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RESUMO

O aumento da poluigdo/degradagiao ambiental tem sido observado com uma
crescente preocupagao pelas comunidades globais, considerando como sua
principal resultante os problemas de salde e perdas significativas dos sistemas
naturais. Dentre os contaminantes, os metais pesados vém obtendo destaque por
sua toxicidade e acumulacido nas cadeias troficas. Dentre os métodos de
remogao/minimizacéo de metais, a biorremediacdo vem ganhando espaco como
alternativa viavel para o tratamento de ambientes poluidos. O cadmio € um metal de
altissima toxicidade, e induz alteragdes celulares, que atingem a morfologia, bem
como a atividade de polimeros e sistemas enzimaticos dos sistemas vivos. Contudo,
alguns sistemas exibem tolerancia 4 presenca do cadmio e o estudo dessas
modificacbes podera fornecer dados importantes para contribuir com a
biorremediacao de metais pesados. Dessa forma, a presente proposta visa avaliar o
comportamento de enzimas oxidativas, bem como proteinas totais, polifosfatos e
estrutura celular e sorgao do ion metalico em Aspergillus nidulans como resposta ao
crescimento em presenca de 1TmM, 2mM e 3mM de cadmio. Os resultados servirdo
como elementos de base para o entendimento dos mecanismos metabdlicos
associados a sobrevivéncia e manutencao e viabilidade celular, que podem ser
aplicados em protocolos de biorremediagao de ambientes contaminados com metais
pesados. Com isso, a fim de uma melhor compreensdo do potencial toxico de um
componente ambiental e seus efeitos sobre a biota local, € necessaria uma visao
ampla que envolva conhecimentos relacionados a genética, protedmica,
metabolismo celular e de niveis de organizagado biolégica mais elevada, a fim de

tornar este tipo de estudo com biomarcadores uma ferramenta fundamental para o

manejo e conservagao do meio ambiente.

Palavras-Chave: Cadmio, Aspergillus nidulans, Polifosfato, Estresse Oxidativo,

Ultraestrutura.
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ABSTRACT

The environmental degradation/pollution, without doubt, has been observed as
an increasing concern of the global community, taking as its main resulting health

problems and significant loss of natural systems. Among the contaminants, heavy

metals are gaining prominence for its toxicity and accumulation in trophic chains.
Among the methods of removal / minimization of metals, bioremediation has gained
the space as a viable alternative for the treatment of polluted environments.
Cadmium is a metal of high toxicity, and induces cellular changes that affect the
morphology and the activity of enzyme systems, and biomolecules in living systems.
However, some biological systems exhibit tolerance in the presence of cadmium, and
studies related to that processes of tolerance could provide important data to
contribute to the bioremediation of heavy metals. Thus, this proposal aims to assess
the behavior of oxidative enzymes, total and total protein, polyphosphates and
cellular structure and sorption of metal ion in Aspergillus nidulans in response to
growth in the presence of TmM, 2mM and 3mM of cadmium. The results serve as
basic data for understanding the metabolic mechanisms associated with survival,
maintenance and cell viability, which can be used in protocols for bioremediation of
environments contaminated with heavy metals. Thus, in order to better understand
the toxic potential of an environmental component and its effects on local biota, it is
necessary a vision that involves the knowledge related to genetics, proteomics,
cellular metabolism and the highest levels of biological organization, in order to make

this type of study related to biomarkers a fundamental tool for management and

conservation of the environment.

keywords: Cadmium, Aspergillus nidulans, polyphosphate, Oxidative Stress,

Ultrastructure.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUGAO

A industria é responsavel pela producdo de diferentes substancias poluentes
encontradas na natureza, produzindo um imenso numero de compostos téxicos. Dentre
0s principais poluentes, os metais pesados e seus derivados exercem papel
preponderante, o0s quais sao diretamente prejudiciais a saude humana, cujas
substancias organicas comprometem a manutencdo dos processos vitais. Na tentativa
de reduzir os severos problemas causados por elevados niveis de concentracdo de
metais no ambiente, varios estudos tém sido desenvolvidos para estabelecer
parametros para a diminuicdo da concentracao destes elementos em efluentes
industriais (CHEY & BUCHANAN, 2008; GADD, 2009).

Apesar da contaminacao por metais pesados ser um fato desencadeante de
processos toxicos para peixe, crustaceos, plantas aquaticas, mamiferos e
microrganismos, tais elementos ocorrem naturalmente e muitos deles séao
componentes essenciais do ecossistema global. Esses metais podem ser facilmente
transportados quando em solucdo e, muitas vezes, podem alcancar altas
concentracoes em areas fechadas por sua propria disposicao ou por amplificagao
biologica. Em geral, o tratamento de ambientes contaminados por metais envolve
processos fisico-quimicos de precipitacao, floculacéo, eletrolise, cristalizacao ou
adsorgao; entretanto, estes processos podem ser onerosos e/ou contribuir para a
formagdo de novos contaminantes ambientais. Assim, torna-se necessario o
desenvolvimento de tecnologias mais econdmicas e praticas para a remog¢ao dos
metais (ADRIANO et al., 2004; GADD, 2008; GADD, 2009).

Os metais sao contaminantes de extrema letalidade de tal forma que os estudos
da toxicidade de metais pesados em plantas e microrganismos vém atraindo a atencao
de muitos cientistas do ambiente. Dentre os metais pesados, o cadmio € um dos mais
toxicos para os seres humanos, animais e plantas, € nao exibe funcao biologica
conhecida. Também, dentre esses elementos € 0 que apresenta a mais alta taxa de
emissao para o ambiente nas ultimas décadas (JARUP, 2002; 2003; 2009; CHEY &
BUCHANAN, 2008; DONAT & DRIDEN, 2009; RENSING & ROSEN, 2009).

A biotecnologia aplicada ao meio ambiente, embora ainda considerada uma area

de pesquisa emergente, mostra-se potencialmente capaz de responder com solugdes
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efetivas para uma grande variedade de problema de poluicao ambiental. Neste sentido,
nao apenas proporciona meétodos para o tratamento de rejeitos industrial, mas também
pode contribuir para a biorremediacido de ambientes ja contaminados (GADD, 2009;
GADD, 2010).

Os microrganismos desenvolveram, ao longo da evolucao, um grande numero de
mecanismos de tolerancia que permitem seu pleno desenvolvimento, mesmo na
presenca de grandes quantidades de metais pesados: exclusao; excrecao; sequestro e
transformacgao. Tais mecanismos sao primeiramente ativos quando o sistema é exposto
a presenca de metais pesados. Por outro lado, os microrganismos exibem mecanismo
de tolerancia, ditos passivos, uma vez que nao sao induzidos na presenc¢a do metal,
mas que sem duvida aumentam a resisténcia celular (GADD, 2008; GADD 20009;
GADD, 2010).

A literatura tem sugerido que ocorre um possivel mecanismo de quelacao
Intracelular através de um polimero aniénico de cadeia longa, o polifosfato. Assim, nos
ultimos anos, varios laboratoérios tém investigado a relacao entre o nivel de polifosfato e
a resisténcia aos metais pesados. Desta forma, € possivel gerar conhecimentos para
melhorar e propor alternativas para remocao dos metais, utilizando microrganismos
(KULAEYV, 2000; KEASLING, et al., 2000; VAN LOOSDRECHT et al., 1997).

Além disso, em organismos expostos a metais pesados ocorre o aumento nas
espécies reativas de oxigénio (ROS), como o peroxido de hidrogénio, radical
superoxido, e radical hidroxila. Os radicais livres produzidos pela presenca de
compostos toxicos no organismo reagem com lipideos, proteinas ou acidos nucléicos e
resultam em diversas injurias bioquimicas ou genéticas. A detoxificacao das espécies
reativas de oxigénio tornou-se um pré-requisito para a vida aerdbia, o que proporcionou
0 desenvolvimento de muitas defesas organicas a partir da evolucédo a fim de prevenir,
interceptar e reparar os danos no organismo. Adicionalmente, os sistemas de
detoxificacao podem ser de natureza enzimatica e nao enzimatica (LEHNING et al.,
1995; CHANDRAN et al.,, 2005; ATLI & CANLI, 2007, AVERY et al., 2007;
MONSERRAT et al., 2008; AVILEZ et al., 2008; ATSDR, 2008), o que pode elevar a
atividade das enzimas do estresse oxidativo, como a catalase, peroxidase e glutation-s-
transferase, que utilizam esses compostos como substratos especificos (ATLI & CANLI,
2007). Essas enzimas sao constantemente citadas na literatura como biomarcadoras

de contaminacao em diversos organismos e podem ser utilizadas também como

sistemas de contaminacao ambiental.
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Enzimas e polimeros de origem microbiana tém sido usados em industrias de
tecnologia enzimatica por décadas. Muitas das enzimas microbianas sao exploradas
comercialmente e utilizadas com sucesso em escala industrial para catalisar varios
processos quimicos, tendo efiéncia e custos, tanto ambientais quanto financeiros em
relagdo ao uso de produtos quimicos. Recentemente, tais moléculas enzimaticas
também tém sido exploradas em biorremediacdo de residuos de substancias
complexas (CURTIS & SLOAN 2005; WHITELEY & LEE, 2006; TRIPATTI et al., 2007;
OSTEGAARD & OLSEN, 2010).

Os fungos estao ecologicamente envolvidos na degradacao de uma variedade de
materiais complexos, uma propriedade que €& atribuida a enzimas e biopolimeros
produzidas por estes microrganismos. Dentre os fungos, o género Aspergillus é um
grupo muito diversificado de fungos, de ocorréncia cosmopolita. Membros do género
sao conhecidos pelo seu potencial para degradar biomassa vegetal e aplicacoes
Industriais desde o tempo antigo (ADENIRAN & ABIOSE, 2009; TRIPATTI et al., 2007;
OSTEGAARD & OLSEN, 2010).

Considerando a necessidade de conhecimentos associados aos mecanismos
celulares, bioquimicos, fisiolégicos e estruturais relacionados ao desenvolvimento de
tolerancia e resisténcia a metais pesados, o presente estudo foi realizado com
Aspergillus nidulans na metabolizacdo de compostos xenobidticos, visando 4

ampliagédo dos conhecimentos bioquimicos e ultraestruturais do processo de remocéao
de cadmio.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos celulares e oxidativos de Aspergillus nidulans em

resposta a presenga de cadmio no meio de cultivo, bem como avaliar o potencial de

remogao de cadmio pela biomassa viva e tratada.

122

Objetivos Especificos

Avaliar o crescimento de Aspergillus nidulans em presenca de diferentes

concentragoes de cadmio;

Analisar a influéncia do crescimento em presenca de diferentes concentracoes

de cadmio na integridade morfologica e ultraestrutural do organismo;

Caracterizar as possiveis alteracoes induzidas pelas diferentes concentracoes

de cadmio na expressao das enzimas oxidativas;

Caracterizar os efeitos de diferentes concentragcoes de cadmio na expressao das
enzimas protease, amilase, fenoloxidase, xilanase, lipase, pectinase e celulase

do organismo;

Analisar o comportamento do polifosfato em resposta ao cultivo na presenca de

diferentes concentracdes de cadmio;

Avaliar os efeitos de diferentes concentracoes de cadmio sobre o conteudo de

proteinas totais do fungo;
|Identificar o potencial de remogao do ion cadmio pela biomassa;

Avaliar a cinética de remocao do metal cadmio por Asperqgillus nidulans.
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Poluicao Ambiental por Metais Pesados

Atividades antrépicas geram uma quantidade significativa de poluentes que sao
langados ao meio ambiente, muitas vezes ocasionando distlrbios ecologicos e
alteracOes biolégicas em varios niveis, seja, molecular, celular, tecidual, organismo,
populacdes e comunidades (GADD, 2009; ATSDR, 2008).

A poluicao pode ser definida como sendo toda alteracdo das propriedades
naturais do ambiente que seja prejudicial a saude, a seguranca ou ao bem estar da
populagao sujeita aos seus efeitos, causada por agentes de qualquer espécie. A partir
dai a contaminacdo do meio ambiente por quantidades crescentes de materiais de

destruicao espontanea muito lenta passou a causar preocupacao.

Atualmente existe uma grande preocupacao com relacao aos efeitos a curto e
longo prazo que muitos poluentes quimicos possam ter sobre a saude publica e o
meio ambiente, pois a crescente urbanizagdo das ultimas décadas tem expostos
animais e vegetais a muitos elementos quimicos potencialmente téxicos (CHEY &
BUCHANAN, 2008; GADD, 2009). Os metais pesados sao elementos quimicos que
apresentam numero atdbmico superior a 22, com massa especifica superior a 5 g.cm”,
também sao conhecidos pelo fato de serem precipitados por sulfuretos. Entretanto, a
definicao mais difundida € aquela relacionada com a saude publica: metais pesados
sao aqueles que apresentam efeitos adversos para a saude humana (Carvalho, 2006).
Os metais pesados geralmente sao classificados nas seguintes categorias: metais
toxicos (Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Co, Sn, etc); metais preciosos (Pd, Pt, Ag, Au,
Ru, etc.); e radionuclideos (U, Th, Ra, Am, etc.), cujos pesos especificos sao
normalmente superiores a 5,0 g.cm™, apresentando as seguintes caracteristicas: 1-
Toxicidade permanece por longos periodos na natureza e ocorre mesmo em baixas
concentracdes (1.0-10 mg.L”"); 2- Metais toxicos, de baixo interesse, podem
transformar-se em metais ainda mais toxicos num determinado meio ambiente; 3- Séao
acumulaveis; e 4- Nao sao degradados por qualguer método (ADRIANO et al., 2004;
FULLER, 2004; IBRAHIM et al., 2006; HOGAN, 2010).
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Alguns ions metalicos toxicos tais como o mercurio € o cadmio sac muito toxicos
mesmo em baixas concentragdes 0.001-1 mgL™ (NEUSTADT & PIECZENI, 2007
JARUP, 2009). Um dos fatores para o aumento de aguas residuais contaminadas por
metais pesados € a industrializacao, nisto a comunidade cientifica € unanime. Este
aumento coloca serios problemas ambientais e de saude publica, associados aos seus
efeitos toxicos e a sua acumulacédo ao longo da cadeia alimentar (CALLENDER, 2007;

ATSDR, 2008; CHEY & BUCHANAN, 2008; DONAT & DRIDEN, 2009; GADD, 2009).

As aguas residuais de atividades metalurgicas e mineiras, de industrias de
eletrénica, de acabamentos de superficies, de industrias téxteis, curtumes, producao de
plasticos, fertilizantes, tintas e pigmentos contém metais pesados (ALHUWALIA E
GOYAL, 2007; JARUP, 2009; ATSDR, 2008). Contudo, a auséncia de tratamento
adequado para os cursos de agua superficiais tem como consequéncia a acumulagao
de metais nos recursos hidricos e sedimentos (ATSDR, 2008). Desta forma, a busca
por metais pesados tem resultado na exploracao de novas jazidas, engquanto que

algumas espécies metalicas sao extraidas, outras espécies de menor importancia

economica nao sao recuperadas e sao libertadas no meio ambiente.

Assim, as atividades antropogénicas exercem um efeito consideravel na
concentragao e mobilidade dos metais pesados no meio ambiente. Um exemplo, o
processo de mineracao que envolve as operagoes de: extracao da mina,
processamento do minério de Iinteresse, evacuacao de residuos e transporte dos
semiprocessados, todas estas operacoes podem produzir uma poluicao localizada de
metais. Os metais associados a areas de desenvolvimento industrial incluem: cromo,
ferro, ouro, chumbo e mercurio. Aproximadamente 10% dos residuos produzidos pelos

paises desenvolvidos sao formados por metais pesados (ATSDR, 2008).

Por estas razbes a presenca de tais elementos em ecossistemas naturais
constitui um dos problemas ambientais de uma importancia relevante, uma vez que a
sua acumulacao ao longo da cadeia alimentar causa serios riscos para 0s animais e ao
homem. Sendo assim torna-se dificil de seguir os metais pesados ao entrarem nos
ecossistemas, uma vez que devido a sua acumulagao passam de um nivel trofico para

outro superior, acabando por atingir o homem no seu topo.
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1.3.2 Metais Pesados e a Saude Humana

Ao longo da histéria a toxicidade dos metais € associada a grandes acidentes
com graves consequéncias na saude, como 0 caso da populacao Japonesa que vivia
na baia de Minamata, que se alimentava de peixes e mariscos contaminados por metil-
mercurio, apresentando doengas neuroldgicas. Outro acidente ocorreu as margens do
rio Jinstsu, devido o cultivo de arroz, o qual era irrigado por aguas contaminadas com
cadmio, chumbo e niquel. Assim, a periculosidade destes metais esta associada a
danos ao sistema nervoso, figado, ossos e também ao bloqueio de grupos funcionais

de enzimas vitais (IBRAHIM et al., 2006; BERTIN, 2006; NEUSTADT & PIECZENIK,
2007; ANDY 2009; SIMEONQYV et al., 2011).

Sob o ponto de vista fisiologico, os metais pesados sao classificados em trés
categorias: 1) essenciais nao toxicos (Ca e Mg); ii) essenciais, mas nocivos acima de
determinadas concentracgoes (Fe, Cu, Mn, Zn) e iii) toxicos, quando causa problemas
ao metabolismo ou o crescimento (Hg, Pb, e Cd). (IBRAHIM et al., 2006; NEUSTADT &
PIECZENIK, 2007; ATSDR, 2008; JARUP 2009; SIMEONOV et al., 2011). A
disponibilidade destes metais no ambiente € geralmente baixa, mas as células tém
mecanismos de transporte ativo para a sua acumulagao. A concentragao destes metais
torna-se problematica para o organismo nao so6 quando excede 0s niveis fisiologicos,
mas também quando é deficitaria (IBRAHIM et al., 2006; NEUSTADT & PIECZENIK,
2007; ATSDR, 2008; JARUP 2009; SIMEONOQYV et al., 2011).

Os problemas de saude relacionados com os metais pesados podem revelar-se

de uma forma crbnica ou aguda, refletindo-se no bem-estar individual e na sociedade.

Os efeitos toxicos dos metais pesados manifestam-se geralmente como resultado da
sua capacidade de coordenacao, o que pode resultar no blogueio de grupos funcionais
e a substituicao de metais essencials em biomoléculas com fungdes importantes,
modificacdes conformacionais, desnaturacao e inativacao de enzimas e a alteracao da
integridade celular, o que se reflete no crescimento, aumento da fase de laténcia e
perturbacdoes na morfologia e fisiologia (IBRAHIM et al., 2006; NEUSTADT &
PIECZENIK, 2007; ATSDR, 2008; JARUP 2009; SIMEONOV et al., 2011).
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Os metais mais perigosos de um ponto de vista toxicologico para o ser humano
sao. 0 mercurio, o chumbo, o cadmio e o cromio. Sao metals nao essenciais, sem
qualquer funcio biolégica. Destes o cadmio € o mais utilizado em baterias de niquel-
cadmio, em pigmentos, revestimentos, ligas € componentes eletronicos, fertilizantes e
fungicidas. Uma exposicao a elevados niveis de cadmio provoca disfungoes renais,
degeneracao dos ossos, danos no figado e no sangue, sendo considerado um

composto cancerigeno para o homem (JARUP, 2009; IBRAHIM, 2006; NEUSTADT &
PIECZENIK, 2007; SIMEONOV et al., 2011).

Para ilustrar a importancia da poluicao por metais no ambiente, pode-se citar
que dentre as 20 substancia com maior risco de causar danos aos seres humanos, em
locais contaminados, conforme levantamento realizado em 2001 pela ATSDR (2008)
(Agency for Toxic Substances end Disease Registry) e EPA (Environmental Protection
Agency) do governc dos E.U.A., 5 sao metais, incluindo os 3 primeiros colocados.
Teores fitotoxicos de metais nao sao encontrados em solo sob condi¢cées naturais, mas
podem ser originados frequentemente de zona industrial e atividades agricolas; metais

como Zn, Cu e Cd sao amplamente difundidos e podem aparecer em altos niveis no
solo.

No ambito da Convencao sobre a poluicao atmosférica, em 1998, foi assinado
um protocolo relativo aos metais pesados dirigidos ao controle de emissdes para a
atmosfera, tendo prioridade metais como chumbo, cadmio € mercurio. Dessa forma, o

problema ambiental relativo a poluicao por metais pesados € uma das prioridades para

organizagoes internacionais e programas.

1.3.3. CADMIO (Cd)

1.3.3.1. Consideracoes Gerais

O cadmio foi descoberto na Alemanha em 1817 por Friedrich Strohmeyer,
professor de metalurgia, observando que algumas amostras de calamina com
Impurezas mudavam de cor quando aquecidos, dando origem a um material cuja cor

era amarela em vez de branca. Contudo, nao ocorria com a calamina pura. Apos um
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estudo mais pormenorizado, concluiu-se que o responsavel pela alteragao da cor era o

oxido metdlico, o qual foi isolado por precipitacdo com acido sulfidrico (COSANO,
2003).

O cadmio (do latim, cadmia, e do grego kadmeia, que significa "calamina”, nome
dado antigamente ao carbonato de zinco, ZnCOg3) € um metal macio com brilho muito
semelhante ao da prata, branco azulado, ductil e maleavel, relativamente pouco
abundante, sendo um dos metais mais toxicos. Pertence ao grupo |IB da Tabela
Periédica, possui elevada pressao de vapor; Ponto de Fusao igual a 320,9°C: Ponto de
Ebulicio de 765°C. Oxida-se rapidamente no ar em forma de vapor produzindo Cd.
Dissolve-se em solucoes acidas e no NH4sNO3 Pode-se corta-lo facilmente com uma
faca. Em alguns aspectos € similar ao zinco. Seu estado de oxidagao mais comum na
natureza é o +2. Pode apresentar o estado de oxidagdo +1, mas que é muito instavel. A
temperatura ambiente e a seco o0 cadmio € um produto estavel. Oxida-se lentamente no
ar com a umidade. Aquecido a temperaturas elevadas encandeia-se emitindo vapores
amarelo-avermelhados de 6xido de cadmio. Este metal € muito atacado pelos acidos,
mesmo pelos mais fracos, como por exemplo, os acidos organicos dos alimentos. Os
sais dai resultantes sao toxicos. Os compostos do cadmio, nomeadamente o clorato e
0 bromato podem causar explosdes sob aquecimento, por choque ou por contato com
materiais redutores. Quando gueimado ou aquecido, produz o oxido de cadmio, po
branco e amorfo ou na forma de cristais de cor vermelha ou marrom. Sulfetos,
carbonatos e oOxidos sao quase insoluveis na agua, ao passo que o0s nitratos,

halogenatos e sulfatos sao hidrossoluveis (COSANO, 2003; DECKERT, 2005; ATSDR,
2008; EPA, 2009; HOGAN, 2010).

O cadmio € um elemento escasso na crosta terrestre. As reservas sao dificeis
de serem encontradas e existem em pequenas quantidades. Dificilmente € encontrado
na forma elementar, sempre € encontrado ligado a outros elementos, tals como
oxigénio, cloro ou enxofre, formando compostos. Todos estes compostos sao solidos
estaveis que nao se evaporam. Somente o 6xido de cadmio € encontrado na atmosfera
na forma de pequenas particulas junto com o zinco, em proporgoes que variam de
1:100 a 1:1000, na maioria dos minérios e solos (HOGAN, 2010).
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O Cd utilizado na industria tem sido produzido nos ultimos 20 anos, dai na

atualidade seus compostos apresentarem numerosas aplicagcdbes na mesma como, por
exemplo, (HOGAN, 2010):

v Aproximadamente trés da quarta parte de cadmio produzido € empregado na
fabricacao de eletrodos das baterias "recarregaveis (Ni-Cd, niquel-cadmio)" usadas
em calculadoras e aparelhos similares, especialmente nas baterias e principalmente
na fabricacao de pilhas;

v' Uma parte importante € empregada em galvanoplastia (processo eletrolitico que
consiste em recobrir um metal com outro), como revestimento, brilho e resisténcia a
corrosao a objetos. E um dos processos industriais que mais utiliza o cadmio (entre
45 a 60% da quantidade produzida por ano);

v Alguns sais sao utilizados como pigmentos na forma idbnica. Por exemplo, o
sulfato de cadmio é empregado como pigmento amarelo;

v E usado em algumas ligas metalicas de baixo ponto de fus3o;

v Devido ao seu baixo coeficiente de friccdo € muito resistente a fadiga, sendo
utilizado em ligas para almofadas;

Revestimento eletrolitico dos metais:

Esmaltes e tinturas téxteis;

Cigarros;

Muitos tipos de solda contém este metal;

Em barras de controle em fissao nuclear;

Alguns compostos fosforescentes de cadmio sao empregados em televisores;

% N N SN 5 A

E empregado em alguns semicondutores;

Alguns compostos de cadmio sao empregados como estabilizantes de plasticos
como, por exemplo, no PVC;

v' Fotografia, litografia e pirotecnia;

v' Varetas para soldagens, em células fotoelétricas.

1.3.3.2. Aspectos ambientais e toxicolégicos

A fonte mais importante de descarga de cadmio para o meio ambiente é atraves

da queima de combustiveis fosseis (como carvao e petroleo) e pela incineracao de lixo
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doméstico. O cadmio também contamina o ar quando se fundem rochas para extrair
zinco, cobre ou chumbo. Trabalhar ou viver na proximidade de uma destas fontes

contaminantes pode resultar numa exposi¢ao significativa ao cadmio (ATSDR, 2008;
JARUP, 2009; SATARUG et al., 2010; GARRET et al., 2011).

A emissao de Cd para o meio ambiente, também ocorre mediante a incineragao
de plasticos e outros materiais que os utilizem como pigmento ou estabilizante. Sendo
os plasticos como principais fontes de Cd (67-77%) e as pilhas e baterias contribuindo
com 45% para a contaminacao de cadmio nos lixos. Cada bateria contém cerca de 5
gramas de cadmio, sendo a maior parte volatilizada e emitida para o ambiente quando
as baterias gastas sao incineradas como um componente do lixo. Também ocorre
emissao para a atmosfera quando o ago laminado com cadmio é reciclado (PINOT et
al., 2002; ATSDR, 2008; JARUP, 2009; SATARUG et al., 2010; GARRET et al., 2011).

O solo possui uma grande capacidade de retencao de metais pesados, porém,
se essa capacidade for ultrapassada, os metais em disponibilidade no meio penetram

na cadeia alimentar dos organismos vivos ou sdo lixiviados, colocando em risco a

qualidade do sistema de agua subterranea.

A retengao desses metais no solo pode se dar de diferentes formas, ja que os
argilominerais possuem sitios negativos onde os metais sdo adsorvidos por forcas
eletrostaticas. A contaminacao dos solos por Cadmio se da principalmente por
mineragao, poluicdo atmosférica de industrias metallurgicas, queima de combustiveis
fésseis entre outros (ATSDR, 2008; JARUP, 2009; HOGAN, 2010; SATARUG et al.,
2010; GARREDT et al., 2011).

O cadmio, existente na atmosfera é precipitado e depositado no solo agricola
com uma relagao aproximada de 3 g/hectares/ano. Rejeitos nao ferrosos e artigos que
contém cadmio contribuem significativamente para a poluicao ambiental. Outras formas
de contaminacao do solo sao atraves dos residuos da fabricacdo de cimento, da
queima de combustiveis fdsseis e lixo urbano e de sedimentos de esgotos (ATSDR,
2008; SATARUG et al., 2010; GARRET et al., 2011).

As baterias recarregaveis niquel-cadmio contabilizam 400 toneladas do metal

pesado altamente toxico, tanto para o ser humano como para o meio ambiente e sao
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descarregadas no meio ambiente anualmente. A causa mais significativa € que os
atuals sistemas de coleta de baterias usadas sao aparentemente inadequados. Apenas
30 por cento das baterias de cadmio, tais como as usadas em ferramentas a bateria
sao retornadas pela populacao. Uma pesquisa realizada concluiu, portanto, que proibir
0 uso de baterias de niquel-cadmio em ferramentas seria o Unico caminho certo para
evitar a poluicdo do ambiente a partir desta fonte. As baterias retornadas sao
classificadas e recicladas ou dispostas (HOGAN, 2010).

A agua é outra fonte de contaminacao e deve ser considerada nao somente pelo
Seu consumo como agua potavel, mas também pelo seu uso na fabricacao de bebidas
e no preparo de alimentos. Sabe-se que a agua potavel possui baixos teores de cadmio
(cerca de 1 mg/L), o que é representativo para cada localidade (ATSDR, 2008; MARIA
et al., 2008; SATARUG et al., 2010; GARRET et al., 2011).

Na agricultura, uma fonte direta de contaminacao pelo cadmio & a utilizacao de
fertilizantes fosfatados. Sabe-se que a captacdo de cadmio pelas plantas € maior
quanto menor o pH do solo. Nesse aspecto, as chuvas acidas representam um fator
determinante no aumento da concentracdo do metal nos produtos agricolas. Com isso
as plantas absorvem este elemento principalmente do solo e da agua (ATSDR, 2008;
MARIA et al., 2008; SATARUG et al., 2010; GARRET et al., 2011).

Assim, as plantas constituem-se o principal ponto de entrada do Cd na cadeia
alimentar. Em contraste com outros metais pesados téxicos, o Cd no solo € mais
facilimente absorvido pelas raizes das plantas, sendo este fenbmeno mais pronunciado
em solos acidos. Acredita-se que, similarmente a outros metais pesados, o Cd entra
nas células vegetais através de transportadores de cations com ampla especificidade
de substrato. No citosol, o Cd ¢é ligado a quelantes, tais como fitoquelatinas e acido
citrico e, posteriormente, sequestrado em vacuolo. Nas plantas um efeito claro da
toxidez pelo Cd pode ser observado na germinacao, comprometendo a respiracao e
induzindo diminuicao de crescimento (ASTDR, 2008; JARUP, 2009).

Além disso, a presenca do metal causa efeitos variados na atividade enzimatica.
O alvo potencial da acao de metais como 0 Cd, sdo enzimas e proteinas, que contém
grupos sulfidril (SH) ligados entre si por ligagoes dissulfeto, levando a oxidacao destes
grupos que, reagindo com o enxofre, destréi as ligacdes dissulfeto, desnaturando a
proteina, resultando na redugao da atividade enzimatica. Varios exemplos deste efeito
foram descritas para enzimas do Ciclo de Krebs na mitocéndria (MARTELLI et al.,
2006; IVANINA et al., 2008; SATARUG et al., 2010; GARRET et al., 2011).
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Dessa forma, o metal é prejudicial a saude humana, uma vez que induz a
inibigao de algum sistema de absorgcao de nutrientes, inorganicos e orgéanicos pelo
organismo humano. O cadmio e seus compostos sdo extremamente toxicos em baixas
concentracoes.

E essencial que se tomem cuidados especiais em processos de soldagem e
quando ha emissao de vapores e fumacas. Suas propriedades quimicas sao similares
as do zinco, mas apresenta maior tendéncia a formacao de complexos.

Assim que o cadmio € liberado na atmosfera, ele permanece la para sempre,
uma vez que nao e degradavel e € acumulado no meio ambiente (ATSDR, 2008;
CELIA et al 2009; JARUP, 2009; CANDEAS et al., 2010).

O cadmio € um elemento de vida biologica longa (10 a 30 anos) e de lenta
excrecao pelo organismo humano. O 6rgao alvo primario, nas exposicoes ao cadmio a
longo prazo, ¢ o rim. Os efeitos toxicos provocados por ele compreendem
principalmente disturbios gastrointestinais, apos a ingestdo do agente quimico. A
inalagao de doses elevadas produz intoxicagdo aguda, caracterizada por pneumonite e
edema pulmonar. O efeito téxico do cadmio em seres humanos tem sido

cuidadosamente pesquisado e classificado como substancia carcinogénica
(SCHEWERDTLE et al., 2010; GARRET et al., 2011).

A exposicao ao cadmio nos humanos ocorre geralmente através de duas fontes
principais (JARUP, 2009):

e Via oral (por agua e ingestao de alimentos contaminados),

e [nalagcao (aerossois, poeiras e fumos, absorcdo estimada em 0,1 a 50%;
Influenciada pelo tamanho e propriedades quimicas), sendo esta a principal via de

absorcao.

O cadmio entra na corrente sanguinea por absor¢cao no estdbmago ou nos
intestinos logo apds a ingestdo do alimento ou da agua, ou por absorgdo nos pulmoes
apos a inalacao. Muito pouco cadmio entra no corpo atravées da pele. Uma vez
absorvido, o cadmio é transportado pela corrente sanguinea até o figado, onde se une
a uma proteina de baixo peso molecular. Pequenas quantidades desse complexo
proteina-cadmio passam continuamente do figado para a corrente sanguinea, para ser
transportado até os rins e filtrado através dos gromérulos, para posteriormente ser

reabsorvido e armazenado nas células tubulares dos rins. Usualmente so é absorvido
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pelo sangue aproximadamente 1 a 5% do cadmio ingerido por via oral, entretanto é
absorvido de 30 a 50% quando inalado. Este ultimo 6rgdo excreta de 1 a 2% do cadmio

obtido diretamente das fontes ambientais.

A concentragao do metal nos rins € aproximadamente 10 mil vezes mais altas que
a da corrente sanguinea. A excrecao fecal do metal representa uma minima quantidade
do cadmio ndo absorvido no sistema gastrointestinal. Por outro lado, se estima que a
vida bioldgica do cadmio nos humanos varia de 13 a 40 anos (EPA, 1999; ATSDR,
2008; KOBAYASHI et al., 2008; HSU et al., 2009; JARUP, 2009).

Os sinais clinicos da intoxicagao por cadmio podem ser classificados em funcgao
dos tipos de transtornos observados. Assim, transtornos gastrintestinais,
traqueobronquite, pneumonia e edema pulmonar (6bito por doenga pulmonar > 20%)
caracterizam a intoxicagao aguda pelo metal. Na intoxicacdo cronica: transtornos
gastrintestinais, anemia, eosinofilia, descoloragcdo dos dentes, enfisema pulmonar,
hipertensdo arterial, danos ao miocardio, doenca renal. A intoxicacdo crénica é
precedida de um periodo de impregnacdo em que se consta frequentemente o
aparecimento de um "anel amarelo cadmio dentario". Esta pigmentacdo do esmalte
comeca na base do dente e pode chegar a cobrir metade do mesmo (EPA, 1999;
ATSDR, 2008; ETSUKO et al., 2008; KOBAYASHI et al.,, 2008; HSU et al., 2009:
JARUP, 2009; SCHWERDTLE et al., 2010).

As manifestagOoes patologicas agrupam-se em sindromes mais ou menos
complexas. As mais caracteristicas sao de ordem respiratéria e renal, pertubacoes
respiratérias com ulceragdes nasais, laringite, bronquite e enfisema, perturbagoes
hepato-digestivas com nauseas, vomitos e prisdo de ventre e diarreia em alternancia:
perturbacoes renais com albuminuria; podem ainda ocorrer perturbacées sanguineas,
nervosas e osseas (EPA, 1999; ATSDR, 2008; ETSUKO et al., 2008; KOBAYASHI et
al., 2008; HSU et al., 2009; JARUP, 2009 SCHWERDTLE et al., 2010).

A Agéncia Internacional para a Pesquisa em Céancer tem classificado o Cd como

uma substancia carcinogénica, causando a proliferacao celular e induzindo a apoptose
(SHLOMO & ZIANG, 2008; ATSDR, 2008).
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1.3.4 Interacao dos Microrganismos com Metais Pesados

Metais sao componentes naturais da rocha e leito de rocha. Por esse motivo,
solos tém naturais concentracoes de fundo dos diferentes metais pesados como
resultado de intemperismo da rocha. Estas concentragbes irdo variar com a
localizagao. Assim, existem naturalmente na crosta da terra em concentragoes tragos,
suficientes para subsidiar os sistemas de vida com nutrientes essenciais, mas em

niveis insuficientes para provocar toxicidade (ADRIANO et al., 2001; 2004; 2005;
DONAT & DRIDEN, 2009).

Metais e Metaldides passam por uma matriz de processos biogeoquimicos
dinamicos, na qual interagbes complexas envolvendo rocha, solo, agua, ar e
microrganismos regulam o habitat natural e determinam a sua disponibilidade para
sustentacao dos recursos naturais. Processos biogeoquimicos afetam a especiacao do
metal, que por sua vez controla sua solubilidade, mobilidade, biodisponibilidade e
toxicidade. Os ions metalicos sao levados a fazer parte da fase liquida agquosa do solo
e seus solutos, que resultam em ions livres ou complexados com ligantes organicos
e/ou inorganicos. Tais formas podem: (1) ser absorvidas pelas plantas; (2) retidas em
superficies minerais, matéria organica natural, e por microganismos; (3) transportados
atraves do solo para as aguas subterraneas através de lixiviacdo ou por transporte
facilitado por colodide; transporte facilitado, (4) precipitado e (5) difundido em meios
porosos. Durante o processo, exsudatos de raizes e microrganismos afetam o

fransporte e a solubilidade de metais (SPARKS, 2005; GADD, 2007, 2008. 2009;
ADRIANO et al., 2009).

Microrganismos desempenham um papel geoativo chave na biosfera,
particularmente nas areas de biotransformacgao e ciclismo biogeoquimico de elementos
metalicos, bem como nas transformacoes e decomposicao de minerais, e formacao dos
solos e sedimentos. Transformam metais através de oxidacao—-reducao e metilagao (o

processo de substituigao de um atomo, geralmente um atomo H, com um grupo metila)

e reacoes de demetilagao.

Juntos, esses processos afetam metal toxicidade e mobilidade (ADRIANO 2001;

SPARKS 2002; ADRIANO et al., 2005; ADRIANO et al., 2009; RENSING & ROSEN,
2009).
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Todos os tipos de microrganismos, Iincluindo procariotas e eucariotas e
respectivas associacoes simbiodticas podem contribuir ativamente para os fendbmenos
geologicos. Exibem uma variedade de propriedades que podem efetuar mudancas na
especiagao, toxicidade e mobilidade, de metais, bem como formacgao, dissolugao ou
deterioragcao de espécies metalicas. Assim, microrganismos interagem com metais e
minerais em ambientes sintéticos e/ou naturais, alterando seus estados fisicos e
quimicos, sendo metais e minerais também elementos chave no crescimento,
atividades e sobrevivéncia celular (GADD & RAVEN, 2010).

Metais e seus derivados interagem com microrganismos de varias formas
dependendo da espécie metalica, organismos e ambiente, enquantc que os
componentes estruturais e atividades metabdlicas também influenciam a especiagao de
metais e dessa forma, sua solubilidade, mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade
(GADD 2007, 2008, 2009, 2010).

Metais estao diretamente e/ou indiretamente envolvidos em todos os aspectos
do crescimento, metabolismo e diferenciacao dos fungos. Enquanto muitos metais sao
essenciais para os organismos, por exemplo, K, Na, Mg, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Co e Ni,
muitos outros nao parecem exibir fungoes essenciais, por exemplo, Rb, Cs, Al, Cd, Ag,
Au, Hg e Pb. Contudo, esses elementos podem interagir com as células fungicas,
sendo acumulados através de mecanismos fisico-quimicos e sistemas de transporte de
especificidade variavel (GADD 2007, 2008, 2009, 2010).

A maioria dos metais, essenciais e nao essenciais, exibem toxicidade acima de
certas concentragoes, as quais irao depender do organismo em questdo, das
propriedades fisico-quimicas do metal e fatores ambientais. Tudo isso explicita

mecanismos de detoxificagao se o organismo sobrevive.

Embora, as conotacdes de toxicidade e bioacumulagao estejam muitas vezes
ligadas com os metais nao essenciais, a toxicidade potencial de muitos metais
essenciais também e descrita (GADD 2007, 2008, 2009, 2010).

Os metais toxicos exercem efeitos lesivos de muitas formas, mas principalmente
com resultado de sua forte habilidade de coordenacao. Os efeitos toxicos incluem
bloqueio de moléculas biologicamente importantes — enzimas e sistemas de transporte

para nutrientes essenciais € ions; remocao e ou substituicao de ions metalicos
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essenciais (competicao) de biomoléculas e unidades celulares funcionais, modificacao
de conformacao, desnaturacao e inativacao de proteinas e enzimas e lesao de
membranas citoplasmatica e de organelas. Assim, afirma-se que a toxicidade
observada para os metais pesados se deve a presenca excessiva de metais pesados e

a um conjunto de interagdes ao nivel celular (HALL, 2002; GADD 2007, 2008, 2009,
2010).

Dessa forma, os sinais de toxicidade podem variar amplamente entre os fungos

e ions metalicos. Mas, pode-se afirmar que um pré-requisito para as interagoes de

toxicidade € o contato entre o metal ativo e os componentes celulares.

No entanto, os mecanismos de inducdo de toxicidade ainda nao estao
completamente  compreendidos. Atualmente comeca-se a verificar uma
interdependéncia entre a extensao da poluicao por metais e a tolerancia/resisténcia de
microrganismos isolados de ambientes contaminados por esses elementos. A selegao
de microrganismos resistentes € a sua utilizacdo como bioindicadores de ambientes
poluidos tem demonstrado ser uma ferramenta sensivel e de confianca para a

deteccao de metais abaixo do limiar da sua toxicidade.

Assim, a utilizacao de sistemas biologicos apresenta uma adesao crescente para
a avaliacao de ecotoxicidade integrada, permitindo uma maior compreensao dos
potenciais perigos associados aos metais pesados no ambiente, bem como para o

desenvolvimento de estratégias de remediacao ambiental (GRAVILESKA, 2004; AKSU
2005; ALLURI et al., 2007; CHOJNACKA, 2010; GADD, 2010).

A despeito da aparente toxicidade muitos microrganismos crescem € mesmo se
desenvolvem em abundancia em locais contaminados com metais pesados, e uma
variedade de mecanismos, ativos e incidentais, contribui para a sua resisténcia. A
resisténcia a metais toxicos € ampla, com frequéncias que vao de baixos percentuais a

aproximadamente 100% em ambientes fortemente poluidos (ECCLES, 1995; BROSS
et al., 2005; GADD, 2010).

Parece que a maior parte dos mecanismos de sobrevivéncia depende de algum
tipo de mudancga na especiagao do metal que conduz a diminuicao ou aumento na sua
mobilidade. Tais mudancas incluem transformacao redox, producao de peptideos e

proteinas que ligam metais (metalotioneinas e fitoquelatinas), precipitacao organica ou
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Inorganica, transporte ativo, efluxo e compartimentalizacdo intracelular, enquanto
paredes celulares e outros componentes estruturais também exibem significativa
habilidade ligadora de metais (BRUINS, 2000; CHOJNACKA, 2010; GADD, 2010).

QOutras propriedades microbianas também conduzem a solubilizacdo de metais,
de fontes organicas e inorganicas (Gadd, 2010). A membrana citoplasmatica é
obviamente o sitio inicial da acdo de uma espécie metalica toxica, o que resultara na

perda de solutos, por exemplo, potassio, e aumento da permeabilidade celular para
materiais externos (GADD 2007; 2008; 2009; 2010).

Frequentemente, os termos resisténcia e tolerancia sdo usados como sindénimos.
Gadd (1992) definiu resisténcia como a habilidade de sobreviver a metais téxicos por
mecanismos de detoxificagao produzidos em resposta direta ao metal. A tolerancia, por
outro lado, seria a habilidade de sobreviver a toxicidade de metais por meio de

propriedades intrinsecas do organismo.

Comumente a tolerancia/resisténcia dos microrganismos a metais pesados esta

diretamente relacionada a capacidade de acumulacao.

Os processos de acumulagao de metais por microrganismos podem ou nao

depender do metabolismo. Microrganismos possuem dois mecanismos distintos de

acumulacao de metais.

O primeiro envolve a adsorcao fisico-quimica a superficie celular, constituindo
um processo independente do metabolismo que é denominado de “biossorcao”. O
segundo & exclusivamente dependente do metabolismo celular € envolve transporte

ativo dos metais para o interior da célula, sendo conhecido como “bioacumulagao”
(GADD 2007, 2008, 2009, 2010).

Dessa maneira, a detoxificacdo de metais via bioacumulacdo é baseada em
sistemas de transporte. Em bactérias, o cadmio € internalizado pelo sistema de
transporte do magnésio, enquanto que em plantas o cadmio entra pelo sistema de
transporte do calcio. Em Sacharomyces cerevisiae, cadmio € ligado pela glutationa,

resultando no complexo cadmio-bis-glutationato, o qual é transportado para o interior
de vacuolos (NIES, 1999; WANG & CHEN 2006).
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Figura 1. Esquema resumido dos mecanismos de interacdo entre metais e
microrganismos. Fonte: LEDIN, 2000

O fenbmeno de biossorcao esta intimamente relacionado a superficie celular e
varia significativamente entre grupos, géneros e espécies de microrganismos. A
predominancia de grupos carregados negativamente em varios biopolimeros que
formam a parede celular confere um carater aniénico a superficie celular, resultando na
atragao passiva dos ions de metais a mesma. Sendo assim, a ligacao dos ions
metalicos ocorre por interacoes eletrostaticas com estes grupos funcionais (OH-,
HPO4-2, RCOO-, -SH-, NH2-) presentes em carboidratos, lipidios e proteinas da
superficie celular.

A independéncia do metabolismo ocorre pelo fato de nao ser necessario um
gasto energeético por parte da célula microbiana, para que haja captacao dos ions

metalicos. A remocgao neste caso pode ocorrer usando tanto células vivas quanto
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células mortas (GADD, 1992). Atualmente, a biossorgao € o processo mais usado na
biorremediacao de metais pesados, sendo muito eficiente no tratamento de efluentes,
porém seu potencial em solo € menos avancado (GADD 2007; 2008; 2009,
ZIMMERMANN & WOLF, 2010).

A bioacumulacao € um processo mais lento do que a biossorgao e pode ser
inibida pela auséncia de nutrientes tais como glicose, nitrogénio e fosforo, e pela acao
de inibidores metabdlicos e fatores ambientais (GADD, 2010). Este processo de
acumulacao de metais envolve tanto mecanismo passivo quanto ativo, pois 0s ions
metalicos precisam ligar-se a parede celular para depois serem internalizados (GADD,
2010).

Enquanto a biossorcao € um fendmeno que ocorre em microrganismos VIivos €
mortos, a biocacumulagao € apenas mediada por microrganismos vivos. Sendo assim, a
bioacumulacdo € um processo dependente do crescimento, em contraste com a
biossorgao que é crescimento independente (GADD, 2010). Em adicao, células vivas
podem interagir de diversas formas com metais, tanto por mecanismos passivos,
utilizados por células mortas, quanto por mecanismos que requerem atividade
metabolica (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF, 2010).

Na bioacumulacao o transporte dos cations de metais pesados atraves da
membrana celular e sua acumulacgao intracelular sao dependentes do metabolismo, ou

seja, ocorrem somente em células vivas, capazes de gerar energia.

A remocgao de ions metalicos por este tipo de mecanismo € usualmente mais
lento que o mecanismo de adsorcdo fisico-quimico. Em contrapartida maiores

quantidades de metal podem ser acumuladas (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF,
2010).

Os processos de bioacumulagao apresentam algumas vantagens em relacao a
biossorcao no tocante a sua utilizacao em biorremediacao de metais pesados, como a
capacidade de remocao continua de metais e potencial de otimizacao, através do
desenvolvimento de espécies mais resistentes (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF,
2010).

A necessidade de fontes de energia, a presenca de Inibidores metabolicos, a
temperatura e a luminosidade sao os principais fatores que afetam este tipo de
acumulacao (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF, 2010). Os mecanismos de

transporte envolvidos na acumulagao de metais pesados sao pouco conhecidos. Uma
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das possibilidades relacionadas ao acumulo de metais seria a de que os metais
pesados podem ser captados pelos sistemas de transporte intracelular que sao

essenciais para o desenvolvimento microbiano (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF,
2010).

Uma vez dentro da célula, os ions metalicos podem se localizar em organelas,
ou podem estar ligados a proteinas, deslocando os ions adequados ao funcionamento
celular de suas posicoes originais, prejudicando, assim, as fungdes metabdlicas
(GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF, 2010). A Figura 2 mostra um esquema sobre os

mecanismos de interacdo entre metais e celulas bacterianas.

Complexacao e efluxo

Biosorcao na
superficie celular

Complexacao
e estocagemem
compartimentos

intracelulares

Liberagio extracelular Complexacao via
de agentes complexantes mecanismos especificos

Figura 2. Mecanismos de interagdo entre metais e células bacterianas. Fonte: Birch e
Bachofen, 1990.

Existem autores que sugerem como tecnologia alternativa, o emprego de
biosurfactantes produzidos pelas bactérias, leveduras e fungos filamentosos, os quais
poderiam ser usados para a remediacdo ambiental de metais pesados de solos,
superficies e aguas subterraneas (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF, 2010). Na
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remediacao biologica, processos diferentes podem ser utilizados de acordo com o tipo

de contaminacgao, a area contaminada € o microrganismo.

Muitos trabalhos ja obtiveram sucesso usando algas, bactérias e fungos, ja que

suas ceélulas possuem propriedades que os habilitam a utilizar mecanismos de

iInteracao com os metais.

lgualmente, o mecanismo bioquimico microbiano para lidar com metais pesados,
nao consiste na degradacao do atomo contaminante, mas na mudancga do estado de
oxidacao do metal, permitindo a sua detoxificacao. Independentemente das reacoes
que ocorrem, provavelmente, o metal ainda permanecera no local, pois se sabe que 0s
fungos possuem capacidade para concentrar ou remover 0s mesmos, seja em forma
de precipitados ou de substancias volateis, transformando as espécies em compostos
menos toxicos € mais facilmente disponiveis. Em outras palavras, 0os microrganismos

podem apenas alterar a especiagao dos contaminantes e converté-los em formas nao
toxicas (GADD, 2010; ZIMERMANN & WOLF, 2010).

A troca no estado de oxidagao permite que varias estrategias de biorremediacao
sejJam seguidas: a) metal se torna menos soluvel e precipita o que permite que esteja
menos disponivel para os organismos do ambiente; b) Torna-se mais soluvel, o que
facilita sua remocao pela permeacao através da sua membrana celular; ¢) Permite que
possa haver uma volatilizacdo do elemento e/ou do composto e d) Converte-se em um

produto menos toxico para os organismos do meio (GADD, 2010; ZIMERMANN &
WOLF, 2010).

A remediacao de um solo contaminado com cations metalicos toxicos tem
empregado, convencionalmente, técnicas que incluem a escavagao € o depdsito em
aterros sanitarios ou, ainda, o recobrimento do sitio contaminado. Essas tecnologias
tradicionais, além de nao serem capazes de remediar realmente os solos, sao muito
caras (KATSOU et al.,, 2010a, 2010b, 2011). Recentemente, a busca por tecnologias
Inovadoras tem sido direcionada para a aplicacao da biorremediacao. Por esse motivo,
as tecnologias que utilizam microrganismos e biossorventes, de um modo geral, para

remover metais pesados a partir de esgotos tém sido iargamente estudadas (GADD,
2010, ZIMERMANN & WOLF, 2010).
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1.3.5. Estresse Oxidativo e Mecanismos Antioxidantes

Todos os sistemas vivos, durante o seu ciclo de vida, estaoc expostos a diversas
situacdes desfavoraveis, que se traduzem por desequilibrios ou estresses, ao nivel do
seu desenvolvimento e crescimento, que afetam o seu comportamento biologico.
Neste contexto, um estresse representa uma alteragao significativa das condigoes
favoraveis ao crescimento e desenvolvimento normal de um organismo, o que origina
uma resposta, em diferentes niveis, que passam por alteragbes fisiologicas,
bioquimicas, moleculares e ainda na expressdao de genes (HALIWELL &
GUTTERIDGE, 2007; JOMOVA et al., 2010; AUGUSTYNIAK et al., 2010).

O estresse oxidativo € um fator chave no estresse abiotico e bidtico que ocorre
quando, ao nivel da célula, ocorre um desequilibrio entre a produgao de especies
reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS) e a defesa antioxidante que

originara alteragbes drasticas na fisiologia da célula (JOMOVA et al, 2010;
AUGUSTYNIAK et al., 2010).

O oxigénio molecular é relativamente nao reativo, mas as suas especies
derivadas sao elementos chaves em reagdes quimicas. Assim, as espécies reativas de
oxigénio sao formas de oxigénio atmosférico (O,) parcialmente reduzidas que resultam
do metabolismo aerdbio. Sao subprodutos que resultam da inversdo do spin de um
elétron do O, para formar oxigénio singleto ('0,) ou da transferéncia de um, dois ou
trés elétrons do O, para formar, respectivamente, o radical superoxido (O, *7), peroxido

de hidrogénio (H,0:) ou radical hidroxila (HOe) (JOMOVA et al., 2010; AUGUSTYNIAK
et al., 2010).
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Figura 3. Principais espécies reativas de oxigénio; RH — molécula organica. Fonte:
BARTOSZ (2009).

Estudos recentes indicam que os metais funcionam como catalisadores nas
reacOes oxidativas de macromoléculas biolégicas, portanto toxicidades associadas a
estes metais podem ser devido ao dano oxidativo. Metais Redox-ativo, como o ferro,
cobre e cromo, bem como metais redox-inativos, tais como chumbo, cadmio, mercurio
e outros metais podem causar um aumento na producao de espécies reativas de
oxigénio (Eros), como radical hidroxila (HO), radical superoxido (Os) ou peroxido de
hidrogénio (H202), o que leva a destruicdao celular. Metais pesados, especialmente o
cobre, o mercurio e o cadmio quando presentes em quantidades excessivas provocam

estresse oxidativo, que se deve a ocorréncia na célula de reacoes redox descontrolada
que resultam na formagao de ROS (AUGUSTYNIAK et al., 2010).

Na presenca de ions metalicos, o peroxido de hidrogénio pode ser reduzido, por
jons superéxido, dando origem a radicais hidroxilo (HOe). Estes possuem uma

reatividade muito superior aos radicais que |lhe deram origem.
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Para a célula, o risco principal € colocado quando se formam radicais hidroxilo,
pois nao existern mecanismos de eliminacao destes radicais. Assim, a unica forma de
eliminar ou reduzir os danos, potenciais, deste radical € através do controle das

espécies que estao na sua origem (AUGUSTYNIAK et al., 2010).

A regulacao entre a producao e degradacao de ROS é efetuada através de
mecanismos antioxidantes enzimaticos € nao enzimaticos, conforme a estrutura/funcao
quimica do agente (JOMOVA et al., 2010; AUGUSTYNIAK et al.,, 2010). Qualquer
desequilibrio entre a produgao de ROS e moléculas antioxidantes devidos quer ao

excesso de ROS ou a falha do sistema antioxidante, provoca o fendmeno de estresse
oxidativo (JOMOVA et al., 2010; AUGUSTYNIAK et al., 2010).

Ainda conforme a agao sobre os radicais livres, o antioxidante pode ser
denominado de “scavenger”’, quando ele age transformando um radical livre em outro
menos reativo, ou “quencher”, quando consegue neutralizar completamente o radical
livre através da absorcao de toda a energia de excitacao. Dessa forma, o mecanismo
de agao dos antioxidantes € bem variado, desde a remocao do oxigénio do melo,
varredura dos radicais livres, sequestro dos metais catalisadores da formacao de
radicais livres aumentos da geracao de antioxidantes endégenos ou mesmo a interagao
de mais de um mecanismo. O estudo da atividade enzimatica serve como critério de
avaliacao da toxicidade de metais pesados. Determinada a via preferencial de
eliminagao do poder toxico por estes metais, podem ser tragcadas estratégias de estudo

que possam condicionar tanto a sensibilidade como a tolerancia a metais.

1.3.5.1. O Sistema Antioxidante Enzimatico

Os mecanismos enzimaticos incluem sistemas enzimaticos capazes de remover,

neutralizar e/ou eliminar radicais livres (BARTOSZ, 2009).

Os parametros que determinam a contribuicao das diferentes enzimas na
eliminacao do efeito nocivo, provocado pelas ROS sao: a afinidade para o substrato,
taxa de reacao e concentracao da enzima, nos diferentes compartimentos celulares.
Entre os principais mecanismos antioxidantes enzimaticos, destaca-se a importancia da
catalase (CAT), Superdxido-dismutase (SOD) e ascorbato-peroxidase (APX) oxidativo
(JOMOVA et al., 2010; AUGUSTYNIAK et al., 2010).
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Assim, de modo a minimizar os danos infligidos pelas ROS, as células
desenvolveram sistemas antioxidantes enzimaticos. O balango ou equilibrio entre as
atividades das enzimas é fundamental, pois determina os teores de ROS (superoéxido,
peroxido de hidrogénio), entre outros na célula. A resposta ao estresse oxidativo, que
protege os organismos de efeitos deletérios de espécies reativas de oxigénio (Eros),
vem sendo amplamente estudada em procariotas e eucariotas (BARTOSZ, 2009;
JOMOVA et al., 2010; AUGUSTYNIAK et al., 2010).

A catalase € uma enzima que se encontra, sobretudo nos peroxissomas, onde
promove a decomposicao do peroxido de hidrogénio - H,O, a uma taxa extremamente
elevada. Por possuir uma constante de Michaelis bastante elevada nao é facilmente

saturada pelo H,O,, o que permite manter um controle da concentracao intracelular de
H,O, (AUGUSTYNIAK et al., 2010).

Segundo os autores, dependendo da concentracao de H,O,, a enzima pode
exercer uma dupla funcao: em reduzidas concentragcoes de H»0O; (<1 pM) atua como
‘peroxidase”, ou seja, pode utilizar doadores de hidrogénio diferentes do H,O, (por ex.:
etanol e acido ascorbico) que sao oxidados da seguinte forma: RH; + H,O, - R + 2
H,O. Em elevadas concentractes de substrato, a enzima decompoe o H,O, a uma taxa
muito elevada, utilizando uma reacao catalitica na qual o H,O, atua como aceitador e

doador de moléculas de hidrogénio, de acordo com o esquema reacional: 2 H, O, — 2
H,O + O,

Entre as enzimas que degradam o H»O,, a catalase € a unica que consegue
catalisar este substrato sem consumir equivalentes redutores constituindo, assim, um
mecanismo eficiente de remogao de H,O, (AUGUSTYNIAK et al., 2010). Para alem dos

peroxissomas, localiza-se ainda nos glioxissomas e organelas onde existam enzimas

produtoras de H>O,, como a glicolato oxidase.

Atualmente conhecem-se trés isoformas desta enzima (BARTOSZ, 2009;
AUGUSTYNIAK et al., 2010). Apesar de a catalase ser responsavel pela eliminagao de
elevadas quantidades de Hy0O,, a sua localizacao € quase restringida aos
peroxissomas o que limita a sua capacidade para manter os teores de H,O, baixos o

suficiente para prevenir danos e outros compartimentos celulares, como nos
cloroplastos (BARTOSZ, 2009; AUGUSTYNIAK et al., 2010).
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Apos a conversao dos ions superoxido a H,O,, este radical deve ser convertido
em agua pelas peroxidases. Estas enzimas encontram-se presentes no citosol,

mitocondria, peroxissoma e membrana plasmatica (BARTOSZ, 2009; AUGUSTYNIAK
etal., 2010; JOMOVA et al., 2010).

Por outro lado, dentro do sistema antioxidante enzimatico, as glutation S-
transferases sdo trés familias de enzimas (citosoélica, mitocondrial e microssomal), que
estdo envolvidas na detoxificacao de muitos xenobioticos e ainda tem um importante

papel na protecdo dos tecidos que se encontra em estresse oxidativo (BARTOSZ,
2009; AUGUSTYNIAK et al., 2010; JOMOVA et al., 2010).

1.3.6 Polifosfatos

Os ecossistemas ao longo do tempo sofreram modificagoes, nao apenas em
suas caracteristicas geogréficas, mas também em suas caracteristicas e propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas. Dessa forma, como consequéncia o0s sistemas
microbianos, que existem nesses ambientes, tém evoluido e exibe habilidades
bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas que os permitem tolerarem amplas variacoes
fisicas e quimicas, como temperaturas diarias, salinidade, pH, niveis de radiagao,

disponibilidade de nutrientes, e concentracdées de metais (CALDWELL et al., 2007;
SEUFFERRHEAL et al., 2008).

Polifosfatos (PoliP) sao polimeros lineares de dezenas ou centenas de residuos
de ortofosfato (Pl) unidos por ligacoes fosfoanididricas de alta energia. De grande
interesse tedrico é a antiguidade do PoliP na evolugao prebidtica, o que o torna um
precursor plausivel para o RNA, o DNA e as proteinas, tendo, portanto origem via
processos abidticos (HASAN, 2007). PoliP tem sido associado com a capacidade dos
microrganismos para resistir a viagbes fisicas e quimicas dos ambientes naturais
(HASAN, 2007). As caracteristicas estruturais e fisico-quimicas do PoliP parecem ter
sido critérios para a selecdo destas moléculas como componentes de processos
celulares durante a evolucao (KULAEV, 2000a, 2000b; KEASLING, 2000).

Os primeiros organismos vivos podem ter usado o polimero como fonte de

energia e fosforo inorganico (Pl). Isso também pode ter permitido que os
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microrganismos sobrevivessem no ambiente primitivo da terra, que se assemelhava a
alguns ambientes atuais extremos da terra. Granulos de PoliP (granulos de Volutina,
que cora em vermelho na presenca do azul de toluidina) sao amplamente distribuidos
entre espécies microbianas. Em eucariotas, pode ser encontrada em organelas

subcelulares e vacuolos, em niveis tao elevados como 20% do peso seco da célula
(CALDWELL et al., 2007; SEUFFERRHEAL et al., 2008).

Tais granulos de PoliP sao homodlogos aos acidocalcissomas, organelas
envolvidas especificamente no armazenamento e metabolismo de PoliP celular. A
associacao de acidocalcissomas com o metabolismo do fosforo possivelmente vincula
a capacidade de bactérias na superacao de estresse ambiental e € de crescente

interesse cientifico (URECH, 1978; KEASLING et al., 1999; DO CAMPO et al., 2005).

Microrganismos desenvolveram diversos mecanismos de resisténcia que Ihes
permitam colonizar e prosperar em ambientes extremos. Dentro destes habitats, as
comunidades microbianas devem suportar estados estacionarios, e flutuagoes
extremas dos fatores ambientais (SHI et al.,, 2004). Avangos na biotecnologia
forneceram as ferramentas necessarias para gerar um conjunto de fatores microbianos
normalmente associados a resisténcia ao estresse. No entanto, os mecanismos de

regulacdo microbiana e coordenacao em resposta ao estresse continuam mal

compreendidos.

Assim, polifosfato celular tem sido relacionado experimentalmente a uma grande
variedade de processos bioquimicos e fisiologicos, incluindo motilidade,
desenvolvimento de biofilme, quorum sensoriamento e viruléncia. Paralelamente, atua
como reservatorio de fosfatos e como agente quelante de ions metalicos e em

iInumeros mecanismos de regulacao génica (SUREKA, 2007).

O envolvimento de polifosfatos na resisténcia microblana ao stress esta
embasado em experimentos com mutantes com deficiéncias fenoctipicas, nos quais 0s
niveis do polimero sao significativamente reduzidos. Tais mutantes nao sao capazes de
sobreviverem a fase estacionaria, sendo suscetiveis ao estresse oxidativo, intolerantes
ao choque térmico e acido, mostrando viruléncia e potencial de esporulagao reduzida
(RAO et al., 1998; RASHID & KORNBER, 2000, 2000a, 2000b). Alem disso, a auséncia

do polimero resulta em redugao de expressao de proteinas fundamentais para a
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sobrevivéncia dos organismos na fase estacionaria de crescimento, prejudicando seu
sistema de reparo molecular (VAGABOV et al., 2000).

Em mutantes bacterianos para a superéxido dismutase, o acumulo temporario
do polimero esta correlacionado com maior resisténcia a H.O,. Protecao contra danos
oxidativos ao ADN, que parece ser correlacionados com a indugao de catalase e outras
enzimas de reparo do DNA, é regulada por indugao do fator sigma RpoS (EL-
MAGHREBI & BENOV, 2001; KIM et al., 2007).

Polifosfatos foram relatados a inducao transcricional da proteina RecA, essencial
para a reparagado e manutengado do DNA e que tem homologia estrutural e funcional em
muitas espécies associado a produgcdo de danos no DNA. Recentemente, fol
demonstrado que a acumulacdo de PoliP modula o sistema de reparo do DNA,
requlando a atividade e a fidelidade das DNA polimerases. Polifosfatos tambem
influencia a atividade de enzimas como DNA ligase, endonucleases de restricao, Taqg

polimerase e a proteinas LON (STIMPF et al., 2007; RODRIGUEZ-GARCIA, 2007; KIM
et al., 2007; DEANA et al., 2008).

Fisiologicamente, o polifosfato estd associado a protegao contra o estresse
oxidativo. Sob o estresse oxidativo, as proteinas estdo sujeitas a alteracoes
conformacionais, que conduzem a estados de desdobramentos e agregagao molecular.
Entre as proteinas responsaveis por esse mecanismo estdo as denominadas
Chaperones, que sdo os principais impulsionadores do enrolamento e estabilizagao

molecular, promovendo adequadas dobraduras e impedem sua auto-associagao.

O polifosfato pode regenerar ATP, que pode ser usado para sintetizar
chaperones ou para ativar ATPases de efluxo para eliminar metais toxicos. Além disso,
tem sido sugerido que o PoliP também pode atuar como um "chaperone quimico” que
promove a estabilizacdo da proteina e a protedlise de proteinas desnaturadas e seus
agregados. A atividade de chaperone do PoliP & util na liberacdo de aminoacidos,
evitando a toxicidade (NOMURA et al., 2006).

Alguns estudos demonstram que microrganismos sob estresse oxidativo
aumentam a atividade da catalase (YUAN et al., 2005). Nestes casos as células sao
capazes de usar fontes internas de polifosfatos para regenerar ATP. O mesmo estudo

sugeriu que nestas circunstancias, tanto o crescimento celular como a carga de energia
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sao baixas. O ATP gerado pode ser usado para ativar vias metabodlicas que aprimoram

a utilizacao de carbono e a absorcao de fosfato.

Uma importante fungao do polifosfato € a desintoxicacao de cations de metais
pesados. A captura de metais pesados utilizando PoliP em bactérias esta bem
documentado (ING et al., 1984; AKIYAMA et al., 1993; 1992; KURODA & KORNBERG,
2000; ALVAREZ & JEREZ, 2007). A hidrdlise do polimero sob o estresse induzido por
metais pesados tem sido observada entre eucariotos e procariotes. Por exemplo, em
mamiferos a hidrélise do polimero esta associada a funcionalidade das plaquetas sob
estresse oxidativo (RUIZ et al.,, 2004; AHN & KORNBERG, 1990; BARAK & RIJN,
2000). A versatilidade do PoliP manifesta-se também por suas propriedades de troca
iOnica, que podem ser usadas para regular a homeostasia de metais pesados. Esse
mecanismo pode ser associado a desintoxicacao de metais pesados e a excrecao de

complexos de metal-fosfato de células (MORIARTY et al., 2006).

A  multifuncionalidade do polifosfato coloca essas moleculas em uma
encruzilhada entre a vida € o mundo inorganico. Enquanto os polifosfato mantiveram
continuidade quimica ao longo da evolugao, seus papeis funcionais tém divergido e

tornaram-se mais especializados.

Microrganismos sao muito dependentes das condicdes dos seus habitats,
especialmente em ambientes adversos em que € iImportante conservar energia.
Bioenergéticamente, o PoliP € uma molécula flexivel que pode servir como uma fonte
de energia em curto prazo, liberada durante sua hidrolise. Dessa forma, o polimero
pode mimetizar complexos com RNA e DNA, influenciando a expressao génica em
condicOes de estresse, o que resulta na regulacao da atividade de enzimas especificas
durante condicbes estressantes. Por conseguinte, o polimero apenas modula
mecanismos adaptativos que protegem o0s organismos contra o estresse ambiental,
mas tambem pode estar envolvido na evolugao adaptativa de microrganismos em

ambientes submetidos a estresse (VAN GROENESFIJN, 1988; VANVEEN, 1994; VAN
LOOSDRECHT 1997; ALVAREZ & JEREZ, 2007).

As fosfatases acida e alcallna compoem o grupo de enzimas
fosfomonoesterases, nao especificas, que hidrolisam uma variedade de ésteres
organicos, com a liberagao de ions de fosfato, estando desta forma envolvida no

metabolismo do fosfato. Estas duas fosfatases diferem tanto do pH 6timo de atividade,
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como na localizacdo celular e suas atividades podem ser intensificadas pela
auséncia/presenca de fosfato no meio de cultura (JOH et al., 1996, KEASLING, 1993;
SHARFSTEIN & KEASLING, 1994; KULAEV & KULAKOVSKAYA, 2000).

Assim, as enzimas fosfatases e polifosfatos sdo moléculas de essencial
importancia em inimeros eventos e fendmenos celulares. Dessa forma, estudos
direcionados para a identificacdo, localizagao e mapeamentos dessas moléculas
permitirdao um maior entendimento sobre inumeros eventos biolégicos, nao apenas ao
nivel ultraestrutural bem como, ao nivel bioquimico e fisiologico. Adicionalmente, sao

moléculas cujo comportamento celular é fortemente influenciado pelas condigoes

ambientais aos quais os sistemas vivos sao expostos.

1.3.7. Ultraestrutura e Morfologia

Sem sombra de duavida a microscopia, tanto fotdnica quanto eletronica, bem
como o desenvolvimento de protocolos especificos, adicionaram uma nova dimensao
ao estudo dos fungos. Estudos que lidam com a morfologia/ultrastrutura dos fungos
ttm sido elementos chave para o entendimento de inumeros fendmenos como
desenvolvimento € germinacao de esporos, Iinteragbes parasito-hospedeiro,
comportamento nuclear, caracterizacido, distribuicao e organizacao de organelas e
ligagcao entre estrutura e funcao (HOHMARMM-MARIOT et al., 2006; HIBBET et al.,
2007; KOHLI et al., 2008; MAHO-UCHIDA et al., 2008).

Fungos sao organismos extremamente plasticos e versateis no que diz respeito
a seus habitos e habitats. Dessa versatilidade surge a sua enorme capacidade de
adaptacdo a inumeros ambientes, a qual € o resultado de suas atividades bioquimicas,
fisiologicas e genéticas. Como resposta a interacao com seu ambiente, um fungo é
capaz de alterar seu metabolismo para sua sobrevivéncia, e consequentemente
mudancas em seus padroes bioquimicos, fisiolégicos € morfologicos - ultraestruturais

s30 observadas (ALEXOPOULOS et al., 1996;: CANTRELL et al., 2006; GAO et al..
2007).

Por exemplo, fungos podem alterar a natureza e o conteudo de macromoléculas
como lipideos, proteinas e carboidratos em resposta a condigoes fisicas e quimicas de

seu ambiente. Essas alteracoes também podem surgir em funcao da fase de
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crescimento vegetativo, reproducao, germinagao € desenvolvimento celular. Diversos
trabalhos demonstram que essas mudancas ambientais resultam em alteracoes
morfologicas e ultraestruturais, as quais sao demonstradas atraves de técnicas de
rotina para microscopia fotdnica e eletronica (FISHER-PARTON et al., 2000;
CANTRELL et al., 2006; GAO et al., 2007; PARFITT et al., 2007).

Considerando que os tipos de crescimento e morfogénese no reino dos fungos
filamentosos baseiam-se no crescimento apical, mudancas nos padrées de expansao
das hifas podem ser observadas como processos que resultam de estimulos induzidos
por condigoes ambientais, que por sua vez, induzem mudancas nos comportamentos
bioquimicos e fisiolégicos para que o organismo se adapte as novas condicoes (MIMS

etal., 1987: ROBERSON & LUTTRELL, 1987: LANDVIK et al., 2003: CANTRELL et al.,
2006; GAO et al., 2007).

Ressalte-se que os fungos estiveram entre os primeiros organismos estudados
com o microscopio eletronico. Inumeros trabalhos demonstraram a estrutura fina celular
basica, bem como peculiaridades das varias espécies estudadas. O desenvolvimento
de novos protocolos para o processamento das amostras permitiu a produgao de
espécimes com seus detalhes morfologicos nao observados anteriormente em funcao
das limitacoes das preparacoes obtidas (KLOMPARENS, 1990; MIMS, & ROBERSON,
1981, ROBERSON 1992; ROBERSON, 1993; ROBERSON & FULLER 1990;
ROBERSON et al., 1989; MIMS et al., 1988; FULLER, 1990; FULLER et al., 1990).

Assim, o estudo relacionado a estrutura celular, bem como os aspectos da
ultraestrutura sao ferramentas, atualmente, muito importantes para elucidar diversos

comportamentos celulares frente a variacoes ambientais.

Com isso, tanto a microscopia optica, quanto a microscopia eletronica tém se
tornado técnicas valiosas nos ensaios que associam o metabolismo celular com a

morfologia e os componentes subcelulares (KLOMPARENS, 1990; DE SOUZA, 2000).

Adicionalmente, a caracterizacao anatomica constitui-se uma ferramenta que,
associada com parametros morfofisiologicos, pode auxiliar a selecao de espécies para
remediacao de ambientes contaminados por metais pesados, pois permite identificar

mecanismos de tolerancia por meio de alteracoes histologicas.
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1.3.8. Biossorventes para Metais Pesados

Atualmente, o tratamento de ambientes contaminados € um dos mais
importantes objetivos para as industrias principalmente, aquelas cujos efluentes contem
metais pesados, podendo constituir um grande problema para o meio ambiente. Devido
20s efeitos toxicos destes metais sob o ecossistema, é de vital importancia a

eliminacao/minimizacao, de forma eficaz, destes elementos.

A remocao de metais pesados do solo € realizada por meio de varias técnicas,
na maioria das vezes utilizadas em conjunto. Algumas dessas técnicas ja sao
conhecidas e utilizadas mundialmente para a descontaminagao de efluentes liquidos.
Um dos fatores que influem na escolha da técnica a ser utilizada é o custo da mesma
em relagdo a sua eficiéncia na remogao de despejos. As tecnologias utilizadas
atualmente para a limpeza de solos contaminados com metais custam em meédia
U$1.000.000 por acre e, somente os EUA, possuem um custo estimado para a

desintoxicacdo de metais de U$ 300 bilhdes com tecnologias convencionais. (CHEN et
al., 2008).

O estudo de novas tecnologias se torna indispensavel ja que as tecnicas
convencionais, na maioria das vezes, possuem um custo relativamente elevado e
agridem o ambiente. Atualmente, a preocupacao de se remediar o meio contaminado
sem causar maiores prejuizos ao solo, abre espago para novas formas de remediagao
a curto e longo prazo. A eficiéncia na utilizagao das tecnicas de remediacao pode variar
bastante, dependendo do contaminante (CHEN et al., 2008; SMITH, 2009). O metodo
ou técnica escolhida tem de apresentar baixo custo, € que consiga tratar grandes
volumes de efluentes.

\VVarias técnicas tém sido desenvolvidas, com o objetivo de remover metais
pesados dos diferentes tipos de ambientes contaminados e de aguas residuais.
Técnicas envolvendo mudancas de pH para provocar precipitagao, entre as quais a
precipitacdo quimica, permuta i6nica, osmose inversa € adsorcao (LLANOS et al,,

2008: BOBERLY & NAGY, 2009; WANG, 2009; NAYA et al., 2009; IJAGBENI et al.,
2009: KATSOU et al., 2010 a, b, c).

A utilizacdo de microrganismos para remediagao de ambientes contaminados

com metais pesados representa uma excelente alternativa em relacao aos processos
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convencionais. A capacidade de remocao, bem como os mecanismos de acumulagao,

depende amplamente do tipo de biomassa utilizada nas diferengas da composigao da

parede celular, bem como do metal em analise.

Contudo existem fatores externos, como o pH, a temperatura, a luminosidade e
a natureza do adsorvato, que influenciam o mecanismo de atuagao e
consequentemente, a eficiéncia e seletividade da acumulacao (GOMES et al., 1988;

GUPTA et a., 2000: LLOYD, 2002; AHMWALIA & GOYAL, 2007; BUMBAC et al.,
2010),

O grau de afinidade do adsorvente para o adsorbato determina a sua distribuigao
entre as fases. A remogao de metais nao € baseada num unico mecanismo. Ela
consiste em varios mecanismos que quantitativamente e qualitativamente diferem de
acordo com as espécies usadas, a origem da biomassa e 0 seu processamento. A
remocdo segue mecanismos complexos, principalmente a troca idnica, adsorgao por
forgas fisicas e o aprisionamento de ions em capilares inter e intrafibrilares e espacos
da rede de polissacarideos estruturais, como resultado do gradiente de concentracao e

difusdo através da parede celular de membranas (KATSOU et al.,, 2010 a, b, c;
/NINOWANDA et al., 2009).

A extensdo maxima de adsorcdo que se pode obter € determinada pelo
equilibrio atingido entre a solugao e o adsorvente. Em casos onde todas as variaveis,
exceto a concentracado de metal sao essencialmente constantes, podem estabelecer-se
correlacbes com os dados de concentragao de metal adsorvido usando expressoes
empiricas. No entanto este procedimento apresenta limitacoes, as expressoes
empiricas nao prevéem as variacoes de pH, forga idnica e tipos de eletrolitos, nem o

efeito de forcas eletrostaticas no decorrer da adsorcao (KATSOU et al., 2010 a, b, c).

O entendimento dos mecanismos pelos quais microrganismos acumulam metals
é importante para o desenvolvimento de processos de concentragao, remogao e

recuperacao de metais de solugdes aquosas.

Por exemplo, o conhecimento das reagdes quimicas ou fisioldégicas durante a
remogao metalica poderia possibilitar a especificagdo e controle dos parametros do
processo para aumentar a velocidade, a quantidade e a especificidade da acumulagao

metalica. Uma grande variedade de microrganismos pode ligar metais. Entretanto, ha
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grandes diferencas nas respostas das espécies microbianas quando expostas as
solucbes metalicas. Atualmente é considerada uma das mais promissoras tecnologias

que pode ser utilizadas para a recuperacdo de metais e para a remogao de substancias
toxicas (GADD, 2008; 2009; 2010).

As principais vantagens da remogéo biolégica em relagado a outros metodos de
tratamentos convencionais encontram-se descritas em seguida (GADD, 2008; 2009;
2010). Utilizacao de materiais bioldgicos abundantes e de baixo custo; Permite o
tratamento de grandes volumes; Eficiéncia elevada; Volume reduzido de residuos
perigosos gerados; Necessidades reduzidas de nutrientes adicionais; Opera numa
larga gama de condigbes fisico-quimicas; Baixos custos de investimento e de

operacdo; Geralmente rapida e reversivel; Requer uma energia de ativagao minima,

em torno de 21 KJ/mol.

O primeiro desafio que se coloca, portanto, € a selegdo do tipo de biomassa
entre uma vasta oferta de produtos com elevada disponibilidade e de baixo custo.
Seguiu-se uma linha de orientacao que era utilizar biomassa ja existente em grande
quantidade e nao utilizar biomassa com caracteristicas particulares (AHLUWALIA &
GOYAL, 2007: OCONNELL et al., 2008; MALAMIS et al., 2009; 2010). Este desafio tem
centrado a atencdo em microrganismos, bactérias leveduras, fungos filamentosos,

algas, e em materiais de natureza celulosica.

O custo total do material biossorvente tem um papel determinante para a
escolha do tipo de biomassa. Existem varios requisitos para conferir competitividade
técnica e econdmica para os diferentes tipos de biomassa, tais como (AHLUWALIA &
GOYAL, 2007: OCONNELL et al., 2008; MALAMIS et al., 2009; 2010): Apresentar uma
capacidade de acumulagdo elevada; Naturalmente abundante e de baixo custo; Deve
ser reutilizavel com elevada capacidade de biossorcéo; Facilmente adaptavel, O metal

retido pela biomassa deve ser de facil recuperacéo e a custo reduzido.

Uma vez que o custo de produgao de biomassa pode se tornar um processo
economicamente inviavel a4 escala industrial, a matéria-prima que constituiu os

biossorventes deve ser preferencialmente um material residual ou um subproduto.

Dentre esses materiais sdo citados: Partes ou tecidos especificos de vegetais

como cascas, bagaco ou sementes; Microrganismos: bactérias, microalgas e fungos e
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Vegetais macroscopicos: algas, plantas aquaticas (GADD, 2007; 2008; 2009; 2010;
ABDEL-GHANI et al., 2007; ARRUDA et al.,, 2007; DANG et al., 2009; DUBEY &
KRISHNA, 2007; LESMANA et al., 2009; MALAKOOTIA et al., 2009).

Nos ultimos anos os fungos sao os sistemas biologicos de maior interesse na

area de biorremediacao/sorcao de metais pesados (LAMA e GRAY, 2003; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007; GADD, 2010).

1.3.9 Fungos

1.3.9.1. Generalidades

Os fungos constituem um grupo de organismo heterotrofico, eucariotico e
desprovidos de clorofila, desta forma nao realizam fotossintese. EXxistem quatro
principais classes de fungos terrestres: Zigomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes e
Deuteromycetes. Sdo quimioheterotréficos, necessitando de componentes organicos
para energia e fonte de carbono. Apresentam estruturas como o talo (corpo de um
fungo filamentoso), que consiste de hifas cenociticas que podem ser apresentadas
como células longas e continuas, com muitos nucleos ou apresentarem paredes

cruzadas por septos os quais dividem as hifas em células uninucleadas
(ALEXOPOULQOS et al., 1996).

Os fungos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham
funcoes Unicas e cruciais na manutencao de ecossistemas, como componentes
fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeogquimicos (GADD, 2009). Contudo,
apesar de sua grande importancia na manutengao da biosfera, estima-se que menos

de 5% dos microrganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e

descritos.

E importante ressaltar que grande parte dos avangos relacionados com a
biotecnologia moderna e agricultura séo derivadas das descobertas recentes nas areas

de genética, fisiologia e metabolismo de fungos (ALEXOPOULOS et al., 1996; GADD,
2009, 2010).
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A nutricdo dos fungos se da pela absor¢édo dos nutrientes, atraves da liberacao
de enzimas digestivas no ambiente externo que quebram moléculas grandes e
praticamente insollveis, tais com carboidratos, proteinas e lipidios, em moléculas
menores e mais sollveis que podem ser absorvidas. Os fungos apresentam a
capacidade de utilizar praticamente qualquer fonte de carbono como alimento, porém,

cada espécie apresenta uma necessidade nutricional diferente (ALEXOPQULOS et al.,
1996).

Nos ultimos anos, os fungos tém sido utilizados pelo homem em diferentes
processos e de diferentes maneiras. Muitas substancias de consideravel valor
econdmico sdo produtos do metabolismo microbiano, desde a produgao industrial de
materiais importantes incluindo, quimicos finos (farmacéuticos) e aqueles produzidos
em grandes quantidades, que serdo utilizados como matéria-prima. Desta forma,
fungos filamentosos apresentam um grande potencial na remediacao de solos

contaminados por metais pesados (GADD, 2007, 2008, 2009, 2010).

Assim, os fungos estdo ecologicamente envolvidos na degradacao de uma
variedade de materiais complexos, uma propriedade que é atribuida a uma bateria de
enzimas produzidas por estes microrganismos. Enzimas fungicas tém sido usadas em
indUstrias de tecnologia enzimatica por décadas muitas das enzimas microbianas Sao
(exploradas comercialmente e utilizadas com sucesso em escala industriais para
catalisar varios processos quimicos). Tais enzimas sao comprovadamente mais
eficientes, de operacionalizacdo menos onerosa e ambiente amigavel em relagcao ao
uso de produtos quimicos. Recentemente, enzimas também tém sido exploradas em
biorremediacdo de residuos de substéncias complexas. Portanto, a producao de

enzimas tornou-se uma possibilidade econémica que envolve bilhbes de dolares
(GADD, 2007, 2010).

1.3.9.2. Aspergillus

O género Aspergillus insere-se na classe Ascomycete, que corresponde a
fungos filamentosos que atuam como decompositores de matéria organica, reciclando

elementos vitais através do uso de enzimas extracelulares, como celulases, pectinases,
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xilanases, proteases, lipases, amilases e invertases (BENNET, 2010; CHAKRABORTY
et al., 2010). Sendo, portanto Aspergillus um género muito diversificado de fungos que

ocorrem naturalmente, cujas espécies tém um grande repertorio quimico.

Assim, membros do género Aspergillus sao economicamente importantes e
utilizados em numerosas fermentacées industriais, incluindo a producao de acido citrico
e de acido glucdénico. Crescem mesmo na presenca de altas concentragoes de agucar

e de sal, indicando que podem extrair agua de substéncia relativamente seca
(BENNET, 2010; CHAKRABORTY et al., 2010).

Os espécimens desenvolvem-se numa ampla variedade de substrato, muitos
dos quais induzem a geracao, em niveis elevados, de espécies reativas de oxigéenio.
Dentre esses indutores podem-se ressaltar os acidos graxos, etanol, glicerol e acido
urico. Os microrganismos por serem facilmente cultivaveis e serem acessiveis a
inimeros meétodos sdo modelos ideais para estudos bioquimicos e fisiologicos
associados ao fendbmeno. Os estudos associados ao estresse metabolico se
constituem ferramentas cruciais para a area da microbiologia industrial e ambiental,
trazendo obviamente informacdes sobre o metabolismo basico celular (CARLILE et al.,
2001; BENNET, 2010; CHAKRABORTY et al., 2010).

Por outro lado, uma vez que o estresse pode afetar os organismos, resultando
em perdas econdmicas em plantas industriais, tais estudos também geram dados
relevantes sobre como manter a viabilidade metabodlica, bem como sobre a vitalidade e
manutencao de linhagens utilizadas nas industrias, em fungao de seu grande potencial
de sintese (BENNET, 2010; CHAKRABORTY et al., 2010).

1.3.9.3. Aplicacao dos Aspergillus na Biotecnhologia

Produtos como os &acidos: citrico, gluconico, itaconico e kojico sao obtidos a
partir do cultivo de espécies do género, cujas produgdes sao reconhecidas e remontam
a 1917. Membros do género sao conhecidos pelo seu potencial para degradar
biomassa vegetal e aplicagdes industriais desde o tempo antigo (SHWABA & KELLER,

2008). Exibem uma grande dispersao no ambiente e consiste de aproximadamente 200
espécies (BENNET, 2010; CHAKRABORTY et al., 2010).
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Algumas espécies de Aspergillus sdo de importancia médica, uma vez que sao

patogenos oportunistas para seres humanos (BENNET, 2010; TRACKS, 2009).

As espécies sao extremamente versateis e capazes de transformar, com grande
velocidade, um amplo espectro de compostos aromaticos relacionados a lignina.
Produzem altos niveis de enzimas hemiceluloliticas com ampla aplicagao
biotecnoldgica usado na industria de papel e celulose. E, pois um grupo fascinante de
fungos com imensa diversidade ecoldgica e metabdlica. Esta inclui notérios patogenos
como Aspergillus flavus, que produz a aflatoxina, um dos mais potentes, de ocorréncia
natural, compostos conhecidos pelo homem. Por outro lado, também estao incluidos
outros fungos, tais como A. oryzae, envolvidos na produgao industrial de molho de soja

e saqué ou A. niger utilizados para a produgao de acido citrico e enzimas como a
glucose oxidase e lisozima (BENNET, 2010).

O interesse neste grupo é tado grande que as sequéncias genémicas de quinze
diferentes Aspergillus ja foram determinadas fornecendo aos cientistas um recurso
interessante para melhorar a compreensdo da gendmica molecular, ferramenta
fundamental na busca por novos metabolitos e genes de importancia industrial ou
médica. Assim, a recente disponibilidade das sequéncias de A. nidulans, A. fumigatus,
A. oryzae, A. clavatus, A. flavus, A. niger e A. terreus tornou o género um tesouro para

estudos de gendmica comparativa.

As abordagens genomicas tém fornecido detalhes sobre a estrutura do genoma
e evolucao, fluxo génico em populagdes naturais e a natureza da patogenicidade, que
levou & descoberta de enzimas potencialmente benéficas e metabdlitos secundarios
(JONES, 2007; SANSON & VARGA, 2008; SCAZZOCCHIO, 2009; BENNET, 2010).

Além disso, espécies de Aspergillus também sao usadas como hospedeiros para
os processos de transformacdo, biorremediagdo e bioconversoes. ApoOs o
seqUenciamento do genoma completo de varias espécies de Aspergillus, os campos da
gendmica comparativa, transcriptdémica, protedmica e metabolomica estao abertos para

a exploracao (ARCHER & TURNER, 2006; BAKER, 2006; GEISER et al., 2008;
BENNET, 2010).
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InUmeros genes foram descritos incluindo aqueles responsaveis pela expressao
de enzimas envolvidas na degradacao de polimeros complexos tais como carboidratos
e proteinas. A existéncia de uma matriz de genes com grande atividade metabdlica
confirma imensa contribuicdo historica de Aspergillus nas areas da fermentagao,

oroducdo de alimentos e indUstrias de enzimas (ABE & GOMI, 2008; BAKER, 2008:
BENNET, 2010).

O mercado mundial de biocatalisadores, atualmente avaliado em US$ 1,5
bilhdes, tem previsdoes de crescimento continuado em resposta as demandas por
processos industriais com menor impacto ambiental, menor consumo energético e
também por produtos de melhor qualidade (OSTERGAARD & OLSEN, 2010).

As enzimas sao capazes de decompor moléculas complexas em unidades
menores (carboidratos em acucares, por exemplo), de catalisar alteragoes estruturais
dentro de uma molécula, assim como podem ajudar a construir moléculas especificas
de material celular, por exemplo. Em muitos processos as enzimas podem substituir
substancias quimicas sintéticas e contribuir para processos de produgao ou gerar
beneficios para o meio ambiente, por meio da biodegradabilidade e pelo menor
consumo de energia. Elas sao mais especificas em sua agcao do que as substancias
quimicas sintéticas (BENNET, 2010; OSTERGAARD & OLSEN, 2010).

As enzimas extraidas de fungos podem ter sua producdo aumentada pela
transferéncia das informacdes genéticas para um microrganismo hospedeiro conhecido
por meio de técnicas de DNA recombinante. Esses microrganismos geneticamente
modificados podem entao ser cultivados sob as melhores condi¢goes. Caracterizam-se
pela alta especificidade e eficiéncia e se fazem necessarias em apenas pequenas
quantidades. Muitas vezes contribuem para uma producao mais sustentavel, reduzindo

o volume de residuos gerados e o consumo de energia (BENNET, 2010;
OSTERGAARD & OLSEN, 2010).

Assim, a biotecnologia moderna possibilita a producao industrial de enzimas
especificas para diversos fins, através do cultivo de microrganismos com habilidade de
excrecao. Os fungos sao extremamente importantes nesse aspecto. Assim, a procura
por cepas fungicas € maior pela facilidade de extracao da enzima do ponto de vista

industrial, ja que os fungos sintetizam enzimas extracelulares que sao langadas em um
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substrato externo e, portanto, elimina-se a etapa de rompimento celular. E tambem,

pela estabilidade e atividade em pH e temperatura extrema.

Além disso, a biotecnologia de processos fermentativos permite a utilizagao de
subprodutos e dejetos de industrias e agroindustrias como fontes nutricionais para
microrganismos, visando obtencao de insumos. Os processos que empregam enzimas,
portanto, produzem menos subprodutos residuais, propiciando a obtengao de produtos

de melhor qualidade e diminuindo a probabilidade de poluicao (BENNET, 2010).

O género Aspergillus € amplamente explorado no mercado promissor de
enzimas extracelulares. Entre os fungos mesofilos, espécies do género sao importantes
na producao de xilanases, juntamente com glucanase, pectinase, celulase, protease,
amilase, fitase, galactosidase e lipase. A agao conjunta com as glucanases, pectinases,
celulases, proteases, amilases, fitases, galactosidases e lipases melhoram a
digestibilidade da mistura alimentar (POLIZELI et al., 2005 MUSSATTO et al., 2007).

Dessa forma, as enzimas apresentam grande aplicagcao em muitos segmentos
iIndustriais, como o de alimentos e bebidas, de detergentes, téxtil, couro, celulose e
papel, quimica fina, medicamentos e cosméticos e, ainda, em metodologia analitica e
em biologia molecular. Amilases, glicose oxidase, pectinases, invertase, renina,

naraginase, lipases, proteases, celulases e peroxidases sao 0s biocatalisadores mais
utilizados (OSTERGAARD & OLSEN, 2010).

Paralelamente, a industria de produtos de limpeza utiliza enzimas, como a
protease, a amilase, a lipase e a celulase, para remover manchas e conferir mais brilho
aos tecidos. As proteases que removem Impurezas proteicas constituem-se hoje
componentes essenciais de detergentes, nos quais podem ser empregadas em
concentracdoes muito baixas (0,1 — 1,0%). Nao se obtém resultado similar com

nenhuma outra substancia, nem efetuando a lavagem em temperatura mais elevada.

Fenoloxidases representam o maior grupo de enzimas envolvidas na atividade
metabolica secundaria, a maioria associada a producao de melaninas e outros
pigmentos. As fenoloxidases e peroxidases sao oxidoredutases, enzimas
caracterizadas pela catalise de reacoes de transferéncia de elétrons ou atomos ae
hidrogénio de um composto para outro. As reagdes de polimerizagao catalisadas por

essas enzimas estao relacionadas a mudancas nas propriedades das paredes
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celulares (aumento de permeabilidade e forga hidrostatica), interacoes intracelulares

(agregacao de hifas) e remocao/detoxificagcao de metabolitos secundarios ou outras
substancias (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os compostos fendlicos enquadram-se nos residuos resultantes da
biodegradacao de residuos naturais e da atividade antropica; sao encontrados no solo
e na agua, mas apesar de amplamente distribuidos na natureza fazem parte dos
principais poluentes toxicos residuais descartados por uma grande variedade de
indUstrias, como téxteis, refino de petrdleo, polpa e papel, farmacéutica, revestimentos
de metais, preservacao de madeira, corantes, resinas e plasticos, conversao de carvao,

além de serem componentes de muitos biocidas (GADD, 2010).

O interesse na pesquisa de enzimas do grupo das fenoloxidases fundamenta-se
na utilizacao destas na reciclagem de residuos da agricultura e/ou rejeitos urbanos e
também no tratamento de solos e efluentes diversos (DURAN & ESPOSITO, 2000).
Estas enzimas possuem vantagens na remediag¢ao de diversos tipos de contaminantes,
porque nestas enzimas falta especificidade pelo substrato e, com isso, sao capazes de

degradar uma ampla faixa de xenobidticos, incluindo efluentes corados (GADD, 2010).

Espécies de Aspergillus apresentam um grande potencial na remediagao de
solos contaminados por metais pesados, devido principalmente a sua caracteristica
miceliar, além do fato de suportarem a toxidez causada por esses compostos. Podem

acumular metais pesados e de transloca-los por meioc do micélio (GADD, 2010;
OSTERGAARD & OLSEN, 2010).

1.3.9.4. Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans é um dos sistemas microbianos de grande interesse na area
da genética e biologia celular, uma vez que em fungao de sua correlagao com as outras
espécies, A. niger, A. oryzae, A. flavus, e A.fumigatus, e por nao exibir potencial
oportunistico é utilizado como modelo para sua biologia, uma vez que diferente dessas

espécies, que sao assexuadas, exibe ciclo sexuado bem caracterizado (BENNET,
2010).
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Na Figura 4 esta representado o ciclo de vida de Aspegillus nidulans. Nos
ascomicetos ocorre a presenca de uma estrutura reprodutiva caracteristica, o asco, no
qual sao formados os ascosporos, geralmente em numero de oito em cada asco. A
producao de esporos sexuais passa por trés processos: 1. Um nucleo hapldide de uma
célula doadora ( + ) penetra no citoplasma da célula receptora ( - ); 2. Os nucleos ( + ) e
( — ) se fundem formando o nucleo zigoto diploide; e 3. Por meiose o nucleo diploide

origina um nucleo haploide que € o esporo sexual.

Em cultura cresce rapidamente em meios solidos e liquidos sob uma grande
variedade de substratos e condicdes nutricionais. E uma espécie homotalica, o que
significa que duas cepas podem ser acasaladas diretamente. E geralmente haploide,
mas pode ser induzida para crescer como heterocarion ou como dipldide vegetativo.

Produz esporos sexuados (conideos) e assexuados (ascosporos) (BENNET, 2010).
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Figura 4 - Ciclo de vida de Aspergillus nidulans com as fases sexual (<), assexual («)
e parassexual («—). Modificado de CASSELTON & ZOLAN, 2002.
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Exibe genoma com aproximadamente 31 Mb. Apresenta 8 cromossomas,
contendo um numero estimado de 11.000 a 12.000 genes. Dentre esses,
aproximadamente 900 genes ja foram identificados; onde 432 ja estédo mapeados e 254
clonados e seqiienciados pela Monsanto. Dessa sequéncia, 29% dos genes téem
funcdo conhecida, 23% tém fungao putativa e 48% ainda permanecem desconhecidos.
Em adicdo, 61% das Open Read Frames (ORFs) de S. cerevisiae exibem homologia
em A. nidulans. Atualmente, 40 laboratérios mundiais focam a genética e a biologia
molecular da espécie. Nove desses grupos — representando a Australia, Inglaterra,
Franca, Alemanha e Estados Unidos da América uniram-se formando um grupo
especialista na genémica de A. nidulans (BENNET, 2010).

Além disso, genes de outras espécies e de mamiferos s&o expressos em A.
nidulans, que atua como ferramenta para estudo da regulagao de genes. Por exemplo,
os estudos iniciais sobre a genética da tubulina e microtubulos foram realizados em A.
nidulans. Adicionalmente, A. nidulans contribui para o entendimento da mitose e
fungdes intracelulares dos motores mitdticos associados a cinesina e a dineina
citoplasmatica. As regulagbes do metabolismo do carbono e do nitrogénio tambéem
estdo bem caracterizadas nesse modelo, cuja conseqiiéncia de grande importancia foi
a caracterizagdo e desenvolvimento do promotor regulavel alcA do alcool
desidrogenase, que € induzido pelo alcool e reprimido pela presencga de glicose, como
ferramenta molecular de grande importancia para controlar a expressao de genes
(BENNET, 2010).

Dessa forma, espécies do Aspergillus sao habeis na expressdo de inumeros
metabdlitos, primarios e secundarios. Tais habilidades vém sendo amplamente
exploradas, nas Uultimas décadas em fungdo de seus potenciais na biodegradagao,
biotransformacdo e na remogdo de metais pesados e corantes. Alem disso, as

espécies exibem mecanismos de resisténcia em condigbes ambientais adversas.

Com isso, a utilizacdo desses fungos no tratamento dos mais diversos tipos de

efluentes tem sido alvo de inumeros estudos, especialmente por sua capacidade de

produzir enzimas extracelulares.

Assim, os mecanismos através dos quais as células se protegem contra altas
concentracdes de metais pesados sdo muito complexos e ainda pouco esclarecidos,
apesar da relevancia do assunto para problemas de saude. O crescimento, O

comportamento do polifosfato, a morfologia/ultraestrutura, atividades de enzimas e 0s
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parametros de estresse oxidativo sao importantes ferramentas complementares em
trabalhos de monitoramento ambiental, junto a outros biomarcadores ja estabelecidos,

auxiliando a compreensao dos efeitos da contaminagao sobre os organismos e

fornecendo importantes informacoes a respeito das modulacoes das defesas celulares.
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