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RESUMO

SILVA, Cristiane Jovelina da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013. Toxidade do arsénio e papel do 6xido nitrico na atenuagdo dos
danos causados em Spirodela intermedia W. Koch (Lemnaceae).
Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Coorientador: Cleberson Ribeiro

A toxicidade do arsénio (As) e seus efeitos no sistema antioxidante enzimatico
e ndo enzimatico foram analisados em Spirodela intermedia. As plantas,
cultivadas em solucdo nutritiva, pH 6,5, foram expostas a concentracdes
crescentes de As por 24 horas. Os objetivos deste estudo foram avaliar os
efeitos de niveis téxicos de As sobre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), o sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico e a
morfologia externa das raizes. O acréscimo na concentracdo de As nas plantas
desencadeou danos como aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio e peroxidacdo lipidica. Houve aumento linear do anion superoxido,
porém o peréxido de hidrogénio aumentou somente até a concentragdo de 1,0

-1 , . . .
mg L = de As. Também foi observado incremento no teor de antocianinas e na

atividade das enzimas dismutase do superéxido (SOD), peroxidase (POX),
peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa (GPX) e redutase da
glutationa (GR). Em contraste, houve pequena queda na atividade da enzima
catalase. Foi visualizado alterac6es micromorfoldgicas na coifa da raiz. Apesar
da reducdo no teor de peroxido de hidrogénio nas concentracdes mais
elevadas, a atividade das enzimas antioxidantes nao foi suficiente para
amenizar os danos, uma vez que a concentracdo do anion superoxido e de
MDA aumentou linearmente com o acréscimo de As. As alteracbes
micromorfoldgicas visualizadas na coifa da raiz, provavelmente foram
decorrentes do aumento de EROs e consequente aumento da peroxidacao
lipidica. Em um segundo experimento, 6xido nitrico (NO) foi suprido na forma
de nitroprussiato de sédio (SNP). As plantas, cultivadas em solugédo nutritiva,
pH 6,5, ¥ forca ibnica, foram expostas a quatro tratamentos, sendo eles
controle e As com e sem SNP, permanecendo nessas condi¢des por 24 horas.
Avaliou-se a influéncia do 6xido nitrico (NO) sobre o dano de membrana e a
atividade das enzimas antioxidativas e produtora de NO. Realizou-se também a
deteccdo de fluorescéncia in situ desencadeada por NO. Houve aumento no
teor de MDA, extravasamento de eletrdlitos, enzimas antioxidativas e redutase

Vi



. -1
do nitrato ao comparar o tratamento As (2,0 mg L ) com As na presenca de

SNP. Sendo assim, considera-se que o efeito protetor da aplicacdo de SNP
parece ser resultado da reacdo direta do NO com os EROs. Nas plantas
submetidas ao estresse por As, observou-se maior producdo de NO, resultado
comprovado pela redutase do nitrato e pelo aumento na fluorescéncia. Quando
fornecido na forma exdégena, o NO também agiu diretamente na remocao de
metabdlitos toxicos gerados em resposta ao As. Assim, verificou-se que o NO,
fornecido pelo SNP, ameniza a toxicidade do As sobre o metabolismo de S.
intermedia.
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ABSTRACT

SILVA, Cristiane Jovelina da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2013. Toxicity of arsenic and role of nitric oxide in alleviating the
damage caused in Spirodela intermedia W. Koch (Lemnaceae). Adviser:
Juraci Alves de Oliveira. Co-Adviser: Cleberson Ribeiro

The toxicity of arsenic (As) and its effects on antioxidant system were analyzed
in S. intermedia. Plants treated in nutrient solution, pH 6.5, were exposed to
increasing concentrations of As over a period of 24 hours. The objectives of this
study were to evaluate the effects of toxic levels of As on production of reactive
oxygen species (ROS), the antioxidative system and root external morphology.
The increasing concentration of As was accompanied by higher production of
reactive oxygen species and lipid peroxidation. There was a linear
augmentation in the amount of superoxide anion and an increase in amount of
hydrogen peroxide up to a concentration of 1.0 mg L™ As. Augmentation in the
amount of anthocyanins and higher activity of the enzymes superoxide
dismutase (SOD), peroxidase ( POX), ascorbato peroxidase (APX), glutathione
peroxidase (GPX) and glutathione reductase (GR) was also observed. In
contrast, there was a slight decay in catalase activity. Despite the reduction in
the concentration of hydrogen peroxide in higher concentrations of As, the
activity of antioxidant enzymes was not enough to buffer the damage, since the
concentration of superoxide anion and MDA increased linearly with the increase
of As. In a second experiment, nitric oxide (NO) was supplied as sodium
nitroprusside (SNP). Plants treated in nutrient solution, pH 6.5, %2 ion force,
were subjected to four conditions: control (nutrient solution); SNP (15 mg L™);
As (2.0 mg L™); As + SNP (2.0 and 15 mg L™, respectively) over a period of 24
hours. It was evaluated the influence of nitric oxide (NO) on membrane damage
and activity of antioxidant enzymes and NO production enzyme. In situ
fluorescence detection was used to reveal NO presence. There was an
increase in MDA content, membrane leakage, activity of antioxidative enzymes
and nitrate reductase comparing 2.0 mg L* As conditions with As + SNP
treatment. Therefore, it is considered that the protective effect of the application
of SNP appears reflects direct reaction of NO with ROS. The plants under
arsenic stress showed higher NO production, confirmed by the increase in

nitrate reductase activity and augmentation in fluorescence levels. When
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provided exogenously, NO also acted directly in the removal of toxic
metabolites generated in response to As. Therefore, it was found that NO,
supplied by SNP, buffers As toxicity in S. intermedia.



INTRODUCAO GERAL

O arsénio (As) é um metalbide presente naturalmente na agua e no solo,
porém, atividades como a producdo industrial de pesticidas, herbicidas,
conservantes de madeira e a mineracdo aumentaram consideravelmente as
concentracbes desse elemento no ambiente (Bhattacharya et al., 2007).
Algumas das formas quimicas mais comuns de As incluem o arsenito (As"),
arsenato (As"), monometilarsenato (MMA) e dimetilarsenito (DMA), em ordem
decrescente de toxidade (Wang e Mulligan, 2006).

As maiores concentragcbes de As sao encontrados nas aguas
subterrdneas, como resultado de interacdes agua-rocha e de condi¢des fisicas
e geoquimicas ideais para a mobilizacdo e acumulacdo (Smedley e Kinniburgh,
2002). Em aguas superficiais, ricas em oxigénio a concentracao de As varia de
0,15-0,45 mg L™ (Sharma e Sohn, 2009), com predominancia do arsenato, 0
qual, assim como o arsenito, € biodisponivel para as plantas aquaticas
(Rahman et al., 2007).

As plantas variam consideravelmente na sua tolerancia ao As, conforme
se observa em espécies que crescem perto de minas abandonadas ou em
substratos ricos nesse elemento. Nessas condi¢cdes, as plantas séo capazes de
acumular o elemento toxico ou mesmo exclui-lo, podendo, portanto, tolerar o
estresse imposto.

Varios estudos envolvendo a acumulacdo de As em plantas aquaticas
vem sendo realizados por diversos pesquisadores, com principal foco sobre a
aplicacdo das mesmas na fitorremediacdo (Robinson et al.,, 1995; Brooks e
Robinson, 1998; Robinson et al., 2006; Rai, 2009). Dentre as espécies que
apresentam crescimento rapido e maior capacidade para acumular elevada
concentracdo de As destacam-se o aguapé (Eichhornia crassipes), a salvinia
(Salvinia spp.), a samambaia dagua (Azolla spp.), a Hydrilla
(Hydrillaverticillata), o agrido d’agua (N. officinale, N. microphyllum) e as
lentilhas d’agua (Lemna, Spirodela e Wolffia) (Rahman e Hasegawa 2011).

As espécies Spirodela intermedia e Lemna minor L., da familia
Lemnaceae, juntamente com as macrofitas flutuantes Pistia stratiotes L. (alface
d’agua), apresentam elevada taxa de crescimento e tém sido usados para a
remocao de Cd, Cr e Pb da agua (Nasu e Kugimoto, 1981; Sridahar, 1986;

Bassi et al., 1990; Jain et al., 1990; Taraldzen e Norberg-King, 1990; Wang,
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1990; Maine et al., 2001; Cardwell et al., 2002). Essas espécies, embora
apresentem diversas caracteristicas favoraveis a biorremocdo de elementos
toxicos, ndo estdo isentas de sofrerem os danos decorrentes da acao desses
poluentes.

Um dos principais efeitos da toxidade induzida pelo As em plantas é o
estresse oxidativo que leva a injuria celular, principalmente por causar a
peroxidacdo de lipidios (Sunkar et al., 2003; Raquel e Tena, 2005). O dano
celular se inicia com a peroxidacdo de &cidos graxos insaturados nas
membranas celulares (Singh et al.,, 2007). Isso acarreta alteracdo de
permeabilidade e flexibilidade e, ainda, a ruptura das estruturas celulares,
conforme observado no sistema de membranas do cloroplasto (Li et al., 2006)
e nas demais membranas celulares (Meharg, 1993).As espécies reativas de
oxigénio (EROs) sdo moléculas que atuam nas respostas das plantas a
estressores bibticos (Delledonne et al., 2001) e abidticos (Delledonne, 2005;
Zago et al., 2006), cuja producdo depende de sinais e estimulos endégenos
(Liu et al., 2009; Karuppanapandian et al., 2011).

O aumento na producdo de EROs, como radical anion superéxido (‘Oy),
peréxido de hidrogénio (H.0.), radical hidroxila (HO") e seus derivados, na
auséncia de mecanismos efetivos de protecdo, sdo altamente reativas e
causam distarbios no sistema redox da célula. H4, assim, influéncia nas
principais vias metabdlicas, através de alteracdes diretas nas atividades
enzimaticas e nas propriedades de membrana, bem como na estrutura do DNA
(Cassels e Curry, 2001; Konieczny et al., 2008). Destaca-se, em nivel celular, a
perda da integridade da membrana, o que causa efluxo de ions, principalmente
de potassio, e alteracdo das propriedades elasticas da parede celular devido a
acao nos mecanismos enzimaticos da biossintese de componentes da parede
(Barcel6 e Poschenrieder, 1990). Esses danos podem ser avaliados atraves de
quantificacdo de malonaldeido, produto da peroxidagdo lipidica,
extravasamento de eletrdlitos e da analise da ultraestrutura com a utilizacdo da
microscopia de varredura, a qual permite 0 exame e a analise das
caracteristicas microestruturais de amostras biolégicas e na qual o grande
interesse € obter informacgbes topograficas bem enfocadas com espécimes
microscépicos até macroscopicos.

Na manutencdo dos niveis normais das EROs atuam mecanismos

enzimaticos e ndo enzimaticos (Apel e Hirt, 2004; Gill e Tujeta., 2010). O
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sistema antioxidativos enzimatico é constituido principalmente pelas enzimas
dismutase de superoxido, catalase, peroxidases como peroxidase de ascorbato
e peroxidase da glutationa e redutase de glutationa. E mecanismos néo
enzimaticos, como a glutationa, o ascorbato e antocianinas (Singh et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio, embora apresentem efeitos téxicos,
podem atuar como sinalizadoras nas respostas celulares (Jaspers e
Kangasjarvi, 2010; Moller, 2010, Pinto et al., 2012; Rogers, 2012; Suzuki et al.,
2012). O o6xido nitrico (NO), por exemplo, em concentracbes adequadas, €
benéfico ao metabolismo vegetal, com envolvimento nos mecanismos de
defesa de plantas a estresses ambientais, sendo como molécula sinalizadora
ou como antioxidante. O NO é um radical livre gasoso com meia-vida em
sistemas biologicos de, aproximadamente, 3-5 s (Tuteja et al., 2004).
Apresenta alta difusibilidade (4,8 x 10° cm?s™ em H,0) e pode se movimentar
facilmente em regifes hidrofilicas na célula e se difundir livremente através da
bicamada lipidica das membranas (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007).

O NO, nas plantas, pode ser sintetizado a partir de nitrato (NO3’), pela
acao da enzima sintase do Oxido nitrico (NOS) ou a partir de nitrato, pela acéo
da enzima redutase do nitrato (RN) ou por fontes ndo enziméticas (Neill et al.,
2003). A atividade da NOS, dependente de arginina, pode ocorrer nos
peroxissomos (Corpas et al., 2004), nos cloroplastos (Foissner et al., 2000;
Gould et al., 2003) e nas mitocéndrias (Guo e Crawford, 2005).

O NO esta envolvido na tolerancia das espécies vegetais a diversos
tipos de estresses abibticos, como o estresse hidrico (Tian e Lei, 2006), salino
(Shi et al., 2007) e por metais pesados (Singh et al., 2008). Essa molécula atua
como antioxidante, na eliminacdo de radicais superéxidos (‘O2’), e como agente
de sinalizacdo, promovendo a elevacdo da atividade de enzimas antioxidativas,
especialmente da dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX) (Kopyra e Gwozd, 2003; Zhao et al., 2008).

A localizagdo do NO nos tecidos vegetais, embora seja dificil (Sthor e
Stremlau, 2006), tem sido realizada com a utilizagdo das diaminofluoresceinas
(DAFs), que sdo marcadores utilizados para a detec¢cao do NO em tecidos in
ViVO ou in situ, através da emissao de fluorescéncia (Yao et. al., 2004, Kojima
et al., 1998). A transformacdo quimica do composto 4,5-diaminofluoresceina
(DAF-2) estad baseada na reatividade de diaminas vicinais aromaticas com o

NO, em presenca de O,. A N-nitrosilacdo de DAFs resulta na formacéo de um
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triazol, DAF-2T, que emite fluorescéncia esverdeada (Kojima et al., 1998) (Fig
1). As DAFs nédo reagem diretamente com o NO, mas sim com suas formas
oxidadas como, por exemplo, N,O3 (Fernandes et al., 2004, Mur et al., 2011).
De modo geral, as DAFs permitem a marcacdo do NO em amostras bioldgicas
(Nagano, 1999) e sua excitacdo acontece no comprimento de luz visivel, regido
que causa menor dano celular e evita a autofluorescéncia das amostras

vegetais (Nagano, 1999).

OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do arsénio (As) sobre o estresse oxidativo e na
morfologia externa de raizes de Spirodela intermedia e o papel do 6xido nitrico
(NO).

2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar o estresse oxidativo causado por diferentes concentracfes de
As a partir da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs).

2. Avaliar a atuacdo do sistema enzimatico e ndo enzimético na remogao
de EROs em diferentes concentragdes de As.

3. Avaliar as alteracdes micromorfolégicas causados pelo As nas raizes.

4. Analisar os efeitos do As e de um doador exdgeno de NO sobre a
atividade da redutase do nitrato.

5. Avaliar a influéncia do NO sobre a intensidade do estresse oxidativo e
sobre o funcionamento dos mecanismos antioxidativos enzimaticos em plantas
submetidas ao arsénio.

6. Detectar e localizar a presenca de NO nas raizes com uso da

microscopia confocal.
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CAPITULO |

SISTEMA DE DEFESA CONTRA O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO
PELO ARSENIO EM PLANTAS DE Spirodela intermedia W. KOCH
(LEMNACEAE)



Sistema de defesa contra o estresse oxidativo induzido pelo arsénio em
plantas de Spirodela intermedia W. Koch (Lemnaceae)

RESUMO

Plantas de Spirodela intermedia (Lemnaceae) foram submetidas a doses
crescentes de arsénio (As), a fim de avaliar o estresse oxidativo, 0 sistema
antioxidante e a morfologia externa da raiz. As plantas foram tratadas com 0,0
0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L™ de As adicionado & solucéo nutritiva, durante um
periodo de 24 horas. Determinou-se a concentracdo de H,O,, ‘O, MDA e
antocianina, além da atividade da catalase (CAT), dismutase do superéxido
(SOD), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), glutationa redutase
(GR) e glutationa peroxidase (GPX). A micromorfologia do &pice radicular foi
avaliada em microscopia eletrbnica de varredura, também foi avaliada. O
aumento da concentracdo de As na solucao foi acompanhada pelo aumento na
atividade de enzimas antioxidantes, anion superéxido e no teor de
antocianinas. No entanto, uma diminuicao na atividade da CAT e na quantidade
de H,O, em concentracbes acima de 1,0 mg L™ de As foi observada. Por
conseguinte, a tolerancia de S. intermedia pode estar relacionada com a
elevada atividade das enzimas antioxidantes, POX, APX, GPX e SOD, que se
intensificaram com o aumento da dose de As aplicado. Com o aumento da
atividade destas enzimas houve queda significativa no teor de H,0,. No
entanto, os niveis de ‘O, aumentaram com o aumento da dose de arsénio,
demonstrando que a alta atividade da SOD néo foi suficiente para remover o
‘O,". A CAT parece ndo desempenhar papel crucial na remocédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), uma vez que sua atividade decresceu com o
aumento da dose de As. O excesso de EROs, especialmente ‘O, que nédo foi
totalmente eliminado pelo sistema antioxidativo pode ter causado danos de

membrana, levando a mudancas estruturais na coifa quando exposta ao As.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, espécies reativas de oxigénio,

metabolismo antioxidante, micromorfologia da raiz.
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1. INTRODUCAO

O arsénio (As) é um metaloide altamente téxico que existe na natureza
numa variedade de formas quimicas, incluindo espécies organicas e
inorganicas, como resultado de sua participacdo em complexos biologicos,
processos quimicos e algumas aplicacdes industriais (Stockwell et al 1994;
Stummeyer et al 1996). As formas inorganicas, arsenato (As"), presente em

aguas superficiais, e o arsenito (As"

), presente em aguas subterrdneas, sdo
consideradas as mais toxicas e disponiveis para as plantas (Tripathi et al.,
2007; Mishra et al., 2010). Por ser um analogo ao fosfato, a principal via de
absorcdo do As' em plantas é através dos transportadores de fosfato. Como os
elementos sdo quimicamente semelhantes, provavelmente, parte da toxicidade
imposta ocorre pela substituicdo do fosfato pelo As", levando a danos ao ATP,
principal fonte de energia das células. (Zhao et al., 2009; Wang et al., 2010).
Ja o As"
2010).

Ha& estudos que relacionam o As com o0 aumento na formacdo de

entra através de aquoponinas na forma de As(OH)s; (Zhao et al.

espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais ocasionam 0 estresse
oxidativo, como radical anion superéxido (‘O;’), peréxido de hidrogénio (H.0,) e
radical hidroxila (OH’). Como o processo de oxidacdo de As' ocorre
rapidamente, entende-se que parte dos efeitos téxicos do As esta relacionado
ao seu produto de oxidacéo, o As" (Zhao et al., 2010). Além disso, mesmo que
arsenato possa substituir o fosfato em diversos processos metabdlicos, ele ndo
é capaz de desempenhar suas fungdes (Shri et al., 2009). E o que ocorre, por
exemplo, na fosforilagdo oxidativa, em que o arsenato desloca o fosfato na
sintese de ATP, diminuindo a producéo de energia na planta (Terwelle e Slater,
1967, Ullrich-Eberius et al., 1989). Devido a essa interferéncia nas reacfes de
transferéncia de energia o As parece estimular a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Khan et al., 2009, Singh et al., 2009).

O estresse oxidativo resultante do acumulo de EROs pode levar a
alteracdes na planta, como danos a lipideos de membranas (Khan et al.,
2009), mudancas nos teores de pigmentos (Ozturk et al., 2010), modificacdes
nas atividades de enzimas antioxidantes e nos teores de antioxidantes néo-
enziméaticos (Mishra et al., 2008, Shri et al., 2009).
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O estresse oxidativo decorre do aumento na geracdo de EROs,
resultando em danos celulares e mesmo na morte celular. Estes danos podem
ser evitados ou minimizados pela atuacdo de mecanismos antioxidativos
enzimaticos, como as enzimas dismutase do superéxido (SOD), peroxidases
(POX), catalases (CAT) e peroxidases do ascorbato (APX), e mecanismos nao
enzimaticos, como a glutationa, o ascorbato e antocianinas (Singh et al., 2009).

A SOD age como uma primeira defesa contra EROs, dismutando o
superéxido para H,O,. Ja as enzimas APX, GPX e CAT, subsequentemente,
detoxificam H,0,. O balanco das atividades de SOD, APX, POX, CAT e GR é
crucial para a supressao dos niveis téxicos de EROs nas células. Mudancgas no
balanco das enzimas detoxificadoras de EROs induzem mecanismos
compensatorios. Por exemplo, quando a atividade da catalase é reduzida em
plantas e as enzimas protetoras como APX e GPX sdo expressas em maiores
quantidades, em efeito compensatorio (Apel e Hirt, 2004).

Outros antioxidantes ndo enzimaticos de grande importancia sdo o0s
compostos fendlicos. Dentre eles, mais de 6000 diferentes flavondides
(Marchand, 2002; Yang et al., 2001), sendo suas maiores classes os flavonadis,
flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas, diidroflavondis chalconas e
antocianinas (Cook, Samman, 1996).0s flavonéides agindo como antioxidantes
podem consumir EROs e, ainda, quelar ions metalicos que seriam capazes de
participar da reacdo de Fenton (Valko et al., 2006). Nesse grupo, estdo
presentes as antocianinas, que tém a sua sintese aumentada em situacdes de
toxidez e metais pesados, como por exemplo, o As (Guimaréaes, 2006).

Além do estudo do sistema antioxidativos em plantas, estudos
estruturais e ultra-estruturais podem ser Gteis na avaliacdo de danos causados
por poluentes em plantas, uma vez que é possivel a identificacdo de alteracbes
estruturais antes mesmo de se detectar retardamento nas taxas de crescimento
em plantas de areas contaminadas (Paivoke, 1983a).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou analisar o efeito do As
sobre o estresse oxidativo em plantas e como 0 mesmo altera a ultraestrutura

de raizes de Spirodela intermedia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo, aclimatacédo e exposicao das plantas ao arsenato

Plantas aquaticas de Spirodela intermedia W. Koch (Lemnaceae),
obtidas no horto botanico da Universidade Federal de Vicosa, foram coletadas
e deixadas 24 h em agua potavel, a fim de remover possiveis impurezas. Apos
esse periodo, foram aclimatadas por 3 dias em recipientes de polietileno,
contendo 6 L de solugéo nutritiva de Clark (1975), meia forca idbnica, pH 6,5, em

sala de crescimento, com temperatura e luminosidade controladas (25 * 2 °C,

230 pmol m_2 s_l), e fotoperiodo de 16 horas.

Apébs o periodo de aclimatagcdo, amostras de, aproximadamente, 3 g de
plantas, receberam os seguintes tratamentos: solugdo nutritiva com arsénio
(Na,HAsO,4.7H,0) nas concentracées de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L™, sendo que o
controle recebeu apenas solucdo nutritiva. Vinte e quatro horas depois, as
plantas foram coletadas e lavadas por 30 s em &gua destilada corrente e
armazenadas a - 80 °C para as analises subsequentes.

2.2 Determinacgéo da concentragéo de arsénio

Amostras de 0,1 g de material seco das plantas foram digeridas com
mistura nitro-perclorica (2:1), em bloco digestor, com temperatura controlada
(100-120°C) até a completa oxidacdo do material vegetal (Marin et al., 1993). O
extrato mineral obtido foi diluido para 10 mL com &gua desionizada e, entdo, a
concentracdo de As foi determinada por espectrofotometria de emissdo em
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES Perkin ElImer, OPTIMA 8300, EUA).

2.3 Determinacéao da concentracéo de perdoxido de hidrogénio

Amostras de 0,3 g de plantas, trituradas em nitrogénio liquido, foram
homogeneizadas em 2 mL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5,
contendo hidroxilamina 1 mM, seguido de centrifugagdo a 10.000 xg, por 15
min, 4°C (Kuo e Kao, 2003).
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Aliquotas de 30 pL do sobrenadante foram adicionadas a um meio de
reacdo constituido de sulfato ferroso amoniacal 250 uM, acido sulfurico 25 mM,
laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e
Gebicki, 2000), homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 min. Seguiu-se a
determinacdo da absorvancia a 560 nm e a quantificacdo de H,O, realizada
com base em curva de calibracéo, utilizando concentracdes padronizadas de
peroxido de hidrogénio. As interferéncias decorrentes dos reagentes e do

extrato vegetal foram subtraidas das analises das amostras.

2.4 Determinacao da concentracdo de anion superoxido

Amostras de 0,05 g da planta inteira foram cortadas em pequenos
segmentos e incubadas em 2 mL de meio de reacdo constituido do sal
dissédico do &cido etilenodiaminotetracético (NaEDTA) 100 uM, -
nicotinamida adenina nucleotideo reduzida (NADH) 20 uM e tampéo de fosfato
de sédio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001), em tubos hermeticamente
fechados. A reacéo foi iniciada pela introducéo de 100 puL de epinefrina 25,2
mM em HCI 0,1 N, utilizando-se seringa cromatografica, seguida de incubacao
a 28°C com agitagdo constante por 5 min. Os fragmentos foram removidos e, a
partir do sétimo minuto, iniciou-se a leitura da absorvancia a 480 nm, durante 5
min. O branco foi realizado sob as mesmas condicbes, mas sem material
vegetal. A producdo de anion superéxido foi avaliada pela determinacdo da
quantidade de adenocromo acumulado (Misra e Fridoovich, 1971), utilizando-se
o coeficiente de extingdo molar de 4,0 x 10° M cm™ (Boveris, 1984).

2.5 Determinacao da peroxidacao de lipidios

Amostras de 0,160 g de plantas foram homogeneizadas com 2 mL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e centrifugadas a 12.000 xg a 4° C por 15
min. Aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de acido
tiobarbittrico (TBA) 0,5 % (p/v) em TCA 20 %. A mistura foi incubada em banho
de aquecimento a 98° C por 30 min, e a reacéo foi interrompida em banho de
gelo por 10 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg

durante 10 min, e a absorvancia determinada a 532 nm. A turbidez inespecifica
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foi corrigida através da subtracdo da absorbancia da mesma em 600 nm.
Utilizou-se o coeficiente de extingdo 155 mM™*cm™ para quantificar a
concentragdo dos peroxidos de lipidios, sendo os resultados expressos em
nmol MDA g* de massa fresca (Heath e Packer, 1968).

2.6 Avaliacéo do efeito do arsénio sobre a atividade de enzimas do

sistema antioxidativo das plantas

2.6.1 Obtencéao dos extratos enzimaticos brutos

Os extratos enzimaticos brutos para as determinacfes da atividade da
catalase (CAT), da peroxidase (POX), da peroxidase do ascorbato (APX), da
superéxido dismutase (SOD), da peroxidase da glutationa (GPX) e da redutase
da glutationa (GR), foram obtidas pela maceracdo de 0,3 g de plantas em
nitrogénio liquido e, entdo, adicionados 2 mL de meio de homogeneizacao,
seguido de centrifugacdo a 12.000 xg por 15 min, a 4 °C. Os meios de
homogeneizacédo foram: 1) Tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999),
para as enzimas CAT, POX e SOD. 2) Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH
7,0, ascorbato 1 mM e EDTA 1 mM (Nakano e Asada, 1981), para a APX. 3)
Tampao Tris-HCI 0,1 M, EDTA 1 mM e MgCl, 10 mM (Nagalakshmi e Prasad,
2001), para a GPX. 4) Tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM,
DTT 2 mM, PMSF 1 mM e PVPP 1 %, para a GR (Carlberg e Mannervik, 1985).

2.6.2 Determinagcdo da atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC
1.15.1.1)

Determinou-se a atividade da SOD pela adicdo de 50 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacao constituido de tampéo fosfato de
sédio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio
(NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A
reacao foi conduzida a 25 °C, numa camara de reacao sob iluminacdo de uma

lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com

15



papel aluminio. Apods 5 min de exposicéo a luz, a iluminacao foi interrompida e
a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, foi determinada pela
medicao da absorvancia a 560 nm. A medi¢cdo da absorvancia, nesse mesmo
comprimento de onda, de um meio de reacdo exatamente igual ao anterior,
mas mantido no escuro por igual tempo, serviu de branco e foi subtraida da
leitura da amostra que recebeu iluminagédo (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir em 50 % a fotorreducdo do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). A

atividade da SOD foi expressa em U minmg™ proteina.
2.6.3 Determinacgéo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

Determinou-se a atividade da catalase pela adicdo de 200 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,8 mL de meio de reacdo, constituido de tampéao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e H,O, 12,5 mM (Havir e McHale, 1987). Durante o
primeiro minuto de reacdo, mantida a 25°C, mediu-se o0 decréscimo na
absorvancia a 240 nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extincdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995) e expressa

em pumol minmg™ de proteina.
2.6.4 Determinacdo da atividade das peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo de 200 pL do
extrato enzimatico bruto a 2,8 mL de meio de reagédo constituido de tampéo
fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e peréxido de hidrogénio
20 mM (Kar e Mishra, 1976). O incremento da absorvancia durante o primeiro
minuto de reacdo a 420 nm, a 25 °C determinou a producado de purpurogalina.
A atividade enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo
molar de 2,47 mM™* cm™ (Chance e Maehley, 1955) e expressa em pmol min-

'mg™* de proteina.
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2.6.5 Determinacdo da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC
1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pela adicdo de 100 pyL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de ascorbato 0,8 mM
e H,O, 1,0 mM em tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0. Observou-se o
decréscimo na absorvancia a 290 nm, a 25°C, durante o primeiro minuto de
reacdo (Nakano e Asada, 1981; Koshiba, 1993). A atividade enzimética foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM’cm™

(Nakano e Asada, 1981) e expressa em pmol min™*mg™ de proteina.

2.6.6 Determinacdo da atividade da redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2)

A atividade da redutase da glutationa foi determinada pela adicdo de 100
ML de extrato enzimatico bruto de plantas a 0,9 mL de um meio de reacdo
constituido de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM,
glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e NADPH 0,1 mM (em tampao TRIS-HCI 0,5
mM, pH 7,5), segundo Carlberg e Mannervik (1985). O decréscimo na
absorvancia a 340 nm, a temperatura de 30°C, foi medido no primeiro minuto.
Calculou-se a atividade enzimatica através do coeficiente de extingdo molar de
6,22 mM™*cm™ (Foyer e Halliwell, 1976) e o resultado expresso em pmol min™

mg™ proteina.

2.6.7 Determinacdo da atividade da peroxidase da glutationa (GPX, EC
1.11.1.9)

A atividade da peroxidase da glutationa foi determinada pela adicdo de
100 pL do extrato enzimatico bruto das plantas diluido a 0,9 mL de um meio de
reacdo constituido de tampé&o de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1
mM, NaCl 0,114 M, glutationa reduzida (GSH) 1 mM, NADPH 0,2 mM, H,0;
0,25 mM e 1 unidade de redutase da glutationa (Nagalakshmi e Prasad, 2001).
O decréscimo na absorvancia a 340 nm, a temperatura de 30°C, foi medido no
primeiro minuto de reacdo. Calculou-se a atividade enzimética através do
coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™ cm™ (Anderson e Davis, 2004) e o

resultado expresso em pmol min™® mg™ deproteina.
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2.6.8 Determinacao de proteinas

Os teores de proteinas dos extratos enziméticos foram determinados
pelo método de Bradford (Bradford et al.,1976), utilizando albumina bovina

(BSA) para realizar a curva padrao.

2.7 Extracéo e determinacao das concentracdes de antocianinas

Amostras de 1 g de massa fresca de plantas foram maceradas com 15
mL de metanol acidificado com HCI (pH 3,0) (Kamperidou e Vasilakakis, 2006),
deixadas em geladeira por 14 horas, filtradas e o conteldo de antocianinas
estimado como concentracdo de perlagonidina 3-glicosideo a 510 nm, usando
um coeficiente de extingdo molar de 3600 M cm™ e expresso em ug de

antocianina g™ de massa fresca (Cordenunsi et al., 2002).

2.8 Andlise da micromorfologia dos apices radiculares por microscopia

eletrénica de varredura (MEV)

Amostras radiculares de 2 cm de S. intermedia, ap0s o tratamento com 2
mg L™ de As, e tendo solugdo nutritiva como controle, foram uniformemente
selecionadas, lavadas em tampédo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,2, e
incubadas por 2 h em glutaraldeido 2,5% (em tampé&o fosfato de potassio
0,1M). Apds esse periodo, as raizes foram novamente lavadas em tampéao por
10 min e submetidas a uma série de desidratacdo em alcool nas concentracdes
de 30%, 50%, 70% e (3x) 100%, sendo que as raizes permaneceram por 10
minutos em cada solugcdo. Com o fim da desidratacdo, as raizes foram levadas
ao ponto critico (BAL-Tec, CPD 030, BR), montadas em stubs e posteriormente
metalizadas em ouro (Balzers, FDU 010, BR), seguidas de analise e registro de
imagens obtidas em microscopio eletronico de Varredura (LEO, 1430VP, Reino
Unido).
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2.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo 5 tratamentos e 5 repeticbes, sendo que cada
unidade experimental consistiu de 3 gramas de planta por vaso. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia para todos os experimentos. Todas
as andlises foram realizadas com o auxilio do programa Genes (Cruz, C.D.,
2006).

3. RESULTADOS

3.1 Concentracédo de arsénio em S. intermedia

Os teores de As encontrado nas plantas de S. intermedia aumentaram
com o incremento da concentragdo deste elemento em solugéo. (Tabela 1).
Observou-se que a absorcdo de As nédo atingiu a saturacéao, sendo que o valor
obtido na concentracdo de 2,0 mg L™ de As foi, aproximadamente, o dobro

daquele observado na concentracéo de 0,5 mg L™,

TABELA 1: Teores de As em Spirodela intermedia apos 24 horas de exposicéo
a diferentes concentracfes de As em solugao nutritiva.

Concentracgdo de As Teor de As
(mg L™ (g g™ MF)
0,0 0,00+ 1.28 e*
0,5 458,60 + 25,58 d
1,0 641,00 £ 24,53 c
15 739,00 £ 15,47 b
2,0 892,80 + 40,36 a

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média + desvio padréo.

3.2 Concentracéo de peréxido de hidrogénio, anion superéxido e MDA

A exposicdo das plantas aos tratamentos contendo arsénio (As)
aumentou a concentracdo de peroxido nas plantas de forma gradativa até a
concentracdo 1 mg L™ de As, iniciando no controle com valores préximos a 143
nmol de peréxido g* MF até uma concentracdo préxima a 158 nmol de

peréxido g MF na concentracdo de 1 mg L™ As. A partir da concentragéo de
19



1,5 mg L™* de As, observamos uma queda nas concentracdes de peréxido,
chegando a valores menores do que os valores encontrados no controle.
Houve queda de 5% nos tratamentos 1,5 mg L de As e 2,0 mg L™ de As em
relacdo ao controle(Tabela 2).

Para o anion superoxido, nota-se que no tratamento de concentracéo 1,5
mg L™ de As houve um aumento de 125% nos niveis do anion em relacdo ao
controle chegando até 224% no tratamento de 2 mg L™*. Porém nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg L™ de As ndo houve diferenca significativa em
relacdo ao controle (Tabela 2).

O grau de peroxidacdo lipidica, avaliado pela concentragdo de MDA,
aumentou com o incremento de As na solugéo nutritiva (Tabela 2). Em todas as
concentracfes de As utilizadas verificou-se que os teores de MDA variaram
significativamente entre os tratamentos, com evidéncia de danos crescentes na

estrutura de membranas.

TABELA 2: Teores de peroxido de hidrogénio (H20,), &nion superéxido (*O;) e
peroxidacgdo lipidica (MDA-TBA) em plantas de Spirodela intermedia, apos 24
horas de tratamento com diferentes concentracdes de As.

Concentracdo Teores H,0, Teores de <O, Teores de MDA
de As (nmol mg™* proteina) (nmol mg™* proteina) (nmol g™ MF)
(mg L™
0,0 142.70 + 4,54 bc 105, 06 £ 22,88c 1,84 + 0,26 d*
0,5 150.02 + 4,83ab 108.84 + 22,17¢c 1,85+0,19d
1,0 157.96 + 2,71a 95.49 + 4,20c 3,33+0,07c
1,5 135.04 + 3,25cd 236.58 + 22,52b 729+0,10 b
2,0 131.12 £ 0,97d 340.98 + 25,34a 9.63+0,21a

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média + desvio padrao.

3.3 Efeito do arsénio sobre o sistema antioxidativo enzimatico

A atividade da dismutase do superoxido (SOD) nas plantas expostas as
menores concentragbes de As também iniciou constante nos primeiros
tratamentos, porém no tratamento de 1,5 mg L™ de As, houve aumento de
124%, ultrapassando os 223% na atividade enzimatica em relagdo ao controle
(Tabela 3).

A exposicao das plantas ao As em concentragdes mais baixas né&o
promoveu diferenca significativa na atividade da catalase (CAT).
Permanecendo valores muito semelhantes ao controle até a concentracdo de
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0,5 mg L™ de As. Entretanto, nas concentra¢des de 1,0 mg L™ de As até 2,0 mg
L' de As, houve uma queda abrupta da atividade enzimatica, chegando a
valores até 67% na atividade em relacdo ao controle (Tabela 3).

Percebe-se, no entanto, um comportamento inverso ao analisarmos a
atividade da enzima peroxidase (POX), em que a atividade enzimatica
permaneceu muito semelhante ao controle até o tratamento de 1,0 mg L™ de As
e a partir da concentracdo de 1,5 mg L™ de As, houve um aumento de 48%,
ultrapassando os 153% no tratamento 2,0 mg L™ de As em relacdo ao controle
(Tabela 3).

TABELA 3: Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POX) em plantas de Spirodela intermedia apds 24 horas
de tratamento com diferentes concentragdes de As.

Concentracdo SOD CAT POX
de As (U de SOD min"mg™ | (umol de H,0, min™"mg™ | (umol de purporogalina
(mg L™ proteina) proteina) min™'mg™ proteina)
0,0 16,40+ 1,14 b 302,04 £ 20,36 a 59,92 + 4,54 c*
0,5 14,85 + 0,88 bc 311,13+9,83a 53,67 £4,83 ¢
1,0 13,671,114 c 252,98 + 13,63 b 54,13+2,71c
1,5 22,72+0,71a 98,12 £ 20,64 ¢ 86,28 +3,32b
2,0 21,41 +£0,53 a 119,57 +17,89 ¢ 132,38 £ 0,97 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média + desvio padréo.

As enzimas peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa
(GPX) e redutase da glutationa (GR) também mantiveram um comportamento
semelhante & SOD e & POX. Com os tratamentos iniciais de 0,5 mg L™ de As e
1,0 mg L™ de As apresentando atividades muito semelhantes ao controle e 0s
tratamentos de 1,5 e 2,0 mg L™ de As com aumento substancial nos valores. A
APX que iniciou sua atividade com aproximadamente 1,5 pmol min? mg*
proteina, apresentou acréscimo para 2,7 pmol min‘mg™ proteina no tratamento
de maior concentragcdo, resultando em aumento de 80% na atividade
enzimatica. A GPX comegou em valores préximos a 1,5 pmol min™mg proteina’
! no controle e no tratamento de mais alta concentracéo chegou a 3,2 pmol min°
' mg™? proteina, um aumento de 113%na atividade dessa enzima. Seguindo a
mesma tendéncia, verificou-se que a atividade da GR teve aumento mais

expressivo do que aquele obtido no controle (Tabela 4).
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TABELA 4: Atividade das enzimas peroxidase do ascorbato (APX),
peroxidase da glutationa (GPX) e redutase da glutationa (GR) em plantas de
Spirodela intermedia apés 24 horas de tratamento com diferentes
concentragdes de As.

Concentracgéo de APX GPX GR

As (umol de acido (umol de glutationa (umol de glutationa

(mg L™ ascorbico min'mg™ de | reduzida min'mg®* de | oxidada min"mg™

proteina) proteina) de proteina)

0,0 1,49+0,13 c 1.46+£0,05d 0,45 + 0.07 d*
0,5 1,47 £ 0,07 c 1,54 + 0,17 cd 0,42+0,06d
1,0 1,65+0,14 c 1,79+0,11c 0,89+0,05c
15 2,38+0,08b 263+0,19b 1,19+0,11b
2,0 2,73+0,15¢ 3,20+ 0,18 a 1,58+ 0,10 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média + desvio padréo.

3.4 Concentracédo de antocianinas

Pela tabela 5, observa-se que o teor de antocianina cresceu de acordo
com as maiores concentracfes de As. No controle foi encontrado o valor de 31
ug de antocianina g MF*, alcancando o valor de 70 ug de antocianina g* MF’,

representando um aumento de 225% na concentragdo de antocianinas.

TABELA 5: Concentracdo de antocianinas em Spirodela intermedia, em fungéo
de diferentes concentracfes de As.

Concentracdo de As Teor de antocianinas
(mg LY (ug MF™)
0 31,05+ 1,38 d*
0,5 34,04+1,52d
1,0 41,88+0,90¢c
1,5 63,07+0,96 b
2,0 70,01 +2,75a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Média + desvio padrao.

3.5 Micromorfologia dos apices radiculares por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A observacdo dos apices radiculares em microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) demosntrou que o tratamento com As na maior concentracgéo (2,0
mg L) causou diversos tipos de danos nas coifas de S. intermedia. (Fig. 1). Estes

danos caracterizaram-se pela intensa desorganizacao do tecido radicular (Fig. 1D)
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comparadas as do tratamento controle (Fig. 1C), pelo surgimento de células em
colapso no inicio da coifa (seta, Fig. 1D) e pelas rupturas caracterizadas pelo

‘rasgamento” na extremidade final da coifa (seta, Fig 1F).

20 pm 20 ym

Figura 1: Apice radicular de Spirodela intermedia expostas ou ndo a 2 mg L™
As durante 24 horas. Tratamento controle (A, C e E); Expostas ao tratamento
(B, D e F). Setas indicam colapso das células e ruptura do tecido da coifa.

4. DISCUSSAO

Diferentes espécies vegetais tém apresentado padrdes divergentes de
acumulo de As quando expostas a este metaldide, contudo, de forma geral,
ocorre aumento na absorcdo de As com a elevacdo da concentracdo desse
elemento em solucdo (Baldwin et al., 2009). O padrao de elevacéo dos teores
de As apresentado por estas espécies revela que, possivelmente, as
concentracOes utilizadas nao foram suficientemente grandes para promover a

saturacdo dos mecanismos de absorcao e acumulo desse elemento.
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A exposicdo de S. intermedia a concentragbes crescentes de As
desencadeou a ocorréncia de estresse oxidativo, o que foi evidenciado pelo
aumento na concentracdo de EROs e na peroxidacao lipidica. Em vegetais, a
geracdo de EROs desencadeada pelo As geralmente € consequéncia da
conversdo do arsenato em arsenito, reacdo que faz parte do mecanismo de
tolerancia das plantas a este poluente (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002). O As
pode ainda reduzir diretamente o oxigénio molecular ou alterar proteinas das
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos, levando a desequilibrios no
potencial redox celular e a formacédo de EROs (Zhang e Quiu, 2007).

No presente estudo, a adicdo de As em solugédo nutritivas com plantas
de S. intermedia resultou no incremento na atividade enzimatica da SOD, POX,
APX, GPX e GR, indicando uma manifestacao inicial de defesa antioxidante
(Marguezgarcia e Cordoba, 2010). Entretanto, houve uma queda na atividade
da CAT, o que pode ser explicado pela funcionalidade da enzima na planta.

O radical anion superoxido e os seus derivados, peroxido de hidrogénio
e radical hidroxil, sdo os principais causadores de danos oxidativos aos
componentes celulares (Mittler, 2002). Os radicais superoxidos transformam-se
espontaneamente em H,0O,, porém a reacdo € mais efetiva se for catalisada
pelas SODs. Entretanto, a participacdo conjunta de outras enzimas capazes de
degradar o H,O, é de fundamental importancia, a fim de manter normal a
guantidade de EROs nas células (Valko et al., 2006). Dessa forma, a acdo das
dismutases do superéxido constitui-se na primeira linha de defesa das plantas
contra o estresse oxidativo, 0 que reforca a ideia de que a maior atividade
dessas enzimas € importante caracteristica de tolerancia (Apel e Hirt, 2004).

O aumento na atividade de SOD com elevacdo da concentracao de As
no meio foi observado em Pteris vittata (Cao et al., 2004), em Holcus lanatus
(Hartley-Whitaker et al., 2001), em Lycopersicon esculentum e em Zea mays
(Miteva e Peycheva, 1999). Assim como nestas espécies, no presente trabalho,
observa-se aumento na atividade de SOD ap0s exposicdo a crescentes
concentracbes de As. Plantas submetidas a outros agentes tdxicos tém
apresentado atividade de SOD analogas as desse estudo. Hordeum vulgare
teve aumentos na atividade de SOD com a elevagdo da concentracdo de
cadmio no meio (Tiryakioglu et al., 2006), enquanto que Ceratophyllum
demersum exibiu aumento da atividade quando exposta a elevadas

concentracdes de chumbo (Mishra et al., 2006).
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O acréscimo da concentracdo do peroxido de hidrogénio pode ser um
indicativo da atuagdo da SOD. Entretanto, esse aumento pode ter ocorrido de
forma independente do anion superdxido, pela conversdo de arsenato em
arsenito, podendo resultar em danos a acidos nucléicos, proteinas e lipideos
(Mascher et al., 2002). Estas elevacdes nos teores de H,O, ap0s exposicdo ao
As indicam a ocorréncia de desbalanco oxidativo em ambas as espécies.

Atuando sobre o peroxido produzido pela SOD e por processos oxidativo
na célula, temos a catalase (CAT) e a peroxidase (POX). Essas enzimas
antioxidantes sao produzidas por plantas sob condi¢cdes de estresse oxidativo
na presenca de metais pesados (Sairam et al., 1998). Cao et al. (2004),
trabalhando com Pteris vittata submetida a cinco diferentes concentracfes de
As, obtiveram resultados semelhantes aos observados neste estudo, com
gueda da atividade da catalase em concentracdes mais altas. Varios fatores
podem afetar a atividade desta enzima, como o agente téxico estressante, sua
concentracdo, o tempo de exposicdo e a espécie vegetal, o que, de certa
forma, pode fazer com que a atividade dessa enzima seja submetida a grandes
variacOes (Pereira et al., 2010).

Além disso, os EROs formados durante o estresse oxidativo causado por
metais pesados parecem inibir diretamente a sintese de enzimas antioxidativas
(Pawlik-Skowronska et al., 2004). Tais observacdes ficam evidentes em
diversos trabalhos, como o de Mishra et al. (2006), aonde foi observado queda
da atividade da CAT quando Ceratophyllum demersum foi exposta ao Pb. E no
trabalho de Schneider et al. (2011), em que houve uma intensa queda na
atividade da catalase em concentracdes altas de As em plantas micorrizadas.
Entretanto, contrariamente, Tiryakioglu et al. (2006) ndo observaram variacdes
na atividade de CAT ao expor Hordeum vulgare a diferentes concentracdes de
cadmio.

Como em S. intermedia, aumento na atividade da POX tem sido
observado por diferentes espécies quando expostas ao As (Mascher et al.,
2002; Miteva et al., 2005). Segundo Mittler (2002), a CAT e a POX degradam o
peréxido de hidrogénio, mas as afinidades dessas enzimas pelo H,O, sdo de
ordens diferentes. Como as POX apresentam maior afinidade pelo H,O,,
sugere-se que elas sejam responsaveis pela modulagdo fina, e, portanto,
envolvidas na sinalizacdo, enquanto a CAT atua na remocdo do excesso de

EROs durante o estresse.
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Igualmente a atividade da POX a peroxidase do ascorbato (APX)
aumentou em resposta ao aumento das EROS. As APX agem contra 0s
intermediarios reativos de oxigénio, degradando o H,O,, mas, diferentemente
de outras enzimas, a APX requer ascorbato e depende de um sistema de
regeneracdo de glutationa reduzida, o ciclo ascorbato-glutationa (Noctor e
Foyer, 1998). Dada a importancia dessa enzima na defesa antioxidante das
plantas, o aumento de sua atividade tem sido apresentado por varias espécies
guando expostas a diferentes agentes toxicos (Mishra et al., 2006; Moller et al.,
2007).

A peroxidase da glutationa (GPX) é, também, considerada importante
componente do sistema enzimético antioxidativo, convertendo H,O, em H,0,
pela utilizacdo de glutationa reduzida (GSH), produzida pela redutase da
glutationa (GR). Como esta enzima faz parte do ciclo ascorbato-glutationa
(Noctor e Foyer, 1998) o aumento de sua atividade é proporcional a atividade
da GR, como visto nesse trabalho.

A atuacao conjunta das enzimas CAT, POX, APX e GPX foi capaz de
remover o excesso de H,O, produzido em razédo da inducdo promovida pelas
concentragdes mais altas de As. Nesses casos, 0s valores de concentracdo de
H,O, foram reduzidos, o que nao evitou completamente a acado toxica do As,
possivelmente devido a acdo de outros componentes gerados durante a
exposicao das plantas a esse metaldide, como o anion superoxido.

A atividade da redutase da glutationa (GR) é importante componente do
mecanismo antioxidante, pois participa do ciclo ascorbato-glutationa,
regenerando glutationa reduzida (GSH), utilizando o NADPH como agente
redutor. Sua participacdo nesse ciclo € imprescindivel para a manutencédo da
homeostase celular durante o estresse causado por EROs (Noctor e Foyer,
1998). Além disso, esta enzima catalisa a regeneracdo da GSH a partir da
glutationa oxidada (GSSG). Essa € produzida pela transformacdo do
desidroascorbato (DHA) a ascorbato (AA), mediante catalise da redutase do
desidroascorbato, contribuindo para a manutencdo homeostéatica dos EROs no
interior das células (Noctor e Foyer, 1998; Aravind e Prasad, 2005). A GSH, por
sua vez, uma vez formada, serve de substrato para GPX que atua na
decomposicdo do excesso de H,O, produzido pelo estresse (Drazkiewicz et al.,
2003). Assim, como as outras enzimas antioxidantes, a GR teve sua atividade

aumentada neste trabalho nas plantas expostas a altas doses de As, sugerindo
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gue esta enzima também pode apresentar susceptibilidade aos efeitos tdéxicos
de As principalmente em maiores concentragfes desse metaloide.

Outra linha de defesa das plantas contra o estresse oxidativo, além das
enzimas antioxidativas é a biossintese e o0 acumulo de compostos fendlicos os
quais sdo uma das respostas de plantas aos diferentes estresses bioticos e
abibticos (Juszczuk et al., 2004). Os maiores teores de antocianinas
observados em concentragdes elevadas de As podem estar relacionados com
sua participacdo como agentes antioxidantes, protegendo as células contra os
radicais livres produzidos por diversas vias metabdlicas, conforme sugerido por
Rice-Evans et al. (1997). As antocianinas, grupo mais comum de flavonoides,
sdo metabolitos secundarios que podem ser produzidos em resposta a
deficiéncia de fosfato (Marschner, 1995). Como o arsenato € analogo ao
fosfato, ocorre competicdo pelos mesmos sitios de absorcdo (Tu et al., 2004;
Mkandawire et al., 2005), o que poderia induzir a sintese de antocianinas,
demonstrando um efeito indireto da absorgéo de As.

O contetudo de MDA, produto final da peroxidacao de lipideos, tem sido
avaliado como uma medida do grau de estresse oxidativo que é causado
principalmente pelas espécies reativas de oxigénio (Mishra et al., 2008).
Embora tenha ocorrido reducdo nos teores de H,O, em S. intermedia quando
submetida a concentracbes mais elevadas de As, este queda néo
correspondeu decréscimo nos teores de MDA, sugerindo que o dano oxidativo
foi intenso e o sistema antioxidante ndo conseguiu reverter os danos de
membrana pela remocdo de EROs. Além disso, houve aumento da
concentracdo de anion radical superéxido, que pode ter contribuido de forma
significativa para esses danos em membrana. Resultados semelhantes foram
encontrados por Khan et al. (2009) que também encontrou aumentos nos
teores de EROs sem correlagdo com aumentos nos teores de MDA em baixas
doses de As.

Como o As é absorvido na forma de arsenato, sua similaridade quimica
com o macronutriente fosfato, essencial no metabolismo dos vegetais, favorece
sua absorcdo em quantidades relativamente elevadas do poluente. Essa
absorcéo é realizada através de transportadores de fosfato existentes na raiz,
por competicdo entre os dois elementos e pela substituicdo do fosfato pelo
arsenato (Kabata-Pendias e Pendias, 2001; Sharples et al., 2000). Como

resultado, o arsenato pode substituir o fosfato em processos bioquimicos e/ou
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promover a diminuicdo da concentracdo de fosfato no meio intracelular,
levando a reducdo de processos metabdlicos vitais, como a fosforilacdo
oxidativa na mitocondria. Estes processos promovem uma queda na producdo
de poder redutor (NADPH) e de adenosina trifosfato (ATP), reduzindo a
disponibilidade de energia para a raiz (Meharg & Macnair, 1994).

Essa falta de energia pode ter sido a causa da morte celular e
consequentemente das alteracBes estruturais verificadas nas raizes de S.
intermedia. Associado a esse fato, temos a acao direta do As, que é o grande
responsavel por danos estruturais em macromoléculas, conforme relatos da
literatura em espécies vegetais expostas a concentracdes toxicas de As
(Hartley-Whitaker et al., 2001; Mascher et al., 2002; Nascimento, 2007; Singh
et al., 2007).

Além disso, a intensa descamacao e colapso das células da coifa em S.
intermedia podem ser atribuidos as EROs, que quando em excesso, danificam
diversas estruturas celulares. Singh et al. (2007) atribuiram a reducdo nas
taxas de crescimento radicular e os danos na estrutura anatbmica a ocorréncia

de estresse oxidativo, resultando em danos as células.
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CAPITULO Il

EFEITO DO OXIDO NITRICO NA ATENUACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO
DESENCADEADO POR ARSENIO EM Spirodela intermedia W. KOCH
(LEMNACEAE)
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Efeito do 6xido nitrico na atenuacao do estresse oxidativo desencadeado

por arsénio em Spirodela intermedia W. Koch (Lemnaceae)
RESUMO

Plantas de S. intermedia W. Koch foram submetidas a uma
concentracdo toxica de arsénio (As) com o objetivo de induzir o estresse
oxidativo e avaliar o papel do 6xido nitrico (NO), fornecido via nitruprussiato de
soédio (SNP), como agente atenuante desse estresse. As plantas foram tratadas
com 2 mg L™ de As, com ou sem SNP (15,0 mg L™), adicionados & solucéo
nutritiva durante 24 horas. O teor de As, de MDA e a porcentagem de
extravasamento de eletrélitos foram determinadas, além da atividade das
enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e
redutase do nitrato (NR). Também foi realizada a deteccdo de NO com o uso
da microscopia confocal. A presenca do SNP associado ao As resultou em
menores concentracbes de MDA e extravasamento de eletrélitos em
comparacao com as plantas tratadas apenas com As. O mesmo foi observado
para a atividade das enzimas SOD, CAT, POX e NR. O papel protetor do NO
diminuiu os danos oxidativos induzidos por As, possivelmente pela remocéo
direta das EROs. O aumento da redutase do nitrato indica a producéo de éxido
nitrico da prépria célula frente ao estresse. Porém, a adicdo do SNP ao meio
com As parece ter inibido a acdo da redutase do nitrato, indicando uma
retroinibicdo por NO. Diante dos resultados, podemos concluir que o NO atua
como um agente protetor de membranas, atuando contra as espécies reativas

de oxigénio direta ou indiretamente.

Palavras-chave: Sistema antioxidante, espécies reativas de oxigénio,

fluorescéncia, redutase do nitrato
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1. INTRODUCAO

O oxido nitrico (NO) é um radical livre gasoso que, em baixas
concentracfes, apresenta grande estabilidade (Lamattina et al., 2003). Devido
ao seu pequeno tamanho e propriedades hidrofébicas, ele é altamente difusivel
pelas células, tanto no citosol quanto através das membranas, com uma
difusibilidade de 4,8x10®° cm? s™* em &gua (Arasimowicz e Floryszakwieczorek,
2007). Alguns pesquisadores consideram a possibilidade do NO ser um novo
horménio vegetal, jA que atua de maneira dose-dependente e € produzido em
pequenas concentracdes, podendo sinalizar zonas distantes daquela onde foi
produzido (Belligni e Lamattina, 2002). Seu transporte pode ser feito por
difusdo (distancias curtas) ou a longa distancia, através da ligacdo reversivel
com a glutationa, gerando S-nitrosoglutationa (Belligni e Lamattina, 2002;
Leitner et al., 2009).

O NO é uma molécula conhecida ha muito tempo, mas a sua atuacao
como um sinalizador indispensavel aos seres vivos é conhecimento recente
(Durner e Klessig, 1999). Atribui-se a sua descoberta, juntamente com outros
gases, a Joseph Priestley, em 1772, conforme descrito na sua obra
“Experiments and Observations on Different Kinds of Air”. Apos sua descoberta,
o NO foi negligenciado na biologia por muitos anos, so6 voltando a ser estudado
recentemente.

Mesmo que o estudo do NO em plantas tenha comecado ha bastante
tempo, com o trabalho de Klepper (1979), no qual se detectou a producéo
endodgena de NO, nesse periodo, ndo se imaginava que o NO poderia ser um
sinalizador em plantas. Foi apenas em 1997 que se constatou a producéo
endogena substancial de NO por varias espécies vegetais, de maneira
independente de herbicidas ou poluentes (Wildt et al., 1997).

Atualmente, o NO tem sido considerado uma importante molécula de
sinalizacdo celular, com multiplas fungbes bioldégicas em plantas (Delledonne,
2005; Besson-Bard et al., 2008; Wilson et al., 2008; Siddiqui et al., 2011). Ha
estudos que comprovam sua atuacado na inducdo de germinagcao das sementes
(Beligni e Lamattina, 2000; Sirova et al., 2011), no crescimento e
desenvolvimento das plantas (He et al., 2004; Frey et al., 2012), na regulacéo
da maturacdo e senescéncia das plantas (Lin, et al., 2012; Prochazkova et al.,

2011), na defesa contra patdogenos (Yoshioka et al., 2010; Gaupels et al.,
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2011), na tolerancia a altas temperaturas (Xuan et al., 2010), mediando o
fechamento estomético (Stimler et al., 2011) e na sinalizacdo dos estresses
induzidos por metais (Besson-Bard et al., 2009; Xiong et al., 2010).

Apesar de muitos pesquisadores relatarem a fungédo reguladora do NO
na sinalizacao celular, ha varias questbes que ainda precisam ser elucidadas
em relagdo ao processo de biossintese (Wilson et al., 2008). A produgéo de NO
mediada pela enzima sintase do NO dependente de arginina (NOS) carece de
confirmacédo (Leitner et al.,, 2009), mas a sintese de NO dependente da
redutase do nitrato (NR) esta bem estabelecida (Rockel et al.,2002; Xu e Zhao,
2003; Sakihama et al., 2002).

Na membrana plasmatica das células radiculares de tabaco foi
detectada a enzima redutase do nitrito-NO (Ni-NOR), que catalisa a converséo
do nitrito em NO, utilizando elétrons provenientes de um doador ainda
desconhecido (Stohr et al., 2001). Além disso, o transporte de elétrons nas
mitocdndrias pode também produzir NO in vitro, mas em tecidos intactos essa
via ndo se mostrou muito significativa e, por isso, ndo estd ainda bem
estabelecida (Planchet et al., 2005). Rumer et al. (2009) detectaram a formacao
de NO a partir de hidroxilaminas em culturas celulares quando em presenca de
oxigénio. Essa producédo parece depender de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e esses autores sugeriram que as EROs seriam o fator limitante na
producdo de NO por essa via. Foi também proposta uma via de sintese do NO
a partir das poliaminas espermidina e espermina (Tun et al.,2006; Yamasaki e
Cohen, 2006), porém essa rota ainda ndo estd bem caracterizada.

O fornecimento exégeno de NO, através de moléculas doadoras, como
nitroprussiato de sodio (SNP), apresentam efeitos atenuantes de estresse
causado por As (Singh et al.,, 2009). O SNP € uma molécula inorganica que
nao atravessa as membranas celulares, mas € capaz de liberar NO, que por
sua vez, entra nas células onde atua. O seu efeito protetor tem sido atribuido a
eliminacdo de radical superéxido ('O;) elou a elevacdo da atividade de
enzimas antioxidantes, especialmente da dismutase do superoxido (SOD)
(Kopyra e Gwézd, 2003; Zhao et al., 2008; Wang et al., 2010), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) (Zhao et al., 2008; Wang et al., 2010),
peroxidase total (POX) (Wang et al.,, 2010). O NO parece atuar ativando a
expressao de genes de enzimas antioxidativas e alterando a expresséo génica

por interacdo direta com fatores de transcricdo por S-nitrosilacdo, ou entéo,
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ativando a rota de sinalizacédo que ira afetar os fatores de transcricdo no final
da rota (Neill et al., 2003; Grin, 2006).

Em contrapartida, a liberagcdo de NO é acompanhada pela liberagdo de
cianeto, o que pode levar a toxicidade celular através da producédo de
peroxinitrito e peréxido de hidrogénio, dependendo da dose aplicada (Wang et
al., 2002). Apesar disso, dentre as moléculas doadoras de NO, o SNP tem
demonstrado os melhores resultados (Murgia et al., 2004).

Mesmo com toda a sua importancia, ainda sdo escassos os trabalhos
sobre a sinalizacdo promovida pelo NO em plantas e a localizagc&o in situ do
mesmo em tecidos vegetais, se comparados com o0 grande numero de
publicacdes tratando da acdo dessa molécula em animais (Neill et al., 2003).
As pesquisas que demonstram o envolvimento do NO nos vegetais vem
crescendo significativamente, mas, mesmo assim, muitos estudos ainda séo
necessarios (Wilson et al., 2008)

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel do NO como

agente atenuante dos efeitos téxicos causados pelo As em plantas aquaticas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e exposicao das plantas ao arsenato e ao nitroprussiato de

sodio

Plantas de Spirodela (Spirodela intermedia W. Koch Lemnaceae)
coletadas no horto botanico da Universidade Federal de Vigosa foram e
transferidas para recipientes de polietileno, contendo 6 L de soluc&o nutritiva de
Clark (1975), meia forca, pH 6,5, e aclimatadas por 3 dias em sala de

crescimento, com temperatura e luminosidade controladas (25 £ 2 °C, 230 pmol

m_2 s_l), sob fotoperiodo de 16 horas.

Ap6s o periodo de aclimatagdo, as plantas foram submetidas aos
seguintes tratamentos: (a) solucao nutritiva, como controle; (b) solugao nutritiva
com nitroprussiato de soédio (SNP) 15,0 mg L™ (c) solugdo nutritiva com
arsénio (Na;HAsO,4 .7H,0) 3,0 mg L™ e (d) solugéo nutritiva com As 3,0 mg L°

!juntamente com SNP 15,0 mg L™* . No periodo de 24 horas do inicio dos
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tratamentos, procedeu-se a coleta das plantas, a lavagem em agua destilada

corrente e a armazenagem a -80 °C para futuras analises.

2.2 Determinacao da concentracdo de arsénio

Amostras de 0,1 g de material seco das plantas foram digeridas com
mistura nitro-perclorica (2:1), em bloco digestor, com temperatura controlada
(100-120°C) até a completa oxidagdo do material vegetal (Marin et al., 1993). O
extrato mineral obtido foi diluido para 10 mL com &gua desionizada e, entdo, a
concentracdo de As foi determinada por espectrofotometria de emissédo em
plasma no espectrofotometro (ICP-OES Perkin Elmer, OPTIMA 8300, Estados
Unidos).

2.3 Obtencdo dos extratos enzimaticos brutos

Os extratos enzimaticos brutos para as determinacdes da atividade da
catalase (CAT), da peroxidase (POX) e da superoxido dismutase (SOD), foram
obtidas pela maceracdo de 0,3 g de plantas em nitrogénio liquido e, entédo,
adicionados 2 mL de meio de homogeneizacdo constituido de tampao fosfato
de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM,
fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1 %
(p/v) (Peixoto et al., 1999), seguido de centrifugacdo a 12.000 xg por 15 min, a
4 °C.

2.3.1 Determinagéo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adi¢cdo de 200 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,8 mL de meio de reacao, constituido de tampéao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e H,O, 12,5 mM (Havir e McHale, 1987). Durante o
primeiro minuto de reagdo, mantida a 25°C, mediu-se o decréscimo na
absorvancia a 240 nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extincdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995) e expressa

em pumol min”mg™de proteina.
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2.3.2 Determinacéao da atividade das peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada pela adicdo de 200 pL do
extrato enzimatico bruto a 2,8 mL de meio de reacdo constituido de tampéao
fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e peréxido de hidrogénio
20 mM (Kar e Mishra, 1976). O incremento da absorvancia durante o primeiro
minuto de reacdo a 420 nm, a 25 °C determinou a producao de purpurogalina.
A atividade enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢do
molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance e Maehley, 1955) e expressa em pmol min-

'mg™de proteina.

2.3.3 Determinacdo da atividade da dismutase do superdxido (SOD, EC
1.15.1.1)

Determinou-se a atividade da SOD pela adicdo de 50 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacéo constituido de tampé&o fosfato de
soédio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazoélio
(NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A
reacao foi conduzida a 25 °C, numa camara de rea¢do sob iluminacdo de uma
lampada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com
papel aluminio. Apés 5 min de exposicdo a luz, interrompeu-se a iluminagéo e
a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, foi determinada pela
medicdo da absorvancia a 560 nm. A medi¢cdo da absorvancia, nesse mesmo
comprimento de onda, de um meio de reacdo exatamente igual ao anterior,
mas mantido no escuro por igual tempo, serviu de branco e foi subtraida da
leitura da amostra que recebeu iluminacéo (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir em 50 % a fotorredugdo do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). A
atividade da SOD foi expressa em U minmg™ proteina.
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2.4 Determinacdao de proteinas

Os teores de proteinas dos extratos enziméticos foram determinados
pelo método de Bradford (Bradford et al.,1976), utilizando albumina bovina

(BSA) para realizar a curva padrao.

2.5 Determinacao da peroxidacao de lipidios

Amostras de 0,160 g de plantas foram homogeneizadas com 2 mL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e centrifugadas a 12.000 xg por 15 min.
Aliguota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de &cido
tiobarbitarico (TBA) 0,5 % (p/v) em TCA 20 %. A mistura foi incubada em agua
fervente por 30 min, e a reacéo foi interrompida em banho de gelo por 10 min.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg durante 10 min, e a
absorvancia determinada a 532 nm. Corrigiu-se a turbidez inespecifica através
da subtracdo da absorbancia da mesma em 600 nm. Utilizou-se o coeficiente
de extincdo 155 mM™“cm™ para quantificar a concentracdo dos peréxidos de
lipidios, sendo os resultados expressos em nmol MDA g™ de massa fresca
(Heath e Packer, 1968).

2.6 Extravasamento de eletrélitos

Para a analise do extravasamento de eletrdlitos utilizou-se segmentos de
tecido vegetal de aproximadamente 0,4 g, 0s quais passaram por lavagem e
acondicionamento em tubos de tampa rosqueavel, contendo 20 mL de agua
desionizada. Apos fechados, os tubos foram acondicionados a temperatura de
25°, por 6 h sendo, em seguida, aferida a condutividade inicial do meio (Xi)
usando condutivimetro de bancada (Digimed, DM31, Brasil). Posteriormente os
tubos foram submetidos a temperatura de 80°C, por 120 minutos, em estufa de
secagem e, apos resfriamento do conteddo das mesmas, aferiu-se a
condutividade final (Xf). A condutividade da agua destilada usada no
experimento foi usada como branco. Expressou-se o extravasamento de
eletrolitos como a porcentagem de condutividade em relacdo a condutividade
total apds o tratamento por 120 minutos a 80° C: [(Xi/Xf) x 100] (Scotti e Thu,

1997).
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2.7 Determinacéao da atividade da redutase do nitrato (NR, EC 1.6.6.1)

Aproximadamente 0,5 g de material vegetal foi cortado em pequenos
segmentos, incubadas em 5 mL do meio de reacdo, constituido de tampéo
fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5 e KNO3 0,2 M e infiltrados no vacuo. Apos 1 h
incubadas em banho maria a 30 °C no escuro e sob agitagdo, as amostras
foram filtradas. Adicionou-se a uma aliquota de 2 mL do sobrenadante 100 pL
de sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N e 1 mL de N-2-nafitiletileno 0,02%. Apos,
procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro a 540 nm. Os resultados foram

expressos em pmol NO,™* g* MF com base em curva de calibrago.

2.8 Deteccdao in situ da producao de 6xido nitrico (NO)

Apbés 24 h de exposicdo aos tratamentos, procedeu-se a coleta de
plantas para andlise in situ da producdo de NO. Raizes inteiras foram
incubados em solucdo de 4,5 diaminofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) 10
UM, a temperatura ambiente, na auséncia de luz (Kojima et al.,, 1998;
Magalhdes et al., 2000). Decorridos 15 min, segmentos radiculares foram
lavados em agua destilada para retirada do excesso da substancia marcadora
e, em seguida, montados em agua entre lamina e laminula. Seguiu-se a analise
imediata em microscépio confocal de varredura a laser (Zeiss, LSM 510, DE)
meta com laser de comprimento de onda de 488 nm e filtros de comprimentos
de onda de 505 e 530 nm, com pinhole de 3 Airy Unit. As imagens obtidas
foram computadas e analisadas utilizando-se o programa Zeiss LCM Image
Bowser. Para todos os tratamentos, realizou-se o controle negativo, sem a
presenca da substancia marcadora DAF-FM DA, a fim de visualizar a

fluorescéncia natural (autofluorescéncia).

2.9 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo 4 tratamentos e 5 repeticbes, sendo que cada
unidade experimental consistiu de 3 gramas de planta por vaso. E os dados
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submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias, comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de significancia para todos os experimentos. Procedeu-se
todas as andlises com o auxilio do programa Genes (Cruz, C.D., 2006).

3. RESULTADOS

3.1 Concentracao de Arsénio em S. intermedia

A absorcdo do As pelas plantas ocorreu de forma relativamente rapida,
atingindo teores elevados com 24 h. Observou-se, também, a participacdo do
NO na reducdo da absorcao desse metaldide, fazendo com que os teores de
As nas plantas expostas somente ao As fossem 37% maiores do que aquelas

obtidas no tratamento com As + SNP (Tabela 1).

TABELA 1: Concentracoes de As em Spirodela intermedia expostas por 24
horas aos tratamentos contendo As e SNP, isoladamente e em conjunto.
Médias + desvio padrdo

Concentragdo de As Teor de As
(mg L™ (g g™ MF)
Controle 0,00 £0.49 c*

SNP 0,00+ 0.67 c
As 465,20 £ 28,34 b
As + SNP 739,00 + 15,47 a

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3.2 Peroxidagdo de lipidios e extravasamento de eletrdlitos

Ao final das 24 horas de exposicdo ao As, a concentracdo de
malonaldeido (MDA) alcancou valor 168 vezes maior do aquele obtido no
controle e 138% maior que o tratamento de As na presenca de SNP. J4 os
tratamentos de As+SNP e somente SNP nao diferiram estatisticamente entre si
e com o controle. (Fig 1A)

Seguindo a mesma tendéncia, pode-se observar na Figura 1B, o
aumento de 50% de extravasamento de eletrolitos no tratamento contendo
apenas As em relacdo ao controle e ao tratamento somente com SNP de 50%

e um aumento de 76% em relag&o ao tratamento contendo As + SNP.
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Figura 1: Concentracbes de malonaldeido (MDA) e extravasamento de
eletrdlitos em Spirodela intermedia ap6s 24 horas de exposicdo aos
tratamentos: Controle, SNP 15 mg L™, As 2 mg L™ e As+SNP. Médias seguidas
pela mesma nao diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

3.3 Efeito do arsénio sobre o sistema antioxidativos enzimatico das

plantas

A atividade das enzimas dismutase do superdxido (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POX) aumentou nas plantas expostas ao arsénio (As),
com acréscimos da ordem de 212, 25 e 83%, respectivamente, maiores do que
no controle, apds 24 horas de exposicdo. A presenca de SNP na solucao
contendo As nao resultou em qualquer incremento dessas atividades,
mantendo os valores semelhantes aqueles observados nas plantas do controle
(Fig 2A, B e C).
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Figura 2: Atividade das enzimas superoxido dismutase (A), catalase (B),
peroxidase (C), em Spirodela intermedia ap6s 24 horas de exposicdo aos
tratamentos Controle, SNP 15,0mg L?, As 2,0 mg L e As+SNP. Médias
seguidas pela mesma nédo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

3.4 Atividade da redutase do nitrato

Ao observarmos a atividade da redutase do nitrato foi reduzida em 26%
na atividade em plantas submetidas ao tratamento com SNP em relacdo ao
controle. Porém houve um aumento expressivo de quase 70% se compararmos
o tratamento submetido somente ao As com controle e reduziu 40% em relag&o

ao tratamento de As com SNP (Fig 3).
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Figura 3: Atividade da enzima redutase do nitrato, em Spirodela intermedia
apos 24 horas de exposicéo aos tratamentos Controle, SNP 15 mg L™, As 2 mg
L e As+SNP. Médias seguidas pela mesma ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.5 Deteccdao in situ da producao de 6xido nitrico (NO)

A raiz das plantas, sem aplicacdo do marcador DAF 2-FM DA,
apresentou baixa emissao de fluorescéncia, sendo este considerado o controle
negativo de fluorescéncia natural das raizes (Fig 4 B, D, F, H).

O tratamento controle, com aplicacdo de DAF 2-FM DA, apresentou
reduzida emissao de fluorescéncia, porém mais alta que raizes sem aplicacao
de DAF 2-FM DA revelando producao basal de NO (Fig 4 A).

Nas plantas expostas apenas ao SNP, doador exdgeno de NO, houve maior
emissao de fluorescéncia, se comparado ao controle (Fig 4 C).

J4 a exposicdo das plantas ao As resultou em elevada emissdo de
fluorescéncia uniformemente distribuida, possivel de ser visualizada em grande
parte da raiz (Fig 4 E). Nas plantas expostas ao As + SNP ocorreu intensa
producdo de NO. Embora a emissédo tenha ocorrido de forma similar aquela
observada nas plantas expostas apenas ao As, o padrédo de distribuicdo da
fluorescéncia foi diferente, sendo possivel identificar emissfes pontuais de

fluorescéncia em células individuais e em toda a raiz (Fig 4 G).
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As + SNP

Figura 4: Producéo in situ de NO em raizes de Spirodela intermedia, coletadas
apos 24 h de tratamento, utilizando o marcador DAF-FM 2 DA: A) Controle; C)
SNP; E) As e G) As+SNP. E sem aplicagdo de DAF-FM 2 DA: B) Controle; D)
SNP; F) As e H) As+SNP. As setas indicam maior intensidade de fluorescéncia.

4. DISCUSSAO

Foi possivel observar uma maior concentracdo de arsénio em plantas
expostas somente ao As em solucdo, se comparada com o tratamento onde
também houve a adicdo de SNP. Isso pode ser explicado pelo fato de o 6xido
nitrico (NO) ter exercido um papel protetor, preservando as membranas e
impedindo a livre passagem do As. Outra hip6tese o estimulo do NO na
producdo de pectina e hemicelulose nas raizes diminuindo, assim, a absorcao
de As, conforme resultados obtidos por Xiong et al. (2009) em plantas de arroz
expostas ao cadmio em presenca de NO.

A maior producédo de EROs em presencga de As leva a um desequilibrio
no potencial redox celular e aumenta a capacidade oxidante da célula,

desencadeando danos em varios processos fisiologicos (Singh et al; 2009).
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Este efeito téxico do As, entretanto, foi revertido em S. intermedia pela
presenca de SNP, provavelmente devido ao aumento da sua capacidade
antioxidante. O SNP pode agir como mensageiro celular e desencadear sinais
para aumentos na atividade do sistema antioxidante nas células. E possivel
que, adicionalmente ao seu efeito como molécula sinalizadora, o SNP tenha
agido como antioxidante, eliminando diretamente o excesso de EROs (Xiong et
al., 2010)

O equilibrio na atividade das enzimas antioxidativas (SOD, CAT e POX)
€ de grande importancia para manter o estado redox da célula, evitando a o
acumulo de EROs e principalmente aformacéo deradicais hidroxila altamente
toxicos (Apel e Hirt, 2004).

A SOD é a primeira enzima a atuar na remoc¢ao de EROs eliminando o
O, e formando H,O; (Alscher et al., 2002).Em presenca de SNP juntamente
com o As, a atividade da SOD apresentou reducéo, o que, neste caso, pode ter
ocorrido em funcéo da reducdo na concentracdo do O, por agéo direta do NO,
diminuindo assim, o substrato da enzima. Resultados semelhantes foram
encontrados em raizes de trigo submetidas ao estresse por cadmio, onde a
aplicacdo do SNP causou a redugdo na atividade da SOD, assim como de
outras enzimas e em raizes de arroz, submetidas ao As e SNP (Singh et al.,
2008 e 2009).

O NO, fornecido via SNP, teve papel semelhante na atividade da
catalase (CAT) e da peroxidase (POX) em S. intermedia exposta ao As,
auxiliando na atenuagdo dos danos toxicos causados por este elemento. Essa
acdo do NO sobre a CAT e a POX foi, também, verificado em outras condi¢cdes
de estresse, como relatado por Beligni e Lamattina (2002) em folhas de batata
tratadas com herbicida e por Wang et al. (2011) em Hydrilla verticillata tratada
com amodnia. Tanto a CAT quanto a POX atuam na remocao de H,O,, porém
essas duas classes de enzimas apresentam afinidades diferentes para com o
substrato. As peroxidases séo responsaveis pela fina modulacdo de H,O,,
removendo-o mesmo em quantidades menores, enquanto que as catalases sao
responsaveis pela remocao dessa molécula em altas concentracdes, ou seja,
durante o estresse (Willekens et al., 1997; Mittler 2002).

Com menor concentragcdo desses EROs, os danos celulares séao
reduzidos, inclusive a peroxidacédo lipidica (Darley-Usmar et al., 2000). Em

plantas expostas ao As+SNP observou-se diminuicdo na peroxidacdo de
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lipidios e no extravasamento de eletrdlitos, conforme verificado em respostas
de toxicidade induzida por cobre (Yu et al., 2005), aluminio (Wang e Yang,
2005) e cadmio (Sing et al., 2008). O processo de peroxidagcdo de lipidios é
resultado de uma cascata de eventos bioquimicos resultantes da acédo de
EROs sobre os lipidios insaturados das membranas celulares gerando,
principalmente, radical lipidico, radical alcoxila e radical peroxila. Essas
reacbes levam a destruicAo da estrutura da membrana, faléncia dos
mecanismos de troca de metabolitos, extravasamento de eletrélitos e, numa
condicdo extrema, a morte celular. A peroxidacao lipidica talvez se constitua no
evento citotéxico primario que desencadeia sequéncia de lesGes na célula
(Darley-Usmar et al., 2000). Além de atuar como agente indutor de
mecanismos antioxidantes, o NO pode agir diretamente por combinacdo com
radical alcoxila e radical peroxil, o que interrompe a peroxidacao lipidica
evitando a propagacao do evento (Wink e Mitchell, 1998).

A reducdo na geracdo de MDA e no extravasamento de eletrélitos
observado nas plantas expostas ao tratamento As + SNP demonstram o efeito
citoprotetor do NO, reduzindo os danos celulares e dessa forma, impedindo
grande absorcdo de As pelas plantas. (Singh et al., 2008 e 2009,
Valentovicova et al., 2010).

O NO em plantas é sintetizado basicamente por meio de duas rotas
metabdlicas: uma tem como precursor a L-arginina e envolve a acédo da enzima
sintase do oOxido nitrico (NOS) e a outra parte do nitrato (NO3), que é
transformado em nitrito (NOy) pela acdo da redutase do nitrato (RN) e, em
seguida, em NO (Neill et al., 2003; Crawford 2006; Wilson et al., 2008). A
aplicacdo de nitroprussiato de sédio (SNP), fornecedor exégeno de Oxido
nitrico (NO) foi capaz de reduzir a atividade da RN, semelhante ao encontrado
nos trabalhos de Wang e Yang (2005) e Wang et al. (2010). Essa reducao pode
se dar por uma retroinibicdo da enzima na presenca de NO (Zheng et al.,
2005).

A exata localizacdo e quantificacdo de NO em extratos ou tecidos de
plantas € possivel gracas a utilizacdo de marcadores, como as
diaminofluoresceinas (DAFs) (Kojima et al., 1998). Nas plantas submetidas
ao estresse por As, houve maior producdo de NO, confirmado pela elevada
intensidade de fluorescéncia. Correlacionando os resultados obtidos, sugere-se

qgue o NO produzido, nesse caso, atua como indutor da atividade de enzimas
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do sistema antioxidante, atenuando os danos oxidativos. Em plantas tratadas
com As e SNP foi observada, também, intensa emissdo de fluorescéncia,
indicando elevada concentragéo de NO. Nesse caso, entretanto, o0 NO pode ter
participado diretamente na remocado de EROs, atenuando, de forma mais
eficiente, os danos toxicos do As. Resultados semelhantes foram obtidos por
Singh et al. (2009), em que plantas de arroz, também expostas ao As, tiveram
aumento na atividade das enzimas antioxidantes.

Desta forma, o NO, suprido na forma de SNP, é capaz de atenuar o
estresse oxidativo desencadeado pelo As, restaurando a homeostase celular e
diminuindo a peroxidagao lipidica. A localizacgao in situ do 6xido nitrico pode ser
avaliada por microscopia de fluorescéncia, no qual demonstrou um maior

aumento de NO em plantas tratadas com As.
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CONCLUSOES GERAIS

A toleréncia da S. intermedia ao As pode estar relacionada a intensa
atividade das enzimas antioxidantes POX, APX, GPX e SOD com o aumento
da dose de As. Essas enzimas foram responsaveis pela queda expressiva de
H,O,. Porém os niveis de 'O aumentaram com a dose de arsénio,
demonstrando que a alta atividade da SOD nao foi capaz de remover
totalmente essa ERO. J& a CAT, parece nao ter papel fundamental na remocéo
de EROs, j4 que sua atividade diminuiu com o aumento da dose de As.

Espécies reativas de oxigénio em excesso, principalmente o ‘0%, que
nao foi totalmente eliminado pelo sistema antioxidativo, pode ter causado
danos de membrana, levando a alteracfes estruturais da coifa da raiz quando
essa foi exposta ao As.

A exposicdo das plantas ao As foi acompanhada do aumento da
atividade das enzimas antioxidantes, indicando a participacdo ativa destas
enzimas como parte da estratégia que reduz o estresse induzido pelo
metaldide. Nas plantas expostas ao As em presenca de SNP, essas atividades
foram reduzidas, chegando bem préximos a valores encontrados em plantas
controle, possivelmente, devido a acéo direta do 6xido nitrico (NO) na remocéao
dos metabdlitos toxicos, ndo requerendo, portanto, incremento na atividade das
enzimas do sistema de protecao antioxidante celular.

A atividade da redutase do nitrato aumentou quando as plantas foram
submetidas ao tratamento com As. E apresentou uma suave queda no
tratamento somente com SNP ou de As na presenca de SNP, indicando uma
retroinibicdo da enzima quando se fornece NO exdgeno.

A técnica empregando a microscopia de fluorescéncia permitiu a
visualizacéo e quantificagdo da emissdo de fluorescéncia proveniente da maior

concentracdo de NO em raizes expostas ao As e ao As+ SNP.
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