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Resumo

O desenvolvimento de nanoprodutos e da nanotedapkygesar dos avancos atuais,
ainda padecem da falta de regulamentacao para, onasotoramento e parametros de
seguranca ambiental. A falta de bioindicadoresiamiéis € uma das deficiéncias
técnicas que impedem a adocao de mecanismos dag&glegal.
Neste cenario, o presente trabalho propde o esgglfungos liqueinizados — tradicionais
biomonitores das condigBes atmosféricas — comodniditores de nanotubos de carbono
(NTC) suspensos no ar. Para isso, realizou-se amsglante do liquen folioso
Parmotrema tinctorunpara Camaras de Topo Aberto (CTA) aonde foram srpoa
aerossois de nanotubos de carbono. Os seguinfeagtans fisioldgicos foram medidos:
o indice de vitalidade do fotobionte, a eficiénfo#ossintética, a permeabilidade da
membrana e a distribuicdo de alguns elementos go$mio talo. Realizou-se ainda, além
do estudo do talo liquénico, o estudo do fotobiost#dado, Trebouxia sp onde o
crescimento, quantidade de clorofila e danos debmema foram analisados.

A diminuicéo da taxa de crescimento, a quantidadealofila da cultura isolada

e danos na membrana celular foram os efeitos wegatbservados. A atividade
fotossintética (Fv/Fm) nao foi alterada em nenhwma dxperimentos e, efeitos dose
resposta foram observados em uma faixa de concéntpara a analise da vitalidade do
liquen. Evidéncias da internalizacéo e bioacumoldgd nanotubos de carbono no liquen
e no fotobionte isolado foram descritas.

Nossos resultados apontam para a possibilidadeodéas fungos liqueinizados como
organismos-modelo a serem considerados num cordexawaliagéo de risco ambiental

de nanoparticulas.
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Abstract

The development of nanoproducts and nanotechnoliggpite current advances,
still suffer from the lack of regulation for usey fenvironmental monitoring and security.
The absence of environmental bioindicators is oh¢he technical obstacles to the
adoption of mechanisms of legal regulation.

In this scenario, this tesis proposes the studyiabfenized fungi — classical
biomonitors of atmospheric pollution - as biomorstmf carbon nanotubes (CNT)
suspended in the air. For this, the lickarmotrema tinctorunwas transplanted to Open
Top Chambers (OTC) where they were exposed to narfamotubes aerosols. The
following physiological parameters were measuregdrdfeatment: index of photobiont
vitality, photosynthetic efficiency, membrane peabiity and the distribution of
chemical elements inside the thalus. We carried adsiv the study of the isolated
photobiont,Trebouxiasp where growth, chlorophyll content and membdaraage were
evaluated.

The decrease in growth rate, the amount of chlgrbjoti the isolated culture and
cell membrane damage are the observed adversdseffdee photosynthetic activity
(Fv/Fm) was not changed in any of the experiment$ dose response effects were
observed in a concentration range. Evidence ofnatzation and bioaccumulation of
carbon nanotubes in the lichen and isolated photlaire described.

Our results point to the possibility of using tighenized fungi as model organisms

to be considered in the context of environmentid assessment of nanoparticles.
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1. Introducéo

Atualmente, o potencial da nanociéncia e da nanotegia em trazer beneficios
para a industria e saude tem sido reconhecido, da® explica o aumento de
investimentos dos governos e de empresas em \gargess do mundo. Nanoestruturas
diversas ja estdo sendo usadas na industria derdbs) cosméticos e de equipamentos
eletrénicos. Ainda, inUmeras aplicacdes inovadeéas sido reportadas para estudos
ambientais, farmacoldgicos e para a agriculturawBs e Wu, 2005). Espera-se que, em
poucos anos, 0 uso de nanoestruturas seja amplesidtando em novos nanoprodutos
disponiveis no mercado.

Entre os diversos tipos de nanoparticulas prodszios nanotubos de carbono
(NTCs) apresentam destaque no contexto dos nanoamt€©s nanotubos de carbono
foram observados pela primeira vez por Sumio lijgnmal991 (lijima, 1991) e, devido a
propriedades fisicas e quimicas especificas etar® alta flexibilidade, condutividade,
rigidez estrutural e biocompatibilidade possuemndea potencial de aplicacao.
Didaticamente, existem dois tipos de nanotubosadeonio (Figura 1): 0os que possuem
uma unica parede de carbono sendo denominadosndéubas de carbono de parede
Unica (SWCNT) e os com multiplas paredes de carlmomaéntricas denominados de
nanotubos de carbono de multiplas paredes (MWCNT).

Figura 1 — Em A, nanotubo de carbono de parede Ureac(SWCNT), e, em B, nanotubo de carbono
com mdltiplas paredes (MWCNT)

Estas nanoparticulas de carbono estdo sendo d#iizpara preenchimento de
painéis de plastico para dissipar a carga duramgimtara de spray, em eletrodos de
baterias de litio, em materiais esportivos como uatpete de ténis e quadros de
bicicletas (De Volter et al, 2013). Existem disp@ié no mercado, atualmente, 38
produtos contendo nanotubos de carbono (Nanoteped®r2014). As possibilidades de
aplicacdo sao ainda mais numerosas, sendo crescenteolumes de producdo e o

namero de publicacdes cientificas relacionadasliGagfo comercial de nanotubos de
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carbono. A capacidade de producdo mundial ja estégaade 1000 ton/ano (Piccinno et
al, 2012; De Volter et al, 2013), conforme ilustrah Figura 2.
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Figura 2 — Tendéncias em pesquisa e comercializagd®NTC. (A) publicaces do periodico e patentes
mundiais emitidas por ano, juntamente com a capacatle de producao anual estimada. (B a E) NTC
produtos relacionados selecionados: quadro compostobicicleta [Foto de cortesia da BMC
Switzerland AG], revestimentos anti-incrustantes [Mnocyl], eletrbnica impressa [NEC
Corporation]; e blindagem descarga eletrostatica [ldnocomp Technologies Incorporated]. FONTE:
De Volder et al., 2013

No Brasil, desde 1998, foram depositadas 60 pegenb Instituto Nacional da
Propriedade Industrial, INPI, relacionadas a ndmude carbono, incluindo desde
processos de sintese, disperséo e aplicacfesati@l, 2014). Alguns exemplos de
depdsitos desta universidade incluem o nanocongpdsitimento-nanotubo de carbono
(Pl 0802018-3 de 2008) e o conjugado de nanotulmscatbono para inibir a
diferenciacdo de estruturas de infeccdo em patégesgetais (Pl 0912489-6 de 2009).
A UFMG possui hoje extenso grupo de pesquisa reg aemdo que em 2008 foi criado o
INCT de Nanomateriais de Carbono com sede na UFAM@at mais de 19 instituicbes

nacionais parceiras. Também em Belo Horizonte ssté@lo construido o Centro de
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Tecnologia de Nanotubos (CTNanotubos), respongeélalproducao e aplicacdo destas
nanoparticulas em escala industrial.

Enquanto o sucesso da implementacdo da nanote@ddgportante para o
crescimento da economia global, é também precissiderar o impacto ambiental
gerado como resultado das novas propriedades -fisicnicas obtidas. Isto porque a
alteracdo destas propriedades pode resultar emagdis biologicas e respostas
fisiol6gicas complexas, ndo esperadas ou conhe@idd®t al, 2013). O uso responsavel
dessa tecnologia pressupde uma melhor compreeonsédal de vida do nanomaterial e
gera a necessidade de desenvolver protocolos @asiacdo de seu impacto ambiental
(European Comission, 2012).

Um dos principais desafios da pesquisa na areamtsenotoxicologia € a escolha
dos organismos e desdpointsa serem avaliados numa abordagem realista deiedpos
(Savolainen et al, 2013; Behra e Krug, 2008). Até& eata, varios estudos (Baun, 2008;
Long et al, 2012; Pereira et al, 2014) foram pwadlas focalizando os efeitos de
nanoparticulas em organismos aquaticos. Os efaim®xicos devido a exposi¢cado aos
nanomateriais também ja foi descrita, mas exista lacuna com relacdo aos efeitos da
exposicao atmosférica de nanomateriais na biota.

Os nanotubos de carbono sdo nanoparticulas muis ke por isso, capazes de
permanecer por muito tempo no ar sem depositasngeraerossoéis com alto potencial
de disperséo e, portanto, aumentando a chancepdsie®o (Savolainen et al, 2013). De
acordo com Nel e colaboradores (2013), a exposighosférica (essencial para estudos
de inalacdo, por exemplo) é um desafio particusich as dificuldades técnicas e aos
elevados custos envolvidos na simulagédo dos cendei@xposicao.

No contexto da busca de modelos avaliagdes deambiental, este trabalho tem
como objetivo investigar os efeitos de aerossoéisa®tubos de carbono em fungos
liqueinizados (ou liquens).

Liguens e biomonitoramento

Em termos de monitoramento ambiental, nessas @tidécadas, o uso de
organismos cosmopolitas tem se expandido em estatimsonados ao meio ambiente.
Dentre estes organismos os liguens sdo amplamgiitados e estudados. O primeiro
estudo utilizando liguens como biomonitores foi lmpaalo ainda no século XIX
(Nylander, 1866). Desde entdo, eles sao aplicaddisnade monitorar alteracdes
atmosféricas no ambiente (Herzig et al, 1989; Laypal, 1997; Dobben et al, 2001;

15



Wolterbeek, 2002; Jeran et al, 2007). Tendo conse leate historico, recentemente, foi
publicada uma norma internacional padronizandaalos liquens como ferramenta para
avaliar a qualidade do ar (British Standard Ingstty 2014).

Por definicao, liquens ou fungos liqguenizados s@@amismos simbidticos onde
uma espécie fungica encontra-se associada a unoarganismo fotossintetizante. O
componente fungico de um liquen (o micobionte) égenal do filo Ascomycotina, mas
existem alguns poucos pertencentes ao filo Basiliota. Ja o0 componente
fotossintetizante (fotobionte, também chamado debfonte em aluséo as algas) € na
maioria dos casos uma Chlorophyta ou uma cianaficp®dendo muito raramente ser
uma bactéria autotrofica (Nash 11, 2008).

Fungos liqueinizados sdo muito sensiveis a gaséd¥icos, principalmente NOx
e SOx, matéria particulada e outros poluentes sios. Pesquisas tém sido realizadas
em diversos paises dosando-se metais, compostbsgosak e nitricos, 0z6nio,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS),ioadclideos e outros poluentes
atmosféricos (Herzig et al ,1989; Dobben et al 1200olterbeek, 2002; Jeran et al, 2007;
Fuga et al, 2007; Viana, 2010; Rodriguez et al42@Hholi et al, 2014).

De acordo com Nash 1l (2008), Szczepaniak e BiZR003), Conti e Ceccheti
(2001) e outros, a alta sensibilidade dos liquedsersos poluentes esta relacionada a
sua biologia. Algumas caracteristicas especifm@®0 auséncia de sistema vascular, de
estdbmatos e cuticula e ainda a grande dependéuitieional de fontes atmosféricas,
fazem dos liquens organismos adequados ao moniatande alteracdes atmosféricas.
A auséncia destas estruturas tampouco permite tak@e substancias téxicas, ou a
selecéo destas que séo absorvidas (Martins-Mdeettal, 2006).

Duas metodologias nos permitem inferir as condic@&sosféricas e/ou
ambientais através de fungos liqueinizados (Co@eechetti, 2001). O primeiro método
— biomonitoramento passivo - consiste em mapestiEbdicao de espécies epifiticas em
diferentes distancias da fonte poluidora. Tal melmgla tem sido bastante usada
(Giordani et al, 2002; Loppi e Corsini, 2003; Szurak e Biziuk, 2003; Martins et al,
2008; Rodriguez et al, 2014) com o objetivo de etatemudancas na qualidade do ar
com base na sensibilidade de determinadas es@épi@sientes gasosos. Isso porque a
poluicdo pode ser danosa a algumas espécies -ta gerelimind-las ou modificar a
frequencia de ocorréncia destas - alterando, assimodiversidade liquénica da area em

guestao.
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Em outro sentido, utilizando espécies mais redissemos efeitos dos poluentes, é
possivel realizar estudos de biomonitoramento ésrala analise direta dos poluentes
presentes no talo. Assim, com o segundo métoddéanchamado de biomonitoramento
ativo (Herzig et al, 1989) - através da dosagepolieentes acumulados no talo liquénico
de espécies biomonitoras, e/ou pelo transplaritgukns de areas ndo contaminadas para
areas contaminadas - € possivel avaliar mudancaspadmetros fisiolégicos e
morfolégicos, e/ou realizar medidas de bioacumualagipoluentes a fim de inferir sobre
as condicdes atmosféricas do local de estudo. ©ndelvimento de anormalidades,
como o branqueamento da clorofila e o desenvolviong® areas pardas no talo, inibicao
do crescimento e desenvolvimento, alteracdes nosepsos metabdlicos e mudancgas
anatdmicas e morfofisioldgicas sédo alguns dosasfejie os poluentes podem ocasionar
na comunidade liquénica (Martins et al, 2008).

A técnica de transplante, uma das formas de realibeomonitoramento ativo, €
largamente utilizada em diversos paises e perradhzar experimentos laboratoriais
testando o efeito da exposi¢do dos liquens a subiatiou particulas especificas com
caracteristicas poluentes em potencial (Loppi & 2@06; Conti et al, 2009; Paoli et al,
2009, 2014).

No entanto - apesar de ser um tipo de monitoramant@dicional, em muitas
partes do mundo h& muitas décadas, o estudo @mbtpgia ainda é pouco desenvolvido
no Brasil. A regido Sul do Brasil concentra a maiarte dos estudos utilizando liquens
como biomonitores ativos, e a regido Nordeste eSadpresenta estudos pontuais nesta
area (Cruz et al, 2009; Martins et al, 2010; Sétal, 2014). Nestes trabalhos, em alguns
casos, foram realizadas andlises cromatograficam ae inferir sobre as alteracdes
metabolicas gerais e a observacao de alteracddslagicas no talo liquénico. Estudo
realizado na cidade de Porto Alegre analisou gib&s morfofisiologicas e genotdxicas
com vias de biomonitorar a atmosfera através dwsplante de liquens (Kaffer et al,
2012). Em Minas Gerais foi publicado apenas umdesfueliminar utilizando liquens

como biomonitores passivos de elementos tracomasi¢ra (Viana et al, 2011).
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2. Justificativa

Apesar de existirem naturalmente, diversas fontevablas de atividades
humanas podem resultar na formacao de nanopasgjtais como: emissdes industriais,
veiculares e de incineradores. Uma vez emitidagtmasfera, elas séo transformadas,
resultando em alteracdes de tamanho e composipao peocessos de deposicao, podem
entrar em contato com o solo e corpos d’agua (Bssve/u, 2005). A nanotecnologia
surge, como uma nova fonte de nanoparticulas, cotengal de alterar a sua
disponibilidade nos compartimentos ambientais (sadw, agua). Enquanto as
nanoparticulas naturais sdo componentes-chave ossistema, como produtos de
intemperismo quimico e de processos biolégicommportamento das nanoparticulas
manufaturadas e dos nanoprodutos no meio ambienta & desconhecido (Guzman et
al, 2006).

De acordo com Anastasio e Martin (2001), as namicpéas quando presentes na
atmosfera sdo de interesse crescente por doiseapfier serem importantes precursoras
na formacao de particulas maiores, com forte infligésobre o clima global, quimica da
atmosfera, visibilidade e transportes regional ebagl de poluentes e nutrientes
bioldgicos, e, por poderem atuar nos efeitos dédstéla poluicdo atmosférica na saude
humana. (Anastasio e Martin, 2001).

Andlises epidemioldgicas tém relacionado a composiga atmosfera com
diversos efeitos adversos a saude, incluindo awmerd risco de doencas
cardiopulmonares e respiratérias com reducdo dactxiiva de vida (WHO, 2004;
Perera et al, 2006; Freitas et al, 2009). No eofar&o existe consenso sobre que tipo ou
tamanho de particula atmosférica seja a mais reggehpor estes efeitos. Com relacéo
as nanoparticulas, estudos com animais tém formeewldéncias de que algumas
nanoparticulas (ou particulas ultrafinas) podem pserialmente responsaveis pelos
danos associados as particulas presentes na atan(3@maldson, 2000; Oberdorster,
2001, 2010). O tamanho reduzido e a possibilidadacdimulacédo destas particulas sao
algumas hipdteses que tém sido levantadas comaeelacsua provavel toxicidade
(Anastasio e Martin, 2001; Oberdorster, 2010). Namto, ainda se discute os parametros
para avaliar a toxicidade das nanoparticulas stes devem diferir do utilizado para as
particulas “classicas”, ndo sendo ainda padrongzadoprotocolos para avaliagbes de
risco destes novos materiais. Até o momento, nambeervado nenhum parametro

especifico que pode predizer o risco de qualqueopeticula. Nenhum novo, ou
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inesperado, mecanismo de toxicidade aguda foi ifd&tio comparando do que se
conhece para particulados em geral (Nanosafetyet|Review, 2014).

De acordo com Jackson e colaboradores (2013), fpudiicados ainda poucos
estudos relevantes do ponto de vista de avaliai®easco aos NTCs. Neste contexto, 0s
mecanismos de toxicidade humana sdo mais estudsetaiy ainda maiores as lacunas
relacionadas as pesquisas de ecotoxicidade, quengolem a identificacdo do dano e
avaliacOes de efeitos/exposi¢cao aos nanotubosridenmano ambiente.

Além do tamanho, a toxicidade dos NTCs pode sduentiada por diversos
fatores como a area de superficie, a quimica dercip (com adicdo ou néo de grupos
funcionais, ou de recobrimentos), a carga, a agéega a forma dos tubos (Jackson et al,
2013). Estas caracteristicas podem ser alteradagéatdo tratamento quimico dos
nanotubos, o que resulta em varios tipos de NT§zodiveis. A forma interacdo desta
nanoparticula com a biota dependera destas pragesde por conseguinte, também seu
potencial téxico.

O uso de biomonitores em estudos sobre impactoatagparticulas no ambiente
ainda € insipiente. Consulta recente a algumassh@dsealados de literatura cientifica
encontrou entre 10 e 167 artigos sobre o assuabdicpdos a partir de 2010, conforme

demostrado na Tabela 1.

Tabela1 -Resultado da pesquisa sobre biomonitoramento deanoparticulas em bases de dados de
literatura cientifica

T “Bioindicator”  “Bioindicator” “Biomonitor” “Biomonitor” “Biomonitor”
ermos
) e “Carbon e e e “Carbon e “Carbon
pesquisados ) )
nanotube” “Nanoparticle” “Nanoparticle” nanotube” nanotubes”
Pubmed 0 0 0 0 0
Google
_ 53 167 70 23 42
Academics
Elsevier
17 42 17 10 10

Science Direct
Pesquisa realizada em 04/12/2014

Foram publicados trabalhos analisando alteracéiggdgicas e comportamentais
de organismos aquaticos, como algas e invertebradem plantas superiores quando
expostos a nanoparticulas de carb@aun et al, 2008; Ghodake et al 2010; Schwab et
al, 2011; Begun et al, 2011 Khodakovskaya et dl22(Efeitos positivos, como incentivo
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de crescimento (Liu et al, 2009; Baun et al, 2@&mbém negativos, como reducéo da
atividade fotossintética e morte celular (Ghodakal €2010; Schwab et al, 2011) s&o

relatados. Ainda € questionavel se estes efeimseéundarios ou indiretos, devido a

formacao de agregados de nanotubos de carbonpeadisie do organismo (Ghodake et

al 2010; Schwab et al, 2011; Begun et al, 2011).

Sobre os impactos relacionados a presenca das articafas na atmosfera,
estudos estdo sendo conduzidos utilizando anirBaisaldson et al, 2000; Oberdorster,
2001), sendo que, trabalhos utilizando biomonitdeesscondi¢cdes atmosféricas, liquens
ou outros, de nosso conhecimento ainda néao foralzados.

Considerando, portanto, a emergéncia de estudéseaade monitoramento das
nanoparticulas no meio ambiente, é proposto nedtalho, o uso de liquens, organismos
consagrados como biomonitores, no estudo da acaerdesois de uma nanoparticula
manufaturada no talo liquénico. Os nanotubos dbocar de parede mdultipla foram

escolhidos por possuirem diversas aplicacdes syaofacilidade de obtencdao.
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3. Objetivos
Monitorar e avaliar a acdo morfofisiolégica da esip@o de fungos liqueinizados
a aerossois de nanotubos de carbonos, a fim dicaem possibilidade de uso deste

organismo como biomonitor de nanotubos de carbaretmosfera.

Objetivos especificos

- desenvolver metodologia para deteccédo de nanoplag na fase aérea, através de suas
interacBes com fungos liqueinizados.

- inferir o potencial toxico dos nanotubos de carbale paredes mdltiplas quando
dispersos na atmosfera através da analise de daadsldgicos e fisiologicos em
liquens.

- verificar se ocorre bioacumulacdo dos nanotuleosadbono, através da analise do talo
liquénico e das células isoladas do fotobionte

- verificar o potencial toxico dos nanotubos deboap para o fotobionte isolado do
liquen,

- inferir sobre a possibilidade de uso de liguems@ biomonitores de nanotubos de

carbono na atmosfera.
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4. Materiais e Métodos
A descricdo dos materiais e métodos foi divididacemo itens: Nanotubos de Carbono,
Liquen —Parmotrema tinctorumCamaras de Topo Aberto — CTA, Exposicdo dos

Liguens e Exposicdo do Fotobionte Isoladbrebouxia sp

4.1 Nanotubos de carbono

4.1.1 Sintese e funcionalizacdo dos nanotubos deb@ao de parede mudltipla
(MWCNT)

Os nanotubos de carbono utilizados no trabalhonfosantetizados por CVD
(deposicao quimica na fase vapor) no LaboratoriNatgomaterias do Departamento de
Fisica da UFMG. Este método de sintese consistalet@mposicdo térmica de
hidrocarbonetos leves (metano, acetileno, etileco)no precursores de carbono
utilizando catalisadores metalicos (no caso, Fe, MgO) sob pressdao atmosférica e
temperaturas entre 600 e 1000°C.

No presente trabalho, nanotubos de carbono né&o iohalizados e
funcionalizados foram utilizados. Parte da amostf@tida no Laboratorio de
Nanomateriais foi funcionalizada também no Depaetatm de Fisica para a realizacdo
de alguns dos testes toxicologicos. A funcionaiagse deu pela adicdo de grupos
carboxila na superficie do tubo através de protodel oxidacdo adaptado de Xing et al
(2005) e Datsyuk et al (2008). Este processo msuia amostra MWCNT-COOH. A
funcionalizacdo dos nanotubos através de métodasaps proporciona a interacdo dos
NTCs com outras substancias e materiais, como pasnsolventes organicos e agua.

Ja nas etapas do trabalho que foram desenvolvaldiversidade de Trieste
(durante periodo de doutorado-sanduiche na Itaba), MWCNT (amostra aqui
denominada MWCNT _IT) foram comprados na empresadtamctured & Amorphous
Materials Inc. (Houston, TX 77084, USA) e funciamatios no Departamento de
Quimica da Universidade de Trieste. A funcionaiada amostra MWCNT _IT, neste
caso, seguiu protocolo para a adicdo covalentegmg amino na superficie do tubo
(MWCNT-NH™) (Georgakilas et al, 2002). Parte da amostra deQWW-NH"foi re-
funcionalizada para a adicdo de um marcador flgergs, o0 isocianato de fluoresceina
(FITC), para a realizagdo dos testes de bioacuidolag fotobionte, de acordo com

protocolo publicado por Campidelli et al (2006).
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4.1.2 Caracterizacao dos nanotubos de carbono deges multiplas (MWCNT)

A caracterizagdo das amostras de nanotubos dencagbessencial e objetiva
conhecer ou confirmar algumas propriedades, cordmetro, comprimento, pureza e
presenca de defeitos estruturais nos tubos. Estasteristicas influenciam na forma de
interacdo do nanomaterial com 0 meio, e portam® gfeitos deste em organismos Vivos.
Os quatro tipos de amostras de nanotubos (MWCN& MWCNT - ndo funcionalizadas
- e, MWCNT-NH"? e MWCNT-COOH - funcionalizadas) utilizadas no jergs trabalho

foram caracterizadas utilizando as seguintes tésnic

- Termogravimetria (TG)

As andlises TG e de sua derivada, DTA, foram fegasultaneamente em um
equipamento TG/DTA da TA Instruments, modelo SD&@Pertencente ao Laboratério
de Nanomateriais do Departamento de Fisica da URMiizou-se, aproximadamente,
3 mg de nanotubo de carbono, usando uma razamdaedé 5°C/min, com uma faixa de
temperatura de 50 a 900°C e em atmosfera de aceatfluxo de 100 mL/min.

- Espectroscopia Raman

Os dados Raman foram obtidos usando o espectrofetdor Tecnology Sharmrock
Sr 303i” pertencente ao Laboratério de Espectraad®aman do Departamento de Fisica
da UFMG. Utilizou-se uma objetiva de imerséo a @em aumento de 60x, e o laser He-
Ne no comprimento de onda 561,4nm para excitac@ondetra.

- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e de Transmissao (MET)

Todas as imagens de Microscopia Eletrénica foraizeelas no Centro de Microscopia
da UFMG; as de Varredura (MEV) obtidas no microse@muipado com canhdo FEG
(Field Emission Gun), modelo Quanta 200 FEG faligaela FEI; e as de Transmissao

(MET) no microscépio modelo Tecnai G2, também fzdmtd pela FEI.
Para a amostra marcada com FITC (utilizada apeoadestes de internalizacdo no

fotobionte) foram ainda realizadas leituras espéatiométricas a fim de confirmar a

funcionalizacéo através da leitura do espectrawieséio da amostra em 517nm.
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4.2 Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale

4.2.1 Identificacdo morfologica da espécie, colet&ransplante

A definicdo da espécie a ser utilizada no trabathdeu com base na facilidade
de identificagdo, ocorréncia e seu uso em estueldsomnonitoramento no Brasil. A fim
de definir o procedimento para identificacéo e tepheisitas foram realizadas a Secao de
Micologia e Liquenologia do Instituto de Botanice &ao Paulo e a Fundacéo
ZooBotanica de Porto Alegre. Com base nestas irsodes e nas chaves de identificacao
dos seguintes autores: Fleig e Filho (1990); ElmsaDonha (2003); Canéz e Marcelli
(2006); Marcelli e Benatti (2008); Spielmann e Mdlic(2008); Benatti e Marcelli
(2009); Spielmann (2009); Marcelli e Benatti (200&larcelli e Benatti (2010b)
desenvolveu-se uma ficha de caracterizacdo panéifidacdo em campo da espécie de
interesseRarmotrema tinctorum)A ficha de caracterizacao (disponibilizada noitcég
“Anexos”, no Anexo 1) compreende informacdes refere a localizacdo (coordenadas
geograficas), diametro do tronco, espécie arbdateacdo de exposicao (direcdo N),
altura da amostra em relacéo ao solo (maior que thmganho do talo (entre 7 e 10 cm
de didmetro), tamanho dos lobos, presenca de ssidiacortex superior, cor do cortex
inferior e reagBes quimicas na medula (testes K B&sta forma, a espédtarmotrema
tinctorum(Figura 3) foi pré-identificada em campo anteseleretirada do substrato.

As principais caracteristicas observadas na pnétitcacdo foi a coloracao
esverdeada/acinzentada, o tamanho dos lobos (5 4sdrdas ndo presas ao substrato,
a presenca de isidios (estruturas de reproducaodrtex inferior negro e o teste C

positivo vermelho.
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Figura 3 — Amostra deParmotrematinctorum (Nyl.) Hale

A coleta para os experimentos-teste foi realizadastacdo Ecoldgica da UFMG,
conforme descrito em Vaz (2012). J& para os expetios dentro das camaras de topo
aberto, as coletas foram realizada no més de autib013 na regido do Alto Palacio
dentro dos limites do Parque Nacional da Serra ipd.CA devida autorizacdo para
retirada dos espécimes foi obtida junto ao Minigtdéo Meio Ambiente (SISBIO namero
40244-1, copia disponivel no Anexo 2).

O protocolo de coleta e transplante foi adaptadtratelhos como Viana et al,
(2011), Kaffer et al. (2012), Bertuzzi e Tretia2B13) e Tretiach et al (2012), tendo como
base estudos sobre a viabilidade dos liguens agézdps de congelamento (Honegger,
2003). Apos preenchimento da ficha de caractertzac@ré-identificacdo da espécie e
parametros de interesse, o espécime foi removidoodoo com auxilio de uma faca de
aco inoxidavel e colocado num envelope de papelg&mdo ao laboratério a amostra foi
limpa com auxilio de pingas sob um microscépio restcopico para a remocdo de
pedacos do tronco, ovos de insetos, etc. Apds pelimy seguiu-se a confirmacao da
espécie atraves da caracterizacdo morfolégica ded@édhada (a ficha de caracterizagéo
completa esta disponivel no Anexo 3).
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Apbs a confirmacao da espécie, cada espécinke tlactorumfoi dividido em
cortes radiais em sete partes, com tamanhos e giesitees (aproximadamente 35mg).
Cada parte corresponde a um grupo, por exemplaéAexposicao, B-controlel, C-
controle2, D-tratamentol, E-tratamento2. Os fragogedo talo de diferentes individuos
foram agrupados e colocados numa placa de Petamfsstras, exceto as do grupo A,
foram mantidas por 3h para desidratar sobre gjitae as placas de Petri foram, entao,
seladas e colocadas em sacos plasticos de ondef@ sgmovido utilizando um
equipamento comercial para formacéo de vacuo.r&aterial foi entdo mantido a -20°C
até a execucao do experimento de exposicao. Dassagites da exposi¢ao ou analises, 0
grupo de amostras de interesse foi mantido a tefyarambiente, sem a abertura do
saco plastico, por 4h, e depois mantido complettert@dratados por 48h.

Figura 4 - Preparac&o para a exposicdo das amostrds P. tinctorum. A esquerda, 0s
fragmentos do talo prontos para serem expostos, edireita, etapa de condicionamento das
amostras

Apés o condicionamento, cada fragmento foi fixadmdios de nylon (Figura 4,
a esquerda) num pedaco de cortica para ser ert@@ado no interior da Camara de Topo
Aberto (CTA). A posicédo dentro camara obedeceuecéo de exposicdo anterior, ou

seja, os fragmentos de talo devem ser mantidogegid sul de exposicéo a luz solar.

4.2.3 Identificagcdo molecular

De forma complementar, um pequeno pedaco do talcada espécime foi
recortado e submetido a extracdo do DNA totalyrade executar uma caracterizagéo
molecular da espécie. A extracdo do DNA foi realizale acordo com o protocolo
proposto por Whiting. et al. (1997), com modificagd

A integridade e a concentracdo do DNA obtidos formmalisadas utilizando

espectrofotometro e gel de agarose. O DNA foi eatdi@gado como molde em reacdes
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para amplificacdo do segmento de DNA que abrangegi@&o de cddigo de barras
proposta para a identificacdo de fungos (Schoeh, &012). Foram utilizados pares de
iniciadores (primers) ITS4 e 5 para a amplificagas produtos obtidos foram enviados
para sequenciamento no Laboratorio de Parasitooglialar e Molecular do Centro de
Pesquisas René Rachou da Fiocruz. As sequénci@alio sequenciamento foram

comparadas em busca de similaridade no BLARASIC Local Alignment Search Tol
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4.3 Camaras de topo aberto - CTAs

As camaras de topo aberto, CTAs, sdo amplameriieadds em estudos de
monitoramento atmosférico por permitirem a insergéo controle da concentracéo de
poluentes dentro da camara sem que outros fataregicos como temperatura, umidade
e luminosidade sejam demasiadamente alterados € ARO07; Clebsch et al, 2009).
Assim, pode-se alterar um elemento entre os angsientterno e interno a camara, sem
a modificacdo das outras caracteristicas ambientais

Duas camaras de topo aberto foram projetadas straatas para realizar a
exposicdo dos liguens a uma atmosfera enrique@da rtanotubos de carbono em
suspenséao. Abaixo, na Fig. 5, esquema ilustratvGTA:

topo aberto (com

filtro de protecio)
i
i i
Camara | | \ ; Sistema de ventilacdo
de | A o .
exposicid }" B l <,
LY
[ N Unidade de suzpensio
entrada nanotubos de carbono
nanotubos

Figura 5 - Esquema ilustrativo da cAmara de topo adrto e sistemas (Adaptado de Andre, 2007)

Conforme demonstrado no esquema, a CTA const@idamposta por uma
camara de exposi¢do acoplada a um sistema deagéiatie 2 uma unidade de suspensdo
de NTCs.

A camara de exposicao € a principal estrutura d&, Giide foram colocadas as amostras
de liguens. Diretamente conectado a esta camar® asdtema de ventilagdo que insufla
ar captado no ambiente externo promovendo contiemavacdo do ar na CTA. A

abertura na parte superior da camara permite oaeskento do ar e sua renovacgdo. A
unidade de suspenséao foi especialmente desenvplida trabalho e é responsavel pela
formacdo da suspensdo de nanotubos de carbonouridtede permite o estudo dos

efeitos dos nanotubos de carbono nao funcionalizadofase solida, simulando, dentro
da camara de exposi¢do, o0 comportamento de depasica destas nanoparticulas no

ambiente.
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As CTAs foram instaladas no Centro de Desenvolvimda Tecnologia Nuclear,
CDTN, localizado dentro do Campus Pampulha da UFEI&s sdo constituidas por uma
estrutura metalica (118 cm de didametro por 163 emaliira) revestida por policarbonato
transparente, permitindo a entrada de luz nat@ehsores de umidade e temperatura
foram instalados no interior das camaras.

Por se tratar de um novo modelo experimental (derendo o uso dos nanotubos
de carbono), a calibracdo deste equipamento é etgpascindivel. Para tanto, testes
foram realizados a fim de confirmar a formacaostrithuicdo do aerossol de NTCs na
camara de exposicao. Nestes experimentos, fitegrdeno (com superficie autocolante)
foram colocadas sobre imas de neodimio em diver@o®s no interior da camara de
exposicdo, como armadilhas. Os nanotubos de carpomaitilizamos sdo magnéticos,
por isso o0 uso dos iméas. O gradiente de NTC aoéecado na unidade de suspenséo foi
definido com estes experimentos. A deteccdo dossSNTES armadilhas foi realizado por

microscopia eletronica de varredura.
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4.4 Exposicao dos liquens

4.4.1 Estudos preliminares - Vitalidade e bioacuragéo

Utilizando a amostra de MWCNT funcionalizada comgropo carboxila, foram
preparadas 9 dispersdes em agua deionizada corantagdes de 0,001pg/mL a 100
png/mL de nanotubos de carbono. Dois espécimeR. tiactorum foram coletados na
Estacdo Ecoldgica da UFMG e fotografados. A paldiredicdo da fotografia de cada
amostra um mapa foi desenvolvido, possibilitandaministracdo de doses periddicas
no mesmo local onde foi anteriormente aplicadaspaisdo. As bordas das amostras

foram tratadas com as dispersdes de nanotubosriiencae de outras nanoparticulas,
conforme ilustrado pela imagem abaixo (Figura 6).

Figura 6 - Experimento preliminar utilizando o mapafeito a partir de foto da amostra para
repeticao da aplicacdo de NTCs na borda do liquen

A area demarcada pelo mapa foi tratada com 5pdisgeersdo de nanoparticulas
e, apos 5 dias o procedimento foi repetido. As ams$oram mantidas no laboratério, a
temperatura ambiente, com iluminacao natural. A trtedada foi removida e, em seguida,
foi analisada a vitalidade do fotobionte confornesatito em Kaffer et al (2012).

Para os testes de bioacumulacdo, a parte do tdigukn previamente tratado
com NTCs foi raspado (com adicdo de uma gota de)ago momento da analise
possibilitando a observacdo em vivo de célulasalobfonte. Uma gota do raspado
(cortex) foi colocada na lamina. O micobionte ngiamhalisado. As andlises foram feitas
por Microscopia Raman Confocal através da obseovdgdmagem da célula e obtencao

do espectro Raman caracteristico dos nanotuboartero e pela obtencédo de imagens
de microscopia eletrénica de varredura.
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4.4.2 Exposicao dos liquens na CTA

A fim de examinar as relagGes de causa-efeito emnaburdagem ambiental mais
realista, as amostras de liquens foram transplastpdra as CTAs, uma para amostras
controle, e a outra (conectada a unidade de suBpelesNTCs, para os tratamentos).

Dois desenhos experimentais distintos foram raddig, utilizando uma amostra
de nanotubo de carbono funcionalizado (MWCNT-CO@pherso em agua destilada) e
0 outro utilizando o MWCNT néo funcionalizado, coram aerossol seco. Para o
primeiro experimento, as amostras de liquens fanaioredosamente colocadas dentro de
uma camara de topo aberto, lado a lado, e diarienperverizadas com 0,01, 1,0 e 100
png/mL de dispersdo de agua MWCNT-COOH. As amod$tnasn tratadas durante 15
dias, juntamente com o controle positivo (dispedg&garvao ativado a 100 pg/mL) e o

negativo (agua destilada).
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Figura 7 — Distribuicdo das amostras de liquens dém da camara de topo aberto, a esquerda, e as
dispers6es de MWCNT-COOH em agua utilizadas para exposicéo, a direita

em um segundo experimento, as amostras foram espastaerossol seco de MWCNT.

Em uma camara foram dispostas as amostras corgrole,outra as amostras a serem
tratadas. Para cada quantidade de nanotubo naa@m®mdratamento, havia um grupo

controle na segunda camara. Diariamente, duragi@sonsecutivos, uma determinada
guantidade de nanotubos de carbono foi diariamesggida na unidade de suspenséo,
formando uma atmosfera enriquecida de MWCNT. Qudatatamentos foram

executados: os liqguens foram expostos a uma atracsfeiquecida de 0,01, 0,1 e 0,5 g
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de MWCNT por m durante 7 dias e, um grupo de amostras foramdaatde forma
continua, durante 21 dias.

Figura 8 — Camaras de Topo Aberto durante exposicados liquens ao aerossol seco de MWCNT

Dentro das CTAs, todas as amostras foram coloalfrente para a direcao sul
de exposi¢do, uma vez que encontravam-se nestedposm campo. O tratamento
ocorreu no inicio das manhés, quando a umidadéveeldo ar esta mais elevada.
Temperatura e umidade relativa do ar foram mordsaentro ambas as camaras e fitas
autocolantes para microscopia foram colocadasddddo as amostras de liquens e em
outros pontos, para confirmar o alcance e disgdidos nanotubos no interior da
camara. Imagens SEM foram obtidas das fitas e plerficie dos liquens.

4.4.3 Analises fisioldgicas e de bioacumulacéo tigsens

Logo ap0s o periodo de exposicao, as amostras f@t@radas da CTA e levadas
para o laboratério para medir sua atividade fotdé8ca, danos de membrana e andlise
elementar.
4.4.3.1 Analise da Fotossintese

A quantidade de clorofila nas amostras foi estinpeda emisséo da fluorescéncia
da clorofilaa medida através do fluorbmetro Mini-Pam cedido peddoratorio de
Fisiologia do Departamento de Botanica deste UtstitNo laboratorio, condicionou-se
as amostras da seguinte forma: os fragmentos ador@m colocados em placas Petri
contendo papel umedecido no fundo, sobre laminatdde (para evitar o contato direto
com a agua e o papel). As placas foram fechadaanédas numa camara a 20°C e 20
umol fétons € m? por 2 dias. Duas vezes ao dia as amostras foransas em agua por
3 min, para garantir sua completa hidratacdo. Nmemio das medidas as amostras foram
imersas por 3min em agua e mantidas por 30min aor@sO rendimento quéantico

méximo (Fv/Fm), que caracteriza o potencial dodsistema Il (PS II), foi medido nos

32



talos previamente condicionados. A obtencdo dasidagdcom o fluorbmetro em
amostras de liquens segue protocolos publicaddBeztnzzi e Tretiach (2013), Piccoto
et al (2011) dentre outros.

4.4.3.2 Dano de membrana

Apbs a medida da eficiéncia fotossintética as amsstoram mantidas sob
agitacdo em 25mL de &gua deionizada, @@0por 1h para medida da variacdo da
condutividade elétrica (Munzi et al, 2009). Célutasn a membrana danificada tem sua
permeabilidade alterada, resultando na perda ttéléles, principalmente ionsKo que
resulta na alteracéo da condutividade elétricagda ande o liquen foi submerso.

Sendo andlises ndo-destrutivas, apds o registrmddglas, as mesmas amostras

foram mantidas a -20°C, até a realizacdo do prtdamanalise elementar.

4.4.3.3Andlise elementar

Aos fragmentos de talo descongelados aplicou-$&¢ ea protocolo de lavagem
sequencial adaptado de Brown and Brown (1991) eelitig e colaboradores (2009). Com
base no processo de troca catidnica, este protpevhoite a identificacdo de material
particulado insoluvel (absorvido por deposicdo sexs diversos extratos do liquen:
intercelular, intracelular e extracelular.

De forma geral, realiza-se uma sequéncia de lagagprnmeiro agua deionizada
(para remover elementos soluveis da fracdo intderg depois cloreto de niquel (para
remover elementos ligados a parede celular) — daqeéla lavagem com acido nitrico
que tem como objetivo o rompimento celular e lipéoado ultimo extrato, os elementos
presentes dentro da célula. Assim, & possivel iinBabre aspectos fisiologicos
relacionados a perda celular de elementos essenmiano K, Ca, Na e Mg.
Apos execucdo do protocolo de lavagem, tendo tod@xtratos separados, as amostras
foram enviadas para realizacdo da andlise elemeotaEspectrometria de Emisséo
Atdémica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AB8&)CDTN.

Ainda, devido as impurezas presentes no nanotuboartiono, resultantes do uso
de catalizadores metalicos no processo de sinfesdambém possivel inferir a
bioacumulagéo dos NTCs no talo do liquen. A comegéb elementar da amostra de
MWCNT foi também enviada para analise elementaa parmitir este monitoramento.
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4.5 Exposigéo do fotobionte isolado — Trebouxia sp
No laboratério de liquenologia da Universidade deske, a alga verderebouxiasp
foi isolada do liqueiarmotrema perlatunHuds.) M. Choisy de acordo com protocolo
descrito em Yamamoto (2002). Apos o isolamentogadas foram inoculadas em placas
de Petri contendo meio sélido TM, “3 Nitrogérebouxia”,e mantidos numa camara de
crescimento a 20°C, sob um ciclo 14/10h de clacates(condi¢des de iluminagédo: 20
pumol m? s%).
As células do fotobionte foram expostas a trés @unacdes de MWCNT-NH
(0,01; 1,0 e 100 pg/mL) em duas condigdes:
a) através da re-suspensédo das células em uma disphrsdanotubos, antes da
inoculagdo em membranas de acetato ou discosraesfib
b) através da inoculacdo das células em membranatiamou discos de fibra de
vidro contendo nanotubos de carbono na superficie.
Para o primeiro tipo de interacdo, os NTC foraspeisos em agua Milli-Q nas trés
concentracdes. As ceélulas foram removidas do n@idose re-suspendidas em agua.
Uma aliquota desta solucéo foi adicionada as dipsrde NTC e deixada durante 1 h
sob agitagcao constante (120 rpm). Em seguida, ame gesta solugéo foi inoculada nas
membranas de acetato e nos discos de fibra depidmmeio de filtracdo em vacuo. Para
0 segundo tipo de interacdo, as dispersbes NT@hfpraviamente depositadas sobre a
superficie dos discos por meio de filtracdo em wdoara se obter uma distribuicdo
homogénea. Em seguida, uma parte da suspensdaddés#m NTC) foi inoculado sobre
os discos. A densidade de algas da re-suspensé inbculada em ambos os discos e
tipos de exposicdo foi calculada utilizando uma ad&nde sedimentacdo. Todos os
procedimentos de re-suspensao, filtracdo e ino&alémram realizados dentro de uma
capela estéril, e todo o material foi previamesterdizado. Apos a inoculagao, os discos
tratados — de acetato e de fibra de vidro, para tipd de interagéo - foram mantidos no
interior de uma camara de crescimento durante @4, @m condicbes de cultivo, em
placas de Petri lacradas contendo o meio sélidoefvigonjunto com os controles. Cada
tratamento foi repetido seis vezes.
Apbs 21 dias foram analisados 0s seguintes pardsrfetioldgicos:
- Atividade fotossintética
A atividade fotossintética das célulasiaebouxiafoi medida usando o mesmo protocolo

para a analise dos liquens. O disco onde houveszionento possibilitou a sustentacéo
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da cultura o que possibilitou 0 uso do mesmo acesdé fluorémetro Mini-Pamdip
holder 2030-B. Neste caso, o Mini-Pam era acoplado a um cordputa o software
WinControl — V1.93, 2001, Walz foi usado para améis dos dados em tempo real.

- Quantificacdo da clorofila

As clorofilasa eb foram extraidas usando o solvente DMSO. Partasto @dontendo as
células foram mantidos no solvente, por 1h, em danqiente a 65°C. Em seguida,
realizou-se 2 ciclos de centrifugagcdo de 10min @0QQ. No espectrofotometro, a
absorbancia foi medida a 750nm (checar a turbide@}9nm e 480nm.

Para calcular a concentracdo (expressaugmL™) as equagbes conforme Wellburn
(1994) foram utilizadas.

O crescimento celular também foi monitorado, sefnaeate, através de registros
fotograficos obtidos por camera fotografica digiatoplada a um microscépio
estereoscopico.

- Danos na membrana

Esta analise foi realizada por microscopia confdeatélulas coradas com Sytox Green.
Partes dos discos contendo as células foram inoshamt 15min em 3L de solucdo
aquosa de Sytox Green (/). O microscopio utilizado para a visualizagdo {T,1
Nikon, Tokyo, Japan) equipado com um laser de aogd”88nm, e o sinal do corante
foi adquirido numa janela entre 515/30nm. As imagkmam elaboradas utilizando o
software Nikon EZ-C1 FreeViewe e ImageJ.

Este método permite a determinacéo da viabilidatidar porque SytoxGreen nao passa
por membranas intactas, mas facilmente penetra na@ad danificadas, ligando-se a
acidos nucléicos no interior das células e assiitiratn fluorescéncia (emissdo maxima

em 523nm).

4.5.1 Testes de bioacumulagdo de NTCs no fotobionte

Na Universidade de Trieste, utilizando a mesmaialias analises fisioldgicas,
foram realizados outros testes sobre a intern@lzagos nanotubos de carbono
funcionalizados com FITC (conforme descrito acimap células dérebouxiasp
(isolada deP. perlatun).

Para tanto, parte da cultura de algas foi re-subganem trés dispersoes -
1mg/mL, 0,01lmg/mL, 0,0001 mg/mL - de MWCNT-FITC. Aspersdes resultantes

foram mantidas em agitacdo constante, a 120 rpmlpsgue apos 3, 6 e 24h, aliquotas
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foram retiradas para observacao por microscopidocah As imagens foram obtidas
utilizando as objetivas de imersédo a 6leo de 26@x os lasers 488nm (25%) e 637nm
(10%) e os detectores 516/30, 590/50, 650LP.

4.6 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utiliaamanétodo One Way Repeated
Measures Variance Analyses of Variance (ANOVA)\&sado algoritimo Sigma Plot 13
Software, para os resultados obtidos com a expodgsiliquens. O teste ndo paramétrico
Mann-Whitney (no GraphPad Prism Software) foi méitio para os resultados da
exposicdo da alga isolada. Valores de<®.01 ou P< 0.05 foram considerados
significantes. Para os testes preliminares 3 r@plioram usadas, para 0s experimentos
nas CTAs cada tratamento foi replicado 6x, assimacos experimentos isolados. Este
altimo, foi ainda repetido uma vez (foram 2 setexigerimentos, com a mesma duracgao,

mas em periodos diferentes).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacédo dos nanotubos de carbono

A caracterizacdo dos NTCs é essencial e objetitex offormacdes como grau de
pureza, ordenamento, comprimento e diametro dastub

A amostra de MWCNT sintetizada no Departamento d&cd apresenta
aproximadamente 97% de pureza e menos de 3% drigssiconforme resultado da

analise de termogravimentria TG e de sua derivada.D

MWCNT MWCNT-COOH
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Figura 9 — (A) Andlise de termogravimetria da amost de MWCNT, e (B) da amostra funcionalizada
MWCNT_COOH. Em preto a curva TG e em azul sua deriada DTG

Pela curva TG da amostra ndo funcionalizada obssswum Unico estagio de
decomposicdo em ambas amostras entre 500 e 6B¥@va DTG confirma o alto grau
de pureza da amostra, pela presenca de apenasormopn perda de quase 97,5% da
massa inicial. O residuo de 2,5% indica a presdagmpurezas, e provavelmente deve-
se aos metais utilzados como catalizadores (M@Qe Ee) na sintese do MWCNT. Ja a
TG e DTG da amostra funcionalizada, MWCNT_COOHmMdetram sucessivas perdas
de massa em temperaturas menores, com presengeodeafg 500°C. O processo de
funcionalizac&o possivelmente gerou outros fragogrdomo carbono amorfo e debris
de oxidacédo, além da presenca de grupos carbogidarbonilados na superficie dos
tubos. E possivel notar ainda, o aumento da eistathdl térmica do nanotubo apés a
funcionalizacéo, com pico da temperatura de queim#&05,24°C.

As imagens de Microscopia Eletrénica de Varreduiiay, (Fig. 10) demonstram
0 alto poder de agregacao dos nanotubos de caroaaGomumente estdo agrupados
formando feixes e grumos. Devido as interacdesateder Waals formadas entre as
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superficies hidrofébicas de grafeno, os nanotubosmizam sua energia livre superficial

formando agregados, sendo ap0s sua sintese, igaieisamente.

Figura 10 — Fotomicrografia eletronica de transmis8o das amostras dos dois tipos de nanotubos de
carbono néo funcionalizados: MWCNT (A a C) e MWCNTIIT (D a F). A e D: visédo geral das
amostras. B e E: detalhe da visdo geral em maior mento salientando nanotubos em pequenos
aglomerados. Note o menor tamanho nos NTC na imageE. C e F: detalhe de nanotubos
individualizados.

Observou-se que a amostra sintetizada pelo Depanta de Fisica, MWCTN, é

bastante heterogénea, com relacédo ao comprimelidmetro dos tubos, enquanto que a
amostra comprada, MWCTN_IT, possui maior homogextkid mas também maior
agregacao — visivel na imagem de baixo, a esqueadayma de grandes agregados.

A intensa agregacdo da amostra foi também obserpad MET. Com a
Microscopia Eletrénica de Transmissao foi aindaspad verificar o diametro dos tubos,
que varia entre 10 e 60nm. A variedade de didamestdsdestacada pelas setas na imagem
a direita. A formacdo dos grumos dificulta a estitado comprimento, mas foram

observados nanotubos com mais de 50um de compdment
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Figura 11 — Fotomicrografia eletrénica de transmisdo da amostra de MWCNT, nao funcionalizado.
A esquerda, o detalhe de um tubo mostrando as diveas paredes, e a direita, com as setas vermelhas
destaca-se a diversidade de didmetros dos tubos

Imagens MEV também foram feitas das amostras duatizadas (MWCNT-
COOH e MWCNT-NH?®), exemplos mostrados na Figura 11, o que possibili
confirmar que o tratamento acido ndo destruiu astrmomas, como esperado é possivel
notar uma alteracao no aspecto dos tubos, possEnétndevido a formacao de quebras

ou defeitos na superficie.

Centro de Mic

Figura 12 — Fotomicrografia eletronica de varreduradas amostras de nanotubos de carbono
funcionalizados. Em A nanotubos do tipo MWCNT-COOH,e em B amostra MWCNT-NH3
composta de nanotubos mais curtos e disformes, ewngparagéo com A

A Espectroscopia Raman é uma das técnicas mhsdés na caracterizacado de
materiais carbonosos, identificando os tipos daghgs e fornecendo informacdes sobre
o grau de desordem da rede cristalina (Jorio 208¥). No caso dos NTCs ela possibilita

a diferenciacao entre nanotubos, carbono amodmfée.
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O espectro Raman das amostras de MWCNT utilizadastran trés regides
espectrais: a banda D (em torno de 1323)anG (em torno de 1580 chh— associadas
a desordem estrutural da amostra — e a banda Gtofem de 2660 cr relativa aos
modos de vibracao tangencial do grafite. Em lirdeasis, estes trés picos representam o

espectro tipico de nanotubos de carbono.
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Figura 13 - Espectro Raman da amostra MWCNT néo fucionalizada e funcionalizada MWCNT-
COOH com presenca das bandas D, G e G', e destaquara as diferencas da razdo ID/IG das

amostras

E possivel observar o espectro tipico de nanotdbasrbono nas duas amostras
utilizadas para o estudo. Desta forma fica tambémastrado que o tratamento &cido
realizado para a funcionalizacdo dos tubos, néoules amostra.

Também o grau de desordem na estrutura dos namsotlédbcarbono pode ser
estimado através do célculo da razéo entre assidtates relativas das bandas D e G
(ID/1G). Sendo que, quanto menor o valor da rag&oor o grau de grafitizagcdo e menor
a concentracdo de defeitos estruturais nos tubadqeos sp3) (Santos, 2011). A
distribuicdo da raz&o ID/IG das amostras sintetizag preparadas no Departamento de

Fisica foi estudada, conforme ilustrado pela Figua
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Figura 14 - Histograma ilustrando a abrangéncia dealores ID/IG obtidos para as amostras de
nanotubos e a distribui¢do dos valores para cada astra: ndo funcionalizada (001 - pristine) e
funcionalizada (002 e 003 - func)

E possivel observar que a amostra 001 de nanondimsuncionalizadosp(istine)
apresenta valores de ID/G entre 0,4 e 0,9 e, asteamsd002 e 003uyng que foram
funcionalizadas apresentam os maiores valores (il igual a 1,6). Ainda, a maior
abrangéncia da faixa de valores ID/IG (entre 0]36¢ para os nanotubos carboxilados
sugere que este processo ndo se deu de forma hosaag® amostra, 0 que era esperado
tendo em vista a conhecida heterogeneidade da rantaste s-grown)

O aumento do valor de ID/IG também foi observadamélise Raman da outra amostra
funcionalizada, MWCNT-NFf, em comparacdo com sua amostra base, MWCNT _IT.
Isto demostra que a funcionalizacdo, em ambos cgeosu defeitos nos tubos, como

consequéncia da adigdo dos terminais carboxilaigoa@m sua superficie.
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5.2 Calibracao das camaras de topo aberto

Os experimentos de calibragdo das camaras potss#nili a observacdo do
alcance e do fluxo do ar dentro das CTAs e detextdim da faixa de concentracao a ser
utilizada nos tratamentos com o aerossol seco.i@uni-se a presenca de um fluxo
laminar na camara de exposi¢do da CTA, a partiulo de entrada de ar em direcédo ao
topo da camara. Video gravado, utilizando um aelascor branca, demonstrou maior
concentracdo na regido da camara de exposicao Aa A£Tegido de exposicdo das
amostras mantém uma atmosfera mais densa, ou ecidgu o que € ilustrado pela
imagem esbranquicada da Figura 15.
Testes com a armadilha desenvolvida (im& de ned@oin fita autocolante para
microscopia na superficie) possibilitaram a deteagdo da faixa de exposicdo. Foi
possivel detectar a presenca de nanotubos namintericamara de exposicao colocando-
se 0 minimo de 23mg de MWCNT na unidade de suspeAsiavagem desta unidade
com metanol e a recuperacdo de parte dos nanotdpmsitados na base da CTA,
possibilitou estimar a perda de nanotubos no setelevido ao deposito no interior do
equipamento, em aproximadamente 20%.

Figura 15 - Experimentos para calibracdo da CTA. Aesquerda, teste de alcance e distribuicdo com
fumaca branca; a direita (acima) demonstracdo do ngnetismo da amostra de MWCNT; a direita
(abaixo) experimento de deposicéo para teste daswaidilhas com iméas

Apesar desta perda, as fitas autocolantes parasogpia colocadas para monitorar a
exposicao confirmaram o alcance e presenca dosulssoem diversos pontos da CTA.
Nanotubos de carbono foram observados nas fitealizadas ao lado das amostras de
liquens, para todas as faixas de exposicao, come-pe observar na Figura 16. As fitas
foram colocadas junto as amostras de liguens enalgdoram retiradas apos um dia de
exposicao, e outras no dia da retirada das amdgieag apos tratamento).
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Em geral, uma maior quantidade de nanotubos fa@rghda nas fitas retiradas apos os 7
dias de tratamento, e, em todas as amostras di@srEm@os 2 e 3, em comparagcdo com
o Tratamento 1.
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Figura 16 - Imagens MEV das fitas autocolantes de isroscopia colocadas no interior da CTA para

monitorar a exposicao. As imagens da direita refera-se a um dia de exposicao e as da esquerda a

sete dias de exposi¢céo; as duas primeiras imageds Cima para baixo), referem-se ao Tratamento
1, em seguida, o Tratamento 2 e 3.

44



5.3 Parmotrema tinctorum
Um total de 12 espécimes Barmotrema tinctorunioi coletado nas dependéncias

do Parque Nacional da Serra do Cip6 (nas proxineslalds coordenadas 19°15’317S e
44°33'217W). A ocorréncia desta espécie nestaittarde ainda nédo havia sido reportada
na literatura. Ainda n&o existem estudos sobrengposicéo da flora liquénica da Serra
do Cip6. Tendo em vista este fato, foi elaboradujepo de pesquisa (disponivel no
capitulo “Anexos”) objetivando contribuir para onb@cimento da biodiversidade de
liquens de Minas Gerais.

As nove amostras utilizadas nos experimentos tiver®NA extraido e sequenciado,
e todas demonstraram 99% de similaridade com adsotleParmotrema tinctorum
depositado no GenBank “gi|575526781|gb|KF12945%&nhfirmando a identificacdo
morfologica. A ficha de caracterizacdo para prévifieacdo em campo mostrou-se

eficiente na selecdo dos espécimes a serem cadetado
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5.4 Exposi¢do do liquen, Parmotrema tinctorum, aos namoos de carbono

5.4.1 Estudos preliminares - vitalidade

A Figura 17 mostra grafico contendo resultados elqeerimentos preliminares
onde o indice de vitalidade do fotobionte foi esfiilm apds a exposicdo a diferentes
dispersdes de nanotubos de carbono, MWCNT-COOHtafidade do fotobionte de.
tinctorum (também uma espécie deebouxig foi reduzida com os tratamentos, sendo
em torno de 225 o indice de vitalidade médio calbnpara amostras controle e 150 para
as tratadas com 100 pg/mL de MWCNT-COOH.

300

250

200 +

150 4

100 ~

Index of Photobiont Vitality (IVF)

50

I
0 0.0m 0.05 ¢1 Db 1

MWCNT-COOH Treatmerts
(in pg/mL)

Figura 17 - Efeitos do tratamento com MWCNT-COOH (oncentracdo entre 0,001 e 100ug/mL) no
indice de vitalidade do fotobionte (IFV). (média tdesvio padrdo, *estatisticamente diferente do
controle)

Diferencas significativas {p 0,02) nos valores de IVF foram encontradas
comparando tratamentos e controle. Apesar distogfeito dose-resposta ndao péde ser
observado claramente: a comparacéo entre tratasérgignificativa (g 0,05) quando
a concentracdo aumenta um fator de 100. Nao héedfas significativas na vitalidade
aumentando-se de 0,001 para 0,05 pg/mL, de 0,15pagé&nL ou de 10 para 100 pg/mL
a concentracdo de nanotubos do tratamento.

Estes dados estdo de acordo com estudo similar eadeito de NTCs na vitalidade
de uma espécie de alga (Pereira et al, 2014), anitalidade foi também alterada, mas
nao de forma dose dependente.
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Entretanto, a diminuicédo da vitalidade aqui obsgavé@ informacéo importante, por

indicar a alterac&o do organismo devido a exposi¢ao

5.4.2 Bioacumulacgao/Internalizacéao

O mesmo tratamento utilizado para a andlise dédatie foi realizado para o
estudo da bioacumulacdo. A Fig. 18 mostra os eadnst obtidos por Espectroscopia
Raman, relacionando o espectro e a localizacdo estke foi obtido na célula do
fotobionte. A imagem refere-se a amostra tratada b0 pg/mL de MWCNT-COOH.
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Figura 18 - Espectros Raman, a esquerda, e imagene dlicroscopia Confocal Raman, a direita,
demostrando a localizag&o de obtengdo dos picos aateristicos dos MWCNT na célula da alga. A
direita, a imagem da célula da alga e os quatro ptws onde foram obtidos os espectros mostrados a
esquerda.

Foi possivel observar o sinal Raman caracteristoesshanotubos na regido da célula da
alga, através da deteccédo das bandas D (~1295en1j~1653 cm-1). As amostras
controle ndo tiveram picos similares nesta regidaspectro, e pontos fora da célula
também ndo. Este resultado esta de acordo combalhica de Khodakovskaya e
colaboradores (2012) onde a presenca e intensidéadiva da banda G foi associada a
presenca de MWCNT dentro de células vegetais.

Vale comentar que a presenca de um pico em 68@aimd® da fluorescéncia da
clorofila foi um dificultador destas analises, semécessério, por diversas vezes, repetir
e adequar o equipamento para as leituras.

Adicionalmente, ap0s o periodo de exposicao del#iGTA com o aerossol seco
de MWCNT, a superficie do liquen e o raspado dtegdoram também observados ao

microscépio eletrénico de varredura (Figura 19)im fle confirmar a deposicao e
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capacidade de internalizacdo dos nanotubos pardedor do liquen, alcancando a

camada de fotobionte.

Figura 19 - Fotomicrografia MEV de nanotubos de cdbono (setas em vermelho) na superficie do
liguen. Em (A) superficie do talo apés a exposic@ MWCNT com o aerossol seco, (B) MWCNT-

COOH disperso em agua, em (C) detalhe da célula datobiote raspado do cortex do liquen e em (D)
detalhe (area do quadrado da imagem C) do nanotulie carbono observado da superficie na célula.
As setas apontam para 0os nanotubos de carbono

Como mostrado na Figura 19 (A), foi possivel olenanotubos de carbono
presos a superficie do talo, confirmando que a ®gfo ao aerossol seco foi efetiva,
resultando na deposicdo dos NTCs. Em B (Fig. 199ssivel notar a agregacdo dos
nanotubos no talo apos a exposicdo aos MWCNT-CO§pesos em aguaeem Ce D
a imagem da célula do fotobionte com um nanotuboadlkono na superficie, apds a
raspagem do cortex.

Varios estudos (Nieboer e Richardson, 1981; BrovBravn, 1991; Nash, 2008)

sugerem que os liquens séo biossistemas efetivagpatencdo de material particulado,
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principalmente devido a presenca de considerapalcesentre as células do fungo e as
da alga (Paoli et al, 2014; Viana et al, 2011) m\igeste fato, a retencdo dos NTCs em
P. tinctorumpode ser devida & composi¢cado quimica da supediwlo, que possuli,
como relatado por Oliveira e colaboradores (20@8ndes quantidades de agentes
quelantes, como atranorina e acido lecandrico. @stars destes acidos foram
visualizados nas amostras expostas (cristais gsias imagens da Fig. 19).

Ao que tudo indica, os nanotubos de carbono digd@ados na forma de aerossol
seco foram retidos no talo, sendo possivel suarn@izacdo. Ja4 os nanotubos
(funcionalizados) disponibilizados dispersos emaafpram observados em camadas
internas do talo, na superficie da célula da #gaternalizacdo das nanoparticulas pelas
células fungicas ou do fotobionte Be tinctorumnéao foi analisada neste trabalho. No
entanto, a capacidade de internalizacdo de nar®®rhacélulas vegetais ja foi descrita
(Liu et al, 2009; Khodakovskaya et al, 2012) e @stutilizando esta mesma amostra de
nanotubos de carbono como carreadores de sequ§éniaas especificas para a inibicdo
da formacao de estruturas fungicas demonstragiadirente, a internalizacao por células

fungicas (Rodrigues, 2009).

5.4.3 Fotossintese

Em ambos experimentos, com MWCNT como aerossol(ggéfico A da Figura
20) e com MWCNT-COOH disperso em agua (grafico BFigura 20), nenhuma
diferenca na eficiéncia fotossintéticaRletinctorumfoi observada, sendo que os valores
de Fv/Fm variaram de 0,525 a 0,638.
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Figura 20 - Efeitos da exposi¢cao a nanotubos de ¢@mo na eficiéncia fotossintética de Parmotrema
tinctorum (média + desvio padrdo, n=6). Em (A) resltados do tratamento a MWCNT e em (B) a
MWCNT_COOH

Estudos com outros organismos fotossintetizanéégtaram que a exposicao a
nanotubos de carbono pode influenciar o rendimguaémtico do fotossistema Il (dado
por Fv/Fm), devido ao efeito de escurecimento ciugela deposicdo de nanotubos na
superficie (Schwab et al, 2011; Pereira et al, p(Brhbora a deposicdo dos nanotubos
de carbono na superficie @ tinctorumtenha sido observada, em nosso estudo, a
eficiéncia fotossintética ndo foi alterada. Prowaemte, como nosso desenho
experimental objetivou um cenario de exposicao mia&mico e realista, a deposicéo de
nanotubos néo foi em quantidade suficiente paraataum efeito de sombreamento do

talo.

5.4.4 Dano de membrana

A membrana do liquen nao teve sua permeabilidiei@da apos 7 e/ou 21 dias
de exposicdo a MWCNT, como mostrado no gréafico Aidara 21. Apesar de nenhuma
diferenca estatistica ter sido observada entranireitos e controles, as amostras expostas
por 21 dias ininterruptos (“chronic exposure”) a@maram 0S maiores valores de
condutividade. Isso pode ser devido a um efeitestisse da técnica transplante, como
reportado por Tretiach e colaboradores (2009 gafgi observado também nas amostras

controle.
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Figura 21 - Efeitos da exposicdo a nanotubos de t&mo na permealibilidade da membrana de
Parmotrema tinctorum expresso como condutividade elétrica média + deswpadrdo, n=6). Em (A)
apos a exposicdo a MWCNT e em (B) a MWCNT-COOH (%estatisticamente diferente do controle)

Com relagédo a exposicdo a MWCNT-COOH (Figura 2),Hduve diferenca
significativa (p<0,05) comparando amostras controle com amostrast&ga 100ug/mL
de nanotubos de carbono e a 100pg/mL de carvaaticontrole positivo). Neste caso,
embora os tratamentos nao apresentem diferengaficsitivas entre si, a condutividade
elétrica aumenta numa relacdo direta com a coraggurde nanotubos de carbono
funcionalizados presentes na disperséao.

A comparacao direta entre os graficos A e B darfigndo pode ser realizada tendo
em vista as diferencas experimentais presentest&nto, sabendo que os liquens séo
organismos poiquilohidricos, onde a disponibilidddégua esta diretamente relacionada
ao seu metabolismo (Honegger, 1991; Kosugi eD8I92Tretiach et al, 2012), é possivel
levantar a hipétese que o tratamento com nanotdaarbono dispersos em agua pode
resultar na ativacdo do metabolismo do liquen.

Quando da hidratacao do talo, Beckett e colaboezdd996), estudand®. tinctorum
demonstraram que aproximadamente 20% da agua éntexta nos espacos
intercelulares, e 5% nos poros da parede celWad). Considerando este padrao de
distribuicdo, a aspersdo das amostras com nanctutégua pode possibilitar um acesso
facilitado dos NTCs aos espacos intercelularesido A acumulacéo deste nanomaterial
nestes espacos associada a resultante ativacadcetddalismo pela agua, pode ter

resultado em danos a membrana celular (nas amesgpastas a MWCNT_COOH).
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5.4.5 Andlise elementar

A andlise elementar dos diferentes extratos cesilanostrou alteragbes na
localizac&o de alguns elementos apds a exposicamaotubos de carbono, significando
que a dinamica do ciclo mineral (conforme desceito Brown e Brown, 1991) foi
alterado pelos tratamentos com MWCNT-COOH.

A Tabela 2 mostra as concentragbes dos elemenis, cgobalto, magnésio,
manganés e zinco nos extratos intracelular e ettiac/parede celular. Célcio e
magnésio apresentaram um padrdo de distribuic@cedie comparando tratamentos e

controle. Nenhuma alteracdo na localizagdo d&,&n*? e Zr?foi verificada.

Tabela 2 - Distribuicdo de elementos quimicos eRarmotrema tinctorumapds tratamentos com
MWCNT-COOH, expresso como valores médios (em mg/mheso seco)

ELEM 0 0.01 1 100 AC
ENT Wall Intracell Wall Intracell Wall Intracell Wall Intracell Wall Intracell
bound ular bound ular bound ular bound ular bound ular

CA* | 015 328 076 034 052 021 073 043 003 021
Co?* | 001 <01 002 <01 002 <01 0.02 <01 0.02 <0.1
MG?* | 0.05 021 0.06 013 0.07 011 007 011 0.06 0.10
MN?% | 0.03 <0.1 004 <01 0.03 <01 003 <01 0.02 <01
ZN?* 0.13 006 012 003 012 003 015 006 0.17 0.03

Sobre o extrato intercelular (fracdo aquosa dasgkws), a concentracao
elementar foi inferior ao limite de deteccdo dantém (igual a 0,1mg/mL para todos os
elementos). O uso de outro método analitico pagaaatificacdo elementar deve ser
considerado para analises futuras.

De acordo com nossos resultados, a localizacaatfee@g? dentro da célula
foi alterada em todos os tratamentos com MWCNT_COBsies ions costumam ser
procedentes da agua de chuva, e dentro do talsu@wsfuncdo estabilizadora e de
estrutura celular, ocupando locais de intercaminico, ligados a parede celular e ao
interior da membrana plasmatica, (Brown e Beckgi84; Brown e Brown, 1991). A
alteracdo das condi¢cdes ambientais conduz a machific da composicdo elementar
quando estdo disponiveis cations com maior afiedadi em concentracéo
suficientemente elevada para deslocar o catiomatigOs ions de fronteira, como ‘€a
e Mg, conforme descrito em Nieboer e Richardson, 1880 elementos mais propensos
a induzirem trocas na estrutura da membrana.
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Nieboer et ali (1979) e Sarret et ali (1998) foeramn dados apontando que o
acido carboxilico e hidroxilo sdo grupos funciorgigs atuam como intercambiadores de
cations na célula. Ou seja, os cations ficam ligadoestes grupos nos locais de
intercambio ibnico; e por alteracfes das condigbasientais acontece a troca do cation
(ou ion de fronteira) por outro — 0 que possivelimesxplica as modificacbes nas
concentracdes de Cae Mg observados apds o tratamento com NTCs funcionalizad

A compreensdo deste mecanismo nos permite Supor agexposicdo a
MWCNT_COOH modificou a composicdo dos locais deericdmbio i6nico (parede
celular e interior da membrana), retirando 6“GaMd'? destes sitios. A presenca, em
grandes propor¢des, dos grupos carboxila e hidraxdl superficie dos tubos pode ter
atuado como “concorrente” aos grupos presentesnea celular.

Estes resultados séo, portanto, condizentes comlesqdescritos sobre os danos
de membrana, suportando a hipotese de que a pelidedd da membrana foi alterada
devido a exposicdo a NTCs o que permitiu a traagle de ions, antes localizados no

interior da célula para o seu exterior.

Considerando que nosso principal objetivo é avaliotencial uso de liquens como
biomonitores, a sensibilidade deste organismo @%gfo é uma questdo essencial.
ParticularmenteParmotrematinctorum é um liquen conhecido por sua sensibilidade a
diversos poluentes (Ohmura et al, 2009), caratisxielacionada a sua natureza foliosa
—onde todo cortex superior esta disponivel patssarcdo de poluentes e sua acumulacao
(Kaffer et al, 2012). As alteracdes da vitalidadesedanos de membrana aqui descritos
sdo resultados que demonstram a sensibilidade elgstaie a exposi¢cdo a nanotubos de
carbono.

A efetiva internalizacdo dos MWCNT nas células dpeén, a relacdo entre a
concentracdo exposta e a capacidade de interr@diza interacdo celular destas
nanoparticulas foram observadas. Ainda, o conhextorda heterogeneidade da amostra
de MWCNT utilizada, em termos de diametro, e pgathente, comprimento, conforme
demonstram os resultados de caracterizacédo, ifitenss questionamentos relacionados
a forma e dose efetivamente internalizada pelagae|

Os resultados aqui descritos, demonstram a hatdidi@P. tinctorumem reter e
internalizar (alcancando a camada de células dubifmite) esta nanoparticula num

cenario realista de exposicao.
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Nosso estudo é o primeiro a reportar a sensib#idddsta espécie a uma
nanoparticula. No entanto, ndo foi observado eféitee-reposta na maior parte dos
resultados, e o limite de detec¢do do método nde pér determinado. A relacdo entre
toxicidade e concentracdo de nanotubos de carpar@mBandaru e Firme (2010), sugere
um limite distinto entre baixa e alta toxicidadeagqdo uma concentracao especifica é
alcancada, dependendo do tipo celular estudadmsAililidade de regeneragdo pos-
exposicdo é também comentada pelos autores. Em estisdo, apesar de obtermos
resultados demonstrando alteracdo na vitalidadefi@éncia da fotossintese, por
exemplo, néo foi alterada. Parece essencial a @angéio dos mecanismos de interacao
celular, do tempo de resposta e da possibilidadegieneracao celular, para a melhor

compreesao do efetivo potencial toxico destas ratiocplas.
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5.5Exposi¢éo do fotobionte isolado, Trebouxia sp, aasotubos de carbono

5.5.1 Crescimento da cultura e quantificacdo darcbla

Os efeitos da exposicao aos nanotubos de carlmoesacimento da cultura do
fotobionte foi inicialmente verificado através degistro fotografico semanal das
culturas. Na Figura 22, como exemplo, é possive¢otar os discos com o crescimento
das algas na primeira e segunda semanas aposagéeuCada disco, de A a E na figura,
corresponde a uma condicdo de exposicdo. Foi pdsgigervar um maior crescimento
nos discos D e C comparando com A e B durante ¢opleriodo de crescimento. Este
padréo foi verificado em todas as replicatas (bext®a repeticdo do experimento partindo

de outra populacéo de algas.

Figura 22 - Diferencas no crescimento da cultura dérebouxiasp apds exposicdo a 100ug/mL de
MWCNT-NH *3; & esquerda placa na primeira semana e a direitaansegunda semana apés
inoculacao. Discos A e B: células re-suspendidas dspersdo de nanotubos antes da inoculacéo (A,
disco de silica, e B, de acetato). Discos C e Dlutgs inoculadas nos discos contendo nanotubos na

superficie (sendo C, disco de silica e D de acefatl: cultura controle no disco de acetato

A quantificacdo da clorofila, neste caso, uma whedindireta da biomassa, foi
realizada apos 21 dias de crescimento. Apesar derddrar variacbes, apenas o
tratamento com 0,0lpg/mL demonstrou ser estatisgoge diferente do controle

(p<0,05), como ilustra o grafico da Figura 23.
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Figura 23 - Efeito da exposicao a nanotubos de carho na quantidade de clorofila de Trebouxia sp
para ambos tipos de exposicdo (MWCNT-NEF re-suspendidos e depositados) e faixa de
concentracao (*, estatisticamente diferente do comtle; ** estatisticamente diferente com similares
do outro tratamento)

A concentracao de clorofila do grupo tratado cermsuspensadC(NT shakenfoi
estatisticamente §®,01) diferente do grupo onde os nanotubos forgmsiadosCNT
depositedl no disco. Ou seja, o crescimento foi alteradadoaas células do fotobionte
foram re-suspendidas direto na dispersao de MWCN¥3\ antes de serem inoculadas
no disco. Este padrdo se repetiu alterando o t@dlisco (de silica ou acetato), e a
populacao inoculada (segunsig). Entretanto, a exposi¢cao nao influenciou a qdadt

de clorofila de forma dose-dependente.

5.5.2 Eficiéncia da fotossintese
A atividade fotossintética ndo foi alterada denfarsignificativa por nenhum
tratamento, como ilustrado pelo grafico da Figuta 2
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Figura 24 - Efeitos da exposi¢éo a nanotubos de ¢mmo na eficiéncia fotossintética d&rebouxiasp
para ambos tipos de exposicdo (MWCNT-NEF re-suspendidos e depositados) e faixa de
concentracao

Nenhuma diferenga estatistica foram encontradas walores de Fv/Fm
comparando tratamento e controle, sendo o valorianéel 0,716 para as amostras
controle e 0,650 para o tratamento de maior corexgi (re-suspenséo). Estes valores
sdo condizentes com outros estudos relacionadésilas deTrebouxia(Tretiach et al,
2012) com atividade fotossintética normal. Embarautro tipo de exposi¢do, grandes
quantidades de nanotubos foram depositados formamdcarea cinza no disco onde se

deu o crescimento celular, nenhuma alteracdo natapftossintético foi observada.

5.5.3 Dano de membrana
Células coradas com Sytox Green e observadas ppaostopia confocal
demostraram dano celular em ambos tipos de expodAchigura 25 mostra imagens de

todos os tipos de exposicao e concentracao.
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Figura 25 - Microfotografia confocal de célulasTrebouxia coradas com Sytox Green e observadas
apos 21 dias de tratamento com 0,01ug/mL (A, D), §(mL (B, E), 100ug/mL (C, F) de MWCNT-
NH+3 e controle (G). Setas brancas, autdsporos, &as amarelas, célula mae com autdésporos

Sabendo que as células com a membrana danificaaia e de verde, na Figura
€ possivel notar que a exposicao a 0,01pg/mL (inege D) teve resultado semelhante
ao controle, e que nas maiores concentractes (mmaBe C e E, F) mais células
internalizaram o corante. As diferencas entre msstde exposicao - NTC depositado e
re-suspendido — ndo sdo claras, no entanto, vasacOm relacdo ao estagio de
desenvolvimento das células danificadas foram ghdas em toda amostra analisada.
As células menores (autosporos) e a célula-maas(sedicativas nas imagens B e E,

respectivamente) apareceram em todas as amostras tipos celulares mais
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danificados. Isso pode ser devido as diferencasspassura da parede celular, pois as
camadas que constituem a parede celularTadouxia ndo estdo completas nos
autésporos e prestes a se romperem (para libesart@sporos) na célula-mée (conforme
descrito por Peveling e Konig, 1985). Desta foresies estagios de desenvolvimento
podem ser mais sensiveis a exposicao. Ainda, fesipel notar sempre a presenca de
células saudaveis entre as células danificadasélskro na imagem F onde em um lado
temos células verdes (danificadas) e no outrojaghkermelhas (saudaveis), mas este
padrédo foi observado em todas as amostras ondesélanificadas foram detectadas.
Ao que parece, o0 ciclo de vida deebouxia ndo foi severamente alterado, n&o

descontinuando a dinamica de desenvolvimento dal@géo.

5.5.4 Biaculumacgédo em Trebouxia

Os estudos de bioacumulacéo - desta vez realizdioges do uso da amostra de
MWCNT funcionalizada com FITC - resultaram em déasximagens. Todas as imagens
tiveram o mesmo tratamento e sdo referentes aofragdacelular. Isto porque a
microscopia confocal varre a amostra em profundidadndo possivel, no tratamento
das imagens, escolher as camadas de interesspetditog a emissédo esperada em 517nm
foi de dificil observacao. A presenca de autoflsoéacia na regiao proxima a 600nm
dificultou a observacédo em diversas amostras, ipairoente nas de 24h de exposicéo.

A emissédo do MWCNT-FITC foi observada e com maisrisidade nas células

menores (autdsporos) e na célula mae, conformermdraa Fig. 26, abaixo.

controle 100pg/mL

Figura 26 - Células deTrebouxiasp expostas por 24h a 100ug/mL de MWCNT-FITC. A esierda,
célula méae do controle tratado com agua e a direiteélulas tratadas com MWCNT. A cor vermelha
indica a emisséo da clorofila a e o verde da amoatde nanotubos de carbono
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Apoés a observacédo de diversas amostras notou-seegigd as aparentes diferencas de
bioacumulacdo entre os estidgios de desenvolvimeetalar - provavelmente
relacionadas as diferencas na formacao da parkdarce® essencial a comparacéo entre
células do mesmo tipo. Isso porque, o comportameaasocélulas € diferente, como é
possivel observar na imagem da direita, com céldgimelhas (emissdo apenas da
clorofila) e células esverdeadas (emissdao do MWENT e da clorofila). A amostra
nunca mostrou-se homogénea, sendo sempre posdigetvar células verdes e
vermelhas.
Células tratadas com a menor concentracdo de MWEINCT (0,01pg/mL)

também demonstraram emissao verde, conforme dera@nbtg. 27.

Figura 27 - Células deTrebouxiasp, em diversos estagios de desenvolvimento, trdées com
0,01pg/mL de MWCNT-FITC por 1h. Cor vermelha indicaa emisséo da clorofila a e a verde da
amostra de nanotubos de carbono fluorescentes
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Apesar de ter sido possivel observar a emissdcadotubo marcado em algumas
amostras, ndo foi possivel detectar um efeito desgoesta, ou inferir sobre o efeito do
tempo de exposicéo na bioacumulacéo. Apesar dammagiio da emissao da amostra de
MWCNT-FITC em 517nm e realizacdo de diversos expemios, a analise por
microscopia confocal dos nanotubos marcados cor® REo se mostrou adequada ao

estudo da biocumulacéao éimebouxiasp, sendo os resultados pouco conclusivos.

Os resultados obtidos com o estudo do fotobiowilads foram condizentes com os
para o liquerP. tinctorum onde, também, danos de membrana foram observaadss,
nenhuma alteracdo da eficiéncia fotossintese. T foram observados efeitos
dose-resposta nos experimentos.

Uma das diferencas com relacao a exposicao damnisgirelacionada a possibilidade
de acompanhar o desenvolvimento da populacdo eruthm periodo de tempo, o que
possibilitou inferir sobre alteracdes no cresciroglt a observacdo das diferencas de
efeitos para tipos celulares diferentes. E possivpbr diferencas de respostas entre as
células inoculadas que iniciaram o crecimento, desivadas destas. Ou seja, apos 21
dias, as células mais danificadas estariam na caraadcontato com o disco, e as
superiores seriam as menos danificadas. Como cofiseiqa, como a analise da
eficiéncia da fotossintese é realizada no disagiot sem alteracdo desta disposicao,
pode ter havido maior contribuicdo das célulaslibadas nas camadas superiores na
emisséao da fluorescéncia medida pelo equipamento.

Para analises futuras seria interessante contemplarmedida quantitativa de dano
de membrana, o estudo dos efeitos em diferentésdosr de exposicdo (partindo do

indculo), além do estudo de estagios de desenvehtircelulares especificos.
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6 Conclusdes

O estudo dos efeitos dos nanotubos de carbono ohaiados e néo
funcionalizados realizados permitem observar gpetencial toxico dos MWCNT pode
estar relacionado a forma de interacdo destas mdimpas com o0 organismo em
guestdo. Observamos que os organismos estudadogycoliqueinizado e a alga isolada,
foram sensiveis aos tratamentos, mas nenhum &fritm pode ser mencionado, nenhum
dano severo ou evento de mortalidade.

Ainda as indicacbes de efeitos sobre o crescimeatecultura de células do
fotobionte, permite extrapolagdes sobre a posddule de um maior efeito negativo na
borda do liguen (onde estédo as células mais joeemgrescimento) e/ou sobre estudos
relacionados a liquenometria, o que pode ser fotenée monitorado.

O desenvolvimento de protocolos de mensuracdo ecghli ambiental de
nanoparticulas € um dos maiores desafios atuaisaade nanoecotoxicologia, € um
limitador do alcance de nossas conclusdes. No entanssos resultados apontam para a
possibilidade de uso dos fungos liqueinizados camganismos-modelo a serem
considerados num contexto de avaliacédo de riscoemtabde nanoparticulas.

Estudos futuros podem contemplar a exposi¢ado gosrs a um periodo de exposicao
mais longo, e com relacdo ao fotobionte, a obséwvalps efeitos de acordo com os
estagios de desenvolvimento celular, compreendgudis as células mais susceptiveis

a danos e a dinamica da populacao.
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8 Anexos

Anexo 1 — Ficha de caracterizacdo das amostras erngpo

Ficha de caraterizagdo das amostras de liquens em campo CHECAR
coordenadas forofito talo direcio de exposigio
numero do altura do
oy i B
espécime s W chis e li:a metrodo | diametro | tam. Lobo oBs
(em) ronco {cm) [em) fem) isidios

cortex inferior negro

teste C+ vermelho
TIRAR FOTO

materiais p coleta
envelope e etiguetas
faca

lupa

trena

regua ou paquimetro

solugao HCl

gps e pilhas

maguina fotog/tripe
prancheta com ficha impressa
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Anexo 2 — Autorizacao para coleta

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de AI.IIOHZEGQO e Inrormat;éo em Blodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fiingico e microbiolégico

Numero: 40244-1 | Data da Emisséo: 02/07/2013 10:59 |

Dados do titular

| Nome: Camila de Oliveira Viana CPF: 062.668.176-67 |

Observagoes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa na1ural ou luridlca aslrangeira GI\'I IDBO ] lonal, que impliq a de recursos humanos e
maleriais, lendo por objeto coletar dados, maleriais, esp e . pecas ] da cultura nativa e cultura popular, presente & passada,

obtidos por meio de recursos e técnicas que se a0 estudo, a difusdo ou @ pesgulsa estio sujeitas a au1orlza§§o do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A aulorizagdo Nao eximira o pesquisador da necessidade de obler oulras anu@nclas, como: 1) do proprietano, amendatario, posseiro ou morador quando as atividades

forem realizadas em drea de dominio privado ou dentra dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizacéo fundidria encontra-se em curso;

Il) da comunidade indigena envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial, quando as de isa foram em terra indigena; Ill) do Conselho de

Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em drea indispensavel 8 seguranca nacional, IV) da itima, quando as

de pesquisa forem executadas em dguas jurisdicionals brasileiras; V) do Departamento Naclonal da Produglo Mineral, quando a pesquisa visar a explorago de
fossiliteros ou a extracéo de fossels; V1) do brpéo gestor da unidade de conservagéo estadual, distrital ou dentre outras.

O malerial bioldgico deveré ser ullizado para atividades cienlificas ou digalicas no Ambilo do ensino superior.

E necessano a oblengio de 1as previstas em outros instr tos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
realizada a

Este nao abl acoleta de , lendo em vista que o Decrelo-Lei n® 221/1967 e o Arl. 36 da Lei n® 9.605/1998 estabelecem a

necessidade de obtencdo de autorizaclo para coleta de vagetals hidrébios para fins ¢ :

A auterizagdo para envio a0 exlerior de material bicldgico ndo consignado deverd serr por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importagdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmblo.gov br/sisbio - menu
Exportacio

Este documento nao & valido para: a) coleta ou porte de espé que nas listas oficiais de espé de extingao; b) ou envio
de material biolbgico ao exterior, ¢) realizacdo de pesquisa em unidade de conservagdo federal ou em caverna; e d) coleta em Areas de Prssewaq&o Permanente
(APP).
ste documento nao dispensa o cumprimento da leg 8990 que dlspﬁs S0Dre acesso a componenia do pai iménia UGHEIICO exislente no termono naclons na
tinental @ na zona dmica , ou a0 assoclado ao ético, para fins de

|| bioprospecgéo e desenvolvimenta tecnolégico. Veja maiores informagbes em www.mma gov.bricgen.

Taxons autorizados

7 Nivel taxondmico | Téaxon(s) |
REINO | Fung |
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Anexo 3 - Ficha de caracterizagdo completa

coleta coordenadas cértex superior cortex inferior medula
rizinas? 1-
cilios? 1 simples, 2-
. bulbado ramificada,
lacina -
, 2- ndao 2a-
. do ou , . .
num bulbado| macula dicotémica,
lobad| tam. - teste K .
ref. , 3- s? isidio tam. 2b- ndo
o? [lobo/| L L. (atrano cor . N
espl data da da adnato| , . . pseudo| abunda | origina Japotéci|] ou . zona | dicotémica, teste | teste
4 S w apice| lacin cor . . rina: zona cor
eci coleta colet ? cifela? | nte, 4- m o? soredi nua 3- C K
redon| a +amare| nua e
me a raro, 5-| quebra o? (mm)| dimérficas,
do ou| (cm) lo)
grande, s? q-
trunc .
6- monomorfi
ado?
pequen cas, 5-
o longa, 6-
curta
1] 10/28/2013}C02 192 15.430432 3JN3o Loba O.4jverde ao Sim, 2, Sim. N3 N3o Soréd]Pos. AnlMarro 3]1,4,5 Branca|Neg. |Pos. Al
2] 10/28/2013]C03 192 15.410432 3INao Loba 0.7]verde ao Sim, 2,4Sim. N3Sim Nada JPos. AnjfMarro 411, 4, 6 BrancalNeg. JPos. Al
3] 10/28/2013}C04 192 15.410432 3 N3o Lobad O.5Jverde 4dNao Sim, 2, 4{N3o N3o Soréd]Pos. AnlMarro 211,4,6 BrancalNeg. JPos. Al
4] 10/28/2013JR0O5 192 15.410432 3INao Loba 0.7]verde ao Sim, 2, §Sim. N3 N3o Nada JPos. AnfMarro 211,4,6 BrancalNeg. JPos. Al
50 10/20/2013}RO5 192 15.410432 3 N3o Lobad 0.7Jverde 4dNao Sim, 2, §Sim. SifN3o Nada JPos. AnjfMarro 211,4,6 Branca]Pos. VJPos. Al
6] 10/30/2013)C20 VER NO GPS N3ao Loba 1jverde ao Sim, 2, Nao Sim Nada JPos. AnfMarro 6]1,4,6 BrancajNeg. |Neg.
71 10/30/2013}C20 N3o Lobad 1jverde dNao Sim, 2,4Sim. SiN3o Nada JPos. AnjfMarro 3]11,4.6 BrancalNeg. JPos. Al
8] 10/30/2013)C20 N3ao Loba 1.1jverde ao Sim, 2, Sim. SigSim Nada JPos. AnfMarro 411, 4, 6 BrancalNeg. JPos. Al
9] 10/30/2013)C20 Frouxa]Lobad O.5Jverde ao N3o Sim. N3 N3o Soréd]Pos. AnlMarro 211,4,6 BrancajNeg. |[Neg.
10] 10/30/2013]C20 N3o Lacin 0.6Jverde dNao N3o N3o Sim Nada JPos. EsyMarro 311,4,6 Branca]Pos.LgdNeg.
11]10/30/2013]C20 N3o Loba 0.9fverde ao Sim, 2, Sim. N3 N3o Soréd]Pos. AnlMarro 311,4,6 Branca|Neg. |Pos. Al
121 10/30/2013]C20 N3o Lobad 1fjverde ao Sim, 2,4Sim. N3 N3o Nada JPos. AnjMarro 411, 4, 6 BrancalNeg. JPos. Al
13]10/30/2013]C20 N3o Loba 1jverde ao N3o N3o N3o Soréd]Pos. AnlMarro 511,4,5 Branca|Neg. |Pos. Al
141 10/30/2013]C20 N3o Lobad 0.9)verde ao N3o N3o N3o Soréd]Po. Amd Marro 6]1,4,6 Branca]Pos. L§Pos. Al
150 10/30/2013]C20 Frouxa|Loba 0.3jverde ao Sim, 2, 4{N3o Sim Nada JPos. AnfMarro 211,4,6 Branca]Neg. [Neg.
16] 10/30/2013]C20 N3o Lobad O.5Jverde ao N3o N3o Sim Nada JPos. AnjMarro 3]1, 2a, 2b, 3,|Branca]Pos. L§Neg.
17} 10/30/2013]C20 Frouxa|Loba 0.7]verde ao N3o Sim. N3 N3o Soréd]Pos. AnlMarro 211,4,6 Branca|Neg. |Pos. Al
18] 10/30/2013]C20 Frouxa|Loba 0.6jverde ao N3o Alguma Ndo Soréd]Pos. AnlMarro 211,4,6 Branca|Neg. |Pos. Al
191 10/30/2013]C20 N3o Lobad O.5Jverde qNao N3o N3o N3o Soréd]Pos. AnlMarro 311, 2a, 2b, 3,|Branca]Neg. |Neg.
20} 10/30/2013]C20 Frouxa|Loba 0.3jverde ao N3o N3o Sim Nada JPos. AnjfMarro 211,4,6 Branca|Pos. L§Amare
21§ 10/30/2013]C20 N3o Lobad 0.6Jverde dNao Sim, 2, Sim. N3 Sim Nada JPos. EsyMarro 311,4,5 BrancaJNeg. |[Neg.




Anexo 4 - Projeto de pesquisa submetido a Fundac&wticario de Conservacao

PROJETO DE PESQUISA

Diversidade de liquens foliosos da Serra do Cipd

Sintese da Proposta A Serra do Cipd, localizada na porcdo sul da Serra do Espinhaco, é famosa por
sua biodiversidade e endemismo, no entanto ainda hoje ndo existem trabalhos publicados
inventariando as espécies de liquens do local. Frente a escassez de informac8es sobre este recorte da
biodiversidade, esta pesquisa tem como propdsito fazer um levantamento das espécies de liquens na
regido. Além de enriquecer o conhecimento da biodiversidade local, estes dados poderdo auxiliar a¢cdes
de manejo do Parque, através da definicdo futura do status de ameaga a extin¢do das espécies, graus
de endemismo, e ainda, ser base para outros trabalhos. A metodologia de trabalho compreendera a
coleta de espécimes, de dados de georreferenciamento e o registro fotografico dos liquens foliosos
encontrados. A identificagdo das espécies sequird modelo classico, mas também incluird a prospeccdo
do material genético, dados estes inéditos no estudo taxondmico deste grupo no Brasil. A identificacdo
das espécies de dara pela caracterizagdo morfoldgica e quimica, sendo que espécimes testemunho
serdo depositados em cole¢Bes cientificas. Complementar a identificacdo classica seré realizada a
identificacdo a partir dos codigos de barras de DNA, gerados a partir de dados moleculares e que
serao depositados na Biblioteca de Codigo de Barras de DNA de Fungos (FungiBrBOL) da Rede
Nacional de Identificacdo Molecular da Biodiversidade Brasileira (BrBOL). Ainda, como forma de
potencializar a acessibilidade ao conhecimento cientifico gerado, propde-se a elaboracdo de uma
plataforma online na qual serdo divulgados os resultados gerados pelo projeto. Este catalogo virtual
deverd conter desde informag8es bésicas sobre a Serra do Cipd e a biologia dos liquens — para o
publico em geral - até a disponibilizacdo de dados mais aprofundados de interesse da comunidade
cientifica e académica.A demonstracdo deste recorte da biodiversidade da &rea vira contribuir em

a¢Bes de conservagdo e na conscientizacdo da importancia de tais agdes.

Justificativa Este projeto se justifica principalmente pela enorme importancia da biodiversidade da Serra
do Cipd no cenario da biodiversidade nacional e a auséncia de publicacbes sobre a biodiversidade
liquénica na regido. Este projeto ainda se justifica pelo pouco conhecimento a respeito da
biodiversidade liquénica mineira e brasileira; pela necessidade de enriquecimento dos acervos dos
herbarios nacionais; pela auséncia de dados de fungos liqueinizados na biblioteca FungiBrBol e o

ineditismo deste tipo de iniciativa em relagdo aos dados da biodiversidade liquénica brasileira, e pela
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necessidade de formacdo de pessoal qualificado em taxonomia de liquens (principalmente em Minas

Gerais).

Equipe
*  Dr. Marcelo P. Marcelli, Liguenélogo do Instituto de Botanica de Sao Paulo (IBot)
» Dr. Aristételes Gbes Neto, Microbiologista (UEFS)
* Lara Ambrosio, Mestranda em Microbiologia (UFMG)
* Raissa Pieroni Vaz, Mestranda em Microbiologia (UFMG)

*  Lucas Perillo, graduando em Ciéncias Bioldgicas (UFMG)

Métodos

Expedicdes de coleta e selecdio de pontos de amostragem

Espécimes de fungos liquenizados do tipo folioso serdo coletados no Parque Nacional da Serra do
Cipd em altitudes acima de 800m, entre os paralelos 19912 - 19°20" S e longitude 43°30" — 43°40" W.
As expedicdes de coleta serdo realizadas bimestralmente ao longo de 18 meses em locais distintos do
Parque, somando um total de 9 pontos de coleta.Cada expedicdo contard com uma equipe composta
por 3 a 5 pessoas e tera duracao aproximada de 5 dias. As coletas para levantamento da biodiversidade
serdo efetuadas de modo intensivo, através de procura ativa por todos os hébitat e substratos
disponiveis numa regido e amostrando-se todas as espécies encontradas.

Os pontos de coleta serdo selecionados a observando a representacdo de todas as formacdes vegetais

da Serra do Cipé.

Coleta

A coleta e preparacdo do material seguirdo métodos classicos em liquenologia, que em resumo

incluem:
»  Registro fotogréfico do espécime ainda no substrato;
» Coleta dos espécimes inteiros sempre que possivel;
» Coleta dos espécimes sem substrato sempre que possivel;
» Acondicionamento e secagem dentro de sacos de papel;

» Elaboragdo de etiquetas completas para cada espécime; contendo inclusive as
coordenadas geogréficas relativas a localizacdo da amostra e o nimero da fotografia.
Dados de georreferenciamento das amostras de uma expedicdo servirdo também para monitorar os

pontos amostrados, impedindo sua repeticdo e auxiliando a selecdo do préoximo ponto.
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Triagem, rotulagem e preparacdo do material para estudo

Apos cada expedicdo, o material coletado passara por um processo de limpeza, triagem e rotulagem.
Nesta etapa, um pequeno fragmento do talo (em torno de 10mg de peso seco), seré separado para a
prospeccdo do material genético. Esta etapa sera realizada nas dependéncias do Laboratério de

InfeccBes Fungicas da UFMG.

IdentificacGo das espécies (método cldssico)

A identificagdo de espécies de fungos liquenizados é feita principalmente através de:

e Detalhado estudo morfoldgico das estruturas vegetativas e reprodutoras (com

estereomicroscopio);

* Detalhado estudo anatomico das estruturas vegetativas e reprodutoras (com

microscopio);

* Anédlise quimica por métodos de coloraggo, microcristalizagédo e fluorescéncia ao
Uv.
Apos as analises morfoldgicas e anatdmicas, a identificacdo de géneros e espécies sera realizada com
0 auxilio de bibliografia técnica. A principal bibliografia taxonémica utilizada na identificacdo é
mencionada em Marcelli et al. (1998) adicionada das dissertagdes e teses produzidas pelo Grupo de
Liquenologia do Instituto de Botanica (IBot) (citadas no “Historico”). Estas analises serdo realizadas apds
cada expedicao, gerando semestralmente resultados parciais relativos a diversidade de liquens de

determinada regido do Parque.

Preparacdo e montagem do material para herbdrio

O material identificado serd, entdo, definitivamente montado e depositado nos herbarios do Instituto

de Botanica (IBot/SP). Duplicatas serdo depositadas no herbario da UFMG.

IdentificacGo molecular das espécies

Apbs cada coleta, os fragmentos dos talos de cada amostra de liquen coletado em campo e separados
na etapa de triagem, serdo submetidos a extracdo do DNA total. A integridade e a concentracdo do
DNA obtidos serdo analisadas utilizando espectrofotémetro e gel de agarose. O DNA serd utilizado
como molde em reacdes para amplificagdo do segmento de DNA que abrange a regigo de cédigo de
barras proposta para a identificacdo de fungos (Schoch et al, 2012). Os produtos obtidos serdo enviados

para seqUenciamento e as seqUéncias serdo submetidas a anélises.
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Andlises dos dados moleculares

No ultimo semestre, as sequéncias obtidas serdo agrupadas com base nos resultados finais da
identificacdo classica (de acordo com a espécie ou morfotipo identificados), para a geragdo do cddigo
de barras. Posteriormente, os codigos de barras serdo depositados na Biblioteca de Codigo de Barras

de DNA de Fungos (FungiBrBOL).

Resultados para a conservagao (1000 caracteres)

N&o existem trabalhos publicados que inventariam a diversidade liquénica da Serra do Cipd. Na
plataforma do Herbério Virtual da Flora e dos Fungos h& apenas 81 registros referentes a fungos
liqueinizados coletados na Serra do Cipd. Grande parte deste nimero corresponde a coletas realizadas
entre 1985 e 1987, dentre as quais apenas 14 apresentam a identificacdo completa, ou seja, 0 nome da
espécie. A outra parte corresponde a amostras coletadas em 2011 e apresentam identificacdo
incompleta. Em relagdo aos dados moleculares, este trabalho é pioneiro no Brasil. Com base nos
resultados deste trabalho sera possivel detectar espécies endémicas e, futuramente, estabelecer o nivel
de ameaca a extincdo de cada espécie encontrada. Ainda, sera possivel acompanhar a comunidade
liquénica local, viabilizando a¢es de biomonitoramento ambiental, dado que os fungos liqueinizados

estao entre os principais bioindicadores de qualidade e de alteragcdo ambiental.

Autorizagdo ambiental A autorizagdo para coleta de material botanico, fungico e microbioldgico foi
obtida junto a SisBIO sob nimero 40244-1.

Para a prospeccdo do material genético, como esta parte do projeto visa complementar a identificagdo
com dados da diversidade genética, observamos que estamos dispensados de autorizagdo junto ao

CGEN (com base no conceito de “acesso ac patrimoénio genético” e conforme a Resolucao 21).

Plano de comunicacgo (Este plano pretende disseminar de forma educativa o conhecimento cientifico
gerado durante a pesquisa. Seré criada uma plataforma online contendo as fotos identificadas, e
informacdes gerais sobre biologia de liquens, até o0 mapa com a localizacdo das espécies encontradas.
Esta plataforma sera desenvolvida no primeiro semestre do projeto, e os dados serdo disponibilizados,
formando o catélogo, assim que obtidos. O langamento do catalogo virtual completo seré feito durante
uma exposicdo fotografica que contard com fotos da publicagdo e outras selecBes que narrem
imageticamente as etapas da pesquisa. Também serdo organizadas oficinas intituladas “Liquens -
Protegemos o que conhecemos” com objetivo de demonstrar a importancia dos liquens para o

biomonitoramento ambiental do Parque, do bioma Cerrado e das cidades. As oficinas serdo destinadas
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a dois grupos: gestores, guardas e educadores do Parque; e estudantes das escolas da rede publica

das comunidades do entorno deste.

Espécies ameacadas N&o existe registro de espécies ameacadas, visto a auséncia de dados sobre a
diversidade deste grupo taxonémico na Serra do Cipo.

Histérico e interfaces do projeto com outras iniciativas Desde 1990 liquendlogos do Instituto de
Botanica vem trabalhando ativamente no levantamento de algumas areas e/ou grupos taxondmicos,
produzindo varios trabalhos (Marcelli 1998, 2002; Benatti et al 2013; Kitaura e Marcelli2013; Jungbluth
et al2013). Em Minas Gerais, sdo pontuais os trabalhos relacionados a fungos liqueinizados, tanto sobre
levantamentos floristicos quanto ao uso destes organismos como biomonitores (Viana et al 2011; Vaz
2012). No ano passado, uma expedicdo de coleta foi realizada da Serra do Cipd, como parte da tese
de doutorado de Camila de Oliveira Viana, onde foi coletada uma espécie de liquen para realizagdo
de experimentos de biomonitoramento,. e observada, pelo registro fotografico, a diversidade de
liquens da regido do Alto Palécio da Serra do Cipd. Desta forma surgiu a ideia de realizar um

levantamento no local.
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O biomonitoramento utilizando fungos liqueinizada®alizado desde o século XIX, sendo uma
alternativa vantajosa e complementar a outros tieasonitoramento da qualidade do ar. Neste
contexto, o conhecimento da comunidade liquén&ém de apresentar importancia ecoldgica —
na conducdo de estudos de biomonitoramento famgeescindivel. No Brasil, 0os principais
géneros utilizados como biomonitores da qualidameard sGoParmotremae Canoparmelia
(Parmeliaceae, Ascomycota). O presente estudoctawe objetivo relatar a ocorréncia desses
géneros no bidtopo Cerrado da Estacdo EcologitH-84G e o desenvolvimento de um método
para identificacdo em campo. A selecdo das amofdrasalizada a partir da observacao de
caracteristicas morfologicas especificas destesrgérotografias, dados relativos a localizagéo,
luminosidade, caracteristicas do forofito e parémseiorfologicos e quimicos do talo foram
observados em campo e anotados na Ficha de Idegéiti desenvolvida. Posteriormente, a
identificacdo dos morfotipos foi realizada com &iko de chaves de identificacdo presentes na
literatura e consulta a especialistas. Foram gt 7 morfotipos diferentes, de modo que os
morfotipos mais frequentes fora@anoparmelia crozalsiané21,9%) eParmotrema tinctorum
(9,8%). Os morfotiposParmotrema sp7 Myelochoroa lindmannie Morfotipo Il (ndo
identificado) obtiveram frequéncia de 4,9% cada Ws demais morfotipos obtiveram
frequéncias iguais (2,5% cada). Houve uma predamiad@lo géner®armotremg43%) seguido

do génerd&Canoparmelig31,7%), os morfotipos restantes somaram 24,3%mastras. A Ficha
de Identificagdo elaborada gerou bons resultadesnipndo a identificagdo dos géneros de
82,9% das amostras. Resultados como estes sdartkegralia, visto que, ndo existem trabalhos
inventariando a comunidade liquénica do local, atfsrdarem subsidio a futuros estudos de
biomonitoramento.

Palavras- chave Fungos liquenizados, BiomonitoramerfarmotremaCanoparmelia
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Physiological Effects of Carbon Nanotubes Exposuri@ a Lichen Photobiont
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The potential of nanotechnology to bring benefitentany areas of research, industry and health
has been largely recognized, which explains thesase in investments by governments and
businesses all around the world. New materialsrembproducts are introduced, increasing the
source of engineered nanoparticles to the envirohménen very few data on the environmental
impact and/or ecotoxicology are available. In tistsidy we analyzed the effects of a
functionalized multiwalled carbon nanotube (-MWCN®n a lichen photobiont, as a first
contribution in a project aimed at verifying thetgrtial use of lichens as biomonitors of carbon
nanotubes (NTC) aerosols. The coccoid green @lgdouxiasp., isolated from the lichen
Parmotrema perlatunjHuds.) M. Choisy and cultured in axenic condiipwas exposed to f-
MWCNTs under two interaction conditions — re-sugfeghin a nanotube dispersion before
inoculation and inoculated on acetate or glass fiises containing nanotubes on the surface — at
0.01, 1.0 and 100 pg/mL. After the inoculation, thétures were maintained in a growing
chamber for 21 days at optimal conditions in clogetti dishes, on solid 3 Nitrog@dhrebouxia
medium, together with controls, i.e. other cultuobsained from the original liquid suspension,
not exposed to -MWCNT. The following parametersravenonitored: i) growth (at six-day
intervals, by taking color photographs with a Nikooolpix 8400 digital cameralij) chlorophyll
content (spectrophotometrical readings of DMSO erextracts),iii ) chlorophyll a fluorescence
emission of dark- and light-exposed samples (by n®eaf a pulse-amplitude-modulated

fluorimeter Mini-PAM; Walz, Effeltrich, Germany)i\) membrane damage (Sytox Green S-7020
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stained cells observed with a confocal laser scanmiicroscope C1-si, Nikon, Tokyo, Japan).
The presence of carbon nanotubes on the surfdoatotypes of discs did not affect the cultures
of Trebouxia spOn the contrary, those derived from algae re-soded in the CNT dispersions
had lower chlorophyll content than the control, andst of their cells showed consistent
membrane damage, although the photosynthetic &fftgi expressed by the/lk, ratio, was not
significantly affected. Surprisingly, no dose-deghemt response was observed comparing the 3
different concentrations. The environmental imglmas suggested by these results are shortly

addressed also on the basis of the most recerdtlite.
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Since their discovery, carbon nanotubes (CNT) uses have been extensively explored. CNT are already being
used as cement composites and it is possible to buy a tennis racquet made from composites containing
carbon nanotubes. Being its release in all environment compartments a reality, where its fate and behavior
are largely unknown, this study aims to start an investigation on the use of lichens - classical indicators of
atmospheric pollution - as potential biomonitors of carbon nanotubes aerosols. In this preliminary study, we
analyzed some ecotoxicological effects of a functionalized multiwalled carbon nanotube (MWCNT-COOH)
on foliose lichen specie. Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale thallus were carefully transplanted to an open
top chamber and exposed to 0.01, 1.0 and 100 ug/mL of MWCNT-COOH water dispersion. Samples were
treated daily during 15 days, with positive (activated carbon) and negative (water) controls. So far, the
chlorophyll a fluorescence emission of dark- and light-exposed samples (by means of a pulse-amplitude-
modulated fluorimeter Mini-Pam) and electrical conductivity (measured using a digital conductometer) were
analyzed. No dose-dependent response was observed comparing the 3 different concentrations. A
significative increase on ion leakage from the high concentration and positive control was observed. The
photosynthetic efficiency, expressed by the F./Fn ratio, was not affected. These results are in agreement
with a previous study concerning the lichen photobiont responses to MWCNT exposition. Further steps will
comprise the investigation of membrane damage causes and CNT cellular uptake and location inside the

lichen thallus.
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Abstract

Nanotechnology based consumer products containing different types of nanoparticles are growing very rapidly. The
applications expand while little is still known about the environmental impact and/or ecotoxicology of nano-sized
nanoparticles. In this study we analyzed the effects of a functionalized multiwalled carbon nanotube (f-MWCNT) on a
lichen photobiont, as a first contribution in a project aimed at verifying the potential use of lichens as biomonitors of
carbon nanotubes (CNT) aerosols. The coccoid green alga Trebouxia sp., isolated from the lichen Parmotrema
perlatum (Huds.) M. Choisy and cultured in axenic conditions, was exposed to -MWCNTs under two interaction
conditions — re-suspended in a nanotube dispersion before inoculation and inoculated on acetate or glass fiber discs
containing nanotubes on the surface — at 0.01, 1.0 and 100 pg/mL. After the inoculation, the cultures were maintained
in a growing chamber for 21 days at optimal conditions in closed petri dishes, on solid 3 Nitrogen Trebouxia medium,
together with controls, i.e. other cultures obtained from the original liquid suspension, not exposed to -MWCNT. The
following parameters were monitored: (i) growth (at six-day intervals, by taking color photographs with a Nikon Coolpix
8400 digital camera), (ii) chlorophyll content (spectrophotometrical readings of DMSO crude extracts), (iii) chlorophyll
a fluorescence emission of dark- and light-exposed samples (by means of a pulse-amplitude-modulated fluorimeter
Mini-PAM; Walz, Effeltrich, Germany), (iv) membrane damage (Sytox Green S-7020 stained cells observed with a
confocal laser scanning microscope C1-si, Nikon, Tokyo, Japan). The presence of carbon nanotubes on the surface
of both types of discs did not affect the cultures of Trebouxia sp. On the contrary, those derived from algae re-
suspended in the CNT dispersions had lower chlorophyll content than the control, and most of their cells showed
consistent membrane damage, although the photosynthetic efficiency, expressed by the F./Fm ratio, was not
significantly affected. Surprisingly, no dose-dependent response was observed comparing the 3 different
concentrations. The environmental implications suggested by these results are shortly addressed also on the basis of
the most recent literature.

Keywords Carbon Nanotubes, Lichens, Trebouxia

Introduction

The potential of nanotechnology to bring benefits to many areas of research, industry and health has been largely
recognized, which explains the increasing investments by governments and businesses all around the world. In 2012,
the worldwide carbon nanotubes (CNT) production was estimated in 1000ton/year [1]. New materials and nanoproducts
are being introduced, increasing the source of engineered nanoparticles to the environment. Since their discovery in
1991 [2], carbon nanotubes uses have been extensively explored. CNT are already being used as fillers for plastic
panels to dissipate charge during spray painting, in electrodes of lithium ion batteries, and is also possible to buy a
tennis racquet and bicycle frames made from composites containing CNT [3]. As a consequence of their structure and
composition, some important characteristics of these nanoparticles are hydrofobicity, a very high surface area, and the
ability to penetrate plant cells [4,5]. Nevertheless, little is still known about their environmental impact and
ecotoxicology. Studies concerning carbon nanoparticles effects on aquatic organisms, as algae and invertebrates, and
on higher plants have been published so far [6,7,8,9,10] with very controversial results. Positive effects as growth
inducement [5,7] and also negatives effects as reduction of photosynthetic activity and cell death [8,9] are reported.
Therefore, is a questionable matter whether those effects are secondary or indirect, due to agregates formation and
acumulation on cellular surface [8,9,10,11].

Thus, being the release of CNT in all environment compartments a reality, where its fate and behavior are largely
unknown, this study aims to start an investigation on the use of lichens - classical indicators of atmospheric pollution -
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as potential biomonitors of carbon nanotubes aerosols. As a first contribuition to this project, a lichen photobiont - the
coccoid green alga Trebouxia sp., isolated from the lichen Parmotrema perlatum (Huds.) M. Choisy - was exposed to
functionalized multi-walled carbon nanotubes (-MWCNT). The goals of this work were therefore to measure the CNTs
effects in terms of chlorophyll content, membrane damage, growth and photosynthetic activity. This report is the first
to describe the physiological effects of carbon nanotubes in a lichen photobiont.

Materials and Methods

Nanomaterials. Pristine multi-walled carbon nanotubes, MWCNT, purchased from Nanostructured & Amorphous
Materials Inc., Houston, TX 77084, USA were 95% pure, with outer diameters between 20 and 30 nm, and lengths
between 0.5 and 2 um. In order to make the MWCNT soluble in water, the functionalized MWCNT-NHs* (Fig. 1) was
prepared through.... Sample characterization was performed through ...

Biological material. The coccoid green alga Trebouxia sp was isolated from the lichen Parmotrema perlatum (Huds.)
M. Choisy according to Yamamoto, 2002. After the isolation, photobiont cells were inoculated in petri plates containing
solid 3 Nitrogen Trebouxia medium and maintained in a growth chamber at 20 °C, under a 14-h/10-h light/dark cycle
(lighting conditions: 20 pmol m-2 s-1).

Exposure set up. The algae cells were exposed to MWCNT-NHs* under two interaction conditions — re-suspended in
a nanotube dispersion before inoculation and inoculated on acetate or glass fiber discs containing nanotubes on the
surface —at 0.01, 1.0 and 100 pg/mL. For the first type of interaction, a solution containing CNT dispersions plus algae
re-suspension were prepared for each concentration and left for 1h under constant shaking (120 rpm). The pH was
measured before and was not altered. Then, part of this solution was inoculated on ‘clean’ acetate or glass fiber discs
through vacuum filtration. For the second type of interaction, the CNT dispersions were previously deposited on the
discs surface through vacuum filtration (essential to obtain a homogeneous distribution), and left to dry inside a sterile
hood at room temperature and under UV light. Then, part of the algae suspension (without CNTs) were inoculated on
these discs. The algal density of the inicial re-suspension filtrate on both discs and types of exposition calculated using
a sedimentation chamber was equal t01.8 x 105 cel/mL. All these inoculation and re-suspension procedures were
performed inside a sterile hood, and every material was previously autoclaved at 121°C for 15 min to avoid
contamination. After the inoculation, the discs — one acetate and one glass fiber for each type of interaction - were
maintained inside a growth chamber for 21 days at optimal conditions in closed petri plates, on solid 3 Nitrogen
Trebouxia medium, together with controls, i.e. other cultures obtained from the original liquid suspension, not exposed
to MWCNT-NHs*. All physiological analyses were performed after 21 days. Each treatment was replicated six times.

Growth. Monitored at six-day intervals, by taking color photographs with a Nikon Coolpix 8400 digital camera attached
to a stereomicroscope and with a Canon PowerShot S5IS.

Chlorophyll content. The discs were directly extracted in the dark for 1 h at 65°C in 1.5 mL of dimethyl sulfoxide
(DMSO). After cooling to ambient temperature and centrifugation at 10,0009 for 20 min at room temperature, the
absorbance of the extract was determined at 750 nm with a spectrophotometer to ensure that turbidity was always less
than 0.01. The absorbance of the extracts was then read at 665, 649 and 480 nm to assess chlorophyll content and
the total carotenoids (Wellburn 1994). To utilize the linear portion of the response curve, extracts from discs with very
high cell densities (absorbance at 665 nm higher than 0.8) were diluted with fresh DMSO to fall into the absorbance
range 0.2-0.8. To calculate the concentration (expressed in yg mL-") the equations of Wellburn (1994) were used.

Photosynthetic activity. Chlorophyll a fluorescence emission (ChlaF) of dark- and light-exposed samples was
measured by means of a pulse-amplitude-modulated fluorimeter Mini-PAM; Walz, Effeltrich, Germany. Measurements
were taken on discs that were removed from the agar, cuted in a halph and kept inside a Petri plate covered with humid
paper upon a microscopy glass, in order to avoid desiccation stress. Every Petri containing a disc were dark-adapted
by covering them, completely, for 30 min with a piece of black velvet. The measuring fiber optic (length: 100 cm; active
diameter: 5.5 mm) was positioned at 90° over the sample with the aid of a clip covered with a black neoprene ring 1
mm thick. The minimal Fo and maximal (Fm) fluorescence values were registered in dark-adapted samples as well as
the maximum quantum yield (Fv/Fm), which characterizes the potential quantum efficiency of photosystem Il (PS II).

Membrane damage. Sytox Green S-7020 stained cells observed with a confocal laser scanning microscope C1-si,
Nikon, Tokyo, Japan. Discs were gently removed from the agar, pieces of a quarter were cut and placed on a
microscope glass and dark incubated for 15 min with 30 pL of 5uM Sytox Green dead cell stain S-7020 water solution
(Molecular Probes, Eugene, OR) in a closed Petri dish lined with absorbant paper soaked with distilled water. Each
glass slide was immediately observed with a confocal laser scanning microscope (C1-si, Nikon, Tokyo, Japan)
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equipped with an argon ion laser exiting at 488 nm. Signal from the excited dye was acquired through a 515/30 nm
band-pass filter, while emission of chlorophyll autofluorescence was acquired through a 650 nm long pass filter. The
intensity of the laser was set at 30%. Acquisitions were elaborated with the Nikon EZ-C1 FreeViewer software (Nikon,
Tokyo, Japan) and with the freeware suite ImageJ (National Institute for Health, Bethesda, MD). This method allows
the determination of cell viability, because Sytox Green will not cross intact membranes, but will easily penetrate
compromised membranes and binds the nucleic acids becoming fluorescent, with a maximum emission at 523 nm.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using non-parametric Mann-Whitney test, where values of P
< 0.01 were considered significant. Each treatment was replicated six times. Data are presented as mean + SD
(standard deviation).

Results and Discussion

Preliminary observations at the optical microscope have shown the CNT agglomerates closely attached to the algae
cells in aqueous suspension. This ‘close contact’ was expected because it was observed in other studies regarding
algae and CNT exposition [8, 14], but also because the formation of clusters is a particular characteristic of Trebouxia
sp cells. Previous studies have demonstrated “indirect effects” caused by the formation of this type of algae-CNT
agglomerates [8]. It is important to mention that different from the already studied algae, Trebouxia sp is an aerial alga,
which grown in solid media. In this sense, it was possible (and rather logical considering the “lichenized alga”) to expose
it to the MWCNT in two different ways - deposited, simulating a contact due to a deposition event, and re-suspended
in an aqueous dispersion. Thus, it was expected to observe differences on the physiological responses regarding the
concentration range and type of exposition, even though after this previous observation of the algae-CNT agglomerates
in different concentrations.

CNT analysis

Growth and Chlorophyll Content

The CNT effects on growth were first verified by taking photographs records every week. In Figure 1 is possible to
observe that the discs on the left side of the Petri present, clearly, less cellular amount than the ones on the right side.
This pattern was verified for all three concentrations tested. The algae that was re-suspended inside a CNT dispersion
(discs A and B) grow in a smaller rate than the one inoculated on the discs containing CNT on their surface (C and D).

Fig. 1 - Differences on growth rate of Trebouxia sp culture exposed to 100ug/mL of MWCNT-NHs* observed on the second week
after inoculation. A, B: cultures re-suspended in the CNT dispersion before inoculation (A, glass filter and B, acetate membrane). C,
D: cultures inoculated on filters/membranes with CNT previously deposited on the surface (being C, glass filter and D, acetate
membrane). E: control culture on acetate membrane, not exposed to CNT.

The chlorophyll content analysis, which in this case, is an indirect measure of the culture biomass, was measured after
21 days of growth and confirmed the previous observations, as shown in Figure 2.
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Fig. 2 Effect of carbon nanotubes exposure on chlorophyll content of Trebouxia sp cells for both types of exposition and CNT
concentration range.
CNT exposition did not influence the chlorophyll content in a dose-dependent manner. Nevertheless, a notable effect
on the chlorophyll content was observed comparing both types of exposition: cells that were re-suspended inside a
CNT dispersion have less chlorophyll content than the cells that were inoculate on a filter containing CNT on acetate
membrane surface. The same pattern was observed for the glass filter and for a different set of samples using a
different alga population.

Photosynthetic activity

The photosynthetic activity was not significantly altered by any treatment. No statistical differences were found on the
Fv/Fm values between the exposed and control samples, being the average in the controls equal to 0.716 and for the
re-suspended samples exposed to the highest concentration 0.650 (Fig.3). This values show agreement with previous
studies regarding healthy Trebouxia sp cells [15]. Although a visible shadow was created when depositing large
amounts of CNT on the filter’s surface (it turned to a gray color), unexpectedly, this disturbance did not seem to alter
the efficiency of the photosynthetic apparatus. Another hypothesis is related to Trebouxia sp cells ability to recover
from an earlier stress condition. As this is an analyses of a population that developed for 21 days, this results may be
also related to the population dynamic.
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Fig. 3 - Effect of carbon nanotubes exposure on photosynthetic efficiency of Trebouxia sp cells for both types of exposition and
CNT concentration range
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Membrane damage

Histochemical observations performed through confocal microscopy of Sytox Green stained cells shows membrane
damage in both exposition types. In Figure 4 is possible to notice that Trebouxia sp cells exposed to 0.01ug/mL (images
A and E) presented almost no damage, images are very similar to the control (image H). At the medium and highest
concentration (images B, C and F, G) the green stain was internalized demonstrating membrane damage. Differences
between the exposition type — CNT deposited and CNT re-suspended - are not clear, although variances were
observed accordingly to the cell developmental stage in every sample analyzed. The smaller cells (autospores) and
the mother cell (arrows in images B and E, respectively) appeared in all samples as cell types more damage. This is
probably due to the differences on cell wall thickness, as the layers that constitute Trebouxia cell wall are not completely
formed in the autospores and about to break (o liberate the austospores) in the mother cell (see more information in
Peveling and Konig, 1985). In this sense, these developmental stages are more sensible to effects related to
aggregates formation, or mechanical contact, for instance. Also, it was possible to observe a remarkable presence of
healthy cells among the damaged group. This is clear in image F (Fig. 4) where in one side we have the green and
damage cells and in the other the red and healthy ones, but this pattern was observed in all samples where damaged
cells were presented. It appears that Trebouxia’s lifecycle was not discontinued and, as mentioned before, the
population dynamic was not severely harmed.

IND Tw/BrlL0°0 CNT re-suspended CNT deposited

J-- - E

[043u09
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Fig. 4 - Confocal Images of Trebouxia sp cells stained with Sytox Green S-7020 observed in 21 days after treatments with
0.01ug/mL (A, D), 1 pg/mL (B, E), 100 pg/mL (C, F) of carbon nanotubes dispersions and in the control (G). Image B, arrows:
free autospores. Image E, yellow arrow: mother cell with autospores.

Conclusions

Changing the exposition pattern, substrates and concentration of CNT available to the algae cells the present work
investigates the functionalized carbon nanotubes effects on a lichen photobiont. In summary, we showed that the
effects of -MWCNT on Trebouxia sp (isolated from P. perlatum) can be related with the condition that this nanoparticle
interacts with the cell. Negative effects as reduction of growth, chlorophyll content and membrane damage are reported.
Nevertheless, no dose-response effect was observed and the photosintetic activity was not affected in both exposure
sets (deposition and re-suspension).

Although some negative effects were observed in this study, the functionalised multiwalled carbon nanotubes did not
damage some of the main physiological functions of Trebouxia sp cells, being the alga population able to recover from
the negative effects described here.
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Abstract. Carbon nanotubes (CNT) is one of the more abundant nanomaterial produced in the world.
Therefore, it is desirable to access the effect of its presence in all environment compartments. This study
aims to verify the potential use of lichens - classical atmospheric pollution indicators - as biomonitors of
carbon nanotubes aerosols. In order to examine cause-effect relationships preserving environmental
microclimatic parameters, the lichen Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale was transplanted to open top
chambers where aerosols of CNT were daily added. Physiological parameters such as: cell viability,
photosynthetic efficiency, cell permeability as well as nanoparticle internalization were assessed.

Carbon nanotubes exposure led to reduction on the cell viability of Parmotrema tinctorum. The treatment
with 100 pg/mL of MWCNT-COOH resulted in an intracellular ion leakage, probably due to changes in
membrane permeability. No alterations on photosynthetic efficiency were found and carbon nanotubes
entrapment and internalization into the lichen thallus were observed. Short term exposition of CNT produced
measurable physiological changes in Parmotrema tinctorum lichen. This point out the possibility to use
lichens as models to assess the environmental impact (air related) of engineered nanomaterials. The long
term effects of CNT exposition are still to be accessed.

Keywords. Lichens, nanoecotoxicology, ecotoxicology, carbon nanotubes
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Introduction

Due to the innumerable application possibilities, the production and commercialization of nanomaterials is
increasing. The responsible use of this technology requires a better understanding of the nanomaterial life
cycle and therefore, generates the necessity of the development of assessment protocols for environmental
impact '. The potential environmental, health and safety (EHS) impacts of the technology are however, not
yet well-established 2 2. One of the main challenges in nanoecotoxicological research is the choice of
organisms and endpoints to be assessed in a realistic scenario® 4. To this date, several reports5 ¢ 7 have
been published focusing on the nanoparticles effects on aquatic organisms. Cytotoxicity due to
nanomaterials is also well described, but there is a lack of data describing the effects of nanomaterial air
exposition in the biota.

Carbon nanotubes are virtually weightless and able to stay for a long time in the air, generating aerosols
with high potential of dispersion and therefore, increasing the chance of exposition 3. Atmospheric exposure
experiments (essential for inhalation studies, for instance)? is particularly challenging due to technical
difficulties and cost involved in simulating real-life exposures.

Aiming in the development of environmental risk assessments models, we investigated the effects of carbon
nanotubes aerosols in lichens, classical biomonitors of atmospheric pollution. Having its first publication
date to 1866 (Nylander), lichen forming fungi were theme of several 101112 hiomonitoring studies, being
recently subject of an international standard protocol for enviromental exposure '3. Lichens are symbiotic
organisms where a photosynthetic partner (green algae or cyanobacteria) and a mycobiont (usually an
ascomycete) live together as a unique morphology called thallus. Lichens are the model of choice to assess
atmospheric condition, mainly, due to their nutritional air dependence and absence of excretory
mechanisms. Two approaches are applied when lichens are used as biomonitors: the “active” - through
transplant techniques - or through a “passive” survey - using data on the lichen community diversity in a
determined area. The lichen transplant technique, selected for this study, is commonly used to assess
biological effects of atmospheric contaminants. It is a versatile tool that can be applied in different exposure

scenarios with a multitude of contaminants, evaluating physiological changes resulting from exposure.
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Our main objective was to analyze the possible use of this organism as a biomonitor of carbon nanotubes
aerosols. The goals of this work were: to measure CNTs effects in terms of lichen cellular viability, membrane
damage and photosynthetic activity. This report is, as far as we know, the first to describe the physiological

effects of carbon nanotubes in lichens.

Materials and Methods

Lichen sampling and preservation. The epiphytic foliose lichen Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale was
selected for this study because of its good availability, well stablished use in biomonitoring studies '2(Kaffer
etal, 2012...) and easiness harvest and identification. Sampling was carried out at Serra do Cipd National
Park (19°15'S and 43°33'W), far from known pollution sources, on October 2013. Whole thalli, measuring
7-10 cm of diameter, were detached from the substratum using a stainless steel knife. The material was put
inside paper bags, to avoid mold formation, transported do the laboratory and carefully cleaned from foreign
material and contaminants. Each thalli was divided (radial cuts) using a porcelain palette knife into 7-9
sections, with similar size and weight (approx. 40mg and 5¢m?). Seven experimental groups containing at
least five samples were formed (each group containing a section of each specimen), and kept inside Petri
plates for 16h to dehydrated over silica gel. The Petri plates were then sealed and placed in plastic bags
and the air was removed. Samples were kept at -20 ° C until the experiment execution.

Multi-Walled Carbon Nanotubes. Multi-walled carbon nanotubes (97.5 % pure, with outer diameters
between 10 and 30nm, and lengths between 10 and 60 um) were synthesized by chemical vapour deposition
using Fe, Co and MgO as metallic catalysts and ethylene as carbon precursor, under atmospheric pressure
and temperatures between 600-1000° C at the Nanomaterials Laboratory at UFMG. In order to make the
MWCNT soluble in water, -COOH moieties were generated in 100mg of the pristine nanomaterial by heating
in a microwave oven during 30min, in 5 min cycles in an 1:1 mixture of H.SO4#/HNO; (adapted from Datsyuk
et al, 2008). After functionalization, the mixture was cooled at room temperature and washed, through
centrifugation and filtration, until a neutral solution was reached. The solid product was dried in an oven at
80 °C for 24 h. Sample characterization was performed through scanning electron microscopy (SEM),
Raman spectroscopy and thermogravimetric analysis (TGA). SEM images were obtained in a FEI scanning

electron microscope fitted with a cannon FEG (Field Emission Gun), model Quanta 200. Raman data was
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acquired using an Andor Technology Sharmrock Sr 303i spectrometer in the backscattering configuration,
trough a 60x immersion oil objective. The light excitation was provided by a 561.4 nm He-Ne laser source.
For the thermogravimetric characterization data the equipment model SDT2960 from TA Instruments (USA)
was used.

Preliminary assessment - Cell viability. A preliminary exploratory experiment was conducted by
transplanting lichen samples, kept in the laboratory at ambient temperature, daily treated for 3 days with 9
different concentrations of MWCNT-COOH water dispersions — 0.001 to 100ug/mL - and a water control.
After the exposure period, the samples were rapidly washed with 5mL of distilled water. Then, the superior
cortex (always from the thallus edge), was carefully removed using a stylet'2.

Photobiont cells (located in the superior cortex) were stained using Neutral Red and live, dead and
plasmolyzed cells were counted 5. Neutral Red is a non-fluorescent dye that passes through intact plasma
membranes becoming accumulated in the cytoplasm. In contrast, dead cells report no uptake 6. Then, the
IVF (Index of Photobiont Vitality) was calculated as described in Kaffer et al (2012), applying the formula
IVF = [V(P1/2)IM(P1/2)] where, V= number of live cells, Pl = number of plasmolyzed cells and M = number
of dead cells.

Open top chamber exposures. In order to examine cause-effect relationships in a more realistic
environmental approach, the lichen samples were transplanted to open top chambers (OTCs). Two
exposure set ups were performed, one using a functionalized carbon nanotube sample (MWCNT-COOH
dispersed in distilled water) and another using the pristine nanomaterial (MWCNT as a dry aerosol). For the
first set up, lichen thallus were carefully placed inside an open top chamber and daily sprayed with 0.01, 1.0
and 100 pg/mL of MWCNT-COOH water dispersion. Samples were treated during 15 days, together with
positive (activated carbon at 100 pg/mL) and negative (water) controls.

For a second set up, lichen samples were exposed to an enriched atmosphere of 0.01, 0.1 and 0.5 gr of
MWCNT per m3during 7 days; and, another group was continuously treated during 21 days. These samples
were exposed in an open top chamber coupled with a suspension unit where CNT were daily added. In a
second chamber, control samples were kept in the same environmental conditions.

The OTCs were made of a translucid material, and comprises the exposure chamber, the ventilation system

and the chamber’s top, as show in Figure 1. The exposure chamber is the OTC’s main structure, where the
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lichen samples are placed. A ventilation system directly connected to this chamber continuously provides
fresh air. The suspension unit, specially developed to this work, is connected by a tube to the OTC'’s
ventilation system. This unit has a metallic structure with a cilyndrical air turbine inside, a tube for the carbon
nanotubes entrance and another tube for the formed aerosol exit.

All samples were placed facing south, as they normally grow in the field, and the treatment occurred early
in the morning, when a higher relative humidity is observed. Temperature and relative humidity were
monitored inside both chambers and double-sided carbon microscopy tapes were placed inside the OTCs
(i. e., side the lichen samples) to confirm CNT approach and distribution inside the chamber. Scanning
Electron Microscopy images were taken from the thallus surface and shaved cortex after the exposure.
Considering its relevancy in an environmental risk assessment context, this experimental design aimed to
simulate a more realistic dry exposition event. After each treatment, cell membrane damage, cellular location

of target elements and photosynthetic efficiency were analyzed as follows.
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Figure 5 — Image of open top chamber (OTC) coupled with suspension unit

Cell membrane damage. Damaged membrane cells had its permeability altered, resulting in electrolyte
leakage, mainly K*ions. To verify the integrity of the lichen cells membrane, a piece of the lichen thallus was
submerged in 25 mL of deionized water, kept in agitation for 1h (at 20° C) and the variation of electrical

conductivity was measured (adapted from Munzi et al, 2009).
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Cellular location of target elements. The cellular location and concentration of Ca, Co, Fe, Mg, Mn and
Zn was determined using the sequential elution technique adapted from Brown and Brown (1991) and
Figueira et al (1999). The distribution patterns of essential elements is a way to assess lichens’ physiological
condition. The water used for the membrane permeability protocol was stored for elemental analyses to
estimate the soluble fraction present on the lichen surface. Samples were dry at 80° C for 16h, and the dry
weigh was determined. Then, the intact thalli were continuously agitated in 5mL of NiCl, (20mM) solution
for 30min, in order to remove the elements bound to the cell wall. To determine the elemental composition
of the intracellular fraction, samples were agitated in 5mL of HNO3 (1M) solution for 3-4h until complete
digestion. All the three fractions — water, NiCl, solution and HNO3 solution — were analysed through ICP-
AES at the Atomic Spectroscopy’s Laboratory at CDTN-Brazil to quantify the target elements.
Photosynthetic efficiency. Chlorophyll “a” fluorescence emission (Chl,F) of dark-exposed samples was
measured by a pulse-amplitude-modulated fluorimeter Mini-PAM; Walz, Effeltrich, Germany. The maximum
quantum yield (Fv/Fm), which characterizes the potential quantum efficiency of photosystem Il (PS 1), was
measured on dark adapted thalli that had been maintained for 48h inside Petri plates covered with humid
paper upon a microscopy glass, in order kept the samples fully hydrated, avoiding drought stress.
Statistical analysis. Statistical analysis was performed using One Way Repeated Measures Variance
Analyses of Variance (ANOVA) at Sigma Plot 13 Software, where values of P < 0.05 were considered

significant. Each treatment was replicated six times. Data are presented as mean + SD (standard deviation).

Results and Discussion

Multi-Walled Carbon Nanotubes Characterization

Carbon nanotubes physical-chemical characterization is an essential step in any project dealing with the
material, ensuring the correct causality analyses of the experiments.

The sample was considered of high purity based on thermogravimetric analyses (Fig. 2A). TG curve shows
a single stage of decomposition, between 500 and 600 °C and, the DTG depict the presence of only one
peak with a loss of nearly 98% of the initial mass after analyses. The residue of 2.5% indicates the presence

of minor impurities, probably remains of synthesis catalysts (MgO, Co and Fe).

97



Scanning Electron Microscopy images from the pristine and functionalized samples showed high
aggregation of carbon nanotubes, which are commonly grouped together forming bundles and clumps.
Tubes diameter, varies between 10 and 30 nm with variable lenghts (Fig 2C). Nanotubes with more than

50um in length were observed.
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Figure 2 - Sample physical-chemical characterization. (A): Thermogravimetrical analyses of the
sample. A single peak at 585° C was observed with a 2.5 % (w/w) residue left after treatment. (B):
electron microscopy analyses showing a single multi wall CNT with aproximately 15 nm diameter.
(C): CNT are normally agglomerated and impurities are seldom observed.

The molecular disorder degree and presence of other carbonaceous material was analysed by Raman
Spectroscopy 2. In Figure 3, it is possible to observe the three characteristic spectral regions of CNT: the D
(around 1336 cm") and D' (around 1620 cm™") bands - associated with the sample structural disorder - and

the G band (around 1577 cm') - relative to the tangential vibration modes of graphite. Furthermore, the CNT
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disorder degree was estimated by the relative intensities of D and G bands (ID / IG). After functionalization,
the ID / 1G ratio increased, reflecting the tubes structural change due to the carboxyl group’s addition on the

tubes surface.
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Figure 3 - Raman spectra of pristine (MWCNT) and functionalized (MWCNT-COOH) carbon nanotubes

Investigations on MWCNT and lichen thallus interaction

Raman Confocal images and Scanning Electron micrographs were used to investigate the carbon nanotube
deposition and internalization on the lichen thallus. Preliminary, the MWCNT ability to penetrate the lichen
thallus, and approach the photobiont cells was analysed obtaining a confocal Raman image followed by
punctual spectra acquisition. It is possible to observe the presence of MWCNT characteristic spectra (in
accordance with the performed sample characterization) on the photobiont area. The D (~1295 ¢cm™), G (~
1653 cm) and G’ (~2933 cm'") bands were detected on the cell area, as shown in Figure 4.

Control samples did not present similar peaks in this spectral region. In addition, points outside the cell also
did not present the nanotubes characteristic Raman spectra. These findings are in agreement with the work
of Khodakovskaya et al (2012) where the presence and relative intensity of the G band was associated with

the existence of MWCNT inside plant cells.
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Figure 4 - Raman spectra obtained through Raman Confocal Microscopy in four different points of
Parmotrema tinctorum’s photobiont cell. The nanotube-specific bands D and G were detected in all
four points.

The MWCNT aggregation and entrapment on the cell wall region, one of the principal CNT toxic mechanisms
(already reported by Wei et al, 2010 and Schwab et al, 2013) was confirmed by SEM of the photobiont
surface (images C and D in Figure 5).

Parmotrema tinctorum’s upper cortex was also observed through SEM after MWCNT dry exposure. As
shown in Figure 5 (A), it was possible to observe carbon nanotubes trapped on the lichen surface, confirming
that the aerosol exposition was effective, resulting in dry deposition as expected. Unfortunately a quantitative
estimation of CNT on the thallus is virtually impossible to be achieved. The development of measuring
protocols for environmental detection of nanoparticles is one of the major challenges facing researchers
concerned with nanoecotoxicology and reduces the strength of our conclusions. Carbon nanotubes
aggregation on the lichen thallus after a wet exposition (with MWCNT-COOQH) is shown in (B). Several
studies 182425 suggest that lichens are effective biosystems for entrapment of particulate airborne matter,
mainly due the presence of considerable intercellular spaces between the fungus hyphae and the photobiont
%621 Besides these facts, the CNT entrapment on P, tinctorum can be also due to the surface chemical
composition of this specie, which have - as reported by Oliveira et al (2009) - high amounts of chelating

agents, such as atranorin and lecanoric acid.
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Although the specific location of the carbon nanotube cannot be completely assured, these results

demonstrate the lichen ability to retain and internalize this nanoparticle in a realistic scenario.

g7 =~
i

Figure 5 - SEM images of Parmotrema tinctorum surface and photobiont interaction with carbon
nanotubes (arrows). Images taken after dry exposition (A), wet exposition (B) and the photobiont
cell (C and D) shaved from the lichen’ cortex after a wet exposition event.

Effects of MWCNT exposition on cell viability

The lichen sensitivity to MWCNT exposition was first assessed through live, dead and plasmolyzed cell
counting followed by the Index of Photobiont Vitality (IFV) calculation. Significant differences (p < 0.02) on
IFV values were estimated comparing control (water) and MWCNT-COOH treatments. Lichen photobiont
vitality was reduced due to the carbon nanotubes exposure (Figure 6). However, dose-response effect was
not clearly observed: the comparison between treatments shows significant correlation (p<0.05) when the

concentration increases in a factor of 100. However, no significant differences in the photobiont vitality were
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observed by increasing a factor of 10 in the nanotubes concentration, when comparing 100 and 10 pg/mL
treatments. These data are in accordance with a similar study considering CNT effects on algae cells vitality
7, where the cell viability was also altered by CNT exposition, but in a non-concentration dependent manner.
Considering that our main objective is to evaluate the potential use of lichens for biomonitoring purposes,
the organism sensitivity to the exposition is an essential question. Parmotrema tinctorum is known for its
sensitivity to different pollutants?, a characteristic related with its foliose nature, where all the superior cortex
surface is available for airborne pollutant accumulation 2. Our study is the first to report P. tinctorum
sensitivity to carbon nanotube exposure. As a dose response correlation was not observed, the limit of

detection of the method could not be determined.
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Figure 6 - Effect of MWCNT-COOH exposition on the Index of Photobiont Vitality (meanSD,
*significantly different from control)

Cell membrane damage

P. tinctorum membrane does not have its permeability altered after 7 days or 21 days of exposure with
pristine MWCNT. The multi-exposure (21 days) samples presented the higher conductivity values. This
could be due to a short exposure effect related to the transplant technique (as reported by Tretiach et al,
2007). For the second exposure set up (B), there is a statistically significant difference among the control

and 100pg/mL MWCNT-COOH and activated carbon (positive control) treatments (p<0.05). Although the
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treated groups mean values did not show significant differences between themselves, the ion leakage
increases in a direct relation with the concentration of functionalized carbon nanotube.

A direct comparison of the effects of pristine (Figure 7A) versus functionalized CNT (Figure 7B) cannot be
evaluated due to the inherent differences on experimental conditions. However, knowing that lichens are
pokilohydric organisms, where the water availability is directly related to their metabolism3'32, it is possible
to hypothesize that the treatment with functionalized carbon nanotube (dispersed in water) is more likely to
result in metabolism activation. Beckett et al (1996), studying P. tinctorum, showed that approximately 20%
of the water associated with the lichen thallus is in the intercellular spaces, and 5% in small cell wall pores
(5-10nm). Considering this water distribution pattern, the samples direct watering with a MWCNT dispersion,
would eventually allow the MWCNT an easier access to the lichens’ intercellular space. As shown by the
characterization data, our MWCTN sample is highly diverse referring to the tubes dimensions in length and
diameter. In this sense, the accumulation of these nanotubes in the P. tinctorum intercellular spaces,

associated with its metabolically active status, could result in the reported cell membrane damage effects.
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Figure 7 — Cell membrane damage in the lichen Parmotrema tinctorum, expressed as mean electrical
conductivity (¥ SD, N=6). In (A) after MWCNT dry exposition and, in (B) after MWCNT-COOH wet
exposition. (*significantly different from control)

Cellular location of target elements

The elemental analysis of the different extract fractions showed alterations in the cellular location of some
elements after carbon nanotubes exposition, meaning that Parmotrema tinctorum’s mineral cycling
dynamic was altered by the treatments. Calcium and magnesium presented a different distribution pattern
comparing treated and control samples. As shown in Table 1, their intracellular concentration decreased in

the treated samples and increased in the wall-bound fraction.
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Table 1 - Changes in elemental distribution in Parmotrema tinctorum after MWCNT-COOH

treatments, expressed as average values (in mg/L dry weigh)

0 0.01 1 100 AC

wall- Intrace wall- intrace wall- intrace wall- intrace wall- Intrace

ELEME
NT

bound llular  bound llular bound llular bound llular bound llular
CA% 015 328 076 034 052 021 073 043 003 021
coz 0.01 <0.1 002  <0.1 0.02 <0.1 0.02  <0.1 0.02  <0.1
MG 005 021 006 013 007 0.1 0.07 0.1 0.06 0.10
MN2 003  <0.1 0.04  <0.1 003  <0.1 0.03  <0.1 002  <0.1
ZN% 013 006 012 003 012 003 015 0.06 017 0.3

This founds supports the cell membrane damage results, and permit to hypothesize that the membrane
permeability was altered by CNT exposition allowing ionic loss. No significative alterations on the location
of Co*2, Mn*2 e Zn*2 were found.

For the intercellular (water) fraction, the elemental concentration was inferior to the method’s detection
limit, equal to 0.1 mg/L, for all elements. The use of other analytical method for elemental quantification

must be considered.

Photosynthetic efficiency

No differences in photosynthetic efficiency between the treatments and controls were observed with Fv/Fm
values ranging from 0.525 and 0.638 (Figure 8).

The chlorophyll “a” fluorescent emission is a common method used in biomonitoring studies 34353 with
lichens and plant biology surveys, because of its practicality and accuracy. Through the maximum
photochemical quantum vyield measurement, expressed by Fv/Fm ratio, the functionality of the
photosynthetic process can be assessed. According to several studies with other photosynthetic organisms,
carbon nanotubes exposure can influence photosynthetic efficiency, just by its blackening effect caused by
the deposition of nanotubes on the surface 737. Although the deposition of CNT on P, tinctorum surface was
observed, in our study this deposition did not altered the photosynthetic efficiency. Probably, as our

experimental design aimed a more dynamic and realistic scenario, the CNT deposition was not sufficient to
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cause a shadow effect. In addition, as a first assessment of the carbon nanotubes effects on a lichen
physiology, we focused in a short-term exposure, future studies should investigate those parameters in a

long-term exposure survey.
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Figure 8 — Effects of carbon nanotubes exposition on photosynthetic efficiency of P. tinctorum
(meanxSD, N=6). In (A) the results for MWCNT treatment and in (B) for MWCNT-COOH treatment.

Conclusions

In this first assessment of CNT effects on a lichen, P, tinctorum was exposed to three experimental
designs and commonly used physiological parameters were measured. We could observe that the organism
was sensitive to the treatments, but no toxic effect can be mentioned. The preliminary assessment, inside
the laboratory, led to lichen vitality reduction, but no severe damage was reported, and no mortality was
observed. Inside the open top chamber, the dry and wet deposition were simulated. In this scenario, only
the water treatment with high amounts of MWCNT-COOH altered the lichen membrane permeability. An
important parameter to assess the lichen health, the photosynthetic efficiency was not altered by MWCNT
exposure, even after 21 days of continuous treatment. The investigations on the CNT-lichen interactions
demonstrated evidences on CNT entrapment and internalization on the lichen thallus. Future studies should

comprise the carbon nanotube bio-distribution evaluation, and a long-term exposure.
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