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RESUMO 
 

SILVA, Adinan Alves, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2014. 
Respostas do sistema antioxidativo e metabolismo da glutationa em Salvinia 

molesta D. S. Mitchell (Salviniaceae) submetida ao arsenito. Orientador: Juraci Alves 
de Oliveira. Coorientadores: Cleberson Ribeiro e José cambraia. 
 

Com o objetivo de avaliar os efeitos do AsIII no metabolismo  antioxidativo de 

Salvinia molesta, indivíduos dessa espécie foram expostos às concentrações de 0, 5, 10 

e 20 µM desse elemento em solução nutritiva, permanecendo sob tratamento por 24 h 

para as análises bioquímicas e 96 h para verificar a absorção de As, a taxa de 

crescimento relativo (TCR) e a sintomatologia visual. Plantas de S. molesta acumularam 

As nas folhas submersas e nas flutuantes, resultando em redução na TCR desses órgãos. 

Sintomas visuais, como clorose e necrose aumentaram com o incremento na 

concentração do poluente e tempo de exposição aos tratamentos. As respostas 

antioxidativas diferiram entre folhas flutuantes e folhas submersas, havendo nestas 

últimas, redução na atividade das enzimas dismutase do superóxido e catalase em 

plantas expostas a maior concentração de AsIII. Com isso, houve aumento na produção 

de espécies reativas de oxigênio nas folhas submersas e consequentes danos em 

membranas celulares. Nas folhas flutuantes, verificou-se atividade absoluta mais 

elevada das enzimas antioxidativas (catalase, peroxidase total, peroxidase do ascorbato 

e dismutase do superóxido) e menor acúmulo de As, em comparação com as folhas 

submersas. Em conjunto, esses fatores podem ser os responsáveis pela ausência de 

danos significativos em membranas celulares e de alterações no conteúdo de pigmentos 

cloroplastídicos nas folhas flutuantes. O teor de glutationa total e a atividade de algumas 

enzimas envolvidas no seu metabolismo, também foram alterados em resposta ao AsIII 

em S. molesta. A presença do poluente estimulou, tanto em folhas flutuantes, quanto nas 

folhas submersas, incrementos nas concentrações de glutationa total e na atividade da 

sintetase da ɣ-glutamilcisteína. As enzimas peroxidase da glutationa e sulfotransferase 

da glutationa, também apresentaram incrementos em suas atividades em ambos os 

órgãos avaliados, enquanto a redutase da glutationa aumentou somente nas folhas 

submersas. De modo geral, as folhas flutuantes demonstraram maior tolerância ao As do 

que as folhas submersas. No entanto, essa resposta diferenciada entre os órgãos 

necessita de estudos adicionais para ser esclarecida. O tempo de exposição aos 

tratamentos e a concentração de AsIII influenciaram nas respostas das plantas e indicam 

a necessidade de novas pesquisas, no sentido de caracterizar os efeitos desses fatores no 
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metabolismo antioxidativo de S. molesta e definir o seu potencial como espécie 

fitorremediadora de As.  
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ABSTRACT 

 

SILVA, Adinan Alves, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, february, 2014. 
Respostas do sistema antioxidativo e metabolismo da glutationa em plantas de 
Salvinia molesta D. S. Mitchell submetida ao arsenito. Adviser: Juraci Alves de 
Oliveira. Co-advisers: Cleberson Ribeiro and José cambraia. 

 

 In order to evaluate the effects of AsIII in antioxidant metabolism of Salvinia 

molesta, individuals of this specie were exposed to concentrations of  0, 5, 10 and 20 

µM of this element in nutrient solution, remaining under treatment for 24 h to 

biochemical analyzes and 96 h to verify As absorption, relative growth rate (RGR), and 

visual symptoms. S. molesta plants accumulated As in the submerged and on the 

floating leaves, resulting in reduction in the RGR of this organs. Visual symptoms, such 

as chlorosis and necrosis increased with the increase in pollutant concentration and 

duration of exposure to treatments. Antioxidative responses differ between floating 

leaves and submerged leaves, having is this last, reduction in the activity of the enzymes 

superoxide dismutase and catalase in higher concentrations of AsIII. This led to 

increased production of reactive oxygen species and consequent damage to cell 

membranes in the submerged leaves. In the floating leaves, it was found the highest 

absolute activity of antioxidant enzymes (catalase, total peroxidase, ascorbate 

peroxidase and superoxide dismutase) and less accumulation of As, as compared to the 

submerged leaves. Together, these factors may be responsible for the absence of 

significant cell membranes damage and changes in the content of chloroplastidic 

pigments in floating leaves. The glutathione content and the activity of some enzymes 

involved in its metabolism were also changes in response to AsIII in S. molesta. The 

presence of pollutant stimulated both in floating leaves and in the submerged leaves, 

increases in concentrations of total glutathione and the ɣ-glutamylcysteine synthetase 

activity. The glutathione peroxidase and glutathione sulfotransferase also showed 

increases in their activities, while glutathione reductase showed no change in the 

floating leaves, but increased significantly in the submerged leaves. In general, the 

floating leaves showed greater tolerance than the submerged leaves. However, this 

differential response between the organs needs further studies to be clarified. The 

exposure time and the concentration of AsIII influenced in plant responses and indicate 

the need for further research, in order to characterize the effects of these factors in 

antioxidative metabolism of S. molesta and define its potential as As phytoremediation 

species.
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1. INTRODUÇÃO 

 
 A poluição ambiental por metais e metaloides tóxicos está disseminada 

globalmente devido às atividades antropogênicas e geogênicas, o que pode ser 

potencialmente danoso para todas as formas de vida (Sytar et al., 2013). Muitos desses 

elementos apresentam elevada toxidez, com características de bioacumulação e 

biomagnificação ao longo da cadeia alimentar (Bhargava et al., 2012), tornando esses 

poluentes um dos mais sérios problemas de saúde ambiental na sociedade moderna 

(Mudhoo et al., 2012). Inserido nesse contexto, o arsênio (As) é um metaloide altamente 

tóxico, podendo ser liberado no ambiente por meio de atividades geológicas, mineração 

e fundição de metais, queima de combustíveis fósseis, uso de fertilizantes, pesticidas e 

herbicidas (Zhao et al., 2010a; Gupta et al., 2011). 

Atualmente, existem diversos relatos de ampla contaminação por As dos 

suprimentos de águas superficiais e subterrâneas em diversos países ao redor do mundo 

(Sharma et al., 2014). A Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda 10 µg L-1 de 

As como um valor de referência para água potável (World Health Organization, 2011), 

pois concentrações acima desse limite podem causar danos biológicos diretos ou 

indiretos, por meio do processo de biomagnificação (Rahman et al., 2012). Diante dessa 

realidade, medidas que visem diminuir a concentração de As em ambientes aquáticos 

contaminados tornam-se relevantes, como uma forma de proteção à saúde humana e 

ambiental.  

Uma das técnicas possíveis de utilização para esse fim é a fitorremediação, que 

emprega plantas com a capacidade de absorver e acumular altas quantidades de certos 

poluentes em suas raízes e/ou folhas (Vithanage et al., 2012). Diversas espécies de 

macrófitas têm demonstrado potencial para a fitorremediação de vários metais tóxicos e 

As, dentre elas: o aguapé (Eichhornia crassipes) (Alvarado et al., 2008), a Pistia 

stratiotes (Farnese et al., 2013), algumas espécies da família Lemnacea (Lemna gibba, 

Lemna minor e Spirodela polyrhiza) (Rahman et al., 2007; Alvarado et al., 2008), do 

gênero Azolla (A. caroliniana e A. filiculoides) (Rahman et al., 2008a; Zhang et al., 

2008) e do gênero Salvinia (S. natans e S. minima) (Hoffmann et al., 2004; Rahman et 

al., 2008b).  

 Outra macrófita, cujo potencial de fitorremediação de poluentes ainda é pouco 

conhecido é a Salvinia molesta. Essa planta é uma pteridófita flutuante e livre, nativa do 

Sudeste do Brasil, constituída por um par de folhas de flutuação e uma folha submersa 

unidas em um mesmo nó, sendo a folha submersa modificada para agir como uma raiz 
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(Estrella-Gómez et al., 2012). Em um ensaio realizado sob condições controladas, S. 

molesta demonstrou a capacidade de absorver o AsV (Hariyady et al., 2013), porém, 

ainda não são encontrados na literatura trabalhos que avaliem os efeitos do AsIII no 

metabolismo antioxidativo dessa planta. Esses estudos são importantes no sentido de 

indicar o uso dessa espécie na fitorremediação de ambientes aquáticos contaminados 

por metais e metaloides tóxicos. 

Para uma planta ser considerada como potencial fitorremediadora, além de 

acumular o poluente é interessante que ela também consiga tolerar os seus efeitos 

deletérios (Sood et al., 2012). O As é um metaloide que afeta a morfofisiologia das 

plantas (Rahman et al., 2009) e nesse caso, pode limitar o uso de determinada espécie na 

aplicação da técnica de fitorremediação. Os sintomas de toxidez por esse elemento, 

variam desde murcha e necrose foliar até o comprometimento de processos essenciais à 

manutenção da vida do vegetal, como as trocas gasosas (Gusman et al., 2013), a divisão 

celular (Dho et al., 2010), a biossíntese de clorofilas (Li et al., 2006) e culmina em 

morte celular (Sharma, 2012a). 

As espécies químicas mais comuns de As em ambientes aquáticos são o arsenato 

(AsV) e o arsenito (AsIII) (Farias et al., 2012). Estas, também são consideradas as mais 

tóxicas, principalmente a forma trivalente (Zhang et al., 2013). A toxicidade do AsIII 

está relacionada, principalmente, com a sua elevada afinidade por grupos sulfidrilas dos 

aminoácidos cisteína de biomoléculas. A ligação do AsIII a esses resíduos rompe a 

estrutura das proteínas e a interação entre elas (Tripathy et al., 2007).  

O AsIII também promove o aumento na concentração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e a inibição da atividade catalítica de diversas enzimas, causando 

estresse oxidativo (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Aposhian e Aposhian, 2006; 

Sharma et al., 2012a). A geração direta de ROS pelo As pode ocorrer durante a 

conversão do AsV para AsIII, ou pela metilação de espécies inorgânicas de As (Hartley-

Whitaker et al., 2001; Mascher et al., 2002; Srivastava et al., 2005). Indiretamente, o As 

pode promover o aumento na concentração de ROS por meio da inativação de 

moléculas antioxidativas ao se ligar aos seus grupos sulfidrilas (Singh et al., 2007; 

Flora, 2011).  

As ROS são moléculas que possuem elétrons desemparelhados e por isso, são 

altamente reativas causando a peroxidação de lipídios (Verma e Dubey, 2003), danos ao 

DNA (Meriga et al., 2004), oxidação de proteínas e inibição enzimática (Mishra et al., 

2011; Srivastava e Dubey, 2011). Por essas razões, seus níveis na planta são regulados 
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por rigorosos mecanismos de defesa antioxidativos, que podem ser enzimáticos e não 

enzimáticos (Cao et al., 2004; Sharma e Dubey, 2007). 

 Dentre os compostos antioxidativos não enzimáticos, o principal é a glutationa 

(GSH). Esse metabólito pode ser encontrado na forma reduzida (GSH) ou oxidada 

(GSSG) e a razão GSH/GSSG é um indicativo do equilíbrio redox celular, que está 

envolvido na percepção e sinalização de ROS (Foyer e Noctor, 2005). A GSH 

desempenha importantes funções no sistema de defesa antioxidativo das plantas, sendo 

considerada uma molécula marcadora de estresses (Sharma, 2012b). Eltayeb et al. 

(2010) verificaram que níveis mais elevados de GSH em batata, resultaram em aumento 

na proteção contra danos oxidativos, sob diferentes condições de estresses ambientais. 

 A GSH desempenha também um papel fundamental na tolerância de plantas aos 

metais tóxicos, pelo controle direto nos níveis de H2O2 e também por atuar como 

substrato para a síntese de PCs e de enzimas envolvidas na desintoxicação desses 

poluentes nas células (Yadav, 2010; Noctor et al., 2012; Zagorchev et al., 2013). 

 O sistema de defesa antioxidativo enzimático compreende várias enzimas, dentre 

as principais, temos a dismutase do superóxido (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase 

do ascorbato (APX), a redutase da glutationa (GR), a peroxidase da glutationa (GPX) 

(Sytar et al., 2013) e a sulfotransferase da glutationa (GST). Estas enzimas operam em 

diferentes compartimentos subcelulares, mas atuam em conjunto em células sob estresse 

oxidativo (Sharma, 2012b). 

A SOD é uma enzima que dismuta o radical superóxido (O2
.-) em oxigênio 

molecular (O2) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Fridovich, 1995), sendo considerada 

fundamental na defesa contra o estresse oxidativo em organismos aeróbicos, incluindo 

as plantas (Gupta at al., 1993; Scandalios, 1993). Aumentos na atividade da SOD têm 

sido observados em plantas expostas a diferentes tipos de estresses ambientais, sendo 

correlacionados com a tolerância a seca e elementos tóxicos, como o AsIII, por exemplo 

(Sharma e Dubey, 2005; Zaefyzadeh et al., 2009; Mishra et al., 2011). 

 A CAT possui elevada especificidade pelo H2O2, sendo bastante eficiente na 

eliminação dessa ROS em condições de estresses ambientais (Sharma, 2012b). Porém, 

dependendo da intensidade, duração e do tipo de estresse, a atividade dessa enzima pode 

apresentar reforço ou esgotamento (Moussa e Abdel-Aziz, 2008; Han et al., 2009). 

Avaliando o papel antioxidativo da CAT, análises em tabaco deficiente nessa enzima 

revelaram aumento na susceptibilidade das plantas aos estresses salino e luminoso 

(Willekens et al., 1997), enquanto a superexpressão de um gene da CAT nessa mesma 
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espécie, aumentou a sua tolerância ao estresse oxidativo induzido pelo cádmio (Guan et 

al., 2009). 

 A geração de ROS nos cloroplastos pode afetar algumas enzimas do Ciclo de 

Calvin (Tanaka et al., 1982) e devido à ausência da CAT nessas organelas, a planta 

detoxifica o H2O2 por atuação de enzimas peroxidases, principalmente através do ciclo 

ascorbato-glutationa (AsA-GSH). O funcionamento desse ciclo desempenha um 

importante papel no combate ao estresse oxidativo em plantas, induzido por diferentes 

condições ambientais adversas (Pallanca e Smirnoff, 2000; Sharma e Dubey, 2005). 

 A enzima APX é um componente central do ciclo AsA-GSH, onde utiliza duas 

moléculas de AsA para reduzir o H2O2, gerando duas moléculas de 

monodesidroascorbato nessa reação (Noctor e Foyer, 1998; Sharma e Dubey, 2004). 

Diferentes isoformas de APX estão amplamente distribuídas em células vegetais e 

atuam de maneira eficiente na eliminação do H2O2 em condições estressantes (Wang et 

al., 1999). Diversos trabalhos relatam o aumento na atividade da APX em resposta a 

estresses abióticos como a seca (Boo e Jung, 1999; Sharma e Dubey, 2005), a salinidade 

(Hefny e Abdel-Kader, 2009), a radiação UV (Han et al., 2009) e a toxicidade de metais 

(Sharma e Dubey, 2007; Maheshwari e Dubey, 2009). 

 Ao atuar como um agente antioxidativo em ciclos de oxidação-redução, tanto 

enzimáticos, quanto não enzimáticos, a GSH é oxidada para GSSG. A GR é uma 

enzima dependente de NADPH que catalisa a redução da GSSG para GSH, mantendo 

uma alta razão celular GSH/GSSG (Sharma, 2012b). Alguns autores têm relatado 

aumento na atividade da GR em plantas sob estresse por arsênio e metais tóxicos 

(Sharma e Dubey, 2007; Maheshwari e Dubey, 2009; Shri et al., 2009), e ainda, maior 

tolerância ao estresse oxidativo (Aono et al., 1993; Foyer et al., 1995). 

 As enzimas GPX e GST desempenham importante papel na detoxificação 

celular, utilizando a GSH como substrato para suas atividades. A GPX atua degradando 

o H2O2, gerando a GSSG por meio dessa reação (Sharma, 2012b). A GST é uma enzima, 

cuja atividade é induzida por metais tóxicos e por estresse oxidativo, sendo sua 

principal função catalítica, a conjugação da GSH com xenobióticos, resultando na 

desintoxicação de substâncias citotóxicas (Dixon et al., 2008; Ghelfi et al., 2011). 

Diante do que foi exposto, podemos considerar que a contaminação da água com 

AsIII, representa  uma potencial ameaça para todas as formas de vida. Nesse sentido, a 

busca por alternativas efetivas e menos impactantes para diminuir a concentração desse 

elemento em ambientes aquáticos, possui grande importância para a saúde das 

populações. A capacidade que o AsIII possui de causar estresse oxidativo pode ser um 
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dos fatores que limitam a utilização de determinada espécie de planta na 

fitorremediação de áreas contaminadas. Dessa forma, estudos que avaliem os 

mecanismos antioxidativos de S. molesta em resposta ao AsIII, poderão fornecer 

informações acerca da tolerância e do potencial dessa espécie como fitorremediadora 

desse poluente. 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 Avaliar os efeitos do AsIII em parâmetros indicativos de estresse oxidativo e no 

metabolismo antioxidativo enzimático e não enzimático de S. molesta. 

 
2.2. Objetivos específicos 

1. Avaliar a absorção de As por S. molesta e os efeitos tóxicos desse elemento na 

sintomatologia visual e no crescimento das plantas; 

 
2. Avaliar os teores de ânion superóxido (O2

.-,) e de peróxido de hidrogênio 

(H2O2), os danos em membranas biológicas e a atividade das principais enzimas 

antioxidativas em S. molesta submetida ao AsIII
. 

 
3. Caracterizar o metabolismo da glutationa em S. molesta na presença do AsIII.  

 

 

3. METODOLOGIAS 
 
3.1. Obtenção das plantas, aclimatação e aplicação dos tratamentos 

 Para todos os ensaios, indivíduos de Salvinia molesta D. S. Mitchell foram 

coletadas no Horto Botânico da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais. As 

plantas foram mantidas em recipientes contendo solução nutritiva de Clark ¼ força 

iônica e pH 6,5 (Clark, 1975), permanecendo sob condições controladas de temperatura 

(25 ± 2 ºC), irradiância (230 µmol m-2 s-1) e fotoperíodo luminoso de 16 h em sala de 

crescimento, durante sete dias para aclimatação. 

 Cada unidade experimental consistiu de 4g de massa fresca de plantas em vasos 

com 0,5 L de solução nutritiva de Clark¼ força, pH 6,5, contendo ou não As nas 

concentrações de 0 (controle), 5, 10 e 20 µM, fornecido na forma de arsenito de sódio 

(NaAsO2). Foram utilizadas plantas uniformes, quanto ao tamanho das folhas flutuantes 
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e das folhas submersas em todos os ensaios. A exposição aos tratamentos durou 24 h ou 

96 h, dependendo da análise a ser realizada.  

3.2. Absorção de As e efeitos no crescimento de S. molesta 

Para avaliar a absorção de As e seus efeitos sobre o crescimento de S. molesta, 

os tratamentos foram impostos por um período de quatro dias (96 h). Após esse período, 

as plantas foram lavadas com água destilada e separadas em folhas flutuantes e folhas 

submersas. Essas amostras foram mantidas em estufa convencional a 80°C até a 

obtenção do peso seco constante. O material seco foi utilizado na determinação do teor 

de arsênio e da taxa de crescimento relativo. 

 

3.2.1. Determinação do teor de As e fator de translocação (FT) 

 Amostras de peso conhecido de material vegetal seco, foram submetidas à 

mineralização úmida com 3 mL de uma mistura nítrico-perclórica 2:1, à temperatura de 

100-120 ºC para evitar a volatilização do As, até a completa oxidação da matéria 

orgânica (Marin et al., 1993). Em seguida, as soluções foram diluídas em 10 mL de água 

desionizada e utilizadas na análise do teor de As por meio de espectrofotometria de 

emissão em plasma (ICP – OPTIMA 8300, Perkin Elmer). 

 O fator de translocação (FT) foi calculado através da equação: FT= CF/CR, em 

que: CF = Concentração de As nas folhas flutuantes, em µg g-1 MS; CR = Concentração 

de As nas folhas submersas, em µg g-1 MS. 

 

3.2.2. Determinação da taxa de crescimento relativo (TCR) 

 A taxa de crescimento relativo das plantas foi calculada utilizando-se a equação 

proposta por Hunt (1978): TCR = (lnMS1 – lnMS0) x 1000/ (t1 – t0) em que: TCR = taxa 

de crescimento relativo, em termos de massa seca (MS), no período experimental (mg g-

1 dia-1); lnMS1 e lnMS0 = logaritmo neperiano da massa seca no final e no início do 

experimento, respectivamente;  t1 – t0 = duração do experimento (em dias).  

 

3.3. Sintomatologia visual 

 O registro fotográfico da sintomatologia visual das plantas foi realizado 

utilizando uma câmera digital (S850, Samsung), após 24, 48 e 96 h de exposição aos 

tratamentos. 
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3.4. Avaliação da concentração de pigmentos cloroplastídicos, parâmetros de 

estresse oxidativo e metabolismo antioxidativo 

 Para avaliar a concentração de pigmentos cloroplastídicos, o teor de espécies 

reativas de oxigênio, os danos em membranas celulares e o metabolismo antioxidativo 

de S. molesta em resposta ao AsIII, as plantas foram submetidas aos tratamentos por 24 

horas. Após esse período, foram lavadas com água destilada e separadas em folhas 

flutuantes e folhas submersas. 

 Amostras frescas desses órgãos foram utilizadas para as análises de pigmentos 

cloroplastídicos, extravasamento de eletrólitos e teor de O2
.-. Para a determinação da 

peroxidação de lipídios, teor de H2O2, teor de glutationa total e avaliação de todas as 

atividades enzimáticas, amostras de folhas flutuantes e de folhas submersas foram 

coletadas e imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, seguidas de 

armazenamento em freezer à -80°C até o momento das análises. 

 

3.5. Determinação da concentração de pigmentos cloroplastídicos 

 Para a determinação da concentração dos pigmentos cloroplastídicos, quatro 

discos de folhas flutuantes de 0,6 cm de diâmetro foram imersos em 5 mL do solvente 

orgânico dimetilsulfóxido (DMSO), saturado com carbonato de cálcio (CaCO3). Após 

24 horas, realizaram-se leituras da absorvância do DMSO em espectrofotômetro UV-

visível (Hitachi, modelo U-5100) nos comprimentos de onda de 665, 649 e 480 nm, 

para determinação da clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente. As 

concentrações dos pigmentos foram calculadas de acordo com as equações propostas 

por Wellburn (1994) e os resultados expressos em µg cm-2. 

 

3.6. Determinação do teor de espécies reativas de oxigênio 

 Para determinar o teor de O2
.-, amostras de 50 mg de folhas flutuantes e de 

folhas submersas foram maceradas em meio de extração, constituído de sal dissódico do 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 100 µM, nicotinamida adenina dinucleotídeo 

reduzida (NADH) 20 µM e tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e 

Karr, 2001). A reação foi iniciada pela introdução de 100 µL de epinefrina 25,2 mM em 

ácido clorídrico (HCl) 0,1N e as amostras foram mantidas a 28°C, sob agitação 

constante por 5 minutos. A leitura da absorvância foi realizada a 480 nm durante 5 

minutos (Misra e Fridoovich, 1971; Boveris et al., 2002) em espectrofotômetro UV-

visível (Varian, modelo Cary 100). A produção de O2
. -foi avaliada pela determinação do 

adenocromo acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 103 
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M-1 cm-1 (Boveris et al., 2002). 

 Para a determinação do teor de H2O2, amostras de 0,2 g de folhas flutuantes e de 

folhas submersas foram maceradas em meio de extração, constituído de tampão fosfato 

de potássio 50 mM, pH 6,5; contendo hidroxilamina 1,0 mM, seguidas de  centrifugação 

a 10.000 xg por 15 minutos a 4°C (Kuo e Kao, 2003). Alíquotas de 50 µL do 

sobrenadante foram adicionadas ao meio de reação contendo sulfato de amônio e ferro 

(II) 100 µM, ácido sulfúrico 25 mM, laranja de xilenol 250 µM e sorbitol 100 mM (Gay 

e Gebicki, 2000). 

 Após 30 minutos no escuro, determinou-se a absorvância das amostras a 560 nm 

em espectrofotômetro UV-visível (Hitachi, modelo U-5100). As concentrações de H2O2 

foram estimadas com base em curva de calibração preparada com padrões de H2O2. 

 

3.7. Avaliação dos danos em membranas celulares 

3.7.1. Determinação da peroxidação de lipídios 

 A intensidade da peroxidação de lipídios foi estimada pela concentração de 

malonaldeído (MDA), por meio de teste de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), de acordo com Heath e Packer (1968). Amostras de 0,16 g de folhas 

flutuantes e de folhas submersas foram trituradas em nitrogênio líquido e maceradas em 

2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), seguido de filtração através de quatro 

camadas de gaze e centrifugação a 10.000 xg por 15 minutos, a 4 °C. Uma alíquota de 

0,5 mL do sobrenadante foi adicionada em um meio de reação com 1,5 mL de solução 

de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v).  

 Os tubos contendo as amostras e o meio de reação foram fechados e incubados 

em banho-maria por 95° C, durante 25 minutos. Decorrido esse tempo, a reação foi 

paralisada em banho de gelo por 10 minutos, em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 3.000 xg por mais 10 minutos a 4 °C.A absorvância do sobrenadante foi 

determinada em espectrofotômetro UV-visível (Hitachi, modelo U-5100) no 

comprimento de onda de 532 nm. A absorvância inespecífica foi obtida em 600 e 400 

nm e subtraídas das amostras. A concentração do complexo aldeído malônico-TBA foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de 155 mM-1 cm-1 (Hodges 

et al., 1999), sendo os resultados expressos em nmol g-1 de massa fresca. 
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3.7.2. Determinação do extravasamento de eletrólitos 

 A avaliação do extravasamento de eletrólitos foi realizada segundo adaptação 

das metodologias descritas por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002). 

Aproximadamente 0,2 g de folhas flutuantes e de folhas submersas de S. molesta foram 

coletadas, lavadas por 3 vezes em água desionizada e depois transferidas para frascos de 

vidro contendo 10 mL de água purificada por osmose reversa, onde permaneceram 

imersas por 06 horas.   

 Após este período mediu-se a condutividade livre (CL,µS/cm), utilizando-se um 

condutivímetro de bancada (Tecnal, modelo Tec - 4MP). Posteriormente, os mesmos 

frascos foram colocados em estufa a 100 °C por 1 hora e após resfriamento determinou-

se a condutividade total das amostras (CT, µS/cm). O sensor do condutivímetro foi 

lavado com água desionizada entre cada leitura. Com os resultados obtidos, calculou-se 

a taxa de liberação de eletrólitos, dada em porcentagem, por meio da seguinte fórmula: 

 

��� =
(��)

(��)
�100 

 

 Onde:  

TLE= Taxa de liberação de eletrólitos; 

  CL = condutividade livre; 

  CT = condutividade total.  

 

3.8. Avaliação das enzimas antioxidativas 

3.8.1. Obtenção dos extratos enzimáticos  

 Amostras de 0,3 g de folhas flutuantes e de folhas submersas foram maceradas 

em nitrogênio líquido, após foram adicionados 2,0 mL do meio de extração. Para as 

enzimas CAT, POX e SOD o meio de extração era constituído de tampão fosfato de 

potássio 0,10 M, pH 6,8; EDTA 0,10 mM; fluoreto de fenilmetilsulfônico (PMSF) 1,0 

mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Para a APX, o 

meio de extração continha tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 7,0; ascorbato 1,0 

mM e EDTA 1,0 mM (Nakano e Asada, 1981). O extrato obtido após a maceração foi 

filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 12.000 xg, durante15 minutos a 4 

ºC. O sobrenadante foi utilizado na avaliação das atividades enzimáticas, por meio de 

um espectrofotômetro UV-visível (Varian, modelo Cary 100). 
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3.8.2. Determinação da atividade da dismutase do superóxido (SOD, EC 1.15.1.1) 

 A atividade da SOD foi determinada pela adição de 50 µL do extrato enzimático 

a 4,95 mL de um meio de reação constituído de tampão fosfato de sódio 50 mM1, pH 

7,8; contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazólio (NBT) 75 µM, EDTA 0,10 

mM e riboflavina 2,0 µM. A reação foi conduzida à temperatura de 25 °C em uma 

câmara de reação, sob iluminação de uma lâmpada fluorescente de 15 W.  

 Após 5 minutos de exposição à luz, a iluminação foi interrompida e a formazana 

azul produzida pela fotorredução do NBT, foi medida pela absorvância a 560 nm. A 

absorvância de um meio de reação exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro 

por igual período, serviu de branco e foi subtraído da leitura da amostra que recebeu 

iluminação (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a fotorredução do NBT 

(Beauchamp e Fridovich, 1971) e expressa em U SOD min-1 g-1 de massa fresca. 

 

3.8.3. Determinação da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) 

 A atividade da CAT foi determinada pela adição de 0,10 mL do extrato 

enzimático a 2,9 mL de meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 50 

mM, pH 7,0 e H2O2 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvância 

pelo consumo de H2O2 no primeiro minuto de reação foi medido a 240 nm, em 

temperatura de 25 °C. A atividade enzimática foi calculada, utilizando-se o coeficiente 

de extinção molar de 36 M-1 cm-1 (Anderson et al., 1995) e expresso em µmol de H2O2 

min-1 g-1 massa fresca. 

 

3.8.4. Determinação da atividade da peroxidase total (POX, EC 1.11.1.7) 

 A atividade da POX foi determinada pela adição de 0,10 mL do extrato 

enzimático bruto a 4,9 mL de meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 

25 mM, pH 6,8; pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A produção de 

purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvância durante o primeiro 

minuto de reação a 420 nm e temperatura de 25 °C. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance e 

Maehley, 1955) e expressa em µmol de purpurogalina min-1 g-1 de massa fresca. 

 

3.8.5. Determinação da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) 

 A atividade da APX foi determinada pela adição de 0,10 mL do extrato 

enzimático bruto a 2,9 mL de um meio de reação constituído de tampão fosfato de 



11 

 

potássio 50 mM, pH 6,0; ácido ascórbico 0,8 mM e H2O2 1,0 mM (Nakano e Asada, 

1981, modificado por Koshiba, 1993). O decréscimo na absorvância foi medido durante 

o primeiro minuto a 290 nm, em temperatura de 25 °C. A atividade enzimática foi 

calculada utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 2,8 mM-1 cm-1 (Nakano e 

Asada, 1981) e expressa em µmol de ácido ascórbico min-1 mg-1 de massa fresca. 

 

3.9. Avaliação do metabolismo da glutationa  

3.9.1. Determinação do teor de glutationa total (GSH + GSSG) 

 Amostras de 0,3 g de folhas flutuantes e de folhas submersas foram trituradas 

em nitrogênio líquido e maceradas em 2 mL de meio de extração constituído de HCl 

0,10 M, contendo EDTA 1mM (Anderson, 1985). O extrato obtido foi filtrado através 

de quatro camadas de gaze e centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos a 4 oC. Alíquotas 

de 200 µL do sobrenadante foram adicionadas a 200 µL de tampão fosfato de sódio 125 

µM, contendo EDTA 6,3 mM, pH 7,5; 500 µL de nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato reduzida (NADPH) 0,3 mM e 100 µL de DTNB [ácido 5,5’- ditio-bis (2-

nitrobenzóico)] 6,0 mM.  

 Após incubação por 5 minutos a 30 oC em banho-maria, foram adicionados 10 

µL de redutase da glutationa (50 U mL-1) e medida a absorvância em 412 nm durante 1 

minuto, utilizando um espectrofotômetro UV/visível (Varian, modelo Cary 100). O teor 

de glutationa total foi determinado por meio de curva de calibração e os resultados 

foram expressos em nmol g-1 de massa fresca. 

 

3.9.2. Determinação da atividade da sintetase da ɣ-glutamilcisteína (ɣ-GCS, EC 

6.3.2.2) 

 Para determinar a atividade da ɣ-GCS, foram maceradas 0,3 g de folhas 

flutuantes e de folhas submersas em nitrogênio líquido e 2,0 mL do meio de extração, 

constituído de tampão Tris-HCl 0,10 M, EDTA 5,0 mM, pH 8,0. O extrato obtido foi 

filtrado através de quatro camadas de gaze, em seguida foi centrifugado a 30.000 xg e 

temperatura de 4 °C por 10 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para avaliação da 

atividade enzimática.  

 A atividade da enzima foi determinada pela adição de 100 μL do extrato 

enzimático a 0,9 mL de um meio de reação, contendo 10 μM de glutamato de sódio, 10 

μM de L-aminobutirato, 2,0 μM de EDTA, 0,2 mg de BSA, 20 μM de MgCl2, 5,0 μM 

do sal dissódico de ATP e 100 μM de tampão Tris-HCl, pH 8,2. 
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 Essa mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e a reação foi 

paralisada pela adição de 100 μL de TCA 50 % (p/ v) (Ruegsegger e Brunold, 1992). 

Em seguida, a mistura foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos e o teor de fosfato 

inorgânico no sobrenadante foi determinado a 720 nm pelo método do fosfo-molibdato 

(Lindeman, 1958). 

 

3.9.3. Determinação da atividade da redutase da glutationa (GR, EC 1.8.1.7) 

 Amostras de 0,3 g de folhas flutuantes e de folhas submersas foram maceradas 

em nitrogênio líquido e 2 mL de meio de extração, constituído de tampão fosfato de 

potássio 0,10 M, pH 7,0; EDTA 1,0 mM, ditiotreitol (DTT) 2,0 mM, PMSF 1,0 mM e 

PVPV 1% (p/v). O extrato foi filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 

12.000 xg por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para avaliação da 

atividade enzimática.  

 A atividade da GR foi determinada pela adição de 100 μL de extrato enzimático 

a 0,9 mL de um meio de reação, constituído de tampão fosfato de potássio 0,10 M, pH 

7,5; EDTA 1,0 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1,0 mM e NADPH 0,10 mM em 

tampão TRIS-HCl 0,5 mM, pH 7,5; segundo Carlberg e Mannervik (1985).  

 O decréscimo na absorvância foi medido durante o primeiro minuto da reação a 

340 nm e temperatura de 30 °C, utilizando um espectrofotômetro UV/visível (Varian, 

modelo Cary 100). A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar de 6,22 mM-1 cm-1 (Foyer e Halliwell, 1976) e os resultados foram 

expressos em nmol min-1 g-1 massa fresca. 

 

3.9.4. Determinação da atividade da peroxidase da glutationa (GPX, EC 1.11.1.9) 

 Amostras de 0,3 g de massa fresca de folhas flutuantes e de folhas submersas 

foram maceradas em nitrogênio líquido, juntamente com 2,0 mL de um meio de 

extração constituído de tampão Tris-HCl 0,1M, pH 7,5, EDTA 1,0 mM e MgCl2  10 

mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001). Esse extrato foi filtrado em quatro camadas de gaze, 

centrifugado a 4° C e 30.000 xg durante 10 minutos, sendo o sobrenadante utilizado 

para avaliação da atividade enzimática.  

 A atividade da GPX foi determinada pela adição de 100 μL do extrato 

enzimático a 0,9 mL de um meio de reação constituído de tampão de fosfato de potássio 

50 mM, pH 7,0; EDTA 1,0 mM, cloreto de sódio 0,114 M, glutationa reduzida (GSH) 

1,0 mM, NADPH 0,2 mM, H2O2 0,25 mM e 1 unidade de redutase da glutationa 

(Nagalakshmi e Prasad, 2001).  
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 A variação na absorvância a 340 nm e à temperatura de 30 oC foi medido no 

primeiro minuto de reação,utilizando um espectrofotômetro UV/visível (Varian, modelo 

Cary 100). A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de extinção 

molar de 6,22 mM-1 cm-1 (Anderson e Davis, 2004) e os resultados foram expressos em 

nmol min-1 g-1 massa fresca. 

 

3.9.5. Determinação da atividade da sulfotransferase da glutationa (GST, EC 

2.5.1.18) 

 Amostras de 0,3 g de folhas flutuantes e de folhas submersas foram maceradas 

em nitrogênio líquido juntamente com 2,0 mL de um meio de extração constituído de 

tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 7,8; EDTA 1,0 mM, DTT 1,0 mM, PMSF 0,10 mM e 

PVPP 5 % (p/v) (Habig et al., 1974). O extrato obtido foi centrifugado a 12.000 xg por 

15 minutos, à temperatura de 4 oC e o sobrenadante utilizado como extrato enzimático 

bruto. 

 A atividade da GST foi determinada após adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 0,9 mL de um meio de reação, constituído de tampão fosfato de 

potássio 0,20 M, pH 6,5;GSH 20 mM e 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 0,10 M 

(Nagalakshmi e Prasad, 2001). O aumento na absorvância a 340 nm foi medido no 

primeiro minuto de reação em espectrofotômetro UV/visível (Varian, modelo Cary 100) 

à temperatura de 30 oC. A atividade enzimática foi calculada utilizando o coeficiente de 

extinção molar de 9,6 mM-1 cm-1 e expressa em nmol min-1g-1 massa fresca. 

 

3.10. Delineamento experimental 

 Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental 

inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e 5 repetições. Os dados obtidos 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa Sisvar (Ferreira, 1999). 

 

 

4. RESULTADOS  
 
4.1. Teor de As absorvido e fator de translocação (FT) 

 O teor de As nas folhas flutuantes aumentou com o incremento do poluente, 

atingindo 104 µg g-1 MS no tratamento com 20 µM de AsIII. Nas folhas submersas, os 
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teores de As foram significativamente maiores do que aqueles observados nas folhas 

flutuantes. Entretanto, o maior teor de As foi determinado na concentração de 10 µM de 

AsIII, decrescendo na concentração seguinte (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Teor de As em folhas flutuantes (   ) e folhas submersas (   ) de S. molesta 
após quatro dias de exposição ao AsIII. Médias seguidas pela mesma letra maiúscula 
para folhas flutuantes e pela mesma letra minúscula para folhas submersas não diferem 
entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.*nd= não detectado. 
 

 O fator de translocação (FT) do As em S. molesta variou de 0,27 a 0,69, 

indicando um baixo FT nessa espécie, principalmente nos tratamentos com as menores 

concentrações de AsIII (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1. Fator de translocação em S. molesta, após quatro dias de exposição às 
diferentes concentrações de AsIII. 
 

Tratamentos (µM de AsIII) 
 

Fator de translocação (FT) 

Controle - 

5 0,32± 0,0629  b  

10  

 

0,27± 0,0159  b  

20  0,69± 0,0180 a 

 
Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % 
de probabilidade. 
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4.2. Taxa de Crescimento Relativo (TCR) 

 A exposição de S. molesta ao AsIII por 4 dias afetou negativamente o 

crescimento das plantas. A TCR nas folhas flutuantes não variou na concentração de 

5µM, porém, foi 34% e 60% menor do que o controle, na presença de 10 e 20 µM de 

AsIII, respectivamente. O crescimento das folhas submersas foi afetado em todos os 

tratamentos com AsIII, resultando em valores negativos nas duas maiores concentrações 

do poluente (Figura 2). 

 

 
 

Figura 2. Taxa de crescimento relativo (TCR) em folhas flutuantes (  ) e folhas 
submersas (  ) de S. molesta submetidas às diferentes concentrações de AsIII, após 
quatro dias. Médias seguidas pela mesma letra maiúscula para folhas flutuantes e pela 
mesma letra minúscula para folhas submersas não diferem entre si, pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade. 
 

 

4.3. Sintomatologia visual 

 A toxidez do AsIII causou danos às plantas que variaram de acordo com a 

concentração e com o tempo de exposição aos tratamentos. Assim, os danos mais 

intensos foram observados após quatro dias de tratamento na presença de 10 e 20 µM de 

AsIII. Nessas condições, as folhas flutuantes apresentaram cloroses, enquanto as folhas 

submersas atrofiaram e adquiriram um aspecto necrótico (Figura 3). 
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resultado mais evidente nas folhas submersas, onde ficou abaixo do controle (Figura 

7A). 

A maior atividade da CAT nas folhas flutuantes e submersas foi observada após 

exposição das plantas a 5 µM de AsIII. Os demais tratamentos não demonstraram efeitos 

significativos na atividade dessa enzima nas folhas flutuantes, enquanto nas folhas 

submersas a atividade da CAT permaneceu superior ao controle no tratamento com 10 

µM, porém não diferiu em 20 µM de AsIII (Figura 7B). 

Verificou-se aumento na atividade da POX nas folhas flutuantes deS. molesta, 

apenas na maior concentração de AsIII, não variando entre os demais tratamentos.Nas 

folhas submersas, aumentos na atividade da POX de 20% e 61% foram observados nas 

plantas expostas a 10 e 20 µM de AsIII, respectivamente (Figura 7C). 

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) nas folhas flutuantes de S. 

molesta aumentou nas concentrações de 5 µM e 10 µM de AsIII, porém, não diferiu do 

controle em 20 µM. Já nas folhas submersas, observou-se aumento significativo na 

atividade da APX em todos os tratamentos com o metaloide (Figura 7D).  

 

 

Figura 7. Atividade da dismutase do superóxido (A), catalase (B), peroxidase total (C) 
e peroxidase do ascorbato (D) em folhas flutuantes (  ) e folhas submersas (   ) de S. 

molesta submetidas às diferentes concentrações de AsIII, após 24 horas. Médias seguidas 
pela mesma letra maiúscula para folhas flutuantes e pela mesma letra minúscula para 
folhas submersas não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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4.8. Metabolismo da glutationa 
 

4.8.1 Teor de glutationa total 

O teor de glutationa total (GSH+GSSG) nas folhas flutuantes e submersas de    

S. molesta aumentou conforme o incremento na concentração do poluente em solução. 

No tratamento com 20 µM de AsIII, o teor desse metabólito nas folhas foi 

aproximadamente, duas vezes maior do que no controle, enquanto nas raízes, esse 

aumento foi superior a três vezes (Figura 8). Independente do tratamento, o teor de 

glutationa total foi sempre maior nas folhas flutuantes. 

 

 

 
Figura 8. Teor de glutationa total em folhas flutuantes (   ) e folhas submersas (   ) de S. 

molesta submetidas às diferentes concentrações de AsIII, após24 horas. Médias seguidas 
pela mesma letra maiúscula para folhas flutuantes e pela mesma letra minúscula para 
folhas submersas não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

 

4.8.2. Enzimas do metabolismo da glutationa: sintetase da ɣ-glutamilcisteína (ɣ-

GCS), redutase da glutationa (GR), peroxidase da glutationa (GPX) e 

sulfotransferase da glutationa (GST) 

 A atividade da ɣ-GCS nas folhas flutuantes de S. molesta, somente aumentou em 

plantas expostas à maior concentração de AsIII. Nas folhas submersas, incrementos 

foram registrados em todos os tratamentos com o poluente, sendo a maior atividade 

dessa enzima observada em 20 µM, enquanto não diferiu entre os tratamentos com 5 e 

10 µM deAsIII (Figura 9A). 
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As diferentes concentrações de AsIII não afetaram a atividade da enzima GR nas 

folhas flutuantes. Por outro lado, a atividade enzimática nas folhas submersas aumentou 

em todos os tratamentos com o metaloide (Figura 9B). 

A atividade da GPX em folhas flutuantes de S. molesta, apresentou incrementos 

nas concentrações de 10 e 20 µM AsIII. De modo oposto, essas mesmas concentrações 

do metaloide resultaram nos respectivos decréscimos de 24% e 40% na atividade da 

GPX nas folhas submersas (Figura 9C). 

Todos os tratamentos com AsIII induziram aumento na atividade da GST nas 

folhas flutuantes e nas submersas de S. molesta, em relação ao controle. No entanto, a 

atividade enzimática nas folhas flutuantes não foi modificada de maneira significativa, 

entre os tratamentos com 5, 10 e 20µM do metaloide. Em folhas submersas, a atividade 

da GST somente diferiu entre os tratamentos com 5 e 20 µM de AsIII(Figura 9D). 

 

 
 

Figura 9. Atividade das enzimas: sintetase da ɣ-glutamilcisteína (A), redutase da 
glutationa (B), peroxidase da glutationa (C) e sulfotransferase da glutationa (D) em 
folhas flutuantes (  ) e folhas submersas (  ) de S. molesta submetidas às diferentes 
concentrações de AsIII, após 24 horas. Médias seguidas pela mesma letra maiúscula para 
folhas flutuantes e pela mesma letra minúscula para folhas submersas não diferem entre 
si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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5. Discussão 

 
As plantas de S. molesta acumularam mais As nas folhas submersas do que nas 

folhas flutuantes e apresentaram um baixo fator de translocação (FT). Exceto em 

espécies hiperacumuladoras, a translocação do As é restrita na maioria das plantas, 

favorecendo seu acúmulo nas raízes em detrimento da parte aérea, inclusive em 

macrófitas (Zhao et al., 2009; Rahman e Hasegawa, 2011). Isso se deve à formação de 

complexos entre o AsIII e fitoquelatinas (PCs) nas células das raízes que, 

posteriormente, são sequestrados nos vacúolos, diminuindo sua reatividade e 

funcionando como um mecanismo de defesa (Liu et al., 2010; LeBlanc et al., 2013).  

 Apesar de S. molesta não ter apresentado características consideradas 

determinantes na capacidade de fitorremediação de As, como um acúmulo do elemento 

superior a 1000 µg g-1 MS e um FT>1 (Xie et al., 2009; Lorestani et al., 2011), sua 

utilização para esse fim não deve ser descartada. Essas características foram definidas 

para plantas terrestres e hiperacumuladoras de As, não devendo as mesmas serem 

utilizadas para definir o potencial de fitorremediação de uma planta aquática. Nessas 

espécies, diferenças anatômicas e fisiológicas modificam as relações entre a planta, o 

ambiente e o poluente, onde além da absorção, outros processos, como a adsorção 

também são importantes na função fitorremediadora da planta (Rai e Tripathi, 2011; 

Olguín e Sánchez-Galván, 2012).   

De modo geral, incrementos na concentração de As em solução, resulta em 

maior acúmulo desse metaloide pelas plantas. Entretanto, essa tendência não foi 

observada nas folhas submersas de S. molesta. Esse resultado pode ser explicado pelo 

transporte de AsIII para o meio externo, num mecanismo conhecido como efluxo. 

Proteínas aquaporinas do tipo NIPs, capazes de transportar o AsIII em algumas espécies 

de plantas, realizam transporte bidirecional e poderiam contribuir para o efluxo de AsIII 

do simplasto (Bienert et al., 2008; Isayenkov e Maathuis, 2008; Zhao et al., 2010b). 

 Além da possibilidade de efluxo, outro fator que pode ter contribuído de maneira 

mais significativa para esse resultado, teve origem na própria ação tóxica do AsIII. De 

fato, a capacidade que esse poluente possui de se ligar a grupos sulfidrilas de proteínas e 

gerar ROS, pode inativar aquaporinas e outros transportadores nas raízes, interferindo 

na sua própria absorção e de nutrientes (Hofffman e Schenk, 2011). Os danos visuais 

observados nas folhas submersas das plantas expostas à maior concentração de AsIII, 

reforçam essa hipótese. 
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 As cloroses e necroses observadas nas folhas flutuantes e submersas de S. 

molesta após 4 dias de exposição ao As, são sintomas  visuais da toxidez desse 

metaloide, também já relatados para outras espécies de plantas, aquáticas e terrestres 

(Shaibur et al., 2006; Guimaraes et al., 2012; Khang et al., 2012). Cloroses podem 

resultar da peroxidação de lipídios das membranas dos cloroplastos, diminuindo assim 

os teores dos pigmentos fotossintetizantes (Li et al., 2006; Singh et al., 2006), ou anda, 

de prejuízos na absorção de alguns nutrientes (Srivastava et al., 2007). As necroses 

originam da degradação de estruturas celulares em condições de estresse oxidativo, 

induzido pelo As (Talukdar e Talukdar, 2013). 

 Outra condição resultante da toxicidade do As em plantas é a inibição do 

crescimento (Gupta et al., 2008; Duquesnoy et al., 2010; Talukdar, 2011). Em S. 

molesta, esse efeito foi mais intenso nas folhas submersas, onde houve produção 

negativa de biomassa, provavelmente pelo maior acúmulo de As e pelo aumento no teor 

de ROS. Em conformidade com esse resultado, outras espécies de plantas também já 

apresentaram valores negativos na taxa de crescimento relativo, como consequência da 

exposição ao AsIII. Nesses casos, essa condição decorreu do estresse oxidativo causado 

pelo poluente, onde houve a destruição de paredes e membranas celulares, causando 

necroses e perda de biomassa pelas plantas. (Srivastava et al., 2009; Ozturk et al., 2009; 

Khang et al., 2012) . A capacidade que o As possui de inibir enzimas do Ciclo de Calvin 

contendo grupos tióis, causa redução na taxa fotossintética e também afeta diretamente 

o crescimento das plantas (Sharma, 2013). 

Em S. molesta, o aumento nos níveis de O2
.- e H2O2 causado pelo AsIII, estão de 

acordo com o registrado para outras espécies de plantas, como o arroz (Mishra et al., 

2011) e a mostarda (Srivastava et al., 2013). Já é bem conhecido o fato de que a 

presença do As no meio celular pode gerar produtos intermediários, como as ROS 

(Sytar et al., 2013). Essas substâncias tóxicas e altamente reativas são normalmente 

produzidas pelas células, mas tendem a aumentar em situações que perturbem a 

homeostase celular, culminando em estresse oxidativo (Sharma et al., 2012a).  

Nesse sentido, o aumento no teor de O2
.- em folhas submersas de S. molesta, 

acompanhado pelos incrementos na concentração de MDA e na porcentagem de 

extravasamento de eletrólitos nesses órgãos,  indicam a ocorrência de estresse oxidativo 

induzido pelo AsIII. Danos em membranas celulares também foram verificados nas 

plantas aquáticas Nasturtium officinale e Ceratophyllum demersum, decorrentes da 

exposição ao As (Mishra et al., 2008; Oztuk et al., 2010).  
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As membranas biológicas são consideradas o alvo primário das ROS durante 

situações de estresses, sendo a peroxidação de lipídios um marcador bioquímico do 

estresse oxidativo em plantas (Sytar et al., 2013). Esse processo de peroxidação resulta 

em aumento no extravasamento de eletrólitos e na quantidade de algumas substâncias 

intermediárias, como o malonaldeído (MDA) (Sharma, 2012a).  

Conforme mencionado anteriormente, a ocorrência de danos em membranas de 

cloroplastos é um dos fatores responsáveis pela diminuição na concentração de 

pigmentos cloroplastídicos em plantas sob estresse por As (Li et al., 2006). Em folhas 

flutuantes de S. molesta, os resultados da concentração de MDA e do extravasamento de 

eletrólitos, evidenciaram que houve manutenção na integridade de membranas nesses 

órgãos após 24 h de exposição ao AsIII. Assim, tais resultados podem explicar a 

ausência de alterações negativas na concentração desses pigmentos nas plantas expostas 

aos tratamentos com o poluente por esse mesmo período de tempo. Resposta semelhante 

ao AsIII, também foi observada em folhas de alface e de mostarda japonesa (Shaibur e 

Kawai 2009; Gusman et al., 2013). 

  Em alguns casos, a concentração de clorofilas pode até aumentar em plantas 

expostas a baixas concentrações de As, conforme verificado para clorofila a em S. 

molesta. De fato, essa mesma condição foi registrada em outras macrófitas, como 

Spirodela polyrrhiza (Seth et al., 2007) e Lemna minor (Duman et al., 2010). Esses 

autores consideraram o aumento dos pigmentos uma resposta adaptativa das plantas ao 

xenobiótico, ou ainda, resultante do chamado efeito hormese, quando baixas 

concentrações de substâncias tóxicas promovem efeitos estimulantes (Poschenrieder et 

al., 2013). 

A manutenção das ROS em níveis celulares adequados é necessária para que 

estas não causem danos oxidativos, mas possam, inclusive, atuar como moléculas 

sinalizadoras de estresses (Neill et al., 2002; Sytar et al., 2013). Esse controle em 

células vegetais é realizado, primordialmente, pelas enzimas antioxidativas (Sharma, 

2012b). 

Para eliminar o O2
.- formado em consequência da exposição ao As,  indução na 

atividade da SOD já foi relatada em milho (Requejo e Tena, 2005), fava (Lin et al., 

2008), arroz (Singh et al 2009; Mishra et al., 2011) e  Arabidopsis thaliana (Gupta et 

al., 2013). Essa mesma resposta foi observada em folhas flutuantes de S. molesta, 

porém, a atividade da SOD diminuiu nas folhas submersas das plantas expostas à maior 

concentração de AsIII.  Essa condição pode ter contribuído para o acúmulo de O2
.- 
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verificado nas folhas submersas e  consequentemente, nos danos em membranas nesses 

órgãos. 

 Embora o aumento na atividade da SOD seja a resposta mais comum ao As, 

alguns autores também já relataram redução na atividade desta enzima (Gupta et al., 

2009; Duquesnoy et al., 2010). Segundo Gupta et al. (2009), essas discrepâncias podem 

estar relacionadas com os diferentes tempos de exposição, concentração de As e a 

espécie vegetal. A atividade da SOD produz o H2O2, porém, apesar do aumento 

verificado na atividade da SOD em folhas flutuantes e submersas de S. molesta, para 

todos ou alguns dos tratamentos com o AsIII, os teores dessa ROS foram pouco alterados 

em relação ao controle. Esses resultados indicam o funcionamento de mecanismos 

antioxidativos nessa planta, capazes de manter o H2O2 em níveis celulares adequados.  

Atuando nesse sentido, a enzima CAT demonstrou aumento em sua atividade 

nas folhas flutuantes e submersas de S. molesta, nas concentrações mais baixas de AsIII. 

Esse aumento pode ter contribuído para a manutenção dos níveis de H2O2 iguais ao do 

controle nesses tratamentos. Entretanto, a posterior diminuição na atividade da CAT 

para os níveis do controle, sugere que altas concentrações de AsIII afetaram 

negativamente a atividade dessa enzima. 

Respostas positivas na atividade da CAT em plantas sob estresse por As são 

comuns na literatura (Duquesnoy et al., 2010; Mishra et al., 2011; Gusman et al., 2013). 

Inclusive, a própria geração de ROS em plantas na presença de xenobióticos pode 

sinalizar para um aumento na expressão dos genes que codificam enzimas 

antioxidativas e dessa forma, atuar como uma resposta ao estresse (Romero-Puertas et 

al., 2007). Porém, a presença dessas ROS nas células também pode inibir essas enzimas. 

Segundo Dat et al. (2003), a CAT é sensível ao O2
.- e, dessa forma, aumento dos teores 

dessa molécula causados pelo AsIII, pode ser o fator responsável pela diminuição na 

atividade dessa enzima em S. molesta. 

De modo geral, a atividade das enzimas POX e APX, também envolvidas na 

eliminação do H2O2, apresentaram incrementos em S. molesta, principalmente nas 

folhas submersas expostas às duas maiores concentrações de AsIII. Isso sugere que essas 

enzimas são componentes importantes da tolerância ao estresse oxidativo nessas 

plantas. De fato, aumento na atividade da POX, em resposta ao estresse oxidativo 

causado por metais tóxicos já foi verificado em diferentes condições e espécies de 

plantas (Wang et al., 2004; Lamhamdi et al., 2011; Huang et al., 2012). Indução similar 

na atividade da APX em resposta ao As, também já foi registrada em P. vitatta 
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(Srivastava etal., 2005), em plantas de milho e alface (Duquesnoy et al., 2010; Gusman 

et al., 2013). 

Segundo Mallick et al. (2011), enzimas de natureza mais global dentro da célula, 

distribuídas em praticamente todos os compartimentos celulares, como é o caso das 

peroxidases, mantêm elevados níveis dentro das células, sendo menos susceptíveis ao 

declínio em condições de estresse do que enzimas confinadas, como é o caso da CAT, 

encontrada apenas nos peroxissomos e mitocôndrias.  

Considerados em conjunto, os resultados obtidos nas análises da atividade da 

SOD, CAT, POX e APX, indicam a atuação conjunta dessas enzimas no combate ao 

estresse oxidativo induzido pelo AsIII em S. molesta. Esse fato ficou mais evidente nas 

folhas flutuantes, onde os danos em membranas celulares foram menores do que aqueles 

em folhas submersas. O menor acúmulo de As nas folhas flutuantes, associado ao fato 

da atividade enzimática absoluta ter sido sempre mais elevada nesses órgãos, podem ter 

sido a causa desses resultados.  

Além disso, a compartimentalização do As pode ocorrer de forma diferente entre 

as partes da plantas e dessa forma, as respostas variam entre folhas e raízes (Shaibur e 

Kawai, 2009). Gomes et al. (2012) observaram essa variação em Anadenanthera 

peregrina expostas ao AsV, onde, semelhante ao registrado em S. molesta, as folhas 

demonstraram maior tolerância do que as raízes. Nesse caso, os autores sugeriram que 

esse seria um mecanismo de defesa das plantas, no sentido de evitar danos oxidativos ao 

seu aparato fotossintético. 

 Além das defesas antioxidativas enzimáticas, estudos indicam que vários tióis 

protéicos e não protéicos também contribuem para a tolerância de plantas a estresses 

abióticos (Colville e Kranner, 2010). Nesse contexto, a glutationa (GSH) é um tiol não 

protéico com propriedades antioxidativas (Estrella-Gómez et al., 2012; Noctor et al., 

2012), cujo papel de proteção em plantas sob estresse por metais tóxicos (Estrella-

Gómez et al., 2012; Gill et al., 2012), salinidade (Zagorchev et al., 2013), seca 

(Pyngrope et al., 2013) e calor (Kumar et al., 2012), já ficou comprovado.  

 Tanto o AsV, como o AsIII possuem uma elevada afinidade para com tióis tais 

como, a GSH. Assim, a síntese dessas moléculas tende a aumentar em plantas sob 

estresse por esse metaloide, como um mecanismo de defesa (Raab et al., 2004; 

Zagorchev et al., 2013). De fato, essa resposta foi verificada em folhas flutuantes e 

submersas de S. molesta após exposição ao AsIII.  

Incrementos nos teores de GSH também foram relacionados com a tolerância ao 

As em arroz (Mishra et al., 2011; Tripathi et al., 2012), na hiperacumuladora Pteris 
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Vittata (Sakai et al., 2010) e nas macrófitas: Wolffia globosa (Zhang et al., 2012), 

Ceratophyllum demersun (Mishra et al., 2008) e Hydrila verticillata (Srivastava et al., 

2007). 

 Devido à importância da GSH como composto antioxidativo é interessante que 

as células mantenham suas concentrações suficientemente altas para protegê-las de 

condições estressantes (May et al., 1998). Nesse sentido, existe uma forte correlação 

entre a tolerância das plantas aos metais tóxicos e a capacidade de manter elevados 

níveis intracelulares de GSH (Metwally et al., 2005). 

 A GSH é sintetizada nos cloroplastos, citosol e mitocôndrias, essencialmente em 

dois passos, sendo o primeiro realizado pela ação da enzima sintetase da ɣ-

glutamilcisteína (ɣ-GCS), que produz a ɣ-glutamilcisteína, precursor imediato da 

molécula de glutationa. (Zechmann e Muller, 2010; Noctor et al., 2012).O aumento 

observado na atividade da ɣ-GCS em S. molesta, indica que esse foi o fator responsável 

pelo acréscimo nas concentrações de GSH nessas plantas.Dave et al. (2013) obteve 

resultados semelhantes em folhas e raízes de arroz, também tratadas com AsIII. 

Sob condições de estresse, ocorre maior consumo de GSH, tanto para a 

formação de PCs, quanto par a sua utilização no ciclo ascorbato-glutationa (Tripathi et 

al., 2012). Nesses casos, uma maior atividade da enzima ɣ-GCS manteria os níveis de 

GSH adequados com a necessidade desse metabólito pela planta. 

 Outra enzima envolvida no metabolismo da glutationa, cuja atividade é induzida 

durante o estresse oxidativo induzido pelo As é a redutase da glutationa. A GR 

desempenha papel fundamental no sistema de defesa contra as ROS por sustentar a 

glutationa em seu estado reduzido (GSH) (Sytar et al., 2013).  

O incremento na atividade da GR em folhas submersas de S. molesta, indicam 

que o maior acúmulo de As pode ter estimulado a atividade dessa enzima, mantendo 

assim os níveis celulares suficientes de GSH para o desempenho de suas funções 

antioxidativas. Resposta semelhante ao As, também já foi verificada em outras espécies 

vegetais (Srivastava et al., 2005; Singh et al., 2007; Shri et al., 2009). A ausência de 

alterações significativas na atividade dessa enzima nas folhas flutuantes de S. molesta, 

indica que houve pouca utilização da GSH, provavelmente pela ação das enzimas 

eliminadoras de ROS terem atuado de maneira eficiente no combate ao estresse 

oxidativo nesses órgãos.   

A atuação da GR fornece substrato para a peroxidase da glutationa (GPX), 

enzima essa que atua na eliminação de ROS (Meyer e Hell et al., 2005), sendo 

considerada um biomarcador da toxicidade subletal de metais em plantas (Radotic et al., 
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2000). Incrementos na atividade da GPX em folhas flutuantes de S. molesta expostas às 

maiores concentrações de AsIII, indicam o papel dessa enzima na defesa contra o 

estresse oxidativo induzido por esse metaloide.  

Maior atividade da GPX é considerado um mecanismo intrínseco de defesa 

contra o estresse oxidativo e já foi verificado em plântulas de arroz tratadas com AsIII 

(Srivastava et al., 2005; Mishra et al., 2011). Já o comportamento oposto observado 

para a atividade da GPX nas folhas submersas pode ter resultado da toxidez do AsIII, 

conforme foi verificado para essa enzima em plantas de Brassica juncea, na presença de 

cádmio (Markovska et al., 2009).  

 Outra enzima, cuja atividade é induzida em condições de estresse e que depende 

da GSH é a sulfotransferase da glutationa (GSTs) (Chi et al., 2011). Entre suas várias 

funções nas plantas, a GST catalisa a desintoxicação de ROS e radicais orgânicos, 

utilizando a GSH como substrato (Ghelfi et al., 2011). Embora a atividade da GST 

tenha aumentado em folhas flutuantes e submersas de S. molesta em resposta ao AsIII, 

os valores absolutos foram maiores nas folhas. Associado a outros fatores anteriormente 

descritos, isso pode ter contribuído para os menores danos observados nesses órgãos, 

corroborando com os resultados de Mylona et al. (1998) e Mokgalaka-Matlala et al. 

(2009).  

 As plantas possuem uma série de mecanismos para combater o estresse causado 

pelo As, no entanto, segundo Mishra et al. (2008), a principal via de desintoxicação 

desse metaloide ocorre através de sua quelação com ligantes contendo enxofre, tais 

como a GSH e  as PCs. Assim, as funções desempenhadas pela GSH nessas condições, 

podem ser cruciais para as repostas adaptativas e sobrevivência das plantas. 
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6. Conclusões 

 
O crescimento de S. molesta foi afetado negativamente pelo AsIII, sendo os 

efeitos mais drásticos observados nas folhas submersas. 

 As ROS O2
.- e H2O2, causaram danos às membranas celulares que variaram com 

as concentrações de AsIII, sendo esses efeitos mais intensos nas folhas submersas do que 

nas folhas flutuantes.  

S. molesta demonstrou uma reação coordenada do metabolismo antioxidativo 

enzimático e não enzimático na tolerância ao AsIII, principalmente nas folhas flutuantes 

e na menor concentração do poluente em solução. 

De modo geral, as folhas flutuantes demonstraram maior tolerância ao As do que 

as folhas submersas. Podem ter contribuído para esse resultado, o menor acúmulo de As 

pelas folhas flutuantes, associado com a atividade enzimática absoluta mais alta do que 

em folhas submersas. No entanto, essa resposta diferenciada entre os órgãos necessita 

de outros estudos para ser esclarecida. 

 O tempo de exposição e a concentração de AsIII influenciaram nas respostas das 

plantas e também sugerem estudos adicionais, no sentido de caracterizar os efeitos 

desses fatores no metabolismo antioxidativo de S. molesta e na definição do seu 

potencial como espécie fitorremediadora de As.  
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