédio. Apds o aprimoramento
dos procedimentos constatou-se a auséncia de contaminacdes,
permitindo a continuidade dos testes.

Com os requisitos estabelecidos pela normatizagdo ISO 20079
atendidos (demonstrados na Tabela 4 e Figura 14), a cultura ja estava
apta para ser utilizada nas avaliagdes toxicoldgicas. Na Figura 14,
correspondente a um dos meses de monitoramento do crescimento,
observa-se que a curva acende gradativamente no decorrer das semanas.
Fator esse que corrobora com os requisitos recomendados pela
normatizacio para a aplicagdo do ensaio toxicoldgico.

Tabela 4: Monitoramento do crescimento das frondes no decorrer das trés
primeiras semanas de dezembro de 2012.

Semanas  segunda terca quarta quinta sexta
1? 63 frondes 66 frondes 66 frondes 67 frondes 68 frondes

22 73 frondes 77 frondes 88 frondes 96 frondes 102 frondes

3 116 frondes 118 frondes 128 frondes 137 frondes 154 frondes
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Figura 14: Gréafico com o comportamento das curvas de crescimento das lemnas
referente a0 monitoramento de dezembro de 2012.
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Fonte: Autora.

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.2.1. Avaliaciao por microscopia eletronica de transmissao

Conforme Rossetto (2012), a nanoparticula quando em contato
com um meio diluente (dgua ultrapura, por exemplo) tende a formar
aglomerados. Esses, em geral, ocorrem devido as suas grandes dreas
superficiais e reatividade.

Levando em consideracdo a premissa, nota-se que nas figuras 15¢
e 15d, em que a NPCuO foi diluida no meio de cultura das lemnas os
aglomerados apresentaram didmetro médio na faixa de 400 a 500nm. J4
na imagem 15a e 15d, em que a NP foi diluida em 4gua ultrapura os
aglomerados formados apresentaram didmetro médio entre 600 e 700nm
(Tabela 5).

Tabela 5: Resultados obtidos por andlise por MET.

Amostras Aglomerados (nm) Particulas (nm)
CuO-NP + Meio de cultura 400-500 60-70
CuO-NP + Agua ultrapura 600-700 50-40°

O resultado encontrado pode estar relacionado ao fato de os
diluentes apresentarem valores de pH diferentes. Ademais, na
composicdo do meio de cultura existem diferentes reagentes que podem



49

ter influenciado no tamanho e na unifio das nanoparticulas em solugéo.
Conforme os resultados a nanoparticula indicou boa dispersio em
suspensdo. As particulas apresentaram tamanho significativamente
superior (até seis vezes maior) a faixa de tamanho que sdo comumente
descrita nos trabalhos (ZHA et. al., 2007; WEXLER, 2009).

Devido ao grande tamanho e alta densidade, observou-se que as
nanoparticulas sedimentavam e se aglomeraram no fundo do recipiente
de ensaio apds aproximadamente 15 minutos do inicio do teste.

Figura 15: Imagens da nanoparticula de 6xido de cobre, diluidas em duas

solucdes diferentes, obtidos por microscopia de transmissao eletronica (MET).
s b c 1 d

Fonte: Autora. Legenda: Letras (a) e (b) estdo relacionadas a NPCuO diluida em
dgua ultrapura (pH=7) e as letras (c) e (d) se referem a nanoparticula de 6xido
de cobre diluida no meio de cultura (pH=6,5).

4.2.2. Potencial zeta
Através dessa andlise foi possivel determinar a estabilidade das
solucdes e o tamanho dos aglomerados identificados nas amostras.
Referente aos valores do Potencial Zeta encontrados para as duas
amostras (Tabela 6, APENDICE I), esses indicam que a amostra mais
estavel € a da NPCuO diluida no meio de cultura.

Tabela 6: Valores do potencial Zeta das amostras estudadas. Média £ DP (n =
3). As letras indicam as diferengas significativas de acordo com one-way Anova
e um posterior teste de Tukey (p < 0.05).

Solucoes Potencial zeta(mV)
CuO-NP + Meio de cultura -20.4+0.35?
CuO-NP + Agua ultrapura -12.7+1.12°

Para esta anélise considera-se o valor mais afastado de zero como
sendo o mais estdvel ou com maior carga. Os referidos laudos
resultantes desta andlise encontram-se no apéndice A do presente
trabalho. O valor encontrado do potencial zeta para a amostra “meio de
cultura lemna + NPCuO” corrobora com resultado encontrado por
Perreault, Samadani e Dewez (2013), que foi de -39,7 £ 3.8 mV em um
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meio de cultura cujos componentes foram os mesmos utilizados no meio
de cultura do presente estudo.

4.2.3. Area Superficial

A drea superficial encontrada da nanoparticula em estudo foi de
10,45 ng'l. O valor de nanoparticula encontrado é muito relativamente
inferior ao geralmente encontrado na bibliografia estudada. Esse pode
justificar a causa do uso de maior quantidade de NP para se observar os
efeitos téxicos no presente estudo. Shi et al., (2011), por exemplo,
encontrou uma 4rea superficial de NPCuO no valor de 141.1 m°g". No
entanto a metodologia de sintese do autor descrito foi diferenciada da do
presente estudo. A metodologia de sintese pode influenciar no tamanho
caracteristico da nanoparticula, mesmo que sendo o mesmo metal.

43 AVALIACAO TOXICOLOGICA

Em relacdo a avaliacdo da taxa de crescimento como indicador de
toxicidade, as NPCuO conferiram um efeito toxico relativamente baixo
sobre os organismos-teste expostos. Contudo, esta taxa apresentou
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos e o grupo
controle. As taxas de crescimento com base no nimero de frondes (NF)
sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 7: Valores de taxa de crescimento da L. Ladoltia punctata apds o
periodo de exposicdo a NPCuO. Média + DP (n = 6). As letras indicam as
diferencas significativas de acordo com one-way Anova e um posterior teste de
Tukey (p <0.05).

Parametro Controle 0.1gL"’ 1gL?! 10gL"
Taxa de Cresc. (r) 0.1620.02* 0.12+0.01°¢ 0.13+0.01*® 0.09+0.01¢

Os parimetros foram quantificados no inicio (t=0 d) e fim do
teste (t=7 d). Os resultados encontrados foram diferentes do esperado.
Fator esse que pode ser atribuido ao fato de as nanoparticulas utilizadas
apresentarem tamanho elevado e rdpida sedimentacdo. Pelo fato de a
lemna ser uma macrdfita aqudtica e flutuante, a planta se encontrava na
superficie das amostras o que dificultou o contato com a NP. Essa
premissa pode ser comprovada nas andlises de microscopia (item 4.5)
em que e ndo foi visualizada nanoparticulas no interior da planta. Os
resultados apresentaram concentracdes superiores a resultados ja
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encontrados em outros estudos no qual foi utilizada a mesma espécie de
macréfita e mesma NP (SHI et al., 2011) que uma concentracido de
efeito no limiar de concentracio de 2,0 mg.L"'. Outros autores que
pesquisaram lemnas de diferentes espécies e com diferentes
nanoparticulas obtiveram efeitos com concentrag¢des bastante abaixo que
a do presente estudo. Gubbins, Batty e Lead (2011), por exemplo,
verificou a reducio do crescimento da lemna da espécie minor decair a
metade quando exposta a uma concentragio de 160ug.L”' de
nanoparticula de prata comparando com as concentracdes de 0-40ug.L™".

O valor de CE,, encontrado foi de 0,085 g.L'l, contudo a maior
inibi¢do de crescimento de 39,9% pode ser visualizada na solu¢do com
maior concentragio de NPCuO (10,0 g.L'"). Através desse resultado
também foi possivel visualizar que até a concentracdo de 0.1 gL' a
inibicdo de crescimento se deu de forma acelerada (Figura 16).
Posteriormente a inibicdo de crescimento tem uma leve queda, e depois
cresce novamente, porém de forma mais lenta. Mostrando que
concentracdes maiores que 0.1 g.L” a inibicdo de crescimento ocorreu
mais lentamente.

Figura 16: Curva resposta da taxa inibi¢do de crescimento da planta com o
aumento das concentragdes de NPCuO.
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Fonte: Autora.

Em geral, maior parte dos trabalhos, encontram as concentragées
das solugdes com nanoparticula que inibem 50% do crescimento da
planta. No presente trabalho mesmo CEsy ndo foi encontrado mesmo a
altas concentragdes. Shi et al., (2011), por exemplo, encontrou uma CEs
no valor de 0,8mg.L" trabalhando com a mesma espécie apresentada na
presente pesquisa. O valor anteriormente descrito ndo corrobora com o
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presente trabalho que apresentou concentracdo de efeito superior. Outros
estudos voltados a toxicidade de nanoparticulas sobre macroéfitas
lemniceas de diferentes espécies apresentaram valores de CEs5y em
valores inferiores ao do presente estudo (CEsy de 139, 5 e 125,3ug.L"
de NPAg para a L. minor, GUBBINS; BATTY; LEAD, 2011). Assim
sendo o efeito pode ser atribuido ao fon Cu®, isso pelo fato de a
nanoparticula sedimentar durante o periodo de teste e liberar fons de
cobre quando em solugdo e também pelo fato de ndo ter sido encontrada
NP no interior do organismo como serd demonstrado nos itens a seguir
(itens 4.6 e 4.5 respectivamente).

4.4 QUANTIFICACAO DOS PIGMENTOS.

4.4.1. Analise de pigmentos fotossintetizantes.

Os valores dos pigmentos fotossintéticos das amostras das
frondes das lemnas controle e tratadas com NPCuO sdo apresentadas na
Tabela 8. O conteudo mais alto de clorofila a e b, e, clorofila total foi
observado na amostra controle. As plantas expostas as concentragdes de
nanoparticula demonstraram diminuicdo gradativa dos pigmentos
(clorofila a e b). Esses resultados corroboram com estudos ja realizados
em que foi observado efeito similar nessa macréfita quando exposta a
altas concentracdes de cobre (YANKUI et al., 2011).

Verificou-se um decréscimo no conteido de carotenoides totais
na amostra de concentracio de 10.0 g.L'l, embora nos outros
tratamentos o nivel desse pigmento tenha aumentado. O decréscimo do
conteido de carotenoides na concentragdo mais elevada das amostras
teste pode estar relacionado a danos que levaram a limitacdo das func¢des
vitais da planta.

Elevadas concentracdes de cobre causam amarelamento das
frondes das lemnas (Shi et al., 2011). No presente estudo verificou-se
decréscimo gradativo da concentracdo do pigmento clorofila das
amostras controle para as amostras tratadas. Corroborando com outras
pesquisas que também demonstraram perda do contetddo de clorofila
proveniente da exposicdo da lemna a nanoparticulas (PERREAULT et
al. 2010, PERREAULT, SAMADANI E DEWEZ 2013; PRASAD et al.
2001).

Com relacdo ao aumento dos niveis de carotenoides até a
concentracdo de 1.0 g.L”' de nanoparticula (Tabela 8) pode ser atribuido
ao aumento do uso dos mecanismos de prote¢do do sistema
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fotossintético da planta (BIGGS, KOSSUTH, 1980; SCHMIDT, 2011).
Fato esse que pode ser observado com as alteragdes nos tilacéides como
sera apresentado a seguir (Figura 20).

Tabela 8: Conteddo de pigmento fotossintético (ug.g'l PS) da lemna apés sete
dias de exposicdo a NPCuO. Média + DV (n = 8). As letras indicam a
significancia de acordo com one way ANOVA e posterior teste de Tukey
(p<0,05).

Pigmentos Controle 01gL” 1gL?! 10gL”
Clorofila a 174,65+4,3" 115,25+0,9° 136,8122,1° 129,43+5,3¢
Clorofila b 8,62+5,2° 51,35+1,7° 60,50+1,6" 33,842,5¢

Clorofila Total 25527 166,60 ¢ 197,31° 163,27°¢
Carotenoéide total  193,60+5,2° 268,784,7° 318,24+3,7* 141,45+5,1°

Embora ndo tenha sido observada uma inibicdo significativa no
crescimento dos organismos expostos, quando comparadas ao controle,
notou-se perda de coloracdo entre as amostras. A medida que a
concentra¢do da substincia testada aumenta maior a perda de cor das
frondes da macrdfita (Figura 17).

Figura 17: Detalhe das lemnas apds o periodo de sete dias de exposi¢do a
NPCuO (controle e tratamentos).

Controle 0.1g.L" 1g.L" 10 g.L"
b c d
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Fonte: Autora. Legenda: a Amostra controle; b amostra 0,1 g.L'1 de NPCuO; ¢
amostra 1,0 g.L’l de NPCuO e, d amostra 10,0 g.L’l de NPCuO.

Nas imagens apresentadas na Figura 17 pode-se observar
coloragdo menos intensa em duas das amostras (imagens b e c¢) quando
comparadas ao controle. Da mesma forma, na imagem d, pode-se notar a
perda de coloragdo conjunta com a quantidade de coldnias isoladas o
que remete ao estresse ambiental de acordo com as normatizacdes
utilizadas no presente trabalho (ISO DIS 20079, 2004 e da OECD 221,
2002).

4.5 ANALISES POR MICROSCOPIAS



54

4.5.1. Observacao através de microscopia de luz e histoquimica.

Em geral os produtos da fotossintese que ndo sao utilizados pelo
metabolismo celular sdo armazenados na forma de grdos de amido no
interior das células. Com relacdo a presenca de compostos celuldsicos,
essa reacdo € demonstrada pela reagdo positiva nas regides da camada
de mucilagem e parede celular ao Acido-Schiff (PAS) (SCHMIDT,
2011). Essa reag@o possibilitou a andlise dos grios de amido no interior
das células das lemnas submetidas ao teste. Sendo essa apreciacdo
realizada por microscopia de luz (Figura 18).

As secdes transversais do controle (Figura 18 a) e tratamentos
(Figura 18 b-d) das células da lemna mostraram reacdo positiva do PAS
com a parede celular. Isso indica a presenca de compostos celuldsicos.

No citoplasma das células do controle a reacdo foi bem

expressiva. Sendo possivel visualizar a alta densidade e elevado
tamanho dos griaos de amido (Figura 18 a). J4 as plantas tratadas com
NPCuO (Figura 18 b-d) mostraram reducdo no tamanho e quantidade
dos grios de amido ap6s os sete dias de exposi¢do a NPCuO.
De acordo com Gouveia (2013), o decréscimo de grios de amido em
plantas expostas ao cobre pode estar relacionado a alteragdes na rota de
biossintese das enzimas de amido do ciclo de Calvin. Processo esse
possivelmente ligado a ativacdo das vias de degradacdo dessa atividade.
Esse fato pode indicar que a exposi¢do a NPCuO afeta o metabolismo
celular da planta.
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Figura 18: Microscopia de luz das secgdes transversais das frondes expostas a
NPCuO. As secgdes foram coradas com PAS (Periodic acid-Schiff).

Controle

0.1g.L"'

N
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Fonte: Autora. Legenda: a (Controle) graos de amido (S) parede celular (CW).
b (0.1g.L" CuO-NP), ¢ (1.0g.L”" CuO-NP), d (10.0g.L"" CuO-NP).

4.5.2. Microscopia eletronica de varredura

Através da microscopia eletronica de varredura da superficie
adaxial da amostra controle das L. punctata, observou-se a presenca de
ostiolo e estomatos (Figura 19 a, setas). Ainda se tratando dessa
superficie, a topografia da mesma demonstrou ondula¢des na parede
celular indicando superficie com aspecto dspero. As amostras tratadas
com NPCuO apresentaram redu¢do na abertura nos estdomatos das
frondes das lemnas (Figura 19 b-d, setas). A parede celular das células
localizada nessa mesma superficie apresentou uma forma irregular. Essa
alteragio pode ser resultante da absor¢do dos fons de cobre (Cu®)
liberados com a nanoparticula diluida no meio de cultura (Figura 19 b-
d). A parede celular da superficie abaxial da amostra controle também
apresentou forma irregular (Figura 19 e). As plantas expostas as
concentracdes de 0.1 (Figura 19 f) e 1.0 g.L"' NPCuO (Figura 19 g)
apresentaram alteragdes pouco expressivas na morfologia. No entanto o
tratamento com 10.0 g.L"' NPCuO (Figura 19 g) exibiu parede celular
notoriamente mais enrugada.
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Figura 19: Microscopia eletronica de varredura (MEV). Micrografias das

frondes apos sete dias de exposi¢do a NPCuO.
Controle 0.1g.L

-

10g.L"

- 2 N ML £ S - :
Fonte: Autora. Legenda: a Detalhe da superficie adaxial do controle e abertura
dos estdmatos (setas). b-d Superficie adaxial das amostras expostas a NPCuO e
abertura dos estdmatos (setas). e Detalhe da superficie abaxial do controle e
topografia. f-h Topografia das amostras tratadas (NPCuO) mostrando uma
superficie irregular apds o periodo de teste.

Microandlise de raios-X

Os resultados da microandlise de raio-X das lemnas foi
qualitativo (Tabela 9). Quando realizada essa microandlise na superficie
da parece celular da amostra controle notou-se diferentes percentagens
de alguns elementos tais como carbono, nitrogénio, oxigénio e sédio. Na
presente amostra o cobre ndo foi detectado. Contudo a presenca desse
metal foi detectada nas amostras tratadas com NPCuO (Tabela 9).

Tabela 9: Microandlise de raios-X da parede celular apds sete dias de
exposi¢do das frondes a NPCuO. C, carbono; N, nitrogénio; O, oxigénio;
Na, Sédio; Cu, cobre (n=10). O asteristico indicam a presenca do elemento.
As diferencas significativas estdo de acordo com a one-way ANOVA e
posterior teste de Tukey (p < 0.05).

Compostos Controle (1:111) élfol ;chl:l(l) 11](;)%)1;(;
C 37.6+2.4% 43.6+1.4° 39.7+8.4° 45.5+4.0°
N 32.943.4% 31.5+1.6% 34.1£6.9° 29.6+34°
(o) 27.7+1.5*° 23.2+14% 24.1+04° 23.540.6°
Na 1.7+0.5° 1.10.9° 1.8+0.8° 1.2+0.7°

Cu n.d. 0.6+0.8" 0.9+0.6 0.3+0.1°
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Na avaliacdo das plantas expostas a NPCuO através da
microandlise por raio X foi possivel detectar a presenca de cobre.
Resultado esse que indica a acumulacdo desse metal na estrutura da
fronde da L. punctata. No caso da presente pesquisa ndo ocorreu
diferenca significativa entre os elementos quimicos analisados nas
amostras. Isso mostra que quantidade desses elementos nas plantas néo
foi afetada apds os sete dias de exposicdo a nanoparticula de 6xido de
cobre.

Na lemna os estdmatos permanecem abertos em quaisquer
condi¢des (Haberlandt 1887; Wagner 1973; cit. em Huber e Sankhla;
todos cit. em Landolt, Kandeler 1986). No presente estudo foi observado
o fechamento dos estdmatos a medida que aumentaram as concentracdes
da substincia testada. Nos estudos de Severi and Fornasiero 1982,
1983b, foi observado que o estdmato da espécie L. punctata fechou
durante o déficit de dgua e apds a aplicacdo de (ABA), inibidores
metabdlicos ou ionoféros. Fato esse que pode estar relacionado a efeitos
sobre a atividade metabdlica da planta.

4.5.3. Microscopia eletronica de transmissiao

Quando observadas por MET, as células das lemnas apresentaram
mitocondrias com as membranas das cristas bem desenvolvidas (Figura
20 a), além de cloroplastos grandes envoltos por uma membrana dupla e
com estrutura dos grana e bem desenvolvida (Figura 20 b) e tilacéides
do estroma (Figura 20 b, setas). No entanto observa-se que as células
das lemnas apresentaram uma leve alteracdo ultraestrutural apds o
periodo de exposicdo a nanoparticula de 6xido de cobre (Figura 20 c-e).
As mitocOndrias pareceram estar rompidas e com forma irregular
(Figura 20 c¢). As membranas tilacéidianas ndo mostraram alteragcdes
drasticas em sua estrutura (Figura 20 d), porém houve aumento do
nimero de plastoglébulos nos cloroplastos (Figura 20 d). Também foi
observada a dilatagdo das membranas tilacéidianas nos cloroplastos das
frondes da L. punctata tratada com concentracdo de 10.0 g.L'l de
NPCuO (Figura 20 e, setas).
Através da andlise por microscopia foi possivel observar as alteracdes
no interior das estruturas celulares das amostras tratadas com a
nanoparticula ao final do periodo de teste. Pelos resultados
anteriormente descritos foi possivel observar que a taxa de crescimento
pode ser reflexo de problemas metabdlicos, visto que o crescimento
depende do metabolismo. Também alteracdes morfo-estruturais das
organelas podem vir a afetar o metabolismo. Estudos recentes
confirmam que nanoparticulas de alguns metais podem afetar a
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atividade de organismos fotossintéticos por acdo de estresse oxidativo e,
consequente degrada¢do das membranas (Shi et al. 2011; Wang et al.
2011b).

Figura 20: Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) imagens
microgréficas da L. Landoltia punctata ap6s sete dias de exposi¢cdo a NPCuO.
?.‘!

Fonte: Autora. Legenda: a (Controle) Detalhe das células mostrando o
mitocdndria com as cristas mitocondriais (M) e corpo de Golgi (Gb). b
(Controle) Detalhe dos cloroplastos (C) com granum (G) e estroma tilacéides
(setas). ¢ (0.1g.L'1 CuO-NP) Mitocondrias com dilatacdo das cristas (setas). d
(10.0g.L'1 CuO-NP) Detalhe dos cloroplastos mostrando o granum preservado,
estroma tilacdides (setas) e aumento do volume do plastoglébulo (P). Note a
dilatag@o dos cloroplastos (setas).

Os resultados anteriormente descritos, com base na andlise por
microscopia e andlise de pigmentos, contribuiram com a hipétese de que
se os testes tivessem um periodo maior, a taxa de crescimento seria mais
consideravelmente afetada. Pois com seus mecanismos vitais em grande
parte degradados o desenvolvimento da planta seria fortemente
prejudicado. A partir dessa observacdo sugerem-se estudos em que o
ensaio com a nanoparticula venha a ter um periodo de exposi¢cdo
superior ao da presente pesquisa de forma a elucidar a lacuna observada.
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4.6 QUANTIFICACAO DOS [ONS DE COBRE

A liberagdo de cobre solivel da solugdo de NPCuO foi
quantificada por espectrometria de absor¢do atomica (item 3.7). Esta
andlise foi realizada uma vez que a liberacdo dos fons (Cu®*) pode
influenciar na toxicidade da nanoparticula. Os valores de Cu®
aumentaram com o crescimento das concentracdes das solugdes
tratamento quando comparadas com a amostra controle (Tabela 9).

Tabela 10: Resultados da concentragdo de fons de cobre na solucdo da amostra
somente com dgua ultrapura, solucdo controle e os tratamentos da lemna apds
sete dias de exposi¢do a NPCuO. Média + DV (n = 3). As letras indicam a
significancia de acordo com one way ANOVA e posterior teste de Tukey
(p<0,05).

Composto Controle 0,1 gL’ 1 gL" 10 gL'l
Cu* (mg.L™) 0,017£0,0° 0,546+0,2° 0,919+0,3¢ 1,537 +0,8°

As plantas, em geral, s3o muito sensiveis a toxicidade do cobre,
demonstrando distirbios metabdlicos e inibi¢do de crescimento quando
expostas a concentra¢des desse elemento levemente acima do normal
(FERNANDES & HENRIQUES, 1991). Conforme Patsikka et al.,
(2002), os ions de cobre aumentam a sensibilidade dos niveis de
fotoinibicdo por luz e geram estresse oxidativo por competir com outros
metais como micronutrientes essenciais. Em organismos fotossintéticos
o estresse oxidativo € o efeito mais expressivo dentre os efeitos toxicos
gerados pela exposi¢do a Cu®* (KNAUERT; KNAUER, 2008).

Conforme Taiz & Zeiger, (2002), nas plantas o processo de
transporte do fluido da epiderme para a endoderme da raiz pode se
efetivar por trés tipos de rotas:

a) Apopléstica: Na qual a dgua se movimenta pela parede
celular sem atravessar qualquer membrana. O apoplasto é o
sistema continuo de paredes celulares e espagos intercelulares
nos tecidos vegetais;

b) Simblastica: A dgua se movimenta de uma célula a outra
através dos plasmodesmas. Essa estrutura conecta os
citoplasmas de células vizinhas, contém um didmetro entre
20 a 60 nm e permite a difusdo de dgua e de pequenas
moléculas entre células proximas.

¢) Transmembrana: E aquela seguida pela 4gua que
sequencialmente entra em uma célula por um lado, sai pelo
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outro lado, entra na préxima célula da série e assim por
diante.

A membrana plasmatica é formada por uma bicamada
fosfolipidica contendo proteinas carregadoras que auxiliam no
transporte do soluto para o interior da célula. A espessura média da
membrana varia entre 7 ¢ 10 nm. O transporte do soluto se da através do
processo de difusdo. Geralmente o soluto € transportado para o interior
da célula na sua forma idnica. Inclusive ja existem estudos que indicam
que a parede celular das células das folhas e da raiz das plantas ndo
absorvem nanoparticulas de grandes dimensdes. No entanto absorvem o
soluto de fons de metal liberados pela nanoparticula quando em solugio
(PROSEUS; BOYER; 2005; ASLI; NEUMANN, 2009). Os resultados
de microscopia eletronica de transmissdo realizada no presente estudo
nao demonstraram a presenca de nanoparticulas no interior das células
(item 4.5.3).

Assim sendo, os efeitos inibitérios podem ter sidos provocados
pelos fons de cobre liberados nas amostras com a NPCuO devido a sua
rdpida aglomeragdo e sedimentacdo no meio de cultura. Esta condi¢do
pode ter sido favorecida pela faixa de tamanho da NP estudada
(consideravelmente maior que a escala nano comumente utilizada, até
100 nandmetros) e densidade do metal como mostraram os resultados de
andlise MET (item 4.2). Resultados esses que corroboram com
Perreault, Samadani e Dewez (2013) que demonstrou a importancia da
compreensdo da estabilidade coloidal e da solubilidade de
nanoparticulas de 6xidos de metal em suspensdo para a ecotoxicologia.



61

Remocdo de cobre pela L. punctata

Ja a remocdo de cobre pela Landoltia punctata foi determinada
através da andlise de cobre total acumulado pela planta (Tabela 11)
Sendo essa andlise também realizada por espectrometria de absor¢do
atdmica.

Tabela 11: Resultados da concentragdo de fons de cobre presentes na estrutura
das lemnas, solug¢do controle e os tratamentos, apds sete dias de exposi¢do a
NPCuO. Média £ DV (n = 3). As letras indicam a significancia de acordo com
one way ANOVA e posterior teste de Tukey (p<0,05).

Acimulo de cobre Controle 01gL” 1gL?! 10gL”

(mg de ions. mg de . .
. 0,02+0,1° 0,04+3,5* 0,04+8,4" 0,06+47,8
lemnas™)

Esse resultado mostra que as lemnas expostas a NPCuO tiveram
um aumento na concentracdo de cobre quando comparada a amostra
controle. Essa resposta pode representar acimulo desse elemento pela
lemna durante o teste, visto que essa planta pode bioacumular esse
metal. Estudos demonstram que a lemna chega a remover até 26% de
cobre de uma solucdo com concentragdo de cobre entre 0,1 — 1,0 mg.L'l
(KHELLAF & ZERDAOUI, 2010). Inclusive essa caracteristica
favorece seu uso na remog¢do de metais como ji demonstram alguns
estudos (SHARMA & GAUR, 1994; KHELLAF & ZERDAOUI, 2010;
AXTELL, STERNBERG, CLAUSSEN, 2003). Embora essa macrofita
possa vir a ser utilizada na biorremediacio ambiental, o acimulo de
cobre pela planta pode representar riscos toxicoldgicos para outros
organismos pertencentes aos maiores niveis da cadeia tréfica. Isso pelo
fato de essa macréfita ser bastante disponivel no ambiente além de
servir de alimento. De acordo com Oron et al., (1994), as lemnas sao de
fundamental importincia na cadeia tréfica dos ambientes em que se
reproduzem por fixar o carbono atmosférico dissolvido e produzir
biomassa de excelente qualidade nutricional. Deste modo, muitos
peixes, aves, anfibios, crusticeos, insetos e moluscos se beneficiam ao
dispor deste alimento. Maia et al., (2008), afirma que “As lagoas de
lemnas atuam na remocdo de algas e geram biomassa rica em proteina,
que podem ser utilizadas como racdo animal.” Dessa forma, um estudo
aprofundado da bioamplificacdo dentro da cadeia tréfica a fim de
analisar os efeitos gerados pelo acimulo de cobre pelas lemnas é de
considerdvel importancia dentro do meio cientifico.
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Peso timido e seco

Referente ao peso imido e seco das macroéfitas ao final do teste
foi possivel observar um aumento significativo dos tratamentos em
relacdo ao controle (Figura 21 e Figura 22). Esse resultado corrobora
com Juhel et al., (2011), que encontrou um aumento significativo da
biomassa da Lemna minor com o aumento da concentracdo da
nanoparticula de aluminio.

Conforme j4 descrito anteriormente, no item referente a liberacio
de fon de cobre pelas NP quando em solugdo, o acimulo desses ions
levar o organismo ao estresse oxidativo. Outros mecanismos
provenientes do excesso de metais pesados em plantas podem incluir a
exsudacdo de substancias quelantes, a producdo intercelular de
substincias quelantes, tais como: dcidos organicos e fitoquelatinas e
alteracOes na compartimentalizacdo dos metais na célula (SHAW,
1989). fons de cobre ainda sdo responsdveis por muitas alteracdes nas
células das plantas e inibicdo das atividades enzimaticas (TEISSEIRE &
GUY, 2000). Essas alteragdes podem justificar o aumento de peso na
planta conforme os resultados encontrados na presente pesquisa.

Figura 21: Avaliagdo dos efeitos da NPCuO sobre a L. Landoltia punctata com
base no parametro de peso imido (PU). Média = DP n = 3. As letras indicam as
diferencas significativas de acordo com one-way Anova e um posterior teste de
Tukey (p < 0.05).
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Figura 22: Avaliacdo dos efeitos da NPCuO sobre a L. Landoltia punctata
com base no pardmetro de peso seco (PS). Média + DP n = 3. As letras
indicam as diferencas significativas de acordo com one-way Anova e um

posterior teste de Tukey (p<0.05).
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5. CONCLUSAO

A presente pesquisa avaliou os efeitos toxicos da NPCuO sobre a

macrofita lemndcea da espécie local Landoltia punctata. Essa anélise foi
possivel através da verificacdo dos efeitos no crescimento em conjunto
com as alteracdes morfo e citoldgicas sobre a planta conforme as
respostas encontradas através das microscopias e andlise de contetido
fotossintético. Os resultados permitiram descobertas importantes com
relacdo ao estudo realizado.

Os dados obtidos através da caracterizacdo da nanoparticula
utilizada no presente estudo demonstraram que os aglomerados
de grandes dimensdes formados em conjunto com a alta
densidade, caracteristica de metais pesados, facilitou a
sedimentacdo rdpida desse elemento durante o teste. Fato esse
que pode justificar os resultados de inibi¢do de crescimento da
planta (CE,, de 0,085 g.L’l), a ndo descoberta do valor de CEs,
mesmo a altas concentracdes da substincia teste, e a verificacio
de que a nanoparticula ndao penetrou na macréfita como
mostram as imagens obtidas por microscopia. Visto que com o
tamanho de nanoparticula encontrado seria possivel visualiza-la
pela andlise por microscopia eletronica de transmissdao. Dessa
forma recomenda-se um teste que contenha um controle com
uma substancia incluindo somente os fons de cobre.

Mesmo ndo encontrando o valor de CEsj, notou-se que a
inibicdo de crescimento foi um reflexo de problemas
metabdlicos provenientes da exposi¢ao da planta a NPCuO. Isto
devido ao metabolismo ser uma das principais func¢des vitais
para a planta se desenvolver. Esse dano pode ser claramente
observado pelos resultados dos niveis de pigmentos (clorofilas
a e b e carotenoides) obtidos e nas alteracdes morfo e
citolégicas identificadas, tais como diminuicdo na abertura dos
estomatos, alteracdes e efeitos nas células. Essas respostas
podem ser atribuidas aos efeitos dos fons de cobre liberados
pela NPCuO quando em solucio e, igualmente, pela dificuldade
de a NP ser transportada para o interior da célula pelo
mecanismo de permeabilidade seletiva da planta. Os resultados
anteriormente descritos reforcam a hipétese de que se os testes
durassem mais do que sete dias as taxas de crescimento iriam
ser mais fortemente afetadas. Isso pelo fato de que é remota a
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possibilidade de que as macrdfitas se desenvolvam com esses
componentes vitais, anteriormente descritos, degradados.

Outro resultado de consideravel relevancia foi a observacdo do
acimulo de fons de cobre pela lemna. O actimulo desse
elemento na macréfita pode representar um risco para o
ecossistema uma vez que a Landoltia punctata é uma
importante fonte de alimento para animais tais como peixes,
anfibios, aves e ainda ser utilizado como ragdo para suinos. Fato
esse que traz a necessidade de avaliar a bioamplificagdo dos
efeitos provenientes dessa bioacumulagdo com o estudo dos
seres pertencentes aos niveis superiores da cadeia tréfica cuja
alimentacdo € a planta estudada.
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6. RECOMENDACOES

Com o intuito de aprimorar e aperfeicoar os conhecimentos que
foram adquiridos na presente pesquisa recomendam-se as seguintes
condutas para estudos futuros:

Realizar o ensaio com um controle positivo contendo
somente os fons de cobre de forma a comparar e
compreender melhor os efeitos;

Aumentar o tempo de exposicio da lemna a
nanoparticula e avaliar os efeitos;

Analisar a bioamplificacdo decorrentes da evolugdo
toxicidade para organismos pertencentes aos niveis mais
altos dentro da cadeia tréfica cuja fonte de nutri¢cdo sdo
as lemnas.
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ANEXO I )
ENDERECOS ELETRONICQS DAS NORMATIZACOES DE TESTES
TOXICOLOGICOS COM LEMNA.
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As normatizagdes apresentadas neste trabalho podem ser
encontradas nos enderecos eletrdnicos a seguir:

ISO 20079
</http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_d
etail.htm?csnumber=340>

OECD
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-221-lemna-sp-growth-
inhabition-test_9789264016194-en

Observacdo: As normatizacdes ndo foram diretamente inseridas no presente
trabalho por motivo de estarem sob direitos autorais.



