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Remember to look up at the stars and not down at your feet. Try to make sense of
what you see and wonder about what makes the universe exist. Be curious. And
however difficult life may seem, there is always something you can do and succeed
at. It matters that you don't just give up. (Hawking, 2010)



RESUMO

A tecnologia de reducdo do didmetro de particulas é um diferencial na composicdo de
protetores solares e em diversos segmentos, como o farmacéutico e o cosmético pelo
surgimento de novas técnicas e aperfeicoamento de produtos. Uma das principais particulas
utilizadas na formulacdo desses protetores € o didxido de titanio (TiO,). O uso de
microparticulas em filtros solares inorganicos permite uma maior adesdo a pele, melhor
viscosidade e textura do produto. Existe uma gama de estudos sobre a penetracdo e a
toxicidade desses compostos em humanos, porém € necessario expandir o espectro de estudo
englobando outros grupos de seres vivos e 0 ambiente por que essa série de questdes ndo
acaba no homem. Outras perspectivas devem ser observadas como a incorporacdo dessas
particulas por outros sistemas bioldgicos e seus efeitos no organismo. O objetivo desse
trabalho € avaliar os efeitos e a fitotoxicidade de nanoparticulas de didxido de titdnio em
plantas de Lactuca sativa L. (alface) por meio de ensaios laboratoriais de germinacdo e
crescimento com exposicao ao didxido de titanio e analise dos resultados utilizando técnicas

de microscopia: Microscopia 6ptica e Microscopia eletrénica de varredura

Palavras-chave: Dioxido de titanio. Filtros solares. Fitotoxicidade. Morfologia vegetal.

Anatomia vegetal.



ABSTRACT

The technology for reducing the diameter of particles is a differential in the composition of
sunscreens and in several segments, such as pharmaceuticals and cosmetics, due to the
emergence of new techniques and product improvement. One of the main particles used in the
formulation of these protectors is titanium dioxide (TiO2). The use of microparticles in
inorganic sunscreens allows greater adhesion to the skin, better viscosity and texture of the
product. There is a range of studies on the penetration and toxicity of these compounds in
humans, however it is necessary to expand the study spectrum to include other groups of
living beings and the environment, because this series of issues does not end in man. Other
perspectives must be observed, such as the incorporation of these particles by other biological
systems and their effects on the organism. The objective of this work is to evaluate the effects
and phytotoxicity of titanium dioxide nanoparticles in plants of Lactuca sativa L. (lettuce) by
means of laboratory tests of germination and growth with exposure to titanium dioxide and
analysis of the results using microscopy techniques: Optical Microscopy and Scanning

Electron Microscopy

Keywords: Sunscreens. Titanium dioxide. Phytotoxicity. Plant morphology. Plant anatomy.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

LISTA DE FIGURAS

indice de germinacdo das sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae)
em diferentes tratamentos com de titanio TiO;

Grafico do crescimento médio de plantulas de Lactuca sativa durante
7 dias em diferentes tratamentos

Padrdo de distribuicdo ndo normal obtido por meio do teste de
Kruskall-Wallis dos dados de crescimento de Lactuca sativa
(Asteraceae) em diferentes tratamentos de TiO,

Tamanho médio diario de Lactuca sativa L. (Asteraceae) com
diferentes tratamentos de TiO, durante 7 dias

Peso Umido x peso seco do material vegetal de Lactuca sativa L.
(Asteraceae) apés 7 dias em diferentes tratamentos com didxido de
titdnio TiO,

Prancha de microscopia Otica da radicula de Lactuca sativa no 3° dia
pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia eletronica de varredura de coifa de Lactuca
sativa no 3° dia pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia Gtica do eixo hipocétilo-radicular de Lactuca
sativa no 3° dia pds-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia eletronica de varredura da zona pilifera de
Lactuca sativa no 3° dia p6s-semeadura em diferentes tratamentos
Prancha de microscopia 6tica da folha de Lactuca sativa no 3° dia
pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca
sativa no 3° dia pos-semeadura em diferentes tratamentos.

Prancha de microscopia 6tica de radicula de Lactuca sativa no 7° dia
pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia Gtica do eixo hipocétilo-radicular de Lactuca
sativa no 7° dia pés-semeadura em diferentes tratamentos.

Prancha de microscopia eletrénica de varredura da zona pilifera de
Lactuca sativa no 7° dia pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia 6ética da folha de Lactuca sativa no 7° dia

17

18

19

20

21

23

25

27

29

32

33

35

37

38
40



Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca
sativa no 7° dia pés-semeadura em diferentes tratamentos

Grafico do crescimento médio de plantulas de Lactuca sativa durante
7 dias submetidas a diferentes tratamentos p6s germinagdo

Peso Umido X peso seco do material vegetal de Lactuca sativa
(Asteraceae) apos 7 dias submetidas a diferentes tratamentos com
dioxido de titanio TiO, p6s germinacao

Prancha de microscopia 6tica da radicula de Lactuca sativa no 7° dia
pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia 6tica do eixo hipocétilo-radicular de Lactuca
sativa no 7° dia pés-semeadura em diferentes tratamentos.

Prancha de microscopia eletrénica de varredura da zona pilifera de
Lactuca sativa no 7° dia pos-semeadura em diferentes tratamentos
Prancha de microscopia 6ética da folha de Lactuca sativa no 7° dia
pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca
sativa no 7° dia pos-semeadura em diferentes tratamentos

Prancha de microscopia 6tica de raiz, hipocétilo e da folha de
Lactuca sativa no 7° dia pos-semeadura em um tratamento com

diferentes tempos de exposi¢do

42

44

45

46

48

50

52

53

55



2.1
2.2

2.3

3.1

3.2

4.1

4.2

421

4.2.2

4.3

43.1

433

5.1

5.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ees e 12
FUNDAMENTACAO TEORICA ...t 13
O uso de particulas de TiO; em filtros solares............ccceeveeveeeccceciceceeceeeee 13
Particula de TiO2 N0 MEI0 @aMDIENTE ... 15
A alface como modelo experimental (Lactuca sativa L.) .......cccccoeevvirirrereiiriennen. 17
OBUIETIVOS ...ttt ettt s b e s e e eseesessesesaeseeaens 19
ODBJETIVO GEFAL......oeeeeceeieee et seaens 19
ODbBJEtiVOS ESPECITICOS .....cvevevieieiieteteiee et as 19
MATERIAL E METODOS ......ovooieeeeeeeeeveeeeeeesesessse s ssesssssssssssssssssssasssssseas 20
(@] 0] (=7 gTor=To o [o I I O TSRS 20
Delineamento eXPerimental...........ccocceiiiiieieciniicccese e 20
Germinacan € CreSCIMENTO ...........ceiieieieieeieie ettt bbb eas 20
TEANSIOCAGAD ... ..eveeeiice ettt bbbttt bbb bna 21
TECNICAS A& MICKOSCOPIA .....c.eveveeiriieieieieiiet ettt s s s sens 22
Microscopia OPtiCa (IMO) ..........cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeese e 22
Analise de dados € EStatiStiCa..........cccovvvviriririririiirire s 23
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ovveeriereeessnessessssssesssssssssesssesssssesssssssssesseees 24
GEerminacao € CreSCIMENTO ........coeiieieieicieee ettt as 24
Crescimento € tranSIOCAGAD. ........cceovrvreeieeeiireeeeieereree et nens 50
CONCLUSAO......coooreeeieeseeesssssessssss st 64

REFERENCIAS ..o eeee oo e s v e e s e s s s s e s s eses e sese s ses e esssesenaesens 65



12

1  INTRODUCAO

O uso comercial e industrial de particulas com diametro reduzido cresceu
rapidamente nos dltimos anos sendo aplicados em diversos segmentos (Weir et al., 2012)
como cosmeéticos (Hanigan et al., 2018), farmacol6gicos (Namdeo et al., 2008), agricultura
(Rodriguez-Gonzalez, Terashima e Fujishima, 2019) entre outros. No entanto, a compreensao
da interacdo, no nivel celular e molecular, desses compostos em sistemas bioldgicos é
insuficiente (Maynard et al., 2006). Segundo (Haynes et al., 2017) os estudos investigando 0s
efeitos fotocataliticos causados pelo nano didxido de titdnio em organismos aquaticos sdo
escassos. Dentre as mais diversas aplicagdes, esta o uso de microparticulas (MPs) e
nanoparticulas (NPs) em protetores solares (Flor, Davolos e Correa, 2008; Sendra, Sanchez-
Quiles, et al., 2017).

O conhecimento dos efeitos e as consequéncias do uso regular de filtros solares
com dioxido de titnio em humanos e meio ambiente € escasso (Arvidsson et al., 2012;
Newman et al., 2009; Smijs e Pavel, 2015). Poucos trabalhos tratam da ecotoxicidade desses
compostos em organismos (Haynes et al., 2017) e, além disso, € necessario um melhor
entendimento das relac@es fisico-quimicas e como elas estdo relacionadas ao desenvolvimento
inicial da planta (Andersen et al., 2016). Tal tema merece mais atengdo uma vez que pelo
elevado uso de filtros solares, grande quantidade de componentes é despejada na natureza
diariamente (Tovar-Sanchez, Sanchez-Quiles e Rodriguez-Romero, 2019). Essas duas
condigdes citadas anteriormente, 0 uso crescente desses produtos e a caréncia de estudos
relacionados ao uso, em longo prazo podem causar efeitos danosos na morfologia ou
fisiologia desses organismos, fauna e flora, pois a interacdo desses produtos com sistemas
bioldgicos resulta em bioacumulacéo.

Com o uso crescente dos filtros solares inorganicos (Hanigan et al., 2018;
Venkatesan et al., 2018), mais residuos quimicos sdo introduzidos no meio ambiente. Dessa
forma, a anélise dos efeitos que esses produtos podem causar em humanos e outras espécies é
feita pelas industrias farmacéutica e cosmética durante a realizacdo de testes dermatoldgicos
que sugerem que o TiO, ndo é toxico a pele humana (Nohynek et al., 2008). Também foram
analisadas as diferencas de bloqueio UV e aspectos fisico-quimicos que podem afetar a
eficicia pelo uso de particulas micro ou nanométricas na producdo desses filtros (Smijs e
Pavel, 2011).

Embora ndo seja possivel afirmar sobre a possibilidade da auséncia de riscos
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quanto ao uso de materiais com didmetro reduzido em cosméticos e medicamentos, o uso de
nanoparticulas (NPs) tém efeito benéfico aos seres humanos e ndo apresenta risco a pele ou a
salde (Nohynek et al., 2008). No entanto, € necessario ampliar o estudo da interacdo desses
tipos de particulas com outros grupos de organismos e meio ambiente por conta da liberagdo
de residuos com o aumento do uso desses produtos.

Nesse contexto existe a necessidade de realizar estudos mais detalhados sobre a
interacdo entre outros organismos que ndao o ser humano e essas NPs de TiO; residuais de
filtros solares para entender mais sobre os efeitos ecotoxicoldgicos que esse nanomaterial
pode causar.

A alface (Lactuca sativa L. Asteraceae) foi escolhida como modelo para esse
estudo por ser um modelo bem estabelecido na literatura, de facil manutencao e rapido para
testes de ecotoxicidade pela grande quantidade de estudos na area com esses exemplares
(Barrena et al., 2009; Liu et al., 2016; Zhang et al., 2015).

Devido ao acumulo de residuos no meio ambiente provenientes do aumento do
uso dos filtros solares, é necessario ampliar a quantidade de estudos relacionados com a
toxicidade de compostos desses produtos em outros grupos de organismos. Nesse contexto
esse trabalho busca explorar mais detalhadamente essa relacdo entre as NPs de didxido de

titdnio e a espécie vegetal proposta.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O uso de particulas de TiO, em filtros solares

O Diodxido de Titanio (TiO,) e o Oxido de Zinco (ZnO) sdo materiais
semicondutores e seus mecanismos de absorcdo da luz UV envolvem transi¢ao entre bandas
de valéncia e de conducdo do sélido. Esses dois componentes sdo amplamente usados em
filtros solares inorganicos principalmente pela sua capacidade de refletir a radiacdo
ultravioleta (UV) e por apresentarem baixo potencial irritante, sendo o tipo de composto mais
recomendado para filtros solares infantis (Flor, Davolos e Correa, 2008).

Recentemente, 0 uso desses compostos (TiO, e ZnO) em suas formas
nanoestruturadas, agregaram melhor usabilidade aos protetores solares, pois, os filtros se

tornaram mais aceitos ja que eles ficaram mais leves, menos viscosos e pegajosos (Lu et al.,



14

2015). A grande inovagdo cientifica na tecnologia de filtros solares inorgénicos esté no fato de
que essas particulas ndo absorvam e nem espalhem radiacao visivel (Flor, Davolos e Correa,
2008). Ainda, segundo Balogh et al. (2011), a maior eficacia do uso de didxido de titanio na
forma de nanoparticulas (NPs) com diametros entre 60 nm e 120 nm, apesar de serem
utilizadas particulas com tamanho variando entre 50 e 200 nm (Newman, Stotland e Ellis,
2009; Nohynek, Dufour e Roberts, 2008). Nesse contexto, esses trabalhos buscaram
caracterizar o uso, seguranca e estado regulatorio, em relacdo a espécie humana, de particulas
nanomeétricas de didxido de titanio utilizadas na confec¢do de protetores solares.

Portanto € indispensavel a ampliacdo de estudos no contexto da nanotoxicologia
para fornecer informacdes relacionadas ao riscos ambientais que o acimulo desse composto
pode trazer ao meio ambiente e para servir de base para a criacdo de estratégias de
conservacao incluindo esse ponto de vista.

Nesse contexto da nanotoxicologia, ha tendéncia de certas substancias
apresentarem propriedades toxicologicas em diferentes estados como suspensoes, solucdes ou
particulas (Nohynek et al., 2008). Mas existem exce¢des nas quais a mudanca de estado de
uma substancia pode aumentar ou diminuir a toxicidade (Nohynek et al., 2008).

A preocupacdo quanto ao uso de didxido de titanio e resultado da combinacao de
diferentes propriedades (tamanho, formagcdo de complexos com proteinase e geracdo de
radicais livres), pois o TiO, e 0 ZnO sdo conhecidos como fotocatalisadores, sendo utilizados
na geracdo de energia elétrica em células fotovoltaicas (Lu et al., 2018). A translocacéo
dessas particulas é possivel pela formagdo de complexos que apresentam propriedades
bioguimicas distintas da nanoparticula ndo complexada ou de maiores tamanhos (Newman et
al., 2009). No entanto, de acordo com estudo feito por Newman et al. (2009), ainda ndo ha
necessidade de maiores preocupacdes sobre a toxicidade de filtros solares contendo TiO,, pois
a penetracdo dessas nanoparticulas através do estrato corneo da pele ndo foi significativo a
ponto de causar danos as células e DNA (Balogh et al., 2011) e em células de mamiferos
(Nohynek et al., 2008).

Nesse contexto, o uso de protetores ¢ amplamente indicado ndo s6 para turistas
que visitam praias, mas também para pessoas que estdo diretamente em contato com o sol,
pois previne do envelhecimento, e doencas relacionadas a exposicdo a radiagdao solar, como
cancer de pele que corresponde a 33% dos diagndsticos de cancer no Brasil (Sociedade
Brasileira de Dermatologia, 2018). Levando em consideragdo que o mercado de protetores
solares atingiu a producdo de aproximadamente 4.200 toneladas em 2002 (Flor, Davolos e

Correa, 2008) e a producdo de didxido de titanio foi 1,4 milhdo de toneladas em 2006 e essa
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producéo seria de aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas em 2025 (Robichaud et al.,
2009) é de extrema importancia entender que efeitos essa liberacdo de residuos pode causar

em outros organismos além do ser humano.

2.2 Particula de TiO, no meio ambiente

A vista do que ja foi dito até aqui, deve haver uma preocupacdo ambiental em
torno da liberacdo de residuos de titanio provenientes de protetores solares e que 0 uso
indiscriminado pode trazer efeitos aos ecossistemas que entrarem em contato com esses
residuos.

J& que esse material é despejado no solo, a preocupagdo quanto ao acumulo de
particulas no meio ambiente, torna pertinente a avaliacdo dos efeitos causados nas plantas a
partir da absorcdo desse componente (Kim et al., 2013; Hu et al., 2010). Segundo Barbosa et
al., (2018) o dioxido de titanio tende a formar agregados de particulas, portanto, é importante
compreender como a interacdo dessas NPs ou seus agregados pode acontecer com diferentes
organismos.

O peso e a biomassa de algas da espécie Chlorella vulgaris (Kessler e Huss,
1992), Oocystaceae, diminuiu com a exposicdo a diferentes concentragdes de didxido de
titnio. As interacBes ocorridas entre particulas e microalgas geram estresse a esses
organismos em ecossistemas aquaticos oligotroficos e eutroficos (Dauda, Chia e Bako, 2017).

Estudos realizados por Lodeiro et al., (2017); Sendra et al., (2017); Deng et al.,
(2017) em outros tipos de organismos, como diatomaceas comprovaram que essas NPs por
algum mecanismo desconhecido inibem o crescimento do organismo quando expostas a altas
concentragOes. As descobertas nesse segmento sdo muito relevantes para o entendimento do
impacto ecoldgico que pode ser causado pelas NPs que séo liberadas no ambiente (Deng et
al., 2017). Além do fato de serem extremamente Uteis para a criacdo de novas estratégias de
conservacao mais efetivas pela utilizacdo dessa variavel.

Em experimentos feitos em algas marinhas Nitzschia closterium, as particulas se
mostraram mais prejudiciais aos organismos, quando em contato com a agua do mar e quanto
menor o tamanho das particulas, maior inibicdo do crescimento devido ao estresse oxidativo
induzido pela particula (Xia et al., 2015). Ainda, a toxicidade das NPs varia muito de agua do
mar para dgua doce (Xia et al., 2015).

Em testes sobre o efeito do TiO, na atividade fotossintética realizados com a
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espécie Ulmus elongata (Ulmaceae), foi observado que o modelo ndo apresentou efeito
significativo quanto ao acimulo de metais. No entanto, como uma resposta fisiolégica, o
crescimento das folhas foi reduzido devido ao estresse sofrido pela planta (Gao et al., 2013).

Ha& um interesse crescente no impacto que o TiO, pode causar em ambientes
aquaticos, usando ndo apenas abordagem toxicolégica, que é o que se propdem a maioria dos
estudos nessa area, mas também abordagem ecotoxicoldgica, visto que ha uma diferenca de
impacto entre os organismos com diferentes niveis de complexidade (Haynes et al., 2017).

Outros grupos de organismos também requerem estudos relacionados com micro e
nanoparticulas porque o impacto que elas causam ndo reside apenas em ecossistemas
aquaticos. Estudos de fitotoxicidade foram realizados através da utilizacdo de sementes de
Linum usitatissimum (Linaceae), e foram utilizadas medidas como peso, indice de germinacéo
e crescimento radicular, nas quais as particulas mostraram diferentes atuacfes, tais como
inibicdo da germinacdo e aumento da biomassa das raizes em relagdo aos controles testados
(Clément et al., 2013).

Microcrustaceos, algas e plantas foram utilizadas para a realizacdo de testes de
toxicidade aguda e crbnica, dentre os quais, os cladoceros Daphnia magna mostraram
sensibilidade aguda para nanoparticulas em comparacdo com o0s demais. Esses diferentes
grupos de organismos foram testados a fim de avaliar o potencial toxico nos diferentes
exemplares. Também foi observado que a toxicidade é influenciada pelo tamanho das
particulas, em que as NPs se mostraram mais toxicas que as MPs (Clément et al., 2013).

Ensaios realizados utilizando embrides de zebrafish (Danio rerio) testaram como
acontece a bioacumulacdo de didxido de titanio, a qual foi aumentando e chegou a uma
situacdo estaciondria em torno de 48 horas de exposi¢do. Os testes foram realizados utilizando
titdnio iénico e em forma de NP, no entanto, rapidamente o organismo conseguiu eliminar o
titanio independente da forma em que ele foi acumulado (Oliver et al., 2015). O didxido de
titdnio, portanto, ndo se mostrou bioacumuldvel em exemplares de zebrafish, todavia mais
estudos sobre bioacumulagéo e ecotoxicidade sdo necessarios e devem levar em consideracao
caracteristicas fisico-quimicas e outros fatores ambientalmente relevantes. (Oliver et al.,
2015).

Outros estudos sobre a utilizacdo do didxido de titnio em forma de
microparticulas foram realizados em individuos da espécie Helix aspersa, caracol comumente
utilizado como bioindicador do estresse oxidativo. Neste estudo foi observado que a
exposicdo dos exemplares as NPs desencadeou um alto estresse oxidativo, causando uma

peroxidacdo lipidica da membrana e afetando alguns parametros toxicoldgicos da espécie
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modelo. Portanto, a liberacdo de TiO, no ambiente pode representar riscos aos diferentes
ecossistemas (Houssem, 2017).

Ensaios realizados em plantas (Allium cepa e Nicotiana tabacum) in vivo e em
linfécitos humanos in vitro mostraram que as NPs de diéxido de titdnio eram genotdxicas
tanto para linfocitos humanos quanto vegetais e houve a formacéo de malondialdeido (MDA),
marcador de estresse oxidativo, como consequéncia da peroxidacgdo lipidica e que isso pode
ser um dos fatores da genotoxicidade de particulas de TiO, (Ghosh et al., 2010).

Nesse contexto, mais testes sdo essenciais para entender melhor o comportamento
dessas NPs e o que elas podem causar a partir do momento em que entram em contato ou séo
incorporadas por outros organismos. Portanto, a seguir sera apresentado o modelo vegetal

escolhido para esse estudo, a espécie Lactuca sativa.

2.3 A alface como modelo experimental (Lactuca sativa L.)

O género Lactuca L. (Compositae) compreende aproximadamente 100 espécies,
no qual os genotipos de alface comestiveis foram divididos em seis grupos de alface
predominantes no cultivo do pais que atendem a demanda do mercado consumidor, que Ssao:
crespa, lisa, americana, mimosa, romana e vermelha (Sala e Costa, 2012). A espécie L. sativa
L. (Asteraceae) e é uma planta originada do leste do Mediterraneo com introducdo primeiro
na Europa, por volta do século XV, posteriormente chegou ao Brasil na época da sua
colonizacdo (Sala e Costa, 2012).

Caracteriza-se como uma hortalica folhosa, herbacea, dicotiledonea e autdgama.
A estrutura que € popularmente conhecida como a semente da alface, na verdade, é um fruto
seco, simples e indeiscente do tipo aquénio e que contém uma semente aderida no pericarpo
(Sala e Costa, 2012).

Essa planta foi escolhida como modelo de estudo devido a sua ampla distribuicéo,
por ser a hortalica folhosa mais importante no mundo pelo seu alto consumo e pela facilidade
de cultivo in vitro (Sala e Costa, 2012). Além disso, L. sativa € um modelo bem estabelecido
na literatura de ecotoxicidade com detalhes experimentais sobre a reacdo da planta,
crescimento e condicdes de exposicdo (Larue et al., 2014).

O valor energético dos tipos de alface € baixo, mas a hortalica contém as
vitaminas B e C. Sua semente pode ser utilizada para producdo de o6leo. Além de ser uma

planta que é cultivavel em todas as épocas do ano fora ou dentro de estufas (Vries, 1997).
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Outro ponto favordvel ao uso da alface como modelo esta relacionado a grande
area de superficie foliar, onde se localizam os estdbmatos, na face abaxial da folha, uma das
estruturas mais analisadas em estudos relacionados a translocacdo ou interacdo com
nanoparticulas (Pariona et al., 2017).

A falta de dados e estudos cientificos a respeito da ecotoxicidade de
nanoparticulas é certa, ainda que alguns trabalhos que contemplem a problematica existem
lacunas. Essas, por sua vez, sdo sobre organismos terrestres e ecossistemas e também em
sedimentos, pois 0s poucos estudos existentes, em sua maioria, sd0 sobre organismos
marinhos (Bour et al., 2015).

Ensaios foram realizados com as sementes de alface, testando sua germinagéo,
buscando entender melhor o impacto de NPs sobre o desenvolvimento de plantulas e, embora
alguns resultados tenham mostrado efeitos ndo nocivos, existem evidéncias de que as
sementes sofreram pequenas taxas de estresse, 0 que poderia estar relacionado a um dano

maior em longo prazo (Barrena et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivo geral

Descrever o efeito das interacdes entre as plantulas de Lactuca sativa e

microparticulas de TiO,.

Objetivos especificos

Avaliar a influencia do TiO; no crescimento e no incremento do peso da planta;
Observar e descrever mudangas na anatomia da alface apds a interagdo com o

TiO,, utilizando técnicas de microscopia Otica e eletronica de varredura;
Investigar a incorporacdo do TiO, a planta por meio da observacdo de

modificacOes estruturais;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo do TiO;

As particulas de dioxido de titanio foram gentilmente cedidas pelo Grupo de
Quimica de Materiais Avancados (GQMat) coordenado pelo Dr. Pierre Fechine -
Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica, Universidade Federal do Ceard - UFC,
Campus do Pici, CP 12100, CEP 60451-970 Fortaleza, CE, Brasil. Essa particula foi
caracterizada em estudo préevio (Barbosa et al., 2018) de onde foram retiradas as informacdes
seguintes. A particula utilizada sofreu um processo sonoquimico para reducdo de tamanho e
tem o tamanho médio de 104,4 £+ 2,29 nm. Seu potencial zeta ¢ de —17,36 + 0.11 e valor de
tamanho hidrodindmico de 297,46 + 3,66 nm.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Germinacao e Crescimento

O experimento foi realizado com sementes de L. sativa, ‘Crespa Grand Rapids’ da
marca ISLA PAK®O adquiridas em comércios de Fortaleza, Ceard, Brasil. O foco desse ensaio
é analisar o processo de germinacdo e crescimento da planta ao ser submetida a diferentes
concentragdes de TiO,.

As sementes foram expostas pelo tempo de 2 horas, de acordo com o teste piloto,
a diferentes concentragdes de microparticulas de didxido de titanio: 12,5; 25; 50; e 100 ppm.
O ensaio foi realizado em placas de Petri com dimensbes de 90 por 15 mm, entre papel
Germitest de gramatura 65 g/m? e pH neutro, temperatura de 25 °C. Foram colocadas 10
sementes em 5 placas para cada tratamento conforme as concentragdes estabelecidas
totalizando 50 sementes/concentracdo, além das placas de controle igualmente preparadas. O
controle negativo foi realizado com &gua destilada e controle positivo, com solugdo de
dicromato de potassio (K,Cr,07) 0,2 M para futuras comparacdes e analises. Além disso, cada
tratamento estabelecido e os dois controles contaram com placas exclusivas para as
microscopias que ndo foram usadas para os testes morfométricos nem estatisticos.

O experimento foi realizado durante sete dias, sendo as placas reumidificadas
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diariamente com 1,5 ml de agua destilada. Foram avaliados o Indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG) e o Tempo Médio de Germinacdo (TMG). Também foi medido o
crescimento, por meio da utilizacdo de paquimetro digital, 0 peso Umido e peso seco das
plantas germinadas no sétimo (Gltimo) dia do ensaio.

No terceiro e sétimo dia do ensaio foram realizadas coletas das plantulas para
analise posterior de raiz, hipocoétilo e folha para as analises das microscopias (Optica e
eletrbnica).

Para ter um conhecimento melhor do efeito que o didxido de titdnio pode ter nas
plantas além de terem sido feitos testes usando o nanomaterial para quebrar a dorméncia das
sementes, foram realizados outros ensaios de exposicdo dessa vez pds germinagdo, que
ocorreram no terceiro dia da semeadura, onde novamente, as plantulas recém germinadas
foram expostas pelo mesmo tempo de 2 hora e nas mesmas concentragdes usadas
anteriormente (12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100 ppm) além dos dois controles, positivo e
negativo. Essa exposic¢do ocorreu utilizando placas de Petri com dimens6es de 90 por 15 mm,
entre papel Germitest de gramatura 65 g/m® e pH neutro, temperatura de 25 °C. Foram
colocadas 10 sementes em 5 placas para cada tratamento conforme as concentracdes
estabelecidas totalizando 50 sementes/concentracdo, além das placas de controle e as placas
destinadas as microscopias igualmente preparadas. Apds a exposicdo, as plantulas foram
realocadas em novas placas de petri limpas e esterilizadas bem como o papel germitest e
continuaram sendo reumidificadas e medidas diariamente até o sétimo (Gltimo) dia do ensaio
conforme descrito acima sobre 0s ensaios anteriores.

Nos ensaios de toxicidade no crescimento pés-germinacdo, as coletas das
plantulas para analises de microscopia foram coletadas apenas ao fim do experimento (sétimo
dia) para analise do efeito causado pelo titanio em outro estagio de desenvolvimento dos

organismos.

4.2.2 Translocagao

Para a investigacdo da translocacao das particulas de TiO, em diferentes tempos,
50 sementes foram colocadas pra germinar apenas com agua destilada em placas de Petri
esterilizadas com dimensdes de 90x15 mm, entre papel Germitest de gramatura 65 g/m? e pH
neutro, a uma temperatura de 25°C, com o papel moldado no formato da placa.

Trés dias ap6s a germinacdo, as plantulas foram submetidas & interacdo com

microparticulas de TiO na concentracdo de 50ppm (que causou maior dano estrutural), por 1,
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2,4,8e 16h.
Subsequentemente o material vegetal foi fixado em solucdo de glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2 e processadas para microscopia optica (MO) e microscopia

eletronica de varredura (MEV).

4.3 Técnicas de Microscopia

4.3.1 Microscopia Optica (MO)

Apos a coleta e fixacdo, o material foi processado, iniciando pela lavagem do
material em etanol 50%. A desidratacdo em serie crescente de etanol, 50%, 70%, 80%, 90% e
trés séries etanol 100%, sendo 40 minutos cada intervalo. Apds a desidratacdo foi realizada a
inclusdo das amostras em historesina (Leica). Posteriormente as amostras montadas em blocos
foram cortadas utilizando o micrétomo rotativo (Leica RM2255) a 4um e dispostas em
laminas. Subsequentemente as laminas foram coradas em solucdo aquosa de Azul de
Toluidina (AT) 1% pH 4,0, durante 30 segundos, em temperatura ambiente (T. P. O’Brien, N.
Feder, 2005). Os cortes foram observados no microscopio Optico (Primo Star Zeiss) e

fotodocumentados com o auxilio do programa Zen Lite (Zeiss).

4.3.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Apos a coleta do material, foi realizada a fixacdo em solucdo aquosa contendo
glutaraldeido de 2,5%, formaldeido 4%, em tamp&o cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2, em
temperatura ambiente, durante 24 horas. Ap0s essa etapa ocorreu a lavagem do material em
tampdo cacodilato de sdédio 0,05M, por trés vezes, durante 45 min cada lavagem.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas, em série cetonica crescente de 50%, 70%,
90%, 100%, por 40 minutos em cada etapa. Apds a desidratacdo foi feita a secagem do
material em equipamento de ponto critico (K850 Critical Point Dryer).

As amostras secas foram fixadas em stubs de aluminio usando fita de carbono
dupla face e, em seguida, cobertas por sputtering com uma camada de 20 nm de ouro,
utilizando-se o aparelho Quorum Q150T ES. A observacdo das amostras e captura das
imagens foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura Quanta FEG 450 (FEI)

com 20KV de aceleragéo de voltagem do feixe.
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4.3.3 Analise de dados e Estatistica

Para a criacdo do banco de dados foi feita uma planilha no Microsoft Excel. Para a
obtencdo dos graficos de crescimento, peso e germinagdo foi usado o programa Graphpad
Prism, 8% versdo. Além do programa R que foi utilizado para os testes de normalidade,

significancia e checagem de outliers e o restante dos graficos que fazem parte deste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinacdo e crescimento

De acordo com a Figura 1 abaixo, que representa o indice de germinacgdo, é
possivel comprovar que no primeiro dia de semeadura nenhuma semente germinou. No
segundo dia, mais de 90% das sementes germinaram, no terceiro dia aumentou mais um
pouco e a partir do quarto dia esse nimero se mante estavel. Com isso, é possivel admitir que
o titdnio ndo afetou de maneira significativa o processo de germinacdo em si, pois solugdes
aquosas de diferentes concentragdes foram utilizadas para quebrar a dorméncia das sementes
e iniciar o ciclo de vida dos individuos. Visto que todos os tratamentos e controles obtiveram
resultados semelhantes, portanto, o TiO, ndo se mostrou inibidor ou causou algum
retardamento na etapa da germinacéo das plantas de alface. Esse resultado € corroborado por
(Andersen et al, 2016) que afirma que nanomateriais sintéticos, como o dioxido de titanio,
ndo causam toxicidade aguda generalizada durante a germinacgdo e no crescimento inicial de
10 espécies testadas, onde a alface era uma delas. Testes como conteudo de clorofila na
planta, germinacao e alongamento realizados por (lannone et al, 2016) concluiram que metais
pesados como Oxido de ferro ndo afetaram a taxa de germinagéo.

Figura 1. indice de germinacio das sementes de Lactuca sativa L. (Asteraceae) em

diferentes tratamentos com diéxido de titanio TiO..
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Distribuicdo média com erro médio padrao (EMP) da porcentagem de sementes germinadas de Lactuca sativa ao
fim do 7° dia de experimento em que as sementes foram semeadas. Controle negativo, agua destilada (H,O) e o
positivo dicromato de potassio (K,Cr,O;) e diferentes concentragdes de MP’s de didxido de titdnio TiO, (12,5

ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100ppm).

De acordo com o Figura 1 acima, é possivel notar que o controle negativo (sem
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tratamento) foi 0 que apresentou o maior indice de germinacdo conforme o esperado uma vez
que as sementes do grupo nao foram submetidas a nenhum tratamento com titanio. Todas as
sementes que foram expostas as concentracfes de TiO; e o controle positivo com dicromato
de potassio ficaram préximo a porcentagem de germinacdo da dgua. A Unica concentracao
que ainda apresentou alguma diferenca em relacdo as demais foi a de 12,5ppm, mesmo que
n&o significativa. E possivel comprovar pelo grafico acima de pontos onde praticamente todos
0s pontos se sobrepdem em uma faixa muito proxima ao valor total de sementes (50) testadas
por tratamento.

Além disso, vale ressaltar que a germinagdo das sementes ocorreu dentro do prazo
normal esperado de até dois dias de germinacdo segundo Grasso et al, (2018) e se, por
ventura, esse tempo for mais longo, pode ser devido a influéncia do lote que pode apresentar
um tempo de germinacdo retardado ou de outros parametros de tempo de germinagdo que
variam bastante entre os estudos. Por exemplo, Manesh et al, (2018) sé avaliou as sementes
germinadas apds um periodo de 5 dias. Portanto, o periodo de germinagdo é um paradmetro
que pode variar entre os trabalhos. E possivel notar que a partir do terceiro dia os marcadores
referentes a cada concentracdo comegam a se igualar.

Figura 2. Grafico do crescimento médio de plantulas de Lactuca sativa durante 7 dias em

diferentes tratamentos.
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Tamanho e Erro Padrdo Médio (EMP) das plantulas de Lactuca sativa nos tratamentos com dois controles, 0
negativo, agua destilada (H20) e o positivo dicromato de potassio (K2Cr207)) e diferentes concentragdes de
NP’s de dioxido de titdnio TiO2 (12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100ppm), apés 7 dias de semeadura.

Em seguida da analise do processo de germinagdo das sementes, vem 0

crescimento representado no Figura 2 acima. Um teste de anova de amostras repetidas
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deveria ser feita para ver o efeito do dia/tratamento no crescimento. No entanto, conforme
mostra o Figura 3 abaixo, ndo foi possivel realizar esse teste devido a ndo normalidade dos
dados, pois, as bolinhas representadas nos graficos que equivalem as medidas nédo estdo na
faixa sombreada cinza ao longo da extensdo da linha nos grafico, onde deveriam estar para
serem considerados dados normais. Porém, foi realizado o teste de Kruskall-Wallis, um teste
anélogo, entretanto usado para dados ndo normais, mas com diferengas significativas
encontradas no teste (Kruskal-Wallis chi-squared = 22.296, df = 5, p-value = 0.00046).

Figura 3. Padrédo de distribuicdo ndo normal obtido por meio do teste de Kruskall-Wallis dos

dados de crescimento de Lactuca sativa (Asteraceae) em diferentes tratamentos de TiO..
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Representacdo da ndo normalidade dos dados de crescimento das sementes de Lactuca sativa no experimento
com dois controles, o negativo, dgua destilada (H,0) e o positivo dicromato de potassio (K,Cr,0O5)) e diferentes
concentragdes de NP’s de dioxido de titanio TiO; (12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100ppm). Onde os pontinhos
pretos representam o tamanho dos individuos e a sombra cinza representa 0 padrao que deveria ocorrer parar
considerar os dados normais.

Em seguida, foi realizado um teste de anova para comparar o crescimento médio
entre os tratamentos e ndo foi encontrada diferencga significativa (F(5, 187) = 0.43, p = 0.82)
entre os tratamentos, havendo comparagdo tanto com os controles quanto com as outras
concentracOes de titanio (todos os pares possiveis). Isso fica evidenciado na Figura 4 abaixo
onde é possivel observar um compilado de graficos sobre o tamanho médio dos grupos de

acordo com cada tratamento durante o experimento.
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Figura 4. Tamanho médio didrio de Lactuca sativa L. (Asteraceae) com diferentes
tratamentos de TiO, durante 7 dias.
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Seis representacdes do crescimento médio (mm) diario das sementes de Lactuca sativa durante os sete dias de
experimento de acordo com o tratamento utilizado pré-germinacdo sendo dois controles, o negativo, agua
destilada (H,0) e o positivo, dicromato de potassio (K,Cr,O;)) e diferentes concentragbes de NP’s de didxido de
titnio TiO, (12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100ppm). Note que em cada representa¢do o valor mais alto do eixo y
varia de acordo com o crescimento médio em cada tratamento.

O tamanho da plantula ndo variou de forma significativa, quando comparados nos
mesmos dias, indicando que o TiO2 ndo modifica o padrdo de crescimento da planta. Note os
grupos das concentracdes 12,5 e 25 ppm sdo muito préximos entre si assim como 0S grupos
50 e 100 ppm também. De acordo com Clemente, (2012) existem Varios guias para a
conducdo de ensaios toxicoldgicos mas isso ainda ndo esta bem definido para os testes
nanoecotoxicoldgicos e 6rgdos como a OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) sugerem que a CL50 seja encontrada até a concentracdo de 100 ppm.

O prdéximo aspecto a ser analisado relacionado aos experimentos de germinacao e
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crescimento € a comparagdo entre o peso Umido e peso seco, medidos no sétimo dia de
experimento. O Figura 5 abaixo representa peso Umido e seco de cada tratamento feito

durante o ensaio.

Figura 5. Peso imido x peso seco do material vegetal de Lactuca sativa L. (Asteraceae) apos
7 dias em diferentes tratamentos com diéxido de titanio TiO,.
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Comparacao entre peso Umido (barras maiores exatamente nos marcadores que nomeiam os tratamentos) e peso
seco (barras menores, barras alternadas onde ndo estdo nomeados os tratamentos) de Lactuca sativa nos
tratamentos com dois controles, 0 negativo, 4gua destilada (H20) e o positivo dicromato de potassio (K2Cr207))
e diferentes concentracbes de NP’s de dioxido de titdnio TiO2 (12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm ¢ 100ppm), apds 8
dias de semeadura.

A medicdo do peso seco nos diferentes tratamentos ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, no entanto, Movafeghi et al, (2018) que trabalhou com a espécie
de planta aquatica Spirodela polyrrhiza citou a diminuicdo do peso seco como um dos
parametros afetados pelo titdnio. O menor peso seco dentre 0s tratamentos com titanio é o do
grupo de 50 ppm, corroborando com o sugerido pela OECD que a CL50 seria encontrada até a
concentracdo de 100 ppm (Clemente, 2012).

Partindo para a observacdo do peso Umido, ainda ha certa semelhanca entre os
grupos, porém as diferencas sdo mais notdrias entre o peso Umido do que no peso seco. Os
grupos do dicromato, 12,5 ppm e 25 ppm foram o0s que mais se assemelharam ao controle
negativo em relacdo ao peso Umido. Ja os grupos 50 ppm e 100 ppm, foram os que
apresentaram a maior medida em relacdo ao dado critério, o de 50 ppm sendo 0 maior peso
Umido de todos. Nesse caso o grupo de 50 ppm foi 0 que apresentou 0 maior peso Umido
enquanto seu peso seco foi praticamente o menor em relagdo aos outros grupos. De acordo
com as microscopias sera possivel constatar se 0 incremento de peso estd relacionado com
algum estresse ou dano sofrido pela planta visto que nem o grupo que foi nutrido apenas com

agua teve um incremento de peso como o grupo de 50 ppm. Pois, de acordo com Balaji B et
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al, (2007) o peso fresco da planta Hordeum vulgare L., espécie trabalhada no estudo, deveria
diminuir em resposta ao estresse sofrido como resposta a toxicidade.

No entanto, Tombuloglu et al, (2018) mostrou em seus ensaios com NPs de ferro
magnético e Hordeum vulgare L. que em certas concentracdes o peso fresco pode aumentar e
ser até maior que o0 peso do controle sem tratamento e que a partir de uma concentragdo muito
alta, em seus ensaios 500 e 1000 ppm, efetivamente o peso fresco sofre uma alta diminuicéo.

As microscopias, para analise qualitativa, dos ensaios de germinacdo e
crescimento serdo analisadas a fim de entender melhor que tipos de danos morfoldgicos e

anatdmicos podem ser causados pelo dioxido de titanio.
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Figura 6. Pranchas de microscopia 6tica da radicula de Lactuca sativa no 3° dia pos-
semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia Otica da raiz de Lactuca sativa 3 dias ap6s germinagdo, em tratamentos diferentes. A: Sem
tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de TiO,. F: Dicromato de
potéssio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Seta angulada:
espessamento/irregularidade da epiderme; Seta curvada: aumento do espaco intercelular; Seta preta grossa:
inclusdes (NPs); Seta preta fina: rompimento de parede celular.

Na Figura 6 acima é possivel observar que ha espessamento precoce da parede
celular das células epidermais, como evidenciado pela seta que é bastante diferente do
encontrado no controle negativo (figura 6A) onde essa mesma caracteristica também foi

encontrada nas imagens de (Manesh et al., 2018) onde plantas de rabanete (Raphanus sativus)
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também passaram por exposicdo ao titanio. Além disso, é possivel notar um aumento no
espaco intercelular que ja se apresenta nos grupos 12,5, 25 e 50 (Figuras 6B, 6C e 6D), mas,
se apresenta mais expressivo no grupo de 100 (Figura 6E), provavelmente pela
desorganizacdo celular diferentemente do trabalho de (Manesh et al., 2018) no qual as
amostras analisadas apresentaram poucos espacos intercelulares.

Além disso, foram notadas inclusbes celulares provavelmente provenientes dos
compostos aos quais as plantas foram submetidas, mas nessa prancha essas inclusfes so
aparecem na Figura F (dicromato de potassio), mas que é uma possivel alteracdo que também
pode ocorrer nos tratamentos com titanio. De acordo com Bellani et al., (2020) as particulas
de didxido de titanio foram observadas em formato de agregados no vacuolo, no citoplasma e
no espaco entre a parede celular e a membrana plasmatica.

Agora, sob outra perspectiva, a da microscopia eletronica de varredura, uma das
diferencas mais visiveis entre a raiz da planta que nao foi submetida a nenhum tratamento e as
demais é a turgidez celular aparente (Figura 7) corroborando com Balaji B et al, (2007) que
trouxe o encolhimento das células da epiderme e do parénquima palicadico em raizes, caules e
folhas de cevada como sendo uma das mudancas anatdmicas sofridas pela planta em resposta
a toxicidade por metais pesados. Causa de deformagcdo na morfologia do Orgdo e
irregularidades na epiderme. Ainda, outro ponto a ser tocado é a descamacdo celular, que
aconteceu em alguns pontos como nas figuras 7B, 7C e 7F que deixam visiveis alguns
“buracos” criados na superficie da raiz. Em testes realizados com nanotubos de carbono por
Begum e Fugetsu, (2012) foi observado que as plantas tiveram epiderme e capas radiculares

rompidas, corroborando com os resultados aqui exibidos.
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Figura 7. Pranchas de microscopia eletronica de varredura de coifa de Lactuca sativa no 3°
dia pés-semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia eletronica de varredura da coifa de Lactuca sativa 3 dias ap6s a germinacdo, em tratamentos
diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de
TiO,. F: Dicromato de potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Branca angulada:
turgidez celular; Branca fina: descamacéo celular; Branca larga: irregularidade na epiderme.

A seguir, nas pranchas que representam o eixo hipocotilo, ainda no 3° dia, Figura
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8 abaixo, é possivel notar a presencas das inclusbes ndo apenas nas amostras que foram
tratadas com dicromato, mas também em amostras que foram tratadas com titdnio como nas
figuras 8B e 8C. Ainda falando das inclusdes, as setas mostram que elas aparecem néo s6 na
epiderme, da mesma forma essas inclusdes também foram encontradas nos ensaios de
(Manesh et al., 2018). No cortex e no caso da imagem 8B também € possivel perceber as
inclusdes inclusive no feixe vascular provavelmente porque, segundo Cox et al, (2017);
Raliya et al, (2015), uma vez que as particulas sdo absorvidas por células da raiz ou da folha

elas sdo translocadas pela planta por todo o sistema vascular.
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Figura 8. Prancha de microscopia 6tica do eixo hipocétilo-radicular de Lactuca sativa no 3°
dia pos-semeadura em diferentes tratamentos.
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Microscopia Gtica do eixo hipocatilo radicular de Lactuca sativa 3 dias apés a germinagdo, em tratamentos
diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de
TiO,. F: Dicromato de potéssio. As setas indicam aspectos a serem ohservados nas imagens. Seta angulada:
espessamento/irregularidade da epiderme; Seta curva: aumento do espago intercelular; Seta preta grossa:
inclusbes (MPs); Seta preta fina: rompimento de parede celular. Ponta de seta: Circulo preto: desestruturagao do
feixe vascular.

Além das inclusbes, outro ponto a ser ressaltado na prancha da Figura 8 acima € a

irregularidade da morfologia celular encontrada no meristema cortical (figura 8C e 8D), onde,
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acompanhada dessa disformia existe também uma retracdo do citoplasma que pode ser
apontada como um sinal de estresse sofrido pela planta devido ao tratamento ao qual ela foi
submetida. No trabalho realizado com plantas de alface por Begum, Ikhtiari e Fugetsu, (2011)
alteracGes citoplasmaéticas também foram tidas como danos celulares anteriores a morte

celular com a desintegracdo da membrana e liberagdo de seus constituintes.

Na imagem 8D ainda ocorreu uma desestruturacdo do feixe vascular que néo
ocorreu nos outros tratamentos, nem mesmo no controle com tratamento de dicromato de
potassio trazendo o 50 ppm como uma concentra¢do gque causa mais danos anatbmicos a
planta do que a maior concentracdo testada nos ensaios que foi 100 ppm, pois neste caso ela

ndo apresentou grandes danos.
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Figura 9. Pranchas de microscopia eletronica de varredura da zona pilifera de Lactuca sativa
no 3° dia pds-semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia eletrbnica de varredura da zona pilifera de Lactuca sativa 3 dias apds a germinagdo, em
tratamentos diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100
ppm de TiO,. F: Dicromato de potassio. As setas coloridas indicam aspectos a serem observados nas imagens.
Ponta de seta branca: poucos pelos; Seta dobrada branca: pelos curtos; Circulo branco: auséncia de pelos;

Ainda sobre o eixo hipocotilo radicular, a Figura 9 acima tras as imagens de
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varredura que evidenciam em todas as imagens exceto a do controle negativo (sem
tratamento, 9A) a atrofia dos pelos que compdem a zona pilifera. Além da atrofia do pelos
existem algumas zonas onde além de curtos, a quantidade de pelos também é reduzida em
comparacao aos controles. Existem ainda as regifes onde ha a auséncia completa de pelos
mostrando claramente que h&d um grande impacto dos tratamentos na morfologia dessa area
embora as figuras anteriores, em alguns casos, ndo evidenciam danos anatdbmicos muito
grandes. Uma das evidéncias da toxicidade causada por nanotubos de carbono, segundo
Begum e Fugetsu, (2012) é a pouca quantidade e comprimento de pelos radiculares, em
alguns casos a auséncia dos mesmos. Podemos sugerir que 0s danos encontrados nessa regido
foram causados pelo titanio.

A sequir, para finalizar as amostras coletadas no 3° dia dos ensaios de germinagéo
e crescimento serdo avaliadas as microscopias, oOtica e de varredura, das folhas cotiledonares
de Lactuca sativa nas Figuras 10 e 11.

O principal ponto a ser destacado nas imagens é a presenca das inclusfes tanto
nos tratamentos com titanio como no controle com dicromato. A quantidade delas varia de
acordo com a concentracdo do tratamento. Durante o estudo de (Santos Filho, Dos et al.,
2019) foi observado que as particulas de titdnio ndo possuem um tamanho homogéneo, pois,
foram encontradas particulas de diferentes tamanhos e isso pode explicar alguns danos
causados pelo TiO,, conforme é possivel enxergar na Figura 10 essas inclusdes se mostrando
de maneiras distintas. Ndo s0 a presenca, mas também a translocacdo das particulas para
outros 6rgdos como caule e raiz foi evidenciado por (Chichiricco e Poma, 2015) através da
penetracéo pela epiderme foliar pelos estomatos. Todas as imagens que apresentam inclusoes,
evidenciadas pelas setas pretas possuem uma grande quantidade que se estende por muitas
células ao longo da amostra, mas a imagem 10D, mais uma vez do grupo de 50 ppm, € a que
apresenta a diferenca mais expressiva em relagdo as demais concentragdes e aos controles.
Ressaltando um fato diferente do esperado que ndo é a maior concentragdo que apresenta o
maior dano.

Analisando os danos causados as folhas cotiledonares pela técnica de microscopia
eletrénica de varredura, os principais indicadores morfoldgicos sdo os tricomas, que no caso
das amostras em questdo sdo glandulares (Fahn, 1982). Na maioria das imagens apresentadas,
0s tricomas estdo presentes nas imagens 11C, 11D, 11G, 11H, 11J e 11K ou eles téo
atrofiados ou deformados, em comparagdo aos tricomas saudaveis indicados nas outras
imagens pelo retangulo branco. Nas imagens 11E e 11F ha a auséncia desses tricomas, 0 que

também pode ser um indicativo de estresse sofrido devido ao tratamento. E possivel que a
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diminui¢do ou auséncia dos tricomas seja realmente um dano, uma vez que, (Kolencik et al.,
2020) apontou em seu trabalho uma reducdo da quantidade de tricomas glandulares presentes
na folha de Helianthus annuus L.

Além dos tricomas, outros aspectos a serem observados sdo a irregularidade da
epiderme e a descamacdo celular também é bastante evidente, principalmente nas amostras do
grupo de 100 ppm (figuras 111 e 11J). Esses danos na superficie sdo corroborados por
(Kolencik et al., 2020) que apontou que os danos na cuticula e parede celular de Helianthus

annuus L. aumentam quanto maior a exposi¢ao ao diéxido de titanio e 6xido de zinco.
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Figura 10. Prancha de microscopia 6tica da folha de Lactuca sativa no 3° dia pds-semeadura

em diferentes tratamentos.

Microscopia 6tica da folha de Lactuca sativa 3 dias apés a germinagéo, em tratamentos diferentes. A: Sem
tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de TiO,. F: Dicromato de
potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Seta preta larga: inclusées (MPs);

Figura 11. Pranchas de microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca sativa no 3°



dia pos-semeadura em diferentes tratamentos.
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diferentes. A e B: Sem tratamento. C e D: 12,5 ppm de TiO,. E e F: 25 ppm de TiO,. G e H: 50 ppm de TiO,. | e
J: 100 ppm de TiO,. K e L: Dicromato de potassio. As setas coloridas indicam aspectos a serem observados nas
imagens. Retangulo branco: presenca de tricomas; Retdngulo preto: tricomas deformados ou pouco
desenvolvidos; Circulo preto: auséncia de tricomas; Rosa claro: epiderme irregular; Branca fina: descamacéao
celular.

A seguir serdo apresentadas as pranchas referentes as imagens feitas das amostras
de radicula, hipocotilo e folhas cotiledonares de Lactuca sativa coletadas no 7° (Gltimo) dia
dos experimentos de germinacao e crescimento.

Na Figura 12 a seguir um aspecto bastante chamativo é a alteracdo da morfologia
celular na regido cortical da radicula e que ela ocorre praticamente de forma gradativa
partindo da concentracdo de 12,5 ppm (figura 12B) chegando ao seu apice de desordem e
deformacdo no grupo de 50 ppm (figura 12D) onde, nessa imagem, além da disformia é
encontrada a desestruturagdo do feixe vascular trazendo mais uma vez essa concentracdo
como a mais danosa anatomicamente para a planta. Em concordancia com estudos realizados
com sementes de rabanete, (Manesh et al., 2018) e (Chichiricco e Poma, 2015) mostraram que
a exposicdo a NPs durante o alongamento da raiz esta associado com o surgimento de células
anormais.

Além dessas caracteristicas citadas as inclusGes também sdo encontradas, no
entanto apenas nas figuras 12E e 12F, grupos 100 ppm e dicromato, respectivamente. Sobre
essas inclusbes de NPs, (Chichiricco e Poma, 2015) foi observado que elas podem se
acumular no rizoderma das plantas e penetrar na parede celular e até mesmo serem
translocadas. Para a confirmacdo dessa hipdtese, analises ultraestruturais com microscopia
eletronica de transmissdo se fazem necessérias para desvendar a dindmica de translocacao

dessas particulas.
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Figura 12. Prancha de microscopia otica de radicula de Lactuca sativa no 7° dia p6s-
semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia 6tica da radicula de Lactuca sativa 7 dias apds a germinacdo, em tratamentos diferentes. A: Sem
tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de TiO,. F: Dicromato de
potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Preta larga: inclusdes (NPs); Ponta de seta:
disformia/irregularidade celular; Circulo preto: desestruturacédo do feixe vascular;
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A seguir, na Figura 13 sdo apresentadas as imagens da regido do hipocétilo
trazendo, além da disformia celular cortical, que dessa vez se apresenta mais agressiva nas
células da figura 13B (grupo 12,5 ppm), as inclusdes, também encontrada por Santos Filho,
Dos et al, (2019) descritas como corpos oleosos e com disposicdo periférica, que vao
aumentando gradativamente de acordo com o aumento das concentra¢cdes chegando em seu
apice no tratamento de 50 ppm, sendo 0 dano mais aparente e expressivo apresentado até esse

momento dessa dada concentracao.
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Figura 13. Prancha de microscopia 6tica do eixo hipocotilo-radicular de Lactuca sativa no 7°
dia pos-semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia Otica do eixo hipocétilo radicular de Lactuca sativa 7 dias ap6s a germinacdo, em tratamentos
diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de
TiO,. F: Dicromato de potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Preta larga:
inclusbes (NPs); Ponta de seta: disformia/irregularidade celular.
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Figura 14. Prancha de microscopia eletronica de varredura da zona pilifera de Lactuca sativa
no 7° dia pés-semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia eletronica de varredura da zona pilifera de Lactuca sativa 7 dias apds a germinagdo, em
tratamentos diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100
ppm de TiO,. F: Dicromato de potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Ponta de
seta: poucos pelos; Seta dobrada: pelos curtos; Circulo branco: auséncia de pelos;
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Relacionada a Figura 14 acima os aspectos referentes a zona pilifera que séo a
pouca quantidade de pelos, a atrofia dos pelos existentes e regides com auséncia dos mesmos
que € observada apenas as figuras 14D e 14E, que sdo os grupos de 50 e 100 ppm. Ja a pouca
quantidade de pelos e a atrofia dos mesmos estd presente em praticamente todos 0s grupos,
assim como Begum, Ikhtiari e Fugetsu, (2011) também observaram danos na raiz nas zonas
pilifera e de alongamento. Observando esses danos morfoldgicos, as analises de transcriptoma
de (Garcia-Sanchez, Bernales e Cristobal, 2015) apontaram um efeito especifico das NPs nas

células epidérmicas que originam os pelos radiculares.

A sequir, as Figuras 15 e 16, com pranchas de microscopia Gtica e varredura,
respectivamente, de folhas cotiledonares mostram algumas alteracdes importantes. As
inclusBes aparecem por praticamente todo o mesoéfilo. Além das inclusdes mais expressivas se
mostrarem na epiderme e, mais uma vez, o grupo de 50 ppm se mostrou 0 mais danoso. Além
de algumas imagens apresentarem esse espessamento da epiderme que ndo se apresenta na
amostra de controle que ndo sofreu nenhum tipo de tratamento, entdo isso possivelmente é um
indicativo de estresse sofrido pela planta levando em consideracdo o aumento da superficie da
raiz do repolho observada por Begum, Ikhtiari e Fugetsu, (2011) que foi tratada com grafeno

(nanomaterial de carbono) e que o0 excesso desse material tenha resultado no intumescimento.
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Figura 15. Prancha de microscopia 6tica da folha de Lactuca sativa no 7° dia pds-semeadura

em diferentes tratamentos.

Microscopia 6tica da folha de Lactuca sativa 3 dias ap6s a germinagdo, em tratamentos diferentes. A: Sem
tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de TiO,. F: Dicromato de
potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Seta angulada:
espessamento/irregularidade da epiderme; Preta larga: inclusdes (NPs);

Como nas figuras de MEV das folhas cotiledonares apresentadas anteriormente,
os tricomas e algumas mudancas na epiderme diferente dos controles s&o os indicadores para
estresse ou dano sofrido pela planta causado pelo tratamento ao qual ela foi submetida. Mais

uma vez, é possivel notar que os tricomas estdo presentes na maioria das imagens, porém
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existe uma mistura em muitas delas entre os saudaveis e os que sofreram algum dano, com
isso, é possivel inferir que os danos ndo sdo tdo extremos a ponto de afetarem todas essas
estrutura, porém ndo significa que isso ndo seja altamente prejudicial para o bom
desenvolvimento do individuo.

Ainda é necessario observar as regides que tem a auséncia dessas estruturas, além
de o fato que em algumas partes a epiderme se apresenta danificada. Sao esses outros danos
causados pelo titdnio aos modelos utilizados. Essa evidéncia morfolégica da irregularidade

celular e edema da epiderme em alguns pontos € sustentada por Begum e Fugetsu, (2012).
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Figura 16. Prancha de microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca sativa no 7°
dia pds-semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca sativa 7 dias apds a germinacgdo, em tratamentos
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diferentes. A e B: Sem tratamento. C e D: 12,5 ppm de TiO,. E e F: 25 ppm de TiO,. G e H: 50 ppm de TiO,. | e
J: 100 ppm de TiO,. K e L: Dicromato de potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens.
Verde claro: presenga de tricomas; Roxa: tricomas deformados ou pouco desenvolvidos; Circulo preto: auséncia
de tricomas; Rosa claro: epiderme irregular;
Escala:

5.2 Crescimento e translocacao

O crescimento total das plantas no 7° dia foi comparado entre as duas condi¢des
de exposicdo do presente trabalho, no primeiro dia para a quebra da dorméncia da semente e
inicio da germinag&o e no terceiro dia que seria apds o processo de germinagdo. Dito isso, na
primeira condi¢do de exposicdo ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos e
nem entre os tratamentos e a agua, as diferencas significativas obtidas foram entre as
concentragdes ¢ o dicromato (%2 Kruskal-Wallis = 21.4, g.I. =5, p-valor < 0.001; Tabela com
teste de Dunn Anexo). Partindo para a segunda condi¢do de exposigdo (3° dia) ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos (xz Kruskal-Wallis = 2.4, g.l. = 5, p-valor =
0.80).

Foi comparado se houve diferenca no crescimento dia a dia durante os 7 dias entre
a primeira (1° dia) e segunda condicdo de exposicdo (3° dia). Nesse contexto, todos
tratamentos apresentaram diferencas significativas no crescimento entre as duas condi¢oes,

exceto o de 25 ppm (p-valor = 0,08).



51

Figura 17. Gréfico do crescimento médio de plantulas de Lactuca sativa durante 7 dias

submetidas a diferentes tratamentos pos germinagéo.
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Figura 18. Peso umido X peso seco do material vegetal de Lactuca sativa (Asteraceae)
apos 7 dias submetidas a diferentes tratamentos com diéxido de titanio TiO, pds
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Comparacao entre peso Umido (barras maiores exatamente nos marcadores que nomeiam os tratamentos) e peso
seco (barras menores, barras alternadas onde ndo estdo nomeados os tratamentos) de Lactuca sativa nos
tratamentos com dois controles, o negativo, agua destilada (H20) e o positivo dicromato de potassio (K2Cr207))
e diferentes concentracbes de NP’s de dioxido de titdnio TiO2 (12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100ppm), apds 7
dias de semeadura.

O gréfico acima corrobora com Rastogi et al, (2017) que cita uma das influéncias
que o titanio pode trazer para a planta € o aumento do peso fresco, o que € possivel observar

em comparagdo com o controle negativo.

Na Figura 19 a seguir, é necessario observar, mais uma vez, a presenca de
algumas caracteristicas que surgiram apenas nas amostras que foram submetidas a algum
tratamento e que ndo sdo observadas no controle negativo. Corroborando com os resultados
das analises de imagens anteriores que a apari¢do dessas caracteristicas configura um dano
causado pelo tratamento utilizado. S8o as caracteristicas como: a irregularidade da parede
celular das células epidermais, a alteracdo na morfologia de células corticais, onde diferencas
como essa no que diz respeito a morfologia celular também foram encontradas em Begum,
Ikhtiari e Fugetsu, (2011) além da aparicdo das inclusGes ndo s6 nas extremidades da planta
como na endoderme, mostrando que o dano ndo deve ser apenas superficial visto que a
particula é capaz de impregnar de maneira mais profunda no individuo. Note que, mais uma

vez a concentracao que apresentou essas caracteristicas de forma mais robusta foi a 50 ppm.
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Figura 19. Prancha de microscopia Otica da radicula de Lactuca sativa no 7° dia pés-
semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia 6tica da raiz de Lactuca sativa 7 dias ap0s a germinagdo, em tratamentos diferentes. A: Sem
tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de TiO,. F: Dicromato de
potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Seta angulada:
espessamento/irregularidade da epiderme; Seta curva: aumento do espaco intercelular; Seta larga: inclusdes
(NPs); Ponta de seta: disformia/irregularidade celular;

A respeito do eixo hipocotilo radicular, as imagens apresentam varios indicadores
de estresse desde um nivel mais superficial na planta como irregularidades na epiderme e

aumento do espaco intercelular que provavelmente é proveniente de um arranjo diferente



54

entre as células visto que Begum e Fugetsu, (2012) apontou varios danos de toxicidade em
relacdo as células da raiz em camadas mais externas como paredes celulares danificadas,

rachaduras perda de tecido e descolamento de camadas celulares.

Em um nivel mais interno, como a desestruturacdo do feixe vascular em 19D (50
ppm) que ndo era um resultado esperado, porém é o que vem se apresentando ao longos desse
trabalho e com os ensaios que foram realizados. Outro ponto notério é o rompimento de
parede celular apresentado por algumas células que ocorrem por toda extensdao do corte em
concordancia com Rastogi et al, (2017) que aponta o dano a parede celular e membrana
plasmatica quando as NPs estao presentes em altas concentragdes. Além das inclusdes que sao
outro forte indicador de estresse causado pelo titanio. Esses danos também foram encontrados
por Santos Filho, Dos et al, (2019) ao expor individuos de Allium cepa a uma concentragéo de

1000 ppm de didxido de titanio.
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Figura 20. Prancha de microscopia 6tica do eixo hipocotilo-radicular de Lactuca sativa no 7°
dia pos-semeadura em diferentes tratamentos.

Microscopia Otica do eixo hipocétilo radicular de Lactuca sativa 7 dias ap6s a germinacdo, em tratamentos
diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de
TiO,. F: Dicromato de potéssio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Seta angulada:
espessamento/irregularidade da epiderme; Seta curva: aumento do espaco intercelular; Seta larga: inclusdo;
Ponta de seta: disformia/irregularidade celular; Seta fina: rompimento de parede celular; Circulo preto:
desestruturagdo do feixe vascular.
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Ao longo das pranchas de zona pilifera que ja foram apresentadas, ha um padrdo
de indicadores bem definido que é a auséncia de pelos em determinadas regides, a pouca
quantidade em que eles aparecem além de se mostrarem predominantemente atrofiados. O
dano causado aos pelos radiculares é corroborado Schwab et al, (2016) que também
encontrou essas alteracbes e mostrou que elas podem ocorrer em diferentes concentragoes.
Uma explicacdo dada por Garcia-Sanchez, Bernales e Cristobal, (2015) para esse tipo de
efeito causado é pela repressao transcricional de genes de desenvolvimento da raiz que previu
um fendtipo de raiz alterado em plantas que sofreram exposicdo a NPs (incluindo diéxido de

titanio).



57

Figura 21. Prancha de microscopia eletronica de varredura da zona pilifera de Lactuca sativa
no 7° dia pés-semeadura em diferentes tratamentos.

| . . S

Microscopia eletrbnica de varredura da zona pilifera de Lactuca sativa com 7 dias ap0s a germinagdo, em
tratamentos diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100
ppm de TiO,. F: Dicromato de potéssio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Ponta de
seta: poucos pelos; Seta dobrada: pelos curtos; Circulo branco: auséncia de pelos.
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A seguir, as Ultimas pranchas dos ensaios de crescimento, de folhas cotiledonares
coletadas no 7° dia de ensaio. Nelas é possivel observar, na microscopia Otica, a presenca de
muitas e diferentes inclus6es, foi um padrdo que se repetiu ao longo desses resultados onde a
folha apresenta maior nimero de inclusdes do que os outros 6rgdos. Ademais, NPs estdo
sujeitos a varias transformacdes e agregac@es na presenca de matéria organica (Maurer-Jones
et al, 2013). Além disso, ha outro ponto interessante, as inclusdes aparecem até mesmo dentro
dos tricomas, sugerindo que eles podem servir como depdsito para esse nanomaterial.
Conforme observado por (Schwab et al., 2016) os tricomas glandulares sdo capazes de
excretar NPs, fato que foi observado por microscopia eletrdnica de transmissdo, uma técnica

bastante resolutiva para questdes como essa e capazes também de acumular essas NPs.
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Figura 22. Prancha de microscopia 6tica da folha de Lactuca sativa no 7° dia pds-semeadura
em diferentes tratamentos.

Microscopia Gtica do eixo hipocdtilo radicular de Lactuca sativa 3 dias ap6s a germinagdo, em tratamentos
diferentes. A: Sem tratamento. B: 12,5 ppm de TiO,. C: 25 ppm de TiO,. D: 50 ppm de TiO,. E: 100 ppm de
TiO,. F: Dicromato de potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Seta preta larga:
inclusdes (NPs); Seta curva: aumento do espaco intercelular.

Por fim, na microscopia eletronica de varredura os aspectos relacionados aos
danos sofridos pelos tricomas, auséncia deles em algumas regifes e irregularidades nas
células epidérmicas se mantém e confirmam a teoria de que esses parametros estdo

diretamente associados ao impacto do titanio no desenvolvimento da planta. Da mesma
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forma, (Zehra et al., 2020) atribuiu como resposta a toxicidade causada pelo cobre em seus

ensaios a diminuicdo, a densidade e a &rea dos tricomas glandulares.

Figura 23. Prancha de microscopia eletronica de varredura da folha de Lactuca sativa no 7°
dia pos-semeadura em diferentes tratamentos.
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Microscopia eletrnica de varredura da folha de Lactuca sativa 7 dias ap6s germinagcdo, em tratamentos
diferentes. A e B: Sem tratamento. C e D: 12,5 ppm de TiO,. E e F: 25 ppm de TiO,. G e H: 50 ppm de TiO,. | e
J: 100 ppm de TiO,. K e L: Dicromato de potassio. As setas indicam aspectos a serem observados nas imagens.
Retangulo branco: presenca de tricomas; Retangulo preto: tricomas deformados ou pouco desenvolvidos; Circulo
preto: auséncia de tricomas; Seta branca: epiderme irregular.

Como evidenciado pelas pranchas apresentadas anteriormente, foi mostrado que
as diferengas morfoldgicas e anatémicas sofridas pelas células, em diferentes niveis, séo
provenientes do impacto do diéxido de titdnio no organismo. Portanto, é possivel inferir que a
particula penetra nas células e ocorre sua translocacdo ao longo dos 6rgdos. Na Figura 17 a
seguir, sdo mostradas as trés principais partes da plantula que foram enfatizadas nesse
trabalho, a radicula, o hipocotilo e a folha cotiledonar. Além disso, para investigar a partir de

guanto tempo em contato com a planta o titanio penetra e transloca.

Portanto, os testes foram feitos utilizando a concentragdo que se provou mais
danosa até aqui, a de 50 ppm de titdnio que € uma concentracdo intermediaria e ndo a maior
que se era esperado ao inicio deste trabalho. As plantas foram submetidas a mesma
concentracdo, porém em diferentes intervalos de tempo, como s&o testes iniciais 0s tempos
escolhidos foram 1h, 2h, 4h, 8h e 16 horas.

Como esperado e seguindo um padrdo que foi se desenhando ao longo dessas
analises, varios dos indicadores utilizados neste trabalho se mostraram presentes nas imagens
como rompimento de parede celular, aumento do espaco intercelular, alteracdo da morfologia
de células corticais, parametros esses que foram evoluindo ao longo dos tempos de exposicéo,
finalmente, nas amostras com 16 horas de contato com o diéxido de titanio é possivel
observar a desestruturagdo do feixe vascular, assim como as inclusées em grande quantidade
presentes na folha isso pode ser explicado por Raliya et al, (2015) caso a folha tenha
exposicdo direta a particula, por meio de aerossol sua concentracdo pode ser maior nessa
regido, mostrando que a particula ndo s6 penetrou na plantula como é capaz de chegar a parte
aérea em pouco tempo. Estudos realizados por Raliya et al, (2015) usando TiO, e ZnO
mostraram que essas particulas foram capazes de chegar até nos frutos de plantas de tomate
analisadas independente do método de exposicdo. As duas vias de absorcao possiveis indicam
a bioacumulacdo de NTFS (N-TiO, dopado com nitrogénio e Fe304 @ SiO2) e a consequente
entrada de NTFS na cadeia alimentar (Zhang et al., 2019).

Em estudos realizados por Tombuloglu et al, (2018) foi mostrado que a cevada é

capaz de captar e translocar NPs, nesse estudo de ferro magnético, da raiz até os érgdos
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aéreos. Além disso, (Chichiricco e Poma, 2015) noticiou que a captacao cuticular e estomatica
de NPs e a translocacgdo para o sistema vascular pode ser por vias apoplésticas e simplasticas.
Fato esse que pode explicar o encontro de inclusdes em regides corticais e de feixe vascular.

Figura 17. Prancha de microscopia 6tica de raiz, hipocotilo e da folha de Lactuca sativa no 7°
dia pos-semeadura em um tratamento com dlferentes tempos de exposicao.

Microscopia Otica da raiz de Lactuca sativa 7 dias ap0s a germinagdo, no tratamento de 50 ppm de TiO, em
diferentes tempos de exposi¢do. A: raiz, 1h. B: hipocétilo, 1h. C: folha, 1h. D: raiz, 2h. E: hipocétilo, 2h. F:
folha, 2h G: raiz, 4h. H: hipocotilo, 4h. I: folha, 4h. J: raiz, 8h. K: hipocétilo, 8h. L: folha, 8h. M: raiz, 16h. N:
hipocétilo, 16h. O: folha, 16h. As setas coloridas indicam aspectos a serem observados nas imagens. Curva:
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aumento do espaco intercelular; Preta larga: inclusdes (NPs); Ponta de seta: disformia/irregularidade celular; seta
Fina reta: rompimento de parede celular; Circulo preto: desestrutura¢do do feixe vascular.

Para melhor entendimento dos danos causados as células, é de grande valia a
realizacdo de testes que medem o acumulo de ROS (espécies reativas de oxigénio), que é um
bom indicador de estresse oxidativo. Essa medicdo pode ser feitas por corantes sensiveis a
ROS (Begum e Fugetsu, 2012). Portanto, as mudancas na taxa celular de ROS e produtos
anti-ROS e de peroxidacdo nos permitem avaliar o grau de toxicidade dos NMs e a

capacidade desintoxicante das células vegetais (Chichiricco e Poma, 2015).
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CONCLUSAO

No presente estudo, apesar de ndo terem sido encontrados problemas relacionados
a germinacdo pelo TiO,, é importante ressaltar que no desenvolvimento inicial da plantula de
Lactuca sativa foram encontrados danos a niveis de radicula, hipocétilo e folhas primarias e
eles foram tanto externos e superficiais como evidenciado pelo uso da microscopia eletrénica

de varredura, como internos trazidos pelo uso da microscopia Otica.

Relacionado ao incremento de peso, mudancas foram observadas nos graficos,

mesmo nédo sendo significativas.

Os ensaios mostraram que plantulas de Lactuca sativa sdo capazes de incorporar
NPs de TiO, e transportar essas particulas via cilindro vascular em razdo da observacdo de

inclusdes em células do feixe vascular.

As perspectivas para confirmacdo de novas hipoteses e aprimoramento dos
conhecimentos no que tange a questdo da interacdo de nanomateriais com sistemas biol6gicos
sdo promissoras. Como colocado nesse manuscrito, € necessario a realizacdo de testes que
medem ROS, testes bioquimicos para medir estresse oxidativo e uso da microscopia
eletrbnica de transmissdo para entendimento melhor da dinamica de translocacdo do TiO,

usado em filtros solares dentro de organismo de Lactuca sativa.
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