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RESUMO

ANDRADE, Heloisa Monteiro de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2011. Oxido nitrico e tolerancia ao arsénio em aguapeé. Orientador: Juraci Alves de
Oliveira. Co-orientador: José Lino Neto.

Plantas de aguapé (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) foram submetidas a
niveis toxicos de arsénio (As) com o objetivo de induzir o estresse oxidativo e avaliar o
papel do 6xido nitrico (NO), fornecido via nitroprussiato de sdédio (SNP), como agente
atenuante desse estresse. As plantas foram tratadas com 20 uM de As, com ou sem
SNP, na concentragcdo de 100 uM, adicionados a solugdo nutritiva, durante 24 horas. A
concentragdo de peroxido de hidrogénio (H,0O,), anion superoxido (O, ”) e malonaldeido
(MDA) foram determinadas, além da atividade das enzimas dismutase do superdxido
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e a concentracdo interna de As. A
integridade de membrana da raiz foi inferida através de coloracdo utilizando-se solug¢do
de Azul de Evans. A presenca do SNP em conjunto com o As resultou em maiores
concentragdes desse metaloide nas raizes e maior translocacdo para as folhas. Apesar
disso, a concentracdo de H,O,, O,” ¢ MDA foi menor em comparacdo com as plantas
tratadas apenas com As, assim como a atividade das enzimas SOD e POX. Porém, a
CAT apresentou maior atividade nas etapas iniciais de tratamento. O papel protetor do
NO diminuiu os danos oxidativos induzidos por As, o que também ficou evidente a
partir da coloragcdo para a deteccdo da integridade da membrana plasmatica. Assim,
verificou-se que o NO, fornecido pelo SNP, ameniza a toxidez em raizes de aguapé

induzida pelo As.
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ABSTRACT

ANDRADE, Heloisa Monteiro de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2011. Nitric oxide and tolerance to arsenic in water hyacinth. Adviser: Juraci Alves
de Oliveira. Co-adviser: José Lino Neto.

Water hyacinth (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) were subjected to toxic
levels of arsenic (As) in order to induce oxidative stress and assess the role of nitric
oxide (NO), provided by the sodium nitroprusside (SNP), as agent for mitigating this
stress. The plants were treated with As 20 uM, with or without SNP at a concentration
of 100 uM, added to the nutrient solution for 24 hours. The concentration of hydrogen
peroxide (H,0,), superoxide anion (O;”) and malonaldehyde (MDA) were determined,
as well as the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX) and the internal concentration of As. The membrane integrity of the
root was inferred by staining using Evans Blue solution. The presence of SNP with As,
resulted in higher concentrations of this metalloid on the roots and increased
translocation to the leaves. Nevertheless, the concentration of H,O,, O, and the MDA
was lower in comparison with plants treated only with As, as well as the activity of
SOD and POX. However, CAT was most active in the early stages of treatment. The
protective role of NO decreased the oxidative damage induced by As, which was also
evident from the staining for detection of plasma membrane integrity. Thus, the NO,

provided by the SNP, alleviates toxicity induced in roots of water hyacinth by As.

Vii



1. INTRODUCAO

As plantas sdo, frequentemente, expostas a condicdes de estresses bidticos e
abidticos e, para minimizar ou remediar, elas apresentam modificagdes em nivel
estrutural, bioquimico e de expressao génica. Para tanto, o vegetal detecta precocemente
a condicao desfavoravel e ativa cascatas de sinalizacdo que levardo as respostas
adequadas. Varias vias de sinalizag@o de estresse ja foram descritas na literatura, como
as vias mediadas por célcio (Berridge et al., 2003) e as mediadas por cGMP (Meier et
al., 2009). Recentemente, estudos tém demonstrado o papel do 6xido nitrico (NO) como
mediador em varias vias de sinalizagdo envolvidas na resisténcia a doengas, na morte
celular, na senescéncia, no desenvolvimento da raiz, na germina¢do, nas respostas
hormonais, no crescimento, na floragdo e nas respostas a estresses bioticos. Em relagao
a resposta a estresses abioticos, além do papel sinalizador, o NO possui poder
antioxidante, como constatado em plantulas de arroz (Sing et al., 2009) submetidas a
diversos estresses, dentre eles, o arsénio (As).

O As ¢ um metaloide encontrado naturalmente no ambiente, porém, devido a
diversas atividades antrdpicas, como a mineragao, por exemplo, tem ocorrido acimulo e
consequente contaminagao do solo e de 4guas superficiais e subterraneas. A ingestao de
agua contaminada por As ¢ a forma mais comum de exposi¢do do homem a toxicidade
desse elemento, que pode causar varios distirbios fisioldgicos e, em alguns casos, levar
a morte (Dopp et al., 2004). Atualmente, o desenvolvimento de tecnologias que possam
remediar os ambientes contaminados tem sido utilizadas, dentre as quais, a
fitorremediacdo, em que plantas possam atuar como fitorremediadoras. Algumas plantas
aquaticas, como Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (aguapé), possuem capacidade de
tolerancia a diversos poluentes, como o As e, dessa forma, poderiam atuar como
fitorremediadoras (Guimaraes et al., 2006; Agunbiade et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais as plantas toleram o As ainda nao estdo totalmente
elucidados, mas sabe-se que os sistemas antioxidativos, enzimaticos € ndo-enzimaticos,
sdo de grande importancia, uma vez que o principal dano causado pelo As ¢ devido a
geragdo de intermediarios reativos de oxigénio (ROI’s), com grande potencial de dano
celular.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel do NO como agente

atenuante dos efeitos toxicos causados pelo As. Apesar de intensos estudos em relagdo



ao papel sinalizador do NO, ainda nao se sabe exatamente as vias pelas quais 0 mesmo

participa por ser uma molécula extremamente reativa e de curto tempo de vida.



2. REVISAO DE LITERATURA

O oxido nitrico (NO) ¢ um radical livre, gasoso, com propriedades hidrofobicas,
que estd implicado em diversos processos fisioldgicos em animais e plantas. Seu papel
biologico foi inicialmente demonstrado no mecanismo de relaxamento vascular e, desde
entdo, varias pesquisas tem surgido em relagdo a esta molécula (Besson-Bard et al.,
2008).

O NO pode ser sintetizado, principalmente, pela enzima sintase do 6xido nitrico
(NOS) que, apesar de ser bem caracterizada em animais, em plantas ainda ndo foi
comprovada sua existéncia, porém a sua atividade tem sido detectada em vérios tecidos
vegetais (Guo et al., 2003; Corpas et al., 2006; Crawford et al., 2006; Leach et al.,
2010). Outra enzima envolvida na sintese de NO ¢ a redutase do nitrato (NR) que possui
funcdo primordial de converter nitrato a nitrito para a assimilacdo de nitrogénio, mas
pode também converter nitrito a NO, numa via dependente de NADPH, em resposta a
estresse abidtico (Wang et al., 2010).

Os efeitos diretos do NO, os quais requerem baixas concentragdes, envolvem a
interagdo com outros ligantes, sendo este mecanismo responsavel pela acdo fisioldgica
deste composto. Dentre os efeitos diretos, destaca-se a ligagdo com o grupamento heme,
formando um complexo nitrosil-metalico, processo pelo qual a guanilil ciclase é ativada
gerando cGMP. Apesar de relatado o aumento na concentragdo de cGMP em resposta a
doadores de NO em plantas, a guanilil ciclase ainda ndo foi identificada (Durner et al.,
1998; Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007; Wang et al., 2010).

Efeitos indiretos, decorrentes da interagdo de altas concentragdes de NO com
oxigénio (0O;) e anion superdxido (O;7), resultam na produ¢do de compostos
intermediarios, altamente reativos, como o anion peroxinitrito (ONOO’), que se
difundem a distancias consideraveis na célula e reagem com os grupos tiois de proteinas
e radicais poliinsaturados de lipideos da membrana (Wink e Mitchell, 1998). O
peroxinitrito pode, ainda, gerar o dioxido de nitrogénio (NO») e o radical hidroxil (OH")
(Miranda et al., 2000; Radi et al., 2000; Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007).

O NO ou os compostos intermediarios produzidos podem, ainda, interagir com o
grupamento tiol da cisteina, num processo chamado de S-nitrosilagdo. Este é um
importante mecanismo para a dindmica e a regulagdo poés-traducional de muitas
proteinas, tanto in vitro e in vivo (Stamler et al., 2001; Lindermayr ¢ Durner, 2009), tais

como a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), metionina adenosiltransferase



(MAT) e metacaspase 9 (Bethke et al., 2004; Lindermayr et al., 2005; Besson-Bard et
al., 2008).

Os principais efeitos do NO, atualmente estudados, estdo relacionados ao papel
exercido como agente de sinalizagdo celular, que parecem coexistir com as vias
envolvendo ions célcio, ADP ribose ciclica (cADPR) e proteinas quinases.

Em vegetais, provavelmente, ocorre mecanismo de sinalizagdo similar aquele
dos animais, em que o cADPR pode ser produzido imediatamente apos a geracdo de
¢GMP, o que estimula a liberagdo de calcio, numa cascata NO-cADPR-Ca®’. Além
disso, o NO pode ativar vias de sinalizagdo por MAPK (proteina quinase mitégeno
ativada), o que resulta na alteragdo da expressdo génica (Pagnussat et al., 2004). Com
isso, ele participa de varios processos fisiologicos em plantas, tais como crescimento,
desenvolvimento, fechamento estomatico, floracdo, morte celular programada, dentre
outros (Neill et al., 2008).

As plantas estdo constantemente expostas a estresses causados por fatores
abidticos como luz, temperatura, agua, salinidade e polui¢do, os quais causam
desequilibrio na célula entre a producdo de intermedidrios reativos de oxigénio (ROI’s)
e a sua desintoxica¢do. Em contraste com o oxigénio molecular, os ROI’s podem causar
danos a macromoléculas (lipideos, proteinas e acidos nucleicos), levando a destrui¢ao
oxidativa da célula (Karenlampi et al., 2000; Valko et al., 2006; Barreiros et al., 2006).
Para evitar os danos celulares, as plantas possuem mecanismos de respostas rapidos que
incluem as defesas antioxidantes enzimaticas (catalase, dismutase do superdxido e
peroxidases) e ndo enzimaticas (glutationa, ascorbato e carotendides) (Halliwell, 2006).
Entretanto, a percepcdo do estresse e o desencadeamento das respostas celulares
requerem a participagdo de agentes sinalizadores, onde o NO tem atuado nas respostas a
estresses causados por cobre (Yu et al., 2005), aluminio (Wang ¢ Yang, 2005), cadmio
(Sing et al., 2008; Valentovicova et al., 2010) ¢ arsénio (Singh et al., 2009).

Apesar dos mecanismos pelos quais as plantas percebem e respondem ao NO
estejam pouco elucidados, diversos resultados sugerem que este radical esteja envolvido
no aumento das respostas antioxidativas em algumas espécies de plantas, resultando na
redu¢do de danos celulares causados por ROI’s. Além disso, 0 NO parece mediar e
ativar a expressao de genes de enzimas antioxidativas, alterando a expressdo génica por
interagdo direta com fatores de transcri¢do por S-nitrosilacdo, ou entdo, ativando a rota
de sinalizag¢do que ira afetar os fatores de transcrigdo no final da rota (Neill et al., 2003;

Griin, 2006).



Diversos estudos tém demonstrado que o NO fornecido de forma exogena,
através de moléculas doadoras como o nitroprussiato de sddio (SNP), apresentam
efeitos atenuantes de estresse causado por diversos agentes quimicos (Yu et al., 2005;
Singh et al., 2008, 2009). O SNP, (Na,[Fe(CN)sNO].2H,0), ¢ uma molécula inorganica
que ndo atravessa as membranas celulares, mas ¢ capaz de liberar NO, que por sua vez,
entra nas células onde atua. A liberagdo de NO, neste caso, ¢ acompanhada pela
liberacdo de cianeto, o que pode levar a toxicidade celular. Além disso, pode haver
ainda a producdo de peroxinitrito e perdxido 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).



3. HIPOTESE

A espécie vegetal Eichhornia crassipes, apresentara respostas mediadas pelo
oxido nitrico, com redug@o nos teores de substancias oxidantes e aumento significativo

nos mecanismos de tolerancia, apds tratamento com arsénio.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais:
Avaliar a participacao do 6xido nitrico como agente atenuante das alteracdes

bioquimicas relacionadas a tolerancia de Eichhornia crassipes ao arsénio.
4.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o papel sinalizador do 6xido nitrico, os oxidantes e 0os mecanismos

antioxidantes em raizes de Eichhornia crassipes expostas ao arsénio.

2. Caracterizar, mediante analise histoquimica, a acdo atenuante do NO em

raizes de Eichhornia crassipes, ap6s exposi¢do ao arsénio.



5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencéo, aclimatacgdo e exposi¢cdo das plantas ao arsenato e ao nitroprussiato
de sédio (SNP)

Plantas aquaticas de aguapé (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms), obtidas na
estacdo de piscicultura da Universidade Federal de Vigosa, foram aclimatadas por seis
dias em recipientes de polietileno (0,35 x 0,30 x 0,17 m), contendo 10 L de solugdo
nutritiva de Clark (1975), pH 6,5, em sala de crescimento de plantas, com temperatura e
luminosidade controladas (25 + 2 °C, 230 umol m™ s™), sob fotoperiodo de 16 horas,
sendo a solugdo nutritiva trocada a cada trés dias.

Apbs o periodo de aclimatacdo, amostras com aproximadamente 10 g de plantas,
receberam diferentes tratamentos: (a) solucdo nutritiva, como controle; (b) solug¢do
nutritiva com nitroprussiato de sodio (SNP) (100 uM); (c) solucao nutritiva com arsénio
(As), na forma de Na,HAsO4.7H,0 (20 uM); (d) As (20 uM) com SNP (100 uM). Apds
0, 4, 12 ¢ 24 horas do inicio dos tratamentos foi feita a avaliacao visual dos danos, com
registro fotografico, seguido da remocao dos apices das raizes lavados por 30 s em dgua
corrente ¢ desionizada, seguido de armazenamento a -80°C, antes das analises

bioquimicas.

5.2. Determinacao da concentracgéo interna de arsénio

As plantas, separadas em raizes e parte aérea, a cada periodo de exposi¢do,
foram secas em estufa e, entdo submetidas a mineraliza¢do imida com 3 mL de mistura
nitrico-perclorica 2:1, a temperatura de 100-120°C, para evitar a volatilizacdo do As, até
a completa oxidagdo da matéria organica (Marin et al., 1993). Amostras mineralizadas
foram diluidas para 25 mL com agua desionizada e, entdo, analisadas por
espectrofotometria de absor¢do atomica (Modelo AA-6701F, Shimadzu Corporation,

Japdo) com geragdo de hidreto, para determinacdo dos teores de As.

5.3. Determinacgéo do Fator de Translocacéo (FT)

O fator de translocagdo (FT) foi calculado através da seguinte equacdo: FT
Cpa/Cr, em que: Cps = concentragdo de As na parte aérea, em mg g' MS; Cr =
concentracio de As na raiz, em mg g' MS (Zhao et al., 2009), em cada periodo de

exposicao.



5.4. Determinacao da concentracéo de peroxido de hidrogénio

Amostras de 200 mg de 4apices radiculares foram trituradas em nitrogénio
liquido, em seguida homogeneizadas em 2,0 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM,
pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM. Apds filtragcdo através de 4 camadas de gaze, o
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 xg, por 15 min, a 4°C, coletando-se o
sobrenadante (Kuo e Kao, 2003).

Aliquotas de 50 pl do sobrenadante foram adicionadas a um meio de reagdo
constituido de FeNH4(SO4) 100 uM, acido sulfarico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM
e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram
mantidas no escuro por 30 minutos e a absorvancia determinada a 560 nm. Brancos para
as cores dos reagentes e dos extratos vegetais foram preparados em paralelo e subtraidos
da amostra. As concentracdoes de H,O, nas amostras foram estimadas com base em

curva de calibracao.

5.5. Determinacédo da concentracao de anion superéxido

Foram coletados de 50 mg de dpices radiculares sem a coifa, com
aproximadamente 1 cm e entdo, cortados em pequenos segmentos e incubados em 2 mL
de meio de reacdo constituido do sal dissdédico do 4cido etilenodiamino tetracético
(Na;EDTA) 100 uM, B-nicotinamida adenina nucleotido reduzida (NADH) 20 uM e
tampao de fosfato de s6dio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001). Os tubos, tipo
“penicilina”, foram hermeticamente fechados e a reagdo iniciada pela introdugdo de 100
uL de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1 N, usando-se seringa cromatografica. As
amostras foram incubadas a 28°C, sob agitacdao, por 5 min, os segmentos radiculares
foram removidos e, a partir do sétimo minuto, iniciou-se a leitura da absorvancia a 480
nm, durante 5 minutos. O branco foi realizado sob as mesmas condi¢des, mas sem
material vegetal. A producdo de anion superdxido foi avaliada pela determinacdo da
quantidade de adenocromo acumulado (Misra e Fridoovich, 1971), utilizando-se o

coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10> M™! (Boveris, 1984).



5.6. Avaliacao da peroxidacéo de lipideos

A avaliagdo da peroxidacdo de lipideos foi feita pela quantificagdo de
malonaldeido (MDA). Para isto, amostras de 200 mg de tecidos da raiz foi
homogeneizada com 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e centrifugado a
10.000 xg por 20 min. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL
de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20%. A mistura foi incubada em
agua fervente por 30 minutos e a reagdo interrompida pela colocagdo dos tubos de
reacdo em um banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 xg durante 5 min, e a absorvancia do sobrenadante lida a 532 nm
e corrigida para a ndo-especifica absorvancia a 600 nm. A quantidade de complexo
MDA-TBA (pigmento vermelho) foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar

155 mM™' cm™ (Heath e Packer, 1968).

5.7. Deteccdo da integridade da membrana plasmética em células de raiz

A integridade da membrana plasmatica em células da raiz foi detectada através
de coloracdo utilizando Azul de Evans, sendo que, as mais danificadas, o corante
penetra corando-as de azul intenso.

As raizes sem coifa, foram incubadas em 10 mL de solucdo Azul de Evans
(0,025%, p/v, em CaCl, 100 uM, pH 5,6) por 30 min. Em seguida, foram lavadas de trés
a quatro vezes, com um volume suficiente de dgua destilada e observadas sob um
Estereoscopio Trinocular (modelo SZH10, Olympus), equipado com um sistema de

imagem digital (Yamamoto et al., 2001).

5.8. Determinacdo de atividades enzimaticas

Amostras de 300 mg de raiz foram maceradas em nitrogénio liquido e, entdo,
adicionados 2 mL de meio de extragdo constituido de tampao fosfato de potéssio 0,1 M ,
pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (Peixoto et
al., 1999). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg por 15 min, a 4 °C, e o

sobrenadante utilizado como extrato bruto na determinagdo da atividade das enzimas.



As atividades enzimdticas foram expressas com base nos teores de proteinas

determinados pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se BSA como padrao.

5.8.1. Determinacéo da atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 50 pL do extrato enzimatico
bruto a 2,95 mL de meio de reagdo constituido de tampao fosfato de sodio 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 reagdo 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. Apos 5 min de exposi¢do a luz, a
iluminagao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT,
foi medida pela absorvancia a 560 nm. A absorvancia a 560 nm de um meio de reagao
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual tempo, serviu de branco
e foi subtraida da leitura da amostra que recebeu iluminacdo (Giannopolitis e Ries,
1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

inibir em 50 % a fotorredu¢do do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

5.8.2. Determinacao da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pela adi¢do de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,0 e H,O, 12,5 mM (Havir e McHale, 1987). O decréscimo na
absorvancia, no primeiro minuto de reacdo, foi medido a 240 nm a 25 °C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™

(Anderson et al., 1995) e expresso em pM de H,O, min ' mg™ de proteina.

5.8.3. Determinacéo da atividade das peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

A atividade das peroxidases foi determinada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e perdxido de hidrogénio 20 mM (Kar e Mishra,
1976). A producdo de purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvancia

durante o primeiro minuto de reacdo a 420 nm, a 25 °C. A atividade enzimatica foi
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calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM cm™ (Chance e

Magehley, 1955) e expressa em uM de H,0, min "' mg™ de proteina.

5.9. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 4 tratamentos e 3
repeti¢des, sendo que cada unidade experimental consistiu de 2 plantas por vaso. Os
dados foram coletados em 4 tempos (0, 4, 12, 24 horas) e analisados através de
regressao utilizando o Sistema de Analises Estatisticas ¢ Genéticas da Universidade

Federal de Vicosa (SAEG) da Fundagao Arthur Bernardes, versao 9.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Sintomatologia visual

A observagdo das plantas de aguapé submetidas ao As revelou que os sintomas
da toxidez tornaram-se visiveis a partir de 12 horas de exposi¢do, com inicio de clorose
marginal que progrediu na lamina foliar ao longo do tempo. Ao final de 24 horas de
exposicao, as plantas apresentaram sintomas severos de toxidez, semelhantes a déficit
hidrico, com murcha e seca em quase todas as folhas (Figura 1).

As plantas expostas ao As, em conjunto com SNP, também apresentaram
sintomas de toxidez a partir de 12 horas de exposi¢ao, assim como aquelas expostas ao
As, porém, ao final de 24 horas de tratamento, os sintomas foram menos severos, de
forma que poucas folhas apresentaram aspecto de murcha e seca, enquanto as demais

apenas apresentavam inicio de clorose.

4 horas 12 horas 24 horas

Controle

SNP

As+SNP

Figura 1: Sintomatologia visual de plantas de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
submetidas a diferentes tratamentos.
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6.2. Acumulo de As na raiz e parte aérea

O aguapé absorve o As de forma rdpida, de tal forma que, em 4 horas de
exposicdo, foi possivel detectar significativa concentragdo interna de As.

A concentracdo de As foi maior nas raizes (Figura 2A), mas com rapida
translocacdo para as folhas (Figura 2B). Em ambos os casos, raizes e folhas, observou-

se tendéncia a estabilizacdo do acimulo de As ap6s 16 horas de exposi¢ao.
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o W ' R2=0,9629
T ¥
£ < 100 -
Q
-
50 -
0 ! T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24
250 -
¥, =-0,5562x+ 20,899+ 10,894
2:
2 200 | R2=0,9724
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[1+]
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2 w 100 |
v = - -0,3983x2+ 13,888x + 7,1856
=]
0 R2=0,9668
o 50
Q
-
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0 4 8 12 16 20 24
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Figura 2 — Concentracdo de As na raiz (A) e na parte aérea (B) de Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms expostas aos tratamentos com As (m) ¢ As+SNP (A).
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A presenca do SNP em solucdo, juntamente com o As, resultou em maiores
concentragdes de As nas raizes e nas folhas. Ao longo do tempo de exposicdo, a
presenca do SNP possibilitou aumento significativo na transloca¢do do As absorvido
para as folhas, alcancando concentracdo 73,9% maior do que aquela observada em

plantas expostas apenas ao As, apos o final de 24 horas de exposigao.

6.3. Fator de Translocagdo

Nas plantas expostas apenas ao As verificou-se que o Fator de Translocacao (FT)
manteve-se praticamente estavel ao longo do tempo, ao passo que, no tratamento
As+SNP houve incremento do FT ao longo do tempo, indicando maior translocacdo
desse elemento das raizes para as folhas (Figura 3).

Com o decorrer do tempo de exposi¢cdo, observou-se que as diferengas entre os
tratamentos com As se tornaram mais acentuadas, atingindo ao final de 24 horas,
valores de FT nas plantas expostas ao As+SNP cerca de 100% maiores do que nas

plantas expostas ao As.

1,2
yA= -0,001x2+ 0,0551x+ 0,256
1 - RZ=1
0,8
T 06 -
K = —a
04 -
Ve~ -0,002x+0,5263
02 4 R?=0,9868
0 T T T T T 1
0 4 & 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 3 — Fator de Translocagao (FT) de plantas de Eichhornia crassipes (Mart.)

Solms expostas aos tratamentos com As (m ) e As+SNP (A).
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6.4. Efeito do As e do NO na concentracdo de intermediarios reativos de oxigénio

6.4.1 Concentracao de peroxido de hidrogénio

A exposi¢do de plantas ao As resultou em aumento na concentracao de peroxido
de hidrogénio (H,O;) com o decorrer do tempo. No entanto, a presenga do SNP foi
capaz de reverter esse acréscimo apos 14 horas de exposi¢do. Ao final de 24 horas,
verificou-se que a concentragdo de H,O, foi 24% menor nas plantas expostas ao
As+SNP em relagdo as plantas expostas ao As (Figura 4).

Isoladamente, o SNP ndo teve influéncia significativa na concentracdo de H,O,,

permanecendo os valores aproximadamente iguais aos das plantas controle.
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Figura 4 — Concentracdo de H,O, em raizes de Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms expostas aos tratamentos: Controle (¢ ), SNP (O), As (m) e As+SNP (A).

6.4.2 Concentracao de anion superoxido

A concentracdo do anion superdxido (O,”) aumentou com a exposicdo ao As,
sendo que este aumento acentuou-se com o decorrer do tempo. No tratamento onde se
adicionou o SNP a solugdo com As, também houve aumento na concentracdo de O;",
porém se manteve abaixo do tratamento com apenas As (Figura 5). No tratamento
contendo apenas o SNP, as concentracdes de O, se mantiveram semelhantes ao do

controle.
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Figura 5 — Concentragdo de O,” em raizes de Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms expostas aos tratamentos: Controle (¢ ), SNP (O), As (u) e As+SNP (A).

6.5. Acimulo de Malonaldeido (MDA)

O grau de peroxidacdo lipidica nas raizes de aguapé, quando submetidas ao As,
foi maior comparado aos demais tratamentos, com acentuado incremento a partir de 12
horas de exposi¢do. Ao final das 24 horas de exposicdo ao As, a concentracdo de MDA
alcangou valor 50 vezes maior do aquele obtido no inicio do tratamento. A presenga do
SNP no meio contendo As foi determinante na manutencdo dos baixos valores da
concentragdo de MDA, indicativo de preservacao da integridade das membranas (Figura
6). A adigcdo de SNP isoladamente ndo causou significativa alteragdo na concentracio de

MDA, permanecendo préximo aqueles valores observados no controle.
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Figura 6 — Concentragdo de MDA em raizes de Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms expostas aos tratamentos: Controle (¢ ), SNP (O), As (m) ¢ As+SNP (A).

6.6. Efeito do As e do NO na integridade da membrana plasmatica em células de
raiz

A raiz exposta ao As revelou danos causados a integridade de membrana,
visualizado por meio da coloragdo azul mais intensa no apice radicular. A presenga do
SNP, juntamente com o As, tornou esse dano menos intenso, conforme observacao da

coloracdo mais ténue do apice das raizes (Figura 7).

Controle SNP As As+SNP

Figura 7: Coloragdo com Azul de Evans mostrando o efeito da exposicdo de raizes de
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms aos tratamentos por 24 horas.
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6.7. Efeito do As e do NO na atividade de enzimas antioxidantes
6.7.1 Dismutase do Superdxido (SOD)

A atividade da dismutase do superoxido (SOD) nas plantas expostas ao As foi,
ao longo de 24 horas de exposi¢ao, significativamente maior do que aquela observada
em plantas expostas a0 As+SNP. O maior incremento na atividade da SOD em plantas
expostas ao As, ocorreu a partir de 12 horas de exposi¢do, ao passo que, no tratamento
de As+SNP, o aumento na atividade se deu de forma linear (Figura 8). Dessa forma,
provavelmente a reducdo observada na concentragdo de O,  nessas plantas se deve a

acao conjunta do NO agindo diretamente sobre o O;" e da atividade da SOD.

97 ye=0,0068x2-0,1584x+7,0369 R?= 1

Vo~ 0,0547x+7,3325R? = 0,8733
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8 -

y A= 0,0471x+6,2571R* = 0,8036

proteina)
~l

Atividade da SOD {unidades de SOD mg !

0 4 & 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 8 — Atividade da SOD em raizes de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
expostas aos tratamentos: Controle (¢ ), SNP (O), As (®) e As+SNP (A ).

6.7.2 Catalase (CAT)

Semelhante a avaliacdo da enzima SOD, a atividade da enzima CAT teve
significativo incremento apds 12 horas de exposi¢do ao As. Ao final de 24 horas, esta
atividade foi superior aquela obtida em plantas expostas ao As+SNP. No entanto, ndo
foi suficiente para atenuar os danos oxidativos celulares (Figura 9). O SNP, fornecido

juntamente com o As, induziu aumento continuo da atividade enzimatica,
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desempenhando papel determinante como ativador de mecanismo de protecdo contra

danos oxidativos desde as etapas iniciais de absorc¢do de As.
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Figura 9 — Atividade da CAT em raizes de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
expostas aos tratamentos: Controle (¢ ), SNP (O), As (m) e As+SNP (A ).

6.3.3 Peroxidase (POX)

As plantas expostas ao As apresentaram aumento continuo na atividade da
POX, com valores superiores aqueles obtidos nos demais tratamentos (Figura 10). Esse
aumento da atividade ndo foi suficiente para a remog¢ao do excesso de H,O, gerado

decorrente do tratamento com As.
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Figura 10 — Atividade da POX em raizes de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
expostas aos tratamentos: Controle (¢ ), SNP (O), As (m) e As+SNP (A).

Por outro lado, nas plantas submetidas ao tratamento com As+SNP ndo se
verificou incremento significativo em relagao ao tratamento com apenas SNP, indicando

que, neste, o doador de NO nao atuou como agente indutor na atividade dessa enzima.
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7. DISCUSSAO

De modo geral, as plantas acumulam metais e metaloides em maior
concentragdo nas raizes (Singh et al., 2007). No caso do arsenato (As"), devido a sua
semelhanca quimica com o fosfato, verifica-se que ele utiliza o mesmo sistema de
absor¢do e, dessa forma, ocorre a rapida absor¢do deste elemento (Zhang et al., 2008;
Zhao et al., 2009), conforme verificado em aguapé apds 4 horas de exposi¢do ao As.
Um dos principais meios de acamulo deve-se a ligagio do arsenito (As'"), resultante da
reducdo do arsenato, a compostos tidlicos e armazenamento no vacuolo (Tripathi et al.,
2006).

As plantas de aguapé, expostas ao As em conjunto com o SNP, apesar de
apresentarem maior concentragdo de As nas raizes e maior translocagdo para as folhas,
tiveram sintomas da toxidez menos severos do que aquelas expostas apenas ao As, o
que indica efeito atenuante do NO, possivelmente, através da ativagdo de mecanismos
antioxidantes, que atuaram protegendo as estruturas celulares (Laspina et al., 2005;
Ferreira et al., 2010; Wang et al., 2011).

Geralmente, as plantas hiperacumuladoras apresentam, o fator de translocagao
(FT) > 1,0, caracteristica desejavel na remog¢do de poluentes do meio aquatico poluido
(Zhao et al., 2009; 2010). Este FT indica também a tolerancia que as folhas apresentam
em relagdo a determinado agente toxico, uma vez que o processo fotossintético poderia
atuar mesmo em presenca de elevadas concentragdes do poluente. Adicionalmente, o FT
indica que as etapas de absorc¢do e translocacdo estdo sendo preservadas. No caso do
aguapé, as plantas foram afetadas pelo As, uma vez que o valor alcangado em 4 h de
exposi¢ao permaneceu o mesmo até 24 h de tratamento. A presenga do SNP, no entanto,
foi capaz de, por meio de sistemas bioquimicos de protecdo, fazer com que os valores
de FT aumentassem continuamente com o tempo de exposicao.

Diversas condicoes de estresses bidticos e abidticos induzem a geragdo
acentuada de ROI’s, como ocorre com a toxidez causada pelo As, que altera o estado
redox da célula, causando danos a mesma (Mittler, 2002; Shri et al., 2009). Plantas de
aguapé acumularam elevadas concentragdes de As e, dessa forma, ocorreu significativo
incremento nas concentragdes de H,O,, O,” ¢ MDA. A presenca de SNP, no entanto,
atuando como doador de NO, promoveu redu¢do na concentragdo destas substancias, e

consequentemente, menores danos. Esses resultados estdo de acordo com estudos que

21



demonstraram o efeito citoprotetor do NO contra diversos agentes toxicos (Yu et al.,
2005; Wang e Yang, 2005; Sing et al., 2008 ¢ 2009; Valentovicova et al, 2010).

O H,0, ¢ naturalmente sintetizado como resultado do metabolismo normal da
planta, podendo ser gerado através da reacdo de Mehler, nos cloroplastos, transporte de
elétrons nas mitocondrias e fotorrespiragdo em peroxissomos (Neill et al., 2002).
Estresses abidticos podem aumentar a geracdo de H,O, através destas rotas e, também,
pela atuagdo de NADPH oxidases localizadas na membrana plasmética (RBOH) ou
peroxidases da parede celular (Mittler, 2002).

Plantas de aguapé tiveram significativa reducdo na concentracdo de H,O,
quando expostas ao As em presenga do SNP, conforme observado por Wang et al
(2011), em que foi verificado que essa redugdo ocorreu, principalmente, pela baixa
atividade da enzima NADPH oxidase. Embora esta enzima nao tenha sido avaliada no
presente estudo, pode-se sugerir que a enzima CAT tenha atuado degradando o H,0O;
produzido.

Os efeitos toxicos induzidos pelo As resulta, também, no incremento da geragao
de O;", conforme observado em plantas de aguapé. A remocao desses O," produzidos
pode ocorrer através da atividade da enzima SOD, que dismuta o O,” a H,O, (Alscher
et al., 2002), ou por meio da sua interagdo com o NO, resultando na formacgdo do
peroxinitrito (ONOO") (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). O peroxinitrito
pode ser removido por compostos tidlicos e metaloporfirinas (Crow, 2000), além disso,
tem sido sugerido que a catalase tem papel na eliminacdo desta molécula (Gebicka e
Didik, 2009). A partir dos dados observados, ¢ possivel inferir que a menor
concentragdo de O, nas plantas expostas ao As+SNP em relagdo as plantas tratadas
com As se deve a atuagdo direta do NO, uma vez que nio foram observadas alteragdes
significativas na atividade da SOD.

Como consequéncia da reducdo de concentragdo de ROI’s em plantas expostas
ao As+SNP observou-se diminui¢do na peroxidag¢do de lipideos, conforme verificado
nas respostas de toxicidade induzida por cobre (Yu et al., 2005), aluminio (Wang e
Yang, 2005) e cadmio (Sing et al., 2008).

O processo de peroxidagdo de lipideos ¢ resultado de uma cascata de eventos
bioquimicos resultantes da acdo de ROI’s sobre os lipideos insaturados das membranas
celulares gerando, principalmente, radical lipidico, alcoxila e peroxila. Essas reacdes
levam a destruicdo da estrutura da membrana, faléncia dos mecanismos de troca de

metabolitos e, numa condi¢do extrema, a morte celular. A peroxidagao lipidica talvez se
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constitua no evento citotoxico primario que desencadeia sequéncia de lesdes na célula
(Darley-Usmar et al., 2000). Além de atuar como agente indutor de mecanismos
antioxidantes, o NO pode agir diretamente por combina¢do com radicais alcoxila e
peroxil, o que interrompe a peroxidacdo lipidica evitando a propagacdo do evento
(Wink e Mitchell, 1998).

A analise de coloracdo das raizes possibilitou verificar os efeitos toxicos do As e
a acdo atenuante do NO, fornecido via SNP, na integridade das membranas. Nesta
avaliacdo, ficou evidente a intensidade dos danos na regido das raizes menos
diferenciadas, resultado da acdo mais danosa dos ROI’s sobre os lipideos destas
membranas, conforme relatado por Singh et al. (2009). O NO, neste caso, atua como
parte do sistema de protecdo das membranas, evitando que ocorra o extravasamento de
ions (Beligni e Lamattina, 2002; Santa-Cruz et al., 2010; Wang et al., 2011). Nesta
analise, as raizes com maiores danos tornam-se mais coradas devido a maior penetragao
do corante, uma vez que, as membranas danificadas perdem a seletividade e assim, nao
conseguem impedir sua entrada.

A prevencdo de danos celulares decorrentes da a¢do dos ROI’s envolve a
participagdo de diversos mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos (Halliwell, 2006).
No presente estudo, a exposicdo de aguapé ao As aumentou significativamente as
atividades das enzimas antioxidantes dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POX), indicando a participagdo ativa dessas enzimas como parte da
estratégia para reduzir o estresse induzido pelo metaloide.

A SOD ¢ a primeira enzima a atuar na remoc¢ao de ROI’s eliminando o O,~
(Alscher et al., 2002) e, nesse estudo, o estresse induzido pelo As promoveu aumento na
concentragdo de O, e, em consequéncia, maior atividade da SOD. Entretanto, apesar do
aumento na atividade dessa enzima, isso ndo foi suficiente para remover o excesso de
O;" produzido.

Nas plantas expostas ao As, em presenca do SNP, a atividade da SOD
apresentou reducdo, o que, neste caso, pode ter ocorrido em fun¢do da redugdo na
concentragdo do O, por agdo direta do NO, diminuindo assim, o substrato para a
enzima. Resultados semelhantes foram encontrados em raizes de trigo submetidas ao
estresse por cadmio, onde a aplicagdo do SNP causou a reducdo 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).
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O NO, fornecido via SNP, teve papel indutor na atividade da catalase (CAT) em
plantas de aguapé expostas ao As, auxiliando na atenua¢do dos danos toxicos causados
por este elemento. Essa agdo do NO sobre a CAT foi, também, verificada em outras
condi¢des 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
amonia.

Além da catalase, a peroxidase também atua na remoc¢do de H,O,, porém essas
duas classes de enzimas apresentam afinidades diferentes para com o substrato. As
peroxidases sdo responsaveis pela fina modulagdo de H,0,, removendo-o mesmo em
quantidades menores, enquanto que as catalases sdo responsaveis pela remocao dessa
molécula quando estd em altas concentragdes, ou seja, durante o estresse (Willekens et
al., 1997; Mittler 2002). No presente estudo, a atuagdo da catalase em conjunto com a
peroxidase, ndo foi suficiente para combater o excesso de H,O, produzido, uma vez que
a concentragdo dessa molécula aumentou ao longo do tempo de exposi¢ao ao metaloide.
Porém, o NO pareceu atuar na reducdo da concentracdo do H,O,, uma vez que o
tratamento de As com SNP mostrou redugdo na concentragdo dessa substancia,
provavelmente pelo aumento na atividade da CAT que removeu seu excesso. A POX
apresentou pouco aumento de atividade, isso devido & menor concentragdo de seu
substrato.

O equilibrio na atividade das enzimas antioxidativas (SOD, CAT e POX) sdo de
grande importancia para manter o estado redox da célula, evitando a formacdo de
radicais hidroxila altamente toxicos (Apel e Hirt, 2004). Os resultados do presente
estudo sugerem que o NO atua direta ou indiretamente na redugdo da concentragdo de
ROI’s. Com a doagao de NO, a partir do SNP, houve reducdo da concentracao de O;",
mas a atividade da SOD nao aumentou. Provavelmente o NO atuou reagindo com o O,”
formando ONOO™ (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007). Além disso, houve
aixa atividade da POX e reducdo da concentracdo de H,O; no tratamento com NO, isso
porque a alta atividade da CAT pode ter eliminado o excesso de H,O, (Willekens et al.,
1997). Com o NO, a atividade da CAT continuou aumentando ao longo do tempo,
mesmo com a redugdo da concentracao de H,O,, provavelmente para eliminar o excesso
de ONOO' gerado pela reagdo do NO com O;" (Gebicka e Didik, 2009). Com menor
concentragdo desses ROI’s, os danos celulares sdo reduzidos, inclusive a peroxidagdo

lipidica (Darley-Usmar et al., 2000).
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8. CONCLUSAO

O NO atuou como agente redutor dos efeitos toxicos causados pelo As, através da
diminui¢do da concentragdo de ROI’s e, consequentemente, reduziu os danos
oxidativos. A ag¢do direta e indireta do NO foi determinante para manter a integridade da
membrana das raizes levando a reducao dos sintomas de toxidez do As.

A grande absor¢dao do metaloide pelo aguapé foi maximizada devido a manutencao
do estado redox da mesma, como comprovado pelos maiores resultados do FT, com a
adi¢do de NO através do SNP. Dessa forma a planta conseguiu manter os mecanismos
de tolerancia ao As em niveis adequados e, assim, eliminou em parte os danos toxicos

decorrentes da rapida absor¢ao do metaloide.
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