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Resumo

O objetivo do trabalho foi estudar a relagdo entre a toxidez do fon AI* e o
estresse oxidativo em duas linhagens de milho, Cat 100-6 e S1587-17 - tolerante
e sensivel ao AI*, respectivamente. As observagbes visuais dos danos e da
presenca do AI** nas raizes, feitas com hematoxilina, indicaram que o milho
tolerante possui mecanismos de defesa que possibilitam a excluséo do ion da raiz.
A atividade de enzimas constituintes do sistema de defesa antioxidante PX, CAT,
SOD e GR foram determinadas nos apices das raizes das duas linhagens em
diferentes concentracbes e tempos de exposicio ao AP'. As atividades
encontradas para a SOD e PX foram 1,7 e 2,0 vezes maiores, respectivamente, na
linhagem sensivel ao aluminio, em 38 uM de AI** em 48 horas. Os resultados
encontrados indicaram que o AI** interfere no processo de respiracdo celular,
induzindo um aumento na quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO) no

§1587-17. Os resultados mostraram que o AP** n&o induz oxidagéo de proteinas
" no Cat 100-6, enquanto ha uma indugdo no S 1587-17. Esta inducéo foi dose e
tempo-dependente e em 38 uM AI** em 48 horas de tratamento, observou-se a
formagao de 20+2 nmol de carbonilas por mg de proteinas. Como o AI** nao
induziu a peroxidacgéo de lipideos, concluiu-se que a oxidagao de proteinas é a via
de degradacéo celular das ERO para o S 1587-17. Finalmente, o estresse
oxidativo no milho sensivel, consequéncia do tratamento com aluminio, induziu
apoptose nas células da ponta da raiz. Todos esses resultados indicam que o AFF*
induz estresse oxidativo somente no milho sensivel e que esse quadro é
consequéncia da toxidez do aluminio em solos acidos, e n&o sua causa.
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Abstract

The objective of this work was to study the relation between Al-toxicity and
oxidative stress in two maize lines, Cat100-6, Al-tolerant, and S1587-17, Al-
éens'rtive. The injury caused by A** and its presence, observed visually in roots
using hematoxylin, indicated that tolerant maize has defense mechanisms that
exclude the ion from roots. PX, CAT, SOD and GR activities were determined in
root tips of both line maize, exposed to different AP** concentrations and time of
exposure. SOD and PX found were 1,7 and 2,0 times greater, respectively, in
sensitive maize treated by 36 uM of AI** in 48 hours. The results indicated that AI**
interfere in cellular respiration process, increasing the formation of reactive oxygen
species (ROS) in $1587-17. AP’* exposure did not induce protein oxidation in
Cat100-6, but induced in $1587-17. This induction was dose and time dependent
and after 36 pM for 48 hours of Al**, it was observed the formation of 2042 nmol of
' carbonyls by mg of protein. However, AI** did not induce lipid peroxidation. These
resuits indicated that cellular degradation of ROS in $1687-17 was for protein
oxidation. Finally, oxidative stress in sensitive line induced apoptose in root tip
cells. All results indicate that AI** induce oxidative stress just in sensitive maize and
this is a consequence of aluminum toxicity in acidic soils, and not your cause.
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Introducio

1. Introducao

O aluminio & o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre, depois
do oxigénio e silicio (Ma et al, 2001) e é téxico a muitos organismos, incluindo
plantas, peixes e mamiferos (MacDiarmid e Gardner, 1998). No solo, ele é
encontrado na foma do ion AP e, quanto as plantas, é o fator determinante da
baixa produtividade agricola em solos &cidos, os quais correspondem a 40% das
terras araveis do mundo (Foy et al, 1978). Esse é um quadro atual que atinge o
cerrado, o qual esta presente em 11 estados brasileiros e no distrito federal (tabela
1), uma area de 205 milhdes de hectares (24,5 % do territério nacional), dos quais
112 milhdes s&o considerados impréprios para o cuitivo.

Tabela 1: Distribuicido da area territorial do cerrado pelos estados brasileiros e distrito
. federal. Considerando a drea total do Brasil, o cerrado cobre 24,5 % do territério (Caruso,
1997).

ESTADOS AREA (%)
Minas Gerais 66.0
Tocantins 86.8
Mato Grosso 47.8
Mato Grosso do Sul 61.7
Piaui 64.8
Bahia 14.7
Maranh&o 43.5
Ceara 1.4
Para 0.9
Rondénia 16.9
Goias 100.0
Distrito Federal 100.0
Total Brasil 245

Existem algumas espécies de plantas que sdo resistentes a quantidades
fitotdxicas de aluminio. Em termos gerais, a resisténcia tem sido classificada em:
" mecanismo de exclusio de aluminio das raizes e mecanismos de resisténcia
interna, nos quais o ion é tolerado no citosol. Os mecanismos de exclusdo
compreendem a imobilizagdo do ion nas paredes celulares, efluxo ativo do ion
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Introducdo

(Taylor, 1991), aumento do pH na rizosfera (Degenhardt et al, 1998), tomando o
aluminio insolivel, e liberagdo de acidos orgénicos, principalmente citrico e
madlico, que complexariam o ion na rizosfera, reduzindo sua atividade. Este ditimo
tipo de mecanismo foi observado em varias plantas (Delhaize et al, 1993b; Pellet
et al, 1995; Jorge e Arruda, 1997; Larsen et al, 1998; Zheng et al, 1998, Ryan e
Delhaize, 2001).

Mecanismos de tolerdncia interna também tém sido propostos, como a
complexagao do AI** por polipeptideos (Basu et al, 1994) e acidos organicos
{Suhayda e Haugh, 1986), compartimentalizagédo do ion no vactolo (Taylor, 1991)
e sintese de determinadas proteinas (Taylor ef al, 1997; Somers ef al, 1996).
Contudo, ndo existem evidéncias diretas destes mecanismos e os trabalhos sobre
tolerancia ao fon AI** a nivel intracelular séo escassos.

Apesar dos efeitos toxicos do aluminio serem bastante conhecidos, nio se
conhecem as causas da toxidez (Ryan e Delhaize, 2001). O principal sintoma da
toxidez do AI** & a inibigdo do crescimento da raiz nas primeiras horas de
exposi¢cao ao jon (Delhaize et al, 1993a) em concentragSes micromolares (Ma et
al, 2001). Algumas espécies de plantas sdo mais sensiveis ao Al** e variagdes
podem ocorrer entre gendtipos de uma mesma espécie. A exposigio ao Al**
causa danos as células das raizes, danos estes que atingem a célula desde a
parede celular até o nucleo, causando um baixo crescimento e uma diminuigdo na
produtividade. |

O aluminio se liga forte e rapidamente aos sitios negativos da parede
celular, interfenindo' na capacidade de troca ibnica da parede (Matsumoto, 2000). A
exposicio ao ion induz a formagéo de calose, interfere na deposicdo de
polissacarideos na parede celular e aumenta sua rigidez por interagdo com
pectinas (Rout et al, 2001). O Al** também interage fortemente com a membrana
plasmatica, alterando fungbes relacionadas a ela e interferindo em potenciais
elétricos. ‘A interferéncia causada pelo AP na aquisiciio de agua e elementos
essenciais a célula, como calcio, magnésio, fésforo e potassio, também ja é
conhecida (Rout et al, 2001). A entrada de aluminio no simplasma é rapida (L.azof
et al, 1994) e Jones ot al (1998a,b) sugeriram que varios sitios intracelulares
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Introducio

podem ser afetados pelo aluminio. Uma vez dentro da célula, o aluminio também
interfere em processos relacionados ao niicleo, j4 que trabalhos indicam que o
aluminio inibe o processo de divisao celular e pode ser encontrado associado ao
DNA (Morimura e Matsumoto, 1978) e cromatina (Matsumoto ef al, 1977).
Indmeros artigos tém sido publicados nos dltimos dez anos relacionando
espécies reativas de oxigénio a determinados estimulos em plantas, em um
processo  conhecido como estresse oxidativo. Esses estimulos podem ser, por
exemplo, variagbes de temperatura, exposicio a metais, a oz6nio, deficiéncia
mineral e faita de agua. Poucas publicagdes tratam especificadamente do estresse
oxidativo induzido por aluminio, as quais indicam que existe uma relacao entre a
toxidade do ion Al e a produco de enzimas relacionadas a espécies oxidativas
de oxigénio e a peroxidag&o de lipidios (Cakmak e Horst, 1991; Verstraeten ef al,
1997, Yamamoto ef al, 2001).
A produgio de espécies reativas de oxigénio provém de reagdes da flavina
desidrogenase, transporte de elétrons na mitocondria e fotossintese (Lamb e
Dixon, 1997) e € um processo continuo sob condigtes aerébicas. Calcula-se que
| cerca de 2% do consumo mitocondrial de oxigénio resulta na produgio do fon
superdxido O~ (Cadenas et al, 1977). Apesar da moderada reatividade quimica do
superdxido em agua, este ion pode contribuir para a formagso de outras espécies
mais reativas, como agua oxigenada (H.0,) e radical hidroxila ‘OH. A mitocéndria
possui um eficiente sistema antioxidante de defesa, representado pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD), glutationas peroxidase e redutase, NAD(P)H
transidrogenase, entre outras (Vercesi et al, 1997). Em condigbes fisioldgicas, o
sistema oxidante/antioxidante esta balanceado. Porém, sob condi¢cdes nas quais
um excesso de espécies reativas de oxigénio esta presente, induzida por um
determinado estimulo, instala-se um quadro de estresse oxidativo. Suas
consequéncias variam de célula para célula e a mitocondria ndo somente produz
espécies reativas de oxigénio, como também é o sitio primario da toxidez (Gille e
Siglér,- 1995). Um dano importante relatado é a liberagdo descontrolada de caicio
pela mitocondria e inibicao da sintese de ATP. Além disso, em células endoteliais,
H20. provoca uma redugéo nos niveis de glutationa e ATP (Spragg et al, 1985),

3



Introducdo

liberagdo de calcio, aumento da permeabilidade da membrana e danos aos
mecanismos de transdugéo de sinal (Vercellotti et al, 1991; Ryter e Tyrrell, 1998).

Além da peroxidagéo de lipideos, espécies reativas de oxigénio podem
causar danos as membranas (Kristian e Siesjo, 1998) através da inibicdo da
metilagdo de fosfolipideos, processo importante para o ajuste da fluidez da
membrana e para a atividade de enzimas ligadas a ela. Apesar dos danos
causados a lipideos e proteinas serem parcialimente reparados por novas
sinteses, os danos causados ao DNA dificultam a habilidade sintética das células
e sua habilidade de replicacéo. Além disso, ocorre uma diminuigéo significativa
nos niveis de NAD" e ATP, o que pode provocar a morte da célula (Berger, 1991).

Cakmak e Horst (1991) estudaram o efeito do aluminio na peroxidagdo de
lipideos e nas atividades de superéxido dismutase (SOD), catalase e guaiacol
peroxidase em pontas de raizes de um cultivar de soja sensivel ao aluminio. A
peroxidagéo de lipideos aumentou significativamente somente apés 24 horas de
tratamento com 40 pM de AICl; e foi estimulada na presenca de ferro. A atividade
de SOD também aumentou, indicando que o ion superéxido estava presente
dentro da célula em maior quantidade ap6s tratamento com aluminio. Além disso,
a atividade da peroxidase foi acentuada tanto em tratamentos com baixa
concentragao de aluminio quanto em tratamentos mais curtos (24 horas). No
entanto, os autores nao fizeram o mesmo estudo em um cultivar tolerante, 0 que
poderia fornecer uma methor discussio dos resuitados com relagdo a toxidez ao
aluminio.

Um estudo sobre a capacidade do Ai**, além de outros ions metalicos como
Ga> e La*, em promover danos oxidativos as membranas de cérebros de ratos,
foi feito por Verstraeten ef al (1997), que observaram um aumento na peroxidacéo
de lipideos e na concentrag&o de carbonilas associadas a proteinas em mielina e
‘em membranas sinapticas, in vivo e in vitro. Os autores propdem que esses
metais formam clusteres de fosfolipideos negativamente carregados nas
membranaé—que promovem reacoes de redugdo. Segundo Levine et a/ (1990), a

introducéo de grupos carbonilicos em residuos de amino acidos de proteinas é
caracteristica de uma modificagéo oxidativa.
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Richards et al (1998), analisando mudangas nas expressdes genéticas de
Arabidopsis thaliana apds 2 horas de tratamento com aluminio, observaram que
dos genes induzidos, 4 sdo conhecidos por serem induzidos em condigdes de
estresse oxidativo, indicando que os ions aluminio promovem um quadro de
estresse oxidativo nas células da planta.

Os resultados mostrados na literatura até o momento indicam que pode
haver uma relagdo entre estresse oxidativo e o efeito toxico dos ions aluminio.
Deste modo, o estudo dessa possivel relagdo entre o estresse oxidativo e a
fitotoxidade do aldminio é importante, pois permitirA maior compreens&o da agéo
deste ion a nivel intracelular. A obtengéo dessas informagbes podera colaborar
para um futuro aumento da produtividade agricola em solos acidos, ajudando na
elucidagdo dos mecanismos de toxidez das plantas ao AI**, que apesar de
intensos estudos, continuam sem ser completamente entendidos.



Objetivos

2. Objetivos

De forma geral, o objetivo do trabalho & estudar a relacdo entre a toxidez
e/ou a tolerancia ao aluminio (A**) e o estresse oxidativo em duas linhagens de

milho;
v

v

Verificar se a exposigao das linhagens de milho ao aluminio gera um
quadro de estresse oxidativo e em qual das linhagens isso ocorre;
observar qual ¢ a intensidade desse estresse oxidativo em fungéo da
concentracéo de aluminio;

observar qual é o perfil da indugio desse estresse em fungdo do
tempo de exposicao ao aluminio;

verificar qual o comportamento das atividades enzimaticas e da
degradac@o celular por peroxidagdo de lipideos e oxidacdo de
proteinas em funcdo da concentragéio e do tempo de exposicao ao
aluminio; _

observar se o estresse oxidativo causa morte celular programada
nas celulas da ponta da raiz através da detecgso de altos indices de
fragmentagéo cromatinica;

relacionar o sistema de defesa enzimatico com mecanismos de
tolerancia ao aluminio j& conhecidos;

relacionar os efeitos do estresse oxidativo com os efeitos da toxidez
ao aluminio também j& conhecidos;

comparar os todos 0s resultados obtidos para a linhagem tolerante
com a sensivel e

verificar se o estresse oxidativo & causa ou consequéncia da toxidez
ao aluminio.




Materigis e Métodos

3. Materiais e Métodos

3.1 — Reagentes e equipamentos

Os reagentes Acido 2-Tiobarbitirico (TBA), Acido Tricloroacético (TCA),
- Guanidina Hidrocldrica, L-Metionina, Nitro Blue Tetrazolium, Riboflavina, Guaiacol,
Glutationa Oxidada (GSSG), B-NADPH, Acido 5,5-Ditiobis-Nitrobenzoico foram
obtidos da Sigma (EUA). O reagente BioRad Protein Assay para quantificagio de
proteinas foi obtido da BioRad e o kit In Situ Cell Death Detection para detecgao

de apoptose da Boehringer Mannheim (Alemanha). Os demais reagentes
utilizados foram de grau analitico.

Os equipamentos utilizados est&o listados a seguir:

Espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452A Diode Array
Controlador de temperatura Hewlett Packard 89090A (+0,1°C)
Microbalanga Perkin Elmer AD-6 Autobalance

Balanga Analitica Mettier AE200 (+0,1 mg)

Microcentrifuga Revan 14000D

Balanga Técnica Mettler PJ 4000 (0,1 g)

Banho Termostatizado Buichi 461 Water Bath (30 ~ 100 °C)
Vortex Biomatic 1005/853

Capela de Fluxo Laminar Horizontal VECO

Autoclave Vertical Phoenix

Estufa de Cultura 002CB Fanem Ltda

Microscépio Zeiss

Estereoscopio Leica

Cromatégrafo Liquido 600, Detetor 484 e Registrador 746 Waters

. O espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452A Diode Array utilizado para as
~ medidas cinéticas possui um detetor formado por um arranjo de diodos. Este tipo
de detector permite que a absorbancia seja medida nos comprimentos de onda de
190 a 820 nm quase instantaneamente. Isso permite que as determinagtes
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Materiais e Métodos

cinéticas sejam feitas adquirindo-se espectros de absorgéo em intervalos de até,
no minimo, 2 segundos. Assim, a variagio da absorbancia em um determinado
comprimento de onda pode ser visualizada pelos graficos de absorbancia em
fungéo do tempo, como também pela variagio do perfil de todo o espectro de
absorbancia em fungdo do comprimento de onda, j& que em cada medida, todo o
espectro é adquirido.

3.2 — Sementes e germinacgéo

As linhagens aproximadamente isogénicas CAT 100-6, tolerante ao
aluminio, e seu variante somaclonal $1587-17, sensivel ao aluminio, foram
obtidas do Banco de Sementes do Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética da Unicamp — CBMEG.

As sementes das duas linhagens foram esterilizadas com uma solugdo 1:4
de hipoclorito de s6dio (NaClO) por 10 minutos, contendo 1 gota de uma solugéo
50% em volume de surfactante Tween 20. Este surfactante foi utilizado para
redugéo da tens&@o superficial, eliminando as bolhas de ar das sementes e,
portanto, aumentando a eficiéncia da esterilizaggo. A solugéo de hipoclorito de
sddio foi preparada a partir da diluicéio do hipoclorito de sédio comercial, marca
Candida, de concentragéo 2,0-2,5%, mantido em geladeira.

Apos a esterilizagdo, as sementes foram transferidas para uma capela de
fluxo laminar e lavadas 8 vezes com &gua destilada deionizada esterilizada em
autoclave para a total retirada do NaClO. As sementes das duas linhagens foram
entdo colocadas para germinag&o em papel de filtro umedecido, dentro de uma
estufa a 30°C, no escuro, em condigbes assépticas por 60 horas.

3.3 - Determinacgéo do crescimento relativo da raiz

O crescimento relativo da raiz (CRR) é uma medida relativa entre o
crescimentp de raizes das plantas tratadas em solugbes contendo diferentes
concentracbes de aluminio e de raizes tratadas em uma solugsio controle, sem

aluminio, em fungao do tempo. A partir dessa medida & possivel observar o efeito
do fon AIP* no crescimento das plantas.



Materiais e Métodos

Apés 60 horas de germinagao, as plantas foram transferidas para potes de
plastico contendo solugdo nutriente com 0 (controle), 6, 36 e 60 uM de AP*. A
solugdo nutriente utilizada possuia a seguinte composigao: 500 uM Ca(NO;),, 500
uM KNO3, 2 uM KH,PO4, 250 uM NH4NO;, 125 uM MgSQy4, 2 pM MnClz, 2 pM

Fe(NO;);.EDTA, 11 uM H3BO;, 0,35 uM ZnSO4 0,2 pyM CuSOs e 0,2 uM
" Na;MoO,, com pH ajustadc em 4,1 com HCI (Jorge e Arruda, 1997). As solugdes

- de MgSQ,, Ca(NO3)2 e Fe(NO3)3 foram padronizadas conforme Flaschka (1969) e

os demais sais foram secos em estufa a 80°C por uma noite, antes do preparo das

. solugBes. A solugdo de aluminio 0,01 mol L™ foi preparada a partir de cloreto de
- aluminio AlCl; e padronizada através de retrotitulagéo de EDTA com sulifato de
- zinco Padrao 0,01 mol L', em solugdo tampéo H3BO3/KCI/NaOH pH 10, utilizando

Zincon como indicador (Kinnunem e Merikanto, 1955). Diferentes quantidades
dessa solugdo de aluminio foram adicionadas aos frascos para obtengido das

- solugBes contendo 6, 12, 36 e 60 pM de AP**.

O sistema montado para o tratamento das plantas pode ser visualizado na

figura 1. A aeragio e agitag8io da solugéo nutriente foram feitas utilizando-se ar
‘comprimido previamente tratado, que era passado por um frasco contendo uma
. solugdo concentrada de hidroxido de sddio. Esse tratamento foi feito para
- diminuigdo da quantidade de CO; do ar, que provoca abaixamento do pH da
- solugdo nutriente em tratamentos muito longos. Além disso, as plantas eram
. colocadas em placas de isopor para que permanecessem suspensas na solugdo.

A temperatura da sala foi controlada em aproximadamente 25 °C utilizando-

% se um ar condicionado e as plantas foram iluminadas 18 horas por dia, através de

duas lampadas brancas fluorescentes e duas luzes GroLux, marca Syivania

- FAOWT12.
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Figura 1: Sistema utilizado para tratamento das plantas em solugdes nutrientes contendo
0 (controle), 6, 12, 36 e 60 uM de AI**, em pH 4,1. As solugdes eram aeradas e agitadas
através de ar comprimido. Este passava previamente por uma solugdo concentrada de
NaOH para diminuigdo da quantidade de CO, do ar, evitando o abaixamento do pH da
solucado durante tratamento.

As raizes submetidas aos tratamentos foram medidas com uma régua com
precisdo de 0,5 mm em intervalos de tempo. A determinagdo do crescimento
relativo da raiz (CRR) é feita segundo a equagéo 1.

T.~T
CRR=-1 = [1]
£y

onde T; e C; sdo os comprimentos das raizes das plantas, em cm, em um
determinado tempo de tratamento em solugdo nutriente com aluminio e controle,
respectivamente, e T; e C; sdo os comprimentos das raizes imediatamente
anterior ao inicio do tratamento. O CRR em tempo zero é definido como sendo 1.

As diferencas T; — T; e C¢— C;, na equagdo, representam a meédia de, no
minimo, 8 plantas. A média amostral e o desvio padrdo foram determinados
segundo as equacdes 2 e 3, respectivamente (Barros Neto et al, 1995):
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nas quais: X — i-ésima observagéo
X — média amostral
N - nmero total de observagdes
s — desvio padréao

No célculo de CRR, o desvio foi determinado segundo a propagacdo de
eITos para a equagao 4, conforme equacéo 5 (Squires, 1968).

3.4 - Determinacéio da atividade de aluminio nas solugdes nutrientes

A espécie toxica de aluminio & A*. Em uma solugéo aquosa com pH 4,1,
acima de 90% do aluminio esté na forma téxica (figura 2). Entretanto, em solugbes
contendo outras espécies quimicas e em solos, o AI** pode participar de reagdes
de complexag&io com vérios ligantes. Assim, a quantidade de aluminio téxico as
plantas € mais bem refletida pela atividade quimica do ion AI** do que pela sua

“concentragio molar. A atividade dos fons aluminio nas solugdes nutrientes, em pH

4,1, foi determinada utilizando-se o programa Geochem 2.0 (Parker et al, 1995).

11
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Figura 2: Distribuicdo em porcentagem do ion AP e seus complexos Al(OH), em solugio
aquosa com 1 uM total de aluminio, segundo o pH da solugio (Harris et al, 1996).

3.5 — Visualizagéo de AI** na rizosfera utilizando hematoxilina

As raizes foram tratadas com solugsio nutriente contendo 0,6, 12, 36 e 60
pM de AP, por 6, 12, 24, 48 e 72 horas. Apos tratamento, as raizes foram lavadas
com &agua destilada deionizada por 20 minutos, imersas em solucdo de
hematoxilina por 30 minutos e lavadas novamente com agua destilada deionizada
por 20 minutos. A solugio de hematoxilina contém 0,2 g de hematoxilina e 0,02 g
de iodato de potassio (KIO3) em 100 mL de agua destilada deionizada e foi
preparada no dia anterior 4 andlise (Delhaize ef al, 1993a). As pontas foram
cortadas e fotografadas em um Estereoscopio MZ12s LEICA.

3.6 — Quantificacéo de proteinas

A quantidade de proteinas em cada extrato foi determinada segundo
Bradford (1976). Foi utiizado o reagente BioRad Protein Assay, que apés
interagdes com as proteinas absorve em 595 nm. Uma curva analitica com
Albumina Bovina (BSA) foi construida para relacionar a intensidade da
Absorbancia a 595 nm e a quantidade de proteinas (figura 3).
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Absorbéncia (u.a.)
&
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Figura 3: Curva analitica de absorbancia em fungéio da quantidade de BSA, construida-
variando-se a concentragdo de proteina e adicionando-se corante. As medidas foram
realizadas a 595 nm em duplicata, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1 cm de

As medidas de absorgéo foram feitas em duplicata, em dois dias diferentes,
obtendo-se um total de quatro pontos para cada concentracdo de proteinas

- observada. Todos os pontos obtidos estdo na figura 3 e mostram uma
+. dependéncia linear entre a absorbancia e a quantidade de proteina BSA na faixa
-~ de concentragéo de 1,0 a 4,5 ug por 0,5 mL de solug&o. A equacsio 6 foi obtida a

partir do grafico e utilizada para a determinagéo da concentracéo de proteinas nos

'
1

extratos:

Abs = 0,095 + 0,083.[ proteinas)

na qual:

Abs — Absorbancia (u.a.)

[6]

[proteinas] - concentragéo de proteinas (ug/0,5mL)

13
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3.7 — Determinacio da atividade de Superéxido Dismutase (SOD)

A determinagdo da atividade da enzima Superéxido Dismutase (EC
1.15.1.1) foi feita segundo o método descrito abaixo, modificado de Giannopolitis e
Ries (1977) e Beyer e Fridovich (1987). Para as andlises dose dependentes, apds
48 horas de tratamento, as pontas das raizes tratadas com 0, 6, 12, 36 € 60 uM de
aluminio foram cortadas em (5 - 6) mm , apds terem sido lavadas 3 vezes com
agua destilada deionizada. Ja as andlises tempo dependentes, as plantas foram
tratadas com 36 pM de aluminio por 24, 48 e 72 horas. O tempo inicial (t = 0 h)
corresponde as plantas n&o tratadas. Apés os tratamentos, as pontas foram
maceradas em almofariz com 1 mL de tampao Hepes/KOH pH 7,8 50 mM e EDTA
0.1 mM. A mistura foi centrifugada por 8 minutos a 10000 g e o sobrenadante
permaneceu em gelo até a andlise. As proteinas do extrato obtido foram
quantificadas segundo Bradford (1976) conforme item 3.6.

A mistura de reagéo utilizada foi constituida por tampéo Hepes/KOH pH 7,8
50 mM, EDTA 0,1 mM, carbonato de sédio (Na2CO3) 50 mM, L-metionina 12 mM e
riboflavina 1 pM, para um volume final de 2,5 mL. Por Gltimo foram adicionados 50
uL de extrato e Nitro Blue Tetrazolium (NBT) para uma concentracgéo final de 7,5
rM em uma cubeta de vidro de 5 cm de caminho 6ptico. O espectro de absor¢éo
foi adquirido e a cubeta foi transferida para um suporte e exposta por 5 minutos a
luz fluorescente (Sylvania F15WT2). Este suporte, construido em nosso
laboratério, garantia que todas as amostras permanecessem a 4 cm da ldmpada,
recebendo, assim, a mesma quantidade de luz. Apds a iluminag&o, novo espectro
de absor¢hdo foi obtido e a variagdo da absorbancia a 560 nm foi calculada
subtraindo-se a absorgéo inicial da final, apds exposigdo a luz.

Beauchamp e Fridovich (1971) definiram 1 unidade (U) de Superé6xido
Dismutase como a quantidade de enzima que inibe 50% da reac&o fotoquimica de
redugdo do Nitro Blue Tetrazolium. Asada et al, (1974) observaram que a relag&o
entre a concentracdo de SOD e as velocidades de reagso na presenca € na

auséncia da enzima quando utilizaram o sistema xantine/xantine oxidase, eram
descritas pela equacgéo 7.
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V/=14+K[SOD] 7]

na qual: V - velocidade de rea¢o na auséncia de S0D
v ~ velocidade de reagso na presenga de SOD
[SOD] - concentragdo de SOD
K’ - constante

A constante K' corresponde ao coeficiente angular da reta descrita pela
equacéo 7 acima e esta relacionada com a concentragdo de NBT e a afinidade da

- enzima SOD e NBT com o radical superéxido O, (Asada et al, 1974).

Para 50% de inibi¢go da reagcao do NBT, o produto K'[SOD] é igual a 1.
Assim, Giannopolitis e Ries (1977) redefiniram que 1 unidade de SOD & a
quantidade de enzima para a qual o produto K'[SOD] ¢ igual a 1. Com i8s0, a
atividade da enzima pode ser obtida diretamente a partir da equacio 9.

K'[s0D)=(7/)-1 (8]

SOD(unidades) = (%)—1 [9]

Substituindo V e v pelas absorbancias apds 5 minutos de reacao na
auséncia e na presenca de enzima, respectivamente, tem-se a equacao 10 que foi
utilizada para determinag&o da atividade enzimatica da SOD.

SOD(unfdades)=(A% )-1 [10]

Como o método de analise esta baseado em uma reacgao catalisada por luz,
alguns testes preliminares foram feitos para verificar se a Iyz ambiente iria
interferir nas medidas. Assim, reagdes na auséncia de extrato foram feitas, sendo
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que uma recebeu iluminagdo da lampada fluorescente e a outra ficou exposta
somente a iluminacédo da sala. Além disso, uma aliquota de extrato foi adicionada
para verificar se ocorria inibicdo da reagdo. Os espectros de absorgdo obtidos
para as amostras teste podem ser visualizados na figura 4. As determinagdes
foram feitas em duplicata e as absorgdes abaixo de 400 nm foram

desconsideradas devido a grande absorgao do vidro da cubeta.

===
0,84 ""'(B)
' )

Absorbancia (u.a.)

e - . .
450 500 550 &00 650 700 750 800

A(nm)

Figura 4. Espectros ap6s 5 minutos de reagdo da redugdo do Nitro Blue Tetrazolium:
curva (A) — espectro da mistura de reagao logo apds adi¢cdo de NBT, (branco); curva B —
exposicao a luz ambiente; curva C — exposi¢éo a luz fluorescente e curva D — mistura de
reacdo contendo 50 pL de extrato e exposto a luz fluorescente. A descontinuidade
observada em 656 nm é caracteristica do detetor.

A variagdo de absorbancia foi determinada subtraindo-se o valor da
absorgdo a 560 nm obtido na curva A. Observou-se que a variagdo da
absorbancia a 560 nm para a amostra exposta somente a luz ambiente (curva B)
durante 5 minutos foi de 0,03+0,02, enquanto que a variagdo na absorg¢éo da
amostra iluminada (curva C) foi de 0,46+0,02. Como, durante o método de analise,

as amostras permanecem exposta a luz ambiente somente durante a aquisi¢cao

16



Materiais e Métodos

dos espectros de absor¢io, menos de 15 segundos, a reagéo provocada por essa
iluminacéo foi desconsiderada.

Através da curva D correspondente & amostra contendo 50 pL de extrato de
proteinas, observ'é-se a inibic&o da reagao de fotorredugo do NBT. A diferenga
de absorbancia observada para essa amostra foi de 0,1810,02, significativamente
diferente da absorbancia da reag&o sem extrato.

3.8 — Determinacio da atividade de Peroxidase (PX)
Para as analises dose dependentes, entre 10 e 15 plantas foram tratadas
em solugdes nutrientes contendo 0, 6, 12, 36 e 60 uM de aluminio por 48 horas,

enquanto que para as andlises tempo dependente, a concentragéo de 36 uM foi
escolhida para o tratamento, que teve durag&o de 24, 48 e 72 horas. Além disso, a
atividade da Peroxidase foi determinada nas plantas sem tratamento, apés o
periodo de germinagao, o que corresponde ao tempo zero.

A atividade da enzima Peroxidase (EC 1.11.1.7) foi determinada pelo
método descrito abaixo, utilizando-se como substrato o guaiacol, modificado de
Cakmak e Horst (1991). Apés o tratamento, as raizes das plantas foram lavadas 3
vezes com agua destilada deionizada para retirada da solugdo nutriente que
poderia interferir nas anélises devido a grande quantidade de ions presentes. As
pontas das raizes foram cortadas em (5 — 6) mm, secas levemente com papel de
filtro e transferidas para um almofariz, sendo entio maceradas com 1 mL de
tamp&o KH.PO/KHPO, 50 mM pH 6,8. A mistura foi mantida em gelo para evitar
degradagdo das proteinas. Para a separacéo do sobrenadante, a mistura foi
centrifugada a 10000 g por 8 minutos e o sobrenadante foi utilizado para
determinagéio da atividade enzimatica. A concentracdo de proteinas foi feita
segundo Bradford (1976), conforme descrito no item 3.6.

A solucdo de andlise foi preparada em uma cubeta de quartzo de 1 ¢cm de
caminho 6ptico, contendo tampao KH2PO4/K:HPO4 50 mM pH 6,8, guaiacol 8 mM
e25 uL do extrato de proteinas. A reagéo foi iniciada com a adicao de 200 pl de
H20; 0,1 mol L™, obtendo uma solucdio 8 mM na cubeta, e a variagdo da
absorbancia a 470 nm foi monitorada em funcéo do tempo por 75 segundos, com
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agitagdo magnética (400 rpm) utilizando-se um agitador magnetico préprio para
ser utilizado diretamente na cubeta de quarizo. A temperatura foi mantida
constante em 25 °C.

Uma unidade de qualquer enzima & definida como a quantidade que
catalisa a transformag&io de 1 umol de substrato por minuto, sob condicbes
especificas (Dixon e Webb, 1964). A temperatura deve ser mantida constante e é
sugerido que esta deva ser 25°C. Assim, para a Peroxidase (PX), uma unidade éa
quantidade de enzima que catalisa a degradagéo de 1 pmol de H2O.. |

A variagio da absorbancia a 470 nm corresponde a formagédo do
tetraguaiacol, produto da reagfio entre o guaiacol, que atua como doador de
atomos de hidrogénio, e a dgua oxigenada, que atua como receptor de atomos de
hidrogénio. A reacéo pode ser representada pela seguinte equacgéo 11.

4guaiacol + 4H,0, —poroidaey otraguaiacol +4H,0  [11]

Através do coeficiente de absortividade molar (¢ = 26,6 mM™ em™) obtido
por Chance e Maehly (1955) e utiizado por Baccouch ef al, (1998), a

concentragdo do tetraguaiacol apés 1 minuto de reagéo pode ser determinada
utilizando-se a Lei de Beer.

Abs =gbc 12

oA
b [13]
nas quais: Abs — Absorbancia (u.a.)
| ¢ - coeficiente de absortividade molar (mM™ em™)
b — caminho éptico (cm)
¢ — concentragéo (mM)
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‘Como o tetraguaiacol é obtido a partir de 4 H,O,, para a determinag&o da
quantidade em umol consumida de substrato (H202) em 1 minuto de reacdo, o
valor da concentragdo de tetraguaiacol deve ser multiplicado por 4. Esse valor
deve ser multiplicado ainda pelo volume da cubeta, para converséo de umolar em
umol. Dividindo-se pela quantidade de proteinas quantificadas no extrato e o
volume do extrato adicionado, a obn'eg:éo com relac@o a quantidade de proteinas
em cada amostra é feita. Além disso, multiplicando-se também duas vezes por
1000 para a conversdo da concentracdo de mM para pM e da quantidade de
proteinas de ug para mg, obtém-se a equagdo 14. O valor da atividade da enzima

é expresso em Unidades mg™ de proteina, ou seja, pmol H0, /mg proteina em 1
minuto.

U= 4.10%V,.4bs
Vi.[protl.eb

[14]

na qual: Ve - Volume final na cubeta de andlise (L)
Ve - Volume de extrato adicionado (uL)
[prot] — concentragzo de proteinas no extrato (ug uL™)

Para verificar se ocorria formagéo do tetraguaiacol a partir da reacgo direta
entre guaiacol e H;O,, observou-se a variagio da absorbancia a 470 nm na
auséncia de extrato. A figura 5 mostra que n&o ocorre reagéo entre o guaiacol e a
agua oxigenada detectavel por esse método e que o tetraguaiacol formado
provém da reacgéo catalisada pela Peroxidase.
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Figura 5: Variagio da absorbancia a 470 nm em fungdo do tempo. A mistura de reagéo
consiste em tampio KH.POJ/KHPO, 50 mM pH 6,8, guaiacol 8 mM e H,O, 8 mM. A
temperatura foi mantida a 25 °C, com agitacao magnética de 400 rpm.

3.9 — Determinagéo da atividade de Catalase (CAT)

A atividade da enzima Catalase (EC 1.11.1.6) foi determinada segundo
Cakmak e Horst (1991), adaptado de Chance e Maehly (1955). Apés tratamento,
as pontas das raizes foram cortadas em (5 — 6) mm e maceradas em tampao
KH,PO4/K;HPO, 50 mM pH 6,8. Apés centrifugacéo, a quantidade de proteinas
nos extratos foi determinada pelo método Bradford (1976) conforme item 3.6.

A mistura de reagao foi diretamente preparada em uma cubeta de quartzo
de 1 cm de caminho 6ptico e continha KHoPOJ/K:HPO4 50 mM pH 6,8 e 300 pL do
extrato de broteinas. Apds adicgo de 200 plL de solugdo 0,1 mol L' de H202, a
diminui¢do da absorbancia a 240 nm foi monitorada por 2 minutos, com agitagéo
magnética (400 rpm) utilizando-se um micro agitador magnético. A temperatura foi
mantida a 25 °C por um controlador de temperatura.

Para determinar a quantidade em mols de Hz0. consumida, utilizou-se o
coeficiente de absortividade molar ¢ - 39,4 mM™ cm™ (Cakmak ef al, 1993) e a Lei
de Beer (equagdio 12), a atividade da enzima catalase foi determinada em
Unidades mg' de proteinas. Uma unidade (U) de enzima é definida como a
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quantidade que catalisa a transformacdo de 1 pmol de susbtrato (H202) por
minuto, sob condigbes especificas.

A absorbancia a 240 nm foi monitorada em uma mistura de reag&o na
auséncia de extrato de proteinas para verificar se a H,O, ndo se degradava no
meio reacional. Observou-se que n&o ocorre variagéo da absorbancia a 240 nm,
indicando que a &gua oxigenada nao reage no meio reacional na auséncia do
extrato de proteinas. Assim, qualquer variagio na absorbancia na presencga de
extrato sera devido as reagSes enzimaticas.

_ 1.10°V..Abs
Vi [prot).e.b

[15]

A equacgdo 15 que é utilizada para calculo da atividade da Catalase &
bastante semelhante & da Peroxidase (equagdo 14). A atividade enzimatica &
expressa em Unidades mg™ de proteina ou umol H20, mg™ proteina em 1 minuto.

3.10 — Determinagéo da atividade de Glutationa Redutase (GR)

O método utilizado inicialmente para a determinagio da atividade da
Glutationa Redutase (EC 1.6.4.2) em funcao da concentragdo e do tempo de
tratamento com aluminio, consistiu no monitoramento da degradagdo do NADPH a
340 nm, modificado de Schaedle e Bassham (1977) e utilizado por Gosset ef al,
(1996),

As pontas das raizes, apés lavagem com agua destilada deionizada, foram
cortadas e maceradas em almofariz com 1 mL de tampéo KH;PO/K-HPO, 50 mM
pH 6,8. A mistura foi centrifugada a 10000 g durante 8 minutos e o sobrenadante
coletado para anélise da atividade da enzima.

‘A mistura de reagéo foi preparada diretamente na cubeta de vidro de 5 cm
de caminho 6tico e consistiu em tampéo KH,PO/KHPO, pH 7,5 50 mM, EDTA
0,5 mM, glutationa oxidada (GSSG) 0,14 mM e 50 L do extrato obtido das pontas
das raizes, para um volume final de 2,5 mL. Apé6s zerar o equipamento, adicionou-
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se NADPH para obtengo de uma solugio 0,05 mM e, apés agitacdo, o
decaimento da absorbancia em 340 nm foi monitorada durante 5 minutos.

A velocidade de degradag&io do NADPH foi determinada em unidades de
absorbéncia por minuto e a atividade da enzima a partir da definigéo de que uma
unidade de Glutationa Redutase (GR) é a quantidade de enzima que catalisa a
reacdo de 1 nmol de NADPH por minuto. Assim, utilizando-se a Lei de Beer
(equagéo 12) e o coeficiente de absortividade molar £ do NADPH (6.2 mM"' cm™),
a atividade da GR foi determinada segundo equagso 16. A atividade da enzima &

expressa em Unidades mg™ proteina, que & o mesmo que nmol NADPH mg!
proteina por minuto.

U 1.10°¥,..Abs
Ve.[protl.eb

[16]

na quai: Vc - Volume final na cubeta de analise (L)
Ve — Volume de extrato adicionado (uL)
[prot] — concentrag&io de proteinas no extrato (ug pL™)

Para verificar se o NADPH reagia com a GSSG somente na presenga do
extrato obtido a partir das pontas das raizes, a absorbancia a 340 nm foi
monitorada em fun¢éo do tempo na auséncia do extrato. A figura 6 mostra que
n&o ocorre degradagdo do NADPH e que a diminuigao da absorbancia quando o
extrato de proteinas é adicionado se deve as reacgdes enzimaticas.

22



Materiais e Métodos

144

1.2+

b
o
L.

bl
L]
1

Absorbancia {u.a.)

r—
0 S 10 15 220 250 200

tempo (segundos)

Figura 6: Absorbancia a 340 nm correspondente ao NADPH em fungao do tempo. A
mistura de reagdo continha tampao KH;POJ/K,HPO, 50 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM, GSSG
0,14 mM e NADPH 0,05 mM. Nenhuma variagio da absorbancia foi observada na
auséncia do extrato de proteinas, mostrando que NADPH e GSSG reagem somente na
presenca de glutationa redutase.

Depois de repetidas analises, observou-se que os resultados obtidos por
esse metodo variavam muito. Outro método de andlise para GR foi testado,
apresentando melhores resultados com relacdo & reprodutibilidade. Assim, a
determinagéo da atividade da Glutationa Redutase em funcéo da concentragdo de
aluminio foi feita utilizando-se 0 método baseado no reagente de Ellman, proposto
inicialmente por Srere et af (1963) e utilizado com modificagdes por outros autores,
como Gonzéles ef al (1998). As andlises da GR em funcéio da concentragsio e do
tempo de tratamento foram repetidas, apresentando resuitados diferentes dos
obtidos inicialmente.

O meétodo utilizado esta baseado no monitoramento da formacéo do acido
tio 2-nitrobenzéico (TNB) a partir da reacéo do acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoico
(DTNB) com glutationa reduzida (GSH), conforme figura 7. Este método possui
uma sensibilidade no minimo 4 vezes maior do que o baseado no monitoramento
direto da degradagdo de NADPH (Smith et al, 1988), j& que o coeficiente de
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absortividade molar do TNB (13,6 mM" em™) é duas vezes maior do que o do
NADPH (6,2 mM" cm™) e para cada GSSG que reage com NADPH, sdo formadas
duas moléculas de GSH (figura 7).

As pontas das raizes, ap6s lavagem com agua destilada deionizada, foram
cortadas e maceradas em almofariz com 1 mL de tampao KH2POJ/K:HPO, 50 mM
pH 7.,5. A mistura foi centrifugada a 10000 g durante 8 minutos e o sobrenadante
coletado para analise da atividade da enzima.

NADPH + H* + GSSG—%2 5 NADP* + 2GSH
DTNB + GSH ——> TNB + GSTNB

S " GS
+ GS- —— +
O;N 0, O, NO,
Coo” 00" o0 - Coo”

Figura 7: reagbes envolvidas no método de andlise de Glutationa Redutase utilizando-se o
reagente de Ellman (Smith et a/, 1988). Este método esta baseado no monitoramento da
formagéo do anion do TNB a 412 nm (Tietze, 1969).

A mistura de reagéo foi preparada diretamente na cubeta de quartzo de 1
cm de caminho dtico e consistiu em tampdo KH,PO/K:HPO, 50 mM pH 7.5,
EDTA 0,5 mM, NADPH 0,05 mM em tampéo fosfato pH 7,5, DTNB 0,75 mM e 50
uL do extrato obtido das pontas das raizes, para um volume final de 2,5 mL. Ap6s
zerar o equipamento, adicionou-se GSSG preparada em tamp&o fosfato pH 7.5
para obtengdo de uma solugdo 0,14 mM e a absorbancia em 412 nm foi
monitorada durante 2 minutos, com agitagio magnética (400 rpm).

Uma unidade de Glutationa Redutase (GR) & a quantidade de enzima que
catalisa a reacéo de 1 nmol de NADPH por 2 minutos. Utilizando-se a Lei de Beer
e o coeficiente de absortividade molar € do TNB (13,6 mM™ cm™), a atividade da
GR foi determinada segundo equag#o 17. A atividade da enzima & expressa em
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Unidades mg™! proteina, que é o mesmo que nmol NADPH mg™ proteina por 2
minutos. A quantidade de proteinas foi determinada para cada extrato pefo método
Bradford (1976). O nimero 2 no denominador & devido a estequiometria da
reacao, ja que para cada NADPH que reage, dois TNB ser&o gerados (figura 7).

U 1.10° V.. Abs
2V [ prot].eb

[17]

na quat: Ve ~ Volume final na cubeta de analise (L)
Abs — Absorbancia apés 2 minutos de reagdo (u. a.)
Ve — Volume de extrato adicionado (nL)
[prot] - concentragao de proteinas no extrato (ng ub™
€ - coeficiente de absortividade molar (mM™ cm™)
b — caminho ético (cm)

Para verificar se 0 NADPH reagia com a GSSG somente na presenca do
extrato obtido a partir das pontas das raizes, a absorbancia a 412 nm foi
monitorada em fungdo do tempo na auséncia do extrato. Observou-se um
aumento da absorbancia, indicando que estava ocorrendo reagdo entre GSH e
DTNB, como pode ser observado na figura 8. Essa GSH n#o poderia ser devido a
reagéo entre NADPH e GSSG, ja que ndo era observada degradagéo de NADPH
a partir da diminuigéo da absorbancia a 340 nm. Assim, poderia ser contaminacgdo
do reagente GSSG com GSH ou hidrélise da GSSG, ja que esta estava sendo
preparada em agua destilada deionizada. A solugdo de GSSG foi entao preparada
em solugdo tampéo de fosfato pH 7,5 e novos testes foram feitos. Observou-se
que n&o mais ocorria a reagéo na auséncia de extrato proteico, indicando que a
reacdo observada anteriormente era devido a hidrélise da glutationa oxidada
(figura 8).

As andlises feitas anteriormente com o método de observacio da
degradagdo de NADPH a 340 nm pode ter fornecido resultados com grande
variagéo devido a hidrélise de GSSG. Apesar da solugsio ser preparada no dia, as
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analises eram realizadas no decorrer de todo o dia em ordem aleatéria. Com o
passar do tempo, a concentragdo de GSSG utilizada nas analises ia diminuindo, o
que influenciava a velocidade de reacao e, consequentemente, a determinagéo da
atividade enzimatica.

0074 —— GSSG em agua
—— GSSG em tampéo

0,086 -
0,05
0,04

0,03 ~

Absorbancia (u.a.)

0,02 4

0,014

-__—.__.________—__..-—-__—.—-—-—-_.—--——— |
0,00 ——y—— Py TR | SR PRy —
a 20 40 80 80 100 120 140 180 180 200

tempo (segundos)

Figura 8: Grafico de Absorbancia (u.a.) a 412 nm em funcéo do tempo (s) na auséncia de
extrato de proteinas. a) curva em vermelho foi obtida utilizando-se solugdo de GSSG em
agua destilada deionizada, indicando a presenca de glutationa reduzida (GSH)
proveniente da hidrélise de GSSG; b) curva em azul foi obtida utilizando-se solugéo de
GSSG preparada em tampéo de fosfato 50 mM pH 7,5.

311 - Determinacdao de possiveis reagbes nao enzimaticas nos
extratos

Apés germinagdo em condigdes assépticas, plantas do Cat100-6 e S1587-
17 foram tratadas por 48 horas em solugdes nutrientes contendo 0 e 36 uM de
Al**. As pontas das raizes foram entdo lavadas, cortadas em (5 -6) mme
maceradas em tampao KH;PO4/K,HPO,4 50 mM pH 7,5, seguido de centrifugacéo
a 10000 g por 8 minutos. O sobrenadante foi entéo autoclavado por 20 minutos e
as enzimas Peroxidase, Superéxido Dismutase e Glutationa Redutase foram

determinadas conforme itens 3.8, 3.7 e 3.10, respectivamente.
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3.12 - Determinacio de peroxidacéo de lipideos

3.12.1 - Acido tiobarbittrico

A determinacdo de peroxidacdo de lipideos nas pontas das raizes de
plantas tratadas por 48 horas em solugdo nutriente contendo 0 (controle) e 36 uM
de AP** foi feita por trés métodos diferentes. O primeiro deles foi através da reacéo
de produtos da peroxidagdo de lipideos, principalmente o malonaldeido (MDA),
com &cido tiobarbitarico (T BA) (Baccouch ef al, 1998). A reagdo entre MDA e TBA
forma um produto de cor vermelha, com alto coeficiente de absortividade molar
(153.000 M cm™), que absorve na faixa de 520 a 540, com maximo em 532 nm, o
qual é formado por uma adi¢éo nucleofilica catalisada por acido.

MDA TBA
Meio Acido
Aguecimento
s No L OH  HO_ _N SH
T Y« mp
N\ W, A, N
OoH o

Produto MDA:TBA

Figura 9: Esquema de formacgéo do produto de reagio entre MDA e TBA. O produto é
formado por um mecanismo de adic&o nucleofilica, no qual o carbono 5 do TBA promove

um ataque ao carbono 1 do MDA, seguido de uma desidratacio e um novo ataque por
outra molécula de TBA (Janero, 1990).

'Apés tratamento, as pontas das raizes das duas linhagens de milho foram
cortadas em (5 — 6) mm, secas com Papel de filtro e pesadas. As raizes foram
entéo trituradas com nitrogénio liquido em tubos de centrifuga de 1,5 mL (tipo
“eppendorf”) contendo 20% (mA) de &cido tricloroacético e 0,5% (miv) de acido
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tiobarbiturico. A mistura foi entdo aquecida por 30 minutos a 90 °C e rapidamente
resfriada em um banho de gelo. Apds centrifugagdo a 10000 g por 8 minutos, a
absorbancia a 532 nm do sobrenadante foi determinada utilizando-se uma cubeta
de quartzo de 1 cm de caminho ético e capacidade de 500 pl. O mesmo
procedimento foi feito com a solugéio reagente sem amosira, o que serviu de
branco para zerar o espectrofotdmetro HP 8452A Diode Array. A concentragio de
MDA nas amostras foi calculada utilizando-se a Lei de Beer e a peroxidag&o de

lipideos foi calculada pela equagéo 18 e expressa em nmol de MDA por g de raiz
fresca.

Abs,, V., .10

peroxidagdo = . [18]

na quat: Abs 522 — Absorbéancia a 532 nm (u.a.)
Vext — volume de extragio (mL)
e - coeficiente de absortividade molar (M cm™)
b — caminho 6ptico (cm)
m — massa de raiz fresca (g)

Para verificar se ocormreria a formac¢do do produto desejado nas condigdes
do método, solugdes com diferentes concentracdes de MDA foram preparadas a
partir da hidrélise em pH 2,0 de tetraetoxipropano (TEP). A presenca de MDA
nestas solugdes iniciais foi determinada pela absorbancia a 244 nm. A reagéo de
MDA com TBA foi promovida pela adi¢céo de 100 pl de solugio amostra a solugéo
reagente. Apds 10 minutos, espectros de absorbéncia na faixa de 420 a 500 nm
- foram adquiridos para cada amostra. Na figura 10 observa-se que a reagéo entre

MDA e TBA ocorre nestas condigdes, formando um produto que absorve em 532
nm.
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@ Mo W0 M0 S0 =0 S0 so s a0
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Figura 10: gréficos de absorbancia (u.a.) em fungdo do comprimento de onda (nm) para:
a) solugdes de diferentes concentragdes de MDA preparadas a partir da hidrélise de TEP
e b) produto da reagio das solugBes contendo MDA (gréfico a) com TBA em meio 4cido
por 10 minutos.

3.12.2 - Alaranjado de xilenol

A oxidagdo de lipideos (LH) pode gerar a formagdo de hidroper6xidos
(LOOH), conforme esquema apresentado na figura 11. A quantificagio de LOOH
nas pontas de raizes de milhos tratados e nao tratados com 36 uM de AP* foi feita
segundo método proposto por Hermes-Lima et a/ (1995). O método est4 baseado

na oxidago de Fe** pelos LOOH em pH &cido na presenga do complexo colorido
Fe - alaranjado de xilenol.

B‘FE’CJOEE REAEVAS DE DANOS

oW
LH (AGPY) e | LOOH € LO°
Loo

RADICAIS XENOBIOTICOS —— e panos

Figura 11: esquema de possiveis rotas de degradac8o celular induzida por espécies
reativas de oxigénio. Os radicais livres iniciam o processo de peroxidagdo apds atacar os
acidos graxos polinsaturados (AGP1), o que promove uma reacéo ciclica, na qual mais
radicais sd3o formados e mais AGPI s3o degradados a uma série de produtos. Muitos
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desses produtos, como 0S aldeidos, séo muito reativos dentro e fora da membrana
(Esterbauer et al, 1991).

Apbs tratamento, as pontas das raizes foram cortadas em (5 — 6} mm,
levemente secas em papel de filtro, pesadas e maceradas em metanol a 0 °C,
com um volume tal que a proporgéo de 1:5 (massa de raiz em miligramas/ volume
de metanol em uL) fosse mantida em todas as amostras. A mistura foi
centrifugada a 10000 g por 10 minutos e 100 uL de sobrenadante foram
adicionados a solugao reagente. Esta era composta por: 250 uL de 1.10° mol L
'de FeSOs, 100 pL de 0,25 mol L' H,SO04, 100 pL de 1.10° mol L' de alaranjado
de xilenol. Apés 12 horas de reagdo, a absorbéncia a 580 nm foi medida. Agua
oxigenada foi adicionada (5 nmol) e ap6és 1 hora de reagdo, nova medida de
absorbancia foi realizada. O grau de peroxidagao foi determinado em duplicata
segundo equagao 19 e expresso em nmol g' de raiz fresca. O fator 6 de

multiplicagao provém da extragdo 1:5 (mg/pl) com metanol e o fator 1000
transforma miligramas em gramas.

: a Abs n
peroxidagdo = amosia % 6.1000 (9]
AbS Hy0, - Absamostra Vamostra
na quai: AbSgmostra — absorbancia apbs 12 horas de reagéo (u.a.)

Absizoz — absorbancia apos adigao de 5 nmol de H,0, (u.a.)
Nipoz — NUMero de mols de H,0 adicionado (mol)

Vamostra — volume de extrato adicionado {uL}

A reagdo com agua oxigenada foi testada em um extrato protéico e a
formago do complexo colorido que absorve em 580 nm pode sef visualizada no
grafico da figura 12.
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Figura 12: espectro de absorbancia em fungdo do comprimento de onda (nm) para um
extrato protéico, com e sem agua oxigenada, submetido a determinagdo de peréxidos
pelo método do alaranjado de xilenol.

3.12.3 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Apés tratamento, as raizes dos dois gendtipos, tratadas em solucédo
nutriente contendo 0 e 36 uM de AI** por 48 horas, foram cortadas a 5 mm a partir
do apice e maceradas com 1 mL de tampao fosfato 1 mM pH 6,8. As amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante foi filtrado em membranas de 0,45 um.
Aliquotas de 10 L foram injetadas em um cromatégrafo Waters 600E, acoplado a
um detetor Waters 484 e um registrador Waters 746, utilizando-se uma coluna HP
ODS Hypersil 5um (4,6 x 100 mm). A fase mével utilizada constituiu-se de 14%
(v/v) de acetonitrila, contendo 50 mM de brometo de tetrabutilaménio em tampao
fosfato 50 mM pH 6,8 (Bull e Marnett, 1985) a 1,0 mL/min. O tempo de retencdo
para o malonaldeido nestas condi¢ées foi de 2,36 minutos, conforme mostra o
cromatograma da figura 13. Os sinais observados em torno de 5 minutos podem

ser de produtos decorrentes de polimerizagdo do malonaldeido (Bull e Marnett,
1985).
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Pico - Minutos
1 - 128
2 - 210
3 - 236
4 - B.12
5 - 674
2
1 45

Figura 13: cromatograma de uma aliquota de 10 L de solugfo padrdo obtida a partir da
hidrélise de tetraetoxipropano em meio acido. A fase moével utilizada foi 14% (viv) de
acetonitrila em tampdo fosfate 1 mM pH 6,8, contendo 50 mM de brometo de
tetrametilaménio a 1,0 mL min™.

Para verificar interferéncias nos sinais, a solugdo de HCI, utilizada na
obtengao das solugBes padrio de MDA, e a solugio tampéo utilizada na extragso
do MDA. das pontas das raizes foram injetadas no cromatdgrafo. Os sinais
- encontrados foram muitos pequenos e em tempos de retengéo distintos do MDA.
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a) b)
Picos ~ Minutos
Pico - Minuto 1T - 1.04
1 - 1.26 2 - 1.25
1 3 - 1.064

- .
Figura 14: cromatograma de a) 10 pl de solugdo de acido cloridrico (HCI) pH 2 utilizada
na hidrélise de TEP e b) solugdo tampso de extracio. As condices de eluicdo foram

exatamente as mesmas utilizadas para a obtenciio dos cromatogramas das solugbes
padréo.

Uma curva de calibragdo foi construida utilizando-se como padrio o
malonaldeido gerado a partir da hidrélise 4cida do tetraetoxipropano (TEP). O
comprimento de onda de maxima absorgdo de 267 nm e a concentracdo de MDA
presente nas solugbes padréo (z - 34.000 M em™) foram determinados através de
um espectrofotdmetro HP8452A Diode Array. A partir dos valores de area e de
concentragéio encontrados, o grafico da figura 15 foi construido e a equacao 20
obtida com coeficiente de correlagsio de 0,9993.

(MDA] =-1,644.10~* +3,988.10™" {drea} 20
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Figura 15: gréfico da concentragio de malonaldeido (MDA) em fungio da area do pico
observado a 2,36 minutos. A concentragéo Vfoi determinada pela absorbancia da solugio a
267 nm e o coeficiente de absortividade molar do MDA (34.000 M cm™), aplicando-se a

" Lei de Beer.

3.13 - Determinacgéo de oxidacéo de proteinas

A determinagéo do grau de oxidagio das proteinas foi feita conforme
metodo descrito abaixo, modificado de Levine et a/ (1990) e Reznick e Packer
(1994). Apds tratamentos, as pontas das raizes foram cortadas em (5 — 6) mm,
secas com papel de filtro, pesadas e maceradas em almofariz com 1 mL de
tampéo KHPO/KoHPO4 25 mM pH 7,0. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a
10000 g para retirada da fragéo sélida.

Uma aliquota de 250 uL de uma solucio 8 mM de 2,4-dinitrofenithidrazina
(DNPH) em 2 M de 4cido cloridrico (HC!) foi adicionada a 750 pL da solucdo de
proteinas obtida. A mistura foi mantida no escuro e agitadas a cada 10 minutos.
Apés 1 hora de reagdio, 500 ul de acido tricloacético (TCA) a 30% em volume
foram adicienados para precipitagfio das proteinas. Apods agitaggo, a mistura foi
centrifugada a 10000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado trés vezes com uma solugsio 1:1 de etanol e acetato de etila,
tomando-se o cuidado para que a amostra ficasse em repouso 10 minutos apés

34



Materigis e Métodos

adicdo da mistura. Apés lavagem, 500 pl de guanidina 6 M em 20 mM de KH2PO,
pH 2,3 foram adicionados e as proteinas ressuspendidas por agitagdo em vortex a
37 °C. Nova centrifugacéio foi feita para refirada de qualquer material em
suspensao e a absorbancia das amostras na faixa entre 360 e 390 nm foi
determinada. |

Este método de anglise foj utilizado para estudar se radicais livres poderiam
ser uma das causas de pancreatite aguda, gerando danos oxidativos em proteinas
(Reinheckel et a, 1998). Ele ests baseado na reagéo entre a 24-
dinitrofenilidrazina (2,4-DNPH) e as carbonilas presentes nas proteinas, formando
grupos funcionais denominados de iminas, também conhecidos como Bases de
Schiff. A reacso entre ag carbonilas presentes nas proteinas e a 2, 4-DNPH pode
Ser representada genericamente pela equagao quimica da figura 16.

NOC, NO,
R R
C==0 + QN HNH, —— ON NH—N==C
R/ \r

Figura 186: Equacio geral representando a reagSio entre carbonilas e a 24-
dinitrofenilhidrazina, formando uma imina. A 2,4-DNPH é bastante utilizada para

determinacdo de carbonilas pois seu grupo fenil torna a imina formada bastante estavel
(Streitwieser et af, 1992).

A equagio utilizada Para a determinagio do aumento na oxidacido de
proteinas e a propagacéio de erros na determinacéo do A foram feitas conforme
equacao 21 e 22, respectivamente (Squires, 1968).

ACarbonilas = Carb,,,... - Carb,,, . [21]

'na qual: Carbiaagas — quantidade de carbonilas encontrada nas plantas
expostas a uma certa concentragsio de A"
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Carbeontrole - Quantidade de carbonilas encontrada nas plantas
controle.

AR =A4? + AB? [22)

As carbonilas que reagem nesse tipo de reacdo sdo as carbonilas
pertencentes as fungbes organicas aldeido e cetona. Essas carbonilas s&o
provenientes da reac¢fio entre espécies reativas de oxigénio e amino acidos, como
histidina e triptofano (Halliwell e Gutteridge, 1999).

3.14 - Deteccgio de apoptose

Para detecgdo de fragmentagdo cromatinica em células radiculares, as
pontas das raizes das duas linhagens expostas a 36 uM de AP* foram
seccionadas em (5 — 6) mm e fixadas em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato
0,05 mol L™ pH 7.2 por 48 horas. Apés desidratagdio com solugdes etanélicas, as
raizes foram diafanizadas em xilol e incluidas em Paraplast Plus (f)xford). Os
cortes histolégicos com 7 um de espessura foram obtidos em um micrétomo
Micron. O material foi submetido a detecgéio de fragmentacédo cromatinica através
do kit /n Situ Cell Death Detection (Boehringer Mannheim, Alemanha), seguindo as
instrucdes do fabricante. As peroxidases presentes nos cortes foram inativadas
com uma solugéio de agua oxigenada 3% (v/v) em metanol e estes passaram por
um processo de permeabilizagéo com Triton 0,1% (v/iv) em tampao fosfato pH 7.2.
Através da reagdo enzimatica com Terminal Deoxinucleotidil Transferase (TdT)
por 1 hora a 37°C, nucleotideos marcados com fluoresceina foram adicionados
aos sitios de fragmentagéo cromatinica. Anticorpos antifiuoresceina, contendo
~ peroxidase, foram adicionados e os cortes foram imersos por 15 minutos em uma
solugéo de diaminobenzidina 0,01% (mAv) em agua oxigenada 0,1% (v/v). Apds
lavagem com agua destilada, os cortes foram contracorados com o corante verde
de metila e observados ao microscopio Zeiss. Esses experimentos foram
realizados no Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da
Unicamp, sob orientacdo do doutorando Pedro Henrique Schildknecht.
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O método TUNEL est4d baseado na deteccéio de alta fragmentacso
cromatinica nos ndcleos, através da incorporagéio de fluoresceina nas pontas 3’
das cadeias de DNA fragmentado e posterior detecgao por adi¢&o de um anticorpo
antifluoresceina, os quais possuem uma Peroxidase conjugada. Fornecendo &gua
oxigenada e diaminobenzidina como substratos, as Peroxidases promoverio a
degradag@io da H,O,, gerando a cor marrom nos nicleos com aitos Indices de
fragmentagsio de DNA. Os ntcleos nao apoptéticos adquirem a cor esverdeada
dUrante 0 processo.

Anticorpo
antifluoresceina
com Peroxidase

HzOze -
diaminobenzidina

Células com
fluoresceina

Figura 17: esquema do principio de acdo do método TUNEL de detecc¢éo de indices de
fragmentagéo cromatinica.
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4. Resultados

4.1 - Crescimento relativo da raiz

A determinagdo do Crescimento Relativo da Raiz (CRR) em fungéo da
concentragdo de aluminio (AP*) e do tempo de tratamento foi feito conforme
procedimento descrito no item 3.3. Os graficos a e b dafigura 18 a seguir mostram
o CRR da linhagem Cat 100-6 e da S1587-17, respectivamente, tratadas em
solugdes nutrientes contendo 8, 36 e 60 uM de A" em fungio do tempo. O CRR
fot calculado aplicando-se a equagéo 1.

a) b)

Cat 100-8 $1587-17

1.0+ i
os{ [ I L

CRR
CRR

G4 W
i
0,24 —_t— 15
—h— 00
0¢ T T T Y T o0 T T Y T T
0 20 0 0 ] 100 120 ? 0 L] &0 8o 106 120

tempo (noras) tempa’(horas}
Figura 18: CRR das linhagens a) Cat 100-6 e b) S1587-17 em funcdo do tempo. As
plantas foram tratadas com solugdo nutriente contendo 6, 36 e 60 pM de aluminio, pH 4,1.

Os pontos representam a média + SD (n =8 a 10).

A partir da figura 18 observa-se que O CRR das duas linhagens depende da
concentragéo de aluminio na solugdo e do tempo de tratamento. Em 12 horas, a
linhagem tolerante apresenta uma pequena queda no seu crescimento na
" concentracéo de 6 uM de A" e uma queda maior nos tratamentos com 36 e 60
uM. Entretanto, apés 24 horas, as plantas em 6 e 36 pM retomam seu
crescimento, atingindo em 60 horas o CRR de 1 e 0,78, respectivamente, o que
significa que as plantas estao crescendo 100 e 78 % em relagédo ao controle. As
~ plantas submetidas a 36 uM aumentam sua taxa de crescimento, atingindo 0,83
ap6és 110 horas. Ja as plantas tratadas com 60 puM de Al**, apesar de néo
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apresentarem danificagdes visuais das rafzes, nio retomam o crescimento, porém
conseguem manté-lo por volta de 0,65, isto &, em torno de 65% do crescimento
das plantas tratadas somente com solug8o nutriente.

A linhagem S1587-17 apresenta comportamentos distintos entre os
tratamentos de 6 uM e os de 36 e 60 pM de AP*. Na menor concentragdo, nas
primeiras 60 horas, o CRR & mantido por volta de 1,0, passando a diminuir e
chegando a ter 0 mesmo CRR que o Cat 100-6 tratado com 36 pM apés 110 de
tratamento, em torno de 0,82. As plantas submetidas a 36 e 60 uM apresentam
entre si 0 mesmo perfil de crescimento. Nas primeiras 12 horas de tratamento
observa-se uma queda brusca no crescimento e apés esse tempo, diferentemente
do Cat 100-6, néo recuperam seu crescimento, chegando a ter um mesmo CRR
de 0,28 apés 110 horas de tratamento. Durante as medidas foi possivel observar
que as plantas tratadas com 36 e 60 M de aluminio pararam de crescer apés 60
horas de tratamento.

A figura 18 compara o comportamento das duas linhagens nas diferentes
concentragdes de aluminio. Através da figura 19.a observa-se qué 0 CRR do Cat
100-6 e do $1587-17 estdo bastante proximos. Entretanto, apés 50 horas o Cat
100-6 mostra uma tendéncia a estabilizar seu CRR em toro de 1,0, enquanto que
a curva do S1587-17 mostra uma tendéncia de queda, estando com um CRR no
valor de 0,82 em 110 horas de tratamento.

O gréfico da figura 19.b mostra uma grande diferenciagdo no crescimento
das duas linhagens ap6s 40 horas de tratamento. O Cat 100-6 aumentou seu CRR
de 0,70 para 0,83 no intervalo de 36 a 110 horas de tratamento, enquanto o CRR
do S$1587-17 diminuiu de 0,66 para 0,28. As plantas tratadas com 60 uM de AP
(figura 19.c) apresentam o mesmo perfil de crescimento das plantas tratadas com
36 uM. O Cat 100-6 mantém seu crescimento em 0,65 engquanto uma intensa
diminui¢cdo no CRR do $1587-17 é observada.
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Figura 19: Graficos do CRR das linhagens Cat 100-6 e S1587-17 em func¢o do tempo.

Plantas das duas linhagens foram tratadas em solugées nutrientes contendo a} 6, b) 36 e
¢) 60 uM de aluminio. Os pontos representam a média + SD (n = 8 a 10).

4.2 - Atividade de aluminio nas solu¢des nutrientes

Utilizando-se o programa Geochem-PC (Parker ef al, 1995), determinou-se
a pdrcentagern do aluminio adicionado que estava na solug&o como aluminio livre
AP**, além das porcentagens complexadas com as diferentes espécies presentes
e a atividade de atuminio na solugéo.

Pela tabela 2 observa-se que a quantidade de aluminio na forma de icon
livre, isto &, AI**, permanece praticamente constante, em porcentagem, para cada
concentragdo utilizada, entre 76 e 78%. J4 a atividade de aluminio encontrada &
um pouco menos da metade da adicionada & solugdo, conforme pode ser visto na
tabela 3.
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Tabela 2: Concentragdo total em HM e porcentagem de aluminio livre (A", espécie toxica

as plantas, e porcentagem dos complexos presentes nas solugdes nutrientes utilizadas
em cada tratamento.

% AP compiexado
[AF] (M) %A®  Fosfato - Sulfato  Borato  EDTA  Hidroxila
adicionado  livie  (PO,%)  (sO,%)  (BOy) (OH)
6 76.11 1.96 13.92 0.20 0.03 7.79
12 76.27 1.85 13.85 0.20 0.02 78
36 77.06 153 13.35 0.19 0.02 7.86
60 77.87 1.30 12.86 0.20 0.01 7.76

Tabela 3: Concentragédo de aluminio (em colchetes) adicionada as solugdes nutrientes de
tratamento, pH 4,1, e a atividade (em chaves) de aluminio nessas solugdes. Para a

determinagdo da atividade quimica do AI** (valor adimensional) foi utilizado o programa
Geochem 2.0 (Parker et al, 1995},

[AI**] (1M) adicionada {AF} (x10%)

6 2,7
12 54
36 16,2
60 27,0

4.3 - Visualizagio de aluminio na rizosfera com hematoxilina

As fotos obtidas para as duas linhagens de mitho coradas com hematoxilina
indicam que o aluminio presente na rizosfera de raizes de ambas as linhagens
apés 6 horas de tratamento & dependehte da quantidade de aluminio na solugéo
nutriente. O milho tolerante comega um processo de exclusio dos fons aluminio e
ap6s 24 horas, as raizes tratadas com até 36 uM estsio praticamente isentas de
AP** devido ao descoramento das raizes. Ja no milho sensivel, as raizes tratadas
com 36 e 60 uM Comegam a apresentar danificagbes, que caracterizam a perda de

L ﬂ ic a\“ »
BINIOTRCE i tiksi.
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massa, apds 12 horas de tratamento. Além disso, a exposicdio ao aluminio
provoca um intumescimento (com um conseqilente aumento do didmetro das
raizes) do milho sensivel em comparagéo com as raizes do milho tolerante. As
fotos obtidas podem ser visualizadas nas figuras 20 a 24 a seguir.

42



Resultados

Cat100-6

S1587-17

Figura 20: a) Cat 100-6 e b) S1587-17 apés 6 horas de tratamento expostos, da esquerda
para a direita, a 0, 6, 12, 36 e 60 uM de aluminio na solugao nutriente.
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Cat100-6

S1587-17

Figura 21: a) Cat 100-6 e b) S1587-17 apés 12 horas de tratamento expostos, da

esquerda para a direita, a 0, 6, 12, 36 e 60 uM de aluminio na solucéo nutriente.
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Cat100-6

S$1587-17

Figura 22: a) Cat 100-6 e b) S1587-17 apds 24 horas de tratamento expostos, da
esquerda para a direita, a 0, 6, 12, 36 e 60 uM de aluminio na solugao nutriente.
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Cat100-6

Figura 23: a) Cat 100-6 e b) S1587-17 apés 48 horas de tratamento expostos, da

esquerda para a direita, a 0, 6, 12, 36 e 60 uM de aluminio na solugéo nutriente.
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Cat100-6

S1587-17

Figura 24: a) Cat 100-6 e b) S1587-17 apos 72 horas de tratamento expostos, da
esquerda para a direita, a 0, 6, 12, 36 e 60 uM de aluminio na solugdo nutriente.
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4.4 - Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima Superdxido Dismutase foi quantificada em fungéo da
concentragao e do tempo de exposigéo ao ion aluminio. Os valores apresentados
a seguir sido a média de quadruplicatas de um experimento e a atividade
enzimatica foi determinada conforme item 3.7.

Observando-se as curvas da figura 25, correspondente aos dados obtidos
nos tratamentos dose dependentes, percebe-se um grande aumento da atividade
da Superé6xido Dismutase quando as plantas do $1587-17 s3o tratadas com 36 e
60 uM, enquanto que a atividade dessa enzima vai sofrer um leve aumento no Cat
100-6 somente quando este & tratado com 60 pM de Al**. Além disso, a atividade
nso é significativamente diferente do controle nos tratamentos com 6e12 pMde
aluminio.

—s— Cat100-6

2 80 ——ea— S51587-17

% 80-

e 1

a ¢ 704

C ‘D p

2 2 e

2 a .

L

o = 40

b -]

3 ]

z ¥

< 204
L 1} ] 1 ] L} L]
Q 10 20 30 40 50 60

{AI"] (uM)

Figura 25: Atividade da enzima Super6xido Dismutase em fungéo da concentragéo de
aluminio a que as plantas do milho Cat 100-6 e $1587-17 foram submetidas. As plantas
foram tratadas em sqluc;ées nutrientes por 48 horas na auséncia (controle) e na presenca
de 6, 12, 36 e 60 uM de AI**. Os pontos representam a média + SD (n = 4).
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Figura 26: Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) em fungso do Crescimento
Relativo da Raiz (CRR) doé milhos Cat 100-6 e S1587-17 apés tratamento com solugdo
nutriente na auséncia e na presenga de vérias concentragdes de aluminio. Os pontos
representam a média + SD (n =8 a 10 para CRR e n = 4 para SOD).

A atividade da enzima SOD foi relacionada com o crescimento relativo da
Raiz (CRR) em 48 horas de tratamento. A figura 26 mostra que o crescimento
relativo da raiz possui a tendéncia de ser inversamente proporcional a atividade da
enzima Superdxido Dismutase.

Os resultados obtidos para os tratamentos tempo dependentes,
apresentados no grafico da figura 27, mostram um grande aumento da atividade
da enzima SOD no milho sensivel em 48 h de exposigdo a 36 uM de AP**, sequido
de uma pequena queda na atividade ap6s 48 horas, o que pode ser devido a
degradagéo da raiz do S1587-17. Além disso, observa-se que ocorre um aumento
da atividade da SOD no Cat100-6 com o passar do tempo, mas esse aumento é
significativamente menor do que o observado para 0 S$1587-17, sensivel ao AI**.
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Figura 27: grafico da atividade de SOD em fungéo do tempo de tratamento com Oe 36 uM

de aluminio. As plantas foram tratadas por 0, 24, 48 e 72 horas. Os pontos representam a

média + SD (n = 4).
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Figura 28: Atividade da enzima Superéxido Dismutase em funcao do Crescimento
Relativo da Raiz (CRR) para o Cat 100-6 e S1587-17 em diferentes tempos de tratamento

com 36 uM de AI**. Os pontos representam a média + SD (n =8 a 10 para CRR e n = 4

para SOD). O CRR para tempo zero é igual a 1 por definicao, assim nao apresenta desvio

padrao.
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Construindo-se um grafico da atividade da SOD, determinada para cada
tempo de tratamento, em fungéio do CRR (figura 28), observa-se que as linhagens
apresentam um comportamento parecido apos 24 horas de tratamento: o0 CRR
diminui e a atividade da enzima aumenta um pouco. Apés esse tempo, a atividade
da SOD continua a aumentar conforme aumenta o tempo de exposicdo ao ion,
sendo esse aumento mais significativo no milho sensivel; entretanto, enquanto o
Cat100-6 retoma seu crescimento, o mitho S1587-17 péra de crescer, o que pode
ser visualizado pelo aumento e diminui¢do do CRR, respectivamente. A pequena
queda da atividade para o milho sensivel em 72 horas de exposicdo a 36 uM de
AP* pode ser devido a grande degradagéo da raiz, como dito anteriormente.

"Além disso, as plantas controle apresentam sempre CRR igual a 1 e as
atividades da SOD obtidas para essas plantas est&o muito préximas.

4.5 - Atividade da Peroxidase (PX)

A atividade da Peroxidase foi determinada conforme item 3.8 de Materiais e
Métodos. As determinagbes foram feitas emquadruplicata, isto &, cerca de 10 a 15
plantas foram tratadas em solugdes nutrientes independentes com a mesma

concentracéo de aluminio. Além disso, as determinagdes cinéticas foram feitas em
duplicata.
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Figura 29: Atividade da Peroxidase (48 horas de tratamento) em fungfo da concentragio
de aluminio para as linhagens Cat 100-6, tolerante ao AI**, e S 1587-17, sensivel ao A%
As plantas foram tratadas 48 horas em solug8es nutrientes na auséncia e presenca de
diferentes concentragdes de aluminio e a atividade da PX foi determinada nas pontas das
_ raizes. Os pontos representam a média + SD (n = 4).

Observando-se a figura 29, percebe-se que apds 48 horas de tratamento
em solugdo nutriente completa, na auséncia de aluminio e com 6 uM de AI**, a
linhagem sensivel $1587-17 apresenta uma maior atividade da enzima Peroxidase
do que o Cat 100-6. Essa diferenca na atividade da enzima se torna
significativamente maior quando as duas linhagens s#o tratadas a partir 12 uM de
AP*. Nessa concentracdo observa-se que a atividade da PX para o Cat 100-6
permanece a mesma, enquanto que a atividade no S1587-17 tem um grande
aumento. Para as concentragdes seguintes, a atividade da enzima aumenta
conforme aumenta a concentragéo de aluminio, entretanto, mesmo submetidas a
60 uM de AI3*, o Cat 100-6 possui uma atividade da enzima pr6xima ao S1587-17
tratadas a 12 uM.

Para relacionar a atividade da enzima com o crescimento relativo das
~ plantas, construiu-se um gréfico da atividade da PX em fungso do CRR obtido
apods 48 horas de tratamento (figura 30).
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Figura 30: Atividade da enzima Peroxidase em fungdo do crescimento relativo da raiz
(CRR) para as linhagens Cat 100-6 e $1587-17. A concentrago de aluminio a que as
piantas foram submetidas esta representada ao lado de cada ponto. Os pontos
representam a média + SD (n =8 a 10 para CRR e n = 4 para peroxidase) e os pontos
correspondentes ao controle possuem CRR igual a 1 por definigio, assim, ndo possuem
barras de desvio padrio.

Observa-se pela figura 30 que a atividade da enzima Peroxidase esta
relacionada com o crescimento relativo da raiz. Para as duas linhagens, quanto
menor o CRR, maior a tendéncia da atividade da GPX aumentar. As plantas
controle e tratadas com 6 uM de AI** do $1587-17 apresentam maior atividade da
GPX que as plantas do Cat 100-6, apesar de possuirem CRR préximo a 1. J4 para
os tratamentos de 36 e 60 uM, a diferenga de comportamento entre as linhagens
pode ser melhor visualizada, pois 0 S1587-17 apresenta menor crescimento
relativo e maior atividade da enzima Peroxidase do que o Cat 100-6.

A atividade da PX também foi determinada em fungdo do tempo de
tratamento. A atividade no tempo zero foi determinada em plantas apds a
germinagdo, sem tratamento nas solugdes nutrientes. Assim, a atividade no tempo
zero é a mesma para os tratamentos na auséncia e na presenga de 36 uM de
aluminio.
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Figura 31: Atividade da Peroxidase em fungéo do tempo de tratamento para as linhagens
de milho Cat 100-6 e $1587-17 tratadas em solucdes nutrientes completas na auséncia e
na presenga de 36 pM de AI**. Os valores de atividade para o tempo zero foram obtidos

~ para plantas sem tratamento com AICl,. Os pontos representam a média + SD (n = 4).

A atividade da Peroxidase (PX) depende do tempo de tratamento. Pelo
grafico da figura 31 observa-se que quando maior o tempo de exposi¢éo ao fon,
maior a atividade da enzima. Esse aumento da atividade & maior para a linhagem
sensivel ao aluminio, S1587-17, do que para a linhagem tolerante, Cat 100-6.
Comparando as curvas das duas linhagens no tratamento controle, sem AP,
observa-se novamente que o S1587-17 possui uma maior atividade da enzima.
Entretanto, essa diferenca da atividade da PX nos tratamentos controle das duas
linhagens & praticamente constante durante o tratamento apés 24 horas. O
mesmo nao acontece com as plantas submetidas ao aluminio. A diferenga entre
as atividades das plantas tratadas e n&o tratadas aumenta significativamente no
S$1587-17 apds 48 horas de tratamento quando comparadas com as diferencas
encontradas para o Cat 100-6.

As atividades da enzima PX encontradas em fung&io do tempo de

tratamento para as plantas tratadas com 36 pM de aluminio, foram analisadas em
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fungdo do crescimento relativo dessas plantas. Na figura 32 observa-se que
ambas as linhagens diminuem seu crescimento relativo nas primeiras 24 horas de
tratamento, mas somente o Cat 100-6 tem um pequeno aumento da atividade da
enzima nesse periodo. Em 48 e 72 horas de tratamento, as linhagens possuem
comportamentos bem distintos: a atividade da enzima aumenta para ambos,
sendo esse aumento mais intenso no S1587-17. Entretanto, enquanto o Cat 100-6
recupera seu crescimento, o S1587-17 tem seu CRR diminuido apesar do
aumento na atividade enzimatica. Semelhante perfil foi observado para a enzima
SOD.
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Figura 32: Atividade da enzima Peroxidase em fungéo do Crescimento Relativo da Raiz
(CRR) para o Cat 100-6 e S1587-17 em diferentes tempos de tratamento com 36 uM de
AP*. Os pontos representam a média + SD (h=8a10paraCRRen=4 para peroxidase).
O CRR para tempo zero & igual a 1 por definicdo, assim ndo apresentam desvio padrao.

4.6 — Atividade da Catalase (CAT)

A degradagdo da agua oxigenada foi observada a 240 nm utilizando-se
para cada medida 300 uL de extrato de proteinas. O decaimento observado nesse
comprimento de onda foi da ordem de 0,01 unidades de absorbancia, valor este
que esta dentro da faixa de flutuagdo do espectrofotébmetro. Assim, como néo
houve variagéo significativa da concentracao H,0,, estima-se que a atividade da
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enzima Catalase seja muito pequena nas linhagens de milho Cat 100-6 e S1587-
17, tolerante e sensivel ao aluminio, respectivamente.

Na figura 33 observa-se a variagdo da absorbancia em fungdo do tempo
para extrato proteico obtido de plantas da linhagem Cat 100-6 tratadas com
solugdo nutriente na auséncia de aluminio (controle). Todas as curvas de
absorbancia obtidas apresentam o mesmo perfil. Pelo grafico & possivel verificar
que ndo houve diminuigdo da absorbancia a 240 nm correspondente & agua
oxigenada, indicando a auséncia de quantidades significativas da enzima Catalase
nas duas linhagens de milho, tratadas e n&o tratadas.
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Figura 33: Absorbancia em fungéo do tempo observada no comprimentc de onda de 240
nm, correspondente & absorgio de agua oxigenada, para o extrato de proteinas obtido de
raizes de milho Cat 1'00-6 tratadas em solucdo nutriente na auséncia de aluminio. A
mistura de reagdo continha tamp&o KH,POJ/K:HPC, 50 mM pH 6,8, 300 plL de extrato de
proteinas ¢ 8 mM de dgua oxigenada. Os pontos correspondem & absorbancia medida a
cada 5 segundos a 240 nm.

4.7 - Atividade da Glutationa Redutase (GR)

A atividade da Glutationa Redutase (GR) foi determinada em funcéo da
concentragéo de aluminio e em fungo do tempo de tratamento utilizando-se o
" método de monitoramento da formag&o de TNB a 412 nm. Os resultados dose €
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‘tempo dependentes obtidos podem ser vistos nas figuras 34 e 35,
respectivamente.
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Figura 34: Atividade da GR em fungso da concentragao de A**. O Cat 100-6 e o
S1587-17 foram submetidos por 48 horas a 0, 6, 12, 36 e 60 uM de AP*. Os
pontos representam a média + SD (n = 4).
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Figura 35: Atividade da enzima Glutationa Redutase em fung#io do crescimento relativo da
raiz (CRR) para as linhagens Cat 100-6 e S1587-1 7. A concentragio de aluminio a Gue as
piantas foram submetidas esta representada ao lado de cada ponto. Os pontos
correspondentes ao controle possuem CRR igual @ 1 por definig8o, assim, ndo possuem
barras de desvio padrio. Os pontos representam a média + SD (n =8 a 10 para CRR e n
= 4 para glutationa).
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‘Através do gréfico da figura 35, observa-se que a atividade da enzima GR
possui uma relagao direta com o crescimento relativo das plantas, isto é, conforme
a atividade diminui, o CRR também diminui, resultado este diferente dos
encontrados para as enzimas SOD e PX, as quais tinham sua atividade
aumentada enquanto o CRR diminuia.
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Figura 36: Atividade GR em fun¢do do tempo de tratamento. As plantas foram tratadas
com solugdo nutriente com 36 pM de AP**. Os valores de atividade para o tempo zero

foram obtidos para plantas sem tratamento com aluminio. Os pontos representam a média
+ SD (n=4).

O Cat 100-6 apresentou um aumento da atividade da Glutationa Redutase
em 48 horas de exposicdo a 6 e 12 uM de AI**, seguida de um abaixamento da
- atividade para concentra¢des mais altas, de 36 e 60 uM, enquanto que o milho

sensivel S1587-17 apresentou uma diminuicdo da atividade de GR em todas as
concentragdes de aluminio estudadas (Figura 36).

O estudo tempo dependente mostrou um comportamento distinto para as
duas linhagens. Nas primeiras 24 horas de tratamento com solugdes de 0 e 36 uM
de AI**, as blantas do Cat 100-6 apresentaram uma queda na atividade da GR.
Apds esse tempo, o controle permaneceu constante, enquanto que as plantas
tratadas aumentaram sua atividade e em 72 horas apresentavam uma atividade
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igual a do controle. O sensivel controle apresentou uma queda mais suave da
atividade da GR, chegando em 72 horas aos valores encontrados no Cat 100-6,
enquanto que as plantas tratadas com AI** sofrem uma queda brusca entre 24 e
48 horas de tratamento.

A figura 37 relaciona atividade da GR em fungdo do CRR. Diferentemente
das enzimas SOD e PX, a atividade da GR encontrada nas plantas controle
apresentou uma grande variagdo em funcdo do tempo de tratamento. Os dois
gendtipos apresentaram uma tendéncia de possuir uma relacdo direta entre
atividade e CRR apés 24 horas de exposicao ao ion aluminio, apesar dessa
tendéncia ficar mais claramente visivel no milho tolerante Cat100-6.

200 —=— —==es
w0 ® Catt006(0) 4 | |
1 = Cat100-6 (36) ~ 24h
1804 s  $1587-17 (0)
L ]

e $1587-17 (36)

100 —72h  +—4an +72h \ !
i |'—l—i F-$—1

|
120 - controle |I |

Atividade Glutationa Redutase
(U mg” proteina)

80 £ : l
_ ,__.,.__ {43 h
60 - | |
1 “24h |
40 4
S i ety S m s s i — e e
02 03 04 05 06 07 08 09 10 11

CRR

Figura 37: Atividade da enzima Glutationa Redutase em fungdo do Crescimento Relativo
da Raiz (CRR) para o Cat 100-6 e S1587-17. O CRR para tempo zero & igual a 1 por
definico, assim ndo apresentam desvio padréo. As plantas controle também apresentam
CRR igual a 1. Os pontos representam a média +SD(n=8a10paraCRRen=4 para
glutationa redutase).

As atividades para as enzimas nos dois experimentos, dose e tempo
dependentes, apresentaram valores absolutos bastante diferentes. Os
experimentos foram realizados em semanas distintas e essas diferencas sio
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observadas quando se trabalha com material vivo. Entretanto, o perfil obtido nos
dois tratamentos pode ser comparado, ja que possui os pontos de 48 horas, 0 e 36
uM de AP em comum. Observa-se na figura 34 que, para o Cat 100-6, a atividade
encontrada no milho tratado é levemente inferior & encontrada no controle, perfil
este também observado na figura 36, nos dados obtidos para o experimento
tempo dependente. O mesmo ocorre com o S1587-17, o qual apresenta uma
atividade da enzima GR menor no milho tratado do que no controle. Essa variagéo
de valores absolutos entre os experimentos realizados em semanas diferentes
também foi observada para as enzimas SOD e PX, mas, da mesma forma que
para a GR, os resultados obtidos mostraram concordancia de perfil entre os
pontos com 48 horas de tratamento e 0 e 36 pM de AP**,

4.8 — Reagdes ndo enzimaticas nos extratos protéicos

Apéds extragdo de proteinas das pontas das raizes tratadas e ndo tratadas
~com 36 uM de aluminio, as enzimas foram inativadas através de autoclavagem
durante 20 minutos. Os extratos apresentaram uma mudanga de cor de amarelo
claro para marrom, apesar de continuarem translicidos. O procedimento para
determinagdo das enzimas PX, SOD e GR foram feitos; entretanto, nenhuma
atividade foi observada. O espectro cinético obtido na determinagio da Peroxidase
pode ser observado na figura 38.
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Figura 38: grafico de Absorbancia (u.a.) em fungdo do tempo obtido a 470 nm,
comprimento de onda de absorgéo do tetraguaiacol. As curvas apresentadas sao do milho
sensivel S1587-17, controle e exposto a 36 uM de aluminio.

4.9 - Peroxidacao de lipideos

Os trés métodos utilizados para detecgéo de peroxidacao de lipideos, acido
tiobarbiturico, alaranjado de xilenol e cromatografia liquida e alta eficiéncia,
indicaram que, no tempo de exposi¢éo de 48 horas a 36 uM, o aluminio ndo induz
variagao na peroxidacao lipidica dos milhos Cat100-6 e S1587-17.

4.9.1 — Acido tiobarbittrico

As quantidades de malonaldeido encontradas nas duas linhagens de milho
(tabela 4) séo estatisticamente iguais, tanto entre as linhagens, quanto entre os
tratamentos controle e com aluminio. Além disso, os espectros de absorgdo
obtidos nao possuem um perfil caracteristico de pico na regido de 500 a 600 nm
(figura 39), como pdde ser observado na figura 10 de Materiais e Métodos.
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Tabela 4: quantidade de malonaldeido em nmol g”' de raiz fresca encontrada para plantas
dos milhos Cat100-6 e S1587-17 tratadas com solugdo nutriente contendo 0 e 36 uM de

AI**. Os valores representam a média + SD (n=2).

MDA (nmol g de raiz fresca)

[AFP*] (uM) 0 36
Cat100-6 90+1,2 10,4+ 1,0
S1587-17 10,0+£1,0 99+14
05 |
|
Cat100-6 (0) '
0.4 ——— Cat100-6 (36)
—— S1587-17 (0)
= ——— 51587-17 (36)
3 034
2

" T ¥ X T X : T u
500 520 540 580 580 600 620 640
A (nm)

Figura 39: graficos de absorbancia (u.a.) em fungdo do comprimento de onda (nm) para
extratos de pontas de raizes dos milhos Cat100-6 e S1587-17 apds reacdo com A&cido
tiobarbiturico.

4.9.2 — Alaranjado de xilenol

A quantificacao de hidroperoxidos, um dos produtos da peroxidacdo de
lipideos, pelo método do alaranjado de xilenol, indicou que as quantidades dessas
espécies nas pontas das raizes sdo as mesmas para os dois milhos analisados,
expostos ou nao ao ion aluminio (tabela 5).
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Tabela 5: grau de peroxidagdo para as pontas das raizes dos milhos Cat100-6 e S1587-
17, tratados com solucdo nutriente na auséncia e na presenca de 36 uM de aluminio. Os

valores representam a média + SD (n=2).

Peroxidagao (nmol g™')

[AP*] (uM) 0 36
Cat100-6 148 + 11 140 + 10
S1587-17 155 + 4 151+ 4

Conforme figura 40, as curvas de absorgédo obtidas para as solugdes apos
12 horas de reagédo ndo apresentaram qualquer sinal do perfil de absorgao (figura

12) encontrado quando agua oxigenada é adicionada a solugao.

e o - ! ===

Cat100-6 (0)
Cat100-6 (36)
——— S1587-17 (0)
07| — $1587-17 (36)

08|

Absorbéancia (u.a.)

A (nm)

Figura 40: espectros de absorbancia (u.a.) em funcdo do comprimento de onda (nm)
obtidos para os milhos tolerante e sensivel ao aluminio, apés 12 horas de reagdo com

solugdo reagente 4cida de Fe'? - alaranjado de xilenol.

4.9.3 - Cromatografica liquida de alta eficiéncia
Amostras obtidas a partir de plantas das duas linhagens tratadas por 48
horas em solugdo nutriente contendo 0 (controle) e 36 uM de aluminio foram

analisadas. Os cromatogramas obtidos podem ser visualizados na figura 41.
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Figura 41: Cromatogramas de extratds dos mithos Cat100-6 e $1587-17 tratados em
solugdo nutriente na presenga e auséncia de Al** na seguinte seqléncia: Cat100-8 a) 0
uM e b) 36 uM; S1587-17 ¢) O uM e d) 36 pM.

Atraveés das figuras 41.a e 41.b, observa-se que os cromatogramas
correspondentes ao Cat100-6 controle e exposte a 36 pM de AP,
respectivamente, possuem o mesmo perfil de picos. Além disso, as areas relativas
dos picos sdo praticamente as mesmas para os dois cromatogramas. O mesmo
~ néo acontece com os cromatogramas obtidos para os extratos do milho sensivel
(ﬁgufas 41.c e 41.d), os quais apresentam entre si pequenas diferencas de area
com relagéio aos sinais observados a partir de 2,50 minutos. Essas diferengas
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podem ser consequéncia da degradag#io da raiz do milho sensivel exposto ao ion
aluminio.

s 5
1M3e
2
2 Ficos ~ Minutos
Plcos - Minutos T - 1.2¢
1 - 1e8 2 - 138
i 2 - 138 -1y
P ] 162
8 - 1 4 - 197
4 - 107 Y
6 2.38
6 - 235 & - s11
8 - 310 y
7 - 482
7 - 442
8 - 496
8 - 6568
9 - 678 9 - 686
- 10 - 6.74
4l

L B A

F

Figura 42: cromatogramas das amostras dos milhos a) Cat100-6 e b) S1587-17 tratadas

com 36 uM de aluminio e injetadas no cromatégrafo juntamente com padrio de
maionaldeido. As condlc;ﬁes de andlises estio descritas em Materiais e Métodos.

Construindo-se a curva padrao, determinou-se que o MDA possui um tempo
de retencéo de 2,36 minutos nas condigbes de andlise. O sinal mais préximo
desse tempo observado nos cromatogramas ¢ o de 2,48 minutos para o Cat100-6
e 2,48 minutos para o S1587-17. Para verificar se esses sinais com 0,10 minutos
de diferenga eram ou ndo devido ao MDA, 3 pl de padrio foram injetados junto
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com as amostras de Cat100-6 e S$1587-17 tratadas com AP, Os cromatogramas
obtidos (figura 42) mostram que os sinais observados em 2,46 e 2,48 minutos n&o
correspondem ao malonaldeido, j4 que o tempo de retengdoc do MDA continua
2,35 minutos quando este esta presente na amostra.

4.10 - Oxidacgdo de proteinas

Um dos métodos de quantificagdio da oxidagdo de proteinas é a
determinag&o da quantidade de carbonilas associadas a estas proteinas em nmol
mg™ proteinas. Pela ﬁgUra 43 observa-se o grande aumento da quantidade de
carbonilas na linhagem S$1587-17, sensivel ao aluminio, com relagdc ao seu
controle. Além disso, observa-se que a quantidade de carbonilas no Cat 100-6
permanece constante, mesmo apés 48 horas de tratamento em diferentes
concentragdes de aluminio.

®1 —s—cat1008
—— .
25 $1587-17
. 20
(%)
E L
2 B 154
:
8 -
ge "™
<] g 5-
£ |
o
5 1] ] 1 T i 1 Ll
0 10 0 30 40 50 80

(A"} (uM)

Figura 43: Aumento na quantidade de carbonilas associadas a proteinas em fung¢do da
concentracdo de aluminio a que as plantas das linhagens Cat 100-6 e $1587-17 foram
submetidas. As variagdes na oxidagdo de proteinas foram determinadas subtraindo-se a
quantidade de carbonilas encontradas nas plantas controle (0 uM de AI**) da quantidade
encontrada nas plantas tratadas com diferentes concentragdes de aluminio. Os pontos
representam a média + SD (n = 4).
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Figura 44: Quantidade de carboniias em funcéo do crescimento relativo da raiz (CRR)
para as linhagens Cat 100-6 e $1587-17. A concentracdo de aluminio a que as plantas
foram submetidas por 48 horas esta representada ao lado de cada ponto. Os pontos
correspbndentes ao controle possuem CRR igual a 1 por definicdo, assim, ndo possuem
barras de desvio padrio para o crescimento. Os pontos representam a média + SD (n=8
al10paraCRRen=4 para carbonilas).

Pela figura 44 observa-se que existe uma relagéo inversa entre a variagio
na quantidade de carbonilas e o crescimento relativo da raiz para o milho sensivel.
Entretanto, para o milho tolerante, os resultados mostram que a diminuigio do
CRR devido exposigio ao aluminio em 48 horas de fratamento nio ests
relacionada com qualquer aumento na oxidagdo de proteinas, ja que esta
praticamente n&o se aitera.

Para as analises tempo dependentes, as plantas foram tratadas com 0 e 36

uM de AP* por 0, 24, 48 e 72 horas. Os resultados da figura 45 mostram um
grande aumento na quantidade de carbonilas no milho sensivel exposto ao AP** no
periodo entre 24 e 48 horas de tratamento, mantendo-se constante apds 72 horas.
O mesmo n3o acontece com o milho tolerante, no qual se verifica que nido
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ocorrem variagdes significativas na quantidade de carbonilas, mesmo apés 72
horas de tratamento.

100

[AV" (uM)
—8—0 (Cat100-8)
—e— 38 (Cat100-8)
—h—Q (S1687-17)
—¥— 38 {51587-17)

ACarbonilas
{nmol mg™ proteinas)
&

-10‘0 .10.2]0.310.4:3.55.613'7'0‘30
tempo (h)

Figura 45 diferenga de carbonilas associadas a proteinas encontradas para os milhos
Cat100-6 e S$S1587-17 em fun¢@o do tempo de tratamento com solugdo nutriente na

-auséncia e na presenca de 36 uM de AI*". Os pontos representam a média + SD (n = 4).

100
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Figura 46: Quantidade de proteinas em fun¢éo do Crescimento Relativo da Raiz (CRR)
- para o Cat 100-6 e $1587-17 em diferentes tempos de tratamento com 36 uM de A**. O
CRR para tempo zero é igual a 1 por definigdo, assim ndo apresenta desvio padréo. Os
pontos representam a média + SD (n = 8 a 10 para CRR e n = 4 para carbonilas).
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Pela relagdo entre oxidagdo e CRR nos tratamentos tempo dependentes,
observa-se que ap6s 24 horas de tratamento ocorre uma diminui¢do do CRR tanto
para o tolerante quanto para o sensivel, apesar de ndo ocorrer variagdo na
| quantidade de carbonilas. Ap6s esse tempo, o sensivel tem seu crescimento muito
diminuido e sofre um grande aumento na oxidagdo de proteinas. Ja o milho
tolerante apresenta a tendéncia de recuperar seu crescimento e ainda nio se
observam variagdes na quantidade de proteinas.

4.11 - Apoptose

As fotos obtidas para o milho sensivel e tolerante podem ser vistas na figura
~ 47. Os nuicleos com alto indice de fragmentacao cromatinica adquirem coloragdo
marrom apés as reagdes de detecgdo, enquanto que os nicleos com baixa
fragmentaciio adquirem coloragéo esverdeada durante o processo.

Pelas fotos obtidas é possivel observar uma grande diferenga na
quantidade de nucleos marrons. O mitho sensivel (figura 47.b) apresentou varios
niicleos com alta fragmentagao cromatinica, mas também & possivel encontrar
nicieos esverdeados, os quais servem de controle negativo da reagdo. Para o
milho tolerante (figura 47.a), somente alguns poucos nucleos apresentaram a cor
marrom, enquanto que a grande maioria possui a cor verde, indicando poucos
nicleos com altos indices de fragmentacdo cromatinica. A presenga desses
poucos nicleos marrons na regiso da coifa é utilizada como controle positivo da
reacado. Para as raizes controle tratadas somente com solugéo nutriente, o perfil
de nucleos encontrado foi 0 mesmo do observado no milho tolerante exposto ao
aluminio, isto é, uma grande quantidade de nicleos esverdeados e somente
alguns ntcleos marrons na regido da coifa.
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Figura 47: Fotos de coft;s hi'siolégicos dé ponta de raiz do milho a) Cat 100-6 e b) S1587-
17 tratados pbr 48 horas em solugio nutriente contendo 36 uM de AI**. O aumento total é

de 400 vezes. Nestas micrbscopias pode-se observar o grande intumescimento da raiz do
milho sensivel.
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5. Discussio

5.1 - Aspectos gerais

Foram encontrados muitos trabalhos da década passada envolvendo o
estresse oxidativo. Entretanto, poucos relacionam toxicidade de metais e ativacédo
de sistemas anti-estresse oxidativo em plantas (Briat e Lebrun, 1999). O objetivo
deste trabalho foi investigar o estresse oxidativo como um dos mecanismos de
toxidez ao aluminio em plantas. Para este estudo foram utilizadas duas linhagens
de milho, Cat 100-6 e S1587-17, classificadas como tolerante e sensivel ao jon
aluminio (AI**), respectivamente, ap6s determinagso dos crescimentos relativos da
raiz (CRR). Essas sementes foram obtidas do Banco de Sementes do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética da Unicamp e a toleréncia ao aluminio

na linhagem Cat 100-6 & controlada por um Gnico gene semidominante, chamado
Alm1 (Moon et al, 1997).

5.2 - Crescimento relativo da raiz

O principal sintoma da toxidez causada pelo AP* & a inibicao do
crescimento da raiz nas primeiras horas de exposi¢cdo ao ion (Defhaize et al,
1983). A liberagdo de anions de &cidos organicos tem sido descrita como um
importante mecanismo pelo qual a plantas tolerantes excluem o aluminio das
celulas da ponta da raiz (Miyasaka ef al, 1991 Peilet ef al, 1995; Delhaize e Ryan,
1985; Zheng et al, 1998). Estudos mostraram que a linhagem Cat100-6, apés 24
horas de exposicéo a 36 uM de aluminio, mantinha seu CRR em torno de 80%,
enquanto o S1587-17 apresentava diminuigio constante de seu crescimento. A
linhagem tolerante libera &nions de 4cidos orgéanicos, principaimente citrato, como
um mecanismo de defesa que poderia ser utilizado para excluso do fon AP das
celulas da ponta da raiz (Jorge et al, 2001), ja a linhagem sensivel libera citrato em
menor quantidade. A quantidade de citrato liberado pelo tolerante & 3,5 vezes
maior do que o liberado pelo sensivel. Os valores de CRR obtidos para o Cat 100-
6 em diferentes concentragdes de aluminio (figura 18) mostram uma diminui¢do no
crescimento apés 12 horas de tratamento, provavelmente devido a uma adaptagao
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a solugéio nutriente (Parker, 1995). Entretanto, o crescimento é restabelecido ou
mantido, dependendo da concentragio de exposigao. O $1587-17, por liberar
citrato em uma velocidade muito menor do que o Cat100-6 e provavelmente por
nao possuir outro mecanismo de defesa, sofre danos irreversiveis a raiz. Além
disso, através das fotos obtidas ap6s exposicio das raizes a hematoxilina, é
possivel observar a ativagdo do mecanismo de exclusao do aluminio da ponta da
raiz pelo tolerante. Apés 24 horas de tratamento com 36 pM de AP, a
extremidade da raiz do tolerante possui uma cor amarela normal, enquanto que o
sensivel apresenta a cor violeta caracteristica do compiexo metal-hematoxilina.
Esse comportamento j& foi observado em outras variedades de milho (Jorge e
Arruda, 1997).

5.3 — Superoxido Dismutase

A atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) aumentou
significativamente na linhagem sensivel ao aluminio nos tratamentos com 36 e 60
uM de AP por 48 horas (figura 25). A SOD é responsével pela degradagéo dos

radicais superéxido O, , gerando oxigénio molecular (O2) e agua oxigenada

(H202). As reagbes desse processo estio representadas na figura 48. O
desproporcionamento néo catalisado do O," depende fortemente do pH do meio e,
em pH fisiologico de 7,4, possui uma constante de velocidade efetiva de 2.10° dm?
moi” ™ (Fridovich, 1989). A degradac#io desse radical pela SOD & independente
do pH e é bem mais eficiente, possuindo uma constante de velocidade de 2.10°
dm® mol s (Elstner, 1991 in Gille e Sigler, 1995).

SOD —Cu** +0;* ~ SOD—-Cu* +0,
SOD-Cu" +0;" +2H" — SOD~Cu™ + H,0,

07" +0;" +2H" =220 , 11,0, +0,

Figura 48: Esquema das reagdes de degradac&o dos radicais superoxidos pela enzima
Superéxido Dismutase (Gille e Sigler, 1995).
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O aumento na atividade da enzima Superéxido Dismutase na linhagem
sensivel $1587-17 nos tratamentos acima de 12 uM de aluminio indica que a
exposi¢io ao fon AP* esta gerando uma quantidade de radicais super6xido nessas
concentragbes que a quantidade de enzima SOD existente ndo consegue
degradar, obrigando a célula a ativar a sintese da SOD. Nas concentragbes de 6 e
12 uM de AI**, a atividade da enzima deve ser suficiente para degradar os radicais
gerados. Além disso, existe uma relagéo inversa entre a atividade da enzima e o
CRR das plantas, o que pode ser observado pelo grafico da figura 26.

Resultados dose-dependentes semethantes foram encontrados em estudos
feitos com um cultivar de soja (Cakmak e Horst, 1991), no qual observou-se uma
maior atividade da SOD apés tratamento com aluminio. Esses estudos foram
realizados somente no cuitivar de soja sensivel ao aluminio, n&o havendo
possibilidade de comparagao desse aumento na atividade da enzima com o
cultivar tolerante. Em nosso trabalho as determinacbes das atividades enzimaticas
e oxidac&o de proteinas e lipideos s#o feitas em duas Iinhagens; uma tolerante e
uma sensivel ao aluminio, permitindo fazer uma comparag@o dos resultados e
avaliar se as alteragdes s&o um efeito geral inespecifico da toxidez do fon A" ou
se est&o relacionadas 4 diferenca de tolerancia a este fon nas duas plantas. Além
disso, as plantas utilizadas pertencem a linhagens com uma distancia genética
muito pequena, o que permite que comparacbes e avaliagdes de resultados sejam
feitas sem interferéncias normaimente encontradas quando se utilizam variedades
nao relacionadas geneticamente (Delhaize ot al, 1993b).

Os estudos tempo-dependentes mostraram que a atividade da SOD nas
plantas tratadas com 36 uM de AP tem um grande aumento entre 24 e 48 horas
(figura 27). Esse tempo pode ser o tempo necessario para sintese de novas
enzimas. Além disso, a queda da atividade da SOD observada no milho sensivel
exposto ao aluminio por 72 horas comparada a atividade em 48 horas deve ser
devido & degradagdo da raiz, a qual se apresenta muito entumescida e com sinais
de perda de massa, conforme pode ser visto na foto da figura 24,
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A observacéo de que a exposi¢do ao on Al* induz a sintese da enzima
Superéxido Dismutase indica que ocorre um aumento da quantidade de radicais
superéxido gerados na célula, sugerindo que o aluminio interfere em algum dos
processos de produgdo de O, . Estudos realizados em Arabidopsis thaliana
tratadas somente por 2 horas com A¥*, mostraram que o aluminio induz
mudangas na expresséo de alguns genes (Richards ef al, 1998), sendo que dos
genes que tiveram sua express&o induzida, quatro estéo relacionados ao estresse
oxidativo, sendo um deles correspondente a SOD e os outros trés correspondem a
peroxidase, glutationa-S-transferase e uma proteina contendo cobre.

A produgéo de radicais superoxido ocorre principalmente nas cadeias
transportadoras de elétrons. Nas raizes, sua produgfo ocorre na mitocondria.
Considerando que a Citocromo Oxidase n&o libera radicais de oxigénio
detectaveis em solugdo, algum outro componente da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial deve transferir elétrons diretamente para a molécula de
oxigénio (02), gerando radicais superéxido Oz". A velocidade de formagéo de
radicais superéxido aumenta com o aumento da concentragéo de oxigénio na
célula. Em uma atmosfera de 85% de oxigénio, cerca de 18% do O, consumido
gera O, (Halliwell e Gutteridge, 1899). A observacéo de que a exposigéo ao fon
AP® induz a sintese da enzima Superoxido Dismutase indica que ocorre um
aumento da quantidade de radicais superoxido gerados na célula, sugerindo que o
fon AP* pode estar interferindo diretamente no processo de respiragéo celular,
como ja foi observado em raizes de trigo (Lima e Copeland, 1994).

5.4 — Catalase e Peroxidase

A degradacéo do radical superéxido pela SOD produz H20, na célula (figura
48). O balango entre as atividades das enzimas SOD e Catalase/Peroxidase &
muito importante para o sistema de defesa antioxidante (Gille e Sigler, 1995), pois
a Catalase e a Peroxidase (PX) possuem a mesma fungéo de degradar a molécula
de H,0,. A enzima Catalase nao foi detectada nas pontas das raizes das duas
linhagens de milho, enquanto que a atividade da enzima PX foi ativada na
linhagem sensivel, pelos tratamentos com 12, 36 e 60 uM de AP,
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respectivamente, e a linhagem Cat 100-6 apresentou um aumento menor nos
tratamentos de 36 e 60 uM de AP* (figura 29). Os aumentos observados na
atividade da PX podem ser relacionados com o aumento na quantidade de H.0,
gerada na célula como consequéncia da degradagao dos radicais superéxido pela
SOD. Esses dados sugerem que a via de degradagéo da agua oxigenada no milho
é através da ativagdo de Peroxidases e ndo da Catalase. Muitos sistemas
expostos a estresse oxidativo apresentaram aumento da atividade da PX,
indicando maior produgéo de H,0O, nas células (Gosset ef al, 1896; Cakmak e
Horst, 1991; Gohzélez et al, 1998). Além disso, a nao inducdo da Catalase e o
aumento da atividade da PX foram observados em sementes de café expostas a
estresse oxidativo causado por baixas temperaturas (Queiroz et al, 1998).

A atividade da PX aumentou ndo somente com o aumento da concentragio,
mas também aumentou significativamente com o tempo de exposi¢io ao fon AP*
na linhagem sensivel S$1587-17 (figura 31). Existe uma relagdo inversa entre o
CRR das plantas e a atividade enzimatica da PX em fungdo do tempo- de
tratamento (figura 32), o que indica que a quantidade de agua oxigenada induzida
no S$1587-17 pelo aluminio deve ser maior do que a enzima consegue degradar, j&
que mesmo aumentando a atividade, as plantas continuam diminuindo seu
crescimento. J4a para o Cat 100-6, tolerante ao aluminio, quanto maior a atividade
da enzima, maior seu crescimento relativo, o que indica que a atividade da enzima
é suficiente para que a planta retome ou mantenha seu crescimento, como ocorre
no tratamento de 60 uM de AI** em 48 horas.

As peroxidases possuem muitas fungdes dentro da célula, sendo uma delas
a polimerizacdo da lignina, polimero encontrado junto com a celulose e outros
polissacarideos em algumas paredes celulares e responsavel pela
impermeabilizagdo do xilema (Salisbury e Ross, 1992). Na sintese da lignina,
catalisada pelas peroxidases, a agua oxigenada utilizada pode ser proveniente de
outras regies da célula. Entretanto, na sua falta, as peroxidases s&o capazes de
produzi-la através de um complexo mecanismo de oxidagsio de NADH (Lamb e
Dixon, 1997). Esta reacso & estimulada pela presenca de monofendis e Mn*? e
pode ser um mecanismo de produgdo de H,0, extracelular (Halliwell, 1978). A
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variagdo na atividade da Peroxidase em fungdo da concentragéo de aluminio,
‘observada na figura 29, poderia ser devido ao aumento dessas peroxidases de
parede, o que indicaria que o fon aluminio estaria interferindo na constituigao,
sintese ou manutencio das paredes celulares. Entretanto, 0 método de extragio
utilizado (Cakmak e Horst, 1991) garante que somente as peroxidases
intraceiulares ou presentes dentro de organelas sejam analisadas, ja que as
peroxidases de parede ficam ligadas a parede celular ibnica ou covalentemente,
sendo necessario para retira-las incubagiao das paredes em solugdo de NaCl 1
mol.L™ (Sato et al, 199'5) e utilizagdo de enzimas como Cellulase Onozuka R10 e
Pectinase (Mensen et al, 1998), respectivamente. Assim, o aumento da atividade
da Peroxidase observado & devido as peroxidases presentes no citoplasma e
constituintes do sistema enzimatico de defesa antioxidante.

5.5 — Glutationa Redutase

Aléem da catalase e das peroxidases, as células vegetais utilizam o ciclo
ascorbato-glutationa, um mecanismo alternativo contra a H20;, que age tanto no
citosol quanto nos cloroplastos (Cakmak et a/, 1993). O funcionamento do ciclo
pode ser observado na figura 49.

Ho02 AsA + = HAD®) GSSG NADPH
H,0 MAsA NADPH | hasa GSH NADP

ndo enzimdética

Figura 49: Esquema do ciclo ascorbato-giutationa. APX ~ Ascorbato Peroxidase, AsA —
ascorbato; MAsA — monodehidroascorbato, MR — Monodehidroascorbato Redutase, DAsA
— dehidroascorbato, DR -~ Dehidroascorbato Redutase, GR - Glutationa Redutase, GSH -
glutationa reduzida e GSSG — glutationa oxidada (Zhang e Kirkham, 1996).

A enzima Ascorbato Peroxidase (APX), assim chamada por utilizar
ascorbato como substrato, diferente das outras peroxidases que se utilizam de
alcoois aromaticos como substrato, degrada moléculas de &gua oxigenada
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geradas na célula através da oxidagio de ascorbato (AsA) a
monodehidroascorbato (MAsA), que & convertido a dehidroascorbato (DAsA) por
reacbes nao enzimaticas. O DAsA formado precisa ser convertido novamente a
AsA para manutengsio do ciclo e a enzima responsavel por essa reagio é a
Dehidroascorbato Redutase (DR), que se utiliza de glutationa reduzida (GSH),
transformando-a em glutationa oxidada (GSSG). Para que esse sistema de defesa
antioxidante formado pelas enzimas APX e DR funcione eficientemente, a razéo
GSH/GSSG deve ser mantida alta, isto é, uma grande quantidade de glutationa
reduzida deve estar disponivel na célula. A enzima responsavel por reduzir a
GSSG € a Glutationa Redutase (GR).

A razio entre GSH/GSSG e a atividade de GR s3o parametros muito
usados para detectar a indugio de estresse oxidativo em plantas. Entretanto,
comportamentos bem distintos com relagio a esses parametros tem sido
observados (Creissen et al, 1999). Rao e Sresty (2000) observaram um aumento
da atividade de GR em raizes de dois cultivares de ervilha induzido por
tratamentos com niquel e zinco. Resultados semelhantes foram encontrados em
folhas de ervilha exposta a estresse salino (Hernandés et al, 1999) e em folhas de
milho tratado com H,O (Pastori e Trippi, 1992). Além disso, o aumento da razéo
- GSH/GSSG foi observado em raizes de soja tratadas com NaCl (Comba ef al,
1998) e utilizada para classificagdo de sementes de varios cereais quanto a
resisténcia ao estresse oxidativo (Zielinski et al, 2000). Entretanto, Gonzalez ef al
(1998) observaram um aumento das atividades de SOD, GPX e APX em folhas de
um gendtipo de feijéio sensivel a manganés, indicando a indugdo de estresse
oxidativo por esse ion, mas, curiosamente, nao observaram qualquer mudanga na
atividade da GR. Além disso, a atividade de GR sofreu diminuigdo em folhas de
girassdis tratados com cobre, cadmio e ferro (Gallego ef al, 1996) e um aumento
da capacidade de producdo de GSH em tabaco trangenico resultou em um grande
aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo (Creissen et al, 1999).

" Os resultados dose dependentes para a Glutationa Redutase (figura 34)
indicam que o tratamento com aluminio diminui a atividade da enzima GR no mitho
S1587-17, sensivel ao aluminio, em qualquer concentragéio e no Cat100-6 nos
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tratamentos acima de 12 uM de AP**. Além disso, diferentemente das enzimas
SOD e PX, a atividade da GR apresenta uma relagsio direta com o CRR, ou seja,
quanto menor o CRR, menor a atividade da enzima (figura 35). Esses resultados
indicam que o ion Al** pode estar inibindo a atividade da GR. Esse tipo de inibigédo
ja foi proposto como causa da diminuigéio da quantidade de glutationa (GSH) em
plantas, envolvendo enzimas participantes da sintese de GSH e metais toxicos
(Rauser, 1987). A diminuigéo da atividade da GR faz com que a raz&io GSH/GSSG
diminua, diminuindo a produgéo de AsA pela DR, o que implica numa diminuicao
do consumo de H;O,. isso faz com que a capacidade antioxidante do ciclo
ascorbato-glutationa fique reduzida, mesmo que a produgiio de AsA pela MR
continue inalterada. A diminuigéo da eficiéncia do ciclo pode ter consequéncias
diferentes para as duas linhagens. A H,O, produzida pelo efeito do A”** no milho
tolerante € consumida pela PX, pois n&o se observa oxidagao de proteinas. No
milho sensivel, o aumento na atividade da PX parece n#o ser suficiente para
degradar a quantidade de dgua oxigenada gerada, permitindo que esta contribua
para 0 aumento na oxidag&o de proteinas observado nessa linhagem. Se o ciclo
funcionasse eficientemente, o perfil de estresse oxidativo observado no mitho
sensivel poderia ser menor ou ndo existir, j& que a H.O, seria degradada em
maior quantidade, diminuindo ou eliminando sua provavel ac&o no aumento da
oxidagao de proteinas.

5.6 ~ Peroxidacio de lipideos

A peroxidagéo de lipideos foi analisada por trés métodos diferentes: acido
tiobarbiturico (TBA), alaranjado de xilenol e cromatografia liquida de alta efici@ncia.
No projeto inicial, foi proposto que a peroxidagéo seria analisada somente pelo
TBA. Entretanto, devido a semelhanga entre os valores encontrados e os desvios
elevados, apesar de ja ter sido caracterizado um quadro de estresse oxidativo no
milho sensivel, considerou-se adequado a confirmagéio desses resultados
utilizando-se outros dois métodos.

Os resultados enco'ntrados indicam que n&o ha indugéio de peroxidagio de
lipideos pela exposicdo ao aluminio, j4 que os resultados mostram valores
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estatisticamente iguais entre os milhos controles e os tratados e a cromatografia
liquida indicou a auséncia de malonaldeido. Além disso, essa semelhanga de
valores foi encontrada também entre as linhagens Cat100-6 e S1587-17. Assim, a
peroxidacéo de lipideos pode n3o ser uma rota de degradacdo celular das
espécies reativas de oxigénio geradas nas células dos milhos ou o tratamento néo
foi eficiente para induzir esse tipo de degradacéo.

A concentragéo de 36 uM de aluminio ndo foi aumentada devido aos
resultados anteriores de crescimento relativo da raiz, atividade das enzimas,
oxidac&o de proteinas e apoptose, indicarem que essa concentragdo € suficiente
para uma boa diferenciagio entre as linhagens. Entretanto, a ndo inducédo da
- peroxidagéo pode ser consequéncia do tempo de tratamento, estabelecido como
48 horas. Cakmak e Horst (1991) observaram que um cultivar de soja sensivel ao
AI** apresentou aumento na peroxidac&o de lipideos apds 48 horas de tratamento,
enquanto Comba et a/ (1998) observaram um pequeno aumento na quantidade de
MDA em nédulos de soja apés 10 dias, o que corresponde a 240 horas de
exposicdo. Raizes de café apresentaram um grande aumento nos teores de MDA
quando expostas a baixas temperaturas (10 °C), mas somente no sexto dia de
tratamento (Queiroz ef al, 1998). J4 em folhas de sorgo exposto a estresse por
falta de agua, nao foi observada nenhuma diferenca estatistica na peroxidag&o de
lipideos apds 5 dias (120 horas), mas uma pequena diferenca foi obtida em folhas
de girassol (Zhang e Kirkham, 1996). Assim, o tempo de exposicéo das raizes dos
milhos Cat100-6 e S1587-17 ao A" pode ter sido pequeno para induzir a
peroxidagéo de lipideos ou pequeno para quantificagdo e diferenciagéo entre as
plantas. '

Independentemente se o tratamento com aluminio n&o induz peroxidagdo
ou se o tempo de 48 horas de exposigéo ao Al** foi pequeno para a observagéo de
diferencas entre as linhagens de milho e os tratamentos, a peroxidacgao de lipideos
ndo & a causa determinante da inibigdo do crescimento das raizes das plantas,
comd sugerido por alguns autores (Matsumoto, 2000), pois a inibigdo do
crescimento da raiz é observada nas primeiras horas de exposi¢cio ao fon
(Delhaize et al, 1993a) e a parada total do crescimento foi observada em nossos
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experimentos a partir de 60 horas de exposig&io a 36 e 60 uM de APP* para a
linhagem sensivel S1587-17. |

Esses resultados de peroxidagdo parecem estar em desacordo com a
grande degradacio da raiz do milho sensivel, quando comparada ao milho
tolerante (figura 21). Apés 12 horas de tratamento com 36 uM de AI*, a raiz do
milho sensivel apresenta perda de sua integridade, possuindo rachaduras e
grande intumescimento, enquanto a do mitho tolerante possui um aspecto normal.
Apesar de tdo grande diferenca, ambas as linhagens n3o apresentaram diferenga
na peroxidagdo de lipideos. Entretanto, Yamamoto ef al (2001), estudando raizes
de ervilha, observaram que a exposi¢do ao aluminio induzia peroxidacédo de
lipideos e inibigdo do crescimento da raiz apos 4 horas de tratamento. Utilizando
um antioxidante lipofilico (butilato de hidroxianisol), eles observaram que a
peroxidag&o de lipideos era completamente prevenida. Entretanto, o antioxidante
n&o causou nenhuma modificacsio na inibigio do crescimento, sugerindo que a
peroxidac&o de lipideos n&o contribuj diretamente na inibicdo do crescimento da
raiz. Além disso, estudos histoquimicos sobre a perda da integridade da
membrana sugerem que os danos causados & membrana sio devido ao
rompimento mecanico das células na regiao de elongacgéo ap6s tratamento por 8
horas com aluminio. Os autores sugerem que, devido ao maior acumulo de ions
AP na parte externa da raiz, as rachaduras s&o causadas por uma expanséo
celular diferenciada na zona de elongacéio: ocorre uma inibigio da expansao
celular superficial, enquanto a expansao interna das células ocorre normalmente.
Pela hipétese dos autores, a perda da integridade da membrana observada na
linhagem sensivel ao A**, nao esta relacionada com a peroxidacao de lipideos.

5.7 — Oxidacéo de proteinas

Provavelmente, o aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD e
PX na linhagem sensivel, 81587-17, n3o é suficiente para degradagéo das
espécies reatiiras de oxigénio geradas no tratamento com aluminio. Em 48 horas
de tratamento com diferentes concentragdes de aluminio, os resultados obtidos
(figura 43) mostram que quanto maior a concentragdo fitotoxica de Al**, maior é a
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oxidagio de proteinas observada nas células da raiz, o que indica que a
quantidade de radicais induzida pelo jon é maior do que o sistema de defesa
antioxidante consegue degradar. Além disso, observa-se que esse aumento ha
oxidacdo de proteinas na linhagem sensivel ocorre no intervalo de 24 a 48 horas
de exposicao ao AF* (figura 45), resultados coincidentes com o aumento da
atividade da Peroxidase, grande aumento na atividade da Superéxido Dismutase e
diminui¢éo brusca da atividade da Glutationa Redutase.

As carbonilas detectadas sio aquelas presentes nas fungbes orgénicas
cetona e aldeido. As carbonilas presentes nas ligagbes peptidicas das proteinas
n&o reagem para formar a base de Schiff (Streitweiser et al, 1992). Assim, as
carbonilas quantificadas s&o principaimente devido a oxidacdo de residuos de
amino acidos como histidina, prolina, arginina, lisina e triptofano. Os radicais
superoxido, induzidos pelo aluminio, podem gerar oxigénio singlete '0,’, o qual
colabora com os processos de oxidacdo. Na figura 50 encontra-se o principat
produto da reagéo de oxidagéo do triptofano (Halliwell e Gutteridge, 1999).

3
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Figura 50: esquema da reagsio de oxidagdo do triptofano por oxigénio singlete.

Estudos mostraram que o tratamento de mielina e membranas sinapticas de
rato com AP** por 90 minutos, além de aumentar a peroxidagdo de lipideos,
aumenta em 250% a quantidade de carbonilas associadas a proteinas
(Verstraeten ef al, 1997). Uma grande oxidagéo de proteinas foi observada na
linhagem sensivel S1587-17 entre 24 e 48 horas de tratamento (figura 45),
oxida¢éo essa resultado do estresse oxidativo induzido pelo aluminio e ndo
controlado pelo sistema enzimatico antioxidante. Essas oxidagbes podem atingir
proteinas distribuidas por toda a célula, causando perda da atividade enzimatica
(Levine ef al, 1981; Fucci ef al, 1983), mudangas em superficies hidrofébicas
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(Cervera e Levine, 1988) e modificagbes em espectros de absorgéo no uitravioleta
(Rivett e Levine, 1990), que além de evidenciar mudang¢as quimicas, podem
indicar modificagdes estruturais nas proteinas e, consequentemente, perda da
atividade funcional. Deste modo, a inibigéo do crescimento das raizes das plantas,
observada somente algumas horas apés o tratamento com aluminio, pode ser
consequéncia da oxidagéo de proteinas nas células.

O fato da linhagem tolerante ao aluminio n&o apresentar varia¢do na
quantidade de carbonilas associadas as proteinas em nenhuma concentragéo
(figura 43) apds 48 horas e mesmo ap6s 72 horas de tratamento com 36 pM de
AP (figura 45), indica que a oxidagio de proteinas nZo é a via de degradacgéo
celular das espécies reativas de oxigénio (ERO) induzidas pelo tratamento. A ndo
observagdo de oxidagdo das proteinas na linhagem tolerante pode significar
também que as ERO s&o totalmente degradadas pelo sistema enziméatico de
protecéo, que tem um pequeno aumento na sua atividade através das enzimas PX
‘e SOD nos tratamentos com 36 e 60 uM de AP*. Além disso, o Cat 100-8 sofre
uma diminuicio do seu CRR apés 12 horas de tratamento, mantendo seu
crescimento em tomo de 80 e 65 % nos tratamentos com 36 e 60 puM de aluminio
(figura 18), indicando que a inibigsio do crescimento da raiz nao esta somente
relacionado & oxidagéo de proteinas, mas possui outros mecanismos causadores.

5.8 — Apoptose

Diversos autores t&m sugerido que o estresse oxidativo em plantas,
principalmente através das espécies reativas de oxigénio H,0, e O, pode
desencadear morte celular programada (Buckner et al, 2000; Creissen et al, 1999).
Uma grande quantidade de células em apoptose foi detectada no mitho sensivel
em 48 horas de tratamento com 36 uM de AI**, enquanto pouquissimas células
apoptétis foram encontradas no milho tolerante, que apresentou um perfil
semelhante ao encontrado nas raizes dos tratamentos controle. Esse resultado
indica, mais uma vez, que o ion AP* induz as células da raiz do mitho sensivel a
um quadro de estresse oxidativo, ndo induzido no milho tolerante.
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A foto da figura 47.a, correspondente ao milho tolerante, mostra somente
alguns nucleos marrons na regido da coifa, regiao mais externa da ponta da raiz.
A presenca desses nlcleos é utilizada como controle positivo para a reago, ja
que normalmente se encontram nucleos apoptéticos nessa regiéo.

A alta fragmentagéo cromatinica detectada no milho sensivel através dos
nicleos marrons poderia ser interpretada como resultado de um processo de
necrose. Entretanto, o processo de necrose causa quebra do envelope nuclear e
um quadro de destruigio generalizado, o que n&o € observado na figura 47.b,
resultado esse que reforga a hipotese de que a exposigéo ao aluminio induz um
quadro de estresse oxidativo na linhagem de milho sensivel, desencadeando o
processo de morte celular programada. Além disso, a membrana nuclear também
contém uma cadeia transportadora de elétrons, de fungéo ainda nio conhecida,
que pode transferir elétrons e colaborar na formagio de radicais super6xido.
Esses radicais podem ter papel importante no estresse oxidativo e indugéo de
apoptose devido sua proximidade ao nlcleo (Halliwell e Gutteridge, 1999).

5.9 — O estresse oxidativo é causa ou consequéncia da toxidez do
AP*?

De forma geral, observou-se que o aluminio (AP®*) induz de forma dose-
dependenfe e tempo—depende'nte um quadro de estresse oxidativo no milho
sensivel S1587-17, mesmo em concentra¢des baixas de aluminio, como 6 e 12
#M, observado através da oxidagédo de proteinas que ocorreu apesar do aumento
na atividade das enzimas antioxidantes. O aumento na atividade enzimatica
mostra que espécies reativas de oxigénio estdo sendo geradas em quantidades
maiores do que as normais no interior da célula. Apesar da tentativa de evitar um
estresse aumentando a atividade das enzimas antioxidantes, esse aumento nao
foi o suficiente, ja que se observou um aumento na quantidade de carbonilas como
resultado da oxidagéio de proteinas e um grande aumento na quantidade de
células apoptoticas.

O milho tolerante Cat100-6 ndo apresentou aumento na atividade
enzimatica até concentracbes de 36 uM de AP*, aumento na oxidagédo de
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protefnas ou aumento da frequéncia de células em apoptose, o que indica que ele
possui um mecanismo de tolerancia que comega atuar antes que o fon induza a
produgédo descontrolada de espécies reativas de oxigénio (ERO), evitando o
estébelecimento de um quadro de estresse oxidativo. Se o estresse oxidativo
fosse a causa da toxidez, o mecanismo de defesa do tolerante seria o de ativar
seu sistema antioxidativo apés exposigéo ao ion, mas ndo & esse o perfil
observado pelos experimentos realizados. Além disso, em concentragbes
fitotoxicas altas de aluminio, como 60 uM, na qual o CRR do Cat100-6 permanece
em 0,65, ndo ocorre a indugéo de estresse oxidativo, pois apesar de ERO serem
geradas, 0 qué foi observado pelo pequeno aumento na atividade enzimatica de
SOD e PX, n&o ocomre oxidagiio de proteinas. Como o estresse oxidativo &
caracterizado pelo desequilibrio entre formag#io de espécies oxidantes e sistema
antioxidativo, causando um excesso de ERO e, conseqiientemente, danos a
célula, o aluminio néo induz um quadro de estresse oxidativo, ja que o Cat100-6
consegue manter seu sistema equilibrado aumentando de forma eficiente a
atividade do sistema antioxidativo. '

Comparando-se as imagens obtidas apos tratamento com 36 uM de
aluminio com os resultados de oxidagdo de proteinas em fungdo do tempo,
observa-se que ap6s 12 horas de exposigao, intumescimento e rachaduras ja séo
visiveis nas pontas das raizes do milho sensivel, enquanto que a oxidagio de
proteinas s6 vai acontecer entre 24 e 48 horas. Se o estresse oxidativo fosse a
causa da toxidez do aluminio, a oxidagdo de proteinas seria observada nas
primeiras horas de tratamento, como s&o observados outros danos, como o
intumescimento, rachadura e diminuigdo do crescimento da raiz.

Outra analise importante na discusso sobre causa e efeito da toxidez esta
relacionada com o tempo necessario para ativagéo de sistemas de defesa, quando
comparados com sistemas j& conhecidos, como a liberagdo de anions de acidos
Organicos. Dglhaize ef al (1993b) observaram que o tratamento de raizes de trigo
com solugbes contendo aluminio induzia a liberagéio de malato nos primeiros
minutos de exposigéo. Esse resultado indica que o reconhecimento por parte das
células do apice da raiz de que o ion A" est4 presente e a ativagdo de sistemas
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- de defesa & bastante rapida. Se o estresse oxidativo fosse causa da toxidez, a
ativagéo do sistema de defesa antioxidante deveria ser rapida, para evitar danos
as células. Entretanto, os resultados de atividade da SOD e PX indicam que a
ativacéo desse sistema ocorre no perfodo entre 24 e 48 horas.

A justificativa para essa ativagéo tardia poderia ser a de que o0 aumento da
atividade das enzimas pode envolver ativagdo genética e sintese de proteinas,
processos esses que levam tempo. Entretanto, como citado anteriormente,
algumas publicagdes mostram que a liberagio de anions de acidos organicos por
algumas plantas, principaimente malato e citrato, torna-se detectavel apos 15 e 30
minutos de exposicéio (Delhaize ef al, 1993b, Zheng et al, 1998, Ma et al, 2001).
Entretanto, também & possivel encontrar liberagbes mais lentas, que apresentam
maximos ap6s 4 horas de exposicéo (Ma et al, 1997) ou a liberagio permanece
constante por mais de 10 horas de exposigdo (Li et al, 2000). Ma et al (2001)
sugere que existam dois tipos de liberag8o de anions de 4cidos organicos: 1) o
AP ativa, direta ou indiretémente, canais de anions e os anions de &cidos
orgénicos presentes no citosol s&@o liberados e 2) o AI** induz a transcrigéo de
genes relacionados com proteinas envolvidas no metabolismo de &cidos organicos
ou em seu transporte pela membrana plasmatica. O primeiro modelo corresponde
as liberagbes rapidas, apés minutos de exposicio, e o segundo modelo
corresponde as liberagbes mais lentas, que no minimo exigem algumas horas. Ou
seja, mesmo um sistema de defesa que necessite de ativagiio genética e sintese
de proteinas é ativado em questdo de horas. A ativagdo do sistema de defesa
antioxidante também pode envoiver ativagio genética e sintese de proteinas, mas
ele ocorre somente ap6s 24 horas de tratamento, um tempo bastante longo
quando comparado com a liberagéo de &cidos organicos, o que indica, mais uma
vez, que o estresse oxidativo gerado pelo aluminio ndo é causa da toxidez, mas
somente uma consequéncia.
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6. Conclusodes

O aluminio (A**) induz estresse oxidativo somente na linhagem de milho
sensivel $1587-17 e esse estresse gerado ndo é causa, mas sim uma
consequéncia da toxidez.

Os estudos dose dependentes mostraram que o estresse oxidativo no
milho sensivel & maior conforme aumenta a concentra¢so de aluminio a
que as plantas foram expostas.

Os estudos tempo dependentes, de forma geral, indicaram que o estresse
oxidativo se estabelece enfre 24 e 48 horas, ja que tanto as enzimas
quanto a oxidagao de proteinas aumenta significativamente neste periodo
na linhagem de milho sensivel.

O aumento na atividade das enzimas antioxidativas SOD e PX no milho
sensivel nao foi suficiente para degradar as espécies reativas de oxigénio
induzidas pelo tratamento com aluminio, j& que foi possivel um grande
éumento na oxidacéo de proteinas.

A degradacao de agua oxigenada nessas linhagens provavelmente é feita
por peroxidases e nio por catalases, jA que somente a PX foi induzida
nos tratamentos.

A via de degradagéo celular das espécies reativas de oxigénio formadas
em excesso no milho sensivel & a oxidagéo de proteinas.

A oxidagéo de proteinas néo esta relacionada com o inicio da diminuigao
do crescimento relativo da raiz, j& que este ocorre nas primeiras horas de
tratamento e a oxidagéo ocorre apds 24 horas de tratamento.

A diminuigo do crescimento relativo da raiz e a perda da integridade da
_membrana, identificada pelas fotografias, n3o estdo relacionados 2
peroxidacéo de lipideos, j& que esta ndo foi observada nas linhagens de
milho.

O estresse oxidativo gerado no milho sensivel provoca morte celular

programada (apoptose) nas células da ponta da raiz ap6s 48 horas de
tratamento.
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