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RESUMO 

 

Resposta antioxidativa de cafeeiros (Coffea arabica) expostos ao metal pesado cádmio 

 

A contaminação ambiental por metais pesados é um sério problema enfrentado atualmente 

pela humanidade, e tem causado grande preocupação, devido ao seu acúmulo em plantas 

cultivadas, podendo afetar a cadeia alimentar de homens e animais. O metal pesado Cádmio (Cd) 

é um dos contaminantes mais difundidos no ambiente, devido às diversas atividades humanas, e 

pode causar sérios danos ao metabolismo celular com a inibição de processos fisiológicos 

importantes. Este trabalho teve como objetivo estudar a resposta do sistema antioxidante de 

cafeeiros expostos às concentrações de 15, 45 e 90 mg de Cd/planta. De acordo com os resultados 

as plantas que receberam 90mg/planta de metal foram mais afetadas, apresentando altas taxas de 

peroxidação lipídica. As atividades das enzimas antioxidantes, superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), foram reduzidas na presença do metal em todas as 

concentrações de Cd utilizadas. Os resultados sugerem que o sistema antioxidante dessas plantas 

responde conforme o tempo de exposição ao metal e de acordo com a concentração. 

 

Palavras-chave: Coffea arabica; Estresse oxidativo; Cádmio; Poluição ambiental 
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ABSTRACT 

 

Antioxidant response of coffee (Coffea arabica) exposed to the heavy metal cadmium 

 

Environmental heavy metal contamination is a serious problem currently faced by 

humanity and has caused great concern due to its accumulation in cultivated plants, being able to 

affect human and animal‟s food chain. The heavy metal Cadmium (Cd) is one of the most 

widespread contaminants in the environment due to a variety of human activities and may cause 

severe damage to the cellular metabolism through inhibition of important physiological 

processes. This project aimed to study the antioxidative system response of coffee trees exposed 

to concentrations of 15, 45 and 90 mg of Cd per plant. According with results obtained, plants 

which received the higher concentration of Cd were more affected, showing great rates of lipid 

peroxidation. The activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione 

reductase (GR), were reduced in the presence of the metal for each Cd concentration used. The 

results suggest that these enzymes respond according to time length of exposure and to the 

concentration of metal used. 

 

Keywords: Coffea arabica; Oxidative stress; Cadmium; Environmental pollution 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O café ainda é, ao lado da soja e da cana-de-açúcar, uma das mais importantes atividades 

agrícolas do Brasil, gerando não só divisas ao país, mas também um grande número de empregos, 

quando é considerada toda a cadeia produtiva, do campo ao cafezinho no balcão. 

Com o aumento do crescimento dos centros urbanos seria natural esperar que as 

contaminações por metais pesados começassem a se tornar uma preocupação mundial. Além 

disso, a falta de legislação e de consciência social para o uso e descarte de alguns materiais com 

alto conteúdo de metais, como baterias comuns e fluídos de baterias de automóveis. A ciência 

vem fazendo sua parte para controlar a quantidade de rejeitos da atividade antropogênica e uma 

das áreas de pesquisa que vem crescendo acentuadamente em todo o mundo é o uso de resíduos 

de esgoto, fonte rica de nutrientes e vários metais pesados. Paralelamente, o mundo começou a 

prestar mais atenção na quantidade de metais tóxicos presentes em vários produtos alimentícios. 

Além dos metais pesados estarem presentes nos alimentos, as plantas que os produzem passam a 

sofrer os efeitos negativos sobre o crescimento e a produção. 

Aliado a esta temática de contaminação ambiental, os resíduos de esgoto começaram a ser 

empregados em cafezais , assim como ocorre em outras culturas, sem que se saiba exatamente 

como as plantas respondem e, principalmente, onde se acumularão, bem como que efeito terão na 

qualidade final do produto (RIBEIRO et al., 2005).  

Como conseqüência, os estudos sobre biorremediação, juntamente com estudos dos 

mecanismos antioxidativos em plantas, tornou-se assunto prioritário de vários centros de pesquisa 

e universidades. Estudos anteriores demonstraram que células de café em suspensão expostas ao 

metal pesado Cd responderam prontamente com o aumento da atividade das enzimas do sistema 

antioxidativo (GOMES-JUNIOR et al., 2006b). 

Em trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa foram avaliados diversos efeitos 

desse metal no metabolismo antioxidativo de células de café em suspensão. O projeto proposto 

visou continuar estes estudos, entretanto, em plantas produzindo em condições de campo, nas 

quais se verificou a resposta antioxidativa pela análise da atividade das enzimas antioxidativas 

envolvidas no sistema de defesa das plantas, além de danos celulares através da peroxidação de 

lipídios. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Metais Pesados 

 

A contaminação de solos agrícolas por metais pesados é um problema mundial. 

Particularmente, a deposição de emissões industriais de tráfico, o uso excessivo de fertilizantes de 

baixa qualidade e a aplicação de resíduos biológicos como fertilizantes têm aumentado 

substancialmente as concentrações de metais no solo em grandes áreas agrícolas. O uso de solos 

contaminados para a produção de alimentos possui o risco de os contaminantes serem 

transferidos para o alimento e criar riscos à saúde humana e animal. Por outro lado, deixando-se 

de cultivar em terras de pouco a medianamente contaminadas pode se estar desperdiçando um 

recurso natural precioso, dada a crescente escassez de solos agrícolas férteis (FÄSSLER et al., 

2010). 

 O termo “metal pesado” é usado para designar um grupo heterogêneo de elementos, 

incluindo metais, semimetais e não metais (MALAVOLTA, 1994), geralmente associados com 

poluição ambiental e toxicidade (GRATÃO et al., 2005). Dentre estes elementos estão nutrientes 

essenciais às plantas, em baixas concentrações, como o Cu, Fe, Mn, Ni, Mo, Zn, e elementos não 

essenciais ou que não apresentam função conhecida, caso do Al, Cd, Cr, Se, Hg e Pb (MELO et 

al., 1997). 

Os metais pesados liberados no ambiente terrestre tendem a se concentrar, especialmente, 

no solo e sedimentos, que passam a se tornar um grande reservatório disponível para as raízes das 

plantas, as quais são vulneráveis a variações na concentração destes elementos. A disponibilidade 

destes para as plantas é afetada por uma série de fatores, como a textura do solo, tipo de mineral 

de argila, pH do solo, pH da água, potencial redox e outros parâmetros fisiológicos (PRASAD, 

1995; MELO et al., 1997). 

De todos os metais pesados poluentes, o Cd é um dos mais tóxicos (CHEN; KAO, 1995; 

BENAVIDES et al., 2005) para os seres humanos, animais e plantas, podendo se acumular no 

corpo humano com uma meia vida excedendo a 10 anos (SALT et al., 1995), e o que tem 

apresentado as mais altas taxas de emissão nas últimas décadas (NASCIMENTO; PEREIRA, 

1997; NAWROT et al., 2008). A maioria dos metais pesados é persistente no solo devido a sua 

natureza imóvel, estando intimamente associados à terra e colóides orgânicos. Dentre os metais, o 
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cádmio é conhecido como sendo o de maior mobilidade e solubilidade em relação a muitos outros 

metais nos solos (KASHEM et al., 2010). 

Embora as plantas não necessitem de Cd para crescimento e reprodução, o seu índice de 

bioacumulação nas plantas é alto e pode exceder o de muitos elementos essenciais. Além disso, 

mesmo quando em concentrações não fitotóxicas na planta, pode gerar riscos à saúde animal e 

humana. Portanto, este metal é um dos metais mais importantes para se considerar em termos de 

contaminação da cadeia alimentar (LIU et al., 2007). 

Nas plantas, os sintomas gerais dos processos fisiológicos e metabólicos influenciados 

pelas concentrações tóxicas de Cd são: inibição do crescimento radicular e da parte aérea 

(BOUSSAMA et al., 1999), senescência acelerada nas folhas, redução do vigor e interferência no 

processo de fotossíntese (PRASAD, 1995), devido a alterações nas funções dos estômatos, no 

transporte de elétrons, no ciclo de Calvin, desordens na estrutura dos grana e na síntese de 

clorofila (BARCELÓ et al., 1988). O Cd pode ainda provocar danos à transpiração, translocação 

pelo floema, respiração, relações hídricas, reprodução, mudanças em certas organelas, 

rompimento estrutural e funcional das membranas celulares (PRASAD, 1995) e danos às raízes. 

O aparecimento de coloração marrom-avermelhada nas margens das folhas e clorose 

(SCHICKLER; CASPI, 1999), também têm sido apontados como os sintomas mais 

característicos de plantas intoxicadas por este metal (DAS et al., 1997), devido ao fato de que o 

Cd facilmente interage e compete com o Fe (SALT et al., 1995), Ni (BACCOUCH et al., 1998) e 

Cu (MOCQUOT et al., 1996) por sítios de absorção na membrana plasmática (NASCIMENTO; 

PEREIRA, 1997), suprimindo a absorção desses elementos e induzindo a uma deficiência de Fe 

neste órgão. Efeitos genéticos e citotóxicos também foram notados em plantas expostas ao metal, 

onde o Cd inibiu a divisão celular, promoveu alterações nos cromossomos (aberrações 

cromossômicas) e induziu picnose nas células das raízes (DAS et al., 1997). Para maiores 

informações e detalhes sobre os efeitos do Cd no metabolismo de plantas ver as revisões 

publicadas por Benavides et al. (2005) e Gratão et al. (2005). 
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2.2 Sistema Antioxidante 

 

A presença do oxigênio (O2) no ambiente celular constitui-se numa ameaça oxidativa 

constante às suas próprias estruturas e processos devido ao seu potencial de agir como redutor 

parcial e, assim, formar as espécies ativas de oxigênio (EAOs) (MALLICK; MOHN, 2000). 

Os metais pesados, além de afetarem o crescimento e produção das plantas, podem gerar 

um estresse oxidativo secundário, ou seja, desequilibrar a razão entre EAOs e a defesa 

antioxidante, levando ao dano oxidativo de macromoléculas e, eventualmente, de estruturas 

celulares. Pela sua ação tóxica e mutagênica nas células as EAOs são consideradas moléculas 

perigosas. As células vegetais, em diferentes níveis, podem tolerar EAOs, tais como radicais 

superóxido (O2
-

), peróxido de hidrogênio (H2O2), radicais hidroxila (OH

) e oxigênio "singlet" 

(
1
O2), através do aumento de mecanismos protetores endógenos envolvendo moléculas e enzimas 

antioxidantes (ANGELOVA et al., 2000; TARCHOUNE et al., 2010). 

A geração de EAOs faz parte do metabolismo aeróbio normal, como nas reações 

fotoquímicas da fotossíntese e na cadeia respiratória. Pode ser estimulada sob condições abióticas 

como frio, seca, sais, estresses provocados por poluentes do ar (ozônio e SO2), extremos de 

temperatura e luminosidade, herbicidas (Paraquat, por exemplo) e metais pesados, e também 

como resposta a estresses bióticos tais como o ataque de patógenos (BOWLER et al., 1994; 

MALLICK; MOHN, 2000; PANDHAIR; SEKHON, 2006). 

Para reduzir a concentração de metais pesados livres no citosol das células, as plantas 

desenvolveram alguns mecanismos, os quais incluem: a compartimentalização dos metais em 

estruturas subcelulares, exclusão e/ou diminuição do transporte através da membrana e a 

formação de peptídeos ricos em cisteínas, conhecidos como fitoquelatinas e metalotioneínas, que 

podem complexar os metais (LOZANO-RODRIGUEZ et al., 1997). Além das fitoquelatinas e 

metalotioneínas, outro mecanismo de defesa desenvolvido pelas plantas para tolerância à 

exposição aos metais pesados é a produção de um sistema oxidante de defesa, que inclui 

componentes de baixa massa molecular tais como glutationa e um sistema de enzimas 

antioxidantes capazes de remover, neutralizar ou limpar radicais livres, e que inclui as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) (SCANDALIOS, 1993; 

2005).  
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Assim, o estudo da atividade enzimática serve como um critério de avaliação da 

fitotoxicidade de metais pesados em plantas (MENCH et al., 1994). Uma vez sabendo-se a via 

preferencial de desintoxicação destes metais em plantas pode-se traçar estratégias de estudo e 

melhoramento genético, como por exemplo, a manipulação de enzimas que possam condicionar 

tanto sensibilidade como tolerância a metais em diferentes cultivares. Em todos esses casos, o 

parâmetro bioquímico a ser analisado poderia ser relativo aos níveis de atividade de enzimas 

antioxidantes, como CAT, SOD e GR, e enzimas do metabolismo do nitrogênio, como glutamina 

sintase e glutamato sintetase (GARG et al., 2009). 

 

2.2.1 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

 A SOD (1.15.1.1) foi isolada e caracterizada a partir de uma ampla variedade de 

organismos. Está presente em organismos aeróbios e anaeróbios facultativos, e caracteriza um 

grupo de metaloenzimas que catalisam a formação de peróxido de hidrogênio a partir de radicais 

superóxido (O2


), consumindo-os, portanto, e assim, livrando as células do risco de oxidação por 

esses radicais. A SOD é a primeira enzima de defesa contra danos provocados por EAOs nas 

células (SCANDALIOS, 2005; FOYER; NOCTOR, 2005): 

O2
 

+ O2
 

+ 2H
+ 
 O2 + H2O2 

Classificam-se em classes: uma com Cu(II) mais Zn(II) no sítio ativo (Cu/ZnSOD), outra 

com Mn(III) (MnSOD), uma terceira com Fe(III) (FeSOD), e uma quarta com Ni(II/III) 

(NiSOD). As Cu/ZnSODs são geralmente encontradas no citosol de células eucarióticas, em 

cloroplastos, e em alguns procariotos; as MnSODs são encontradas em procariotos e 

mitocôndrias; as FeSODs são encontradas geralmente em procariotos, algas e em alguns 

cloroplastos de plantas superiores; e as NiSODs foram encontradas em Streptomyces 

(SCANDALIOS, 2005). 

O balanço entre as atividades da SOD e APX ou CAT nas células é crucial para a 

determinação dos níveis de radicais superóxido e peróxido de hidrogênio. Este balanço, 

juntamente com o seqüestro de íons metálicos, é importante para prevenir a formação do radical 

hidroxila, altamente tóxico, através das reações de Haber-Weiss (metal-dependente) ou de Fenton 

(MITTLER, 2002). 
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2.2.2 Catalase (CAT) 

 

 A catalase (EC 1.11.1.6.) é uma oxidoredutase, tetramérica constituída por 4 grupos heme 

que está presente em todas as células de plantas, animais e microorganismos aeróbios 

(SCANDALIOS, 1990; 2005) localizando-se no citoplasma, nas mitocôndrias, peroxissomos de 

folhas e glioxissomos (FRUGOLI et al., 1996; BAŤKOVÁ, et al., 2008). A CAT é um dos 

catalisadores mais ativos produzidos na natureza e é capaz de decompor H2O2 a uma taxa 

extremamente rápida, correspondendo a uma atividade catalítica de cerca de 10
7
min

-1
. 

Dependendo da concentração de H2O2 a enzima exerce uma função dupla (peroxidativas e 

catalíticas). Em baixas concentrações (<1M) de H2O2, a CAT age “peroxidativamente”, ou seja, 

uma variedade de doadores de hidrogênio (por exemplo, etanol, ácido ascórbico) pode ser 

oxidada da seguinte forma: 

RH2 + H2O2  R + 2H2O 

Já em altas concentrações de substrato a CAT decompõe o peróxido de hidrogênio tóxico 

a uma taxa extremamente rápida utilizando a reação “catalítica” na qual o H2O2 age tanto como 

aceptor como doador de moléculas de hidrogênio (SCANDALIOS et al., 2005): 

2H2O2  2H2O + O2 

Segundo Mittler (2002) a diferença de afinidade entre a Ascorbato Peroxidase (APX) 

(faixa de M) e a CAT (faixa de mM) pelo H2O2 sugere que elas pertençam a duas classes 

distintas de enzimas responsivas ao H2O2: APX pode ser responsável pela fina modulação das 

EAOs para sinalização, enquanto CAT pode ser responsável pela remoção do excesso de EAOs 

durante o estresse. 

A CAT é única dentre as enzimas que degradam H2O2, pois não consome equivalentes 

redutores celulares, além de possuir um mecanismo muito mais eficiente para remover o peróxido 

de hidrogênio formado nas células sob condições de estresse. Apresenta uma alta constante de 

Michaelis e, portanto, não é facilmente saturada por substrato (SCANDALIOS, 2005). 

 

2.2.3 Glutationa Redutase (GR) 

 

 A enzima GR (1.6.4.2) é uma flavoproteína que catalisa a redução NADPH-dependente da 

glutationa oxidada (GSSG) a sua forma reduzida (GSH), a qual é um importante metabólito no 
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combate às EAOs (particularmente O2
-

 e H2O2) via o ciclo Halliwell-Asada (GRATÃO et al., 

2005). A GSH participa do ciclo do ascorbato-glutationa, da manutenção de grupos sulfidrila de 

cisteína, do armazenamento do enxofre reduzido, e serve como substrato à reação da glutationa-

S-transferase (NOCTOR et al., 2002; FOYER; NOCTOR, 2005). 

A GR é de ocorrência quase universal, sendo amplamente distribuída entre procariotos e 

eucariotos, desde bactérias heterotróficas e fotossintetizantes até plantas e animais superiores 

(NOCTOR et al., 2002). Atua na seguinte reação: 

 

 

 

 

2.3 Metais e cafeeiros 

 

A espécie Coffea arabica, oriunda da Etiópia, é largamente plantada no Continente 

Americano, sendo o Brasil o país que tem a mais extensa área de cultivo (TOLEDO FILHO et al., 

2002), onde se adaptou a diferentes condições de clima e solo. O cafeeiro é uma planta que leva, 

em média, dois anos para completar seu ciclo fenológico, cuja característica é a alternância entre 

o processo vegetativo e o reprodutivo (CAMARGO; CAMARGO, 2001). 

Ainda que para várias espécies vegetais de interesse esteja sendo publicado um volume 

muito grande de estudos enfocando o efeito do Cd, ainda há muito para se pesquisar sobre o 

efeito deste metal em cafeeiros. Muitos estudos têm sido dedicados a interferências dos metais 

pesados em processos fisiológicos associados com o crescimento e desenvolvimento das plantas. 

Além disso, a produção econômica e crescimento de plantas são significativamente prejudicados 

quando estas crescem em solos contaminados com metais pesados (CHAOUI et al., 1997; 

SMIRI, 2009). 

Como o uso de adubos orgânicos em cafezais é uma prática rotineira no programa de 

fertilização, têm-se feito muitas especulações quanto aos efeitos, nas plantas, de resíduos 

industriais e urbanos. Estes resíduos podem conter concentrações altas de certos metais pesados, 

tais como cádmio, níquel, cromo, chumbo, cuja solubilidade aumenta em pH ácido. Embora haja 

algumas publicações referindo-se aos problemas de toxidez de metais em solos ácidos para 

GSSG  GSH  

NADPH + H
+
         NADP

+ 
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muitas espécies de plantas cultivadas, são relativamente poucos os trabalhos publicados sobre o 

efeito tóxico desses elementos em cafeeiros (PAVAN; BINGHAN, 1982; MAZZAFERA, 1998). 

Abreu et al. (2005) estudaram o nível de alguns metais pesados em 13.416 amostras de 

solo de 21 estados brasileiros, sendo 58% delas originárias do estado de São Paulo, e verificaram 

as seguintes faixas de variação: Cd 0,00-3, 43; Cr, 0,0-42,9; Ni, 0,00-65,1; Pb, 0,00-63,9. Estes 

solos eram em sua maioria cultivados e entre eles, 2.29%, 0.35%, 0.19% e 19.6% estavam acima 

dos níveis de solos referências (não cultivados) em relação a Cd, Cr, Ni e Pb, respectivamente. 

Segundo os autores, o alto nível de Cd, Cr e Ni em alguns solos estaria relacionado ao uso de 

resíduo de esgoto tratado. O café estava entre as culturas que tiveram o solo amostrado. Os 

autores concluíram que as contaminações acima dos níveis normais eram resultado da ação 

antropogênica. 

Martins et al. (2005) empregaram lodo de esgoto na fertilização de plantas de café 

avaliando, em seguida, a qualidade da bebida. Os autores não encontraram alterações na 

qualidade da bebida. Entretanto, não foram realizadas avaliações sobre o acúmulo dos metais 

tóxicos na planta, principalmente nos grãos. Conseqüentemente, uma boa pergunta é se em solo 

contaminado, os frutos poderiam reter grande quantidade de metais. 

Um estudo conduzido com mudas de café Catuaí Vermelho (C. arabica) que receberam 

biosólidos, desde sua formação, mostrou que Cr, Co, Ni, Pb, Cu e Zn acumulam principalmente 

nas raízes, enquanto Mn acumula nas folhas (FRANCO et al., 2004). Gomes-Junior et al. (2006b) 

utilizando células de café em suspensão expostas ao metal pesado Cd, demonstrou que este era 

rapidamente absorvido pelas células e acumulado em altas concentrações. 

Alyssum maritimum, uma planta hiperacumuladora de Ni e Cd, em presença de Ni, exibiu 

um típico mecanismo de defesa antioxidante, elevando a atividade das enzimas SOD, ascorbato 

peroxidase (APX) e GR (SCHICKLER; CASPI, 1999). Em plantas de feijão, algumas enzimas 

antioxidantes são ativadas em resposta ao estresse oxidativo induzido por Cd (CHAOUI et al., 

1997). A atividade da peroxidase aumentou em plantas jovens de milho tratadas com Cd 

(LAGRIFFOUL et al., 1998). Cakmak e Marschner (1992) estimaram que sob condições 

normais, em cloroplastos não estressados, a fotorredução do oxigênio molecular varia entre 5 % a 

27 % do fluxo total de elétrons. Porém, radicais livres podem se tornar altamente destrutivos para 

células e tecidos se sua produção não for controlada (RICE-EVANS et al., 1991). 

Enzimas antioxidantes também foram estudadas em plantas de ervilha submetidas à ação 
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do herbicida paraquat. Este herbicida interrompe o transporte de elétrons na fase fotoquímica da 

fotossíntese e, conseqüentemente, haverá produção de EAO, uma vez que o sistema não consegue 

dissipar totalmente a energia via fotofosforilação cíclica. Observou-se aumento nas atividades de 

GR, APX e diferentes isoformas de SOD (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD e Fe-SOD) nas folhas da 

cultivar que apresentava grande resistência a este herbicida (DONAHUE et al., 1997).  

Do ponto de vista do produto final, ou seja, a bebida preparada a partir de grãos de café 

torrados e moídos, o estudo da influência dos metais pesados também é de suma importância. 

Pesquisa conduzida nos laboratórios do CSIRO-Austrália (Commonwealth Scientific and 

Industrial Research Organisation) mostrou que café preparado com água contaminada com metais 

pesados tinha menos desses metais. Devido à alta capacidade do pó de café se ligar aos metais, 

parte destes ficava retida no coador, junto com o pó. A justificativa para tal seria de que as 

paredes celulares da semente de café seriam bastante carregadas negativamente, se ligando aos 

metais. 

Muitos aspectos da fisiologia do cafeeiro apresentados na literatura são contraditórios, 

outros são ainda obscuros, o que demanda um maior número de pesquisas para sua elucidação 

(CHAVES FILHO, 2007). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicação 

do metal pesado cádmio, em diferentes concentrações, no sistema antioxidante de folhas de 

cafeeiros adultos em produção. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética e Bioquímica de Plantas do 

Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade 

de São Paulo (ESALQ-USP) e no Departamento de Fisiologia Vegetal do IB/Unicamp. 

 

3.1 Material vegetal 

 

Foram utilizadas plantas com aproximadamente cinco anos de idade da espécie C. arabica 

cv Obatã IAC 1669-20, instaladas no campo experimental do Departamento de Produção Vegetal 

da ESALQ-USP. O solo da área experimental é classificado como Nitossolo Vermelho 

Eutroférrico, latossólico, textura argilosa, A moderado. A condução da cultura como adubação, 

controle de pragas e doenças, foi feita de acordo com as técnicas agronômicas indicadas para a 

cultura. As plantas foram implantadas com espaçamento de 3,4 m x 0,9 m na respectiva área, cuja 

declividade é, em média, 2%. 

 

3.2 Modelo experimental 

 

Segundo Abreu et al. (2005) não existem para os solos brasileiros níveis definidos de 

contaminação por metais pesados. Assim, estes autores agruparam seus dados de forma 

comparativa com solos que ainda não haviam sido cultivados, logo, sem ação antropogênica. A 

projeção da copa, no solo, de cada planta de café corresponde a, aproximadamente, 1,5 m
2
. Como 

se pretende que o metal se movimente até a profundidade de 0,5 m, na zona de maior 

concentração de raízes dessas plantas (GINDEL, 1961; HUXLEY et al., 1974), o volume de solo 

será igual a 1,5 m
3
 (3,0 m

2
 x 0.5 m). Cada tratamento será composto por cinco plantas, de acordo 

com a figura 1. Admitindo que o nível fitotóxico de Cd varia de 5 a 30 mg/kg de solo 

(ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000), foram feitos os cálculos seguintes: 

 

Nível fitotóxico de Cd: 5 a 30 mg/kg de solo 

 

Quantidades usadas: Cd – 22,5, 67,5 e 135 mg/kg (CdSO4 – massa = 208,47 / massa Cd = 112,4) 



 24 

Considerando-se que o espaçamento é de quase 1 m entre plantas, largura de saia de 1,5 e 

profundidade de 0,5 m, totalizando 750 m
3
 (=750 Kg), cada planta recebeu: 

 

Nível 1 = 16,88 g = 11 g de Sulfato de Cd (3 x 11 g) 

Nível 2 = 50,63 g = 99 g de Sulfato de Cd (3 x 33 g) 

Nível 3 = 101,25 g = 198 g de Sulfato de Cd (3 x 66 g) 

 

Controle Cádmio - 1

Controle Cádmio - 2

Controle Cádmio - 3

----------------

Linha espaçadora

Linha espaçadora

----------------

----------------

Espaçador

Espaçador

Espaçador

Nível 1

Nível 2

Nível 3

Declividade         
do terreno

 

 

Figura 1 - Esquema de distribuição das plantas no campo.  Cada quadrado representa 5 plantas. Os níveis 1, 

2 e 3 correspondem as doses de 15, 45 e 90 mg/kg de solo ou g/planta 

 

As aplicações e as coletas foram feitas de acordo com o esquema abaixo, sendo a primeira 

em 15 de dezembro de 2007, a segunda em 15 de fevereiro de 2008 e a terceira em 15 de março 

de 2008. Para isto, cada quantidade de cada metal foi diluída em 10 L de água, sendo distribuídos 

uniformemente 5 L de cada lado da plantas, sobre o solo sob a copa do cafeeiro. A aplicação foi 

feita lentamente permitindo-se que a solução infiltra-se no solo evitando escoamento. Para evitar 

a contaminação de metais entre os tratamentos, foram dados espaçamentos consideráveis entre as 

plantas. 
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dez 07 fev 08 mar 08 abril 08 

Aplicação1 Aplicação 2 Aplicação 3 ------ 

Coleta 1 Coleta 2 ------ Coleta 3 

Metal 

Solo 

Bioquímica (tempo 1) 

Solo 
------ 

Metal 

Bioquímica (tempo 2) 

Molecular 

ORGANIZAÇÃO DAS COLETAS 

* - para metal coletar folhas 

Coletar folhas do 3º ou 4º par de folhas 

As folhas devem ser de ramos na porção média da planta 

** - para bioquímica coletar folhas 

Coletar folhas do 3º ou 4º par de folhas 

As folhas devem ir para N2 líquido 

As folhas de enzimas vão para -80
o
C 

*** - para molecular coletar folhas e frutos 

Coletadas folhas novas, ou seja, do primeiro par e imediatamente em N2 

Em laboratório devem ir para -80
o
C 

**** - para solo 

Coletar 3 amostras de cada tratamento, entre as plantas 1 e 2, 3 e 4, e 4 e 5 

 

3.3 Coletas 

 

3.3.1 Análise de solo 

  

As amostras de solo foram coletadas, no início e final do experimento em ambos os lados 

das plantas, com trado para profundidades 0-5 cm, 5-15 cm, 15-25 cm, 25-50 cm e 50-100 cm. 

Após secagem do solo em estufa a 60ºC e a passagem por peneira 20 mesh, o solo foi 

encaminhado ao Centro de Solo do Instituto Agronômico de Campinas (IAC) para a 

determinação de Cd (mg dm
-3

). 

 

3.3.2 Análise de metal em folhas e ramos 

  

A cada mês durante o ano, a contar da primeira aplicação de metais, foram amostrados 

ramos e folhas de ramos do terço médio, sendo elas do primeiro (folhas novas) e do terceiro par 

de folhas. Os ramos e folhas foram coletados e secos em estufa a 60
o
C por uma semana. Depois 

foram moídas em moinho de facas, passadas por peneira (35 mesh), homogeneizadas e 

armazenadas em frascos plásticos em dessecador até análises no ICP-OES. 

Foi realizada uma digestão nitro-perclórica segundo Malavolta et al. (1997). Mediu-se 

250mg de material seco e moído e colocou-se em tubo. Posteriormente, adicionou-se 2,5 mL de 
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ácido nítrico concentrado sob temperatura ambiente. Após o repouso por uma noite, os tubos 

foram aquecidos em bloco digestor (80-100°C) por aproximadamente 3 horas e 30 minutos, para 

evaporar o ácido nítrico. Em seguida, foi adicionado 500 L de ácido perclórico concentrado 

(72%) e a temperatura foi gradativamente aumentada até atingir 200°C, prosseguindo a digestão 

até a dissipaçao de vapores emanados do tubo. Posteriormente, foram adicionados 25 mL de água 

ultrapura e realizadas as leituras. 

As concentrações de Cd foram determinadas em fotômetro de absorção atômica com 

chama Perkin Elmer – modelo 3110, equipado com lâmpada catodos oco de cádmio, com 

comprimento de onda de 229 nm, fenda 0,7 nm, corrente de lâmpada 4 mA e chama de ar e 

acetileno. Os valores de concentração foram expressos em mmol por grama de tecido seco. 

As análises foram realizadas no Centro de Solos do Instituto Agronômico de Campinas 

(IAC), Brasil. 

 

3.3.3 Atividades enzimáticas e outras análises bioquímicas 

  

Foram coletadas 4 folhas de 4 ramos do terço médio das plantas (3° ou 4° pares), 

coletando folhas de 5 plantas, imediatamente acondicionadas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer -80°C até o processamento. 

 

3.3.4 Análises moleculares 

  

Foram coletadas 15 folhas novas do terço médio de cada planta e 30 frutos de cada planta 

e imediatamente congelados em N2 líquido e depois armazenado em freezer -80
o
C. As folhas 

novas foram escolhidas por apresentarem maiores quantidades de mRNA. A extração de RNA 

total nos materiais selecionados foi feita com reagente Trizol da Invitrogen e a primeira fita de 

cDNA foi obtida usando-se kit da Boehringer Mannheim – “1st Strand cDNA Synthesis Kit for 

RT-PCR (AMV)” e o primer B26 (FROHMANN et al., 1988). Para a produção de cDNA o RNA 

foi quantificado por UV em 260nm e também em gel de agarose e coloração com brometo de 

etídio. Para controle, foi usado nas reações de RT-PCR um gene house-keeping de actina de café, 

que vem sendo empregado no laboratório correntemente. As análises de expressão de genes 

codificando para enzimas antioxidativas foram feitas por RT-PCR semiquantitativo (MELO; 
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MAZZAFERA, 2004). Para isto, fez-se o estudo de todas as seqüências encontradas no banco 

EST-Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) para as enzimas que se pretendia 

avaliar. 

 

3.4 Extração e determinação da concentração de proteínas totais 

 

As amostras de cada tratamento foram maceradas em mortar com nitrogênio líquido até 

formar uma farinha, onde posteriormente foi adicionado o tampão de extração (1 g de tecido/ 3 

mL de tampão), conforme a composição abaixo. O homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm 

por 30 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi coletado, passado por coluna PD-10 (Sephadex G-25) 

para retirar compostos fenólicos, dividido em alíquotas e estocado em freezer –80
o
C até o 

momento das análises.  

O uso da coluna PD-10 foi essencial à qualidade tanto dos extratos para a quantificação de 

proteínas como para a determinação da atividade de algumas enzimas, como é o caso da Catalase. 

Sua atividade é determinada por espectrofotometria a 240ηm, a mesma faixa de comprimento de 

onda dos fenóis. Deste modo, foi eliminada qualquer interferência destes compostos sobre a 

atividade da CAT. 

A concentração das proteínas totais foi determinada segundo o método de Bradford 

(1976), utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrão, por espectrofotometria 

(Beckman, modelo J2-MC) a 595 nm. 

 

Tampão de extração: Tampão tris-HCl 100 mM (pH7,5), acrescido de 7% sacarose, 14 mM β-

mercaptoetanol, 250 mM ácido ascórbico, 20 mM DTT, 1% albumina bovina, 20 mM 

metabissulfito sódio, 200 mM tetraborato de sódio, 10% PVPP. 

 

 Outros tampões foram testados para o processo de extração das proteínas totais do 

material vegetal, tendo como parâmetro a oxidação das amostras após a extração e a quantidade 

de proteínas extraídas para cada um deles, determinada de acordo com Bradford (1976). A seguir, 

a composição de todos os tampões testados: 
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Tampão 1: Tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5); suplementado por 1 mM EDTA, 3 mM 

DTT, 5% PVPP. Este tampão não foi eficiente para o processo de extração, pois a oxidação das 

amostras foi elevada. 

 

Tampão 2: Tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5); suplementado por 1 mM EDTA, 2 mM 

β-mercaptoetanol, 5% PVPP. Embora a oxidação não tenha sido tão rápida, também ocorreu. 

 

Tampão 3: Tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 7,0); suplementado com  2% de ácido 

ascórbico, 5 mM de DTT, 5 mM de PMSF e 10% PVPP.  O homogeneizado foi filtrado em gaze 

e centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C. 

 

Tampão 4: Tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 7,0); suplementado por 2% ácido ascórbico e 

20% PVPP. O extrato foi mantido durante 30 minutos a 4°C com agitação ocasional.  Após 

centrifugação a 13000 rpm, por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi recuperado e dessalinizado 

em PD-10 Sephadex G-25, usando 50 mM de fosfato de sódio pH 6,0 para eluir as proteínas. Para 

1 g material, foram utilizados 10 mL do tampão.  

 

Tampão 5: Tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0) contendo 2% ácido ascórbico, 100 mg 

PVPP e 14 mM β-mercaptoetanol. Após agitação por 10 minutos em banho de gelo o 

sobrenadante foi filtrado em coluna PD-10 Sephadex G-25. A eluição das proteínas foi feita com 

tampão fosfato 0,025 M pH 6,0. 

 

Tampão 6: Tampão tris-HCl 100 mM (pH 7,5), acrescido de 7% sacarose, 14 mM β-

mercaptoetanol, 250 mM ácido ascórbico, 20 mM DTT, 1% albumina bovina, 20 mM 

metabissulfito sódio, 200 mM tetraborato de sódio, 10% PVPP. Também foram testados 

detergentes como o tween 80 e triton x100, e 10 mM KCl ou MgCl2. 

 

Tampão 7: Tampão tris-base 100 mM (pH 7,0),  250 mM sacarose, 10% glicerol, 100 mM KCl, 5 

mM EDTA. Na hora do uso foram adicionados: 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 0,4% PVPP e 0,3% 

BSA. Foi mantida a proporção de 1:1 entre amostra (g) e tampão (mL). Os extratos foram 

centrifugados a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. 
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 Os melhores tampões, quanto à ausência de oxidação do material vegetal foram o 3, 5 e 6. 

Para o tampão 6, foram encontradas maiores quantidades de proteína solúveis totais, porém a 

dúvida era a possível influência do ácido ascórbico nas quantificações das atividades enzimáticas 

de APX e GR, já que o mesmo é utilizado como um dos substratos nas análises, e ainda também 

uma possível influência da albumina bovina na quantidade de proteínas quantificadas. Por estas 

razões, foram elaborados 4 testes de extração de proteínas e oxidação com o tampão 6, que se 

seguem abaixo: 

 

Testes Ácido ascórbico Albumina bovina 

A Composição completa do tampão 

B Ausência Ausência 

C Ausência Presença 

D Presença Ausência 

 

 Nos testes B e C houve oxidação do material vegetal, devido à ausência do ácido 

ascórbico no meio de extração, o que não ocorreu nos testes A e D. Portanto, concluiu-se que o 

ácido ascórbico era essencial para a prevenção da oxidação do material, devido ao seu caráter 

antioxidante. Já a albumina, parece não ter influenciado a qualidade das extrações. Como seu uso 

é atribuído à maior estabilidade das proteínas e ao bloqueio da ação das proteases sobre as 

proteínas de interesse, ela foi mantida na formulação do tampão. 

 

3.5 Gel SDS-PAGE 

 

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregada em estudos de proteínas, o qual 

utiliza um agente dissociante para desnaturá-las em subunidades. O agente dissociante 

comumente utilizado é o detergente iônico dodecil sulfato de sódio (SDS). A mistura de proteína 

é desnaturada pelo aquecimento, na presença do SDS e mercaptoetanol, cuja função é quebrar as 

ligações dissulfeto (LAEMMLI, 1970).  

As proteínas das amostras bacterianas foram separadas utilizando o sistema Mini Protean 

II da Bio-Rad. A concentração do gel foi de 10% de poliacrilamida. Para a confecção de um 

mini gel foi utilizado 2,5 mL de uma solução 40% de acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tampão 

TRIS 2,9 M, pH 8,9 e 5 mL de água e 100 L de SDS 10%. Como catalisadores foram utilizados 
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19 L de TEMED e 25 L de persulfato de amônio (1%). Após a polimerização desse gel de 

resolução (cerca de 30 minutos), foi aplicado o gel de empacotamento segundo o protocolo: 500 

L de acrilamida, 1,25 mL tampão TRIS 500 mM, pH 6,7 e 2,75 mL de água e 50 L de SDS 

10%. Para a polimerização foram utilizados 10 L de TEMED e 50 L de persulfato de amônio 

(1%). 

A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente em corrente constante de 15 

mA/placa. O tampão de corrida (5X concentrado) contém 25 mM TRIS, pH 8,3 acrescido de 192 

mM de glicina e 1% de SDS 10%.  

O tampão de amostra contém 3 mL de água destilada, 1 mL de tampão de 

empacotamento, 1,6 mL de SDS (10%), 400 L de solução 0,5% de azul de bromofenol e 400 

L de mercaptoetanol. 

Para cada gel foram aplicados 4 L de padrão BenchMark - Protein Ladder – Invitrogen e 

20 g de proteína por canaleta . Os géis foram corados com uma solução de Comassie Blue (0,5 g 

de Comassie Blue R-250 em 500 mL de solução descorante) por 12 horas e posteriormente 

repassados para a solução descorante (400 mL de Metanol p.a., 70 mL de ácido acético glacial, 

completando o volume para 1000 mL de água destilada), até a perfeita visualização das bandas. 

Os géis foram documentados no Image Scanner – Amersham Biosciences. 

 

3.6 Peroxidação Lipídica 

 

O dano oxidativo aos lipídeos foi estimado pelo conteúdo de substâncias reativas com o 

ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), expresso na forma de malondialdeído (MDA), obtido por 

espectrofotometria a 535 e 600 nm, adaptado de Heath e Packer (1968). Foram macerados 300 

mg de material fresco em nitrogênio líquido até a textura de pó fino e homogeneizados em 3 mL 

de uma solução 0,1% TCA, na presença de 4% de PVPP. A seguir, o homogenato foi 

centrifugado a 10000  rpm por 12 minutos 250 μL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL da 

solução contendo 20% TCA + 0,5% TBA e a mistura foi aquecida a 95ºC por 30 minutos. Após 

resfriamento em banho de gelo por 10 minutos, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 

10 minutos e as leituras foram  realizadas a 535 e 600 nm. A concentração de MDA, em nmol/g 

massa fresca, foi calculada de acordo com o coeficiente de extinção da reação: 
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ηmol MDA = [(A535-A600)/155000]*10
6
 

ηmol MDA/g MF = (ηmol MDA)/0,3 

 

3.7 Atividade da Superóxido Dismutase - SOD 

 

A atividade da SOD foi determinada unicamente em gel não denaturante (PAGE). 

 

3.7.1 Atividade em PAGE 

 

A eletroforese em PAGE (12%) foi realizada nas mesmas condições como descrito para 

CAT (item 3.6.2). Para cada gel foram aplicadas amostras de padrão de SOD de fígado de boi – 

Sigma (2 unidades) e 20 g de proteína dos extratos protéicos. Após a separação das proteínas 

por eletroforese, a atividade de SOD foi determinada de acordo com Gomes-Junior et al. (2006b).  

Os géis foram lavados rapidamente em água deionizada e incubados no escuro a 

temperatura ambiente em uma mistura de reação contendo 50 mM de tampão fosfato de potássio 

pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% 

TEMED. Ao final de 30 minutos, a mistura de reação foi removida, os géis foram enxaguados 

com água deionizada e colocados sob iluminação por alguns minutos até o desenvolvimento de 

bandas brancas sob fundo roxo. Nestas condições ocorre a fotoxidação do gel, propiciando a 

formação de uma coloração púrpura e as bandas correspondentes à atividade de SOD 

permanecem sem se fotoxidar, promovendo uma revelação negativa, assim como para CAT. A 

fotoxidação foi interrompida mergulhando-se o gel em solução de ácido acético (7%) por 15 

minutos. Os géis foram documentados no Image Scanner – Amersham Biosciences. 

 

3.7.2 Determinação das isoformas de SOD 

 

Para a determinação das isoformas de SOD foi realizada uma eletroforese com 300 g de 

proteína da amostra tratada com Cd que mais apresentou bandas no gel de atividade de SOD e de 

uma amostra controle, nas mesmas condições descritas anteriormente para SOD (item 3.7.1). Ao 

final da eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em três partes. A primeira parte foi mantida 
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a 4C em tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,8. A segunda foi imersa em 100 mL do 

mesmo tampão contendo 2 mM de KCN e 0,0292 g de EDTA. A terceira, imersa em 100 mL do 

referido tampão contendo 5 mM de H2O2 e 0,0292 g de EDTA. Todos os passos descritos foram 

realizados no escuro.  

Após 20 minutos nestas soluções, os géis foram submetidos à revelação com NBT e 

riboflavina, como citado anteriormente no item 3.7.1. Ao final da revelação, foi analisada a 

presença ou ausência de bandas no controle, e nos tratamentos com KCN e H2O2. As isoformas 

foram então classificadas como MnSOD, FeSOD ou Cu/ZnSOD. MnSOD é resistente a ambos 

os inibidores (KCN e H2O2), FeSOD é resistente ao KCN e inibida por H2O2 e Cu/ZnSOD é 

inibida por ambas as substâncias (AZEVEDO et al., 1998). 

 

3.8 Atividade da Catalase - CAT 

 

A atividade da CAT foi determinada por espectrofotometria e em gel não denaturante 

(PAGE). 

 

3.8.1 Atividade em espectrofotômetro 

 

A atividade da CAT foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995) com algumas 

modificações conforme Azevedo et al. (1998). 

Em espectrofotômetro Perkin Elmer – Lambda 40, a catalase foi determinada a 25C em 

solução contendo 1 mL de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) e 25 L de peróxido de 

hidrogênio (solução de 0,25%) preparada imediatamente antes do uso. A reação foi iniciada pela 

adição de 25 L de extrato protéico e a atividade determinada seguindo-se a decomposição de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) por 1 minuto, através das alterações na absorbância a 240 nm. Os 

resultados foram expressos em mol/minuto/mg de proteína. 
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3.8.2 Atividade em PAGE 

 

A atividade de CAT em PAGE não denaturante foi determinada através dos extratos 

protéicos, cujas proteínas foram separadas por eletroforese em gel 12%. Foi utilizado o sistema 

Mini Protean II da Bio-Rad. O gel possui espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3 

cm. Para a confecção de um mini gel foi utilizado 3,0 mL de uma solução 40% de acrilamida 

(Sigma), 2,5 mL de tampão TRIS 3 M (hidroximetil)-aminometano (pH 8,9) e 4,5 mL de água 

destilada. Como catalisadores foram utilizados 19 L de TEMED e 25 L de persulfato de 

amônio (1%).  

Após a polimerização desse gel de resolução (cerca de 30 minutos), foi aplicado o gel de 

empacotamento segundo o protocolo: 500 L de acrilamida, 1,25 mL tampão TRIS 500 mM, pH 

6,7 e 2,75 mL de água. Para a polimerização foram utilizados 10 L de TEMED e 50 L de 

persulfato de amônio (1%).  

A eletroforese foi realizada a 4C em corrente constante de 15 mA/placa. O tampão de 

eletrodo foi TRIS 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina - 5X concentrado, sendo 

diluído para 1X e reutilizado até 2 vezes. Para cada gel foram aplicadas amostras de padrão de 

CAT de fígado de boi – Sigma (2 unidades) e 20 g de proteína dos extratos protéicos. 

A revelação para a atividade de CAT foi realizada após a lavagem do gel por 45 minutos 

em água deionizada (3 x 15 minutos) e incubação do mesmo por 10 minutos em 0,003% de 

H2O2, à temperatura ambiente, com agitação suave e constante. Após este período, o gel foi 

rapidamente lavado em água deionizada e colocado por 10 minutos em uma solução de FeCl3 

1% (p/v) e K3Fe(CN)6 1% (p/v) sempre com agitação suave. Em seguida, a solução foi retirada e 

o gel lavado com água. A fixação foi realizada com uma solução de ácido acético (7%) por 15 

minutos. Os géis foram documentados no Image Scanner – Amersham Biosciences. 

 

3.9 Atividade da Glutationa Redutase – GR 

 

A atividade da GR foi determinada por espectrofotometria e em gel não denaturante 

(PAGE). 
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3.9.1 Atividade em espectrofotômetro 

 

A atividade da Glutationa Redutase foi determinada como descrito por Gomes-Junior et 

al. (2006b), com algumas modificações. 

Em espectrofotômetro Perkin Elmer – Lambda 40, a GR foi determinada a 30C em uma 

mistura de reação consistindo de 1 mL tampão fosfato de potássio 100 mM  (pH 7,5) contendo 1 

mM de DTNB (2-ácido nitrobenzóico), 1 mM de GSSG (glutationa oxidada) e 0,1 mM NADPH. 

A reação foi iniciada pela adição de 30 L de extrato protéico. A atividade da GR foi estimada 

pela redução de glutationa oxidada acompanhada por monitoramento na alteração da absorbância 

a 412 nm por 1 minuto. Os valores de atividade foram expressos em mol/minuto/mg de 

proteína.  

 

3.9.2 Atividade em PAGE 

 

Foi realizada a eletroforese em PAGE não-desnaturante (12%) nas mesmas condições 

como descrito para CAT (item 3.9.1.2). Para cada gel foram aplicadas amostras de padrão de GR 

de fígado de boi – Sigma (1 unidade) e 20 g de proteína dos extratos protéicos. 

Após a separação das proteínas por eletroforese, a atividade de GR foi determinada como 

descrito por Lee & Lee (2000). Após a corrida, os géis foram lavados em água deionizada (2 x 15 

minutos) e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos em uma solução de 0,25 M de TRIS 

em pH 7,5, 10 mg MTT; 10 mg DPIP; 3,4 mM GSSG (glutationa oxidada) e 0,5 mM NADPH 

para 50 mL de água. O gel foi lavado rapidamente em água deionizada e a reação foi fixada em 

solução de ácido acético (7%) por 15 minutos. Os géis foram documentados no Image Scanner – 

Amersham Biosciences. 

 

3.10 Análise Estatística 

 

Para a análise dos dados quantitativos foi realizada análise de variância e as médias dos 

tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan (5%). A homogeneidade de variâncias foi 

verificada pelo teste de Bartlett (BARTLETT, 1937) e a normalidade dos resíduos pelo teste de 
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Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965). Os dados de CAT, GR e MDA foram transformados 

com X
0.38

, (X+1)
0,45

, (X+0,5)
0,5

, respectivamente. Todas as análises foram feitas usando o 

software R (http://www.r-project.org/). 

 

http://www.r-project.org/
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Análise de solo 

 

A análise de solo mostrou nitidamente que houve aumento da concentração de metal no 

solo e que este incremento foi crescente à medida que se aumentou a dose do metal aplicada 

(Tabela 1). Foram realizadas análises em dezembro de 2007 – antes da aplicação do metal – e em 

abril de 2008 – um mês após a última aplicação. 

 

Tabela 1 - Teor de Cd no solo antes e após a aplicação (profundidade de 0-20 cm) 

Tratamento 
Cd g/g massa seca 

Dezembro 2007 Abril 2008 

Controle (0) <0,001 0,2 

15 g Cd/planta <0,001 37,8 

45 g Cd/planta <0,001 96,7 

95 g Cd/planta <0,001 124,3 

 

4.2 Quantificação de metal em folhas e ramos 

 

 De acordo com a tabela 2 pode-se observar que o Cd não acumulou nas folhas, mas 

somente nos ramos, sendo este de forma muito similar para todas as concentrações do metal. 

 

Tabela 2 - Teor de Cd nas várias partes da planta 

Tratamento 

Cd g/g massa seca 

Dezembro 2007 Abril 2008 

Controle (0) 
folhas 

ra 

 

--* --* 
ramos <0,4 <0,4 

15 g Cd/planta folhas 

ra 

 

--* --* 
ramos <0,4 4,50  3,11 

45 g Cd/planta folhas 

ra 

 

--* --* 
ramos <0,4 4,47  2,92 

95 g Cd/planta folhas 

ra 

 

--* --* 
ramos <0,4 6,35  1,06 

 * abaixo do limite detectável 



 38 

As análises foram realizadas em dezembro de 2007 – antes da aplicação do metal – e em 

abril de 2008 – um mês após a última aplicação. 

 

4.3 Aspecto visual das plantas 

 

A figura 2 mostra as plantas em janeiro de 2009. As plantas tratadas com 90g/planta de 

Cd apresentavam sintomas de alta toxicidade após 10 meses de finalizada a última aplicação do 

metal. Os sintomas eram de murcha apical e morte de folhas, descendo pelo perfil das plantas. As 

plantas de 45g/planta de Cd começaram a apresentar os mesmos sintomas alguns meses depois 

das plantas da maior dose. 

 

Controle

15 g Cd/planta

45 g Cd/planta

90 g Cd/planta

Controle

15 g Cd/planta

45 g Cd/planta

90 g Cd/planta

 

Figura 2 - Aspecto visual das plantas de café no campo tratadas com Cd em três doses crescentes, em janeiro de 2009 
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4.4 Peroxidação Lipídica 

 

 Deste ponto em diante será feito referência ao tempo 1 e tempo 2, dezembro de 2007 e 

abril de 2008 respectivamente, sendo que no tempo 1 as plantas haviam recebido 2/3 da 

quantidade de metal proposta inicialmente e, no tempo 2 havia 1 mês que receberam a quantidade 

total proposta. 

 

4.4.1 Quantificação de malondialdeído (MDA) em espectrofotômetro 

 

De acordo com a quantificação de um dos compostos formados durante a peroxidação 

lipídica, o malondialdeído (MDA), os tratamentos com Cd apresentaram altos danos oxidativos 

(Figura 3). Não foi observada diferença significativa ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

de Duncan entre os tratamentos no tempo 1, enquanto que no tempo 2 as concentrações de 15 e 

90g Cd/planta se mostraram maiores que o controle. 
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Figura 3 – Quantidade de MDA (nmol/g massa fresca) para os tratamentos de concentrações 0, 15, 45 e 90 g 

Cd/planta. Tempo 1 – fevereiro de 2008 e Tempo 2 – abril de 2008. Médias com a mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. CV: 13,0% 
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4.5 Proteínas 

 

4.5.1 Quantificação de proteínas em espectrofotômetro 

 

Os teores de proteína solúveis totais não apresentaram diferenças significativas a 5% de 

probabilidade pelo teste de Duncan entre as doses e seus controles tanto no tempo 1 como no 

tempo 2 (Figura 4). 
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Figura 4 – Teor de proteína (mg/g massa fresca) para os tratamentos de concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. 

Médias com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Tempo 1 – 

fevereiro de 2008 e Tempo 2 – abril de 2008. CV: 28,2% 

 

4.5.2 Perfil protéico em SDS-PAGE 

 

  Na análise de SDS-PAGE do tempo 1 (Figura 5) não foram observadas alterações nos 

tratamentos em relação aos controles. Já o gel do tempo 2 (Figura 6) apresentou leves mudanças 

no perfil protéico de intensidade de bandas. As bandas I e II, de aproximadamente 55kDa e 

25kDa respectivamente, apresentaram redução de intensidade, principalmente para a 

concentração intermediária de Cd, entretanto, a banda II, com efeito mais pronunciado nas três 

concentrações de Cd em relação aos controles. 
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Figura 5 – Proteína em gel SDS-PAGE para o tempo 1 (fevereiro de 2008). Padrão (P) BSA; 0, 15, 45 e 90 

representam as concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. 
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Figura 6 – Proteína em gel SDS-PAGE para o tempo 2 (abril de 2008). Padrão (P) BSA; 0, 15, 45 e 90 representam 

as concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. As setas representam as alterações observadas 
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4.6 Análise das enzimas antioxidantes 

 

4.6.1 Atividade da SOD em PAGE 

 

A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra as EAOs agindo contra o radical 

superóxido, transformando-o em H2O2 e H2O. A SOD foi analisada através de gel de 

poliacrilamida não denaturante (PAGE).  

Foram observadas 7 isoformas ativas de SOD em todas as amostras, sendo a isoforma I de 

menor atividade em relação às demais independentemente dos tratamentos (Figuras 7 e 8). A 

única diferença nítida ocorreu no tempo 2, em que a isoforma IV foi inibida nas plantas que 

receberam Cd (Figura 8). 

As isoformas I, II e III foram classificadas como MnSOD (resistentes à presença de KCN 

e H2O2) e as demais isoformas como FeSOD (resistentes a KCN e inativadas na presença de 

H2O2) como apresentado nas figuras 9 e 10. 

 

 

VII

P  0  0   0 15    45 90

II
III

I

IV

V

VI

VII

P  0  0   0 15    45 90

II
III
II
III

I

IV

V

VI

 

Figura 7 – Atividade específica de SOD em PAGE no tempo 1 (fevereiro de  2008). Padrão (P) SOD bovino; 0, 15, 

45 e 90 representam as concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. As setas representam as isoformas de 

SOD 
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Figura 8 – Atividade específica de SOD em PAGE no tempo 2 (abril de 2008). Padrão (P) SOD bovino; 0, 15, 45 e 

90 representam as concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. As setas representam as isoformas de SOD 
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Figura 9 – Determinação das isoformas de SOD em PAGE.  Padrão (P) SOD bovino; (1) tratamento sem Cd; (2) 

tratamento sem Cd + H2O2 e (3) tratamento sem Cd + KCN (abril de 2008) 
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Figura 10 – Determinação das isoformas de SOD em PAGE.  Padrão (P) SOD bovino; (1) tratamento com Cd 90 g 

Cd/planta; (2) tratamento com Cd + H2O2 e (3) tratamento com Cd + KCN (abril de 2008) 

 

4.6.2 Atividade da CAT em espectrofotômetro e em PAGE 

 

A CAT está localizada nos peroxissomos e metaboliza o H2O2 em O2 e H2O. A atividade 

desta enzima foi estudada em gel de poliacrilamida não denaturante (PAGE) e em 

espectrofotômetro, e o cálculo baseado na quantificação de proteínas totais. 

Conforme o teste de Duncan a 5% de probabilidade para a análise de atividade enzimática 

de CAT todas as concentrações de Cd diferiram do controle no tempo 1, porém todas elas 

apresentaram atividades de CAT semelhantes. No tempo 2 observou-se menor atividade nos 

tratamentos em relação ao controle, entretanto esse efeito foi mais pronunciado para a menor 

dose, diferindo das demais (Figura 11). 

Para a atividade da CAT em PAGE (Figuras 12 e 13) foi observada a presença de apenas 

uma isoforma ativa (II) no tempo 1 e, o surgimento de outra isoforma (I) somente nos controles 

no tempo 2. Além de redução na intensidade da banda (II) das plantas tratadas com Cd. 
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Figura 11 – Atividade específica de CAT (umol/min/mg proteína) para os tratamentos de concentrações 0, 15, 45 e 

90 g/planta de Cd. Médias com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade. Tempo 1 – fevereiro de 2008 e Tempo 2 – abril de 2008. CV: 41,73% 
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Figura 12 – Atividade específica de CAT em PAGE no tempo 1. Padrão (P) CAT bovino; 0, 15, 45 e 90 representam 

as concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. Tempo 1 – fevereiro de 2008 e Tempo 2 – abril de 2008. As 

setas representam as isoformas de CAT 
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Figura 13 – Atividade específica de CAT em PAGE no tempo 2. Padrão (P) CAT bovino; 0, 15, 45 e 90 representam 

as concentrações 0, 15, 45 e 90 g Cd/planta. Tempo 1 – fevereiro de 2008 e Tempo 2 – abril de 2008.  

As setas representam as isoformas de CAT 

 

 

4.6.3 Atividade da GR em espectrofotômetro e em PAGE 

 

 A GR age de forma indireta no combate às EAOs, através do ciclo Halliwell-Asada, 

regenerando a glutationa reduzida (GSH) a partir de sua forma oxidada (GSSG). 

 Para a atividade de GR no tempo 1 não se verificou diferenças significativas com o teste 

de Duncan a 5% de probabilidade entre controle e tratados com Cd, enquanto que no tempo 2 

todas as concentrações diferiram do controle, porém não entre si (Figura 14).  

 Para a atividade da GR em PAGE no tempo 1 (Figura 15) foi observado a presença de 

duas isoformas (II e III) tanto nos controles como nos tratamentos com Cd, enquanto no tempo 2 

(Figura 16) observou-se o surgimento de uma terceira isoforma (I) somente nos controles. 
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Figura 14 – Atividade específica de GR (mol/min/mg proteína) para os tratamentos de concentrações 0, 15, 45 e 90 

g/planta de Cd. Médias com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade. Tempo 1 – fevereiro de 2008 e Tempo 2 – abril de 2008. CV: 7,79% 
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Figura 15 – Atividade específica de GR em PAGE no tempo 1 (fevereiro de 2008). Padrão (P) GR bovino; 0, 15, 45 

e 90 representam as concentrações 0, 15, 45 e 90 g/planta de Cd. As setas representam as isoformas de 

GR 
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Figura 16 – Atividade específica de GR em PAGE no tempo 1 (fevereiro de 2008). Padrão (P) GR bovino; 0, 15, 45 

e 90 representam as concentrações 0, 15, 45 e 90 g/planta de Cd. As setas representam as isoformas de 

GR 

 

 

4.7 Análises moleculares 

 

 Como resultado de análises prévias a tabela abaixo resume todas as seqüências de genes 

identificados (contigs) formados de CAT, SOD e GR. 
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Tabela 3 - Contigs das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GR 

Contigs Total de Reads Localização 
Pares de bases e 

aminoácidos (aa) 

Catalase 

Contig CAT1 301  1479 pb [492 aa] 

Contig CAT2 47  1479 pb [492 aa] 

Superóxido Dismutase 

Contig SOD2 52 Cu/Zn - citoplasmática 459 [152 aa] 

Contig SOD3 18 Cu/Zn - citoplasmática 459 [152 aa] 

Contig SOD4 23 Mn - mitocondrial 687 [228 aa] 

Contig SOD5 24 Cu/Zn - cloroplastidial 675 [224 aa] 

Contig SOD6 25 Fe – cloroplastidial 816 [271 aa] 

Contig SOD7 4 Cu/Zn - citoplasmática 492 [163 aa] 

Glutationa Redutase 

Contig GR1 17  870 [289 aa] 

Contig GR2 3  876 [291 aa] 

 

Abaixo estão os pares de primers desenhados com base nas análises acima e usados nas 

análises por RT-PCR semiquantitativo. As seqüências de cada gene não serão apresentadas por 

inteiro por simplesmente ainda não poderem ser liberadas pelo Consórcio Café, que coordena o 

programa EST-Genoma Café. Os números indicam os genes identificados. Por exemplo, GR1 

significa o primer do contig 1 para esta enzima. 

 

Glutationa Redutase 

GR1-F 5‟-CTCGGACAAACATACCTAGC-3‟ 

GR1-R 5‟-GACCACACATAGATGCTCCT-3‟ 

GR2-F 5‟-TGGACGGTTTCTCTCATATC-3‟ 

GR2-R 5‟-TTTATGGCCTGTTCTTCAGT-3‟ 

Superóxido Dismutase 

SOD2-F 5‟-AAGGCTGTTGCAGTTCTTAG-3‟ 

SOD2-R 5‟-TGAGTTCATGTCCTCCTCTC-3‟ 

SOD3-F 5‟-TGTTAAGGGCACCATCTACT-3‟ 
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SOD3-R 5‟-ACCATGGACAACTACAGCTC-3‟ 

SOD4-F 5‟-TACGTCACCAATTTCAACAA-3‟ 

SOD4-R 5‟-ATCAATACCAAGCAGAGGAA-3‟ 

SOD5-F 5‟-CTTCGCCTTCTTCTTTATCA-3‟ 

SOD5-R 5‟-GACGGACATCATCTTTAGGA-3‟ 

SOD6-F 5‟-CCAATTTCTGCTTTTCTCAC-3‟ 

SOD6-R 5‟-CCATTGTTGTATGTGACTCG-3‟ 

SOD7-F 5‟-TATTCATGCTCTTGGTGACA-3‟ 

SOD7-R 5‟-TGATTGAATCCCAATAATCC-3‟ 

Catalase 

CAT1-F 5‟-TGCTCATCACAACAATCACT-3‟ 

CAT1-R 5‟-GTAGCCATTTTCTGACCAAG-3‟ 

CAT2-F 5‟-CCATGACGGTTTTATGAACT-3‟ 

CAT2-R 5‟-GCAAGCTTCTGACCTAGAGA-3‟ 

 

Apesar de terem sido seguidos certos parâmetros no desenho dos primers (foi usado o 

programa Primer3 v. 0.4.0, disponível em http://frodo.wi.mit.edu/), foram testadas as melhores 

temperaturas de anelamento para os diversos pares de primers. Desta forma, o programa básico 

usado no termociclador para os RT-PCRs foi: desnaturação inicial: 94°C/3 min, seguido de 30 

ciclos de desnaturação 94ºC/45 seg; anelamento: (depende do primer) °C/30 seg; extensão: 

72°C/60 s. As temperaturas dos primers estão abaixo: 

51°C –SOD 4 / CAT 2 / SOD 6 / SOD 7 / SOD 5 / GR 2 / CAT 1 

52°C - SOD 2 

54°C - GR 1 / SOD 3 

 

Nas análises de RT-PCR foi usada a actina como normalizadora, sendo seus primers: 

ACTIN_F – 5‟ – GAC CTC ACA GAT CAC CTC AT – 3‟ 

ACTIN_R – 5‟ – GTA GTC TCG TGG ATA CCA CG – 3„ 

 

Após a realização dos PCRs a intensidade de cada banda foi determinada em um 

processador de imagens (Gel-DOC/ BioRad) que foi então normalizada com a intensidade da 
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reação com os primers de actina (sempre corridos juntos com as outras amostras). Para se ter 

valores acima de 1, os valores obtidos pela divisão das intensidades de bandas foi dividido pelo 

menor valor obtido. Para cada reação foram feitas 3 repetições. As figuras abaixo mostram os 

resultados das amplificações do tempo 2 para os primers de CAT, SOD e GR nas plantas. Não 

são mostrados os dados do tratamento 90g Cd/planta, simplesmente pelo fato de não ter sido 

possível extrair RNA das folhas que estavam muito debilitadas. 

 De acordo com a figura 17 pode-se notar que CAT1 apresentou maior expressão que 

CAT2 nos controles, e ambas têm expressão diminuída no tratamento 15 e 45g Cd/planta em 

relação ao controle, conforme observado para atividade. Já a CAT2 mostrou-se menor que o 

controle somente na menor dose de Cd. 
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Figura 17 – Expressão diferencial de CAT para os tratamentos de concentrações 0, 15 e 45 g Cd/planta no tempo 2 

 

Para a expressão de SOD (Figura 18) observou-se que a SOD7 se destaca como sendo o 

gene de maior expressão nas duas concentrações de Cd. E com exceção de SOD6 e SOD4, todos 

os outros genes apresentaram expressão aumentada na dose 45g Cd/planta ao comparar-se ao 

controle. Enquanto que na dose 15g Cd/planta, com exceção de SOD7, todos os genes 

apresentaram expressão diminuída em relação ao controle. 
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Figura 18 – Expressão diferencial de SOD para os tratamentos de concentrações 0, 15 e 45 g Cd/planta no tempo 2 

 

Como se pode perceber na figura 19, GR1 e GR2 apresentaram expressões semelhantes, e 

ambas tiveram expressão diminuída nas duas doses de Cd em relação ao controle. 
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Figura 19 – Expressão diferencial de GR para os tratamentos de concentrações 0, 15 e 45 g Cd/planta no tempo 2 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Nas plantas, as EAOs são produzidas continuamente como subprodutos indesejáveis de 

diversas vias metabólicas localizadas em mitocôndrias, cloroplastos e nódulos de fixação de 

nitrogênio (GARG; MANCHANDA, 2009). Nos cloroplastos, os locais de maior produção de 

EAOs estão localizados especificamente nos fotossistemas I e II (ASADA, 2006). 

O cádmio (Cd) é um dos elementos traço mais tóxicos no solo, inibindo o crescimento e 

desenvolvimento de plantas podendo levar à morte mesmo em baixas concentrações. Estudos 

demonstram que o Cd induz o acúmulo de espécies ativas de oxigênio (EAOs), resultando em 

peroxidação lipídica das membranas e levando ao colapso da clorofila nas plantas (XU et al., 

2010). O dano celular causado por este metal deve-se em especial às alterações produzidas na 

funcionalidade das membranas celulares, seja pela indução de alterações na sua composição 

lipídica ou pela influência nas atividades enzimáticas associadas a elas (SANDALIO et al., 

2001). 

A manutenção do balanço das EAOs necessita da ação de diversas enzimas antioxidantes, 

tais como a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX), além 

de moléculas não enzimáticas, como a prolina e a glutationa, as quais podem realizar a 

detoxificação de radicais livres diretamente (XU et al., 2010). 

Este estudo utilizou plantas de cafeeiros (Coffea arabica) adultas em condições de 

produção para analisar a resposta antioxidante ao metal pesado Cd nas seguintes concentrações: 0 

(controle), 15, 45 e 90g de Cd por planta.  

A quantificação do metal em ramos e folhas mostrou que o Cd é transportado de forma 

bastante diferente para esta espécie. O Cd não acumulou em níveis detectáveis nas folhas, mas 

sim nos ramos. As plantas demonstraram estar sendo afetadas pelos efeitos do metal, que 

provavelmente estava agindo a um nível mais radicular. Em gramíneas o Cd é transportado das 

folhas para os ramos e se acumula nos grãos quando estes se formam (HARRIS; TAYLOR, 

2001; GREGER; LOFSTEDT, 2004). No entanto, o transporte é limitado e pouco Cd se acumula 

nos grãos de arroz (LIU et al., 2007). Já em trabalho com Phaseolus vulgaris, Patel et al. (1980) 

mostraram que o acúmulo de Cd seguia exatamente o mesmo padrão observado aqui para as 

plantas de café. 
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Conforme observado para as plantas em janeiro de 2009 (Figura 2), aquelas que 

receberam a maior dose de Cd apresentaram sintomas de alta toxicidade após 1 ano de finalizada 

a última aplicação do metal. Os sintomas eram de murcha apical, indícios de clorose e morte de 

folhas, descendo pelo perfil das plantas. As plantas da dose 45g Cd/planta começaram a 

apresentar os mesmos sintomas após 6 meses da última aplicação. Dados os baixos níveis de Cd 

detectados nas folhas, cabe a pergunta do porque das plantas terem morrido. Isto pode estar 

relacionado com o tipo de ação do metal, sendo que neste caso o Cd deve afetar mais 

severamente mecanismos celulares. Curiosamente, o sintoma de murcha pode ser uma indicação 

de que o metal estaria afetando bastante as raízes. A ação do Cd sobre as raízes altera 

bruscamente seu desenvolvimento, limitando a absorção de água e nutrientes, e 

consequentemente, a sua translocação à parte aérea, podendo os sintomas citados acima serem 

um efeito indireto do Cd. Dados de colaboradores (Sara Adrián López de Andrade e Paulo 

Mazzafera – Physiological responses of mycorrhized coffee to zinc and cupper – em preparação, 

previamente apresentado em ANDRADE et al., 2008) mostraram que café suporta altas doses de 

metais no solo em função da presença de micorrizas, as quais possuem a capacidade não só de 

reter metais como também proporcionar um melhor desenvolvimento na planta, de tal forma que 

ela passa a suportar maiores doses de metal em seus tecidos. Convém ainda mencionar que na 

maior parte das plantas analisadas o Cd parece ficar concentrado no sistema radicular sendo a 

quantidade que é translocada para outras partes da planta variável, mas ainda, a maior parte do 

Cd ficaria retida no sistema radicular (VITÓRIA et al., 2001; PEREIRA et al., 2002). Isso sugere 

que futuros estudos com esta espécie devam também focar em fitoquelatinas, pois não é possível 

no momento discutir o quanto do Cd que entrou no sistema ficou retido ou foi complexado pelas 

fitoquelatinas nas raízes.  

Como a aplicação do metal foi dividida em 3 vezes (dezembro de 2007, fevereiro de 2008 

e março de 2008), foram feitas duas coletas para as análises bioquímicas, em fevereiro de 2008 

(tempo 1) com um terço da quantidade final de Cd e em abril de 2008 (tempo 2), correspondendo 

a um mês após a última aplicação. 

Neste estudo as proteínas solúveis totais foram quantificadas em espectrofotômetro, e o 

perfil protéico analisado por SDS-PAGE. Embora a quantidade de proteínas não tenha sido 

significativamente diferente entre quaisquer dos tratamentos, a análise do gel apresentou redução 

de intensidade de algumas bandas para os tratamentos com Cd. Esta variação provavelmente está 
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relacionada ao estresse provocado pelo metal. Ainda, não pudemos observar claramente qualquer 

alteração maior que indicasse a indução ou repressão de qualquer banda protéica. É possível que 

na verdade isso ocorra e que o sistema SDS-PAGE não tenha sido suficiente para detectá-las. 

Uma análise por 2D-PAGE seria certamente mais poderosa para identificar tais alterações, assim 

como a coloração com prata permitisse a visualização de outras bandas de menor concentração 

que pudessem ter sido afetadas. 

A alta produção de EAOs afeta diretamente os ácidos graxos poliinsaturados de 

membranas, desencadeando o processo de peroxidação lipídica. Esses ácidos graxos são 

degradados em uma grande variedade de produtos como aldeídos, porém, um dos mais 

intensivamente estudados é o malondialdeído (MDA) (CABISCOL et al., 2000). Segundo 

Georgieva (2005), a peroxidação de lipídeos é um dos melhores preditores do nível de EAOs 

induzidas em situações de estresse. A peroxidação da membrana celular afeta severamente sua 

funcionalidade tanto por oxidação de aminoácidos quanto afetando sua integridade e, pode 

produzir danos irreversíveis às funções celulares. O H2O2, por exemplo, acumula-se em tecidos 

de plantas em que a atividade de enzimas antioxidantes como peroxidases, CATs e SODs esteja 

suprimida (SCANDALIOS, 2005).  

Os resultados de peroxidação lipídica, a partir do tempo 2, mostraram aumento 

significativo (p < 0,05) dos tratamentos com Cd em relação ao controle. Shi et al. (2010) 

apresentaram resultados similares para cártamo, com doses de 25, 50 e 100 mg Cd / kg em que, 

somente na dose intermediária, a quantidade de MDA não se alterou em relação ao controle. Em 

conformidade com dados visuais que indicaram severos danos às plantas na presença de Cd, 

confirmou-se que as concentrações utilizadas de CdSO4 causaram peroxidação lipídica. Como a 

produção de MDA é considerada um marcador para a ocorrência do estresse oxidativo, pode-se 

afirmar que todas as plantas que receberam a concentração proposta do metal se mostraram em 

estado de estresse oxidativo. 

Os metais pesados podem afetar o metabolismo de nitrogênio em diversas espécies de 

plantas. Hernández et al. (1995) mostraram que o Cd não só inibe a absorção e o transporte de 

nitrato, como também afeta a assimilação do nitrato, pela inibição da atividade da nitrato 

redutase. O tratamento com Cd pode resultar em um aumento de amônio endógeno através da 

desaminação de alguns aminoácidos livres e de outras formas de nitrogênio. Os aminoácidos sob 

condições de estresse podem ser acumulados em concentrações elevadas e podem contribuir para 
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a habilidade da cultivar tolerar o estresse devido à exposição ao metal pesado. De fato, muitos 

aminoácidos são considerados antioxidantes não enzimáticos participando do metabolismo 

oxidativo da célula. Além disso, as alterações observadas podem também estar correlacionadas a 

processos de oxidação de proteínas, proteólise ou mesmo incremento na biosíntese de 

aminoácidos para suprir demanda por síntese de novo de proteínas em resposta ao estresse. 

A superóxido dismutase (SOD) é uma enzima importante cuja atividade pode afetar a 

concentração celular de O2 e H2O2 fazendo parte do primeiro ajuste de tolerância das plantas ao 

estresse oxidativo, porém o H2O2, produto da ação dessa enzima, é também uma EAO e seu 

acúmulo é tão prejudicial quanto ao do superóxido (GRATÃO et al., 2005). 

Na análise da atividade específica de SOD em gel não denaturante pode-se observar a 

presença de sete isoformas, embora já tenham sido descritas dez isoformas para cultura de células 

de café expostas a Se (GOMES-JUNIOR et al., 2007). A única isoforma que diferiu entre os 

controles e os tratamentos foi a isoforma IV no tempo 2, tendo reduzido sua atividade ou até 

mesmo sendo inibida com o tratamento. Na análise de expressão de SOD, alguns genes tiverem 

sua expressão reduzida em relação ao controle, e possivelmente podem estar relacionados com a 

inibição de bandas observada em PAGE não denaturante. Estes resultados também foram 

observados em cártamo por Shi et al. (2010), em que o tratamento com altas concentrações de Cd 

levou a um declínio na atividade de SOD. A caracterização destas isoformas revelou tratar-se de 

apenas MnSODs e FeSODs, resultados estes compatíveis com o apresentado por Gomes-Junior et 

al. (2007). 

A atividade específica da CAT em espectrofotômetro foi aumentada em todos os 

tratamentos em relação ao controle no tempo 1. Porém, no tempo 2 o inverso foi observado, em 

que todos os tratamentos com Cd apresentaram diminuição da atividade quando comparados ao 

controle. A análise em PAGE não denaturante mostrou bandas de menor intensidade nos 

tratamentos em relação aos controles em ambos os tempos, e a indução de uma nova isoforma 

nos controles no tempo 2. Essa diminuição da atividade de CAT nos tratamentos com Cd no 

tempo 2 pode estar relacionada à diminuição da expressão de CAT1. Entretanto, em estudos com 

células de café em suspensão foi encontrada apenas uma isoforma de CAT, a qual aumentou de 

atividade em resposta ao Cd (GOMES-JUNIOR et al., 2006). Os dados sugerem que o excesso de 

Cd pode estar causando estresse oxidativo nas plantas, e que a catalase pode estar sendo 

compensada pela ação de outras peroxidases ou mesmo que essa enzima não seja a principal 
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responsável pela resposta antioxidativa em plantas de café nas condições, tecido e situações 

testadas. 

A glutationa redutase (GR) apresentou atividade reduzida nos tratamentos com o metal 

quando comparados aos controles no tempo 2. Na análise de atividade em gel, assim como para a 

CAT nos controles no tempo 2 ocorreu o aparecimento de uma isoforma nos controles. Os dados 

obtidos por espectrofotômetro estão de acordo com o observado em PAGE e na expressão dos 

genes. A GR parece não responder com aumento de atividade em resposta a um potencial estado 

de estresse que claramente foi visualmente observado para o metal pesado Cd. Pode-se ainda 

inferir que alterações ao nível de raiz possam ter ocorrido e que afetam diretamente a ação da 

GR, principalmente pela utilização da glutationa (GSH) para a síntese de fitoquelatinas. 

Apesar das alterações e padrões observados, novamente, observou-se uma redução de 

atividade de uma enzima antioxidante, neste caso a GR, para o Cd. É importante notar que em 

trabalhos com cultura de células em suspensão de café uma isoenzima específica de GR foi 

induzida por Ni, Cd e Se nas primeiras horas de tratamento, no entanto com plantas adultas e com 

tecido diferenciado apenas duas isoformas de GR foram observadas, ao contrário de trabalhos 

anteriores para células em suspensão quando até 4 isoenzimas foram identificadas (GOMES-

JUNIOR et al., 2006a, 2006b, 2007). 

As presentes observações sugerem que em determinadas concentrações de metais, a 

atividade de algumas enzimas pode aumentar, porém em concentrações mais elevadas, a 

atividade reduz drasticamente. De modo geral, as concentrações de Cd utilizadas foram tóxicas às 

plantas, levando à peroxidação lipídica e não permitindo que as enzimas antioxidantes se 

manifestassem eficazmente, acarretando mais tarde na morte das plantas. De outra forma, pode 

ser que a ineficiência dessas enzimas ou o excesso de Cd estejam além da capacidade de resposta 

destas enzimas. Não podemos ainda descartar o papel de outras enzimas antioxidantes no 

processo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

1 Não foram observadas diferenças significativas nas respostas entre as diferentes 

concentrações de Cd. Com exceção da peroxidação lipídica que foi maior em relação aos 

demais, nas plantas da dose de 90 g Cd/planta, nas quais o Cd causou a morte. 

 

2 Do ponto de vista enzimático, principal foco dessa dissertação, o estresse oxidativo gerado 

pelo Cd resultou em uma atividade inicial pelas enzimas antioxidantes, que mais tarde, ao se 

atingir a concentração final proposta, reduziu drasticamente. 

 

3 O estresse causado pelo Cd elevou as taxas de peroxidação lipídica, provavelmente devido às 

baixas atividades das enzimas, indicando que provavelmente a resposta pelas enzimas 

analisadas não tenha sido suficiente para combater o nível de estresse gerado. 
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