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APRESENTACAO

A obra “Consolidagéo do potencial cientifico e tecnologico das Ciéncias Bioldgicas
— volume 2” que aqui apresentamos, trata-se de mais um trabalho dedicado ao valor dos
estudos cientificos realizados pelo campo promissor das Ciéncias Bioldgicas.

As Ciéncias Biolégicas constituem uma vasta area de conhecimento com
aplicabilidade direta no dia-a-dia da populacdo. O avancgo desta area representa inUmeras
possibilidades no campo do desenvolvimento social, ja que este campo se correlaciona
diretamente com a saude coletiva, educagéo, pesquisa basica e aplicada dentre outros, ja
que a Ciéncias Bioldgicas € a area que tem como objetivo estudar todos os tipos de vida:
flora, fauna, seres humanos e animais, desde a escala atbmica até a taxonomia.

A consolidacdo desta area é ainda fundamental na descoberta de aplicacdes de
organismos na medicina, e seu potencial cientifico no desenvolvimento de medicamentos
e na industria, em areas de fabricagdo de bebidas e de alimentos.

Como principais aspectos teméaticos, abordados neste volume, temos os estudos
sobre aclimatagdo aquatica, biologia experimental, perfil epidemiolégico, acidente
domésticos, plantas medicinais, coagulacéo sanguinea, atividade antimicrobiana, fungos,
mucosa intestinal, cirurgia bariatrica, ensino-aprendizagem, coleta de residuos sélidos,
gestao publica, Sistemas de Informagédo geografica, meio ambiente, politicas publicas,
tecnologia, biodiversidade, inovagéo, fitoterapicos, produtos naturais,

Essa € uma premissa que temos afirmado ao longo das publica¢cdes da Atena
Editora: evidenciar publicagbes desenvolvidas em todo o territério nacional, deste modo,
este e-book da area de Ciéncias Biol6gicas tem como principal objetivo oferecer ao leitor
uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos professores e académicos de
todo o territério nacional, maneira concisa e didatica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Os efluentes contaminados por
compostos nitroaromaticos correspondem a uma
preocupante forma de contaminagdo ambiental,
devido a utilizacdo em grande escala e por
apresentar potencial efeito toxico e mutagénicos
aos sistemas biologicos. Uma possivel alternativa
para o seu tratamento corresponde a remediag¢éao
realizada por plantas aquaticas. Dentre estas,
a macrofita aquética Azolla sp., considerada
representante vegetal apropriado para atividades
de fitorremediacdo, devido sua toleréncia a
poluicdo e elevada producdo de biomassa.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
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analisar a capacidade biorremediadora de
Azolla sp., em sistemas contaminados com
compostos nitroaromaticos, por meio da indugéo
da atividade antioxidante das enzimas catalase
(CAT) e peroxidases totais (POX), investigadas
por ensaios ecotoxicolégicos agudo e cronico.
Os resultados obtidos revelaram elevacao
significativas das enzimas antioxidantes e
sugerem que a condicéo de estresse foi marcada
no ensaio agudo pela atividade enzimatica da CAT,
0 que indicou que as condi¢des de exposicao aos
compostos da classe dos nitroaromaticos foram
danosos a macroéfita. No ensaio crénico, os dados
demonstraram elevada atividade enzimatica da
POX, fato que sinaliza o emprego de mecanismos
para diminuir os estresses prejudiciais causados
pelo efluente rico em compostos nitroaromaticos.
PALAVRAS - CHAVE: antioxidante,
ecotoxicologia, fitoprotecao, TNT.

EFFECTS OF EFFLUENT
CONTAMINATED WITH NITROAROMATIC
COMPOUNDS ON THE INDUCTION OF
OXIDATIVE STRESS INAZOLLA SP

ABSTRACT: The effluents contaminated by
nitroaromatic compounds correspond to a
worrying form of environmental contamination,
due to their use on a large scale and because
they have a potentially toxic and mutagenic effect
on biological systems. A possible alternative for its
treatment is the remediation performed by aquatic
plants. Among these, the aquatic macrophyte
Azolla sp., is considered an appropriate plant
representative for phytoremediation activities,
due to its tolerance to pollution and high biomass
production. In this context, the objective of this
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work was to analyze the bioremediation capacity of Azolla sp., in systems contaminated with
nitroaromatic compounds, by inducing the antioxidant activity of catalase (CAT) and total
peroxidases (POX) enzymes, investigated by acute ecotoxicological tests and chronic. The
results obtained revealed significant elevation of the antioxidant enzymes. This suggests
that the stress condition was marked in the acute assay by the enzymatic activity of CAT,
which indicated that the conditions of exposure to compounds of the class of nitroaromatics
were harmful to the macrophyte. In the chronic test, the results showed high POX enzymatic
activity, a fact that signals the use of mechanisms to reduce the harmful stresses caused by
the effluent rich in nitroaromatic compounds.

KEYWORDS: Antioxidant, ecotoxicology, phytoprotection, TNT.

11 INTRODUGAO

O desenvolvimento da sociedade depende do uso da agua, recurso natural que
frequentemente & degradado pelo descarte inadequado de efluentes advindos da
producao industrial (MCGRATH et al., 2001; LONE, 2008; NANDAN et al., 2013); que por
consequéncia, prejudicam tanto o ambiente aquatico, quanto a sadde humana (LONE,
2008).

O composto nitroaromatico 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), originado pela manufatura
de explosivos, corresponde a um poluente de destaque devido a sua liberagdo em grande
escala (NANDAN et al., 2013) e sua tendéncia a permanecer no ambiente, ndo sendo
degradados biologicamente, embora possa ser transformado em outros produtos (LONE,
2008).

Uma possivel medida para o tratamento deste efluente corresponde a fitorremediacao
(NANDAN et al., 2013), uma tecnologia verde que reabilita areas contaminadas a partir
da remocéo, contencdo ou redugcédo das concentragbes de contaminantes por meio de
atividade de plantas aquaticas (CONAMA, 2009; NANDAN et al., 2013). Dentre essas, a
macroéfita aquatica flutuante Azolla sp. apresenta potencial biorremediador (CARRAPICO,
2001; NANDAN et al., 2013) por ser considerada tolerante a poluicdo, cosmopolita e que
apresenta crescimento rapido com elevada produ¢ao de sua biomassa (SANTOS, 2013).

Durante a fitorremediagdo, as plantas transformam compostos téxicos em
subprodutos (LONE et. al., 2008), produzindo em decorréncia disto, espécies reativas de
oxigénio (EROs) ao longo do processo, os quais geram uma condi¢éo de estresse para
as plantas, afetando seu crescimento e produtividade (HOSSAIN et al., 2015). As plantas,
por sua vez, desenvolveram mecanismos contra esta citotoxicidade, como o metabolismo
antioxidante, que é capaz de neutralizar os danos causados pelas EROs (BARBOSA et
al., 2014), como, por exemplo, a capacidade de refrear a espécie reativa peroxido de
hidrogénio (H,0,), através da agédo das enzimas antioxidantes (FERREIRA, 2007) catalase
(CAT) e peroxidases totais (POX). Essas enzimas desempenham um papel fundamental na
inibicdo do dano celular causado por corpos de agua contaminados com espécies quimicas
toxicas (FATIMA; AHMAD, 2005; ABRAHAM, 2010).
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Nesse contexto, este estudo visou investigar pela inducdo do sistema de defesa
antioxidante, o potencial biorremediador de Azolla sp. exposta ao efluente contaminado

com compostos nitroaromaticos.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo de Azolla sp. e montagem dos ensaios

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade
Estadual do Centro-Oeste, Unicentro. Os individuos da macrofita Azolla sp., provenientes
do laboratério, foram aclimatados por 24 horas em solugao nutritiva de Clark (1975)".

Os testes ecotoxicologicos foram estabelecidos por meio de duas abordagens: o
ensaio agudo, realizado durante 7 dias; e o ensaio crénico mantido por 28 dias. Ambos
bioensaios consistiram em 30 unidades experimentais, onde cada unidade experimental
continha um volume de 35 mL de solug¢édo nutritiva de Clark (1975) em pH 5,5. Nessas
unidades, foram selecionados 0,5 g de individuos de Azolla sp., procedentes da etapa
anterior da aclimatacéo. Em cada ensaio foi adicionado 0,00(controle); 0,013; 0,026; 0,050;
0,070 e 0,10% da concentragdo do efluente e agua destilada, este Gltimo foi adicionado
para que em todas as unidades experimentais, os volumes finais fossem equivalentes. As
faixas de concentracéo do efluente contendo compostos nitroaromaticos foram estipuladas
a partir de ensaios-teste. Nos ensaios sempre utilizou-se cinco repeticbes durante a
realiza¢do dos experimentos.

Deste modo, o delineamento experimental foi constituido por 60 unidades
experimentais, onde exemplares de Azolla sp. foram submetidas ao efluente contaminado
com compostos nitroaromaticos. Os bioensaios foram mantidos em fotoperiodo de 12 horas
de luminosidade artificial provenientes de lampada fluorescente e 12 horas de auséncia de
luminosidade artificial, sob temperatura ambiente.

2.2 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade enzimética foi determinada a partir da extragdo, quantificacdo das
proteinas, e ensaio das atividades das enzimas antioxidantes Catalase (CAT) e Peroxidases
Totais (POX) em extratos das unidades experimentais, contendo Azolla sp. exposta ao

estressor.

2.2.1 Extracdo das enzimas

Realizada segundo a metodologia proposta por Azevedo et al. (1998), consistiu
na pesagem do material vegetal para determinacdo do volume de tampéo fosfato, como

exemplificado na Fquagéo 1.

1 Composicdo da solugdo: NaH2P0O4.H20 mL L-1, K2SO4 1 mL/L, CaCl2.H20 1 mL/L, MgS04.7H20 1 mL/L, Fe-
S04.7H20 + EDTA 1 mL/L, MnCI2.4H20 1 mL/L, Na2MoO4.2H20 1 mL/L, H3BO3 1 mL/L, ZnSO4.7H20 1 mL/L,
CuS04 5H20 1 mL/L, CoCI2.6H20.
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V(ml)= 4ml X massa (g) de Azzola sp. de cada tratamento (1)

A pesagem se fez necesséria para se determinar o meio de extracdo utilizado, o
tampéo fosfato (7,265g de K,HPO,, 1,13g de KH,PO,, 0,186g de EDTA; 500mL, pH 7,5) e
Polivinilpolipirrolidone (PVPP), cuja propor¢éo € apresentada na equagéao 2.

O valor estipulado (V) de tampéo fosfato necessério é determinado por:

_ Massa de PVPP (mg) X 100 mL
"~ 3 mg X volume da solugao tampao (mL)

@

A partir deste célculo, as plantas de Azolla sp. em cada tratamento, juntamente
com o seu volume de tampao e PVPP correspondente, passaram a ser maceradas com
uso de graal e pistilo até a obtencdo de um extrato liquido de enzimas. Esse ultimo foi
transferido para dois eppendorfs de 2,0 mL, posteriormente centrifugado a 4°C, 10.000 rpm
a 30 minutos em centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5804R). Esse extrato foi denominado
de extrato enzimatico e foi utilizado nas etapas posteriores dos experimentos.

2.2.2 Determinag&o do Teor de Proteinas

O método de Bradford (1976) foi utilizado para a determinagéo do teor de proteinas,
e se baseia na analise da ligagédo do azul brilhante da Coomassie, do extrato proteico em
comparacao a um extrato padrdo. Desta maneira, para cada tratamento e suas respectivas
concentracbes, se adicionou em um tubo de ensaio o volume 1.500 pL do reagente
de Bradford, 1.450 pL de agua destilada, e 50 pL do extrato enzimatico centrifugado.
O meio reacional com a amostra foi mantido em repouso por 5 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente foi lido por espectrofotometria na absorbancia de 595 nm, em
espectrofotdbmetro GEHAKA (modelo UV/Visivel - UV 340G). Os resultados foram expressos
em mg/mL, que serviram para a construgdo da curva de calibragédo. O branco, consistiu na
adicdo de 1.500 pL azul brilhante da Coomassie e 1.500 pL de agua destilada.

2.2.3 Atividade enzimatica da Catalase- CAT (EC 1.11.1.6)

A andlise da CAT foi baseada na metodologia descrita por Kraus et al. (1995)
com modificagdes propostas por Azevedo et al. (1998). O meio reacional consistiu-se de
tampao fosfato de potassio pH 7,5 e perdxido de hidrogénio 25%. A atividade enzimatica
foi determinada a partir do consumo do substrato, peréxido de hidrogénio, pelo método
cinético com leituras a cada segundo na absorbancia de 240 nm, sendo promovido a leitura
de 1 em 1 segundo por 61 segundos em espectrofotdmetro. O branco consistiu de 1000
pL da solugéo tampéao fosfato de potassio e peréxido de hidrogénio 25% e 25 pL de agua
destilada.

2.2.4 Atividade enzimatica das Peroxidases Totais-POX (EC 1.11.1.7)

A analise da POX foi baseada na metodologia proposta por Peixoto et al. (1999),
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delineado pelo meio reacional constituido por tampéao fosfato de potassio (7,265g de
K,HPO,, 1,13g de KH,PO,, 0,186g de EDTA; 500mL, pH 6,8), 1,2611g de acido pirogalico
€ 680 L de H,0, 50%. A reacéo foi paralisada por uma solugéo de acido sulfurico a 5%. O
branco consistiu de 4,9 mL do meio reacional, constituido por 100 pL de tampao fosfato de
potassio pH 6,8 e 0,5 mL de &cido sulfarico (H,S0,). O meio reativo do ensaio foi constituido
de 4,9 mL do meio de reacdo e 100 uL do extrato vegetal, agitados em vortex e apés 1
minuto a reagéo foi paralisada com 0,5 mL seguido de agitagdo em vortex. A leitura foi
realizada em espectrofotémetro GEHAKA (modelo UV/Visivel - UV 340G) no comprimento
de onda de 420 nm.

2.3 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados pelos Modelos Lineares Generalizados (MLG) com
distribuicdo normal gama e funcdo de ligacéo Identidade (PAULA, 2010). O teste de
contraste de média foi realizado por Bonferroni ao nivel de 5% de significancia no software
SPSS.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da catalase nos bioensaios e em seus diferentes tratamentos contendo o

efluente contaminado com compostos nitroaromaticos, € apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Variagdo da Catalase (CAT) nos bioensaios com Azolla sp. submetidas as
concentracdes 0,00% (1); 0,013% (2); 0,026% (3); 0,050% (4); 0,070% (5) e 0,10% (6) de
efluente contaminado com compostos nitroaromaticos. A) Ensaio agudo. B) Ensaio cronico.
Médias seguidas de mesma letra mindscula nédo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de
5% de significancia.
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No ensaio agudo houve aumento significativo na atividade da catalase, em sua
maior concentragcdo do efluente, 0,10%. O teor de CAT nesse tratamento foi diferente
dos demais e estatisticamente significativo (p<0,05). Porém, os valores de CAT para as
concentragcbes 0,026, 0,050 e 0,070% foram similares ao valor observado no controle,
ndo apresentando diferenca estatistica significativa entre si (p>0,05). No ensaio cronico,
0 maior valor para atividade da enzima catalase ocorreu na concentracao 0,026%, sendo
que desta, apenas o tratamento 4 (0,050%) nao diferiu estatisticamente (p>0,05) ao nivel
de 95% de probabilidade.

Dados similares a atividade enzimatica da CAT encontradas nos valores mais
altos de concentragdo de toxicantes foram observados na pesquisa realizada por Vafaei
e colaboradores (2012), onde a espécie de Azolla filiculoides foi submetida a diversas
concentragdes que variaram de 10 a 20 mg L' de efluente contaminado pelo corante
BR46. Nessa pesquisa foi observado que o aumento da atividade de CAT em comparacao
ao controle néo foi significativo no tratamento com 10 mg de L, e significativo na maior
concentragéo, 20 mg L.

Na Figura 2 apresenta-se as atividades das peroxidases totais (POX) em bioensaios
contendo Azolla sp. submetidas as concentragdes do efluente contaminado com compostos

nitroaromaticos.
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Figura 2. Variag@o de Peroxidases Totais (POX) de Azolla sp. submetidas as concentracdes
de efluente contaminado com compostos nitroarométicos. A) Ensaio agudo. B) Ensaio cronico.
Médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia. Tratamento 0,00% (1); 0,013% (2); 0,026% (3); 0,050% (4); 0,070% (5) e 0,10%
(6).
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Houve aumento significativo na atividade enzimatica de POX na concentracédo do
efluente, 0,026%, no ensaio agudo. Os valores das concentragées 0,013; 0,050; 0,070
e 0,10% para este mesmo ensaio foram similares aos valores observados no controle,
sendo quase ndo detectada a atividade da POX neste ensaio realizado durante os sete
dias de exposicéo ao efluente contaminado com compostos nitroaromaticos. Para o teste
cronico, aumento significativo foi observado na maior concentracdo do contaminante,
0,10%, sendo que para as concentra¢des 0,050 e 0,070% foram estatisticamente iguais. As
concentragdes mais baixas do ensaio crdnico (0,013 e 0,026%) para a POX néo diferiram
entre si, mas foram significativamente diferentes do controle e das concentracdes mais
elevadas do efluente contaminado (p<0,05).

Avaliacdes da atividade enzimatica da POX também foram descritas no trabalho de
Vafaei et al. (2012), onde foi observado em ambas as concentragdes (10 e 20 mg L) do
efluente contaminado por C.l. Basic Red 46 (BR46) a ocorréncia de aumento significativo
da atividade da peroxidase em comparac¢éao ao controle (p<0,001).

Observa-se ainda, que no ensaio cronico, a maior atividade enzimatica da CAT
ocorreu no tratamento 3, Figura 1B. Ja no ensaio agudo da POX, também foi observado os
maiores valores da enzima antioxidante no tratamento, quando a concentragédo do efluente
foi de 0,026%; Figura 2A.

Para Carias et al. (2008), o aumento de atividade enzimética pode ser observado
em concentragdes intermediarias do contaminante, em comparagéo aos valores mais
elevados, provavelmente devido ao estresse causado pelo excesso de H,0, e derivados
formados por este.

Esse decréscimo de interferéncia do toxicante frente as altas concentracbes é
denominado de hormesis ou resposta hormetica a dose, e corresponde a uma estratégia
de combate aos danos de um contaminante sobre o organismo, podendo caracterizar uma
quebra de tendéncia de efeito da espécie reativa ou da atividade enzimatica (CALABRESE;
BLAIN, 2009). Como citado anteriormente, no processo de hormesis, as baixas doses dos
compostos toxicos podem induzir uma série de respostas estimulatorias sobre o organismo,
e acabam promovendo uma ruptura temporal na sua homeostase, a qual, baseada neste
processo, é seguida de uma resposta compensatoria (CALABRESE, 1999). Para Calabrese
(2015), a deteccao dessa resposta caracteristica da hormese, depende das concentragdes
da dose, como também da propria resposta do organismo.

A interagdo entre as espécies reativas e enzimas antioxidantes almejam a
manutencao de certo controle frente a esta condicao de estresse. Desta forma, o aumento
nos teores enzimaticos expressam a respostas do organismo-teste a presenca das EROs,
atuando como potencial ferramenta no biomonitoramento ambiental (ABRAHAM, 2010;
SANTOS, 2013). No presente estudo, pode-se observar que a partir da exposicao inicial,
apresentada no teste agudo, a enzima que apresentou mais atividade foi a catalase.

E notdrio que dentre as enzimas que atuam sobre o perdxido de hidrogénio, a CAT
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€ a mais eficiente por néo necessitar de equivalentes redutores da célula para ser ativada
(GADJEV; STONE; GECHEV; 2008; BETTINI et al., 2014). Entretanto, hipoteses indicam
também, que essa enzima é susceptivel a degradagcéo apods ser inativada por exposicao
luminosa, 0 que a torna dependente de novas sinteses (BETTINI et al., 2014), fato que
poderia explicar os seus menores teores no ensaio cronico.

Na exposicéo prolongada observada a partir do ensaio cronico, foi observado maiores
teores da enzima POX, sendo entdo mais atuante do que no ensaio de 7 dias. Dados
na literatura sugerem que a peroxidase é uma classe de enzima que além de catalizar a
oxidoredugédo do H,0,, participa de uma ampla variedade de processos fisiologicos em
plantas (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). Peroxidases sdo expressas em todos os
compartimentos celulares, até mesmo na parede celular, devido a geracao das EROs em
varias regides nas células, atuantes nos cloroplastos, mitocéndrias, cadeias de transporte
de elétrons da membrana peroxisomal, junto a xantina oxidase da matriz do peroxissomo,
NADPH oxidases da membrana plasmatica, etc. (DEMIDCHIK, 2015). Sua importancia faz
com que esta enzima seja utilizada como um modelo em estudos de defesa de plantas
em respostas a estresses (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014) o que pode justificar os
maiores teores desta enzima no ensaio de 28 dias.

Tendo como base os resultados apresentados neste trabalho, é possivel avaliar os
dois tipos de bioensaios, agudo e crénico realizados com a espécie Azolla sp. submetida ao
estresse pela presenca de compostos nitroarométicos. A condicéo de estresse é marcada
no ensaio agudo pela presenca da atividade enzimatica da catalase.

No ensaio crdnico por outro lado, os resultados indicaram a adocédo de medidas
fisiologicas para a manutencdo das funcdes vegetais a partir da elevada atividade da
POX. Denota-se com isto, que o efluente contaminado com compostos nitroaromaticos
foi para a macréfita Azolla sp., um agente estressante que demandou a necessidade de
ativacéo destas medidas protetivas. Essas medidas, ndo foram totalmente eficientes para

caracterizar a espécie Azolla sp., como potenciamente biorremediadora.

41 CONCLUSOES

A partir do ensaio ecotoxicoldgico, a toxicidade de efluente de indlstria de
explosivos foi analisado frente a pteridofita Azolla sp. a partir dos resultados obtidos nos
dois bioensaios realizados, foi observado que este contaminante afetou o desenvolvimento
dessa macrofita.

No ensaio agudo, por meio da gradativa elevagéo do teor de enzimas antioxidantes
concomitantemente com o aumento das concentracdes do estressante nos tratamentos,
em especial a Catalase na faixa de 0,10% e o0 ensaio crénico da POX, expressaram que o
estresse produzido pelo composto foi expressivamente danoso a macroéfita nas condigbes
dos ensaios.
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Esses fatos permitem expressar a baixa tolerancia da Azolla sp. frente ao composto,
que apesar da presenga de meios de resposta a condi¢cdo de estresse, a0 mesmo passo
demonstram que estas foram insuficientes para evitar os danos produzidos pelos compostos
derivados de TNT.

As explanagbes fornecidas a partir destes ensaios proporcionam novos
conhecimentos sobre os possiveis impactos de compostos nitroaromaticos descartados
em sistemas aquaticos. Ainda nao existem limites restritivos para o langamento desses
compostos nos corpos hidricos. Desta forma, pesquisas desta natureza sédo importantes na

prospeccéo de organismos biorremediadores.
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