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RESUMO

FREITAS, Darlielva do Rosario, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2023.
Envolvimento de nanoparticulas de ferro zero valente nao convencional, na
tolerancia ao cadmio em Lemna valdiviana. Orientador: Juraci Alves de Oliveira.
Coorientador: Vinicius Melo da Silva.

A fitorremediacdo € um conceito que abrange uma diversidade de técnicas de baixo
custo, na qual plantas sao utilizadas para o tratamento de ambientes contaminados
por diferentes classes de compostos quimicos, incluindo ambientes com
concentragdes de metais acima dos limites definidos na legislagdo ambiental. As
Lemnas sp. sao monocotiledéneas aquaticas, de pequeno tamanho e de crescimento
rapido o que, associado ao potencial de bioacumulacao, tem chamado a atencao para
fins de fitorremediacéo. A presente pesquisa utilizou a espécie Lemna valdiviana, que
tem se mostrado eficiente na remocao de arsénio e outros poluentes metalicos do
meio aquatico e, portanto, participa como uma possivel bioacumuladora de cadmio
(Cd). Este elemento foi detectado em concentracbes superiores as permitidas (5 ppb)
no rio Fumacga, que nasce dentro do Parque Estadual Serra do Brigadeiro (PESB).
Para este estudo, avaliamos a influéncia do ferro, na forma iénica e de nanoparticulas
“verdes” (ferro zero valente — nZVI), sintetizadas de forma ndo convencional, na
absorcdo e nos danos bioquimicos causados pelo Cd em plantas de Lemna
valdiviana. Para tanto, as plantas mantidas apenas em solugdo nutritiva de Clark
(controle) e submetidas aos tratamentos contendo Fe, na forma de Fe-EDTA e na
forma de nZVI, na concentracdo de 50 mg L', e Cd, na concentragédo de 0,02 mg L™,
por 48 h. As plantas cultivadas em presenca de Cd e de Fe, na forma salina e de
nanoparticulas, acumularam maiores concentracées de Cd sem, contudo, aumentar
os danos celulares em comparacao ao tratamento com Cd de forma isolada. De modo
geral, podemos concluir que o sistema antioxidante enzimatico atuou para mitigar os
danos oxidativos e que a suplementagdo com Fe, em ambas formas quimicas, atuou
de forma benéfica na mitigagéo de danos celulares.

Palavras-chave: Sistema antioxidante. Fitorremediacdo. Estresse abiotico



ABSTRACT

FREITAS, Darlielva do Rosério, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2023.
Involvement of unconventional zero valent iron nanoparticles in cadmium
tolerance in Lemna valdiviana. Advisor: Juraci Alves de Oliveira. Co-advisor:
Vinicius Melo da Silva.

Phytoremediation is a concept that covers a diversity of low-cost techniques, in which
plants are used for the treatment of environments contaminated by different classes of
chemical compounds, including environments with concentrations of metals above the
limits defined in environmental legislation. The Lemnas sp. nov. They are aquatic
monocots, of small size and fast growth, which, associated with the potential for
bioaccumulation, has drawn attention to phytoremediation purposes. The present
research used the species Lemna valdiviana, which has been shown to be efficient in
removing arsenic and other metallic pollutants from the aquatic environment and,
therefore, participates as a possible bioaccumulator of cadmium (Cd). This element
was detected in concentrations higher than those allowed (5 ppb) in the Fumaca River,
which rises within the Serra do Brigadeiro State Park (PESB). For this study, we
evaluated the influence of iron, in ionic form and "green" nanoparticles (zero valent iron
— nZVI), synthesized in an unconventional way, on the absorption and biochemical
damage caused by Cd in Lemna valdivian plants. Therefore, the plants kept only in
Clark's nutrient solution (control) and submitted to treatments containing Fe, in the form
of Fe-EDTA and in the form of nZVI, in the concentration of 50 mg L-1, and Cd, in the
concentration of 0.02 mg -, for 48 h. Plants grown in the presence of Cd and Fe, in
the saline and nanoparticle form, they accumulated higher concentrations of Cd
without, however, increasing cell damage compared to treatment with Cd alone. In
general, we can conclude that the enzymatic antioxidant system acted to mitigate
oxidative damage and that supplementation with Fe, in both chemical forms, acted

beneficially in the mitigation of cellular damage.

Keywords: Antioxidant system. Phytoremediation. Abiotic stress.
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1. INTRODUCAO

Aguas contaminadas tém sido uma grande preocupagdo ambiental, pois
podem ser responsaveis por uma série de problemas ao longo da cadeia alimentar
(Moulis et al. 2010). A contaminagdo ocorre por varias ag¢des antropicas como,
descarte nao regulamentado industriais e doméstico de residuos orgéanicos e
inorganicos, atividades agricolas ao utilizarem pesticidas, fertilizantes, bem como por
atividades de mineradoras (Rai et al. 2022; Sucio et al. 2022). Os subprodutos dessas
atividades muitas vezes sdo metaldides como arsénio (As) e metais, cromo (Cr), ferro
(Fe), mercurio (Hg), chumbo (Pb), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), cadmio
(Cd) e aluminio (Al), aumentando a disponibilidade desses elementos no meio
ambiente (Kiran et al. 2021).

Os metais, em concentragdes permitidas, ndo causam danos bioldgicos, e
alguns séo essenciais, como Fe, Cu, Mn e Zn, presentes em estruturas e atividades
celulares. Neste caso, a deficiéncia pode causar alteragdes metabdlicas e fisiologicas,
como por exemplo a deficiéncia de ferro nas plantas, que afeta o complexo clorofila-
proteina e induz a senescéncia das folhas (Zou et al. 2021). Observa-se, também, a
participacdo de varios elementos, como o Fe, Zn, Mn e Cu, atuando como cofatores
enzimaticos, com implicacdes diretas nas atividades de varias enzimas (Young et al.
2021). Outros elementos, contudo, como o As, Hg, Pb e Cd, nao fazem parte do
metabolismo celular e, portanto, podem provocar alteragcdes bioquimicas,
morfoldgicas e fisiolégicas nas plantas. Cita-se, por exemplo, os elementos As e Cd,
0s quais competem pelo sistema de absorcdo com os nutrientes fosfato e calcio,
respectivamente (Moulis et al. 2010). Estes elementos, por ndo terem funcéo
bioldgica, apenas irdo acumular e causar danos as plantas (Coelho et al. 2020). Metais
potencialmente téxicos, mesmo que essenciais, em concentracoes elevadas, podem
apresentar toxicidade para as plantas (Repkina et al. 2023), e 0s ndo essenciais
apresentam uma toxicidade ainda maior (Coelho et al. 2022).

O Cd é um metal téxico com limite permitido pela regulamentacado da Uniao
Europeia 5 ug/L em agua doce e pelo CONAMA 10 ug/L, uma vez que mesmo em
concentracdes reduzidas apresenta toxicidade tanto para plantas como para animais
(Hu et al. 2021). O Cd é considerado substancia muito téxica para os humanos, sendo
classificado como carcinogénico, segundo Registro de Doencas e Téxicas da América
(ATSDR) (Hu et al. 2021). O Cd esta associado a insuficiéncia renal, osteoporose e



outras enfermidades, como a doenga ltai-ltai, inicialmente diagnosticada em pessoas
no Japao, a qual foi associada ao consumo prolongado de arroz contaminado por Cd
(Zhou et al. 2021; Cui et al. 2022). Assim, o Cd tem sido objeto de grande preocupacao
ambiental, em escala mundial, o que tem motivado a estudos por alternativas para
remediacdo de solos e aguas contaminadas (Gabriele et al. 2021).

O Cd foi encontrado recentemente em uma regiao proxima a cabeceira do rio
Fumagca (Valvassori, 2018), localizado no limite noroeste da bacia do Rio Paraiba do
Sul. Esse rio nasce dentro do Parque Estadual Serra do Brigadeiro (PESB), o qual é
o divisor de aguas das bacias do rio Doce e do rio Paraiba do Sul, que sé&o as duas
bacias hidrograficas mais importantes da regido Sudeste (CTA, 2005).

A fitorremediacdo € um método que vem sendo bem aplicado para remocéao
de diversos contaminantes em solos e aguas, sendo uma alternativa que apresenta
baixo custo quando comparado a outros tratamentos fisicoquimicos (Gabriele et al.
2021). Espécies vegetais da familia das Lemnaceaes sdo exemplos de plantas
aquaticas utilizadas na fitorremediagédo de As, B, Co, Cu e Hg, (Turker et al. 2017),
(Souza et al. 2018), (Souza et al. 2019) (Coelho et al. 2020). Estudos com Lemna
minor submetida ao Cd mostraram que essa planta pode acumular este metal (Xue et
al. 2018; PersSic et al. 2019) e, assim como outras macrofitas aquaticas, podem
melhorar a eficiéncia do processo de fitorremediagcdo quando utilizadas em conjunto
com nanoparticulas.

As nanoparticulas (tamanho < 100 nm) fazem parte do grupo dos
nanomateriais que vém sendo bem explorados em diversas areas, incluindo a
preservacao do meio ambiente (Emmanuel et al. 2023). As nanoparticulas de ferro
zero valente (nZVI), em que o Fe participa como doador de elétrons, sdo consideradas
agentes redutores, atuantes em processos de oxirreducao.

As pesquisas envolvendo nanoparticulas associadas a plantas para aplicacao
em processos de fitorremediacdo sdo, ainda, muito incipientes. Alguns trabalhos néao
tém obtido sucesso no aumento da eficiéncia do processo de fitorremediacdo com o
uso de nanoparticulas, conforme Pontes et al. (2020), em que a exposi¢ao das plantas
de L. valdiviana a nanoparticulas de 6xido de cobre causou decréscimo no processo
fotossintético. Da mesma forma, sdo poucos os trabalhos que avaliam o quanto o
acumulo dessas nanoparticulas possam ser benéficas as plantas. Estima-se que as
nanoparticulas metalicas e ametéalicas sdo benéficas para a atenuacao de estresse
por metais potencialmente téxicos (Zou et al. 2021) como: as nanoparticulas (Nps)



ametalicas SiNps, em arroz, milho e coentro; HPAnps arroz, tabaco, azevém e
Brassica chinesis; SeNps, em arroz e repolho chinés, nanoparticulas metalicas
ZnONps aplicadas em soja, trigo, arroz e milho; TiO2Nps em milho e soja; e
nanoparticulas a base de ferro como FeOsNps e nanoparticulas de ferro zero valente(
nZVINps), em girassol arroz e trigo.

Vale ressaltar que as nanoparticulas, em geral, podem ser sintetizadas a partir
de diferentes elementos quimicos e de maneiras distintas, o que influencia em suas
propriedades (da Silva Freitas et al. 2021). As nanoparticulas de ferro zero valente
(nZV1) sao bons adsorventes e suas propriedades eletrénicas (Zou et al. 2021). Elas
tém sido produzidas pelo Laboratério de Quimica da UFV, de maneira ndo
convencional, buscando alternativas para produg¢dao das mesmas com menor dano e
toxicidade para o meio ambiente fazendo com que possam ser utilizadas em
ambientes contaminados. Michalkova et al. (2017), utilizando girassol em ambientes
contaminados com Cd e utilizandoo nZVI fim de remediar, demonstrou ser benéfica
para o crescimento, porém, diminuiu o acumulo de metal pesado na planta. Em outro
estudo (Guha et al. 2020) estudaram o efeito de nZVI em arroz cultivados em solos
contaminados com Cd, e a presencga das nZVI resultou em beneficio as para plantas,
com concentragcdo de Cd maior nos vacuolos, além de uma regulagcédo dos genes da
captacao de Fe e Cd (Guha et al. 2020).

Neste trabalho buscamos entender se as nanoparticulas podem melhorar a
resposta ao estresse provocado por Cd em Lemna valdiviana, além disso, se a
presenca de nZVI pode melhorar a capacidade de bioacumulagao de Cd para fins de
utilizacdo na fitorremediagao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obtencao e aclimatacao do material vegetal

Espécimes de Lemna valdiviana (Araceae) foram coletados no Horto Botanico
da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, MG, Brasil) (Figura 1), desinfetadas com
hipoclorito de sédio 1%, durante 1 min, lavadas em agua corrente, transferidas para
solugdo nutritiva de Clark (1975), V2 forga idnica, pH 5,5, e mantidas em sala de
crescimento de plantas, com intensidade luminosa, temperatura e fotoperiodo
controlados (230 umol m? s, 25 + 2 °C 16/8 h claro/escuro), por 3 dias, para

aclimatacao as condi¢cdes experimentais.

Figura 1. Local de coleta das plantas - Horto Botanico da Universidade Federal de
Vicosa (Vigosa, MG, Brasil)
Fonte: Freitas (2023).
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2.2. Sintese das nZVI “verdes”

Os materiais vegetais coletados foram lavados com &agua deionizada e
submetidos a secagem em estufa com renovagao/circulagdo de ar (MARCONI MA
035), a 60 °C, por 3 dias . Em seguida, os materiais secos foram ser moidos em um
moinho tipo Wiley (Tecnal TE-680), coletando-se a fragdo passante pela peneira
(malha mesh 30) acoplada ao equipamento e armazenada em dessecador. A
amostras desse material foi adicionada agua deionizada, para obtengdo de
concentracao equivalente a 60 g L 1, e o sistema mantido em aquecimento a 80 °C,
por 1 h, com agitacdo constante. Em seguida, a suspensao resultante foi peneirada
(malha com abertura de 1 mm) e a fragdo passante submetida a centrifugacéo (2500
xg), por 5 min. O sobrenadante foi coletado e filtrado a vacuo, utilizando-se papel de
filtro qualitativo de celulose, com gramatura de 80 g m-2, para obtencao do extrato
redutor (o filtrado), o qual foi utilizado na reacao de sintese das nZVI.

A sintese das nanoparticulas de ferro zero valente (nZVI), utilizando redutores
obtidos a partir de materiais vegetais (Figura 2), foi realizada conforme a metodologia
proposta por Wang et al. (2014), com algumas adaptacdes. A produgao das nZVI
ocorreu pela adicao do extrato redutor, por gotejamento, a uma solucao de FeSO4 0,1
mol L7, na razdo volumétrica de 2:1. Durante o procedimento, o sistema reacional
esteve sob temperatura ambiente e agitagdo constante, por meio de um agitador
magnético, até esgotar a solucao de extrato redutor. A solugéo resultante, contendo
as nZVI em suspenséo (concentragéo tedrica de Fe 0,03 mol L"), foi armazenada sob
refrigeracdo (em torno de 4 °C) até a sua caracterizacdo ou utilizagdo nos

experimentos.
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Figura 2. Fluxograma ilustrativo da sintese das nanoparticulas de ferro zero valente
(nZV1) a partir de uma solucao de FeSO4 e material vegetal (E. grandis).

2.3. Aplicacao dos tratamentos

Apdbs o periodo de aclimatagdo, massa fresca de 3 g das plantas foram
transferidas para recipientes contendo 0,2 L de solugcado nutritiva de Clark, nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente (Figura 3), onde permaneceram por 2 dias

nos seguintes tratamentos conforme a tabela abaixo.

Tratamento Condicoes
1- Controle Plantas mantidas apenas em solugao nutritiva de Clark

2-Fe Solucéo nutritiva + Fe-EDTA 50 mg/L
3 - nZVI Solugéo nutritiva + nZVI 50 mg/L
4 - Cd Solucao nutritiva + nitrato de cadmio (Cd(NOs)2 - 4H20) 0,02 mg/L

5 - Cd+Fe solugdo nutritiva + nitrato de cadmio (Cd(NOs)z- 4H20) 0,02 mg/L +
Fe-EDTA 50 mg/L

6 - Cd+nZVI  solugdo nutritiva + nitrato de cadmio (Cd(NOs3)2- 4H20) 0,02 mg/L +
nZV1 50 mg/L
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Figura 3. Sala de crescimento de plantas com condigdes controladas (230 umol m?2 s
1,25 + 2 °C 16/8 h claro/escuro).

2.4. Determinacao do teor de Fe adsorvido na superficie das raizes e
folhas

O material vegetal referente as massas frescas, antes de passarem pelo
procedimento de secagem em estufa, foram previamente lavadas com solucao
extratora contendo 40 mL de citrato de sédio 0,3 M (NasCeHs07. 2H20), 5 mL
bicarbonato de s6dio 1 M (NaHCOs3) e 3 g de ditionito de sédio (Na2S204) por grama
de massa fresca para remover 6xidos de Fe adsorvidos, conforme a metodologia
descrita por Taylor & Crowder (1983).

2.5. Determinacao da concentracao de Cd e Fe

As plantas foram coletadas, lavadas em agua deionizada e secas em estufa
a 80 °C até o peso seco constante. O extrato mineral foi obtido por digestdo com
mistura acida nitro-perclérica (2:1) do material vegetal seco (planta inteira) a
temperatura maxima de 220 °C (Nieniewska e Curtius 1986). Apds a digestdo, as
amostras foram filtradas e completou-se o volume para 25 mL com agua desionizada.
Depois disso, as amostras foram analisadas usando um espectrofotdbmetro de
absorgao atébmica (AA-6701F, Shimadzu Corporagéo).
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2.6. Peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica foi determinada pela quantificagdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) de acordo com o método de Hodges et al.
(1999). Amostras de 0.15 g foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
com 2 mL do meio de extragédo constituido de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v),
seguido de centrifugacao a 10.000 xg por 15 min, a 4 °C. Aliquotas do sobrenadante
de 0,5 mL, foram adicionadas a 1,5 mL de solugao de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5%
(p/v) em TCA 20% (p/v). Uma segunda aliquota de mesmo volume foi adicionada 1,5
mL de solucdo de TCA 20% sem TBA e, em seguida incubados em banho-maria, a
temperatura de 95 °C, por 30min. A reacao foi paralisada em banho de gelo, por 10
min, sendo o extrato de centrifugacdo a 3.000 xg, por 10 min, a 4°C. Aliquotas do
sobrenadante foram utilizadas para a determinagdao da concentracao do complexo
aldeido malbnico-TB e a absorbancia do sobrenadante lida a 532 nm. O valor para
absorcao néo especifica em 600 nm e 440 nm foi subtraido, a quantidade de complexo
TBARS-TBA (pigmento vermelho) calculada a partir do coeficiente de extingao de 157

mM-! cm™ e resultados expressos em nmol g MF.

2.7. Determinacao de espécies reativas de oxigénio

Para determinar a concentracao de anion superoxido (Oze-), amostras de 0.05
g da planta foram adicionadas em 2 mL do meio de extragdo, constituido de acido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 pM, B-nicotinamida adenina nucleotideo
reduzida (NADH) 20 yM e tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr
2001). Em seguida 100 pL epinefrina 25,2 mM em &cido cloridrico 0,1 N foi adicionado
ao extrato para iniciar a reacdo, seguida da incubacdao em 28 °C, sob agitacao
constante por um tempo de 5 min, seguida da leitura na absorvancia a 480 nm,
também no tempo de 5 min, (Boveris et al. 2002), sendo os resultados serao
expressos em pmol g*' de massa fresca.

Para determinar a concentracao de per6xido de hidrogénio (H202), amostras
de 0,2 g da planta foi adicionada ao meio de extragdo utilizando tampé&o fosfato de
potassio 50 mM, pH 6.5, contendo hidroxilamina 1 mM, seguido de centrifugadas a
10.000 xg, por 15 minutos, a temperatura de 4 °C (Kuo e Kao 2003). Na sequéncia,
50 pL do extrato obtido (sobrenadante) foram adicionadas em um meio de reagao

constituido de sulfato ferroso amoniacal 100 pM, acido sulfurico 25 mM, laranja de
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xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki 2000) e mantidas no escuro por 30
minutos, seguida da leitura da absorvancia a 560 nm. As concentragdes de H20:2
foram estimadas com base em curva analitica, sendo resultados expressos em pmol

g' de massa fresca.

2.8. Determinacao da atividade enzimatica antioxidante

2.8.1. Obtencao dos extratos enzimaticos

Amostras de 0,3 g de plantas foram maceradas utilizando nitrogénio liquido e
2 mL do meio de extracao, constituido por tampéo fosfato de potassio 0,10 M, pH 6,8;
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,10 mM; fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1,0 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Para a
APX, o meio de extracao foi constituido de tampao fosfato de potassio 50,0 mM, pH
7,0; ascorbato 1,0 mM e EDTA 1,0 mM (Nakano e Asada, 1981). Em seguida, o extrato
foi centrifugado a 12.000 xg, por 15 min a 4 °C, sendo o sobrenadante o extrato bruto
para analise da atividade das enzimas dismutase do superdxido, catalase, peroxidase
e peroxidase do ascorbato.

2.8.2. Determinacao da atividade da dismutase do superdxido (SOD)

A atividade da SOD foi determinada utilizando 50 pL do extrato enzimatico a
5 mL do meio de reacao constituido de tampéao fosfato de so6dio 50 mM, pH 7,8,
contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 uM. A reagéo ocorreu em camara com iluminacao (ldampada fluorescente
de 15 W) a 25 °C e, ap6s 5 min, a iluminacao foi interrompida para a realizagdo da
leitura, em espectrofotémetro, da absorvancia em 560 nm, sendo a atividade expressa
em mmoles min' g' de proteina, seguindo as metodologias propostas por
Giannopolitis e Ries (1977) e Beauchamp e Fridovich (1971).

2.8.3. Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase foi mensurada utilizando 200 pL do extrato enzimatico
bruto, adicionado a 2,8 mL do meio de reacado, constituido de tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM (Havir e Maehly 1987). O decréscimo da
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absorvancia, no primeiro minuto de reacao, foi determinado em espectrofotometro a
240 nm, a 25 °C utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M-' cm™', conforme
Anderson et al. (1995), e a atividade enzimatica expressa em mmoles min"'mg™ de

proteina.

2.8.4. Determinacao da atividade das peroxidases (POX)

A determinagdo da atividade das peroxidases consistiu da utilizacdo de
extrato bruto enzimatico de 200 pL, adicionado a 4,8 mL do meio de reagao,
constituido de tampéo fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H202 20
mM (Nakano e Asada, 1981). A producao de purpurogalina na reacao foi determinada
pelo incremento da absorvancia, durante o primeiro minuto de reacdo, a 420 nm a
25 °C, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM cm™, conforme
Chance e Maehly (2006) e o resultado expresso em mmoles min-' g-' de proteina.

2.8.5. Determinacao da atividade da peroxidase do ascorbato (APX)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de plantas foram homogeneizadas em 2
mL do meio de extracdo, constituido de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0,
ascorbato 1 mM e EDTA 1 mM (Nakano e Asada 1981).

Para a determinacédo da atividade da enzima, uma aliquota de 200 uL do
extrato bruto foram adicionados a 2,8 mL do meio de reacao constituido de tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascérbico 0,8 mM e H202 1 mM. (Nakano e
Asada 1981, modificado por Koshiba 1993). O decréscimo na absorvéancia, a 290 nm
a 25°C, foi medido durante o primeiro minuto da reacéo e a atividade enzimatica sera
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM-' cm™ e a atividade
enzimatica expressa em mmoles min! g-' de proteina (Nakano e Asada 1981).

2.9. Determinacao de proteinas

Para quantificacdo da concentracdo de proteinas, usadas para base da
atividade enzimatica, seguiu-se o método proposto por Bradford (1976). Em 100 uL
do extrato enzimatico bruto, adicionou-se 1 mL do reagente de Bradford. Apds 20 min
de reagao no escuro, a absorvancia a 595 nm foi determinada e os teores de proteinas
foram estimados com base em curva de calibragdo preparada com padroes de BSA.
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2.10. Antioxidantes nao enzimaticos ascorbato total e tiois totais

2.10.1. Ascorbato total

Na determinacéo da concentracdo de ascorbato total, amostras de 0,3 g de
massa fresca de planta, coletadas ap6s 3 horas do reestabelecimento do periodo
luminoso, foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de
acido triclo acético (TCA)6% (p/v), centrifugadas a 15000 xg, por 5 min, a 4 °C. A
aliquota de 200 pL do sobrenadante adicionaram-se 400 puL de tampéo fosfato de
sédio 0,2 M, pH 7,4 e 200 p de DTT. A mistura ficou em repouso, por 15 min, antes
de ser acrescida de 200 pL de N etilmaleimida 0,5% (p/v), 1 mL de TCA 10% (p/v),
800 pL de acido fosforico 42 % (v/v), 800 uL de 2-dipiridil 4% (p/v) e 400 uL de cloreto
de ferro (lll) 3% (p/v). Apds agitacao vigorosa e incubacao a 42 °C, por 45 min, a
reacao foi paralisada em banho de gelo e a absorvancia determinada a 525 nm
(Kampfenkel et al. 1995). Os teores de ascorbato total foram estimados com base em
curva de calibracdo preparada com padrées auténticos de ascorbato, tendo sua
concentragdo expressa em umol de AA g' MF.

2.10.2. Compostos Tiolados

Amostras de 150 mg, de folhas e raizes, foram maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de meio de extragdo constituido de
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, EDTA 1 mM e &cido ascorbico 1% (p/v), seguido de
centrifugacdo a 10000 xg, por 10 min, a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado para
determinacao de tidis totais e ndo proteicos.

Para tidis totais, aliquotas de 250 uL do sobrenadante foram adicionadas a
750 uL de tampao Tris-HCI 0,2 M, pH 8,2, 50 uL do reagente de Eliman [acido 5,5 —
ditio-bis (2- nitrobenzoico)] 0,01 M e 3,95 mL de metanol (Sedlak e Lindasay, 1968).
Apods 15 min de reagao a 37 °C, a absorvancia foi determinada a 412 nm e, utilizando-
se o coeficiente de absortividade molar 13100 M-, foi calculado o teor de tidis totais e
os resultados expressos em pmol de SH g' MF.

Para determinacdo dos tidis nao-proteicos, aliquotas de 1 mL do

sobrenadante foram adicionadas a 0,2 mL de acido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) e
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0,8 mL de H20 desionizada, seguido de centrifugacdo a 10000 xg, durante 15 min. As
aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram adicionados 2 mL de tampéo Tris-HCI 0,4
M, pH 8,9 e 50 uL de reagente de Eliman 0,01 M. Ap6s 5 min a temperatura ambiente,
a absorvancia foi lida a 412 nm e, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar
de 13100 M, calculou-se o teor de tidis nao-proteicos, sendo os resultados
expressos em pumol de SH g' MF (Sedlak e Lindasay, 1968).

2.11. Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo 6 tratamentos com 4 repeticbes, e cada unidade
experimental constituida de 3 g de massa fresca de plantas/repeticdo. Os dados de
natureza paramétrica e os dados paramétricos, obtidos apds transformacdes pelo
modelo da familia Box-Cox, foram avaliadas estatisticamente por meio da analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, pelo programa estatistico R (R CORE TEAM, 2016). Os dados que nao
atenderam os requisitos para a ANOVA foram avaliados por modelo boxplot.
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3. RESULTADOS

3.1 Adsorcao de ferro e absorcao de cadmio e ferro

Para o metal ferro (Fe), na forma de placa aderida na superficie da planta, foram
observados maiores valores de distribuicdo de dados nos tratamentos nZVI e nZVI+Cd
(Fgura 4). Nestes tratamentos, as concentracdes de Fe dessorvidos da superficie da
planta ultrapassaram valores de 4 ppm na solugéo de dessorc¢ao, em pelo menos 50%
dos dados analisados, e indicam que a placa de Fe possui maiores tendéncias de
concentracdo quando a planta € submetida a este elemento na forma de

nanoparticula.

o
]

L

[}
1
-

Placa de ferro (ppm)
'S
1

>
N h% < N
C 7 G\QQ é\?‘

Figura 4. Concentragao de ferro na solugao de dessorcao de ferro adsorvido as raizes
e folhas de plantas de L. valdiviana, expostas a tratamentos com Fe ibnico e
nanoparticulado (nZVI), por 48 horas. No diagrama de caixas (boxplot), linhas pretas
horizontais no centro da caixa representam a mediana; as caixas estendem-se do 25°
ao 75° percentil da distribuicdo de valores de cada grupo; linhas verticais que se
estendem denotam valores adjacentes (ou seja, os valores mais extremos dentro da
faixa interquartil 1,5 do 25° e 75° percentil de cada grupo).

A maior concentragdo de Fe adsorvido pdde ser constatada, inclusive, pela
analise visual como observado na (Figura 5) em que as raizes e folhas apresentaram

coloragao escura, caracteristico da presenca das nanoparticulas.
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Figura 5. Observacdo da formacédo da placa de ferro formada em plantas de L.
valdiviana, expostas a tratamentos com Fe i6nico e nanoparticulado (nZVI), por 48
horas, ferro adsorvido as raizes e folhas.

Os dados obtidos para a avaliagdo da exposicao de L. valdiviana aos metais
cadmio (Cd) e Fe (interno e externo a planta) indicaram distribuicdo ndo normal e
varidncias ndao homogéneas, dois fatores necessarios para o uso da analise de
variancia e testes de média. Uma vez que a presenca de resultados ndo detectaveis
(de valor zero) impossibilitaram a transformacao dos dados, utilizou-se 0 modelo
boxplot para representar e avaliar esses dados.

Para o metal Cd, as maiores tendéncias de distribuicao de dados referentes
aos teores deste elemento na planta, ocorreram para os tratamentos em que foram
aplicados, conjuntamente, Cd e Fe, na forma iénica e de nanoparticulas (Figura 6 A).
Destaca-se que 0s nesses tratamentos, os valores obtidos estiveram acima de 10 ug
g de massa seca da planta em 75 e 50% dos dados dos tratamentos contendo Fe
na forma salina (Fe + Cd) e de nanoparticula (nZVI+Cd), respectivamente. Esses
resultados podem indicar que uma maior remoc¢éao de Cd pode ser favorecida pela

presenca do elemento Fe na solucéo.
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Figura 6. Concentracao de Fe (A) e Cd (B) nas plantas de Lemna valdiviana, apés 48
h de exposi¢do aos tratamentos com Fe, nZVI, Cd, Fe + Cd, nZVI + Cd. No diagrama
de caixas (boxplot), linhas pretas horizontais no centro da caixa representam a
mediana; as caixas estendem-se do 25° ao 752 percentil da distribuicdo de valores de
cada grupo; linhas verticais que se estendem denotam valores adjacentes (ou seja,
os valores mais extremos dentro da faixa interquartil 1,5 do 25° e 75° percentil de cada

grupo).

As maiores tendéncias da distribuicado de dados de acumulo de Fe na planta
foram observadas nos tratamentos de Fe na forma de nanoparticula (nZVI e
nZV1+Cd), com pelo menos 50% da distribuicdo dos valores nesses tratamentos acima
dos 6000 pg g ' MS (Figura 6 B). Os demais tratamentos com exposigcao da planta ao
Fe na forma salina (Fe e Fe+Cd) obtiveram menores tendéncias de distribuicdo de
dados e medianas abaixo de 4000 ug g' MS. Esses resultados indicam que as plantas

de L. valdiviana absorvem mais eficientemente o elemento ferro na forma

nanoparticulada.
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A presenca de Fe, nas duas formas quimicas, resultou em tendéncia de maior
acumulo de Cd nas plantas, comparados com o tratamento contendo Cd isoladamente
(Figura 5A). Por sua vez, a presenga do Cd nos tratamentos contendo Fe iénico ndo
interferiu na absorcéo desse nutriente pelas plantas, da mesma forma que ocorreu
nos tratamentos com nZVI (Figura 5B). Fica evidente, dessa forma, a interferéncia do
Fe na absorcdo do Cd, mas o Cd n&o interfere na absorcao de Fe.

3.2. Peroxidacao lipidica e espécies reativas de oxigénio

Plantas submetidas ao Cd apresentaram as maiores concentracdes do
biomarcador de peroxidacao lipidica (MDA), tanto em presenca de Fe ibnico quanto
de nanoparticulas (Figura 7A). Todavia, € possivel evidenciar que as Znvi
apresentaram tendéncia de atenuar os danos téxicos do Cd, comparativamente aos
tratamentos com Fe + Cd.
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Figura 7. Concentracdo de malondialdeido (MDA) (A), anion superédxido (B) e
peréxido de hidrogénio (C) em Lemna valdiviana, ap6s 48 h de exposicdo aos
tratamentos: controle, Fe, Nzvi, Cd, Fe + Cd, Nzvi + Cd. Médias seguidas pela mesma
letra nao diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05). As barras dispostas nos graficos
representam o erro padréo.

Os agentes causadores de peroxidacao lipidica, representados pelas
concentracdes do radical O2*- (Figura 7B) e perdxido de hidrogénio (Figura 7C), nao
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tiveram alteracdo significativa entre os tratamentos, de forma que pudessem
evidenciar a participagdo nos danos as membranas. Vale ressaltar, entretanto, que
essas concentragfes expressam uma condicdo momentanea, enquanto que a
concentragdo de MDA expressa um dano relativamente mais persistente.

3.3. Sistema antioxidante enzimatico

A atenuacéao dos danos téxicos de um agente poluente envolve a participacao
de um pool de enzimas antioxidantes representadas, dentre outras, pela dismutase
do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX) e peroxidase do ascorbato
(APX).

A atividade da SOD manteve-se sem alteragGes significativas, independente
dos tratamentos contendo Cd, indicando que, possivelmente, essa enzima nao teve
participagdo efetiva em evitar os efeitos do estresse oxidativo (Figura 8A).
Coroborando esses resultados, observa-se a relacdo da atividade dessa enzima com
as concentragdes de superdxido e peroxido de hidrogénio.

A atividade da CAT manteve atividade igual ao controle apenas no tratamento
Fe ibnico nos demais tratamentos houve um aumento da atividade, nota-se que o
aumento da atividade nos tratamentos nZVI, Fe +Cd e nZVI + Cd correlaciona com
seu substrato H202 que, estatisticamente, se encontram mais elevados (Figura 8B).
Especialmente no tratamento zNVI + Cd observa-se a maior atividade dessa enzima,
indicando o papel atenuador de danos oxidativos, conforme relacionado com o
biomarcador MDA. A atividade antioxidante da POX (Figura 8C) aumentou,
principalmente, nos tratamentos na presenca da nanoparticula, porém, também se
observa um aumento no tratamento Fe+ Cd, o qual ndo é observado quando os
tratamentos foram aplicados isolados.

A atividade da APX (Figura 8D) foi maior no controle, comparativamente a todos
os demais tratamentos, independente da presenca de Cd ou de Fe, na forma ibnica
ou de nanoparticulas. Essa enzima tem uma funcao bastante especifica em termos
de substrato, o que pode ter afetado a sua atividade, conforme demonstrado com os
dados de concentragédo de ascorbato, os quais tiveram apenas pequenas alteragoes
entre os diversos tratamentos.
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Figura 8. Atividade das enzimas dismutase do superéxido (SOD) (A), catalase (CAT) (B),
peroxidases (POX) (C) e peroxidase do ascorbato (APX) (D) em plantas de Lemna valdiviana,
apos 48 h de exposicao aos tratamentos: controle, Fe, nZVI, Cd, Fe + Cd, nZVI + Cd. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05). As barras
dispostas nos graficos representam o erro padrao.

3.4. Antioxidantes nao enzimaticos: ascorbato e tiois

Os teores de ascorbato total tiveram pequenas alteragdes entre os tratamentos,
0 que nao é suficiente para explicar o papel e a participacao dessa substancia como
um agente antioxidante (Figura 9A). Os tratamentos contendo Fe, Cd e nZVI, de forma
isolada ou em conjunto, apresentaram os maiores teores de tiois. Maiores tendéncias,
contudo, foram observadas nos tratamentos com zNVI, em presenca ou nao de Cd
(Figura 9B).
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Figura 9. Concentragdo de ascorbato (A) e de tidis totais (B) em Lemna valdiviana,
apos 48 h de exposicao aos tratamentos: controle, Fe, nZVI, Cd, Fe + Cd, nZVI + Cd.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

As barras dispostas nos graficos representam o erro padrao.
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4. DISCUSSAO

A absorcao de Fe, por meio de transportadores, pode estar envolvida com a
absorcao de Cd (Nakanishi et al. 2006; Takahashi et al. 2011; Bashir et al. 2014;
Huang et al. 2018), evidenciando que o Cd n&do é absorvido por um transportador
especifico em plantas. Essa absor¢ao pode ocorrer pelas mesmas vias utilizadas na
aquisicao de nutrientes, como proteinas canais de transporte de cations, ATPases de
metais potencialmente téxicos, transportadores regulados por zinco e proteinas
semelhantes a transportadoras reguladas por Fe (Bari et al. 2019; Zou et al. 2023).

A presenca de agentes quelantes, como o EDTA, aumentam a absorgéo de
Fe, e isso esta relacionado, também, a maior absorcdao de Cd, tanto para o Fe na
forma i6nica como em nanoparticulas (Tananonchai et al. 2023). Experimento
conduzido com arroz mostrou que o uso de nZVI resultou em diminui¢cdo da expressao
génica de transportadores de Fe, mas ocorreu aumento de genes responsaveis pelo
sequestro do Cd para os vacuolos (Guha et al. 2020). Dessa forma, é possivel inferir
que, apesar de ocorrer elevacao da concentracdo de Cd no meio celular, isso nao
reflete em maior intensidade de dano biolégico, uma vez que este elemento pode estar
sendo transportado para o vacuolo.

A presenca de Fe em concentragbes elevadas, ou mesmo na forma de
nanoparticulas, resulta na formag¢do de uma camada de material adsorvido nas raizes
denominada placa de Fe, especialmente no tratamento com nZVI, a qual adsorve,
também, em maior propor¢cao o cadmio e, com isso, pode corroborar para uma maior
absorcao desse elemento (Huang et al. 2018).

Geralmente, a toxicidade do Cd em plantas esta relacionada a redug¢ao do
crescimento, amarelecimento, murcha e enrolamento das folhas (Prasad 1999; Jiao
et al. 2012; Kabir et al. 2016; Bari et al. 2019). Entretanto, tais evidencias ndo foram
possiveis de serem detectadas no periodo experimental realizado, em virtude do curto
periodo de exposicao. As reagdes bioquimicas e fisioldgicas, por sua vez, ocorrem de
forma imediata, quando as plantas sdo expostas aos agentes poluentes, resultando
em alteracées no metabolismo que, num periodo maior de tempo, resultardo em
efeitos mensuraveis do crescimento. Ainda assim, € possivel inferir que o Fe
nanoparticulado, além de colaborar no processo de absor¢cédo de Cd, pode compensar
os danos por aumentar a taxa fotossintética, resultando na manutencado desses

parametros similares ao tratamento controle (Kataria et al. 2019).
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O Cd, apesar de nao causar diretamente a formagao das espécies reativas de
oxigénio (ROS), como ocorre com o Fe na reagcdo de Haber-Weiss (Mahmud et al.
2018), é capaz de alterar o metabolismo em diversos niveis e, em se tratando de agéo
oxidativa indireta, atua afetando a cadeia transportadora de elétrons, tanto da
fotossintese como da respiragao, além de ter efeito inibitdrio na formagao de agucares
e proteinas (Muneer et al. 2014; Roy et al. 2016; Bari et al. 2019). Essas alteragbes
podem resultar na formacédo de ROS, os quais irdo oxidar estruturas celulares, como
os lipideos presente nas membranas, proteinas e DNA (Rascio e Navarri-1zzo, 2011).

Um dos principais danos da ag&o toxica do Cd é a peroxidagéo lipidica,
detectada por meio da andlise de MDA (Bari et al. 2019). Esses efeitos toxicos podem
ser reduzidos com o suprimento de Fe na forma nZVI, evidenciando o papel das
nanoparticulas de Fe na mitigacao da toxicidade de Cd, conforme relatado por Guha
et al. (2020). A acao protetora das nanoparticulas pode estar associada a reducao na
geracao de ROS ou pela ativagdo da agéo do sistema antioxidante, por meio da acao
enzimatica ou pela sintese de compostos antioxidantes. A reducao de apenas um dos
componentes envolvidos na toxicidade por ROS, conforme relatado por Bari et al.
(2019), ja é capaz de promover um efeito mitigador de dano na planta.

O sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico atuam diretamente sobre
as ROS, mitigando as situacdes de estresse oxidativo (Kabir et al. 2016). Apesar
desses componentes oxidantes atuarem, em diversas etapas metabdlicas, como
importantes moléculas sinalizadoras (Zhou et al. 2021), em situac6es de desequilibrio
em nivel celular, como ocorre em condi¢cdes de exposicdo a agentes poluentes,
podem ser prejudiciais, provocando danos as membranas e outros componentes
celulares. Com isso, além de analisar diretamente as concentracoes das ROS, se faz
importante uma anélise dos componentes responsaveis por atenuar a concentragao
excessiva, tanto o sistema enzimatico, quanto o nao enzimatico (Bari et al. 2019).

Os principais componentes protetores da acao oxidante dos produtos gerados
durante a exposi¢ao ao Cd séo as enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato (APX), e do sistema nao
enzimatico sdo os compostos tiolados e o ascorbato (Dat et al. 2000).

A suplementacgéao de Fe (nZVI) e de outros componentes minerais, na forma
de nanoparticulas, tem resultado em aumento a atividade da enzima SOD (Michéalkova
et al.2017; Ghua et al. 2020; Li et al. 2014; Rizwan et al. 2019; Lian et al. 2020). No
presente trabalho, entretanto, a atividade dessa enzima n&o foi responsiva, de forma
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significativa, a presenga do Cd e de nanoparticulas de Fe. A enzima CAT, por sua vez,
apresentou aumento da atividade no tratamento com nZVI, em consonancia com
Ghua et al. (2018) e demais trabalhos supracitados.

A maior atividade da enzima POX nos tratamentos contendo nZVI, em
presenca ou nao de Cd, possivelmente esta relacionada ao maior acumulo de Fe no
meio celular, o qual pode ter ativado respostas de protegdo celular a elevada
concentracdo desse elemento. Embora em menor intensidade, houve também,
incremento na atividade dessa enzima no tratamento contendo Fe ibnico e Cd,
conforme observado por Irshad et al. (2020). O tratamento apenas Cd ndo apresentou
diferenca estatistica em relagédo ao controle, portanto, podemos sugerir que as fontes
de ferro, e principalmente a nanoparticula, induziu o aumento da atividade desta
enzima (Michalkova et al. 2017).

A enzima APX, que catalisa a degradacdo do H20:2 utilizando ascorbato e
glutationa reduzida (Cuypers et al. 2011), ndo teve a atividade alterada nos diversos
tratamentos com Fe e Cd, apresentando valores menores dos aqueles observados
nas plantas do controle. Em varias situacdes de estresse por metais potencialmente
toxicos essa enzima tem sua atividade aumentada, conforme relatado por Ali et al.
(2002). De certa forma, esse resultado esta em consonancia com as concentracoes
de H202 nos tratamentos com fontes de Fe. Adicionalmente, essa enzima € capaz de
atuar diretamente na remogéao de ROS, por meio dos seus agrupamentos sulfidrila
(Noctor et al.2012), e, juntamente com a CAT, se constituem nos principais
mecanismos enzimaticos de degradagdo de H202 (Cuypers et al. 2016).De outra
forma, a manutencdo inalterada da atividade da enzima APX nos diversos tratamentos
indica que o ascorbato ndo se constituiu em componente antioxidante nesse processo,
uma vez que as concentracbes se mantiveram similares ao controle, diferente de
situagdes de estresse por Cd, conforme relatado por Lu et al. (2019).

Os compostos tiolados tem participacao efetiva na manutencao de elevadas
concentragdes celulares de Cd e outros metais, sem que isso resulte em danos
celulares. Evidéncias dessa participacao estao descritas em pesquisas que associam
a maior retencdo de Cd nas raizes das plantas com a maior concentragdo de
compostos tiolados (Liang et al. 2014). Assim, o aumento na concentracdo destes
compostos nos tratamentos com Fe, ibnico e nannoparticulado, esta relacionado a
quelacao do Cd absorvido, evitando danos celulares. Adicionalmente, podemos inferir
que o Fe, especialmente na forma de nanoparticulas, pode ter aumentado a
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expressao de genes envolvidos na assimilagdo de enxofre com a presenga de Cd
(Harada et al., 2002; Herbette et al. 2006; Ernst et al., 2007; Liang et al., 2014),
potencializando a sintese de compostos tiolados, especialmente compostos de

glutationa e fitoquelatinas.
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5. CONCLUSOES

Plantas da espécie Lemna valdiviana cultivadas em presenca de Cd e de Fe,
na forma salina e de nanoparticulas, acumularam maiores concentra¢des de Cd sem,
contudo, aumentar os danos celulares em comparacdo ao tratamento com Cd de
forma isolada. Ha que se considerar, entretanto, que se faz necessério observar os
efeitos em uma escala temporal maior, pois ocorreu aumento das concentracdes de
MDA e de ROS, em comparacdo com as plantas controle. Isso, num periodo de
exposicdo maior, pode alterar mais severamente o metabolismo das plantas.

De modo geral, podemos concluir que o sistema antioxidante enziméatico
atuou para mitigar os danos oxidativos e que a suplementacdo com Fe, em ambas
formas quimicas, pode resultar em agdes benéficas para a fitorremediacao de areas

contaminadas por Cd.
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