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Resumo:

A alface é uma hortaliga de grande importancia econdmica no Brasil e seu cultivo pode estar sujeito a contaminacéo por
elementos potencialmente toxicos como o arsénio (As). O As afeta todo o metabolismo vegetal e causa a superproducéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem levar ao estresse oxidativo. A aplicacéo de silicio vem se mostrando promissora
em diversas culturas na reducéo do estresse oxidativo causado pelo As. Porém, até agora, nenhum estudo havia sido feito com
alface e, além disso, com a aplicacdo de nanoparticulas de silicio (SiNP). O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito do As
sob 0 metabolismo oxidativo e antioxidante de plantas de alface e se o silicio ibnico (Si) e/ou nanoparticulado (SiNP) é capaz de
mitigar o estresse causado pelo As nessas plantas. Foram avaliados marcadores do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes.
Os resultados mostram que o As causou a superproducéo de EROs e peroxidacéo lipidica e que o silicio, especialmente SiNP foi
capaz de reduzir esses danos pela aumento da atividade enzimas antioxidantes. Conclui-se que a aplicacdo de silicio pode ser
empregada para mitigar o estresse por As em plantas de alface sob o ponto de vista do metabolismo redox.

Palavras-chave: peroxidacéo lipidica; antioxidantes; espécies reativas de oxigénio.

Abstract

Lettuce is a vegetable of great economic importance in Brazil and its cultivation may be subject to contamination by potentially
toxic elements such as arsenic (As). As affects all plant metabolism and causes the overproduction of reactive oxygen species
(ROS) that can lead to oxidative stress. The application of silicon has shown promise in several crops in reducing the oxidative
stress caused by As. However, until now, no study had been done with lettuce and, moreover, with the application of silicon
nanoparticles (SiNP). The objective of this research was to evaluate the effect of As on the oxidative and antioxidant metabolism
of lettuce plants and whether ionic silicon (Si) and/or nanoparticulate silicon (SiNP) is able to mitigate As stress in these plants.
Markers of oxidative stress and antioxidant enzymes were evaluated. The results show that As caused the overproduction of
ROS and lipid peroxidation and that silico, especially SiNP was able to reduce this damage by increasing antioxidant enzyme
activity. It is concluded that silicon application can be employed to mitigate As stress in lettuce plants from the redox metabolism

point of view.

Keywords: lipid peroxidation; antioxidants; reactive oxygen species.
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Resumen
La lechuga es una hortaliza de gran importancia econdmica en Brasil y su cultivo puede estar sujeto a la contaminacién por
elementos potencialmente toxicos como el arsénico (As). Como afecta a todo el metabolismo de las plantas y provoca la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden provocar estrés oxidativo. La aplicacion de silicio se ha
mostrado prometedora en varios cultivos para reducir el estrés oxidativo causado por el As. Sin embargo, hasta ahora no se habia
realizado ningdn estudio con lechuga y, ademas, con la aplicacion de nanoparticulas de silicio (SiNP). El objetivo de esta
investigacién fue evaluar el efecto del As en el metabolismo oxidativo y antioxidante de las plantas de lechuga y si el silicio
idnico (Si) y/o el silicio nanoparticulado (SiNP) son capaces de mitigar el estrés causado por el As en estas plantas. Se evaluaron
los marcadores de estrés oxidativo y las enzimas antioxidantes. Los resultados muestran que el As causé la sobreproduccién de
ROS vy la peroxidacion de lipidos y que el silico, especialmente el SiNP fue capaz de reducir estos dafios mediante el aumento
de la actividad de las enzimas antioxidantes. Se concluye que la aplicacién de silicio puede emplearse para mitigar el estrés por
As en las plantas de lechuga desde el punto de vista del metabolismo redox.
Palabras clave: peroxidacién lipidica; antioxidantes; especies reactivas del oxigeno.
1. Introducéo

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais produzida e consumida no Brasil, no qual se destaca a tipo crespa,
sendo uma hortalica rica em vitaminas, minerais e bioativos, além de ser possuir grande importancia socioeconémica no qual o
consumo se da principalmente in natura, na preparacdo de saladas, por exemplo (Andrade, 2019; Shams et al. 2019). Segundo a
Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2016) a China, os Estados Unidos e a Espanha séo
0s principais produtores com 10, 4 e 1 milh&o de toneladas ao ano, respectivamente. O Brasil possui uma area plantada de cerca
de 90 mil hectares, no qual as regides Sudeste, Sul e Nordeste que concentram 64,1, 16,2, 10,5% da producdo nacional,
respectivamente (Associacgdo Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas [ABCSEM], 2016); Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica [IBGE], 2020).

As plantas precisam de alguns elementos minerais para crescer e se desenvolver de forma adequada, para isso estas
utilizam proteinas especializadas na captacéo e transporte de tais elementos, que por ndo serem perfeitas na selecdo destes, a
absorcéo e consequente transporte de elementos ndo essenciais, bem como de elementos toxicos, acontece com certa frequéncia
(Lindsay & Maathuis, 2017). Plantas contaminadas com elementos toxicos, como o arsénio (As) constituem importante via de
acesso do poluente aos demais niveis da cadeia tréfica e para a alface isso se torna especialmente preocupante dado sua forma
predominante de consumo.

O arsénio (As) é um semimetal com toxicidade reconhecida, tanto em plantas como em animais, incluindo seres
humanos (Bali & Sidhu, 2021). A contaminacéo ocorre, principalmente, através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados
(Mawia et al., 2021), sendo considerado sério problema ambiental e de satde publica em varios paises (Herath, Vithanage,
Bundschuh, Maity, & Bhattacharya, 2016). No Brasil, a atividade de mineracdo destaca-se como uma das principais fontes de
contaminagdo, conforme constatado no Quadrilatero Ferrifero, em Minas Gerais, e em outras &reas de mineracdo, especialmente
de ouro (McClintock et al., 2012). A Agéncia de Registro de Substancias Tdxicas e Doengas (ATSDR) e a Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Céancer (IARC) classificaram o As no grupo de substancias perigosas prioritarias, relacionando-o como
agente causal de diversos tipos de cancer (ATSDR, 2019; Rahman et al., 2020; Ghosh et al., 2021). Devido ao seu potencial
cancerigeno e associagao com outras doengas (cardiovasculares, neuroldgicas, renais e respiratérias), a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e a Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) definiram, como limite maximo de seguranca,
10 pg L1 na 4gua potavel e 20 mg kg™ no solo (Rosas-Castor, Guzman-Mar, Hernandez-Ramirez, Garza-Gonzalez, & Hinojosa-
Reyes et, 2014; Mondal et al., 2021).

Apesar de poder ser encontrado em formas orgénicas, como &cido monometil arsdnico, acido dimetilarsinico,
arsenobetaina e arsenoaglicares, as formas inorganicas, como arsenito (As'") e o arsenato (AsV), sdo mais predominantes no
ambiente solo-a4gua e, também, mais toxicas e mdveis que o As organico (Khalid et al., 2017). Em condicGes aerébicas

(oxidantes) o AsY é predominante e, por ser analogo ao fosfato, ambhos competem pelas mesmas proteinas transportadoras, as
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proteinas transportadoras de Pi (PHTS), para serem absorvidos (Khan et al., 2021). A forma quimica de As"' predomina em
condicBes anaerdbicas (reduzidas) e entra na celula através de proteinas intrinsecas semelhantes & nodulina 26 (NIPs), uma
subfamilia da familia das aquaporinas. Considera-se, ainda, que, por ser analogo ao Si, também é absorvido pelo seu transportador
NIP de influxo, denominado Lsil, e Lsi2, um transportador de efluxo que transporta As'"'em direcdo ao xilema (Ma et al., 2006;
Yamaji, Mitatni, & Jian, 2008; Panda, Upadhyay, & Nath, 2010; Abbas et al., 2018). Além disso, enquanto os transportadores
PHT sdo unidirecionais, os transportadores NIP sdo bidirecionais (Abbas et al., 2018).

A toxicidade do As em plantas se deve, principalmente, ao desequilibrio na geracéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), 0 que causa estresse oxidativo com efeitos deletérios no crescimento, fotossintese, morfologia e bioquimica (Bali &
Sidhu, 2021). Além dos danos oxidativos nas membranas, proteinas e DNA (Finnegan & Chen, 2012), o AsY, ao substituir o
fosfato no ATP, resulta na formacdo de ADP-As instavel, deixando a célula desprovida de energia. As"', por sua vez, reage com
grupos sulfidrila (-SH) de diferentes proteinas, levando a restricdo de muitas fungdes celulares, o que pode ocasionar danos
irreversiveis no metabolismo vegetal (Abercrombie et al., 2008; Armendariz et al., 2016; Finnegan & Chen, 2012).

O principal mecanismo de desintoxicacéo celular do As consiste em reduzir As¥ a As'", reacéo catalisada pela enzima
arsenato redutase. O As'", proveniente dessa reducgdo ou da absorcédo direta, é complexado com fitoquelatinas, com posterior
transporte para o vactolo (Li, Wang, & Song, 2016). Porém, esse mecanismo ndo consegue desintoxicar todo o As, especialmente
em altas concentracgdes, e formas de mitigar seus efeitos e/ou diminuir sua absorcdo tem sido estudadas, como a promissora
utilizacdo de silicio em pesquisas com plantas de arroz (Fleck, Mattusch, & Schenk, 2013; Tripathi et al., 2013; Sanglard et al.,
2014).

O silicio (Si) é um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre e reconhecidamente capaz de trazer beneficios
as plantas, especialmente em condigdes de estresses bidticos e abidticos, como aqueles ocasionados por metais pesados (Sahebi
et al., 2015; Zargar, Mahajan, Bhat, Nazir, & Deshmukh, 2019). As plantas absorvem o Si na forma de acido monossilicico
(H4Si04), cuja concentracdo, na solucdo do solo, encontra-se entre 0,1 e 0,6 mM (Epstein, 1994; Hodson, White, Mead, &
Broadley 2005), alcangando valores nas plantas entre 0,1 e 10% do peso seco (Epstein, 1999; Ma & Takahashi, 2002).

Varios mecanismos envolvidos na participacdo do Si como agente de atenuacdo de danos celulares causados por
metais pesados e As tem sido estudados. Estes envolvem a co-precipitagdo, complexacdo, quelagdo e imobilizacdo dos metais; a
deposicao e acimulo de Si na parede celular e, com isso, aumento da retencéo destes metais na parede; a estimulacéo do sistema
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico e alterag@es nas estruturas vegetais e moleculares (Emamverdian, Ding, Xie, & Sangari
2018; Bhat et al., 2018; Vaculik et al., 2020).

A forma usual de fornecimento de Si as plantas é como &acido monossilicico e, mais recentemente, como
nanoparticulas. Nanoparticulas (NPs) s&o particulas com 100 nm ou menos, as quais tem sido utilizadas em diversas areas,
inclusive na agricultura (Baker et al., 2017; Asgari, Majd, Jonoubi, & Najafi, 2018). As NPs sdo altamente reativas devido a
grande area superficial, além de poder apresentar comportamentos distintos dos materiais que lhe originaram, aumentando, por
exemplo, o potencial de atravessar membranas biol6gicas (Remédios et al., 2012). Portanto, espera-se que 0s mecanismos de
atenuacao dos danos causados pelo As podem ser inibidos ou potencializados, dependendo se o Si é fornecido na ibnica ou como
nanoparticulas (SiNPs).

Apesar disso, ndo se tem muitos estudos sobre como o Si mitiga o estresse por As nessas plantas, especialmente do
ponto de vista bioquimico. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a toxicidade do As em alface, avaliando-se as
alterages no metabolismo oxidativo e antioxidante, e o papel do silicio, na forma i6nica e de nanoparticulas, na atenuagao desses
danos.

2. Metodologia
2.1. Cultivo, aclimatacao e aplicacdo dos tratamentos

Sementes de alface (Lactuca sativa L.) da cultivar Elba foram obtidas em comércio local e semeadas em espuma

fendlica com dimensdo de 2x2x2 por célula obtida pela empresa Green Up. Estas foram mantidas em bandejas de polietileno,

aeradas e umedecidas com agua destilada até 0 momento da germinac&o a partir do qual foram umedecidas com solugdo nutritiva
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de Clark (1975), com % de forca idnica. Ap6s 40 dias de germinacao estas foram selecionadas quanto ao tamanho e uniformidade
de parte aérea e raiz e transferidas para vasos de polietileno (1 planta/vaso) contendo 275 mL da solugdo nutritiva de Clark
(1975), com pH 6,5 (ajustado diariamente), aerados e mantidas em sala de crescimento com intensidade luminosa, temperatura
e fotoperiodo controlados (230 pmol m2 5%, 25 + 2 °C, e 16/8 h claro/escuro), por 5 dias para aclimatagdo (Figura 1).

Apobs o periodo de aclimatacdo foram aplicados os tratamentos: (a) somente solucdo nutritiva (como controle); (b)
arsenito (As'"") 50 uM (na forma de NaAsO,); (c) arsenato (As") 50 uM (na forma de Na,HAsO4.7H,0); (d) Si 2 mM (na forma
de KzSiO3); (e) Si + As'"; (f) Si + AsY; (g) nanoparticulas de silicio (SiINP) 2 mM; (h) SiNP + As'"e (i) SINP + AsY. Os
tratamentos com a utilizacdo de Si ou SiNPs tiveram a aplicacdo do silicio iniciadas 24h antes da aplicacdo do As. As plantas
foram mantidas sob os tratamentos por 24 e 72h, nas mesmas condic¢des laboratoriais anteriormente descritas e apds esse periodo
foi feito a coleta do material vegetal (folhas e raizes) e as amostras armazenadas a -80 °C para posteriores analises.

O K3SiO;z foi obtido através do produto Fertisilicio da empresa Plant Defender, e as SiNPs da SkySpring
Nanomaterials Inc. Em solugdo aquosa essas nanoparticulas tendem a formar agregados, para se evitar isso, antes da aplicacao,
as SiNPs foram adicionadas a uma pequena quantidade de dgua desionizada e estas submetidas a ultrasonicacdo por 30 minutos
para evitando a formacéo de agregados, obtendo-se uma maior homogeneizacao e dispersdo adequada das mesmas.

Figura 1. Sala de crescimento de plantas com condi¢des controladas (sistema de aeracdo, temperatura de 25 + 2 °C, irradiancia

de 230 umol m s* e fotoperiodo luminoso de 16 horas).

Fonte: Autores (2022).
2.2. Metabolismo oxidativo
2.2.1. Concentracdo de peréxido de hidrogénio (H2032)

Para determinar a concentracéo de perdxido de hidrogénio se (H202) 200 mg de folhas e raizes foram homogeneizadas
em um meio de extracdo contendo tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM que sera
centrifugado a 10.000 xg por 15 minutos a 4 °C (Kuo & Kao, 2003).

Aliquotas de 20 pL de sobrenadante foram adicionadas ao meio de reagdo contendo 80 pL de sulfato ferroso amoniacal
250 uM em acido sulfirico 25 mM, 50 pL de laranja de xilenol 250 uM e 50 puL de sorbitol 100 mM (Gay & Gebicki, 2000). A
mistura foi homogeneizada e mantida no escuro, por 30 min, e a absorbancia determinada em 560 nm e as concentragdes de
H,0O, foram estimadas com base em curva de calibragdo, previamente preparada com padr8es de H20,, sendo 0s resultados
expressos em nmol g de MF.

2.2.2. Peroxidacdo lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi feita por meio da concentracdo de malondialdeido (MDA), uma espécie reativa

do éacido tiobarbitarico (TBARS) (Hodges, DeLong, Forney, & Prange , 1999). Amostras de 0,2 g de folhas e de raizes, maceradas
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em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de etanal 80% (v/v), seguido de centrifugadas a 10.000 xg, 4 °C, por 10 min.

Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada em 1,5 mL do acido tiobarbitirico (TBA) a 0,65% (p/v) em acido

tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e outra adicionada a somente TCA 20% (p/v). A mistura foi incubada a 95 °C, por 30 min,

seguido de imersdo em banho de gelo, por 10 min, e posterior centrifugacdo a 3.000 xg, 4 °C, por 10 min. O sobrenadante foi

utilizado para mensuragdo da absorbancia a 440, 532 nm e 600 nm. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se a

seguinte equacdo: 1) [(Abs 532.18a - Abs 600.18a) - (Abs 532.tga — Abs 600.184)] = A; 2) [(Abs 440.1ea - Abs 600.1sa) 0,0571]

=B, 3) MDA (nmol mL1) = (A-B/157000) 10°. Os resultados foram expressos em nmol de MDA g* MF.

2.3. Andlises de enzimas do sistema antioxidante

2.3.1. Obtencéo dos extratos enzimaticos

Para determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes, amostras de 0,3 g de folha e raiz foram maceradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de seus respectivos meios de extracéo:

1) Tampéo de fosfato 0,1 M (pH 6,8), 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM
(PMSF) e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) para dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX)
(Peixoto, Cambraia, Sant’ Anna, Mosquim, & Moreira, 1999).

2) Tamp#o fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), ascorbato 1 mM e EDTA 1 mM para peroxidase do ascorbato (APx) (Nakano
& Asada, 1981).

Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, por 15 minutos a 4 °C, os sobrenadantes utilizados para
determinacdo das atividades enzimaticas.
2.3.2. Determinagéo da atividade SOD (EC 1.15.1.1)

A atividade foi determinada pela adi¢éo de 50 pL do extrato enzimatico bruto a 2,95 mL do meio de reacéo constituido
de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1
mM e riboflavina 2 pM. A reag¢do foi conduzida a 25 °C, em uma camara de reacdo sob ilumina¢do de uma lampada fluorescente
de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Ap6s 5 minutos de exposi¢do a luz, a iluminagéo foi
interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducdo do NBT, foi medida pela absorvancia a 560 nm. A absorvancia a
560 nm de um meio de reagdo exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu de branco e foi
subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminacao (Giannopolitis & Ries, 1977). Uma unidade de SOD ser4 definida como
a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

2.3.3. Determinagéo da atividade da CAT (EC 1.11.1.6)

A atividade foi determinada pela adi¢do de 10 pL do extrato enzimatico a 200 pL do meio de reacdo constituido de
tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, seguido de incubagdo por 3 min, a 30 °C, e adi¢do de 90 pL de H,0, 12,5 mM (Havir
& McHale, 1987). O decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reagdo, foi medido a 240 nm, a 30 °C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson, Prasad, & Stewart, 1995) e os
resultados expressos em pmol de H,O, min™t mg proteina.

2.3.4. Determinacéo da atividade da POX (EC 1.11.1.7)

A atividade foi determinada pela adicéo de 10 pL do extrato enzimatico a 185 pL do meio de reacdo constituido de
tampdo fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, contendo H>O, 20 mM, o qual foi incubado por 3 min, a 25 °C, seguido da adicao
de 5 pL de pirogalol 20 mM (Kar & Mishra, 1976). A producéo de purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorbancia
durante o primeiro minuto de reacdo a 420 nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar
de 2,47 mM* cm (Chance & Maehley, 1955) e os resultados expressos em pmol min mg* proteina.

2.3.5. Determinacéo da atividade APx (EC 1.11.1.11)

A atividade da enzima foi determinada pela adicdo de 10 pL do extrato enzimético a 185 pL do meio de reacdo

constituido de tampé&o fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, contendo acido ascérbico 0,5 Mm, e incubado por 3 min, a 25 °C,

seguido da adi¢do de 5 pL de H20, 5 mM. O decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reacdo, foi medido a 290 nm, a
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25 °C. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8 Mm™ cm™ (Nakano & Asada,
1981; Murshed, Lopez-Lauri, & Sallanon, 2008) e os resultados expressos em pumol de AsA min't mg? proteina.
2.3.6. Determinacao de proteinas

A determinacdo de proteinas nos extratos enzimaticos foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
utilizando 20 pL de cada extrato enzimatico e 200 puL do reagente de Bradoford, lido a 595 nm utilizando-se BSA como padréo.
Todas as andlises bioquimicas, com excecdo a SOD e peroxidacdo lipidica, que foram realizadas em um espectrofotdmetro
UV /visivel (Hitachi, U-5100), foram realizadas em um leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific).
2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial (2x2) (fontes de arsénio x fontes de silicio), com 5 repeticdes em cada tratamento. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Foi realizado, também, um
teste F para comparar as médias quanto ao tempo de exposicdo aos tratamentos (24 e 72h). As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa R.
3. Resultados
3.1. Sintomatologia visual

Ap0s 24 horas de tratamento pode-se observar sintomas de toxidez por As, especialmente nas raizes, evidenciado pelo
menor volume radicular, conjuntamente a isso nota-se um escurecimento radicular nas plantas tratadas com As, tanto na forma
de As'"'como AsY, especialmente apds 72 horas (Figura 2). Nas plantas contendo Si ou SiNPs, nota-se um maior volume radicular
juntamente com um maior crescimento da parte aérea, especialmente quando se compara estas plantas antes da aplicacdo dos
tratamentos (aclimatacdo) (Figura 2).
Figura 2. Sintomatologia visual das plantas de L. sativa L. antes e depois da aplicagéo dos tratamentos. Na parte superior, plantas
no final do periodo de aclimatagdo e na parte inferior ao final do periodo de 24 horas (A) e 72 horas (B). Da esquerda para direita:
controle, As"', AsV, Si, Si + As'", Si + AsY, SiNP, SiNP + As'" e SiNP + AsV.

Fonte: Autores (2022).

Nas plantas contendo combinacdes entre Si e As, seja na forma idnica ou nanoparticulada (SiNP), nota-se que houve
uma reducdo nos sintomas, especialmente com 24 horas de tratamento. Com 72 horas, houve uma redu¢do menor dos danos
causados pelo As quando associados ao Si ou SiNPs (Figura 2).

3.2. Metabolismo oxidativo
3.2.1. Concentragdo de peroxido de hidrogénio (H203)

As''"e As¥ aumentaram significativamente a concentragdo de H,O, nas folhas, tanto com 24 quanto com 72h quando
comparados ao controle. Porém com 24h isso ocorreu de forma mais proeminente para o As¥ e com 72h com o As'"'. O mesmo
ocorre quando estes sdo aplicados com SiNP ou Si e comparados com os tratamentos sem As. Sendo, com excecdo ao Si + As'",
apos 72h, esse aumento mais significativo para o AsY, tanto com 24 quanto com 72h (Figura 3A).

Quando SiNP foi aplicado com As'" a concentragdo de H,O, foi a menor, apds 72h, em comparacéo as demais fontes
de silicio no mesmo periodo de exposi¢cdo, bem como, Si também diminuiu a concentragdo quando comparado ao As'' sem

silicio no mesmo periodo. Com 24h de exposi¢do 0 mesmo é observado para Si, mas para SiNP néo, tendo este tratamento



aumentado a concentragdo de SiNP quando comparado até mesmo ao tratamento sem silicio (Figura 3A). Ja com AsY as fontes
de silicio reduziram da concentracéo de H,0,, porém, com Si essa redugdo foi maior quando comparada as demais, tanto com
24 quanto com 72h. Destaca-se ainda que sem a presenca de As, SiNP aumentou a concentracdo de H.O, ap6s 24h em
comparacao a Si e ao controle, e 72h este ndo diferiu dos demais. Ja Si apresentou uma concentragdo menor apés 72h diferindo
do controle. Além disso, todos os tratamentos diferiram quanto ao periodo de exposicdo aos tratamentos aumentando a
concentracdo de H,O; apds 24h, com excecdo do Si + As''e do As'", no qual ocorreu apds 72h, indicando que a producio de
H20; ocorre de maneira bastante rapida nas folhas e, com Si + As'' e As'"! isso pode ndo ter ocorrido de maneira tdo rapida
devido a competicdo pela absorcdo e pela complexacéo com fitoquelatinas, respectivamente (Figura 3A).

Figura 3. Concentragdo de H,0, em folhas (A) e raizes (B) de Lactuca sativa L. apds 24 e 72h de exposigdo aos tratamentos:
controle, As'', AsV, Si, Si + As'"', Si + AsVY, SiNP, SiNP + As'"' e SiNP + AsV. Médias seguidas por letra mailscula igual néo
diferem entre fontes de As; médias seguidas por letra mintscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey

(P<0,05) e * compara médias entre o periodo de exposi¢do aos tratamentos pelo teste F (P<0,05).
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Fonte: Autores (2022).

Nas raizes, assim como nas folhas, a concentragéo de H,O, aumentou quando as plantas foram tratadas com As''e
AsY guando comparadas ao tratamento sem As tanto com 24 quanto com 72h. Porém, nesse caso, o As'' aumentou mais
concentracdo nos dois periodos de exposicdo. Também ficou evidente que, quando As é aplicado com as fontes de silicio, o
aumento também ocorre em comparagdo aqueles sem As, sendo, com excecdo ao Si + AsY, apds 24h, um aumento mais
significativo para o As"' (Figura 3B).

Entre as fontes de silicio, quando aplicadas com As"' e comparadas com este sem silicio, ocorre uma redugéo
significativa da concentracdo de H,0, ap6s 24h, que ndo é observada para SiNP. J& com 72h isso ocorre para SiNP e Si sendo a
uma concentragdo menor observada para SiNP. Ja quando estas sdo aplicadas com AsY somente SiNP, tanto com 24 quanto com
72h diminui essa concentragdo. Acrescenta-se que SiNP, tanto apds 24 quanto 72h, mesmo sem a presenga de As, causou um
aumento na concentragdo de H,O, quando comparada ao controle, enquanto Si ndo. Além disso, somente quando os tratamentos
com As'" foi exposto as fontes de silicio ou aplicado sem estas houve diferenca na concentracdo de H,O, entre o periodo de
exposicao, sendo sem silicio apds 72h, com SiNP apds 24h e com Si apds 72h. Fica evidente que, apesar de ndo comparadas
entre si, as folhas geraram uma concentragdo maior de H.O, do que as raizes (Figura 3B).

3.2.2. Peroxidacao lipidica

A peroxidagcdo lipidica aumentou, nas folhas, nos tratamentos com As'"'e As¥ com 24h e 0 mesmo acontece com 72h
de exposicdo quando comparados ao controle, tendo o As"' apresentado a maior peroxidacéo lipidica, nos dois periodos de
exposicdo, quando comparado aos demais. Quando SiNP foi aplicado com As'"' obteve-se a menor peroxidagdo com 24 e, com

72h, e 0 mesmo ocorre com 0 AsY. Contudo, a aplicacdo do mesmo com As'' e AsY resultou em uma maior peroxidacéo lipidica,



nos dois periodos de exposi¢do, quando comparado com a aplicacdo deste sem a presenca de As, sendo que com 24h ndo houve
diferenca entre As''e As¥ mas com 72h sim, tendo a aplicagéo de SiNP com As'"' apresentado maior peroxidacdo lipidica nesse
periodo. Resultados iguais sdo observados quando As'"'e AsY sdo aplicados com Si (Figura 4A).

Destaca-se que SiNP apresentou uma menor peroxidacao lipidica quando comparado com Si quando estes foram
aplicados com As"' tanto com 24 quanto com 72h tendo o mesmo ocorrido quando estes foram aplicados com AsV. Além disso
ndo houve diferenca quando Si foi aplicado com AsY do que quando ndo havia nenhuma fonte de silicio, com 72h de exposicao.
Quando aplicados sem As, ndo houve diferenca entre as fontes de silicio com 24h, mas com 72h SiNP apresentou uma
peroxidacdo lipidica. Além disso todos os tratamentos diferiram quando ao periodo de exposicdo aos tratamentos diminuindo a
peroxidacdo lipidica ap6s 72 h de exposigdo, com exce¢do do controle que ndo diferiu (Figura 4A).

Figura 4. Peroxidagdo lipidica em folhas (A) e raizes (B) de Lactuca sativa L. ap6s 24 e 72h de exposigdo aos tratamentos:
controle, As'', AsV, Si, Si + As'", Si + AsVY, SiNP, SiNP + As'"' e SiNP + AsV. Médias seguidas por letra mailscula igual néo
diferem entre fontes de As; médias seguidas por letra minGscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey

(P<0,05) e * compara médias entre o periodo de exposi¢do aos tratamentos pelo teste F (P<0,05).
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Nas raizes, de maneira analoga as folhas, a peroxidacéo lipidica também aumenta nos tratamentos As'' e AsV, tanto
com 24 quanto com 72h em comparagdo ao controle, e, novamente As'" apresentou uma maior peroxidacao lipidica nos dois
periodos de exposicdo quando comparado aos demais. Quando aplicado com As'!, SiNP, novamente, diferiu das demais fontes
de silicio apresentando a menor peroxidagdo tanto com 24 quanto com 72h. Quando SiNP foi aplicado com AsY o mesmo
acontece com 24 horas, mas com 72h este ndo difere de Si, mas os dois diferem do AsY sem aplicacéo de silicio, tendo este
apresentado uma peroxidagdo lipidica maior. Nos tratamentos sem As, SiNP obteve a menor peroxidagéo lipidica, tanto com 24
quanto com 72 h. Enquanto Si diferiu do controle, tendo uma menor peroxidacdo com 24h de tratamento, mas apés 72h este ndo
diferiu (Figura 4B).

Entre As"' e AsV a aplicacdo de SiNP néo causou diferencas com 24 nem com 72h. Ja com Si a peroxidagdo diminui
quando aplicado com AsY nos dois periodos de exposicdo em comparagdo com o As'' na presenca do mesmo. De maneira
interessante, AsV, na presenca de Si, diferiu do tratamento com somente Si apresentando uma menor peroxidagéo apos 72h de
exposic¢do. Diferentemente do que ocorreu nas folhas, nas raizes o controle diferiu quanto ao tempo de exposicdo apresentando
maior peroxidacgdo apds 24h de exposicdo, tendo, além destes, Si + As'", Si + As¥ e SiNP + As'"! diferido, o que pode indicar um
maior controle sobre as EROs neste 6rgéo vegetal na presenca de As (Figura 4B).

3.3. Atividade de enzimas do sistema antioxidante: dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX) e

peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da SOD foi claramente aumentada pela presenca do As nas folhas apds 24h de exposicéo, tendo As'''e



As diferido do tratamento sem As e entre si, com AsY apresentando uma atividade maior para essa enzima. Porém, com 72h de
tratamento As'"' ndo diferiu da fonte sem As e, portanto, a atividade enzimatica ndo foi alterada por essa fonte de As nesse periodo
enquanto que com AsY sim. Além disso, As na presenca de SiNP, apds 24h, também aumentou a atividade dessa enzima,
especialmente com AsY, mas, com 72h ndo, tendo a atividade desta sido a mesma independente da presenca de ou ndo de As.
Quando As foi aplicado com Si a atividade desta aumentou em relagdo ao controle, mas foi a mesma quando se compara As'' e
AsY, nos dois periodos de exposicdo (Figura 5A).

Quando SiNP foi aplicado com As'" este diminui significativamente a atividade da SOD em comparacéo as demais

fontes de silicio apds 24h de exposicdo. Apds 72h, nenhuma fonte de silicio diferiu entre si quando aplicadas com As''. J4 com
AsV silicio provocou uma reducéo na atividade da SOD, tanto com 24 quanto com 72h, sendo o SiNP, ap6s 72h o que causou
maior reducdo. Além disso, SiNP ap6s 24h, foi o a Unica fonte que alterou significativamente a atividade da SOD na auséncia
de As, reduzindo-a quando comparado as demais fontes de silicio, o que indica a dependéncia da presenga do As para que 0
silicio exerga alivio pelo aumento da atividade desta. Destaca-se, ainda, que nenhum dos tratamentos contendo Si, com ou sem
As, diferiram quanto ao periodo de exposicdo mantendo a atividade da SOD a mesma com 24 e 72h, assim como o controle
também nao diferiu e nem As'". Nos tratamentos com SiNP com ou sem a presenca de As isso s6 ocorre com SiNP + As'!! (Figura
5A).
Figura 5. Atividade da dismutase do superdxido (SOD) em folhas (A) e raizes (B), catalase (CAT) em folhas (C) e raizes (D),
peroxidase (POX) em folhas (E) e raizes (F) e da peroxidase do ascorbato (APx) em folhas (G) e raizes (H) de Lactuca sativa L.
apos 24 e 72 horas de exposicdo aos tratamentos: controle, As"', AsV, Si, Si + As'", Si + AsY, SiNP, SiNP + As'"", SiNP + AsV.
Médias seguidas por letra maitscula igual nédo diferem entre fontes de As; médias seguidas por letra mindscula igual ndo diferem
entre fontes de silicio pelo teste de Tukey (P<0,05) e * compara médias entre o periodo de exposigdo aos tratamentos pelo teste
F (P<0,05).
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Fonte: Autores (2022).
Nas raizes, AsV provocou uma atividade maior dessa enzima em comparagdo com As'' e o controle apos 24h, mas

com 72h ambos causaram um aumento na atividade da mesma em relagdo ao controle. Além disso, a presenca de SiNP ap6s 24h
ndo alterou a atividade da mesma entre as fontes de As mas, com 72h, plantas foram expostas ao As com SiNP apresentaram
uma atividade maior. A presenca de As aumentou, também, a atividade da SOD quando estava na presenca de Si. Com 24h isso

ocorreu para o As¥ e com 72h para o As'"' quando estes foram comparados sem a presenca do mesmo (Figura 5B).



Ainda nas raizes, as fontes de silicio ndo exerceram diferenca quando foram aplicadas com As'" ap6s 24h ja com AsV,
SiNP diminuiu a atividade da enzima enquanto Si ndo quando comparadas com os tratamentos sem silicio. Com 72h ambas as
fontes reduziram a atividade quando aplicadas tanto As"' quanto com AsY. Quando as fontes de silicio foram aplicadas sem As
nenhuma destas diferiu nem com 24 nem com 72h, o que indica que o efeito do silicio nessa enzima, nas raizes, foi dependente
da presenca de alguma forma de As causando alivio do estresse pelo aumento desta, de forma geral (Figura 5B).

Na CAT, As'"' sem a presenca de silicio, nas folhas, com 24h, causou um aumento da atividade desta em comparagdo
ao AsY e ao controle. Sendo que AsY também aumentou, porém esse aumento foi menos expressivo do que o aumento causado
por As"'. Com 72h o mesmo ocorre para As'"' comparado ao controle, mas para As¥ ndo. Quando aplicado com SiNP a presenca
de As, seja com As'" ou As, levou a um aumento da atividade da CAT independente do periodo de exposicéo, quando comparado
sem a presenca de As. Porém, com 72h esse aumento foi mais significativo para AsV. Ja com Si, com 24h, esse aumento s¢ foi
visto quando aplicado com As'"', mas com 72h o0 aumento ocorreu tanto para As"' quanto para AsY, mas entre os dois ndo houve
diferenca na atividade da CAT (Figura 5C).

Ja quanto as fontes de silicio, com 24h, SiNP aumentou significativamente a atividade de CAT, quando comparada as
demais fontes, tanto quando foi aplicada com As'''como com AsV. Com 72h, isso s6 acontece para AsY sendo que com As'"' ndo
ha diferenca entre nenhuma das fontes e com AsY, Si néo diferiu deste sem fonte de silicio. Quando aplicadas sem As as fontes
de silicio diminuiram a atividade da CAT comparadas controle, ap6s 72h. Ja ap6s 24h SiNP e Si diferiram entre si, mas ndo
diferiram do controle. Destaca-se ainda que As'"' e AsV néo diferiram quanto ao periodo de exposicdo mantendo a atividade da
CAT nas folhas a mesma independente do periodo de exposicdo. Quando SiNP foi aplicada a alguma fonte de As, apenas com
As'"" esta diferiu, com aumento da atividade apds 24h e com Si apenas com As'" esta no diferiu (Figura 5C).

Nas raizes, a presenga de As'"' e AsV, sem nenhuma fonte de silicio aumentou a atividade da CAT, independente do
periodo de exposicéo, sendo nos dois periodos esse aumento mais expressivo para 0 As'''. Quando foi aplicado com SiNP, As'"
diferiu de AsV e da fonte sem As nos dois periodos de exposicdo, mas AsY ndo diferiu da fonte sem As apds 72 horas de
tratamento. Ja quando aplicado com Si, AsV diferiu dos demais aumentando a atividade da CAT apds 24h de tratamento, mas
com 72h tanto As"' quanto AsV diferiram da fonte sem As, apresentando maiores atividades, mas néo diferindo entre si (Figura
5D)

Entre as fontes de silicio, quando aplicadas com As"", Si, apds 24h, apresenta menor atividade que as demais que nio
diferem entre si. Com 72h Si continua sendo a fonte com menor que apesenta menor atividade, mas SiNP, além de diferir de Si,
também difere da fonte sem silicio, apresentando a maior atividade entre estas. Quando as fontes de silicio sdo comparadas com
AsVY, com 24h, 0 mesmo que ocorreu foi relatado anteriormente para as fontes de silicio com As'" se repete, porém, com 72 h,
apesar de as fontes diferirem entre si, SiNP apresenta a menor atividade para CAT, diferentemente do que ocorreu para as fontes
de silicio com As'"'. Nota-se que as fontes de silicio, para CAT, causam um aumento da atividade mesmo na auséncia de As, com
24h, j& que estas quando expostas sem As diferiram do controle neste periodo. Porém, de forma curiosa, ap6s 72h SiNP difere
dos demais apresentando uma atividade menor e, de todos os tratamentos, inclusive dos contendo As, é o Unico que néo difere
quanto ao periodo de exposicao, apresentando, estatisticamente, a mesma atividade da CAT tanto com 24 quanto com 72h. Sendo
que, com excegdo SiNP +AsV, todos aumentaram a atividade da mesma ap6s 72h de tratamento (Figura 5D).

Assim como visto para SOD e CAT, As'""' e AsY, sem a aplicacéo de silicio, aumentaram significativamente a atividade
da POX nas folhas, nos dois periodos de aplicacgéo, diferindo do tratamento sem As. Para essa enzima, apds 24h, AsY causou
esse aumento de forma mais expressiva, porém, apés 72h de exposicéo isso ocorreu com As'". O aumento da atividade também
ocorreu As'"'e As¥ foram aplicados com SiNP e comparados com este sem As, tanto com 24 quanto com 72h, mas SiNP + As'"!
e SiNP + AsY ndo diferiram nem com 24 nem com 72h. O mesmo ocorre quando as fontes de As sdo aplicadas com Si com 72h
de exposicdo, mas com 24h, houve diferencas entre todas as fontes de As na presenca de Si com AsY apresentando a maior
atividade da POX, mas com As'"' também aumentando a atividade desta se comparado com o tratamento sem As (Figura 5E).

Quanto as fontes de silicio, quando estas foram aplicadas com As"" houve reducéo da atividade da POX tanto com 24

quanto com 72h em comparados aos tratamentos sem nenhuma fonte de silicio (com apenas As'""). De maneira analoga 0 mesmo



ocorre com as fontes de silicio aplicadas com AsV. Entre SiNP e Si, tanto em As'"' quando em AsY e tanto com 24h quanto com
72h, SINP foi quem causou estatisticamente a menor atividade da POX. Quando as fontes de silicio foram aplicados sem As,
com 24h, 0 mesmo que ocorreu para As'"' e AsY se repete, porém, com 72h SiNP e Si diferem do controle, mas néo entre si,
apresentando atividade mais baixa para essa enzima em comparagdo ao mesmo. Em relacdo ao periodo de exposi¢do, todos os
tratamentos contendo SiNP + As diferiram aumentando a atividade dessa enzima ap6s 72h, ja os tratamentos com Si + As,
somente com As"" isso ocorreu e, nos tratamentos sem nenhuma fonte de silicio, As"' ndo diferiu (Figura 5E).

Nas raizes, novamente, As''e AsY diferiram de quando ndo havia As tanto com 24h quanto com 72h resultando em
aumento a atividade da POX nestes. Porém, nesse 6rgdo As'', apds 24h causou uma atividade maior que AsY e apds 72h ndo
houve diferenca entre as duas fontes. Diferentemente do que aconteceu nas folhas, ndo houve diferenca entre nenhuma fonte de
As quando estas foram aplicadas com SiNP, nem com 24 nem com 72h, mantendo a atividade da enzima a mesma independente
da presenga do de alguma forma de As. Ja quando aplicado com Si, houve diferenga entre todas as fontes, sendo, com 24h, a
maior atividade vista em Si + As'''e com 72h em Si + AsY (Figura 5F).

Quanto as fontes de silicio, 0 mesmo que ocorreu nas folhas, quando essas foram aplicados As'"!, ocorreu nas raizes.
SiNP causou uma reducdo da atividade da POX mais significativa que Si, mas Si também causou uma redugéo quando comparado
aos tratamentos sem nenhuma fonte de silicio, tanto com 24 quanto com 72h. Quando essas mesmas fontes sdo comparadas
quanto ao AsY, com 24h, SiNP causou, novamente, uma maior redu¢do da atividade dessa enzima em comparagdo as outras
fontes, mas Si também reduziu quando comparado ao tratamento sem nenhuma fonte de silicio, mas com 72h, SiNP e Si ndo
diferem, mas ainda assim diminuem a atividade da POX (Figura 5F).

Quando aplicadas sem a presenca de As, SiNP causa a maior reducdo da atividade em comparacéo as demais fontes,
com 24h, mas com 72h SiNP ndo difere de Si, mas ambas diferem do controle, diminuindo, também a atividade da POX. Ainda
nas raizes, quando comparados com relacdo ao tempo de exposicéo, diferentemente do que ocorreu nas folhas, SiNP + As'!
diferiu, enquanto os demais tratamentos com SiNP néo diferiram. J4 com Si, todos os tratamentos diferiram. Além disso, As'"
ndo diferiu enquanto As" e o controle sim. Todos os tratamentos que diferiram apresentaram uma maior atividade dessa enzima
apos 72h de exposicéo (Figura 5F).

A APXx catalisa a oxidagéo do ascorbato, com reducéo do H-O, a 4gua, diminuindo a concentracdo celular dessa ERO
e, consequentemente, o estresse oxidativo. Nesse trabalho, a atividade da APx foi significativamente aumentada, nas folhas, pela
presenca de As, quando comparada sem a presenca do mesmo. Apds 24h de exposicdo, As'" causou esse aumento de forma mais
significativa que AsY, mas com 72h ocorreu contrario. A aplicacdo das fontes de As com SiNP s6 foi significativamente maior
com a aplicagdo de AsY tanto para 24 quanto para 72h, sendo a atividade desta a mesma com As'"' e sem nenhuma fonte de As
nos dois periodos de exposicéo. Ja com Si, tanto com As'!' quanto com AsY causaram aumentos significativos nos dois periodos,
mas, com AsV esse aumento foi maior do que com As'' (Figura 5G).

Quando as fontes de silicio foram aplicadas com As'" SiNP causou uma redugédo mais significativa que Si nos dois
periodos de exposi¢do. Mas Si também causou uma reducdo na atividade da APx quando comparado as plantas que nédo
receberam silicio. O mesmo ocorreu quando SiNP foi aplicado com AsY nos dois periodos de exposicédo, mas para Si essa redugéo
sO ocorreu com 72h. Com 24h a aplicacdo de Si ndo causou diferenca do tratamento que ndo recebeu silicio. Quando aplicadas
sem As, SiNP causou uma reducdo da atividade da APx apds 24h de exposicdo enquanto Si ndo, mas com 72h, tanto SiNP quanto
Si causaram um aumento na atividade em comparagdo ao controle. Além disso, nenhum tratamento que recebeu Si, com ou sem
As, diferiu quanto ao periodo de exposi¢do aos tratamentos, mantendo a atividade da APx a mesma tanto com 24 quanto com
72h, assim como os com SiNP quando estavam com As. Quando SiNP foi aplicado sem a presenca de As diferiu, bem como os
que ndo tinham nenhuma fonte de silicio (Figura 5G).

Nas raizes, assim como nas folhas, o As também causou um aumento na atividade da APx, porém, com 24h foi AsY
que causou um aumento mais significativo entre as fontes de As e, com 72h foi o As"", sendo que ambos diferiram entre si nos
dois periodos de exposicdo e também diferiram dos tratamentos que ndo receberam As. Quando As foi aplicado com SiNP, ap6s

24h, SiNP + AsV diferiu dos demais aumentando a atividade dessa enzima e com 72h tanto SiNP + As'"' quanto SiNP + AsV



diferiram do tratamento sem As, com SiNP + As'" tendo a menor atividade entre os mesmos. Quando As foi aplicado com Si,
independente do periodo avaliado, todos diferiram entre si, sendo com 24h uma atividade mais alta com AsY e com 72h com
As'"" (Figura 5H).

Entre as fontes de silicio, quando aplicadas com As'", com 24h, néo houve diferenca entre SiNP e o tratamento sem
silicio, mas Si diferiu das demais apresentando uma atividade maior da enzima. Com 72h todas as fontes diferiram entre si, mas
SiNP apresentou uma atividade menor que as plantas que ndo receberam silicio, enquanto Si uma atividade mais alta. Quando
foram aplicadas com AsY SiNP e Si ndo diferiram entre si e apresentaram uma atividade mais alta, com 24h, do que aquelas que
ndo receberam silicio mas com 72h somente SiNP continuou exibindo uma atividade maior, enquanto Si ndo diferiu do
tratamento sem fonte de silicio, com ambos apresentando uma atividade mais baixa. Quando essas fontes foram aplicadas sem
As, ap6s 24h SiNP apresentou uma atividade mais baixa que as demais, mas com 72h esta ndo diferiu do Si, com ambos os
tratamentos apresentando uma atividade mais alta que o controle no mesmo periodo. Com relagdo ao periodo de exposicao,
diferentemente do que ocorreu na parte aérea, somente quando foi aplicado com As os tratamentos com Si diferiram sendo com
As'"'a atividade mais alta vista ap6s 72h e com AsY ap6s 24h. Nos tratamentos com SiNP ocorreu o contrario. Quando foi aplicado
com alguma forma de As ndo houve diferenca entre o periodo de exposi¢do, mas quando aplicado sem fonte de As este diferiu.
Além disso, os tratamentos sem fontes de silicio, independente da presenca ou ndo de As, diferiram quanto ao periodo de
exposicao aos tratamentos (Figura 5H).

4. Discusséo

As EROs como o peroxido de hidrogénio (H20.), radical superdéxido (O,™), radical hidroxila ("OH), e oxigénio singlete
(*Oy) sdo as mais abundantes na célula vegetal e sua producdo se da em quase todos as organelas como os cloroplastos,
mitocdndrias, citoséis, vacuolos, peroxissomos, membranas plasmaéticas, apoplastos e paredes celulares (Kohli et al., 2019). Ao
contréario do que se pensava, ja se sabe que estas sdo importantes moléculas de sinalizagdo em plantas e influenciam um amplo
espectro de respostas vegetais de crescimento, desenvolvimento e resposta ao estresse biético e abiotico através da expressao de
genes (Mishra, Dwivedi, Mallick, & Tripathi, 2019; Dvotak, Krasylenko, Zeiner, Samaj, & Takac, 2021). Porém a producdo
excessiva de EROs causa estresse oxidativo, que é o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, a favor dos oxidantes que leva
a uma interrupcdo da sinalizacéo e controle redox e/ou dano molecular (Sies, 2018), causando entdo a peroxidacdo lipidica, danos
em biomoléculas, como lipidios, proteinas e acidos nucléicos e proteinas, o que, eventualmente, resulta em morte celular (Mishra
et al., 2019; Dvoftak et al., 2021).

O dano mais perigoso do As ao nivel celular é superproduc¢do de EROs e isso se da pela reducédo de arsenato a arsenito,
que é o primeiro passo realizado para desintoxicacdo de As pelas plantas, pela estimulacéo de enzimas produtoras de EROs como
NADPH oxidases, inibi¢do de enzimas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias e cloroplastos, inativagao
de enzimas antioxidantes em diferentes compartimentos celulares e inibicdo de vias envolvidas na biossintese de moléculas
essenciais para a homeostase redox em células (Talukdar, 2013; Li et al., 2016; Abbas et al., 2018; Mishra et al., 2019).

O malondialdeido (MDA) é um produto da peroxidacao lipidica de membranas, e seu conteido € amplamente utilizado
como indicador de danos nas membranas de plantas causado pelo estresse oxidativo gerado por EROs (Morales & Munné-Bosh,
2019; Jung et al., 2019). Portanto aumentos no contetido de MDA e no contetdo de H.0- sdo indicadores conhecidos e muito
utilizados para determinar a extensdo do estresse oxidativos em plantas (Kaya, Ashraf, Alyemeni, & Corpas, 2020), bem como
o causado pelo As, no qual inimeros estudos mostram aumentos de H,O, com consequente aumento de MDA em plantas
estressadas por As. Nesse estudo isso se confirma, e, apesar de nas folhas, apos 24h as concentracdes de H,O, terem sido maiores
para AsV, apds 72h é o As'"' que causa maiores concentragdes, assim como para as raizes e para concentragdo de MDA, o que
confirma que, nesse trabalho, As'"' causou um estresse oxidativo maior que As¥ nas mesmas concentragdes. Isso pode ter se dado
pela rapida reducdo de AsY a As""' nas raizes, mas baixa eficiéncia da complexacéo do As'' com grupos tidis (como os da GSH
e fitoquelatinas) e posterior transporte para o vaclolo, causando estresse oxidativo. Gusman, Oliveira, Farnese, & Cambraia
(2013), constaram que danos causados pela exposicdo ao As'' foram mais severos do que os promovidos pelo AsV na

peroxidagdo lipidica de plantas de alface, corroborando nossos resultados.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2020.552969/full#ref77

Em outras culturas agricolas aumentos na concentracdo de H-O- e na peroxidacédo lipidica causada por As também
s8o observadas, como para o arroz (Tripathi et al., 2013), trigo (Maghsoudi, Arvin, & Ashraf, 2019), milho (Tripathi et al., 2016),
tomate (Kaya & Ashraf, 2022) e mostarda (Ahamad et al., 2021), tendo em todas estas a aplicagdo de silicio i6nico e/ou
nanoparticulado diminuido o estresse oxidativo na presenca de As. Apesar de As'' e AsY quando aplicados com as fontes de
silicio ainda terem causado um aumento de H,O, em comparacdo a aplicagdo de silicio sem As, de maneira geral, nossos
resultados corroboram com estes, especialmente na diminuicdo da peroxidacdo lipidica na presenca de SiNP. A aplicacdo de
SiNP sem a presenca de As aumentou, de forma geral a concentracdo de H.O enquanto Si ndo, porém, isso ndo foi refletido na
peroxidacdo lipidica, e, na raizes a quantidade de MDA dessa foi menor, bem como a de Si em relacéo ao controle, comprovando
o papel protetor que o silicio exerce sobre o0 estresse oxidativo em plantas (Mostofa et al., 2021).

Nas células vegetais a produgdo de EROs esta em equilibrio com a eliminacdo destas por antioxidantes, compostos
enzimaticos e/ou ndo enzimaticos capazes de inibir ou extinguir EROs e retardar ou prevenir o estresse e posterior dano oxidativo
e esse equilibrio permite reacdes redox adequadas ao crescimento e desenvolvimento vegetal (Bakhat et al. 2017; Dumont &
Rivoal, 2019) . A superproducdo de EROs induzida por As é controlada por estes antioxidantes (Abbas et al., 2018).

A superproducdo de O, é tido como o precursor do estresse oxidativo e este pode si sd pode causar danos as células,
mas também pode reagir com H* e formar radical hidroperoxila (HO2*") , que é muito mais reativo, estavel e permeavel através
de membranas bioldgicas (Hasanuzzaman et al., 2019; Kohli et al., 2019), portanto, sua eliminagdo é muito importante em células
vegetais e isso é feito através da dismutagdo espontanea ou enzimatica atraves da SOD que é 10.000 vezes mais rapida que a
dismutacéo espontanea (Dumanovi¢ et al., 2021). Sendo a primeira linha de defesa contra EROs em plantas, a SOD causa a
dismutacdo de O, em O; e H,O2, que pode ser, entdo, convertido a 4gua pela CAT e POX, que também sdo importantes
antioxidantes enzimaticos que agem contra o estresse oxidativo (Hasanuzzaman et al., 2020).

Varia¢des muito grandes quanto a atividade dessas enzimas séo relatadas na literatura quando plantas séo expostas a
As. No trigo, a aplicacdo de doses crescentes de AsY gerou aumentos da atividade da SOD, mas redugdes na atividade CAT e
POX (Sil & Biswas, 2020). Para mostarda, SOD e POX aumentaram, enquanto CAT diminuiu (Ahmad et al., 2021) Ja pro arroz,
as atividades variaram quanto a sensibilidade, tento para o arroz tolerante, a exposicdo a As'' aumentado a atividade da SOD,
mas diminuido a da CAT e POX e para o0 arroz sensivel somente a atividade da CAT diminuiu (Tripathi et al., 2013).

Nesse trabalho a atividade da SOD foi dependente da forma de As e do tempo de exposicdo, para AsY esta foi
aumentada independente do periodo de exposicdo, enquanto que para o As'"' foi observado um aumento ap6s 24h nas folhas e
apos 72h nas raizes em relagdo ao controle. Quando observado aumento da atividade, este sempre foi significativamente maior
apos 72h, independente da forma de As. Esses resultados implicam que houve um aumento de O, pela presenca na As nessas
plantas e este foi continuamente gerado pela presenca de AsY, sendo para As'' o aumento dependente do 6rgdo vegetal e do
tempo de exposicdo. Na ampla maioria dos trabalhos relatados, como nos citados acima para o trigo, arroz e mostarda, a atividade
da SOD aumenta em resposta ao estresse por As, o que corrobora com estes resultados e, também, demonstra a importante
participacdo dessa enzima na tentativa de diminuir o estresse oxidativo. De forma a corroborar ainda mais com estes resultados,
aumentos na atividade da SOD em alface foram observadas em folhas e raizes quando expostas a As"'e As¥ (Gusman et al.,
2013).

Como o produto da dismutagédo do O%— pela SOD ¢ o H20- fica explicado o aumento da concentragéo deste nesse
trabalho. O H,0,, mesmo reconhecidamente um molécula sinalizadora em plantas em baixas concentragdes é um ERO
relativamente estavel que possui uma meia-vida mais longa que outras EROs, podendo atravessar membranas celulares, através
de aquaporinas e distancias mais longas causando uma extensdo maior dos danos oxidativos em altas concentracdes (Das &
Roychoudhury, 2014; HASANUZZAMAN et al., 2020). Sua neutralizagdo e/ou eliminagdo, assim como para 0 O%— ¢
importante para evitar a formagdo de OHe que é a ERO mais reativa e toxica conhecida (Das & Roychoudhury, 2014). CAT e
POX sdo duas das enzimas capazes de manter a concentracdo de H2O2 em niveis ndo toxicos para as células através de sua
reducdo a agua.

Tanto AsY quanto As'' causaram aumento das atividades da CAT e POX nesse estudo em relagdo ao controle, com
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excecdo da atividade da CAT nas folhas, apds 72h, na presenca de As¥. Rajput et al. (2021) afirmou que estas enzimas trabalham
em estreita sincronia com a SOD na regulacdo redox de plantas, e isso se confirma no nosso estudo, visto que o aumento do
H»0, causou um aumento da atividade de CAT e POX.

Aumentos nas atividades dessas enzimas para combater o estresse por arsénio sdo relatados para dicotiledéneas como
o tomate (Gonzélez-Moscoso et al., 2022), mostarda (Ahmad et al., 2021) e alface (Gusman et al., 2013). Atividades contrastantes
dessas enzimas também podem ocorrer a depender da concentracdo e de onde 0 H202 é produzido em maior concentracao, visto
que sdo mais abundantes em compartimentos celulares diferentes e possuem afinidade diferencial pelo H,O; (Dumanovi¢ et al.,
2021).

Os aumentos nas atividades dessas trés enzimas antioxidantes ndo foram suficientes para diminuir o estresse oxidativo
e posterior dano em membranas causadas por As, visto que estes aumentaram, especialmente na presenca de As"'. O silicio
estimula a atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT e POX em condiges de estresse por As, como um mecanismo
de mitigacdo do estresse oxidativo (Bhat et al., 2019; Tripathi et al., 2013).

Houve, de maneira geral, uma estimulacéo nas atividades de SOD, CAT e POX pela aplicacéo de silicio nesse trabalho,
porém isso foi dependente da forma de As e da fonte de silicio. As alterages causadas por Si e SiNP nas fontes de As para a
atividade dessas enzimas foram bastante varidveis, mas fica bastante claro que ambas as fontes diminuiram o estresse causado
por As, quando comparadas com este aplicado isoladamente. Isso foi refletido pela menor peroxidacao lipidica nos tratamentos
em combinag&o de silicio e As. Mesmo a aplicacdo de silicio sem As também alterou a atividade dessas enzimas, especialmente
na POX no qual houveram diminuic@es significativas pelo Si e mais ainda pelo SiNP ap6s 24h de exposicéo.

Vaculik et al. (2020) relata que o pré-tratamento com silicio ativa a maquinaria antioxidante e essas plantas
posteriormente eliminam as EROs de forma mais eficaz e podem lidar melhor com o estresse oxidativo por metais pesados, o
que pode confirmar estes resultados visto que o pré-tratamento foi feito nesse estudo. E, mesmo sem o pré-tratamento existem
relatos parecidos com este (Bhat et al., 2019). Porém, resultados opostos ja foram relatados por Liska et al. (2017), com silicio
diminuindo a atividades dessas enzimas quando expostas a metais pesados. O que fica claro € que uma relagdo entre o silicio e
a maquinaria antioxidante existe, mas que isso depende de muitos fatores, sendo necessario estudos mais aprofundados em
genética em todas as espécies de plantas para revelar em quais mecanismos o silicio atua na regulacéo das respostas ao estresse
oxidativo e se este é um efeito direto ou indireto (Mostofa et al., 2021). Mesmo assim, para 0 As a maior parte dos estudos mostra
um aumento na atividades dessas enzimas causada pela aplicacdo do silicio, i6nico ou nanoparticulado, como no trigo

(Maghsoudi et al., 2019), arroz (Kiany et al., 2022) e tomate (Kaya & Ashraf, 2022), corroborando nossos resultados.

A APx utiliza duas moléculas de AsA para reduzir H,0; a agua e apesar de AsA poder eliminar H,0,, isso ocorre de
maneira lenta, sendo a eliminagdo feita pela APx muito mais eficiente (Smifnoff, 2018; Asthir, Kaur, & Kaur, 2020). Além disso
a APx possui uma afinidade pelo H,O2 muito alta, pelo menos 100 vezes maior que a da CAT (Anjum et al., 2014). A atividade
da APx foi significativamente aumentada por As nesse trabalho, tanto em folhas quanto em raizes. Porém, esse aumento da
atividade ndo resultou em menores concentragdes de H,O; e posterior dano nas membranas, o que indica que o As causou uma
superproducdo de EROs visto que a APx possui uma grande afinidade e sua atividade, bem como a das outras peroxidases vistas
até aqui foram, de forma geral, aumentadas por As, mas, mesmo assim, houveram altas concentragdes de H2O; e danos as
membranas lipidicas. Aumentos na atividade dessa enzima em plantas de alface também foram observadas por Gusman et al.
(2013) e Silveira et al. (2015).

Quando as fontes de silicio foram aplicadas sem As ndo houveram muitas diferencas quanto a atividade dessa enzima
em comparagdo ao controle e a aplicacdo destas com As houve uma menor atividade desta pela aplicacdo de SiNP em conjunto
com As'"' mas com AsY isso néo foi observado. J4 com a aplicagdo de Si houve um estimulo da atividade especialmente quando
aplicado com AsV, entre as fontes de silicio. De maneira geral, SiNP causou reducfes da atividade dessa enzima em comparagio

ao Si. Apesar dessas semelhancas ndo terem ficados claras quando a concentracgao de H.O,, ficou evidente que ambos diminuiram
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a peroxidacdo lipidica. Portanto os mecanismos envolvidos nessas alteracGes da atividade da APx provavelmente foram

diferentes.

O SiNP pode ter causado um efeito protetor ou impedido de forma mais eficiente a absorcéo de As'" e, portanto, houve
uma menor “necessidade” de altas atividades da APx, enquanto o Si pode ter atuado realmente através do estimulo a atividade
das peroxidases. Tripathi et al. (2013) relatou aumento na atividade da APx quando exposta a Si e As"' juntos, em arroz bem
como Khan & Gupta (2018) na mesma cultura, mas em milho foi relatado uma reducéo da atividade pelo As, enquanto Si e SiNP
aumentaram significativamente e Si e SiNp com AsY causou aliviou das inibicdes mediadas por AsY (Tripathi et al., 2016). O
gue se nota na literatura é que respostas variaveis a depender da forma de As, cultura e tempo de exposi¢do, mas que geralmente

o silicio promove alteracdes benéficas.
5. Conclus6es

A aplicacdo de silicio, seja na forma nanoparticulada ou i6nica, diminuiu o estresse oxidativo causado por As em
plantas de alface e melhorou o sistema antioxidante através do aumento da atividade de enzimas antioxidantes, porém outros
mecanismos como reducdo da absorcdo ou quelagdo desse metal também podem estar envolvidos, visto que 0 aumento na
atividade de enzimas antioxidantes foi menor, de maneira geral, quando alguma das fontes de silicio estava em co-aplicagdo com
As do que com As sozinho. Portanto, sugere-se que investigagtes mais aprofundadas sejam feitas para um melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos. Apesar disso, este trabalho deixa claro a melhoria que as plantas obtiveram com a aplicacdo de
silicio em seu metabolismo redox, especialmente na forma nanoparticulada, demonstrando o potencial de rapida acdo dessas
particulas que provavelmente ocorrem devido a seu tamanho.
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