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ANALISE DA RESPOSTA ANTIOXIDATIVA DE CEI,_ULAS DE Nicotiana
tabacumcv BY-2 SUBMETIDAS AO CADMIO

Autor: PRISCILA LUPINO GRATAO

Orientador: Prof. Dr. RICARDO ANTUNES DE AZEVEDO

RESUMO

A poluicio por metais pesados, particularmente pelo cadmio, consderado
um dos mais tdxicos é gerada principdmente pelas dividades de mineracéo e indudrias,
utilizagdo de lodo de esgoto e fertilizantes fodfatados Edtes ditimos contém o Cd em sua
composicéo e sua utilizacdo na agricultura tem aumentado a concentracdo desse metd
no s0lo, reservas hidricas e plantas, 0 que pode aumentar a bicacumulacéo via cadeia
dimentar. Identificorse um grupo de peptideos denominados fitoquelatinas  (PCs),
cgpazes de = ligar aos ions de metals pesados, induindo o Cd e assm desintoxicando as
cdulas pda diminuicdo dos ions livires no citoplasma Entretanto, danos oxidativos
frequentemente ocorrem quando h& exposicdo aos metais pesados, devido a

intensficagd0 na producdo de espécies aivas de oxigénio. Também uma classe de



enzimas antioxidantes tem sdo reatada no combate & EAOs decorrentes do estresse
oxidativo. Plantas expostas aos metas pesados goresentam dteragdes nas dividades
dessas enzimas. Portanto, 0 estudo dessas dteragbes pode fornecer dados importantes
relativos aos nivels de tolerdncia, especificidade da resposta em diferentes epécies e
nivels de poluicio no ambiente Esses dados podem s Uteis em programes de
melhoramento para obtencdo de plantas mais tolerantes, dém de estudos relacionados a
bioacumulagcdo e fitorremediacd, uma vez que plantas tolerantes podem gudar a
diminuir a quantidede de metais nos solos contaminados. Neste trabaho, foi observado
dteraches nas dividades de CAT e peroxidases em céulas de BY-2 e um aumento
expressivo na dividade de GR. A SOD gpresentou ateragtes em isoformas especificas.

Os resultados sugerem que 0 mecanismo principa de defesa a0 edresse por Cd em
cdulas BY-2 foi vaiavd durante o tempo de exposcéo ap metd. Possvdmente a
sntese de GSH tato como subgrao para fitoquddines quanto para GST foi
dgnificativa durante a fase inicid de edrese, sendo que a aividede de CAT e
peroxidases s80 importantes durante o periodo find, onde provavemente o estresse

tornou-se mais severo.



ANTIOXIDANT RESPONSE OF BY-2 Nicotiana tabacum CELLSTO CADMIUM
STRESS

Author: PRISCILA LUPINO GRATAO
Adviser: Prof. Dr. RICARDO ANTUNES DE AZEVEDO

SUMMARY

The contamingtion of enwironments by heavy metd pollution, manly by
cadmium (Cd), conddered one of the more toxic, is generaed by mining and indudtria
activities, and sewage dudge and phosphated fertilizers used in agiculture. The latter
contains Cd in its compogtion and with continuous agriculturd utilization an increese in
the heavy metds leves in soils, plants and water sources, have been observed which
may contribute to the bicaccumulation and biomagnification in the food chain. A group
of peptides termed phytochdatins (PCs) has been identified and are cgpable of binding
heavy metd ions, induding Cd and detoxifying the cdls by the reduction of free ions in
the cytosol. However, oxidaive damage often occurs due to the generation of oxygen
reective species induced by heavy metds A dass of antioxidant enzymes has been
reported for the scavenging of the oxygen resctive species Plants exposed to heavy
metds may exhibit dterdion in enzyme adtivity. The dudy of such a response may
dlow the evdudion levds of tolerance, specificity the response of didinct plant soecies
to levds of pollution in the environment. These data may be usgful in breading
prograns to sdect tolerant plants Moreover, tolerant plants may be usad in



phytorremediation, by reducing the amount of heavy metds in contaminated soils. In
this sudy, it was obsarved dterations in CAT and peroxidases activities in BY-2 cdls
and an extendve increese in GR adtivity. SOD activity was dtered in the isoforms
andysed. The results suggest thet in BY -2 cdls the main defence sysem to Cd dress is
vaidble during the heavy metd exposure time. The synthess of GSH, which is usad in
the synthess of phytochdatins and subdrate for GST is evident during the onset of the
dress with CAT and peroxidases teking over the antioxidetive responses once the dress

becomes severe.



1. INTRODUCAO

Os metais pesados representam 0 maior residuo indudrid  contaminante
de solos, plattas e animas no ecosssema, com intensos efdtos tdxicos ap homem
associados a sua ampla digtribuicgo no ambiente. Dessa forma, 0 estudo da toxicidade de
metai's pesados em plantas vem atraindo a atencéo de muitos cientistas ambientdistas.

As platas desnwvolveam  dguns mecanismos  para  reduzir  a
concentrag@o de metais pesados livres no citosol das cdules os quas induem a
foomacdo de peptideos ricos em cdeinas, conhecidos como fitoquddines e
metaotioneinas. Além destes peptideos, outro mecanismo de defesa desenvolvido pelas
plantas para a toleréncia a exposicdo aos metals pesados € a producdo de um sistema de
defesa, que indui um Sgema de enzimas antioxidantes capazes de remover, neutrdizar
ou limpar radicaslivres.

Assm, esduwdo da dividade enzimdtica sarve como um critéio de
avdiacdo da fitotoxicidade de metais pesados em plantas. Uma vez stbendo-se a via
preferencid de dedntoxicagdo destes metas em plantas pode-se eventuamente tracar
edratégias de estudo e mehoramento genético, como por exemplo a manipulacdo de
ezimaes que possam condicionar tanto senshilidede como tolerddncia a metas em
diferentes cultivares. Pesquisss em meahoramento vegetal buscam o entendimento  destes
mecanismos, principdmente de caacteres corrdacionados com a formagédo de
fitoquddines. Asam, a patir deste conhecimento os programes de fitorremediacéo
podem ser utilizados para desintoxicacdo de ambientes tornando-os propicios para o
desenvolvimento de uma Agriculturamals ssgura.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Poluentes ambientais

Atudmente exige uma grande preocupacdo com rdacdo aos efdtos a
curto e longo prazo que muitos poluentes quimicos possam ter sobre a salde publica e o
meio ambiente, pois a crexcente indudridizacdo das Ultimas décadas tem  exposto
animas e vegeas a muitos dementos quimicos potencidmente toxicos. Entre edtes, os
metais pesados representam 0 maior contaminante industrid de solos, corpos de &gua,
plantas e animais no ecossisema (Ghoshroy e d., 1998) de td forma que o estudo da
toxicidede de metals pesados em plantas e microrganismos vem araindo a aencéo de
muitos ambientaistas (Prasad, 1995).

A importéncia de se edudar estes metais deve-se aos seus intensos efeitos
toxicos ap homem e outros seres vivos, associados a sua ampla liberacdo no ambiente.
Com o0 aumento nas atividades indudrials, a poluicdo do ambiente com metals pesados
toxicos tem ocorrido em todo o mundo (Donmez & Aksu 1999), levando a deterioracéo
de dguns ecossgemas. Paa iludrar a importéncia da poluicdo por metas no ambiente,
pode-se citar que dentre as 20 substancias toxicas com maior risco de causar danos aos
sres humanos, em locais contaminados, conforme levantamento redizado em 2001 pea
ATSDR (Agency for Toxic Subgances and Disease Regidry) e EPA (Environmentd
Protection Agency) do goveno dos EUA, 5 sSo meas induindo os 3 primeros
lugares daliga

No Brasl ndo exidge um levantamento dorangente ou edimdivas
confidvels do grau do problema de contaminacdo por metais pesados. No entanto, em
funco do moddo de crescimento indudtriad bem como do tipo de indidrias ingdadas
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no pais, principamente no Estado de S&o Paulo, ndo ha motivos para se supor que o
problema sga menor do que em paises indudridizados. Além digo, exigem diversos
estudos locdizados ou regionais que demongtram que a contaminacdo por metais € um
problema s&io em agumeas regifes, como é 0 caso do estu&io de SantogSéo Vicente
em SP e as baias de Guanabara e de Sepetiba no RJ (Carvaho & d., 1991; Perin et d.,
1997; Amado Flho et a, 1999; Neto et al, 2000).

Tdvez 0 Unico levantamento mas gSdemédico e aorangente de
contaminacd por metas sga 0 monitoramento que a CETESB (Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambientd) rediza nes &gues supeficias do Edado de SP
(CETESB, 2001a), mas fdtam informagdes sobre o problema de contaminacdo de solos.
Neste sentido, a CETESB recentemente redizou um edudo para determinar vaores
orientadores quanto a contaminacdo de poluentes No solo e declarouse a intencdo de se
redizar levantamentos Sgemdicos (CETESB, 2001b). De quadquer modo, a
preocupacdo da CETESB com metais pesados € evidente. Nesse Ultimo estudo, das 37
subgténcias estudadas, 18 sBo metais pesados. Além disto, dos 27 parametros quimicos
usados pela CETESB para avdia a qudidade de &guas superficias do estado, 11 se
referem aandise de metais pesados

As principais fontes de poluicdo com metais pesados sfo as diversas
dividades de metdurgia induindo a mineracdo, fundicdo e gdvanopladia (Cheoui &
d., 1997a), curtumes (Jorddo e d., 1999), gases liberados pda queima de combugtivels
féseis, pediddas (Gimeno-Garcia et d.,1996; Lagriffoul e d., 1998), utilizacdo de
lodo de esgoto para fertilizacdo na agricultura (Cheoui et d., 1997a8), aplicacdo de
fertilizantes com impurezas (Chen & Kao, 1995; Gdli et d., 1996; Schickler & Caspi,
1999) e afabricacéo e descarte de baterias (Prasad, 1995; Kefalaet d., 1999).

2.2. Metais pesados em plantas

Embora impreciso e md definido, o termo “metd pesado” € comumente
usado e golicado a um grupo heterogéneo de dementos, incduindo metais, semi-metas e
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ndo metas (Meo e d., 1997) que possuem numero admico maor que 20 ou peso

especifico maor que 5 gom® (Maavolta, 1994). Estes também s30 conhecidos como

“dementos traco”, por serem naturdmente encontrados em concentragcbes de poucas

pates por milhdo (Matiazzo-Prezotto, 1994). Alguns metals, como duminio e berilio,

néo se enquadram na definicdo acima, mas meImo assm S8 comumente referidos como
metals pesados.

O edudo da toxicidade de metas em plantas e microrganismos €
importante porque eses s encontram entre oS organismos mas detados pda
contaminagdo por estes dementos. Além disto, gpresentam variagdo quanto atolerancia
a metas e goresentam ainda bom potencia para a recuperacéo de &eas contaminadas
por meio de técnicas de biorremediacéo.

E bem conhecido que metais pesados podem gerar estresse oxidativo. No
entanto, 0 papel do dstema atioxidante no edresse por metals € controverso, com
resultados bedtante variaveis (Schutzendubd e d., 2001). Os principas motivos disto
podem s
- osmetas goresentam diferentes mecanismos de inducdo de estresse oxiddtivo;

- 0 9gema attioxidante da cdula goresenta uma grande diversdade de componentes e
€ compatimentdizedo, diferindo entre os compatimentos e organdas da cdula e
entre cdlulas e tecidos,

- 0 dd9ema de dedntoxicacdo/complexacdo de metais pode reduzir os efeitos dos
metas com diferentes intenddades, sendo que O edresse oxidativo pode ser
problemédico apenas depois que este Ssema estga sobrecarregado. Além digto, a
glutationa, um componente badante importante do Sstema antioxidante da cdula,
também € precursor para a sintese de fitoquelatinas, que sGo agentes complexantes
de metais pesados em vegdas, de maneira que o Sstema antioxidante e o ssema de
desintoxicacdo de metais da cdula podem ser competitivos entre .

Com rdagdo a preferéncias por ligantes, os metas sio comumente
dassficados em &idos de Lewis duros moles e intermedi&ios e que formam

complexos mas etdveis com ligantes dassficados por sua vez como bases de Lewis
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duras, moles e intermedidrias, respectivamente. Cada um dos meds acima €
representativo de uma destas trés dasses (Cowan, 1998; da Silva & Williams, 1991).

Além digto, é de = esperar que as propriedades quimicas de cada meta
determinem mecanismos diferentes de edresse oxidativo e de resposta a exposicéo ao
mesmo, conforme demongtrado por Cuypers et d. (1999). Por ser demento de trans¢éo,
0 Ni pode paticipar de reacOes de Haber-Wess (Briat & Lebrun, 1999), gerando
radicais livres dirgtamente. Dentre os trés, € 0 Unico que possui diferentes estados de
oxidagdp. O Cd e o Al possuem goenas um estado de oxidacdo (2+ e 3+,
respectivamente) e ndo sdo eementos de trandcdo (embora o Cd sga freglentemente
tratado como td), pdo menos quanto ao critério de ter um eétron ndo pareado no seu
orbitad de vdéncia Edas propriedades influenciam 0 mecanismo com o qua cada metd
gera edresse oxidativo. Além dito, nenhum dos trés é co-faor de ezimes
antioxidantes, como € o caso de Fe, Mn, Cu e Zn.

Quanto a importancia toxicol6gica destes metais, o Cd é dasdficado em
72 lugar na liga de substancias prioritaias quanto ao potencid de dano pda ATSDR e
EPA, o Ni em 53 e o Al em 186> No rdaodrio da qualidade dos recursos hidricos do
Egtado de Séo Paulo em 2000 (CETESB, 2001a), os metais pesados que gpresentaram as
maiores porcentagens de ndo conformidade foram: cobre, cadmio, chumbo e niqud. Os
ros que goresentaram problemas de poluicdo com Cd e/ou Ni, sga por poluicdo pontud
devido a efluentes indudriais ou poluicdo difusa devido a insumos agricolas, foram os
rios Capivari, Jundial, Atibaia, Piracicaba, Piacaguera, Mogi e 0 Alto e Médio Tieté.

O camio (Cd) é o principd contaminante ambientd e um dos mais
toxicos entre os metais pesados (Chen & Kao, 1995). O Cd tem sua concentracéo
aumentada no ambiente devido & dividades humanas de mineracdo, adubacdo com lodo
de egoto e efluentes indudrials contaminados, fabricacdo de baerias de automovess,
golicaches militares, aeroespacials, edtabilizacdo de plagtico e formulagdo de pigmentos,
entre outros (Prasad, 1995).

O Cd exige na crogta terrestre em baixas concentragoes (entre 0,15 e 0,20
mg Kg), associado gerdmente ao zinco, na forma de depdsito de sulfito, de cor praa
cara, dictil e mole. Apresenta peso molecular 112,41 e nimero admico 48, com ponto
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de fusio e ebulicio, iguais a 321°C e 767,2°C respectivamete, e densidade de 8,64g/nt
(Bernard et d., 1984). Emite vapores, mesmo quando em temperaturas inferiores a0 seu
ponto de ebulicio e em seu estado Sdlido, sendo insolivel na &gua e nos solventes
organicos usuais e oxidando-se em presenca de a e umidade. O Cd pode causar
intoxicag0es agudas em trabahadores, por exposicéo direta em seus locais de trabaho e
em populagBes de &ess indudtrias poluidoras (Lauwerys, 1983, Bernad & Lauwerys,
1984; Ikeda et a, 2000).

O Cd absorvido pdo homem (e por outros animas) concentrase em
vaios Orgdos, na urina e no sangue, com vaores acima de 80% de carga corpérea
concentrados nos rins, figado e ossos (Lauwerys, 1983; Bernard & Lauwerys, 1984,
Roels et da., 1999; Ikeda et d., 2000). A vida média biologica do Cd € superior a dez
anos (Sdt e d., 1995). Por esse motivo, efeitos adversos a salde podem gparecer
mesmo gpos a reducdo ou a cessacdo a exposicao ao Cd, como enfizemas pulmonares,
desminerdizacdo Gsseq, dedtruicdo dos eritrécitos e cancer (Lewis e d., 1972, Jarup &
a., 1988; Ghoshroy et d., 1998).

Quanttidades dgnificantes e progressvas dete metd  vém  sendo
introduzides no meio ambiente a partir de fontes naturais, estando largamente digtribuido
na &gua e no ar contaminados e gpresentando um tempo de retencéo Nos Organs expresso
em décadas (Bernard & Lauwerys, 1983; Rods et d., 1999; Isomin et d., 1999). E
usado em numerosns materias como revedimento a prova de corrosfo, em ligas
metdicas, pigmentos, edtabilizadores, manufaturas de PVC, fertilizantes fosfatados,
baterias de veiculos, revestimentos eetroliticos de metals, acabamentos de pegas e
fabricacZo de pedra- pome (Issomin et d., 1999; Kumar et d., 2000).

A exposcéo ao cadmio pode ser ocupaciond ou ndo. Trabahadores de
indUstrias es@0 Ujeitos a indar o cadmio ou reté-lo em contato com a pele. Exposigies
néo ocupacionais podem ocorrer por meio da ingestdo de dimentos e de &ua Também
0 hébito de fumar € uma importante fonte de contaminacdo para 0 homem (Shimbo et
d., 2000). A carga corpord de cadmio no organismo de individuos fumantes € o dobro
daguela dos ndo fumantes, sendo que a média diaia de exposicdo de fumantes ao Cd
otilaentre2 edg (Lewis et d., 1972).
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No caso das plantas, presenca ce Cd pode diminuir 0 crescimento, reduzir
a taxa de fotossintese e provocar dteragbes tanto enzimdicas quanto metabdlicas
(Gdlego et d., 1996ab). Is0 ocorre devido a dteragbes provocadas por este metd nas
funcbes dos estbmatos, trangporte de eétrons, Ciclo de Cavin e desordens na estrutura
dos grana e na dintese de dorofila (Barcdd et d., 1988). O Cd também dfeta a
fodorilacdo oxidativa nas mitocondrias (Kessder & Brand, 1995). Das e d. (1997),
obsarvaram que em plantas expostas a0 Cd ocorre a inibicdo da divisso cdular e
dteraghes nos cromossomos. Este metd também pode e ligar a grupos SH de enzimeas,
inibindo sua aividades (Lagriffoul et d., 1998).

Diversos fatores do meio podem influenciar a absorcZo do Cd pea planta,
como por exemplo: a concentracdo do metal no meio, pH e a espécie de planta (Brown
& Beckett, 1985). Este metd € facilmente absorvido pelo sstema radicular das plantas e
trandocado, via xilema, para a parte aérea, aravés da transpiracéo (Prasad, 1995). De
acordo com Mdo & d. (1997), o edagio de desenvolvimento da planta e o tempo de
exposicio a0 metd pesado também afetam a absorco e digtribuicio de Cd em diferentes
pates do vegetd. Também gendtipos da mesma egpécie podem  responder
diferentemente quanto a capacidade de absorver e transportar metais pesados dentro do
organismo vegeta (Gabbridli et d., 1990).

O acimulo de Cd em determinados tecidos da planta pode levar a uma
rgeicdo comercid de cetos cultivares (Vdllegi-Lange & Wagner, 1996), dém de se
tornar perigoso a salide humana (Wagner, 1993). Rauser (1995) relata que mais de 70%
do Cd absorvido pdo homem tem origem na inget@o de vegetas Dedta forma, as
plantas condtituem-se no principd ponto de ligagdo entre metals pesados e 0 homem, via
cadeia dimentar (Gdli & d., 1996), tornando-se necessaio o estudo do efeito do Cd em
plantas.

Diferentes respodtas bioldgicas a metais pesados podem ocorrer devido a
diferences genéticas, ambientals, ou rdaives a0 crexcimento e desenvolvimento
(diferencas na expressio génica). Assm, dém de diferencas genctipicas, deve-se
condderar a possibilidede de explorar diferencas ndo genotipicas, ou sga, diferencas
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relativas ap esdagio de crescimento e desenvolvimento, que podem ser usadas de modo
bagtante eficaz como ferramenta de pesquisa

Diversos trabadhos demondraram que a senshilidade e a resposta a
metals pesados dependem da idade ou desenvolvimento da planta (Maksymiec, 1997,
SKorzynska & Baszynski, 1997; SkorzynskaPolit et d., 2003) ou do et&gio de
desenvolvimento de um 6Orgéo ou tecido (Krupa & Moniak, 1998, Maksymiec &
Baszynski, 1996). Em plantas de fejoaro (Phaseolus coccineus), o acumulo de
homofitoquelatinas em raizes e folhas, em resposta a exposcdo a0 Cd, mosrou-se
dependente do estagio de desenvolvimento da planta, sendo maor nes eapas inicias
(Tukendorf et d., 1997). Bm graminess, o fato das cdulas foliares se encontrarem em
diferentes fases de crexiimento e desenvolvimento a0 longo de uma mesma faha
permitiu que se demondrasse em caiteio, a senshilidade diferencid destas cdulas @
Cd (Krupa, 1998).

Diferencas nos efeitos de Cd em funcdo do desenvolvimento também
foram encontradas em outros organismaes, tais como camundongo e camardo (De e d.,
1993; Bambang e d., 1995). Em caltuas de cdulas vegdas, diferencas na
senghilidade a metais pesados também foram detectadas durante as diferentes fases de
crescimento (Larsen, 1989; Kang & Enger, 1990; Xu & Vanhuystee, 1993; Vitordlo &
Haug, 1996). A toxicidade por Cd foi corrdacionada a mudancas nos niveis de
glutationa que ocorreram durante a fase log de crescimento de cdulas de carcinoma de
pulméo (Kang & Enger, 1990).

A senghilidade a metais também pode depender da fase do cido cdular
(Seplakoglu & Iscan, 1998; Lee et d., 1998; Sahu et d., 1995; Payette et d., 1995;
Francis et d., 1995). Ede fao pode ser explorado em pesquisas, tendo em vida a
extensio dos estudos sobre o ciclo cdular e o fato de que gerdmente s trata de
populagdes uniformes de cdulas, ofrendo dteragbes homogéness.
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2.3. Mecanismos de defesa e compostos produzidos por plantas em resposta a
exposicao a metais pesados

Conforme revido, as plantas desevolveram aguns mecanismos paa
reduzir a concentracéo de metais pesados livres no citosol das @ulas os quas induem:
a ocompatimentdizacdo dede metd em edruturas sub-cdulares, exdusio  e€ou
diminuicBgo do trangporte aravés da membrana e a formacdo de peptideos ricos em
cgeinas, conhecidos como fitoquelatinas e medoationeinas, que podem complexar
vaios meas (Lozano-Rodrigues e d., 1997, Robinson & d., 1990). Além das
fitoquddinas e metdotioneinas, outro mecaniamo de defesa desenvolvido peas plantas
e microrganismos para toleréncia a exposicdo aos metais pesados € a producéo de um
gddema antioxidante de defesa, que incdui componentes de baixa massa molecular tais
como glutationa e ascorbato e um sgema de enzimas antioxidantes cgpazes de remover,
neutrdizar ou limpar radicas livres e que indui a superdxido dismutase (SOD), cadase
(CAT) eglutationa redutase (GR), entre outros (Scanddios, 1993).

Assm, o0 edudo da dividade enziméica serve como um crité&io de
avdiacdo da fitotoxicidade de metals pesados em plantas (Scanddios, 1993). Uma vez
sabendo-= a via preferencid de desintoxicagdo destes metas em plantas pode-se
eventudmente tracar edratégias de estudo e mehoramento genético, como por exemplo
a manipulagdo de enzimas que possam condicionar tanto sengibilidade como tolerdncia a
metas em diferentes cultivares. Em todos esses casos, 0 parametro bioquimico a ser
andisado poderia ser rdativo aos niveis de aividade de enzimas antioxidantes, como
CAT, SOD e GR, dém de outras como as enzimas do metabolismo do nitrogénio, a
Glutamina Sntase e Glutameato Sintetase

2.3.1. Sistema oxidante deresposta

O acimulo de oxigénio molecular (O2) na amosfera da Terra permitiu a
evolucéo de organismaos aerdbios que utilizam o O, como aceptor find de étrons. O Q
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€ pouco redtivo, mas tem a capacidade de originar estados excitados reativos como
radicas livres e derivados (Scanddios, 1993). Este autor relata que a transformacéo de
0O, a HyO ocorre pda utilizacdo de 4 dérons em um cido em que SO originados
epedies intermediaias. Edas EAOs incduem o Radicad Superoxido (O7 ), Perdxido de
Hidrogénio (H20), Radicd Hidroxila (OH) e Oxigénio “snglet”. Em condigdes de
edrese, estas EAOs podem se acumular nos tecidos resultando na adteracéo da atividade
de enzimas como SOD, CAT e peroxidases (POX) (Creisen et d., 1994), as quas S0
responsvels pela protecdo antioxidante e preservacdo da integridade da membrana
(Lagriffoul et d., 1998).

Os radicas superdxidos sfo produzidos pela reecdo do oxigénio
molecular do fotossstema na reacéo de Meyer. Edes O™ S0 rapidamente convertidos a
H.O, pela SOD que esta associada ao tilacdide (Allen, 1995). O HO, pode ser entéo
convertido pela CAT ou pela ascorbato peroxidase (APX) aH»0 (Fadzillah et d.,1996).

O H0O; produzido pea glicolao peroxidese € degradado pela CAT
prindpamente nos peroxissomos (Scanddios, 1990; Azevedo et d., 1998). Segundo
Foyer e d. (1994), a CAT edta ausente no cloroplasto e a degradacéo do HO2 nos
doroplagtos é fata pda APX ligada a membrana do tilacdide. As moléculas de O, ™ e
H>O, que escgpam da destruicdo no tilactide sBo destruidas no estroma pela SOD e
APX. Radicais monodesidroascorbato produzidos pela APX sdo convertidos a ascorbato
(AA) viaferredoxina (Fd) ou pelaenzima Monodesidroascorbato Redutase (MDHAR).

Uma outra dterndtiva da reacd com APX é a formagdo de é&cido
ascorbico e &cido desidroascorbato, que podem ser convertidos a ascorbato atraves da
enzima Desdroascorbato Redutase (DHAR), que utiliza a GSH como doador de
eérons. A subseqliente regeneracéo da glutationa (GSH) requer a participagéo de GR e
NADPH (Allen, 1995). Edas especies divas de oxigénio (EAOs) sfo dtamente redtivas
e citotoxicas para todos 0s organismos, uma vez que podem reegir com &cidos graxos
insaturados das membranas e promover a peroxidago lipidica

Deda forma, goesar dos organismos aerdbicos disporem de vantagens
enagéticas dgnificativas utilizando o oxigénio molecular como um oxidate termind na

repiracéo, a presenca do oxigénio no ambiente cdular conditui-se nUMa ameeca
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oxiddiva condante & Suas proprias edtruturas e procesos devido ao seu potencid de
agir como redutor parcid e asam formar as EAOs (Mdlick & Mohn, 2000), que podem
£ tornar dtamente dedrutivas paa cdulas e tecidos s sua producio ndo for
edritamente controlada (Rice-Evans et d., 1991). Assm, a formacdo de EAOs € uma
consqiiéncia inevitdvel do metabolismo dos organismos aerdbicos (Angelova et d.,
2000) e provocam “edresse oxidaivo®’ devido a sua acdo tdxica e mutagénica sobre as
cédulas (Angdovaet d., 2000; Mdlick & Mohn, 2000).

Os ions dos metais pesados S0 capazes de causar danos oxidativos tanto
diretamente, agindo como redutores e assm produzindo as EAOs, como indiretamente,
inativando o ssema antioxidante da cdula (Mannazzu et d., 2000).

Em plantas a producdo das EAOs é favorecida por véios fatores
ambientais de estresse como a exposicio a niveis devados de luminosidade, seca, metais
pesados, devada concentracZo de sais, extremos de temperatura, radiacéo UV, poluicéo
do ar, herbicidas, estresse fiSco e mecénico e também como regpoda aos edresses
bidticos tals como o aaque de patdgenos (Malick & Mohn, 2000). A producéo de
EAOs em plantas ocorre também durante a infeccdo por padgenos e processos
fotossntéticos induzidos durante condigbes abidticas tais como frio, seca e estresses
provocados por 0zonio e metais pesados (Bowler et d., 1994; Azevedo et d., 1998).

2.3.1.1. Superdxido Dismutase (SOD)

A SOD foi isolada em eitrocitos bovinos em 1938, mas a funcdo deta
enzima foi descrita por McCorde e Fridovick (1969). Presente em organismos aerébios e
anagrobios facultaivos eda enzima caracteriza um grupo de metdoenzimas  que
cadisam a formagdo de peroxido de hidrogénio (H.O;) a partir de radicais superoxido
(O2 ) (Hgura 1), consumindo-os portanto, e assm, livrando as céulas do risco de
oxidacdo por eses radicas A SOD é a primeara enzima de defesa contra danos
provocados por EAOs nas cdulas (Alscher et d., 1997; Olmos et ., 2003).
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As SODs S0 as Unicas enzimes cujas daividades inteferem nes
concentragoes de O, e HyO3, os dois substratos da reacdo de Haber-Weiss que origina
os radicas OH' e provavelmente por isso, as SODs representam 0 mecanismo de defesa

centrd dos organismos vivos (Bowler e d., 1992, Alscher e d., 1998 Alscher et d.,
2002).

SOD
20" +2H ———— p 02+ H02

Figura 2 Formacdo de perdxido de hidrogénio a partir de radicais superdxidos e reacéo
cadisadapela SOD

Edas metdoenzimas multiméices tém ddo dassficadas em trés grupos de
acordo com o componente metdico de seu Sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn), manganés
(Mn) ou ferro (Fe) (Scanddios, 1993; Mattson, 1998; Niyogi, 1999; Mdlick & Mohn,
2000), sendo que as Cu/Zn-SODs sf0 condderadas as mas abundantes em vegdas
(Wingde e d., 1991). As Cu/ZnSODs e dgumas Mn-SODs e Fe-SODs de procariotos
S0 diméicas, enquatto as Mn-SODs das mitocondrias e de dgumas bactérias
termdfilas sfo tetraméricas (Scanddios, 1993).

De acordo com Bowler et d. (1994), Fe-SOD € uma enzima dimérica
formada por duas sub-unidades idénticas e esta locdizada no cloroplasto e a MnSOD é
uma enzima que posui edrutura Smilar a FeeSOD, sendo observada na matriz
mitocondrid. Ambas s80 encontradas em procariontes e eucariontes. Entretanto, a
CuZn-SOD edd presnte gerdmente no citoplasma de cdulas eucaridticas e no
cloroplasto.

A Fe-SOD e aMnSOD parecem ser muito Smilares naestrutura
priméaiae tridimensona e em outras propriedades fisco-quimicas. A Cu/Zn-SOD néo
apresentatd gmilaridade. Assm, presume-se que tanto a Fe-SOD como aMn-SOD
podem ter um ancestral comum, sendo que a Cu/Zn-SOD possvelmente evoluiu
independentemente (Chen & Liu, 1996). Bowler et d. (1992) rdaaram em seus estudos
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defilogeniada SOD que aMn-SOD e a Fe-SOD sfo as mas antigas, indicando que
provavel mente evoluiram antes da divergéncia entre procariotos e eucariotas, enquanto
gue a Cu/Zn-SOD, mais recente, evoluiu independentemente em agum ponto no inicio
dalinhagem eucaridtica, indicando uma dupla evolucéo desta enzima.

De manera gard, as CwZn-SODs sfo encontradas no citosol e no estroma
dos cloroplastos (Hayakawa et d., 1984) e sfo sensiveis a CN' (radicd cianeto) (Mdlick
& Mohn, 2000). As Mn-SODs e FeSODs ndo sio sensivels ao CN e tém sdo
encontrades gerdmente na matriz mitocondrid de clulas eucaidtices e em cdules
procaridticas, embora uma Mn-SOD associada a membrana tenha Sdo observada nos
cloroplastos de dgumas platas (Sehmer & Dizengremd, 1998). A Fe-SOD foi
observada em dgumas familiss de platas e estd associada principdmente aos
coroplastos (Mallick & Mohn, 2000).

Segundo ven Camp & d. (1996), as isoenzimas de SOD goresentam
grande semelhanca entre as diferentes espécies de plantas. Contudo 0 nlmero e tipo
destas isoenzimas varia de planta para planta (Scanddios, 1993). A CwZnSOD foi
encontrada no citosol de arroz (Pan & Yau, 1991), nas mitocondrias de girassol (Corpas
et d., 1991) e no doroplasto de arabidopsis (Kliebengein et d., 1998). A Mn-SOD foi
encontrada em mitocondria de aveia (Sehmer & Dizengremd, 1998) e em fejdo (Corpas
et d., 1991). A Fe-SOD é raa em plantas, sendo recentemente encontrada em plantas
como Arabidopsis (Kliebengtein et d., 1998) com a funcéo de cadisar a producéo de
H.O, formado durante a b-oxidacdo de acidos graxos e em peroxissomos de folhas
verdes durante a fotorrepiracéo pela trandformacéo do glicolato em glioxilao (Havir &
McHale, 1989).

Em giras0l, baixas concentragbes de Cd acaretaram um aumento na dividade
de enzimas antioxidantes com excecdo da SOD, eda permaneceu indterada em
concentragdes mais dtas (Galego & d., 1999). Em folhas de ervilha a atividade de SOD
fol ggnificativamente aumentada (Ddurzo et d., 1997). Em dtas concentragOes de Cd, a
atividade de SOD aumentou em Alyssum argenteum e Alyssum maritimum (Gwozdz e
a., 1997), Pisum sativum (Dixit t ea, 2001), enquanto em Lupinos luteus, 0 aumento de
Sua atividade ndo foi demonstrado (Gwozdz et d., 1997).
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2.3.1.2. Catalase (CAT)

A catdase descrita em 1901 por Loew (Frugoli et d., 1996), € uma enzima
tetramérica que contém grupos heme e € encontrada em todos 0S organiSMos Vivos.
Devido a sua ampla digtribuicdo e cgpacidade de degradar rgpidamente o perdxido de
hidrogénio (Figura 2), foi poposto por véarios pesquisadores que a CAT desempenha um
pape fundamentd nos Ssemas que capacitam oS organigmos a viverem em ambientes
aerdbicos (Mdlick & Mohn, 2000).

CAT
2HO; ———» 2H0+ O,

Fgura2- Degradacéo do peroxido de hidrogénio catdisada pda CAT

A CAT é a Unica entre as enzimas degradantes de HO» que néo consome
equivaentes redutores cdulares e possui UM mecanismo Muito eficiente para remover o
peroxido de hidrogénio formado nas cdulas sob condigdes de estresse (Madllick & Mohn,
2000).

As evidéndas sugerem que a CAT utiliza mecanismo de dois est&gios
tanto nas reegbes peroxidativas como nas catditicas. No primeiro estagio o ferro do
grupo heme da CAT interage com o H>O, para formar um perdxido de ferro rico em
oxigénio. Ede compodo intermedi&io € denominado de componente |. A baixas
concentragdes de H,O, (<10® md L), o componente | pode ser reduzido por uma
variedade de doadores de hidrogénio (por exemplo etanol e &cido ascdrbico). A devadas
concentracles de H,O,, 0 componente | reage com uma segunda molécula de HO, para
produzir agua e umamolécula de oxigénio (Scanddios, 1994).

Exigem trés tipos digintos de isoenzimas de CAT identificadas (CATL,
CAT2, CAT3) (Scanddios, 1993). Em plantas a CAT1 é responsivel por 80% da
dividede totd desta enzima e eda locdizada no interior dos peroxissomos, sendo
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responsavel pela transformacdo do H,O, produzido na fotorrespiracdo em H.O e O,
(Willekens & d., 1997). A CAT2 é encontrada nos tecidos vasculares. A CAT3 etta
locdizada no mesdfilo das folhas (Scanddios, 1990). Em plantas, as CATs oncentram-
S no citoplasma, principdmente nos peroxissomos de folhas e glioxissomos de tecidos
gue armazenam lipideos, com excegdo da CAT3 de milho e da CAT de dgumes dgas
verdes que sfo mitocondriais, embora eda dltima anda nd tenha papd fisoldgico
totamente compreendido (Skadsen et d., 1995; Frugoli e da., 1996; Iwamoto et d.,
1998).

De acordo com Foyer et d. (1994) a CAT € essencid para destruicéo de
H,O, formado na fotorrepiracdo redizada em plantas C3. Em plantas C4 onde a
fotorrespiracdo € reduzida exite uma diminuicdo da aividade da CAT. Segundo
Willekens e d. (1995), a ausincia da dividade da CAT em plantas as tornam mais
sendveis a uma variedade de edtresses. Usha-Keshan & Mukherji (1997), por outro lado,
condaaam o efato de Cd em Vigna radiata e observaram que a CAT goresentou
aumento de dividade, mes foi obsavada também uma reducdo da aividade
fotossntética neta plata Em Trema orientalis o efdto do Ni foi tetado por
Samantaray e d. (1999), que verificaram um aumento da dividade da CAT na presenca
Oeste metdl.

Véaias condices ambientais podem dterar a aividade da CAT, por
exemplo, en um procaioto Smbionte fotossintético, Prochloron p., a dividade da
CAT fo diretamente proporciond a irradiacdo com ultravioleta (Lessr & Stochg,
1990). Por outro lado, a mudanca na temperatura afetou da mesma forma a dividade da
cataase em cianobactéria Synechocystis (Redy et d., 1994).

Culturas de cdulas de dgas submetidas a baixa temperatura apresentaram
um aumento consderdve na aividade de CAT (Mdlick & Ra, 1999). Entretanto, com a
devacdp da temperatura a dividade foi inibida dgnificstivamente Em rdacdo a
exposicdo ao Cu e radiagdo UV-B, foi obsarvado um aumento expressivo na dividade
da CAT na cianobactéria fixadora de N, Anabaena doliolum e na dga verde Chlordla
vulgaris respectivamente (Malick & Ral, 1999; Mdangaet d., 1999).
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Em Aspergillus nidulans duas isoformas de CAT foram identificades
CAT A, é codificada pdo gene catA, e sua transricdo € induzida especificamente
durante a egporulaco e em resposta aos diferentes tipos de estressee A CAT B, é
codificada pelo gene catB e esta presente no nicdio (Cdera e d., 2000). A expresséo
da catB é induzida pdo H,O, ou H,O, , sem controle regulatdrio pos-transcriciond. As
ezimas CAT A e CAT B condituem portanto, mecanigmos de defesa antioxidaiva
dternativos e egpecificos para os diferentes estagios do cido de vida do Aspergillus
nidulans(Caeraet d., 2000).

O Cd causou um ggnificante decréscimo na aividade de CAT em folhas
de Pisum sativum (Ddurzo e d., 1997; Sanddio & d., 2001), plantulas de Hdianthus
annuus (Bhattacharjee, 1998), Lemna minor (Mohan & Hossetti, 1997), Amaranthus
lividus (Bhattacharjee, 1998), Pinus sylvestris (Schutzendubd, et d., 2001). Em plantas
de cana-de-acucar, a aividade de CAT diminuiu (Fornazier et d., 2002). Curiosamente,
guando cdulas in vitro de @na-de-agucar foram andisadas (Fornazier e d., 2002b), a
dividade de CAT goresentou um rgpido aumento com diferentes isoformas de CAT
sendo identificadas quando comparadas auelas identificadas em folhas e raizes
(Fornazier et d., 2002a).

2.3.1.3. Glutationa Redutase (GR)

A dlutationa reduzida (GSH), € um importante metabdlito no combate &
EAOs (espedificamente Oz e H0O2) via 0 ddo Hdliwdl-Asada. Para a regeneracéo de
GSH, a patir da sua forma oxidada (GSSG), a enzima chave é a Glutationa Rdutase
(GR) (Lecetd., 1998; Leaet d., 1998).

A ezima GR (NADPH: glutationa oxidadd) € de ocorréncia quase
universa, sendo amplamente didtribuida entre procariotos e eucariotos, desde bactérias
heterotréficas e fotosdntetizantes aé plantas e animais superiores (Creissen et d.,
1994ab). Em folhas de evilh, a GR encontra-se presente no cloroplasto, mitocondrias e
compartimentos cdulares (Edwards e d., 1990). A GR contém um grupo progtético
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flavina adenina dinucleotideo (FAD) tranderidor de eérons que cadisa a reducéo

dependente de NADPH da GSSG para GSH (Crelssen et d., 1994ab; Voet & Vod,
1995), conforme a seguinte reacéo (Figura 3):

NADPH +H" NADP*
QU

GSSG @ » GSH

Fgura3 Formagdo de GSH a partir de GSSG em reacéo catdisadapela GR

Foram redizados poucos trabahos esudando a GR em microrganismaos,
sendo relaado um aumento na dividade desta enzima sob devada irradiagéo de UV
(Lesser & Stochg, 1990), deficiéncia de agua (Smirnoff, 1993) e edtresses promovidos
por extremos de temperatura (Rady et d., 1994). Em Anabaena doliolum, entretanto, a
exposcdo a0 Cu promoveu um efeito negaivo na dividede da GR (Mdlick & Ra,
1999).

Glutationa, g-gdutamil-dgenil-glidna (GSH) é o componente tiol mas
abundante em plantas, sendo condderado essencid para cdulas de plantas e animas
contra uma variedade de estresse oxidativos, incluindo poluicdo do ar, cdor, frio e seca
(Lea et d., 1998). Fadzillah et d. (1996) verificaram que em plantas de arroz submetidas
a0 frio ocorreu um aumento da concentracdo de HO, e mudancas na razéo de GSH para
GSSG nos tecidos desta espécie

A GSH tem papd importante como atioxidate e na sintese de
fitoquelatinas (PCs). Gdlego e d. (1996a) e Singhd et d. (1987) sugerem a GSH como
a primeira defesa da planta contra a exposicéo ao Cd. O papel da GSH na toleréncia ao
metd pesado foi pesquisado por Galego e d. (1996b), que a0 tratarem plantas de
girassol com Cd observaram a diminuicdo do nivel de GSH e a inducéo de PCs 3 dias
g06s 0 inicio do tratamentos. Segundo Zhu & d. (1999), a dta concentracéo de GSH em
raizes de plantas tem contribuido para aumentar a toleréncia a0 Cd. Em arroz, o feito
postivo da acdo da GSH foi venificado medante a sintese de fitoqueatinas o que
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conduziu a uma reducéo do nivel de Cd livre nas raizes desta planta (Chen & Kao,
1995). Chaoui & d. (1997), a0 estudarem a acéo do Cd em plantas de Brassica juncea
(“Indian mudard”), verificaram que na presenca deste metd a razdo da enzima GR na
raiz diminuia e atribuiram este fato abiossintese de PCs.

As fitoqudainas (PCs S0 peptideos ricos em cgeina, que SO
quimicamente pai(g-gutamil-cigeinil glicng), com a edrutura gerd (g-Glu-Cys),Gly
onde n=2 a 11 (Howden & d., 1995; Mgae & Bulow, 2001). Estes peptideos so
dntetizados pea fitoqudatina sntase (gglutamilcdstena  dipeptidiltranspeptidase), que
trandere a g-glutamilcigeina de uma molécula de GSH para o polimero de g-gutamil-
adgenil gicina(Grill et d., 1985; Tauji et d., 2003).

Grill et d. (1985) encontraram que varias epécies de plantas na presenca
de metas pesados B0 cgpazes de dntetizar fitoquelainas. Entretanto, Leopold & 4d.
(1999) ressAtam que gpenas dguns metais pesados podem formar complexos com
fitoqudatiinas. Em tomate, a acdo de metas pesados dtera os niveis de PCs tanto em
raizes como na parte aérea da planta sendo sugerido que a sintese de PCs pode ser
regulada gpenas em resposta a exposicao ao meta pesado (Chen et d., 1997). Guo &
Marschner (1995) redizaram uma pesquisa com fejdo em que foram gplicados os
metais Cd e Ni e veificaam que o Cd é cgpaz de induzir a sintese de fitoquelatines,
porém néo foi observada uma resposta em relac@o ao Ni.

A dividade de PC dntase depende da presenca de dgum ion metdico
livre, tal como Cd, Cu, Zn, Ag, Hg ou Pb (Cobbett, 1999), e a complexagdo desses ions
peas fitoquedines recem-sintetizadas, inibe a aividade da PC dntase, auando como
um Sgema de auto-regulacdo enzimdica (Goldsbrough, 1998). Essa enzima é expressa
conditutivamente em raizes e ramos de tomae, e em cultura de cdulas (Chen & 4.,
1997). A sintee de PC nas céulas e tecidos vegetais e sua dividade, podem ser
rapidamente induzidas por va&ios metals, incluindo os cations Cd, Ni, Cu, Zn, Ag, Hg e
Pb e os 4nions AOs° e SeOs (Cobbett, 2000) e as fitoquelatinas sBo capazes de
complexar com vaios metais aravés de ligagles tiol. Cerca de 90% do Cd é acumulado
na forma de complexos com PCs (Cd.PC), que s locdizam preferencamente no
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vacuolo de cdulas intactas (Vaameniuk et d., 2000). Apenas complexos de
fitoquelatina com Cd, Cu ou Ag jaforam isolados (Maitani et d., 1996).

Genes codificando PC dntase foram caracterizados para Arabidopsis
(AtPCSL;, Vaamaniuk et d., 1999; CAD1, Ha et d., 1999), trigo (TaPCSL, Clemens et
d., 1999) e para a levedura Schizosaccharomyces pombe (Clemens e d., 1999; Ha et
a., 1999). Os genes de Arabidopsis e trigo sGo expresos conditutivamente na auséncia
de edtresse por metais. A inducéo da expressdo do gene de PC sintase em arabidopsis
néo é afetada pda presenca de metas, mesmo em condigbes severas, sugerindo uma
auséncia de regulacdo na transcricdo (Ha et d., 1999; Cobbett, 2000), enquanto que a
transcricdo de TaPCSl foi induzida em aé 10 vézes na presenca de 100 mM de Cd
(Clemens et d., 1999). Esses resultados sugerem que, em agumas epécies, a regulacéo
de dividade e transcricdo de PC dintase, podem s controladas por metais aos nivels
transcriciond ou pos-transcriciond.

A GSH pode controlar a quantidade de Cd livre no citosol dém de
promover a remocéo do perdxido de hidrogénio no cloroplasto (El-Shintinawy, 1999;
Noctor e d, 2002). De acordo com Creissen e d. (19949), para redizacdo destas
fungbes, a GSH deve esar na sua forma reduzida, reacéo esta causada pea GR. Dedta
forma, a GR tem importante papel na protegéo do cloroplasto contra danos oxidativos
mantendo arazéo entre os niveis de GSH e GSSG (Gallego et d., 1996a)b).

Os genes de GR de evilha e tabaco foram clonados e sequenciados

(Creissen & Mullineaux, 1995; Stevens & d.,1997) e mas recentemente clones de
cDNA tém gdo obtidos a patir de enzimas humanas, o que confirmou a homologia na
sequéncia de aminoécidos de seres humaos e plantas (Tutic et d., 1990). Porém,
dificuldades na purificacdo e seqlenciamento em  plantas  superiores  tém,  aé
recentemente, impedido dgumas comparagies diretas entre a seqiiéncia de aminoécido
de uma GR de planta e de outros organismos (Creissen et d., 1994a). Entretanto, o efeito
de metais pesados sobre a aividade desta enzima em plantas, tem araido a atencéo de
muitos pesquisadores. Schickler & Caspi (1999) modraramn que em plantas do género
Alyssum dtas concentragdes deste metd diminuiam a dividade da GR. Em trigo, foi
verificado o aumento da atividade da GR na presenca do Ni (Pandolfin et d., 1996).
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Inimeros trabahos relacionam dteragbes no contelido e atividede dessa
enzima em plantas sob condicdes de estresse por metals pesados, como 0 aumento na
aividade da GR em fejdo submetido a0 Cd e Zn (Chaoui et d., 1997). Contrariamente,
adguns resultados modraram decréscimo na aividade de GR, como cevada (Pdra &
Panda, 1998) e Phragmites australis (landli et d., 2002). Em rabanete, todas as enzimes
goresentaram aumentos na atividade com o aumento da concentracdo e exposicao ao Cd,
com desdtaque para a aividade de GR (Vitoria et d., 2001). No caso de crotdaia
(Pereira et d., 2002), a dividade de GR foi bastante devada nos tratlamento com o
metd, tanto em raizes como em folhas.

2.3.14. Glutationa-S-Tranderase (GST)

GSH é doadora de tiol para enzima glutationa S-trandferase (GST) que
cadisa a conjugecdo da glutationa a uma gama de subgtraetos hidrofébicos detrofilicos
(Dixon et d., 2002). Diversass GSTs foran caacterizadas em animas, associadas a
metabolizacdo de compostos xenohidticos e toxinas. A identificacdo origind da GST em
vegetais ocorreu devido a sua associacdp aos mecanismos de resigéncia ao herbicida
Atrazina em milho (Marrs, 1996). Vé&ias outras classes de GST foram identificadas em
plantas, gpds a imposicéo de diversos tipos de estresses bidticos a abidticos, sendo que
muitos cDNAs de GSTs foram cdonados empregando abordagens de sdegéo diferencid
ou subtrativa como respoda a estresse (Dixon e d., 2002). Alén de participarem em
processos de destoxificagdo por formagdo de conjugados com GSH, as GSTs possuem
pape no metabolismo de produtos secund&ios, incluindo a estabilizacdo de flavondides
(Marrs, 1996); atuam com peroxidase na reducdo de hidroperdxidos a monohidroxi-
dcool durante estresse oxidativo; e no catabolismo de tirosina (Dixon, 2002).

As GSTs s codificades por uma supefamilia de genes cada uma
produzindo isoenzimas com ampla especificidede de subgratos. Apesar de catdisarem
reeches smilares, as GSTs possuem pouca identidade de seqUiéncia de aminoécidos,

tipicamente entre 25 a 35% (mesmo dentro da mesma dasse), mas regides com maor
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dmilaridede ocorem no  temind  amino. Os amino&cidos consavados  sGo
provavemente importantes nas fungbes comuns, como por exemplo a ligacd com GSH
ou cadise. Baseado na seqiiéncia prevista de aminoé&cidos, as GSTs de plantas foram
classficadas em quatro dasses, denominadas Phi, Zeta, Tau e Theta (Dixon et d., 2002).

Em evilhas tratadas com Cd, obsarvou-se aumento na dividade de GSTs
(Dixit et d., 2001). O gene Bz2 de trigo codifica uma GST responsivel por efetuar 0
Ultimo passo na biossintese de antocianina. A expressio génica de Bz2 é dtamente
induzida por metais pesados como Cd. Surpreendentemente, o aumento de mRNA de
Bz2 durante o estresse provocado por Cd néo resulta no aumento da atividede da GST.
Nede caso provavdmente, uma proteina dternativa edtaria sendo codificada por Bz2
sob condigdes de estresse por metai's pesados (Marrs & Walbot, 1997).

2.3.1.5. Guaiacol Peroxidase (GPX)

As peroxidases sB0 hemeproteinas que catdizam a oxidagdo do subdtrato
concomitantemente & reducdo do perdxido de hidrogénio. As peroxidases participam de
vaios processos metabdlicos essendas induindo reguleco do crescimento  ceular
(Goldberg e 4d.,1986), lignificacdo, oxidacdo fendlica, defesa contra patdgenos e
protecdo contra estresses. (Grisebach, 1981).

Nas espécies vegetas e em paticular no linho Cinum sitatissimum), a
Guaacol Peroxidase (GPX) apresenta isoformas &cidas e bésicas. A isoforma écida eta
envolvida numa variedade de processos reacionada com a biossintese da parede cdular,
induindo a formacéo de lignina A isoforma bésica participa da regulacéo da degradacéo
do AlA (&cido indol-acético) e da sintese de etileno (Fidldes & Gerhardt, 1998).
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Em experimentos in vitro, a GPX catdisa a oxidacdo dos doadores de
hidrogénio devido a auséncia de substrato especifico, no entanto, in vivo a GPX pode
utilizar o ascorbato como subsirato para suas reacOes. Neste caso, a destoxificagdo pode
setornar afuncéo principa de agumas isoformas (Fieldes & Gerhardt, 1998).

Como exemplos, podemos citar em plantas 0 aumento na aividade da
GPX na presenca da radiagdo UV-B, constatado em Hibiscus rosa-snensis e Beta
vulgaris (Panagopoulos & d., 1989; 1990). O aumento na aividede da enzima GPX
pode ser devido aintensficacdo ou a supressio da atividade de um inibidor naturd dessa
ezima Entretanto, na maioria dos organismos, as principais fungdes das peroxidases
ndo foram bem esclarecidas. SupBe-se que 0 estudo das dteracBes provocadas pela
inducdo de edtressess fisoldgicos possa contribuir para a mehor compreensio da acéo
especifica das isoformas da GPX (Campa, 1991).

Embora a desntoxicacdo possa e tornar a funcdo principd de dgumas
isoformas (Feldes & Gerhardt, 1998), na maoria dos organismos, as principas fungdes
das peroxidases ndo foram bem estlarecidas. Supde-se que o0 estudo das dteracOes
provocadas pela inducdo de edresses fiSoldgicos poderia contribuir para a mehor
compreensdo da acdo especifica das isoformas da GPX (Campa, 1991).

Diversss egpécies goresntaram  aumento na dividade de enzimes
antioxidantes principdmente GPX e APX submetidas a0 Cd, ervilha (Ddurze et d.,
1997), dga marinha Nannochloropsis oculata (Lee & Shin, 2003), trigo (Panda et 4.,
2003) e Arabidopsis thaliana (Skorzynska-Dolit et d., 2003).

2.4. Nicotiana tabacum cv BY-2

A cultura de tecidos € um processo aravés do qua plantas interes,
orgaos, fragmentos de tecidos (explantes) obtidos de caules, folhas, raizes e anda
cdulas isoladas, quando cultivados assepticamente em meo nutritivo, déo origem a

brotos, raizes ou mesmo plantasinteiras.
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A cultura de cdulas por sua vez, envolve 0 crescimento desorganizedo de
massas cdulares conhecidas como cdos, de cdulas indiferenciadas com paredes
delgadas e com grandes vacUolos. Cdlulas de cados podem manter-se nesse estado por
longos periodos 2 S0 rotingramente repicadas para melo novo. Essas cdulas, podem
também resultar em plantas regeneradas quando tratadas com uma combinacéo
adequada de fatores de crescimento vegetas.

Eda cgpacidade das cdulas restabdecerem o crescimento a partir de um
etdgio latente de diferenciacdo e iniciar a divisio na presenca de concentraghes
hormonais goropriadas, tem fadlitado o cultivo in vitro de egpécies de plantas
origindrias de diferentes fontes teciduas.

Neste segundo aspecto, as linhagens cdulares sfo amplamente utilizadas
paa edudos de cdo cdulaes e em biologia cdular de uma manera ged, por
fornecerem uma fonte ilimitada de um tipo geneticamente homogéneo de cdulas

As linhagens de cdulas vegetais goresentam grande  vantagem por serem
edabeeecidas de forma rddivamente fé&cil, com obtencdo de grandes quantidades a
partir de vaios tecidos e egpécies de plantas superiores 0 que permite a reducdo no
volume de solugdo contendo 0 metd pesado, contribuindo para diminuir a geracéo de
residuos (Nagata et d., 1992).

Entretanto, a linhagem odular BY-2 (Bright Ydlow-2), tem apresentado
caacteridicas Unicas, excepciondmente dtos nivels de crescimento e homogeneidade
cdular (Nagata et d., 1992). A linhagem BY-2 fo a mas proiferaiva dos materias
examinados entre quarenta epécies de Nicotiana e trés espécies de Populus, sugerindo a
presenca de caracteristicas especificas.

A snshilidede a meas depende do edtado fisologico e de
desenvolvimento da cdula Na linhagem BY-2, é possived promover dteracOes na
senshilidade a0 Al (Vitordlo & Haug, 1996, Yamamoto & d., 1996) e fadlitar a
obtencdo de dados gpds exposicéo a agentes genotdxicos como o Cd, por exemplo,
devido a posshilidade de se efetuar uma exposicdo mas uniforme das cdulas ao agente.
Desa forma, tas vantagens tornam a BY-2 uma linhagem amplamente utilizada em
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diversos trabahos cientificos (Nagata et d., 1992; Geden & Inzé 2001; Fojtova et 4.,
2002, Chaveset d., 2002; Richards et d., 2002, Olmos et d., 2003).

Cédulas BY-2 sdo utilizadas em estudos do citoesqueleto, regulacéo do
cido cdular e crescimento cdular (Geden & Inzé, 2001), na identificacdo do papd do
AMP cidico como mensageiro secund&io, sintese de cdulose (Nakagawa & Sakurd,
1998), sintese de isoprendides (Andrea e d., 2000), expressio génica (Yang te d.,
2001) e resposta defensiva (Houot et d., 2001).

Como dexcrito, as cdulas BY-2 goresentam um rdpido crescimento e
podem ser sincronizadas, sendo Uteis para 0 estudo das biologias cdular e molecular de
cdulas vegetais. Um importante ponto € que estudos moleculares e subcdulares so
facilmente exeqliivels, principdmente com rdacd a grande diponibilidade de massa
cdular proveniente de BY-2. Entretanto, h& um laborioso ponto a ser destacado, ou sga,
ede maeid deve ser continuamente cultivado em condigbes goropriadas paa a
obtencéo do crescimento e da sincronizagéo caular.



3. MATERIAL E METODOS

O trabdho foi desenvolvido no Laboratdrio de Genética Bioquimica de
Plantas do Depatamento de Genéica da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queroz’ da Universdade de Séo Paulo (ESALQ-USP) e no Laboratdrio de Biologia
Cdular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP).

3.1. Material biolégico

Cdulas ndo diferenciadas de um sstema moddo importante, Nicotiana
tabacum L. cv BY-2 (Bright Ydlow-2), foram utilizadas para se tedar o efeito do metd
Cd. Eda linhagem edd edabdecida e vem sendo utilizada no Laboratdrio de Biologia
Cdula e Molecular do CENA, onde pate dos experimentos foram desenvolvidos A
linhegem BY-2 é origindia da University of Pennsylvania, dos EUA. A suspensio
cdular foi obtidaa partir do mesofilo das folhas de Nicotiana tabacum.

3.2. Meiode cultura

3.2.1. Meio completoliquido

O preparo do meio de cultura fol redizado como descrito por Nagaa et
a. (1992) e Vitordlo & Haug (1996).



I [UTor= o] = 11070 S | o) SR 10,0 mL
SOIUGBO MUITEIS L ...ttt s 3,0mL
A 5 S 0,1 mL
e N 1LY 1T 1O 1000 mL

O pH foi gudado para 5,7 com KOH e 0 meo edterilizado em autoclave
sob 1 am por 20 minutos.

3.2.2. SolucBes

3.2.2.1. Solugdo B1- Inogtol

I T= 1117 TSRS 0,19
MIO-TNOSITOL ... sreene 100g
AQUAMIIIEQ) ..ot ss st 1000 mL

A solucéo foi digtribuida (10 mL) em frascos e congdada

3.2.2.2. Solucdo Mullers 1

A solugéo foi digtribuida (3 mL) em frascos e congdada

3.2.2.3. 2,4-D (estoque 10 mM)

A solucéo foi digtribuida (1 mL) em frascos e congdada



3.3. CultivodeCdulas

As cdulas foram cultivadas rotineiramente como descrito em Nagata et
d. (1992) e Vitordlo & Haug (1996). As cdulas foram colocadas em incubadora
agitadora a temperaura de 28°C no escuro e subcultivadas em intervalos de 7 dias. O
caeximento cdular foi avdiado aravés do volume de cdulas compactadas gods
centrifugac@o a 200 rpm.

34. Experimento basico

Cédulas de Nicotiana tabacum cv BY-2 foram obtidas a partir do indculo
de 3 mL de sugpensio cdular por elenmeyer contendo meio liquido completo e
mantidos a28°C, por 7 dias.

Iniddmente foran redizados ensaos prdiminares paa que fossem
estabelecidos os periodos de tempo e concentragbes de CdCl, mais adequados. Dessa
forma, gpds toda a caracterizacdo, foram conduzidos experimentos utilizando-se cdulas
com 2 dias de crescimento. Neste conjunto de ensaios, o periodo de exposicéo ao Cd foi
de 3h, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h, 72h e 96h e as concentragdes utilizadas 0; 0,1; 0,2 e 0,5
mM de CdCl.

35. Extracdo e quantificacdo de aminoacidos para analises por cromatografia
liquida de alto desempenho (HPL C) e cromatogr afia em camada delgada (TLC)
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O procedimento para extragéo e quantificacdo de aminoacidos foi baseado
natécnica publicada por Bidesky & Turner (1986), com agumas modificagies.

Foran usados 0,1 g de cdulas de BY-2 (maéria fresca) que foram
maceradas em 2 mL da solucdo de extracdo MCW (12 mL de metanol, 5 mL de
doroférmio e 3 mL de &ua Milli-Q). A migdura foi centrifugada a 2500 rpm por 20
minutos a 4°C. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi misturado a 05 mL de
doroformio e 0,75 mL de &ua Milli-Q. Da fase hidrosolivel coleteda, foi retirada uma
diquota para diluicéo com volumefind de 1 mL (completado com &gua Milli-Q).

Para a quantificacdo, foram acrescentados nesta solugcdo de aminoécidos
500 niL de tampéo citrato + 200 nL de ninidrina + 1,0 mL de solugdo de KCN. A
mistura foi aquecida a 100°C por 20 min e em seguida resfriada em &gua corrente por 10
min. Poderiormente, 1 mL de etanol 60 % foi acrescentado na solucéo. A letura foi
redizadaem | 570 nm (leitura entre abs 0,400 e 0,800). A concentracdo de aminoacidos
fol estimada segundo a curva padréo de solucéo de Leucina

3.6. Andlise de aminoacidos sollvels por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC).

Os aminoécidos sollveis foram separados e andisados por HPLC de fase
reversa. Foi utilizada uma coluna Spherisorb ODS-2 C18 e duido em um gradiente
linear formado pelas solugbes de metanol 65 % e tampéo fodao pH 7,5 (50 mM de
acetato de sodio, 50 mM de fosfato disddico, 1,5 mL de acido acético, 20 mL de
tetraidrofuran, 20 mL de metandl) em um fluxo de 0,8 mL/min. O gradiente incrementou
a proporcéo de metanol de 20 % a 28 % entre 0 e 5 min, de 28 % a 58 % entre 5 e 35
min, de 58 % a 75 % entre 35 e 40 min, 75 % a 95 % entre 40 e 56 min, 95 % a 96 %
entre 56 a 60 min e 96 % a 100 % entre 60 e 61 min. O fluido da coluna foi monitorado
por um detector de fluorescéncia Shimatdzu (modd RF350) operando com um
comprimento de onda de excitacdo de 250 nm e um comprimento de onda de emissfo de
388 nm. Foram migturados 10 ni da solugdo de aminoécidos e 30 ni do reagente OPA.
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ApGs 2 minutos foram injetados 10 nb. no gparelho de HPLC. Os dados sfo expressos

em nmol/mL do sobrenadante e ou %mol do totd de aminoacidos recuperados
(exdluindo prolina por ndo formar um derivado com OPA).

3.7. Cromatogr afia em camada delgada (TL C) para aminoacidos

Para esa andise foram utilizadas placas de dilica gel sobre poliéster de 20
x 20 cm (Merck). Apos a extracdo e quantificacdo como descrito em 2.7., diquotas de
30 L foram gplicadas nas placas para a cromatografia Antes da aplicacdo das amodtras,
as placas foram aivadas a 60°C durante 120 minutos em estufa Os cromaogramas
foram desenvolvidos em cuba de vidro contendo solvente condtituido de uma mistura de
dcool butilico, acetona, hidroxido de ambnio e &gua d.d. nas proporgdes de 50:50:25:10
mL respectivamente. Apds aproximadamente 4 horas de corrida as placas foram secas
em edufa verttilada por 72 horas a temperatura ambiente. Os cromatogramas foram
revelados com uma 0lugéo de 0,2 % de ninidrina em acetona (p/v). Padrdes foram
incluidos paraaidentificacdo dos aminoacidos.

3.8. Extragao proteica

Amodras de cada tratamento foram coletadas e colocadas em um mortar
onde foi adicionado nitrogénio liquido, sendo macerado aé formar uma farinha, onde
pogteriormente foi adicionado o tampéo de extracéo (1 g de tecido/ 3 mL de tampéo).

Os maeias vegetas foran homogenezados em tampéo fodao de
potésso 100 mM (pH 7,5) contendo 1mM de EDTA (0,372 g/L tamp&o), 3 mM de DTT
(0,462 g/L. tampéo) e 4% (p/v) de PVPP.

O homogeneizado foi centrifugado & 10.000 rpm por 30 min & 4°C. O
sobrenadante coletedo, foi dividido em diquotas as quais foram estocadas em freezer -
20°C até 0 momento das andlises.
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3.9. Determinacdo de proteinas

O méodo de Bradford (1976) foi utilizado para as determinagbes da
concentracéo de proteinas totais durante o projeto, utilizando-se 0 BSA como padréo.

3.10. Atividade de enzimas antioxidantes

Para 0s ensaos enzimdticos foram utilizados extratos provenientes de
amostras de cdulas de Nicotiana tabacum BY-2 expostas a0, 0,1 e 0,2 mM de CdCl,
nos periodos de Oh; 3h; 6h; 12h; 24h; 36h; 48h; 72h e 96h.

As amodras foram congdadas de forma progressva, de #C a -20°C para

posterior extracéo.

3.10.1. Atividade de catalase- CAT

A aividade da CAT foi determinada por dois métodos. espectrofotometria
e em PAGE néo desnaurante.

3.10.1.1. Atividade em espectrofotdmetro

A dividade de catadlase fol determinada como descrito por Kraus et d.
(1995) com dgumas modificagbes conforme Azevedo et d. (1998). A CAT foai
determinada espectrofotometricamente a 25°C em uma midura de reecdo contendo 1
mL de tamp3o fosfato de potéssio (100 mM) pH 7,5 contendo 2,5 nb. de HO» (olugio
de 30%) preparada imediatamente antes do uso. A reaco foi iniciada pela adicdo de 25
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nL de extrato e a dividade determinada seguindo-se a decomposicédo de H,O» por 1
min. aravés das dteragbes na absorbancia a 240hm. Os resultados foram expressos em
nmol/min/mg de proteina.

3.10.1.2. Atividade em PAGE ndo desnatur ante

Para a determinacéo da aividade de CAT em PAGE néo desnaurante, 0s
extratos vegetas tiveram suas proteinas separadas por detroforese em gd (8%). Para a
confeccdo deste gel (com espessura de 3mm, 6,5 cm de dtura e 7,3 cm de largura),
4mL de uma solucéo 40% de acrilamidalbis-acrilamida da Sigma foi adidonada a 5 mL
de Tampdo TRIS 29 M, pH 8,9 e 11 mL de agua. Como cataisadores foram utilizados
38nL de TEMED e 50 niL de persulfato de amonio (10%).

Apbs a polimerizacdo, 9 mL de gd de empilhamento foram gplicados
sobre o gd principa. Para confeccionar este gel foram utilizados 1 mL da sducgéo 40%
de acriamidalbis-acrilamida (Sigma), 25 mL de Tampd TRIS 500 mM, pH 6,8 e 55
mL de &ua Para a polimerizacdo foram utilizados 20m de TEMED e 100 de
persulfato de aménio (10%).

A deroforee fol redizada a 4°C e a corrente constante utilizada por
placa foi de 20 mA. O tamp&o de detrodo foi TRIS 250mM, pH 8,3 acrescido de 1,92
M de glicina. Para cada gd foram aplicadas amodiras de padréo de CAT de figado de
boi (2 unidades) e 60 ny de proteina dos extratos dos tratamentos de 0, 0,1 e 0,2 mM de
CdCl,.

A reveacdo para dividade de CAT foi redizada apds a lavegem do gd
por 45 min em &ua deionizada (3 x 15 minutos) e incubacdo do mesmo por 10 minutos
emn H,O, (0,003%), atemperatura ambiente, com agitacéo Suave e condtante. Apos este
periodo, o gd foi rgpidamente lavado em &gua deionizada e colocado por 10 min em
uma solugéo de FeCk 1% (p/v) e KaoFe(CNg) 1% (p/v) sempre com agitagdo suave. Em
seguida, a lucéo foi retirada e 0 gd lavado com &ua A fixacdo fo redizada com



uma solucdo de &cido acético (7%).

3.10.2. Atividade de super oxido dismutase - SOD

A atividade de SOD foi determinadaem PAGE ndo desnaurante

3.10.2.1. Atividade em PAGE nao-desnaturante

Foi redizada a detroforese em PAGE (8%) nas mesmas condicbes como
descrito para CAT. Foi utilizado como padréo, duas unidades de SOD de figado de boi
(Sigma) e a concentracéo de proteinas das amodtras foi de 62 ny. Apds a separacéo das
proteinas por detroforese, a adividade de SOD foi determinada como descrito por
Beauchamp e Fridovich (1971). Os gés foram lavados rgpidamente em agua deionizada
e incubados no escuro a temperatura ambiente em uma mistura de resgéo contendo 50
mM de tampdo fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM
nitroblue tetrazolium e 0,3% TEMED. Ao find de 30 min, a misdura de reecdo foi
removida, 0s géis enxaguados com &gua deionizada e colocados sob iluminacdo por
dguns minutos aé o desenvolvimento de bandas negaivas sob fundo roxo. Nestas
condigbes ocorre a fotoxidagcdo do gel, propiciando a formacdo de uma coloracéo
plrpura e as bandas correspondentes a atividade de SOD permanecem sem se fotoxidar,
promovendo uma revelacdp negdiva, assm como para CAT. A fotoxidagdo foi
interrompida mergulhando- se 0 g em uma solucéo de &guad.d. e &cido acético (7%).

3.10.3 Atividade de glutationa redutase- GR
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A dividede da GR fol deerminada por dois méodos por
espectrofotometria e em PAGE n&o desnaturante.

3.10.3.1. Atividade em espectrofotdmetro

A dividade de GR fol determinada como descrito por Smith et d. (1988),
com dgumas modificagbes A dividde de GR foi  deerminada
espectrofotometricamente a 30°C em uma mistura de reacdo consdindo de 3 mL
tampéo fosfato de potésso (100 mM) pH 7,5 contendo 1 mM DTNB, 1 mM GSSG e
0,1 mM NADPH. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 50 ni de extrato. A dividade da
GR foi edimada pea reducdo de GSSG acompanhada por monitoramento na ateracéo
da absorbancia a 412hm. Os vdores de aividade foram expressos em mmal/minimg de
proteina,

3.10.3.2. Atividade em PAGE nado-desnatur ante

A revdacdo paa aividade de GR foi determinada como descrito por
Lee & Lee (2000). Foi feito o detroforese em PAGE (8%) nas mesmas condigdes como
descrito para CAT. Foi utilizado como padréo, uma unidade de GR. ApGs um tempo
médio de 6h para detroforese, os gés foram lavados em agua dedtilada e incubados a
temperatura ambiente, em uma solugdo de 0,25M de TRIS em pH 7.5 (1,514g de
TRIS); 10 mg MTT; 10 mg DPIP, 24 mM GSSG (0,1041g de GSSG) e 05 mM
NADPH (00208 g de NADPH). Ap6s 0 gparecimento das bandas a reacdo foi
interrompida mergulhando-se 0 ge em uma solugéo de éguad.d. e &cido acético (7%).

3.10.4. Deter minagdo da atividade de glutationa-S-transferase— GST
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A aividade daGST foi determinadapor espectrofotometria

3.10.4.1. Atividade em espectrofotdmetro

A dividade de GST foi determinada como descrito por Anderson (1985)
com agumas modificagdes por Figueral. O enssio foi conduzido a 30°C em uma
mistura de reacéo contendo 900 nb. de tampéo fosfato de potédssio 100 MM pH 6,5, e 25
nL de CDNB (40 mM). O ensaio foi iniciado pela adicéo de 50 nL. de GSH (100 mM) e
25 L de amogtra O monitoramento da absorbancia foi feito por 10 min a 340 hm. A
aividadefoi expressaem mmoL/ miry mg prot.

3.10.5. Atividade de guaiacol peroxidase- GPX

A dividade de GPX foi determinada por espectrofotometria

3.10.5.1. Atividade em espectrofotometro

A avdiacdo da dividade de peroxidase foi determinada de acordo com a
técnica descrita por Matsuno & Uritani (1972), padronizada no Laboratdrio de

Fsologia Vegetd da Embrgpa Clima Temperado. O ensao foi conduzido em uma
misiura de reagdo contendo 250 m de tampéo fodfato-citrato (solugdode fosfato de
sodio dibdsico 0,2 M e &cido citrico 0,1 M), pH 5,0; 150 nl do extrato enzimético e 25
nL de guaacol a 0,5%, sendo misturados em vortex. Em seguida foram adicionadas 25
nL de HO, e miduradas novamente em vortex. Poderiormente eta midura foi
incubada a 30°C po 15 minutos. Em seghidaApos a incubacdo, a migtura foi colocada

1 Comunicagdo pessoal
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em banho de gdo adicdonando-se a mesma, 25 nL da solucdo de meta bisaulfito de
Odio a 2%. Apés agitagdo em vortex, a mistura foi deixada em repouso por 10 minutos
e a ldtura de dsorbéncia em 450 nm. A aividade enziméica foi expressaem nmolL/
min/ mg prot.

3.11. Peroxidacao de lipideos

A peoxidacdo de lipideos foi avdiada dravés da producdo de
metabdlitos redtivos a &cido 2-ticbarbitirico (TBA), principdmente maonddeido
(MDA) baseado nos trabahos de Heasth & Packer (1968) e Buege & Aug (1978).
Amogras (0,2 g) foram maceradas com 5 mL de TCA (0,1%) na presenca de
goroximedamente 20% (p/iv) de PVPP. ApGs completa homogeneizagdo, 1,4 mL foi
trandferido para tubo eppendorf para que fossem centrifugadas a 10.000 rpm por 5
mirutos.

Do sobrenadante foi retirado uma diquota de 05 mL a qud foram
adicionados 2 mL de TCA (20%) contendo 05 % de TBA. A midura foi dexada em
edufa a 95°C por 30 min e refriada em gelo logo em seguida. Apds a mudanca de cor,
14 mL da amogra foram transferidas para tubo eppendorf para centrifugacéo a 10.000
rom por 10 min, com o intuito de sgparar dgum residuo formado durante o
agquecimento e também paa daificar um pouco a coloragdo. As leturas foram
redizadas em espectrofotdmetro a 535 e @0 nm. A quantidade do MDA foi expressa

em mmoL./ mg de tecido fresco.

3.12. Delineamento experimental
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Os tratamentos foram dispostos de forma interamente casudizada com
duas repetiches. Aos dados quantitativos obtidos, foi gplicada a andise de variancia no
programa SAS.



4. RESULTADOS

4.1. Crescimento e desenvolvimento

Andises prdiminares foram redizadas para que os periodos de exposicio
e as concentragfes fossem determinadas, sendo escolhidos os que melhor indicassem as
dteragbes ocorridas em funcéo do metd. Obsarva-se na Figura 4, pelo volume de cdulas
compactadas, 0 crescimento gradativo do controle (O mM) no decorrer do tempo,
edabilizando-se gpis dingir a fase estacionaria, por volta de 48h. A cultura expoda aos
tratamentos com CdCh, apresentou reducdo no crescimento nas concentracdes de 0,2 e
05 mM. Na concentragdo de 0,1 mM houve um crescimento e ganho de massa
superiores ao controle (Figura 5). O efeito do metd pdde ser comprovado pela andise de
viabilidade cdular, aravés da contagem de cdulas em [aminas, com o auxilio do corante
Trypan Blue (Figura 6). Observa-se também nas Figuras 5 e 7 a mudanca nitida de
coloracéo da culturana presenca do metd.

A andlise eddidica (Tabelas 1 e 4), mogtra que a concentragdes (Conc),
0s periodos de tempo (Horas) e a interacéo entre estes fatores apresentaram pelo menos
um vaor diferindo da média ao nivd de dgnificancia 1 %. As Tabdas 2 e 5 modram a
mesma andise de varidncia. Com excegdo de 0 horas e 3 horas, todos os demais horarios
goresentam pelo menos um vaor diferindo da média para as diferentes concentracOes.
Nas Tabelas 3 e 6, pode-se obsarvar que todas as concentracBes apresentam pelo menos
um vaor diferindo da média com relagéo aos tempos de exposi¢ao.
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Figura 4- Volume de cdulas compactadas de BY-2 submetidas a concentragdes de
CdCl durante 96 h
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Fgura 5 Efeito do metd no crescimento cdular nas concentragdes (1) 0 mM, (2) 0,1
mM, (3) 0,2 mM e (4) 0,5mM de CdCh
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Figura6- Viahilidade cdlular daculturade BY -2 submetidas a0 caddmio

Fgura 7- Efeito do metd na coloracdo das culturas apGs 48h de exposicdo nas
concentragdes (1) 0 mM, (2) 0,1 mM, (3) 0,2 mM e (4) 0,5 mM de de CdCl,



Tabdal Andisedevaiancia(The SAS Sysem - The GLM Procedure) dos dados
provenientes do volume de cd ulas compactadas de BY -2

FV GL N QM F Pr>F

Conc 3 4731,60873  1577,20291 495745 ** <0,0001
Horas 8 1573695111 1967,11889 618303 ** <0,0001
Conc*Horas 24 742387017 30932792 97227,6 ** <0,0001

* 5% de dgnificancia; ** 1% dedggnificanda CV=0,1841129

Tabda 2. Andise devariancia dos dados databda 1 com desdobramento do fator horas

FV GL N QM F Pr>F

Ohoras 3 1,081866E27  3,606221E-28 0,00 1,0000
3horas 3 1456913627  4,856378E-28 0,00 1,0000
6horas 3 0,036571 0,012190 383 *0,0209
12horas 3 28885836  9,628612 302646 **<0,0001
24horas 3 137500000 45833333 144063 **<0,0001
36horas 3 432784171 144261390 453441 **<0,0001
48horas 3 1442857143  480,952381 151172 **<0,0001
72horas 3 5170558036 1723519345 541735 **<0,0001
96horas 3 4942857143 1647619048 517878 **<0,0001

Tabela3. Andise de variancia databea 1 com desdobramento do fator concentracéo

FV GL N QM F Pr>F

0 mM 8 5812533511 726566680 228374 **<0,0001
0o1mM 8 14943 1867,835339 587096 **<0,0001
02mM 8 2345166756 293145844 921413 **<0,0001
05mM 8 60438300 7554788 237461 **<0,0001

40



Tabda4. Andise de vaiancia(The SAS System - The GLM Procedure) dos dados
provenientes das andises de viabilidade cdular

=Y GL S) QM F Pr>F
Conc 3 2304577036 798192345  4,162E7 **<0,0001
Horas 8 1073981560  2467,47696  1,287E7 **<0,0001

Conc*Horas 24  17517,07975 729,87832 3805855 **<0,0001

* 5% de dgnificancia, ** 1% dedgnificincda  CV=0,018259

Tabdab. Andise de varidncia da tabda 4 com desdobramento do fator horas

72 horas
96 horas

10543 3514,477908 1,833E7 **<0,0001
10862 3620,810840 1,888E7 **<0,0001

FV GL N QM F Pr>F
Ohoras 3 6,/36421E-27 2245474627 0,00  1,0000
3horas 3 000035714 0000011905 006  0,9793
6horas 3 41530752 13843584 721855 **<0,0001
12horas 3 494248600 164,749533 850065 **<0,0001
24horas 3 1967,764643 655921548 3420217 **<0,0001
36horas 3 8239123343 2746374448 1,432E7 **<0,0001
48horas 3 9314316486 3104,772162 1,619E7 **<0,0001

3

3

Tabda6. Andise de variancia databela4 com desdobramento do fator concentracéo

=Y GL S) QM F Pr>F
00mM 8 10807300  1,362163 710282 **<0,0001
0,1 mM 8 1209455353 162431919 846980 **<0,0001
0,2 mM 8 0852220822 1231527603 6421639 **<0,0001

0,5mM 8 26094 3261,790245 1,701E7 **<0,0001

41



42

42. Cromatografia liquida de alto dessmpenho (HPLC) e cromatografia em
camaradegada (TLC)

As comaografias (HPLC e TLC) evidendaram dteragbes nos
amino&cidos solivels nas concentragdes de 0,1 e 0,2 mM de CdCl, (Figura 8 e Tabda
7), com aumento e diminuicdo na concentracdo de dguns amino&cidos. Pda andlise da
Tabdla 3 obsarvou-se que ocorreu a predominancia de GLI nas cdulas que foram
submetidas a concentracdo mais baixa de cadmio, ou sga0,1 mM.

No caso de SER, houve gpenas presenca deste aminoécido a partir de 24 h
nas cdulas com 01 mM de CdCh, diferentemente do controle (0 mM), onde
praticamente ndo foi observada e na corcentracdo mas dta (0,2 mM), onde todos o
horérios, com excegéo apenas de 6 h, gpresentaram SER.

No caso de TIR, tanto as as cdulas com 0 mM e 0,2 mM de CdCl,
goresentaram ete aminoacido em contrgposicdo a concentragdo mas baixa, 0,1 mM,
onde a sua presenca SO foi verificada a partir de 36 h de exposicéo ao metd.

As concentragdes de CdChL 0,1 mM e 0,2 mM também gpresentaram uma
composicdo do aminoacido ALA diferente daguela referente ao controle (O mM CdCl).

Para LEU e LIS, os tratamentos (0 mM, 0,1 mM e 0,2 mM de CdCly)
gpresentaram-se com oscil agdes entre os horari os na concentracao destes aminoécidos.

O reaultado gpresentado na Figura 9 demondra que hd variacd na
composicido de amino&cidos sollveis totais. Inicidmente a queda na composicéo
possivelmente em fungdo do estresse foi maior para a concentracdo mais dta utilizada de
metd (0,2 mM) comparada a concentragdo mais baixa (0,1 mM). Observou-se também
aumento diferencid na composcdo aminoacidica nas concentragBes nos  periodos
pogteriores de exposicdo. Na concentracdo de 0,2 mM observou-se que esta composiGao
manteve-se dta gpds o periodo de 12 horas, contrariamente a concentragdo de 0,1 mM.
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Fgura8 Cromatografia de camadadelgada; (A) 0 mM, (B) 0,1 mM e(C) 0,2 mM de
CdCly; @ 0h,(b) 3h,(c)6h,(d) 12h,(e) 24 h, (f) 36 h, (g) 48 h, (h) 72he
(i) 96 h; (1), (2), (3), e (4) padrdes de aminoacidos



Tabda 7. Composicéo aminoacidica (nmoal/m); OmM, 0,1 mM e 0,2 mM de CdCh
BYZ AP GLU SR HYS GLY THR ARG ALA TYR MET VAL PHE ILE LEU LYS
oM

On Ise6 S50 152 590 102 429 620 1o/ 382 197 /775 841 409 166 1521

3h 1249 264 - 455 145 348 361 735 325 236 577 544 330 1103 1330
6h 759 - - 240 - 239 262 478 273 187 357 354 283 712 1871
12h 161 - - - - 7 111 157 87 79 120 120 117 179 584
24h 1020 274 - 428 88 196 235 633 261 176 428 382 243 731 337
36h 873 258 - 304 - 196 216 468 261 190 508 436 287 850 473
48h 855 182 - 260 59 172 178 33" 225 154 382 339 212 614 293
72h 506 240 - 260 39 230 215 384 292 219 628 473 388 959 281
96h 657 288 - 313 8 319 195 392 331 169 650 442 376 728 -
0ImM

3h 971 - - 48 231 7215 288 - - 167 280 389 2/0 783 1413
6h 506 170 - 253 450 146 232 - - 185 268 360 266 663 972
12h 445 219 - 18 377 169 209 57 - 117 265 354 206 665 -
24h 394 140 241 143 332 105 186 - - 117 236 282 210 582 608

36h 912 242 168 606 179 259 253 639 351 239 472 600 317 1156 831
48h 868 122 435 443 120 159 118 739 190 111 257 319 159 609 -

72h 857 - 279 373 200 184 87 1486 690 79 224 172 124 374 -
0.2mM
96h 807 155 158 332 67 205 75 - 498 76 195 162 112 346 -

3h 768 143 183 346 55 255 145 325 150 120 198 257 141 487 400
6h 622 181 - 263 67 177 225 484 230 186 328 408 221 806 256
12h 625 394 230 520 205 334 531 870 445 322 596 821 469 1519 848
24h 480 290 403 358 @ - 232 267 546 325 250 509 504 360 1075 696
36h 872 280 418 641 169 224 241 467 314 227 442 443 331 929 335
48h 922 209 367 743 - 260 282 636 318 290 514 550 378 1155 1742
72h 888 288 494 611 133 292 254 115 333 195 473 448 301 952 458
96h 720 255 326 511 - 317 227 524 309 194 425 421 301 921 1030
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diferentes concentragdes de CdCh
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4.3. Atividade de CAT em espectrofotdmetro e em PAGE ndo-desnaturante

As dividades das enzimas anttioxidantes foram determinades paa as
concentragdes de 0,1 mM e 0,2 mM de CdCl, visto que o efeito da concentracéo de 0,5
mM de CdCl, causou saverainibicéo do crescimento e multiplicacéo cdular.

A aividade da catdase (Figura 10) em cdulas BY-2 gpresentou variagdes
dgnificativas durante o periodo de tratamento em relacdo ao controle. Na concentracéo
de 0,1 mM, inicidmente (12h) ocorreu um pequeno aumento da dividade. Apds este
periodo, ocorreu uma diminuicdo de dividade aé 48 h e subsequente aumento
progressivo aé 72 h com queda posterior & 96 h de exposicdo. Na concentracéo de 0,2
mM, houve uma queda brusca de dividade seguida de um restabdecimento que se
manteve aé 72 h, mais proeminente que na concentracdo 0,1 mM, com posterior queda
nadividade até as 96 h.

A dividade da CAT em PAGE ndo desnaurante (Figura 11) seguiu
essencidmente 0 padrédo na andise em espectrofotdmetro para o controle (0 mM de
CdCh), ou sga um decréscimo condante da dividade a patir de 48 h. Eda andise
permitiu aidentificacdo de CAT nas cdlulas de tabaco.

A andie eddidica (Tabea 8), mostra que as concentragdes (Conc), os
periodos de tempo (Horas) e a interacéo entre estes fatores goresentaram pelo menos um
vador difeindo da média a0 nivd de dgnificinda 1 %. A Tabda 9 modra a mesma
andise de variancia, sendo possivel obsarvar que com excegdo de 0 h, todos os demais
hor&ios agoresentam peo menos um vdor diferindo da média para as diferentes
concentragbes. Na Tabela 10, pode-se observar que todas as concentragies apresentam
pelo menos um vaor diferindo da média com relagéo aos tempos de exposiG2o.
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Figura 10- Atividede especifica de CAT (mmol/mirymg prot) em cdulas de BY-2

submetidas adiferentes concentragBes de CdCl,

Figura 11 Atividade de CAT em PAGE néo-denaurante de células BY-2 submetidas a

tratamentos com O mM de CdCb, por (1) O h, (2) 3h, (3) 6 h, (4) 12 h, (5) 24
h, (6) 36 h, (7) 48 h e (8) 72h; (A) padréo de CAT bovina



Tabda8. Andise devaiancia(The SAS Sysem - The GLM Procedure) dos dados
provenientes da aividade de CAT em espectrofotdbmetro

FV GL N QM F Pr>F
Conc 2 52113235 26056617 370520 **<0,0001
Horas 8 157913406 19739176 280687 **<0,0001
Conc*Horas 16 1444,162170  90,260136 128348 **<0,0001

* 5% de dgnificancia, ** 1% dedgnificihcia  CV=0,193344
Tabda9. Andlise de variancia databala 8 com desdobramento do fator horas

=Y, GL S6) QM F Pr>F
0 horas 2 1434453E11  7,172267E12 0,00 1,0000
3 horas 2 205555297  147,777648 210137 **<0,0001
6 horas 2 88984675 44492338  63267,3 **<0,0001
12horas 2  162,786061 81,393030 115739 **<0,0001
24horas 2 189,610642 94,805321 134811 **<0,0001
Bhoras 2 176,753221 88,376610 125670 **<0,0001
48horas 2 56,235949 28,117974 399832 **<0,0001
72horas 2 363751880 181,875940 258624 **<0,0001
%horas 2  163,128245 81564123 115983 **<0,0001

Tabela 10. Andise de variancia da tabela 8 com desdobramento do fator concentracéo

FV GL 0 QM F Pr>F
0,0 MM 8 523786505 65473324  93101,8 **<0,0001
0,1 mM 8 474348587 59203573 843143 **<0,0001
0,2 mM 8 603940394 75492549 107349 **<0,0001

48
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4.4. Atividade da SOD em PAGE ndo desnaturante

Os reaultados em PAGE (Fgura 12) demondraram ampla vaiagédo na
aividade totd das isoformas de SOD, rdacionadas & concentragbes e hor&ios de
exposcédo a0 metd. No controle (0 mM), duas isoformas de SOD foram identificadas
com comportamento diferencid a0 longo do periodo. Enquanto uma das isoformas, a
mas deronegdiva, pamanece evidete somente a@é 24 h, a outra, menos
detronegativa, tem sua atividade reduzida gpds 48 h de crescimento da cultura

Na concentracdo mas baixa de c&dmio (0,1 mM) foi observada a
presenca de trés isoformas da enzima, duas delas correspondentes as duas isoenzimas
observadas anteriormente no controle, e a terceira de posicio intermedi&ia a qua néo
foi observada no controle. Edtas trés isoenzimas foram observadas @é 24 h de exposcéo
a0 metd, permanencendo gpenas duas isoformas apds este periodo, com a condante
manutenco de uma baixa atividade gpds 72 h.

Na concentracdo mais dta de cadmio (0,2 mM), gpenas duas isoformas,
a mesmas obsarvadas no controle, foram identificadas, porém, goresentando em gerd
baixos niveis de dividade, sendo possive gpenas sua clara identificacdo nos periodos de
3 h, 12 h, 24 h e 96 h, e também ndo apresentando um padrdo definido de atividade ao
longo do tempo de exposicéo das cdulas a0 metd.
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Fgura 12- Atividade de SOD determinada em PAGE ndo desnaturante; (A) O mM, (B)
0,1 mM e (C) 0,2 mM de CdCh; (2) O h, (2) 3h, (3) 6 h, (4) 12h, (5) 24 h, (6)

36 h, (7) 48 h, (8) 72 h e (9) 96 h; (a) padréo de SOD de figado bovino. As
Setas representam as isoformas de SOD
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4.5. Atividade da GR em espectrofotdmetro e em PAGE néo desnaturante

A dividade da GR (Figura 13) de cdlulas de BY -2 goresentou variaghes
ggnificaivas durante o periodo de exposcéo a0 metd, na concentragdo 0,2 mM. Houve
aumento da dividade da enzima logo no inicdo (3 h), com dedinio subsequente e
novamente aumento a patir de 12 h., permanecendo aé 36 h. Na concentracdo mais
baixa do metd (0,1 mM) néo foi obsarvado aumento significativo.

A dividade en PAGE nédo desnaurante (Figura 14) demongtrou que
embora a dividade das concentragdes 0 mM e 0,1 mM de CdCl, tenham ddo baixas,
mantiveram um nive basd de aividade, diferentemente do comportamento diferencid
das outras enzimas ja descritas (CAT e SOD). Obsarvou-se também o comportamento
diferencid de duasisoformas.

A andie eddidica (Tabela 11), mostra que as concentragdes (Conc), os
periodos de tempo (Horas) e a interago entre estes fatores gpresentaram pelo menos um
vaor difeindo da média ao nivd de sgnificanda 1 %. A Tabda 12 modra a mesma
andise de vaianda, sendo possivel observar que com excecéo de O horas, todos os
demais horarios gpresentam pelo menos um vaor diferindo da média para as diferentes
concentragbes. Na Tabela 13, pode-se observar que todas as concentragbes apresentam
pelo menos um vaor diferindo damédia com rel acéo aos tempos de exposi ¢éo.
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Figura 13- Atividade especifica de GR (mmoa/min/mg prot) em cdules de BY-2
submetidas adiferentes concentragtes de CdCl,



Fgura 14- Atividade de GR determinada em PAGE n&o-denaturante em cdulas de BY-2
submetidas a(A) 0 mM, (B) 0,1 mM e (C) 0,2 mM de CdCh; (1) 0 h, (2) 3
h,(3)6h,(4)12h,(5) 24 h, (6) 36 h, (7) 48 h, (8) 72h e (9) 96 h; (a) padréo
deGR



Tabda1ll. Andise devaiancia(The SAS System - The GLM Procedure) dos dados
provenientes da atividade de GR em espectrofotdmetro

FV GL N QM F Pr>F
Conc 2 18,73143356  9,36571678 7761171 **<0,0001
Horas 8 836841613 104605202 866841 **<0,0001

Conc*Horas 16 1390779336 0,86923708 720318 **<0,0001

* 5% de sgnificdnda; ** 1% dedgnificdhda CV=0,102285

Tabda 12. Andise de variancia com desdobramento do fator horas

FV GL S) QM F Pr>F

Ohoras 2 0,000001408  0,000000704 0,58 0,5649
3horas 2 6470911 3235455 2681153 **<0,0001
6horas 2  1,767718 0,883859 732435 **<0,0001
12horas 2 1,680511 0,840256 696302 **<0,0001
24horas 2  11,500870 5750435 4765264 **<0,0001
Bhoras 2 8921920 4460960 3696703 **<0,0001
48horas 2 0,004652 0002326  1927.30 **<0,0001
72horas 2 0123288 0061644 510832 **<0,0001
%horas 2 1,720771 0,860385 712983 **<0,0001

Tabedla 13. Andise de variéncia com desdobramento do fator concentracéo

=Y, GL S6) QM F Pr>F

0,0 mM 8 0,627925 0,078491 650435 **<0,0001
0,1mM 8 1,927980 0,240997 199710 **<0,0001
02mM 8  19,720305 2465038 2042725 **<0,0001
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4.6. Atividade da GST em espectrofotdmetro

A dividade da GST (Figura 15) em cdulas BY-2 goresentou variagdes
dgnificativas tanto na concentragdo de 0,1 mM como na concentraggo de 0,2 mM logo
na fase inicid dos tratamentos (12 h), com aumento Sgnificativo da dividade de GST
aé 24 h, quando a dividade decaiu chegando a vaores proximos ao do controle apés 36
h de tratamento. ApGs este periodo, a atividade de GST permaneceu em nivels proximos
a zero tanto no controle como no tratamento com 0,1 mM de CdCh, e em niveis mais
€elevados para a concentracéo de 0,2 mM.

A andise edatidica (Tabela 14), mostra que as concentragdes (Conc), os
periodos de tempo (Horas) e a interacdo entre estes fatores apresentaram pelo merosum
vaor diferindo da média a0 nivd de sgnificanda 1 %. A Tabda 15 modra a mesma
andise de variancia, sendo possivel observar que com excegdo de O horas, todos os
demais hora&rios goresentam peo menos um vaor diferindo da média para as diferentes
concentragdes. Na Tabela 16 pode-se observar que todas as concentragdes gpresentam
pelo menos um vaor diferindo da média com relacéo aos tempos de exposi ¢o.
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Figura 15 Atividade especifica de GST (mmol/min/mg prot) em cdules de BY-2

submetidas adiferentes concentragBes de CdClz



Tabda14. Andise devariancia(The SAS System - The GLM Procedure) dos dados
provenientes da atividade de GST em espectrofotémetro

FV GL N QM F Pr>F
Conc 2 220846794 110423397 3879331 **<0,0001
Horas 8 1408595790 176074474 6185747 **<0,0001
Conc*Horas 16 1223876401 76492275 2687283 **<0,0001

* 5% de dgnificancia, ** 1% dedgnificincda  CV=0,106562

Tabda 15. Andise de variancia com desdobramento do fator horas

=Y GL S) QM F Pr>F
Ohoras 2 0,055505 0.027752 0,97 0,3901

3horas 2 15247  7623.318200 267818  **<0,0001
Ghoras 2 2966871600 1483435800 521152 **<0,0001
12horas 2 967471 483736 1,699E7 **<0,0001
24horas 2 370300 185150 6504501  **<0,0001
3Bhoras 2 5411961033 2705980517 950650 **<0,0001
48horas 2 66791 33395 1173229  **<0,0001
72horas 2 6707,140833 3353570417 117816  **<0,0001
9% horas 2 2586616033 1293308017 454358 **<0,0001

Tabela 16. Andise de variancia com desdobramento do fator concentracéo

FV GL Se) QM F Pr>F
0,0 MM 64255 8031,866100 282171 **<0,0001
0,1 mM 1898015 237252 8334995 **<0,0001
0,2 mM 670203 83775 2943147 **<0,0001
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4.7. Atividade de guaiacol peroxidase por espectrofotometria

A adie de guaaco peoxidese foi  redizada pdo méodo
epectrofotomeétrico. Os resultados dessa andise mograram um aumento  Significativo de
aividade da enzima tanto no controle como nos dois tratamentos gpés 24h, porém, os
aumentos nos tratamentos com CdCh foram maiores, permanecendo com cerca de duas
vezes a aividade do controle gpos 96 h de tratamento (Figura 16). Devido a néo
digoonibilidede de maeid biolégico em quatidade auficdentes em todos ©s
experimentos redizados, a andise eddidica ndo foi conduzida, estando os dados
gpresentados gpenas com 0s desvios padroes.
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4.8. Peroxidacdo lipidica

O ensao paa deeminacdo de maonddeido por espectrofotometria
resultante de danos ocasonados na membrana cdular pdas EAOS foi redizada para
todos os tratamentos. Os resultados mostraram que as concentragdes utilizadas de CdCl,
(01 mM e 02 mM) gparentemente N0 causaram peroxidacdo lipidica (Figura 17).
Dessa forma, de acordo com os resultados das atividedes enzimdticas, pode-se dizer que
arespoda cdular antioxidativafoi suficiente para evitar estes danos cdulares.

De ceta forma eda andise necessitara de novas repeticOes e testes para
que dados mai's precisos possam ser obtidos.
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5. DISCUSSAO

Estudos com culturas cdulares tém contribuido com informagfes vaiosss
sobre mecanismos envolvidos no metabolismo cdular e gnais transducionals, regulacéo
da expressio génica, senescéncia e morte cdular.  Entretanto, torna-se importante
dientar o comportamento diferencid das cdulas nesta Stuacdo in vitro com reacdo
aquelas in vivo. Uma das principais caracteristicas € 0 estado de edresse oxidativo
impodo por eda Stuacdo. A maoria das cdulas in vivo edd0 expostas a baixas
concentragoes de O, que crrespondem a razéo de 110 mm Hg, com agumeas excegies.
Na cultura cdular, esima-se goroximadamente, 150 mmHg de Oz. Assm, pode-se dizer
gue ha mais EAOs sendo produzidas em cdulas in vitro (Dey & Kar, 1995). Além disso,
as cdulas sobreviventes a0 edrese podem s reestabelecerem e crescerem  utilizando
gnas transducionais dependentes de EAOs, o que raramente ocorre in vivo (Hdliwel,
2003).

A primeira vista, pode parecer surpreendente como o Cd, que ndo € um
metd de transcdo, possa causar edrese oxidativo. Entretanto, o Cd liga-se aos grupos
tidis das enzimas, como GR por exemplo (Creissem & Mullineaux, 1995). O mesmo
mecanismo de inibicdo pode ser possivd também para APX (Chen & Asada, 1989,
1992).

O Cd, em contraste com outros metais pesados, ndo parece agir
diretamente na producdo de ROS, via Fenton eou reecOes Haber Weiss (DiToppi &
Gabridli, 1999), porém o Cd resge com ligantes N e S. Entretanto, 0s mecanismos
moleculares para a toxicidade sfo pouco conhecidos

As dteragbes no crescimento nas cdulas BY-2 expostas a concentracéo
de 05 mM observadas negte trabaho, eddo de acordo com a extensa literatura
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relacionada a0 estresse por metais pesados, incluindo Cd, ou sga, neta dose maor, ha
um efeto ddetéio do Cd sobre o metabolismo odular com progressiva inibico do
crescimento e viabilidade cdular. E , @nda, bem conhecido que o Cd inibe crescimento
(Godbold & Huttermann, 1985; Arduini et d., 1996; Aris et d., 2000). Efetos dragticos
induzidos pela toxicidade do Cd tém ddo rdlaados em organismos vivos de forma gerd
(Vitdria et d., 2001). Em plantas, a toxicidade desse metd pode promover diversas
dteragbes no metabolismo, as quais sfo principamente resultado da acdo de EAOs cuja
geracdo € intensficada sob condigdes de estresse (Smirnoff, 1993; Prasad, 1995).

Curiocsamente, dentre os resultados obtidos do presente trabaho
observou-se estimulo de crescimento na concentracgo de 0,1 mM de Cd. A viabilidede
neste caso também foi rdaivamente dta para cdulas na condicdo de estresse por este
meta pesado, de acordo com relatos prévios na literatura (Kanji et d., 1995). Resultados
semdhantes foram encontrados em Aspergillus nidulans, onde concentracBes baixas de
CdCl edimularam o crescimento enquanto o acimulo e concentragBes maiores do metd
resultaram em uma dragtica reducéo do crescimento aé a morte cdular Cooley et d.,
1986, Gudfi, 2001).

Além disso, diversos bioensdos com cultures in vitro tém demongrado
repodas rddivamente disintas com diferentes propdstos experimentals comparadas a
plantas. Culturas in vitro de cana-de-aglicar, por exemplo, submetidas crescimento na
presenca deste metd em baixas concentragfes, também agpresentaram a indugdo do
crescimento de mangrasimilar a0 observado em A. nidulans(Fornazier et d., 2002b).

Entretanto, torna-se necessio uma avdiacdo complementar paa a

comprovacdo deste resultado, evidenciando rotas metabdlicas e eventud complexacéo
com componentes do meio de cultura. Sabe-se que a absorgéo, didribuicio e feitos do
Cd em diferentes processos metabdlicos parecem ser controlados por diversos fatores na
planta, td como espécies elou variedades, &gua e estado nutriciond (Mo et d., 1997).
Egpécies de plantas e também gendtipos da mesma espécie, diferem amplamente em sia
habilidede para absosver e transportar esses metais dentro da planta (Petterson, 1977,
Gabridli et d., 1990; Rebafka et d., 1990; Lubben & Sauerbeck, 1991; Sanddio et 4.,
2001; Olmos et d., 2003). Fatores, como estagio de crescimento e tempo de exposicéo
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a0 metd, também, afetam a absor¢do e didribuicdo de Cd entre diferentes partes da
planta (Melo et d., 1997; Vranova e d., 2002; Alscher et d., 2002, Fojtova et d., 2002;
Schitzendubel & Polle, 2002).

Em cduas BY-2, os resultados demongraram vaiacdo no padréo
aminoecidico, com aumento de dguns aminoadidos e diminuicio de outros A
diminuicdo de aguns padrdes pode indicar queda no metabolismo, enquanto o aumento
da composicio aminoacidica observada principadmente na concentracéo de 0,2 M pode
indicar complexacéo ametais.

Vé&ios mecanismos S0 utilizados pelas plantas para  a desintoxicacdo de
EAQOs, sendo importante estabelecer s2 a exposicdo de plantas a0 Cd causa um efeto
preudicia ou estimulatdrio das enzimas envolvidas nos processos de des ntoxicacao.

Em baixas concentrages, as EAOs induzem genes de defesa e respodtas
adeptaivas, e em dtas concentracbes, a morte cdular € iniciada Recentemente,
informagdes sobre 0 pape das EAOs tém sugerido que estas ndo B0 gpenas moléculas
sindizadoras de edresse mes também dnas intrinsecos regulatdrios do crescimento e
desenvolvimento da planta (Vranovaet d., 2002).

O tratamento com Cd afeta as aividades das enzimas antioxidantes, mas
resultados contrastantes tém ddo relatados. Por exemplo, em folhas de Helianthus
annus, as aividades das enzimes rdacionadas a0 cido glutationa-ascorbato foram
decrescentes (Galego et d., 1996). Raizes e folhas de Phaseolus wulgaris e cultura de
cdulas de Nicotiana tabacum, gpresentaram atividades devadas de APX apds exposicéo
a0 Cd (Chaoui et d., 1997). Em plantulas de Phaseolus aureus o Cd induziu aumento
na aividade de GPX, mas diminuiu a dividade de CAT (Shaw, 1995). O Cd também
induziu a peroxidacdo lipidica, sugerindo a inducdo de um edresse oxidativo (Shaw,
19095; Gdlego et d., 1996; Lozano-Rodriguez et d., 1997 e Chaoui et d., 1997).

A funciondidade das proteinas pode ser afetada pelas EAOs tanto por
oxidacdo das cadeas laterais dos aminoécidos como por resgbes secundéias com
produtos adeidicos da peroxidac@o lipidica (Reinheckd e d., 1998; Sanddio e 4d.,
2001). Tanto reegbes primé&ias como secundarias, podem introduzir grupos carbonil em
proteinas, demondrado por exemplo em extratos foliares de ervilha (Sanddio et d.,
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2001). E possivel que as mudangas observadas em sistemas antioxidantes ocorram como
um resultado de processos de degradacéo celular ndo especificos.

A CAT é encontrada no citoplasma, mitocdndrias e peroxissomos de
cdulas de animais, vegetais e microrganisos aerdbicos, atuando como reguladoras dos
niveis de H.O», 0s quais sBo decompostos em H,O e & (Scanddios, 1990), dém de
srem abundantes em glioxissomas de teddos que amazenam lipideos, onde
decompdem o H202 formado durante a b-oxidacdo de &cidos graxos (Holtman et d.,
19%4; Vot & Vod, 1995), e em peroxissomas de folhas verdes, onde o H.O2 é
produzido durante a fotorrespiracdo peda convesso do glicolao em dlioxilato
(Willekens & d., 1997). Em cdulas BY-2, a diminuicdo da dividade de CAT na
concentragdo mais eevada (0,2 mM) durante o periodo inicid de exposcdo ao metd
eda de acordo com os resultados obtidos em feijdo (Chaoui, 1997), ervilha (Dadurzo et
a., 1997), Lupinus luteus (Gowdz et d., 1997) e girasol (Gadego e d., 1999). JA na
concentracd menor (0,1 mM) a aividade de CAT néo sofreu dteracéo Sgnificativa em
relacdo ao controle no perido inicid de exposicdo a0 metd. Congderando que a CAT é
diretamente regulada pelos niveis de H,O, (Polidoros & Scanddios, 1999), a atividade
indterada desta enzima na concentraggo menor (0,1 mM), sugere que pdo menos no
periodo andisado ndo houveram dteracOes dgnificativas no processo de geragéo de
H20z, ou que outro Sistema enzimético etgja reacionado, como aGPX por exemplo.

Entretarto, outra possibilidede € que sgam acionados outros mecanismos
de defesa comuns, como agueles envolvidos com outros tipos de estresses ambientals
bidticos e abidticos. O importante € que 0 ponto de ligagdo entre etes Ssemas € 0
acumulo de HO, que age como uma moléculasndizadora

Esses resultados podem indicar resposta dose dependente e que em dtas
doses a cgpacidade das enzimas anttioxidantes € diminuida (Gowdz et d., 1997),
contrastantes com agueles obtidos em rabanete, com aumento da CAT desde as
primeiras horas de tratamento sob atas concentragdes de CdCh (Vitdriaet d., 2001).

As plantas sob condigdes de edresse exibem um padréo de resposta
caacteridico a edas Stuaches conhecido como Sindrome de Adaptacéo Gerd (GAS),
gque poderia edar rdacionada a queda inicid observeda para aividade de dguns
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gdemas enziméicos, como ocorreu para CAT. A GAS é dividida em quatro fases (1)
Fase de Repodta, representada pelo inicio do estresse, caracterizando uma rescéo de
dame que compreende um declinio da vitdidade, (2) Fase de Redtituicdo, onde ha a
permanéncia do edresse, conferindo um estdgio de ressténcia aravés de processos de
adaptaco, reparos e endurecimento; (3) Fase Find, onde um longo periodo de
EXposicaD a0 edtresse caracteriza um estagio de exaustéo, que supera a capacidade de
adaptacdo e induz doencas cronicas ou aé mesmo a morte; (4) Fase de Regeneracéo,
com a regeneracéo totd ou parcid das fungdes fisoldgicas, gods a retirada do estrese
(Lichtenthaler, 1996; Leshem et d., 1998).

De acordo com Erdel et d, (1998), 0 estressor pode causar modificagtes e
dessincronizaches das ostilagbes dos processos  fidolégicos e bioguimicos
correspondentes a fase de resposta. A fase de redtituicdo ou aclimatagéo corresponde a
fixacdo de diferentes processos bioquimicos e fisoldgicos, correspondentes as novas
condigdes, assegurando a maxima resisténcia do organismo.

Segundo a GAS, os peptideos ligados a metas (MBPs), PCs e
mecanismos de bombas trangportadoras de ions das membranas sGo 0s mecaniamos de
maior importéncia na desntoxicacdo das plantas submetidas a dtas concentragbes de
metas pesados (Leshem et d., 1998).

Em odulas BY-2 0 aumento da CAT nas concentragbes de 0,1 e 0,2 mM
no periodo find de exposicéo a0 metd pode estar associado a uma intensficacdo dos
niveis de H,O, a serem convertidos por essa enzima. Nesse periodo a eficiéncia do cido
da glutationa-ascorbato pode ter sdo menor, e segundo Creissen et d. (1993), via é
principadmente ativa em cloroplastos. Também pode ter ocorrido uma provéavel deplecéo
de GSH para sintese de PCs, tornando a célula mais susceptivel a0 estresse oxidativo sob
exposicao ao Cd (Jackson et d., 1992; Meuwly & Rauser, 1992) e a geracdo de HO,
nos glioxissomos. Assm é sugeaido que o HyO, gerado deve ser metabolizado
principadmente pela CAT, ocasonando o seu aumento.

As SODs si0 enzimes que contém metas ligados a sua edrutura e
cadisam a dismutacdo do radicd superdxido em Oz e H2O2 (Mattson, 1998), regulando

assim, os niveis de &~ e H202 que so subgiratos da reacéo que origina os radicais OH',
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representando por is0, 0 papd centrd N0 mecanismo de defesa antioxidante (Alscher et
al., 1998; 2002).

Em plantas exigem trés formas desta enzima, as quais S0 dassficadas
segundo 0 ion metdico em seu Stio aivo: formas cobrelzinco (CwZn-SOD), manganés
(Mn-SOD) eferro (Fe-SOD) (Bowler et d., 1994; Chen & Liu, 1996).

O padrdo de dividade da SOD em cdulas BY-2 sofreu dteragdes
sgnificativas com relacéo as isoformas nas concertractes de CdChb utilizadas, indicando
que houve provavedmente inducdo e inibicdo diferencid, sendo obsarvada variagéo
especifica gpenas para uma das isoformas, ausente no controle e na concentracéo de 0,2
mM. A aividade da SOD, bem como a expressio dos genes que codificam suas
isoformas tém mostrado sofrer dteraches sob diversas condigfes de estresse (Willekens
et d., 1995). Eda dteracdo no padréo de dividade dessa enzima é badtante variave e
pode ser dependente da espécie, tecido, fases de desenvolvimento da planta dém das
proprias particularidades das isoformas (Azevedo et d., 1998). Além disso, a inducéo de
trés isoformas na concentracdo 0,1 mM do metd, diferentemente das duas observadas na
concentracd mais dta, pode edar relacionada a dta atividade da CAT neste periodo
inicid contra 0 H,O, eventudmente produzido pela isoforma adiciond de SOD. Embora
no controle sga obsarvada uma dividade ainda maor da CAT, temos que consderar
gue nos tratamentos 0 meta pode estar perturbando diversos processos metabdlicos que
também induzem a0 edtresse oxidativo, dém da paticipacdo de outras peroxidases. Ha
evidéncias que suportam a exigéncia em plantas de uma NADPH oxidase de membrana
plaamdica envolvida na producdo de superdxido, que € convertido a H2O2 por SOD
durante argpida producéo de EAOs (Kdler et d., 1998; Torreset d., 1998).

Como ja citado, foram encontradas trés isoformas, evidenciadas gpenas na
concentracdo mals baixa Ese resultado € compative a literatura, que rdata diferentes
isoformas, sendo que foi obsavada a pressnca de sgte isoformes em milho
(Giannopalitis & Ries, 1977) e pdo menos sate isoformas em cana-de-aclicar (Fornazier
e d., 2002). Resultados smilares foram observados em Lupinus luteus (Gowzdz et 4.,
1997) eHedianthus annus (Galego et d., 1999) também em dtas concentragdes. Pereira
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et d., (2003) observou a presenca de véias isoformas, inclusive variagdo destas nas
diferentes espécies de crotd&ia.

A dlutationa goresenta muitas fungbes no metabolismo de plantes. Edta
envolvida na desintoxicagdo de metais pesados e xenobidticos e tem papd na divacéo
génica e na protecdo de estresse oxidativo (Noctor & Foyer, 1998; Schutzendubd et 4.,
2001). Como antioxidantes, a glutationa, 0 ascorbato e enzimas como SOD, APX e CAT
controlam as concentragbes celulares de HO2 e O;. A reciclagem de ascorbato e GSH é
redizada pela monodehidroascorbato redutase (MDAR), dehidroascorbato  redutase
(DAR) e glutationa redutase (GR) (Schutzendube et d., 2001).

A GR é a enzima chave do cido ascorbato-glutationa. Baixos nives de Cd
produziram aumento da dividede de GR em Alyssum argenteum, condderada como uma
planta hiperacumuladora, enquanto eda dividade foi reduzida em concentragdes dtas de
Cd (Schiuckler & Caspi, 1999). Vé&ios pagpéis metabdlicos, regulatdrios e antioxidativos
da GSH, resultam de sua oxidagéo a GSSG. Para a maoria dessas fungdes a GSH deve
etar em sua forma reduzida, conduzida pea flavoproteina glutationa redutase (GR) em
uma reacéo de oxidacdo-reducdo NADPH-dependente da GSSG para GSH (Creissen et
a., 19943).

Em folhas de evilhas os cloroplastos e mitocondrias gpresentaram 77% e
3%, respectivamente, do tota de atividade da GR, com o resante sendo citosolico
(Edwards et d., 1990). A GSH tem uma &finidade dta para ligacdo ao Cd fazendo dete
composto um quelante potencid no dtosol (Beck et d, 2003). Evidéncias sugerem que
GSH condtitui uma primeira e rgpida resposta de defesa contra exposicdo ao Cd e que a
toleréncia para sustentar a exposicdo depende da sintese de PCs em plantas (Singhd et
al., 1987). Fndmente Grill & d. (1989) mostrou que as PCs sdo Sntetizadas a partir de
GSH.

Assm, matter os niveis dtos de GSH conditui uma edratégia importante
para a sintese de PCs, sendo que para isso, um aumento na aividede da GR < torna
necessaio (Cunningham et d., 1995; Leopold et d., 1999; Cobbett, 2000; Mgare &
Bulow, 2001; Cobbett & Goldsbrough, 2002; Beck et d., 2003). Resultados smilares
foram encontrados em folhas de fejéo (Chaoui et d., 1997), girassol (Gdlego et d.,



69

1996), pimenta (Jemd et d., 1998), tabaco cv BY-2 (de Pinto et d., 2002), cana-de-
aclcar (Fornazier e d., 2002), crotdéia (Pereira et d., 2003), soja (Ferera €. 4d.,
2002), rabanete (Vitoria et d. 2002).

O aumento da atividade da GR em cdulas BY-2 na concentragéo de 0,2
mM, provavelmente ocorreu para manter dtos nivels de GSH. Ede aumento ocorreu
logo no inico da expodcdo a0 metd com deplecdo dgnificante de glutationa oxidada
inicidmente obseneda. Edta € uma resposta comum ao Cd, com consumo de glutationa
paa a producdo de fitoqudaina (Meuwly & Rauser, 1992; Schneider & Bergmann,
1995; Noctor et d., 1998; Xiang & Oliver, 1998).

Embora 0 Cd sga 0 mais efetivo indutor na sintese de fitoqudatinas em
plantas superiores, observouse na dga mainha Dunaligla tertolecta maor inducéo de
PCs por zinco (Tsuji et d., 2003). Apesar do aumento na atividade de GR representar
um forte indicio da consequente sintese de PCs, € necessaio a identificac@o da presenca
destas e de complexas GSH-C?* para confirmar a hipdtese proposta Além diso, o
tripeptideo GSH € um dos principais antioxidantes sollveis em plantas (Alscher, 1989)
podendo estar atuando diretamente no HO».

A GST cadisa a oconugacédo da glutationa a diversos subgratos
detrofilicos, fazendo pate de complexo sisema de desintoxicacdo de xenobidticos e
radicais de oxigénio em plantas e animais (Danie, 1993; Dixon, & d., 2002). O sgema
de dedntoxicacdo tem trés fungdes reconhecimento, compartimentdizacdo e
metabolisnmo de compostos citotdxicos. Ede sstema completo inclui 0 citocromo P450
gue oxida os compodos toxicos, as GSTs e glucositrandferases que conjugam as
moléculas toxicas de glutaiona (GSH), podendo ser trangportada para o vaclolo e
metabolizada como um composto ndo téxico (Mars, 1996). A dividade de
desintoxicacdo das GSTs também tém sido rdacionadas ao ataque de paidgenos, estresse
oxidativo e por metais pesados, e processos metabdlicos secundarios (Seppanen & 4.,
2000).

Os resultados obtidos sugerem que houve badanco na utilizacdo de GSH
peas enzimas antioxidantes do ddo ascorbato-glutationa, ou sga, GR e GST. Na
concentracéo de 0,1 mM de CdCh, provavemente ocorreu predominancia na utilizacéo
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de GSH pda GST, diferente da concentracdo de 0,2 mM, provavelmente relacionada a
utilizacdo de GSH para producéo de fitoquel atinas.

A GSH é um atioxidante bem conhecido com pape proeminente na
defesa contra radicas livres em plantas. A sintese de fitoqueatinas induzda por Cd esta
associada a rapida deplecéo do totd de GSH implicando em uma minimizacdo da defesa
contra radicais livres, que pode aumentar a peroxidac@o lipidica e perda da viabilidade
cdular. A tolerdncia a metais pesados de plantas edta rdacionada a sua habilidade de
prevenir a depleco excessva de GSH antes da funcdo protetora PCs (Gdlego & 4.,
1996; Jemd et d., 2000). A geracdo de HO, aumenta os niveis de GSH em plantas e
culturade cdulas (Smith et d., 1985).

A glutationa reage quimicamente com EAOs, enquanto enzimes catdisam
reag0es ligando GSH a desntoxicagdo de H,O, no ciclo ascorbato-glutationa A GSH
protege proteinas contra desnaturacdo que causam oxidacdo de grupos tidis proteicos
durante 0 edresse. Todas edtas fungbes envolvem a oxidacdo de grupos tidis,
principdmente para formar GSSG. Nivels cdulares de GSH:GSSG sfo mantidos pela
glutationa redutase (Noctor e d., 2002). A glutationa dém de precursora paa
fitoqudainas (Mgére & Bilow, 2001; Cobbett & Goldsbrough, 2002; Bk et d., 2003)
€ subgtrato para as GST's sendo Utilizadas parareduzir peroxidos (Cumminset d., 1999).

As peroxidases sB0 importantes enzimes das plantas, envolvidas em
diversas reacbes como ligaghes de polissacaridens, oxidacdo do &cido indol-acético,
ligagbes de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidecdo de fendis,
defesa de patdgencs, regulacdo da €ongacdo de cdulas, entre outras. As plantas contém
um ndmero rddivamente devado de isoezimas de peoxideses, principamente
locdizadas nas paredes cdlulares, as peroxidases anionicas (Campos & Slvera, 2003).
Entretanto, peroxidases de parede cdular ndo implicam na producdo de HO» em cdulas
deBY -2 tratadas com Cd (Olmos et d., 2003).

As peroxidases cadisam a oxidagdo do subdrato utilizando o poder
oxidante de H,O,, ou de perdxidos organicos. As isoenzimas diferem em sua cgpacidade
por digintos substratos. Entretanto, o baanco das isoenzimas presentes na parede é
muito importante, do ponto de vida da mesma, 0 crexcimento diminui € em
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contrgpartida, aumenta a ressgéncia mecanica e quimica em condigdes de edresse
(Flurkey & Jen, 1978; Gaspar et d., 1982, Musacchi, 1994; Campos & Silvera, 2003).
Nas interagbes planta-patdégeno, o HO, induz uma sequéncia de reagbes envolvendo a
aivacéo de peroxidases, 0 esimulo do metabolismo secundério, deposcéo de lignina e
eventudmente morte cdular (Alvarez & Lamb, 1997).

De acordo com 0 observado para uma das peroxidases andisadas, a GPX,
0s resultados foram badtante evidentes no aumento da atividade desta enzima em ambas
as concentragdes utilizadas, 0,1 mM e 0,2 mM de CdCk, que podem estar relacionados a
grande disponibilidade de H,O, produzidos pelo edresse principdmente nos periodos
finas de exposcén. Dessa forma tanto CAT quanto GPX edaiam agindo paa
ocasionar a deplecdo do perdxido.

Ambos, glutationa e H,O» goresentam um pape na sndizagdo para a
regulacéo de enzimas de estresse (May et d., 1998 e Noctor e Foyer, 1998). O HO, €0
snd d9émico para a inducdo de APX (Karpinnski e d., 1999) Em cultura de cdos de
aroz (Oryza sativd H202 trandentemente induziu a sintese de MRNA para a APX
ctosdlica (Morita et d., 1999). Em plantulas de pinheiro, o acimulo de HO, dentro de
poucas horas foi seguido por ggnificante aumento de APX e CAT (Schutzendubd et d.,
2001).

Além do edrese induzido, vaios sgemas enziméicos também podem
levar a producdo de H,O, na supeficde de cdulas vegetas incuindo peroxideses
(Bowel et d., 2003) e poliaminas oxidases (Angdini & Federico, 1989). A evidéncia
provém de trabahos que indicam que o H202 produzido em cdulas tratadas com Cd
parecem ser eventos regulados, indicando camodulina e fosforilagdo de proteinas como
possiveis integrantes envolvidos no  processo de divacdo. Esta hiptese tem sido
recentemente confirmada por Suzuki et d., (2001) durante o screening de genes de
reposta a0 Cd em Arabidopsis Andises de sequenciamento modraram que 1/3 dos
genes identificados codificavam faores de traducdo induindo trés proteinas quinases,
quetro fatores transcricionals e duas proteinas relacionadas a camodulina. 1o sugere

gue a cdula vegetd responde rapidamente a0 Cd aravés da divacdo de snas
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epecificos de traducdo que podem induir uma cascata de fosforilagéo proteica (Olmos
et d., 2003).

Os peroxissomas também tém a cgpacidade de produzir, que poderia ser
difundido para fora desta organda produzindo danos a diferentes compartimentos
cdulares, no entanto é metabolizado peda CAT. Os doroplastos tém sdo considerados
0s principals responsavels para 0 estresse oxidativo produzido peo Cd. Entretanto, os
resultados gpresentados indicam que o0s peroxissomas poderian ser uma  fonte
secundaria de H2O2 mediador do estresse oxidativo (Romero-Puertas et d., 1999). A
inducéo de dividade de dgumas enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, como GR, assm
como NADP-dehidrogenases em respodta a0 Cd, sugerem que este Sstemas enziméticos
podem ser importantes na defesa de cdulas contra estresse oxidativo gerado pelo Cd.
lgudmente, edas enzimas anttioxidantes parecem ser uma excdente escolha para o
“desgn” genético molecular de edraégias direcionadas a mdhorar a tolerdncia de
plantas contra metas pesados.

Exigde anda a corrdacdo entre os Sgemas antioxidantes e a dividade
mitdtica em cdulas BY-2. O nived de ascorbato e GR trangtoriamente aumentam
durante 0 segundo dia de crescimento da cultura, quando as cdulas também tém seu
maximo indice mittico. No mesmo periodo de crescimento de BY-2, a expressdo de
dois genes paa as fasss S e M também trandtoriamnete aumentam. Sabe-se por
exemplo que ascorbato é requerido para a divisdo cdular e promove a progressdo do
ciclo cdular de cdulas competentes (Kerk et d., 1995; Kato & Esaka, 1999; de Pinto et
a., 2002).

A peroxidagido da membrana cdular afeta severamente sua funciondidade
tanto por oxidacdo de amino&cidos e integridade e pode produzir dancs irreversiveis a
fungdes cdulares (Hdliwdl & Gutteridge, 1989). A inducdo de danos na membrana
cdular e relacionada com peroxidacdo lipidica causada principdmente por radicas
livres. Egtes radicais juntamente com o H,O» sdo as maiores fontes de EAOs. O HO,
acumula-se em tecidos de plantas onde a dividade de antioxidantes como peroxidases,
CATse SODs estgja suprimida (Scanddios, 1994).
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Foi veificado que em plantulas de Amaranthus lividus o decréscimo na
aividade de SOD na presenca de c&dmio, favorece o acimulo do radica superdxido,
gue contribui para 0 dano na membrana. O decréscimo na atividade de POX e CAT pode
Ser uma das causas do acimulo de H,O-» sobre estresse induzido por cadmio. Embora a
aividade diminuida de SOD minimize a geracdo de HyO, a partir do superdxido, o
decréscimo dmulténeo na atividade de SOD e CAT podeia ser uma explicagéo
plausve para 0 acimulo de H20:2 (Bhatacharjee, 1998). Pode dizer que 0 edrese
induzido por Cd pode resultar na perda da semipermesbilidade naturd de membranas
cdulares, dependente da megnitude da dose do metd pesado (Sung, 1995,
Bhattacharjee, 1998).

Os resultados prdiminares obtidos sugerem que em cdulas de BY-2
provavelmente né0 houve um edrese oxidativo que conduzisse a peroxidacio lipidica,
em funcio do dfidente sstema enzimdico envolvido. A aividade de H'-ATPase em
giras0l e trigo foi reduzida na presenca de Cd e esta mudancga poderia estar relacionada
a modificagbes na condituicdo da membrana (Fodor e d., 1995). Entretanto, em
avilhas a defidénda en H*-ATPase néo foi associada com aumento do actimulo de Cd
naraz (Cohen et d., 1998).

O Cd produz aumento nes reegbes de subdtratos com &ido 2-
tiobarbitirico (TBA) em folhas de ewvilhas, com indicio de peroxidecéo lipidica, e
portanto de edresse oxidativo (Romero-Puertas et d., 1999; Sanddio e d., 2001,
Berger et d., 2001.). Aumentos Smilares de TBA por exposicéo ao Cd foi observado em
Phaseolus wulgaris (Somashekaraiah et d., 1992; Shaw, 1995; Chaoui & d., 1997),
Hdianthus annuus (Gdlego e d., 1996), Pisum sativum (Lozano-Rodriguez et 4d.,
1997) e por cobre e zinco em Fusarium equiseti e Fusarium acuminatum (Kaydi &
Tarhan, 2003).



6. CONCLUSOES

1 - Foi observado inibicdo no crescimento das cdulas submetidas a concentragéo de 0,5
mM de CdCl;

2- Baixas concentragdes de Cd estimularam o crescimento cdular;

3- Nestas cdulas, 0 mecanismo centrd envolvido na minimizacdo dos danos causados
pelo metd oscila entre os periodos de exposicao utilizados,

4- No inicio da exposicdo, enzimas pertencentes ap ciclo ascorbato-glutationa, como a

GR e GST provavdmente sfo0 as maisdivas,

5- No find da exposicéo, foram observados aumento das dividades de GPX e CAT em
ambas as concentragdes de Cd, atuando diretamente no perdxido de hidrogénio;

6- Embora prdiminares, os testes de peroxidacéo lipidica serviram para eucidar que no
ca0 destas cdulas e das concentragbes do metd utilizades, o Sgtema enzimdico
antioxidante foi capaz de evitar danos celulares provocados por estresse oxidetivo.
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6.1. Consderagdes Finais

Em funcdo dos resultados encontrados, sugere-se a complementacéo deste
trabaho, com novos estudos que possam abranger outras enzimas envolvidas no ciclo
ascorbato-glutationa, dém de peptideos de complexacdo de metas, como as
fitoquelaines.

A digponibilidede de “microaray” podera permitir que enzimas
antioxidantes possam ter seus genes codificadores estudados para nivel de expressio em
resposta a0 estresse. Proteinas que venham a gpresentar resposta significativa (inducéo,
inibicdo) aos meas, podedo s purificadas e pacddmente caracterizadas
bioguimicamente e aé moleculamente s forem didintas de outras jA descritas na
literatura Eventuas mutantes tolerantes aos metas poderdo ser edudados para
utilizacdo em fitorremediac®o. Ainda, mediante a uma regpoda enziméica a0 edresse
induizido pdo metd, plantas transgénicas poderdo ser produzidas super-expressando o
gene que codifica a eventud enzima verificando-se os niveis de toleréncia destas plantas
em reacéo a0 metd.

E evidente a importancia de estudar culturas cdulares, mas os parametros
avdiados devem s edendidos a plantas jovens. Dessa forma, com 0 conjunto destas
informacles serd possivel tracar edratégias de mehoramento diretamente relacionados
com programas de fitorremediagdo de solos contaminedos e monitoramento ambientd,
uma vez que 0 edtudo das regpostas em diferentes organismos pode eeger gendtipos

tanto bioindicadores como fitorremediadores.
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