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APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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METAIS PESADOS

RESUMO: Os bioensaios sédo ferramentas de
monitoramento ambiental os quais & possivel
acompanhar processos fisiolégicos importantes
através de plantas modelo, bem como, determinar
a influéncia de substancias toxicas e seus efeitos
adversos nas plantas. Elementos quimicos podem
ser prejudiciais em concentragdes consideradas
toxicas, interferindo na agdo enzimatica devido
a produgcdo de espécies reativas de oxigénio.
Sendo assim, se objetivou identificar entre os
metais cobre (Cu), chumbo (Pb), niquel (Ni),
aluminio (Al) e cadmio (Cd), qual induz maior
atividade das enzimas antioxidantes, superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), em sementes
de Lactuca sativa L. Para o bioensaio, foram
distribuidas 50 sementes em placas de Petri
sobre dupla camada de papel, contendo 0,1
mL de solugdo por semente em diferentes
concentragdes: 50; 100; 250 e 500 yM para cada
metal pesado testado (CuSO,, PbSO,, NiSO,,
AlL(S0O,),, CdSO,). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos
(0, 50, 100, 250 e 500 ymol) e 4 repeticbes com
50 sementes e 5 mL de solucdo por placa de
petri. A atividade da SOD observada em plantulas
de L. sativa que ndo foram expostas aos metais,
quando comparado com as plantulas submetidas
aos mesmos em concentragdes intermediarias de
Cu e Ni, esta relacionada a um possivel estresse
inverso. Quando expostas aos diferentes metais,
esses causam maior atividade para a CAT
em plantulas de L. sativa, provavelmente esta
relacionada a auséncia de modificadores pos-
traducionais, sendo esses, responsaveis pela
inibicdo da atividade enzimatica.
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PALAVRAS-CHAVE: Alface, bioensaio vegetal, sistema antioxidante, chumbo,
cadmio.

DIFFERENTIAL EXPRESSION OF SUPEROXIDE DISMUTASE AND
CATALASE DURING GERMINATION OF Lactuca sativa L. EXPOSED TO
HEAVY METALS

ABSTRACT: The Bioassays are tools for environmental monitoring which allow the
monitoring of important physiological processes through model plants, as well as
determining the influence of toxic substances and their adverse effects on plants.
Chemical elements can be harmful in concentrations considered toxic, interfering with
the enzymatic action due to the production of reactive oxygen species. Therefore,
the objective was to identify copper (Cu), lead (Pb), nickel (Ni), aluminum (Al) and
cadmium (Cd), which induces greater activity of antioxidant enzymes, superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT), in seeds of Lactuca sativa L. For the bioassay,
50 seeds were distributed in Petri dishes on double layer of paper, containing 0.1 ml
of solution per seed in different concentrations: 50; 100; 250 and 500 yM for each
heavy metal tested (CuSO4, PbSO4, NiSO4, Al2 (SO4) 3, CdSO4). The experimental
design was completely randomized with 5 treatments (0, 50, 100, 250 and 500 ymol)
and 4 repetitions with 50 seeds and 5 mL of solution per petri dish. The activity of SOD
observed in seedlings of L. sativa that were not exposed to metals, when compared
to seedlings submitted to them in intermediate concentrations of Cu and Ni, is related
to a possible inverse stress. When exposed to different metals, they cause greater
activity for CAT in seedlings of L. sativa, it is probably related to the absence of post-
translational modifiers, which are responsible for inhibiting enzymatic activity.
KEYWORDS: Lettuce, plant bioassay, antioxidant system, lead, cadmium.

11 INTRODUGAO

Ao longo dos anos, a utilizacdo de bioensaios vegetais ganhou destaque
no meio cientifico devido a sua eficiéncia, tanto no monitoramento de poluentes
ambientais quanto na constatacdo da agdo de compostos quimicos derivados do
metabolismo secundario das plantas (SANTOS et al., 2017). Para o monitoramento
da germinacdo de sementes, & possivel acompanhar processos fisioldégicos
importantes, bem como, determinar a influéncia de uma substéncia toxica e os
efeitos adversos destas, as quais podem resultar em diferentes tipos de anomalias
que poderao interferir na sobrevivéncia da planta (SANTOS et al., 2017; SILVA et
al., 2019).

Dentre as espécies mais utilizadas em bioensaios vegetais, a alface (Lactuca
sativa L.) se destaca devido a sua sensibilidade a variagdes abioticas, como por
exemplo, variagbes osmoticas, seu curto periodo para germinacao fisiologica,
ou seja, protrusado radicular (24 a 48 horas), e suas sementes sado facilmente
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encontradas no comércio a um baixo custo (SANTOS et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2020).

Em altas concentracdes, elementos quimicos presentes no solo, como
aluminio (Al), cadmio (Cd), cobre (Cu), chumbo (Pb) e niquel (Ni) podem se tornar
toxicos e prejudiciais, interferindo na agdo enzimatica durante o processo de
desenvolvimento das plantas (FREITAS et al., 2020).

Em relagéo as propriedades quimicas, uma das definicdes usadas para metais
pesados é a elevada massa atdémica. O sodio é utilizado como referéncia e possui
massa atémica igual a 23, em razao da solubilidade, sob condicdes fisiologicas.
Muitos metais pesados estao disponiveis para organismos e ecossistemas os quais
podem causar efeitos toxicos (HU et al., 2015).

Alguns desses metais, incluindo Cu e Ni sdo micronutrientes essenciais para
as plantas. Ja o cadmio Cd, Pb e Al, além de ndo serem essenciais e/ou benéficos as
plantas, podem ser extremamente toxicos mesmo em baixas concentracbes (HU et
al., 2015). Em muitos ambientes naturais e agricolas, o contetdo de metais pesados
€ baixo, nédo atingindo niveis tdxicos as plantas. No entanto, com o aumento das
atividades agricolas, industriais, mineragédo, dentre outras; a concentragédo destes
metais pesados e sua consequente acumulagdo no solo e na agua tende a aumentar,
0 que acarreta sérias implicagdes aos varios organismos vivos nesses ambientes
(FREITAS et al., 2020).

Os metais pesados, aléem de possuirem agao fitogenotdxica, podem causar a
oxidagcado das membranas, principalmente na sua porcéo lipidica. As plantas podem,
entretanto, desenvolver mecanismos de defesa enzimaticos e nao enzimaticos,
capazes de neutralizar radicais livres as quais evitam danos as células. Dependendo
da biodisponibilidade e concentracdo, os metais podem apresentar diferentes
mecanismos de ac&o toxicante (RABELO et al., 2016). A magnitude dos danos varia
de acordo com o metal pesado e a tolerancia das espécies vegetais submetidas
a este estresse. Isso ocorre porque alguns metais pesados sdo mais toxicos para
as plantas do que outros, devido a componentes que se ligam aos processos
moleculares nos quais elas participam (WEIHONG et al., 2009).

O Cu é essencial para as plantas pois forma complexos estaveis que facilitam
a transferéncia de elétrons e, por esse motivo, esta presente em torno de 98%
na solugdo do solo, raizes, seiva do xilema e no meio intracelular na sua forma
complexada. Quando em elevadas concentragbes, o Cu é capaz de intoxicar os
organismos. A forma i6nica desse metal €, geralmente, a mais toxica e causa
estresse oxidativo e, como consequéncia, acarreta mudancas na expressdo das
enzimas antioxidantes, vindo a aumentar a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (FREITAS et al., 2020).

O Pb é um dos maiores poluentes por ser potencialmente toxico e, se acumular
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no solo, causa danos ao desenvolvimento das plantas. Esse metal se destaca entre
os demais metais pesados devido a sua ampla utilizacdo e persisténcia no solo,
sendo considerado um dos poluentes mais estudados (HU et al., 2015). Os efeitos
do Pb nas plantas afetam diretamente a fisiologia da mesma como clorose; reducéo
na condutancia estomatica, diminuicdo do tamanho dos estdmatos e também
reducéo da atividade de enzimas (ARAUJO et al., 2019).

O Ni & um metal-traco utilizado por muitos organismos em suas atividades
metabdlicas e de organizagdo estrutural, e € um micronutriente essencial, cuja
especiagcdo quimica esta sujeita a flutuacdes no solo. Esse metal € exigido pela
urease para hidrolisar a ureia e, em altas concentragcdes, torna-se téxico para
plantas produzindo danos celulares oxidativos gerando EROs (PEREZ ALVAREZ
et al., 2019).

O Al é encontrado nos dejetos industriais e fontes de mineragdo. E um dos
maiores poluentes dos solos e aguas, sendo o terceiro elemento mais consideravel
na camada mais externa da Terra. Os hidréxidos Al sdo usados para adsorver e
flocular contaminantes orgéanicos e metaliferos de aguas residuais, transportando
niveis relevantes de Al residual (AMERI et al., 2020). O Al afeta o balango redox
celular, e altera o funcionando das mitocondrias que, como consequéncia, gera
EROs que resultam em um rapido acimulo de H,O,, principalmente na epiderme
radicular e indugéo da peroxida¢cdo na membrana lipidica (AMERI et al., 2020).

O Cd é um dos poluentes que mais afetam a fisiologia dos seres vivos. Esta
disponivel no meio ambiente principalmente a partir de processos antropogénicos
e solos agricolas, além de fontes como pesticidas, residuos de mineracdo e
fertilizantes quimicos. Nas plantas, o Cd afeta a fotossintese, e danifica o complexo
de captacao de luz, o que, por consequéncia, reduz a sintese da clorofila. Embora
esse metal ndo cause reacdes redox celulares, ou seja, ndo induz a produgéo de
EROs diretamente, ele pode comprometer a cadeia respiratéria, inibir enzimas
antioxidantes e deslocar outros ions metaloproteicos causando reacdes de estresse
(GUTIERREZ-MARTINEZ et al., 2020).

Diante o exposto, se objetivou identificar, entre os metais Cu, Pb, Ni, Al e Cd,
qual induz maior atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, em sementes de
Lactuca sativa L.

21 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Ambiental
& Genotoxicidade — BIOGEN, do Instituto de Ciéncias da Natureza - ICN — UNIFAL-
MG. Nos ensaios foram utilizados como organismos teste sementes de alface
(Lactuca sativa L.) cv. Grand Rapids.
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Para o bioensaio de germinacéo, foram distribuidas 50 sementes de alface
em placas de Petri sobre dupla camada de papel (Whitmann n°2), contendo 0,1 mL
de solugao por semente em diferentes concentragdes: 50; 100; 250 e 500 yM para
cada metal pesado testado (CuSO,, PbSO,, NiSO,, Al,(SO,),, CdSO,).

Agua destilada foi empregada como controle negativo. As placas foram
mantidas em camara tipo B.0.D (Cienlab®) a 20°C + 2 °C, com fotoperiodo de 12
horas. O potencial osmotico das solucdes foi determinado utilizando o osmoémetro
automatico (Advanced Instruments - 3320 Micro - Osmometer).

Apo6s 7 dias, para a extragao das enzimas antioxidantes, 200 mg de tecido das
plantulas foram macerados na presenca de nitrogénio liquido e homogeneizados em
1,5 mL do tampéao de extragdo. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 g,
por 30 minutos, a 4°C, coletando-se os sobrenadantes para as analises enzimaticas
da superodxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) segundo Biemelt; Keetman;
Albrecht (1998).

A atividade da SOD foi determinada pela capacidade de a enzima inibir a
reducao fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT). Os tubos contendo o tampéao
juntamente com a amostra, e o controle (meio de incubagdo sem a amostra), foram
iluminados com lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos e as leituras realizadas
a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida pela quantidade de enzima que inibe
50% da taxa de reducé@o do NBT. A leitura foi feita a 560 nm em espectrofotémetro.

A atividade da CAT foi determinada pelo decréscimo na absorbéancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido
de hidrogénio. A reacéo foi iniciada pela adi¢gdo do H,O,(¢ = 36 mM'cm™). Uma
unidade de CAT é definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1
pmolmin™ de H,0,,.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos
(0, 50, 100, 250 e 500 ymol) e 4 repeticbes com 50 sementes e 5 mL de solugao
por placa de petri. Os resultados foram submetidos a analise de variancia - ANAVA

(p<0,05).

31 RESULTADOS

Ao analisar a atividade da enzima superéxido desmutase (SOD) foi possivel
observar que, independente do metal pesado analisado, a concentracdo de 500 ymol
apresentou maior resultado em relagcéo ao controle (Figura 1). Nesta concentracéo,
o Cd e o Ni resultaram em uma maior atividade da enzina, sendo estes superiores
ao Cu, Pb e Al, respectivamente.
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Figura 1 - Atividade enzimatica da Superoxido dismutase, em plantulas de L.
sativa, submetidas a diferentes metais pesados (Cu; Cd; Pb; Al e Ni) em 4 niveis de
concentragdo (50; 100; 250 e 500 pmol). Agua destilada foi utilizada como controle

negativo. Barras representam os valores de erro padréo.

O Cu (Figura 1), quando comparado ao controle, diminuiu a atividade da SOD
nas concentracdes de 50, 100 e 250 pymol. Nesta Gltima concentracéo, a atividade
enzimatica aproximou-se de 0 U mg proteina!, sendo o menor valor atingido quando
utilizados 250 pymol de solugéo, independente do metal utilizado.

Ainda na Figura 1, € possivel observar que as trés menores concentracoes
da solugéo de Cd (50, 100 e 250 pymol) refletiram em maiores valores de atividade
da SOD, quando comparados ao controle. A atividade enzimatica, quando usadas
solugdes de Cd, na concentracdo de 100 ymol apresentou valor maior do que 250 e
50 pmol, sendo este Gltimo o menor deles.

Solugdes feitas com Pb resultaram em valores gradativos ascendentes da
atividade da SOD, quando comparados ao controle, sendo que, quanto maior a
concentragdo, maior a atividade da enzima (Figura 1).

Ainda em relagé@o ao controle, as trés menores concentracdes das solu¢des
de Al resultaram em menores valores de atividade enzimatica da SOD (Figura 1).
A atividade da SOD, quando a concentracéo de Al foi de 250 ymol, foi maior do
que quando a concentragéo foi de 50 ymol, que por sua vez, foi maior do que a
concentracédo de 100 ymol. Quando comparados os metais na concentra¢ao de 100
umol, a solugéo de Al foi a que apresentou menor valor de atividade enzimatica.

A atividade enzimatica da SOD foi superior quando o Ni foi usado na
concentracdo de 250 ymol se comparada com o controle e as duas menores
concentragcbes (Figura 1). A solugcdo de 100 pymol desse metal resultou em uma
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atividade enzimatica superior do que quando utilizada a solugéo de 50 pymol, sendo
ambas inferiores ao controle.

De acordo com a Figura 2, foi possivel observar que todas as solugoes,
independente dos metais e das concentra¢des utilizadas, provocaram uma maior

atividade da enzima catalase (CAT) quando comparadas ao controle.
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Figura 2- Atividade enzimatica da Catalase, em plantulas de L. sativa, submetidas
a diferentes metais pesados (Cu; Cd; Pb; Al e Ni) em 4 niveis de concentrac¢éo (50;
100; 250 e 500 pmol). Agua destilada foi utilizada como controle negativo. Barras
representam os valores de erro padréao

O Cu nas concentracdes de 50, 100 e 250 ymol, o Pb na concentragéo de 50
umol e o Ni na concentracdo de 250 pymol ocasionaram menor atividade da enzima
CAT, quando comparados aos demais metais nas demais concentragdes, sendo
esse valor igual a 0,0063027 ymol H,0, mg proteina™* (Figura 2).

A atividade enzimatica da CAT foi igual a 0,0063028 ymol H,0, mg proteina’
quando a solucao de Al foi feita nas concentra¢des de 100 e 250 ymol e a solugéao
de Ni na concentracdo de 500 pmol.

Quando as concentracdes das solucbes foram de 250 e 500 ymol de Cd,
100 e 250 ymol de Pb e 100 ymol de Ni, a enzima CAT teve sua atividade igual a
0,0063029 pmol H,0, mg proteina™.

O Cu na concentragéo de 500 pymol e o Cd na concentragdo de 50 ymol
resultaram em uma atividade enzimatica de 0.0063030 ymol H,0O, mg proteina™,
enquanto o Cd na concentracdo de 100 ymol e o Al na concentracdo de 500 ymol
apresentaram atividade enzimatica igual a 0,0063031 pymol H,O, mg proteina™.

A enzima CAT apresentou maiores valores de atividade quando usadas
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concentragdes de 50 pmol de Al, 500 ymol de Pb e 50 pmol de Ni, sendo eles
0,0063032 ymol H,0, mg proteina, 0,0063033 ymol H,0, mg proteina™* e 0,0063034

pmol H,0, mg proteina™, respectivamente.

41 DISCUSSAO

As plantas produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) em uma
concentracéo ideal devido a sua natureza fotorespiratoria havendo equilibrio entre a
produgédo de EROs e as enzimas antioxidantes (RABELO et al., 2016). Varios estudos
mostraram que, em condicdes de estresse abibtico, as plantas desencadeiam de
forma irregular a producéo e o acimulo de EROs prejudicando a fisiologia da planta
(LARRE et al., 2016). Para evitar o acimulo de EROs, as plantas possuem sistemas
de defesa enzimaticos que permitem a eliminacdo desses compostos e, assim,
protegem contra o estresse oxidativo (ROCHA et al., 2018).

O estresse oxidativo gerado pelos metais pesados ativa o sistema antioxidante,
o qual, a atividade da SOD esté relacionada & produgéo do superdxido (O,) (ROCHA
etal., 2018). E a presenca de atividade da CAT em Lactuca sativa quando submetida
aos diferentes metais indica a formagéo de peroxido de hidrogénio (H,0,).

De forma geral, a atividade enzimatica do sistema antioxidante aumenta como
uma tentativa de combater as EROs, mas quando o conteddo do metal pesado no
tecido da planta ou a geracédo de EROs é muito alto, a atividade enzimatica pode
ser reduzida (HU et al., 2015). A menor atividade enzimatica observada na SOD de
Lactuca sativa pode ser explicada devido a oxidagéo dos grupos tiol das enzimas
devido ao aumento de H,0.,.

A alteracdo do sistema antioxidante também estéa associada a captacao de
micronutrientes catidnicos, uma vez que as isoformas da SOD também s&o ativadas
pelos cofatores enzimaticos. Assim como a SOD, também existem isoformas da
CAT (RABELO et al., 2016). O aumento gradativo da SOD em Lactuca sativa, por
exemplo, submetida as diferentes doses de Pb pode estar relacionado a transcri¢cao
de genes que codificam estas isoformas. Tais, isoformas tém uma distribuicdo
heterogénea entre as espécies porque apresentam funcao especifica dependendo
do tecido localizado (PEREZ ALVAREZ et al., 2019).

Especificamente sobre o metal Cu, esse € um dos componentes classificado
como metaloenzima e esta envolvido em estratégias de redugédo da oxidagéo, na
desintoxicagéo de O, e na sintese de proteinas e ligninas, ou seja, em processos
essenciais para plantas expostas a metais pesados (RABELO et al., 2016). Esse fato
pode ser observado nos resultados obtidos da SOD em Lactuca sativa submetidas
a 500 pymol de Cu.

Como ja dito anteriormente, a SOD é responsavel diretamente pelo controle
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de teor de O,e H,O
atividade de outras enzimas como a CAT. Portanto, a atividade de SOD geralmente

portanto, a reducéo do SOD pode ser resultado do aumento da
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aumenta, ndo so6 devido ao estresse oxidativo, mas também pela ineficacia da CAT
em eliminar H,0, (OGUNKUNLE et al., 2018).

As diferentes atividades de SOD causada pelos metais indica que o sistema
de defesa das plantas é afetado por essas concentragdes, sendo a SOD a primeira
linha de defesa atuando na via de eliminagdo de superoxidos e H,0, (PEREZ
ALVAREZ et al., 2019).

O alto nivel de atividade da SOD observado no controle em relacdo as
concentragdes intermediarias de Cu e Ni pode ser indicativo de estresse inverso,
devido a auséncia destes micronutrientes. Isso acontece porque o Cu e o Ni séo
elementos essenciais em varios processos metabdlicos, como ureélise, metabolismo
do hidrogénio e outros (PEREZ ALVAREZ et al., 2019).

A maior atividade de CAT causada pelos diferentes metais, deve-se
provavelmente pela auséncia de modificadores poés-traducionais, que sao
responsaveis em evitar a reposicao da atividade enzimatica, ocorrendo concomitante
com a expressao proteica. Nesse sentido, as enzimas podem ser expressas durante
o estresse assim como ocorreu para CAT em Lactuca sativa. A atividade da CAT pode
alterada quando ocorre deslocamento de cofatores metéalicos ou dobra inadequada
de proteinas (AMERI et al., 2020).

51 CONCLUSAO

Em plantulas de alface, submetidas aos diferentes metais pesados em
niveis variaveis de concentrag@o conclui-se que o alto nivel de atividade da SOD
observado em plantulas que néo foram expostas aos metais, quando comparado
com as plantulas submetidas aos mesmos em concentragdes intermediarias de Cu
e Ni, esta relacionada a um possivel estresse inverso, devido a auséncia destes
micronutrientes.

Quando da atividade da enzima CAT, a maior atividade observada em
plantulas de alface quando expostas aos diferentes metais, provavelmente esta
relacionada a auséncia de modificadores poés-traducionais, que sdo responsaveis
em evitar a reposicdo da atividade enzimatica, ocorrendo concomitante com a

expressao proteica.
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