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Neste estudo, foram investigados os efeitos do mercurio (HgCl,) em plantulas
de pepino (Cucumis sativus L.) através da analise de parametros bioquimicos e
fisiolégicos. Os parametros bioquimicos analisados foram: as atividades de
enzimas antioxidantes [catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e
superéxido dismutase (SOD)] e os niveis de antioxidantes nao-enzimaticos
(acido ascérbico (ASA), carotendides e tidis ndo-protéicos (-SH)). O dano aos
lipidios de membrana [a peroxidacéao lipidica e a porcentagem de vazamento
de eletrdlitos (ELP)], o conteudo de clorofila e a oxidagdo de proteinas foram
determinadas. Foram também determinados os niveis de peréxido de
hidrogénio (H20;) e a atividade da delta-aminolevulinato desidratase (5-ALAD).
O crescimento das plantulas de pepino foi avaliado baseado na matéria seca e
fresca e no comprimento de raizes e parte aérea. As plantulas de pepino foram
expostas a 0; 0,5; 50; 250 e 500 uM de HgCl, durante 10 e 15 dias. Os
resultados demonstraram que o mercurio foi absorvido pelas plantulas, e seu
conteudo foi maior nas raizes que na parte aérea. Além disso, uma redugao no
comprimento das raizes e da parte aérea, ambos aos 10 e 15 dias, que foi
dependente do tempo e da concentracdo, foi observada em todas as
concentracdes testadas. Na concentragdo de 50 uM de HgCl, o peso fresco
das raizes das plantulas aos 15 dias aumentou, no entanto, ele reduziu nas
outras concentragdes. Para as plantulas com 10 dias, foi observada uma
reducdo na massa fresca de raizes e parte aérea. Nenhuma reducdo na massa
fresca da parte aérea foi observada na concentracdo de 50 uM de HgCl,, aos
15 dias. Em relagéo ao peso seco, houve um aumento a 500 uM, ambos a 10 e
15 dias, entretanto, na concentracdo de 250 uM de HgCl; houve um aumento
aos 15 dias. Além disso, foi observada uma redugéo significativa no peso seco
da parte aérea em todas as concentragdes testadas. Os resultados mostraram
niveis elevados de peroxidos lipidicos, assim como aumento na oxidagao de
proteinas, e redugdo no conteudo de clorofila quando as plantulas foram
expostas a 250 e 500 uM de HgCl,. Em relagdo as enzimas antioxidantes,
houve um aumento na atividade da CAT aos 10 dias de exposi¢ao ao HgCl,, a
50 uM. No entanto, na concentracdo mais alta (500 uM) de HgClz, houve uma



marcada inibicdo. Também, tanto aos 10 quanto aos 15 dias, foi observada
uma inibicdo na atividade da enzima APX nas concentragdes de HgCl, mais
elevadas (250 e 500 uM). A SOD, outra enzima do sistema de defesa
antioxidante, mostrou atividade aumentada na concentragcdo abaixo de 50 uM
HgCl,, e atividade reduzida nas concentragbes mais altas. Em relacéo a ELP,
foram observadas alteragdes somente na concentracdo mais elevada (500 uM
de HgCl,) aos 15 dias de exposigdo ao metal. Além disso, as plantulas com 10
dias de exposicdo ao metal, tiveram seus niveis de H;O, reduzidos na
concentragédo de 50 uM de HgCl,, mas o H,O, aumentou na concentragdo mais
alta. Em relacdo aos antioxidantes nao-enzimaticos, foram observados niveis
de SH aumentados em todas as concentragdes aos 10 dias de exposicdo. Os
niveis de ASA também aumentaram em todas as concentracdes testadas aos
10 e 15 dias de exposicdo ao metal. Ainda, os niveis dos carotendides
aumentaram em baixas concentragbes e foram reduzidos em altas
concentracdes, ambos aos 10 e 15 dias de exposicdo ao mercurio. A atividade
da ALA-D aumentou a 50 pM de HgCl, aos 15 dias, e diminuiu em
concentragbes mais altas. Portanto, os resultados obtidos das analises
bioquimicas e fisiolégicas sugerem que a exposi¢gao ao mercurio induz estresse
oxidativo em plantulas de pepino, resultando em injuria nos tecidos o que leva
a reducao no crescimento e perda de matéria seca das plantulas.

Palavras-chave: Cucumis sativus; antioxidantes; espécies reativas de oxigénio.
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In this study, the effects of mercury (HgCly) in cucumber seedlings (Cucumis
sativus L.) were investigated through the analysis of the physiological and
biochemical parameters. The biochemical parameters analyzed were: the
antioxidant enzyme activities (catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX) and
superoxide dismutase (SOD)), and the non-enzymatic antioxidant levels
(ascorbic acid (ASA), carotenoids, and non-protein thiol content (SH)). The
damage at the membrane lipids (lipid peroxidation, electrolytic leakage
percentage (ELP)), the chlorophyll content, and protein oxidation were
determined. The hydrogen peroxide levels (H20,) and the 3-aminolevulinic acid
dehydratase (5-ALAD) activity were also determined. The growth of cucumber
seedlings was evaluated based on the dry and fresh matter, and on the root and
shoot length. Cucumber seedlings were exposed to 0 to 500 uM of HgCl, during
10 and 15 days. The results showed that Hg was absorbed by the growing
seedlings, and its content was greater in the roots than in the shoot. Moreover,
a reduction in the root and shoot length, at both 10 and 15 days, which was
dependent on time and concentration, was observed at all concentrations
tested. At the concentration of 50 uM HgCl, the root fresh weight of 15-day-old
seedlings increased, however, it reduced at the other concentrations. For 10-
day-old seedlings, a reduction in root and shoot fresh biomass was observed.
No reduction in shoot fresh biomass was observed at the concentration of 50
uM HgCl,, at 15 days. Regarding dry weight, there was an increase at 500 uM,
both at 10 and 15 days, however, at the concentration of 250 uM HgCl,, there
was an increase at 15 days. Moreover, a significant reduction in the dry weight
of shoot in all tested concentrations was observed. The results showed higher
levels of lipid peroxides, as well as a protein oxidation increase, and chlorophyll
content reduction when seedlings were exposed to 250 and 500 uM HgCl,. In
relation to the antioxidant enzymes, there was an increase in the CAT activity at
10 days of exposure to HgCl,, at 50 uM. However, in the higher concentration
(500 uM) of mercury, there was a marked inhibition. Besides, at both 10 and 15
days, an inhibition of APX enzyme in the mercury higher concentrations (250
and 500 uM) was observed. The SOD, another enzyme of the antioxidant



system, showed an increased activity in the concentration below 50 uM HgCly,
and a reduced activity in the higher concentrations. Regarding ELP, alterations
only in the higher concentrations (500 yM HgCl,) and at 15 days of exposure to
metal were observed. Furthermore, seedlings with 10 days of exposure to
HgCl, had their reduced H,0O, levels at 50 uM HgCl,, but the H,O, increased at
the higher concentration. In relation to non-enzymatic antioxidants, increasing
SH levels at all the concentrations at 10-days of exposure were observed. ASA
levels also increased at all tested concentrations at 10 and 15 days of exposure
at metal. Yet, the carotenoids levels increased at low concentrations and
decreased at high concentrations, both at 10 and 15 days of exposure to Hg. &-
ALA-D activity increased at 50 uM HgCl, at 15 days, and was inhibited at higher
concentrations. Therefore, the results obtained from the biochemical and
physiological analyses suggest that mercury induces oxidative stress in
cucumber seedlings, resulting in injuries in the tissues, which leads to a
reduction in the growth, and loss of dry matter of the seedlings.

Keywords: Cucumis sativus; antioxidants; reactive oxygen species.



1. INTRODUCAO

Os metais sdo componentes essenciais em diferentes processos nos
organismos vivos. Alguns metais, tais como o calcio, o cobalto, o cromo, o
cobre, o ferro, o potassio, 0 magnésio, 0 manganés, o sodio, o niquel e o zinco,
sao nutrientes essenciais para as plantas. No entanto, outros elementos
metalicos, como por exemplo, o cadmio, o chumbo e o mercurio, ndo tém um
papel biolégico conhecido (BRUINS et al., 2000). A similaridade quimica aos
elementos essenciais faz com que esses outros elementos sejam
potencialmente tdxicos para as células vegetais (CLEMENS, 2006).

Dentre os metais pesados o mercurio € um dos poluentes mais
perigosos do ambiente causando efeitos téxicos tanto em animais aquaticos
(PASSOS et al., 2006) e terrestres (PEROTONI et al., 2004) quanto em plantas
aquaticas e terrestres (ISRAR et al., 2006; RELLAN-ALVAREZ et al., 2006;
CHO & PARCK, 2000).

Apesar da sua toxicidade, o mercurio € extensivamente utilizado no
processo de mineracdo do ouro (VEIGA & HINTON, 2002). Isso leva a
contaminagdo do ambiente devido a sua liberagdo na atmosfera. Uma fracao
significativa este elemento também contamina a agua e os solos depois da
descarga dos residuos do processo de amalgamagao (VEIGA & HINTON,
2002). Além disso, este metal pesado é muito utilizado na industria e, por
consequéncia, é inadequadamente disposto na natureza. O mercurio no
ambiente pode originar-se de varias fontes, como areas de mineragao, areas
poluidas e com intensa atividade industrial (CHO & PARK, 2000; CATHUM et

al.,, 2005). Ainda, a utilizagdo do mercurio em industria de papel, tintas,



baterias, pesticidas e fertilizantes contribuem significativamente para a sua
presenca no ambiente (SINHA et al., 1996).

O mercurio que é libertado na superficie dos solos geralmente é retido
na fase sélida por adsorcdo a sulfitos, particulas de argila, e pela matéria
organica (EVANS, 1989). Estas formas de mercurio sdo insoluveis e,
relativamente, iméveis. Porém, as reagdes de troca podem acontecer na
solucdo do solo, levando ao aumento da solubilidade e da mobilidade do
mercurio no solo. Os ions cloreto (CI") e hidréxido (OH™) ocorrem naturalmente
nos solos. O Hg®* quando complexado com o CI, forma o HgCl, que é
bastante soluvel em agua. Os complexos de Hg(OH)Cl e de Hg(OH), sdo as
espécies de mercurio predominantes em ambientes bem-oxigenados
(SCHUSTER, 1991). O mercurio tem uma forte afinidade por grupos tidlicos, e
na sua especiagao sob condi¢cdes de andxia prepondera os complexos sulfatos
e bissulfatos (MOREL et al., 1998).

Em solos, o mercurio leva a redu¢cao no crescimento, no metabolismo
(ISRAR et al., 2006), na fotossintese (GODBOLD & HUTTERMANN, 1986), na
transpiracdo e na absor¢cdo de agua das plantas, e induz o aumento da
peroxidacao lipidica (CHO & PARCK, 2000). Além disso, o mercurio causa a
inibicdo do crescimento da raiz e da parte aérea (SUSZCYNSKY & SHANN,
1995), alterando assim o desenvolvimento normal da planta.

DIETZ et al. (1999) relataram que o excesso de metais pesados, entre
eles o mercurio, induz a formacao de radicais livres e de espécies reativas de
oxigénio (ROS), resultando em estresse oxidativo em plantas. As ROS tais
como, o anion superoxido (O27), o perdxido de hidrogénio (H>O,) e o radical

hidroxila (OH’), sdo produzidas normalmente nas células, mas a sua produgao



€ aumentada quando a célula estda em condi¢cbes de estresse (FOYER et al.,
1994; HEGEDUS et al., 2001). As ROS causam dano as membranas,
pigmentos fotossintéticos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios (FOYER et al.,
1994). As células das plantas possuem um sistema de defesa antioxidante,
formado por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos que normalmente
mantém um balanco de ROS dentro das células. Dentre os antioxidantes
enzimaticos estdo a superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), a catalase
(CAT, E.C. 1.11.1.6) e a ascorbato peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11). Entre os
antioxidantes nao-enzimaticos estdo o acido ascorbico, a glutationa reduzida
(GSH), os carotendides e outros grupos tidlicos ndo protéicos que removem
diferentes tipos de ROS e protegem a célula contra a injuria e a disfungado dos
tecidos (HALLIWELL, 1987; FOYER et al., 1994).

A sintese de clorofila pode ser afetada por a uma diminuicdo na
atividade da enzima delta—aminolevulinato desidratase (5-ALA-D) a qual é
sensivel a metais pesados, entre eles, o mercurio, devido a sua natureza
sulfidriica (MORSCH et al., 2002). Esta enzima catalisa a condensacao
assimétrica de duas moléculas de acido 3-aminolevulinico (ALA) originando o
porfobilinogénio (GIBSON et al., 1955). A sintese do porfobilinogénio promove
a formagédo de porfirinas, hemes, e clorofila, que s&o essenciais para o
metabolismo da clorofila e da fotossintese (JAFFE et al., 2000). A sintese
diminuida de clorofila provoca a diminuicdo no crescimento devido a menor
taxa fotossintética da planta.

O Cucumis sativus (pepino), uma importante espécie cultivada e
consumida no Brasil, foi selecionado como uma planta teste, devido a sua

sensibilidade para uma grande variedade de contaminantes (GORSUCH et al.,



1991, PEREIRA et al., 2006). Além disso, ha informacéao disponivel insuficiente
sobre a toxicologia de mercurio nesta espécie e sobre os mecanismos pelo
qual esse elemento produz estresse oxidativo em plantas.

Tendo em vista que é de grande importancia o estudo da toxicologia do
mercurio no metabolismo das plantas devido ao aumento crescente da
contaminagao dos solos devido ao uso de pesticidas agricolas em solos,
despejo do lixo industrial em locais inadequados, utilizacdo do lodo de esgotos

e as atividades de mineragao, os objetivos deste trabalho foram:



1.1. Objetivos

1.1.2. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de mercurio em parametros
oxidativos e de crescimento de plantulas de pepino durante os primeiros 10 e

15 dias de germinacgéo.

1.1.3. Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes (catalase, ascorbato
peroxidase e superoxido dismutase) e os niveis de antioxidantes n&o-
enzimaticos (carotendides, acido ascorbico e tidis ndo-protéicos) em plantulas

de pepino apds exposi¢cao ao mercurio;

- Determinar os niveis de peroxidacao lipidica, o conteudo de peréxido de
hidrogénio, as proteinas oxidadas e a porcentagem de vazamento de eletrélitos

apds exposi¢cao ao mercurio;

- Avaliar a atividade da enzima delta-ALA-D e o conteudo de clorofila em

plantulas de pepino apds exposi¢ao ao mercurio;

- Avaliar as alteragdes no crescimento, e determinar o conteudo de

mercurio absorvido pelas plantulas de C. sativus apds exposi¢gao ao mercurio.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Mercurio

O mercurio € um dos metais pesados mais toxico encontrado no
ambiente que inclui a litosfera, a hidrosfera, a atmosfera e a biosfera (ZHANG
& WONG, 2006). Durante os ultimos 2500 anos, foi extensivamente usado
devido as suas propriedades quimicas e fisicas Unicas. E o Unico metal
encontrado na forma liquida em condi¢cdes de temperatura ambiente e pressao
(1 ATM), formando vapores incolores e inodoros (NASCIMENTO & CHASIN,
2001). No meio ambiente, ele ocorre associado a outros elementos quimicos,
formando compostos inorganicos ou sais. Dentre estes elementos, o mais
comum € o enxofre, com o qual forma o sulfeto de mercurio insoluvel
(ocorrendo na forma de cinabrio, HgS) que nao é considerado téxico. Este
metal pode também ser encontrado na forma de compostos organometalicos.
Muitos destes compostos tém importancia no uso diario tanto na industria como
na agricultura (BOENING, 2000).

O mercurio pode ser encontrado nas seguintes formas: mercurio
metalico (Hg®), mercurio (I) € mercurio (II) nos quais os atomos perdem um ou
dois elétrons, respectivamente, formando o ion mercuroso (Hg."™") e o ion
mercurico (Hg™) (NASCIMENTO & CHASIN, 2001). Os sais de mercurio mais
importantes sdo o HgCl; (cloreto de mercurio), um sublimado corrosivo muito
téxico, o HgCl, (calomelano), ocasionalmente ainda usado na medicina, o
Hg(CNO), (fulminato de mercurio), detonador usado em explosivos, e o0 HgS,

de cor vermelha, usado como pigmento em tintas (HSDB, 2000). O HgCl,, o



Hg(OH), e o HgS sédo as formas de mercurio prevalentes existindo no
ambiente, e CH3HgCl e CH3sHgOH sao as formas principais de compostos
organicos de mercurio, junto com outros organomercurios (dimetilmercurio e
fenilmercurio) existindo em fragdes pequenas (USEPA, 1997b).

As formas organicas do mercurio (organomercuriais) sdo aquelas onde o
elemento se liga a pelo menos um atomo de carbono. Esses compostos sdo os
mais considerados por sua toxicidade, mas 0s que causam maior preocupacao
sdo os que contem radicais alquila de cadeia curta, onde o mercurio se liga aos
grupos metila, etila e propila (WHO, 1989). A tabela 1 apresenta as formas de
mercurio (organicas e inorganicas) geralmente encontradas no ambiente, e

algumas formas de mercurio geradas através da atividade antropogénica.

Tabela 1- Formas organicas e inorganicas do mercurio. Adaptado de QUEIROZ (1995).

Inorganicas
- Metalico Hg°
- Sais mercurosos Hg2Cl,
- Sais mercuricos HgCl,
Organicas
- Compostos de alquilmercurio CH3HgCl
- Compostos de arilmercurio CesHsHgCI

- Compostos de alcoxiarilmercurio CH,OCH2HgCI




2.1.2. Fontes

O mercurio na sua forma natural surge da degradacdo da crosta
terrestre a partir de vulcdes, solos, florestas, lagos e oceanos abertos (MASON
et al., 1994). No entanto, as fontes artificiais de mercurio sdo mais
diversificadas do que as naturais (CARVALHO, 2001), sendo que a quantidade
de mercurio na atmosfera aumentou desde o inicio da revolugdo industrial
(USEPA, 2003). Por exemplo, o mercurio € usado em reatores nucleares na
industria de alvejantes, papel e tecidos, células de niquel-cadmio em baterias,
na odontologia e na medicina (GARCIA-GUINEA & HARFFY, 1997), e faz parte
de formulagdes de fungicidas destinados a agricultura (MEAGHER & RUGH,
1996). Outras fontes artificiais, como as industrias de mineragdo, a queima de
combustiveis fosseis, a incineracdo de materiais, as descargas urbanas e as
industriais (DEPLEDGE et al., 1994; SEIGNEUR et al., 2004) contribuem de
forma significativa para a poluigdo do ambiente com mercurio. Embora o uso
industrial do mercurio tenha sofrido redugdes (ANVISA, 2001), devido a um
controle mais efetivo e a busca por alternativas viaveis, concentracoes altas
ainda estao presentes em produtos industriais (BOENING, 2000).

Patra & Sharma (2000) relataram que dois tergos dos compostos de
mercurio no ambiente s&o originados de fontes naturais, e um tergo é resultado
de atividades humanas, principalmente com o uso de fertilizantes nos solos. A
grande poluigdo com mercurio no ambiente resultou, principalmente, no
aumento da contaminagdo das espécies vegetais e animais ao longo das
cadeias alimentares. De acordo com Chow et al. (1995), a concentracdo média

do mercurio na crosta terrestre é 0,5 ppm (ug.g™).



2.1.3. Ciclo biogeoquimico do mercurio

Como outros elementos, o mercurio nédo € degradado e nao pode ser
destruido através de combustdo ou eliminado do ambiente. Sendo assim, o
ciclo de permanéncia do mercurio no ambiente é tal que os seus compostos
sdo transferidos entre o solo, a atmosfera e as aguas superficiais. Através de
uma série de transformacdes quimicas complexas €& possivel obter os trés
estados de oxidagdo do mercurio, como um ciclo no ambiente (ANDERSON,
1979).

Um agravante para o problema da poluigdo € que o mercurio inorganico
pode ser convertido a metiimercurio e a dimetiimercurio pela acado de
microorganismos (bactérias metanogénicas), processo conhecido como
biotransformagdo (FARRELL et al., 1990; DAUGHNEY et al., 2002). Este
processo representa um sério risco ambiental, visto que, o mercurio se
acumula na cadeia alimentar aquatica, sendo que a sua concentragao aumenta
a medida que este metal avanga nos niveis tréficos (BOENING, 2000; BAHIA,
1997). O mercurio pode também ser liberado no ar na forma de Hg° (forma
elementar) que é formado através de processos bioquimicos na presenga de
solos e de plantas (DU & FANG, 1982; GODBOLD & HUTTERMANN, 1988;
BOUDOU et al.,, 1991). A maioria dos compostos inorganicos de Hg
adicionados aos solos sdo decompostos para produzir Hgo, quando na
presenga de matéria organica e outros fatores que conduzem para a sua
reducdo. Em geral, as reacdes do tipo Hg,?* = Hg* + Hg® sdo comuns na

maioria dos solos (FREAR & DILLS, 1967).



2.1.4. Mercurio nos solos

Patra et al. (2004) relataram que as concentragbes de mercurio
encontradas normalmente em solos sdo baixas e ndo sdo toxicas. O limite
maximo estabelecido para o mercurio em solos fica na faixa de 0,6 mg Kg™,
que representa um solo ndo contaminado. Para solos contaminados, os niveis
de mercurio podem alcancar valores acima de 120 mg Kg' (EPA, 1997).
Cavallini et al. (1999) mostraram que em solos contaminados com mercurio em
concentracdes que variavam de 15 a 200 pg g, as plantas absorveram
concentragdes de mercurio altas nas folhas (2,6 ng g de peso seco) e nas
raizes (4,5 ug g de peso seco). Além disso, um contetido de mercurio alto foi
encontrado em plantas que cresceram em areas altamente industrializadas
(WOJCIECHOWSKA-MAZUREK et al., 1995) e em solos com aplicacédo do
lodo de esgoto. Chang et al. (2002), relataram que o limite maximo de mercurio
permitido para esta pratica € no maximo 7 mg Kg'1.

A especiacdo do mercurio na solugdo do solo e entre os componentes
da fase solida controla fortemente a solubilidade, a mobilidade e a
disponibilidade deste metal em ambos os ecossistemas terrestres e aquaticos
(REVIS et al., 1989b). Na solugao do solo, o mercurio pode estar complexado
em formas inorganica e organica (Tabela 1), que tém diferentes
disponibilidade/fitodisponibilidade (YIN et al., 1996; RAVICHANDRAN, 2004).
Em solos altamente poluidos com sais de mercurio soluvel, ha um risco
ambiental alto (FENGXIANG et al., 2006). O mercurio é fortemente adsorvido
aos constituintes do solo e como Hg®* ou espécies hidrolisadas s&o
praticamente imdveis no solo, mas quando combinadas com grupos orgéanicos

passam a ser moveis. A adsorcdo do mercurio depende de inumeros fatores



tais como a forma de mercurio aplicada, a natureza dos constituintes do solo
(organico e inorganico), o pH do solo, os tipos de cations no complexo de troca,
o potencial redox e a classe textural (MORENO et al., 2004). MUNZUROGLU &
GECKIL (2002) relataram que em solos, o efeito de um metal é determinado
sinergisticamente ou antagonisticamente por outros cations metalicos e seus
anions associados. Assim, alguns elementos naturais ou artificiais dos solos
como o humus e as ciclodextrinas, podem formar complexos estaveis com o
mercurio (MIERLE & INGRAM, 1991; WANG et al., 1995; CATHUM et al.,
2005) reduzindo tanto a quantidade de mercurio absorvida pelas plantas
quanto a sua disponibilidade na solucédo do solo, além de reduzir a toxicidade
dos solos contaminados. Além disso, ha uma forte afinidade do Hg*" e seus
compostos inorganicos as substancias que contém enxofre (grupos —SH e
cisteina). O mercurio se liga a esses compostos formando um complexo que
limita grandemente a mobilidade do mercurio em solos (USEPA, 1997a). O
mercurio presente em solos pode ser facilmente transferido para o topo da
cadeia alimentar, das plantas para os herbivoros e desses para os carnivoros

(GNAMUS et al., 2000) colocando em risco o ambiente.

2.1.5. Toxicidade

Embora alguns metais tais como o Mn, o Cu, o Zn, o Mo e o Ni sejam
micronutrientes essenciais ou benéficos para microorganismos, plantas e
animais, em altas concentracdes, tém fortes efeitos toxicos e sdo uma ameaca
ambiental (NEDELKOSKA & DORAN 2000). Esta ameaga pode ser

experimentada primeiro pelas plantas, os produtores primarios, principalmente



pela contaminacdo dos solos, que tem aumentado paralelamente a
industrializagdo (KLAASSEN et al., 1986). Stefanov et al. (1995) relataram que
as espécies de plantas diferem na sua sensibilidade aos metais. As plantas que
crescem em habitats com altas concentracbes de metais provavelmente tém a
habilidade para inativar estes elementos. Este processo acontece devido a
formagao de complexos entre o ion metélico e os grupos —SH produzidos pelas
plantas. Também, as plantas que crescem em habitats metaliferos, mudam a
composi¢cao quimica e a organizagao fisica das suas membranas celulares,
impedindo que os ions sejam absorvidos pelas células.

Em relagdo ao mercurio, estudos envolvendo o efeito da especiagao sob
diferentes condi¢cdes, como por exemplo, o pH, as espécies ligantes e a
concentracdo das espécies de mercurio, foi observado que a sua toxicidade é
influenciada grandemente pela natureza dos ions de mercurio, por exemplo, a
toxicidade do Hg(CH3COO), é similar a do Hg(NOs), (FARRELL et al., 1990).

Salt el al. (1995) observaram que mesmo a exposi¢cdo a concentragdes
relativamente baixas de mercurio pode resultar em toxicidade para as plantas.
Além de outros fatores, a toxicidade do mercurio em baixas concentracdes &
devido a alta solubilidade das diversas formas do mercurio em agua. Dentre as
diferentes formas do mercurio, o Hg?* é altamente solGvel em agua e é reativo
(HEATON et al.,, 2005). Assim como outros metais pesados, tais como o
cadmio, o cobre, o chumbo e o zinco, os ions mercuriais acumulam-se em
plantas (PATRA & SHARMA, 2000; DU et al., 2005) e interagem fortemente
com os grupamentos sulfidrilicos de enzimas e proteinas no apoplasto das
células de raiz (ASSCHE & CLIJSTERS, 1990). Assim, o alvo primario de

toxicidade do mercurio em plantas seriam os residuos sulfidrilicos das



proteinas (WOOLHOUSE, 1983). Por exemplo, o Hg?* pode ligar-se a
proteinas dos canais de agua das células da raiz causando uma obstru¢ao
fisica do fluxo de agua (MAGGIO & JOLY, 1995) afetando, por consequiéncia, a
transpiracdo em plantas (MAUREL, 1997; ZHANG & TYERMAN, 1999). O outro
sintoma téxico de acumulacédo de mercurio em plantas € o crescimento anormal
(GODBOLD, 1991; COCKING et al., 1995; DU et al., 2005), niveis reduzidos de
clorofila e proteinas (CHO & PARK, 2000; LENTI et al., 2002). Também, a
acumulacao do mercurio em raizes bloqueia a captagao e o transporte dos
nutrientes (BOENING, 2000) e induz a producdo de etileno em excesso
(GOREN & SIEGEL, 1976). Porém, mecanismos bioquimicos e moleculares da
fitotoxicidade do mercurio ainda sao desconhecidos (CHO & PARK, 2000).

Portanto, o maior risco para a saude humana e para as cadeias
alimentares € quando as plantas desenvolvem mecanismos de tolerancia a
metais e quando essas plantas sdo incorporadas as cadeias alimentares
(MUNZUROGLU & GECKIL, 2002). Em peixes, o nivel maximo aceitavel de
mercurio é de 1 mg kg (GUPTA & GUPTA, 1998; NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1996; WILLIAMS, 1975) e, em drogas e plantas, o limite aceitavel
de mercurio em é de 0,5 ug de Hg g”' (CHOW et al., 1995). Contudo, essas
concentragdes podem estar bem acima dos valores aceitaveis.

Sendo assim, para resolver o problema da contaminagao dos solos com
mercurio, estudos tem focalizado na utilizagdo de plantas biorremediadoras
Esta tecnologia faz o uso de plantas tolerantes ao mercurio, que absorvem o

metal e descontaminam os solos (CHANG & YEN).



2.2. Espécies reativas de oxigénio

No ambiente contaminado com metais pesados, as raizes das plantas
sao a zona de contato primario com os poluentes do solo. A fim de sobreviver,
as plantas desenvolvem mecanismos pelos quais quantidades excessivas de
metais pesados sdo absorvidos e transformados em formas fisiologicamente
toleraveis (COBBETT, 2000; HALL, 2002).

O excesso de metais pesados toxicos, entre eles o mercurio, induz a
formacgao de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio (CHO & PARCK,
2000), resultando em estresse oxidativo (DIETZ et al., 1999). Além disso, o
mercurio pode participar nas reagdes de Haber-Weiss e de Fenton e assim
propiciar a formagao de radicais hidroxil (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990),
que iniciam o processo de peroxidacao lipidica e de oxidacao protéica.

Sob condigbes fisiolégicas normais, as células produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS) por meio da redugdo do oxigénio molecular. A
producao dos derivados téxicos de oxigénio € aumentada como resultado de
varios tipos de estresse bidtico ou abidtico (FOYER et al., 1994). A geracgao de
ROS, tais como o anion superéxido (O,7), o oxigénio singlete ('0,), o perdxido
de hidrogénio (H2O,) e o radical hidroxil (OH") tem demonstrado ser um dos
agentes causadores da injuria nos tecidos depois da exposi¢cao das plantas a
uma variedade de condicbes de estresse. Sao considerados fatores de
estresses em plantas: a seca, o frio, a alta intensidade luminosa, a radiacao
UV, os metais pesados e alguns compostos quimicos organicos (HEGEDUS et

al., 2001).



As ROS possuem potencial para interagir de forma nao especifica com
muitos componentes celulares, desencadeando reacbes peroxidativas e
causando um dano significante as membranas e a outras macromoléculas
essenciais, tais como os pigmentos fotossintéticos, as proteinas, os acidos
nucléicos e os lipidios (LIN & KAO, 2000; SHALATA & TAL, 1998; OLMOS et
al.,, 1994; FOYER et al., 1994). Além disso, a alta afinidade de ligagdo do
mercurio aos compostos contendo enxofre, nitrogénio e grupos funcionais
contendo oxigénio, nas moléculas biolégicas, pode induzir a inativagédo e ao

dano dessas moléculas (NELSON, 1999; CLEMENS, 2001).

2.3. Sistema de defesa antioxidante

Para o combate da toxicidade do metal e protecdo das membranas
celulares e organelas dos efeitos danosos das ROS, as células das plantas
possuem um sistema de defesa antioxidante, formado por componentes
enzimaticos e nao enzimaticos que normalmente mantém um balangco de ROS
dentro das células. Dentre os antioxidantes enzimaticos estdo a superoxido
dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), a catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) e a ascorbato
peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11), bem como antioxidantes de baixo peso
molecular, ndo enzimaticos, como o acido ascoérbico, a glutationa reduzida
(GSH) e outros grupos tidlicos ndo protéicos que removem tipos diferentes de
ROS (FOYER et al., 1994) e protegem a célula contra a injuria e a disfungao
dos tecidos (MIQUEL, 1989). Além disso, em plantas, os carotendides também
possuem efeito antioxidante importante no sistema fotossintético (HALLIWELL,

1987).



A SOD é um componente essencial do sistema de defesa antioxidante
em plantas, dismutando dois radicais superéxido (O,™) até agua e oxigénio
molecular (Figura 1a-d) (VERMA & DUBEY, 2003; MITTLER, 2002). Contudo, o
H,O, é também toxico para a célula e deve ser detoxificado pela catalase e/ou
peroxidases. A catalase, presente nos peroxissomos, remove o H,O, gerado
durante a fotorrespiracdo e a p-oxidacdo dos acidos graxos. E uma das
enzimas chave envolvida na remocao de peréxidos toxicos nas células quando
estes estdo em altas concentracdes, pois apresenta baixa afinidade pelo H20O,
(MITTLER, 2002). A CAT, pertence a familia das oxirredutases presente
universalmente nos organismos que decompde H;O, em agua e oxigénio
molecular (MORITA et al., 1994). A APX, outra importante enzima do sistema
de defesa antioxidante, € chave no ciclo da glutationa-ascorbato que reduz o
H,0O, (quando em baixas concentragdes na célula) até agua usando ascorbato
como doador de elétrons, resultando na formacgao de dehidroascorbato (Figura
1b). Este é reciclado a ascorbato usando a GSH como doadora de elétrons, e a
glutationa oxidada (GSSG) é convertida pela enzima glutationa redutase,
dependente de NADPH (ASADA & TAKAHASHI, 1987). Deste modo, a SOD
age como primeira linha de defesa convertendo o O, a H,O,. A APX, a GPX e
a CAT entéao detoxificam o H,O,. Em contraste com a CAT (Figura 1d), a APX e
a GPX requerem um ciclo regenerador de ascorbato e/ou glutationa (Figura
1a—c). Esse ciclo usa elétrons diretamente do aparato fotossintético (Figura 1-

a) ou NAD(P)H (Figura 1b,c) como poder redutor.
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Figura 1 - Caminho das espécies reativas de oxigénio e sua remocao nas plantas (a)
Ciclo agua-agua. (b). Ciclo ascorbato glutationa (c). Ciclo glutationa peroxidase (d). ROS estao
indicadas em vermelho, antioxidantes em azul e enzimas removedoras de ROS em verde

(Adaptado de Mittler, 2002).



Essas enzimas reduzem de forma eficiente as ROS sob circunstancias
normais, mas se a reducdo completa ndo ocorrer, como em condi¢cdes de
producdo aumentada, o resultado pode ser um estado de estresse oxidativo
levando a oxidacdo de biomoléculas, tais como, lipidios, proteinas e DNA
(RICHTER & SCHWEITZER, 1997). Além disso, a oxidagao e a inativagao dos
componentes celulares podem desencadear o processo de morte celular
(BUCKNER et al., 2000).

Além do sistema de defesa antioxidante enzimatico, as defesas
antioxidantes ndo-enzimaticas sao de fundamental importancia para as células.
O &cido L-ascérbico é encontrado em concentragdes baixas e desempenha um
importante papel na tolerancia das plantas ao estresse como um componente
do sistema antioxidante (NOCTOR & FOYER, 1998). Esta envolvido na
regulagcéo da fotossintese, na expansao celular, na elongacéo das raizes e no
transporte dos elétrons transmembrana (NOCTOR & FOYER, 1998;
SMIRNOFF, 2000). Também €& importante na remogéao dos radicais livres de
oxigénio (SINHA et al., 2005). Os radicais livres de oxigénio estdo envolvidos
na oxidacdo do acido ascérbico para formar acido dehidroascérbico, o qual é
regenerado posteriormente até acido ascorbico (Figura 2) (FRIDOVICH &
HANDLER, 1961). Os antioxidantes, tais como, o acido ascorbico e a
glutationa, que sao encontrados em concentragdes altas (5 — 20 mM acido
ascorbico e 1-5 mM glutationa) nos cloroplastos e outros compartimentos
celulares, sdao importantes para a defesa das plantas contra o estresse

oxidativo (ZENK, 1996).



Figura 2 — Estrutura do &cido ascoérbico atuando na estabilizagdo dos radicais

livres. a) ascorbato, b) radical ascorbil, c) acido ascdrbico. Adaptado de Machlin (1991).

Os grupos tidis nao protéicos, entre estes a glutationa, sdo conhecidos
por possuirem um papel central nos mecanismos de resposta aos metais
tracos em plantas terrestres (ZENK, 1996; RAUSER, 1999). A GSH, um
tripeptideo contendo enxofre, € um antioxidante muito importante envolvido na
defesa celular contra agentes toxicos (SCOT et al.,, 1993). A GSH reduz
diretamente a maioria das espécies reativas de oxigénio, enquanto que a
enzima glutationa redutase usa NADPH para reduzir GSSG a GSH (GRANT et
al., 1997). Varios radicais livres e oxidantes s&o capazes de oxidar GSH a
GSSG (NOCTOR & FOYER, 1998). Estudos mostram que niveis elevados de
GSH celular estdo associados a tolerancia a metais pesados em plantas

(CHEN & GOLDSBROUGH, 1994) e a exposigdo aos metais pesados leva a



uma sintese acelerada de GSH em raizes e em culturas de células
(SCHNEIDER & BERMANN, 1995). Além disso, a GSH pode reagir
quimicamente com o oxigénio singlete, com o radical superdxido e hidroxila,
funcionando como removedor de radicais livres. E também o precursor das
fitoquelatinas que agem como peptideos que complexam metais pesados em
plantas (ROSEN, 2002). Os niveis de GSH em tecidos de plantas sao
modificados na presenga de metais (KOVIDEVA et al., 1997). Embora seja
conhecido o papel da GSH como um importante antioxidante celular, varios
aspectos sobre a fungcdo de seus componentes precisam ser detalhados
(BARTOSZ, 1996).

Também, os carotendides possuem um papel importante na protegcao do
pigmento clorofila sob condi¢bes de estresse e sdo conhecidos por manter as
reagcdes fotodindmicas, protegendo a clorofila da peroxidacédo lipidica e
impedindo o colapso da membrana dos cloroplastos (KNOX & DODGE, 1985).

Dessa forma, os metais pesados tornam-se toxicos para as plantas
sempre que seus niveis de acumulagdo exceder a capacidade de
destoxificacdo. Assim, o fator que determina o estresse oxidativo é a
velocidade com que as plantas ativam suas reservas antioxidantes (RANIERI et
al., 1993), aspecto este que confere tolerancia ao estresse (SINHA et al.,
1996). SINHA et al. (2005) sugerem que a capacidade de tolerancia das
plantas aos metais depende do balanco entre os fatores que favorecem o

estresse oxidativo e os fatores que o reduzem.



2.4. Delta-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D)

A enzima citoplasmatica delta-aminolevulinato desidratase (E.C.
4.2.1.24), também conhecida como porfobilinogénio sintase, catalisa a
condensagao assimeétrica de duas moléculas do acido delta-aminolevulinico
(acido delta-aminolevulinico, 5-ALA), formando o composto monopirrélico
porfobilinogénio (PBG) (Figura 3). O produto final do caminho dos
tetrapirrdlicos, tais como o heme, as clorofilas e as corinas, esta envolvido em
muitos aspectos do metabolismo, como o transporte de elétrons até a
fotossintese (JAFFE, 2000).

A 3-ALA-D possui grande importancia toxicolégica, pois alguns metais,
tais como o cadmio (NORIEGA et al., 2007), mercurio e chumbo (MORSCH,
2002; PRASAD & PRASAD, 1987), sao capazes de inibir esta enzima. A 6-
ALA-D é sensivel a agentes oxidantes, tais como metais pesados e ROS,
devido a sua natureza sulfidrilica (ROCHA et al., 2001). Além disso, a sua
inibicdo leva a sintese reduzida de clorofila, o que traz prejuizos para o
crescimento das plantas. PEREIRA et al. (2006) observaram que o aluminio
inibe a atividade da 6-ALA-D de plantulas de Cucumis sativus, sendo que esta
inibicdo esteve relacionada com alteragdes no crescimento das plantulas. Além
disso, CHO & PARK (2000) observaram que até mesmo baixas concentragdes
de mercurio no substrato reduzem o crescimento de raizes e da parte aérea de
plantas de tomate, sendo que essa redugao foi concomitante com a indugao de

radicais livres e a redugao nos niveis de clorofilas.
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Figura 3 - Formagéao do porfobilinogénio (PBG) (Adaptado de Senior et al., 1996).

2.5. Cucumis sativus L. (Pepino)

O pepino é uma importante espécie cultivada e consumida no Brasil.
Trabalhos recentes mostraram que o pepino € sensivel para uma grande
variedade de contaminantes (GORSUCH et al., 1991, PEREIRA et al., 2006) e,
em funcdo disso, foi selecionado como uma planta teste para o estudo do
metabolismo dos metais em plantas. Além disso, ha informacéo disponivel
insuficiente sobre a toxicologia de mercurio nesta espécie e sobre os
mecanismos pelo qual esse elemento produz estresse oxidativo em plantas.

Ferri (1985) relatou que o estudo do metabolismo dos metais € melhor
observado em plantulas devido a alguns fatores; no periodo de plantula, é
observado um metabolismo acelerado, com divisdo e expansdo celular, e
formacdo dos tecidos, dessa forma varios processos relacionados ao
metabolismo do mercurio seriam detectaveis. Além disso, em uma plantula em
emergéncia as substancias nutrientes sdo tomadas do material de estoque das
sementes e apenas agua e oxigénio que a pléantula absorve do meio. Ainda, o

periodo que vai da germinagdo até a época em que a plantulas se torna



estabelecida como um organismo independente constitui a fase mais crucial da
historia de vida da planta. Durante esse periodo a planta € mais susceptivel a

injuria por diversos fatores como a presenca do mercurio.



