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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as respostas antioxidantes em Stizolobium aterrimum e Canavalia ensiformis
submetidas ao arsénio (As). Plantulas de C. ensiformis e S. aterrimum, com o primeiro par de folhas cotiledonares
completamente expandidas, cultivadas em solugédo nutritiva de Clark, pH 5,5, foram tratadas com As nas concentragdes de 0,0
e 1,5 mg.L"!, durante cinco dias. Apds este periodo, determinou-se o efeito do As sobre a indugdo de estresse oxidativo e sobre
parametros antioxidantes. A peroxidagao de lipidios nas raizes e nas folhas sofreu acréscimos significativos, especialmente em
S. aterrimum. Houve aumento na atividade das dismutases do superoxido (SODs), tanto nas raizes quanto nas folhas nas duas
espécies. A atividade das peroxidases (PODs), nas folhas ¢ raizes, reduziu em S. aterrimum, mas aumentou em C. ensiformis
apos exposicao ao As. A atividade das redutases da glutationa (GRs) aumentou nas raizes das duas espécies, especialmente em
S. aterrimum. Nas folhas, entretanto, a atividade das GRs aumentou em C. ensiformis, mas decresceu em S. aterrimum. Sob
as condigdes experimentais da presente pesquisa, conclui-se que C. ensiformis apresenta mecanismos antioxidantes sobre os
intermediarios reativos de oxigénio (ROI) ligeiramente mais eficientes do que S. aterrimum.

Palavras-chave: arsénio, mecanismos antioxidantes, peroxidacao de lipidios, intermediarios reativos de oxigé€nio, mucuna-
preta, feijdo-de-porco.

ABSTRACT

Changes in antioxidative defense system of Stizolobium aterrimum and Canavalia ensiformis exposed to arsenic

The present work evaluated the antioxidant responses of Stilozobium aterrimum and Canavalia ensiformis after exposure to
arsenic (As). Plants of these two species with the first pair of fully expanded cotyledonary leaves, grown in nutrient solution,
pH 5.5, were treated with 0.0 and 1.5 mg.L!' of As. After 5 days, the effects of As on lipid peroxidation and antioxidant enzymes
were measured. Lipid peroxidation increased in both roots and leaves after As treatment, especially in S. aterrimum. Superoxide
dismutase (SOD) activity increased in the two parts of the plants of both species with As treatment. Peroxidase (POX) activity,
on the other hand, reduced with As treatment in S. aterrimum, but increased in C. ensiformis. Glutathione reductase (GR)
increased in roots of both species, mainly in S. aterrimum. GR activity also increased in the leaves of C. ensiformis, but
decreased in S. aterrimum. Under the experimental conditions of this study, C. ensiformis was considered to have antioxidant
mechanisms slightly more efficient than S. aterrimum against reactive oxygen intermediates (ROIs).
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INTRODUCAO

O incremento de arsénio (As), metaldide com elevada
toxicidade para a fauna e flora, nos ecossistemas terrestres e
aquaticos, se deve a diversas agdes antropicas, tais como a
atividade de mineragdo e o uso de pesticidas e fertilizantes
na agricultura (Mandal & Suzuki, 2002). Dentre as diversas
tecnologias que visam recuperar os ambientes contaminados,
a fitorremediagdo ¢ uma das técnicas mais promissoras e, neste
caso, envolve a utilizagdo de espécies vegetais que melhor se
adaptem a essas condigdes ambientais.

O As pode ocorrer em varios estados de oxidagao (-3,
0, +3 e +5), embora, sob condigdes aerdbias, a forma mais
encontrada e disponivel seja a pentavalente (arsenato) (Raquel
& Tena, 2005). O arsenato, quando absorvido, interfere nas
reagdes de fosforilagdo, pois se liga ao ADP formando o
ADP-As, provocando alteragdes no fluxo energético celular
(Hugles, 2002). Dessa forma, o As contribui para o excesso
de intermediarios reativos de oxigénio (ROIs) que, também,
podem ser produzidos durante a reducao do arsenato a arsenito
(Meharg & Harttley-Whitaker, 2002; Mascher et al., 2002).

A indugdo de estresse oxidativo pelo As é um dos principais
efeitos da toxicidade e injaria celular deste elemento em
plantas, principalmente por causar a peroxidagao de lipidios,
(Sunkar et al., 2003; Raquel & Tena, 2005). O dano celular
se inicia com a peroxida¢ao de acidos graxos insaturados das
membranas celulares (Singh et al., 2007), acarretando alterag@o
de permeabilidade e flexibilidade e, ainda, a ruptura das estruturas
celulares, conforme observado no sistema de membranas do
cloroplasto (Li et al., 2006) e nas demais membranas celulares
(Meharg, 1993).

O As promove alteragdes em diversos mecanismos
bioquimicos dos vegetais, principalmente nos responsaveis
pela tolerancia das plantas ao estresse oxidativo. A ativagao
destes mecanismos ¢ demonstrada pelo aumento na atividade
de varias enzimas antioxidantes, destacando-se as dismutases
do superdxido (SODs), as catalases (CATs), as peroxidases do
ascorbato (APXs), as peroxidases totais (PODs) e as redutases
da glutationa (GRs).

As SODs, removem os radicais superoxido (O,*"), tendo
o H,O, como produto de reacdo (Gratdo et al., 2005), sendo
considerada a primeira na linha de defesa contra o estresse
oxidativo. Aremogdo do H, O, depende da atividade das PODs e
GRs, dentre outras, consideradas fundamentais na manutengao da
homeostase celular. A agdo dessas enzimas evita a produgdo de
radical hidroxil (HO¢), gerado pelas reagdes de “Haber-Weiss”
e “Fenton” (Asada, 1992).

Nas células das plantas, as PODs apresentam ampla
distribuigdo e atuam na oxidagdo de varios compostos organicos ¢
inorganicos, na presenga de H,0, ou de hidroperoxidos organicos
(Asada, 1992). As GRs participam do ciclo ascorbato-glutationa,
sendo responsaveis pela manuteng@o dos niveis de glutationa
na forma reduzida (Carlberg ¢ Mannervik, 1985) e, portanto,
consideradas cruciais para a manutencao do equilibrio celular,
uma vez que a regulacdo fina dos niveis de H,O, é obtida
por enzimas e metabolitos do ciclo do ascorbato-glutationa
(Shigeoka et al., 2002).
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Stizolobium aterrimum (mucuna-preta) Piper & Tracy
(1910) e Canavalia ensiformis (feijao-de-porco) (L.) DC.
(1825) tém sido utilizadas em programas de fitorremediagao,
como fitoestabilizadoras de contaminantes (Procopio et al.,
2005; Santos et al., 2007) e, apesar disso, existem poucas
informagdes sobre o comportamento dessas espécies em areas
contaminadas com As. Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar as respostas antioxidativas em Stizolobium
aterrimum e em Canavalia ensiformis expostas ao As.

MATERIAL E METODOS

Cultivo e aclimatacdo das plantulas

Sementes de Stizolobium aterrimum e de Canavalia
ensiformis, fornecidas pela Pirai Sementes, Piracicaba/SP,
foram selecionadas para manter a homogeneidade de tamanho e
forma, desinfetadas por 15 minutos em solugdo de hipoclorito de
sodio 2,5%, lavadas em 4gua desmineralizada, e germinadas em
cartuchos de papel “germiteste”. Nas sementes de S. aterrimum
foi feita a quebra de dorméncia com acido sulftrico, por
15 minutos, seguido de lavagem em agua desmineralizada.

Apds a germinagdo, quando as radiculas atingiram
comprimento de 3 cm, 40 plantulas de cada espécie foram
transferidas para recipientes de polietileno contendo 20 L de
solucdo nutritiva de Clark (1975), pH 5,5, em sala de crescimento
com temperatura e intensidade luminosa controladas (25 + 2 °C,
230 uE.s'.m?), sob fotoperiodo de 16 horas.

As plantulas das duas espécies, ao apresentarem o primeiro
par de folhas cotiledonares expandidas, foram transferidas para
vasos opacos de polietileno contendo 1,7 L de solugdo nutritiva
de Clark (1975), pH 5,5, ajustado diariamente, e tratadas com
As, na forma de Na,HAsO,.7H,0, nas concentragdes de 0,0
e 1,5 mg.L"!, permanecendo por cinco dias. Transcorrido esse
periodo, procedeu-se a coleta das folhas e raizes, as quais foram
armazenadas a -80°C at¢ a execucdo das analises bioquimicas.

Determinacdo da peroxidacdo de lipidios

Amostras de 0,2 g de tecidos vegetais foram trituradas
em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), seguido de filtragédo
através de quatro camadas de gaze, e centrifugagdo a 12.000
xg por 15 min. Todas as etapas necessarias ao processo de
extragdo foram conduzidas a 4°C. Aliquotas de 0,5 mL dos
sobrenadantes foram adicionadas a 1,5 mL de uma solugdo
de acido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v)
e incubadas em banho-maria, a 95° C. Ap6s 2 h, a reagdo foi
paralisada com a transferéncia dos tubos de ensaio para banho
de gelo. Posteriormente, foram centrifugadas a 9.000 xg por
10 min e a absorvancia dos sobrenadantes determinadas a
532 nm. A absorvancia inespecifica a 600 nm foi medida e
subtraida dos resultados obtidos das amostras. A concentragao
do complexo aldeido malonico-TBA (TBARs) foi calculada
usando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM-"cm!
(Heath & Packer, 1968).
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Determinacgdo das atividades das enzimas dismutases do
superoxido (SODs; EC 1.15.1.1), peroxidases (PODs;
EC 1.11.7) e redutases da glutationa (GRs; EC 1.6.4.2)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de raizes e folhas
foram maceradas em nitrogénio liquido, seguido da adigdo de
2 mL de meio de homogeneizagio, filtragao através de quatro
camadas de gaze e centrifugacdo a 12.000 xg, por 15 minutos,
a4°C. Os sobrenadantes constituiram os extratos enzimaticos
brutos utilizados na determinagao das atividades das enzimas.
O meio de homogeneizagao foi constituido de tampao fosfato
de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) | mM
e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) para as enzimas
SODs ¢ POXs (Peixoto et al., 1999). Para as GRs, o meio de
homogeneizagao foi constituido de tampao fosfato de potassio
0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, dithiothreitol 2 mM (DTT), PMSF
1 mM e PVPP 1% (p/v) (Carlberg & Mannervik, 1985).

A atividade das SODs foi determinada pela adigdo de
30 uL do extrato enzimatico bruto a 2,97 mL de meio de reagao,
constituido de tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, contendo
metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75uM, EDTA
0,1 mM e riboflavina 2 uM (Del Longo et al., 1993). A reagdo
foi conduzida a 25°C, sob iluminagdo de lampada de 15 W.
Ap6s 5 min de exposi¢do a luz, a iluminagdo foi interrompida e
a formazana azul, produzida pela fotorredugdo do NBT, medida
a 560 nm (Giannopolitis & Ries, 1977). A absorvancia a 560 nm
de meio de reagdo exatamente igual ao anterior, mas mantido
no escuro por igual tempo, serviu de branco e foi subtraido da
leitura da amostra que recebeu iluminagdo. Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir em 50 % a fotorredugdo do NBT (Peixoto ef al., 1999).

A atividade das PODs foi determinada pela adi¢do de 100
pL do extrato enzimatico a 2,9 mL de meio de reagdo constituido
de tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20
mM e H,0,20 mM. O acréscimo na absorvancia a 420 nm, a
temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto
de reacdo, pela produgao de purpurogalina. A atividade das
PODs foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar
de 2,47 mM'.cm (Chance & Maehley, 1955).

A atividade das GRs foi determinada pela adigdo de 100
uL de extrato enzimatico bruto a 0,9 mL de um meio de reacdo
constituido de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA
1 mM, glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e NADPH 0,1 mM
(em tampao TRIS-HCI 0,5 mM, pH 7,5), segundo Carlberg
& Mannervik (1985). O decréscimo na absorvancia a 340
nm, a temperatura de 30°C, foi medido no primeiro minuto
apos o inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™'.
cm™! (Foyer & Halliwell, 1976).

Delineamento Estatistico

O experimento foi realizado em blocos ao acaso em
esquema fatorial 2 x 2 (2 espécies x 2 concentragdes de As),
com trés repeti¢cdes. Os dados foram submetidos 8 ANOVA,
utilizando o programa estatistico “SAEG”, da Fundagao Arthur
Bernardes, da Universidade Federal de Vigosa, versdo 9.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas das duas espécies, submetidas ao tratamento
com As, sofreram acréscimos significativos nos teores de
malondialdeido (TBARS) nos 6rgaos analisados (Figura 1a).
Em Stizolobium aterrimum houve incrementos de 59% e de
81%, nas folhas e nas raizes, respectivamente. Em Canavalia
ensiformis observou-se incremento de 47% nas folhas e de
30% nas raizes. Estes efeitos toxicos do As foram observados,
também, em outras espécies, como Avena sativa (Stoeva &
Bineva, 2003), Phaseolus vulgaris (Stoeva et al., 2005), Pteris sp
(Singh et al., 2006) e em Phaseolus aureus (Singh et al., 2007).

O aumento nos teores de malondialdeido, devido a
peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados (Montillet et al.,
2005), evidencia a ocorréncia de danos as membranas celulares, as
quais sdo consideradas os principais locais de acdo de elementos
toxicos, incluindo o As (Meharg, 1993). O As induz o aumento
na produg¢do de ROIs (Cakmak & Horst, 1991), que promovem
a peroxidacao de lipidios, resultando em desorganizagao da
estrutura das membranas (Stoeva & Bineva, 2003).

O estresse oxidativo induzido pelo As pode ser regulado
pela atividade de vérias enzimas do sistema antioxidativo
(Sunkar et al., 2003; Raquel & Tena, 2005), como as dismutases
do superoxido, as peroxidases e as redutases da glutationa, as
quais mantém baixos os niveis de ROIs, colaborando para a
manutencdo da homeostase celular.

A exposicao das plantas ao As resultou em aumento na
atividade das SODs, tanto nas folhas quanto nas raizes de
ambas as espécies (Figura 1B). Em S. aterrimum observou-se
aumento de 6% e 19%, nas folhas e nas raizes, respectivamente,
e, em C. ensiformis, esse aumento foi de 15% nas folhas e de
21% nas raizes. Semelhante ao observado neste trabalho, o
aumento na atividade das SODs tem sido relatado para diversas
espécies vegetais expostas ao As, como em Zea mays (Mylona
et al, 1998), Holcus lanatus (Hartley-Whitaker ef al., 2001),
Trifolium pratense (Mascher et al., 2002), Pteris vittata (Cao
& Ma, 2004) e Phaseolus aureus (Singh et al., 2007).

O maior incremento na atividade dessa enzima, especialmente
em folhas de C. ensiformis, evidencia a produgdo de O resultante
da acdo toxica do As nas plantas. A atividade mais expressiva
da SOD em C. ensiformis proporcionou menores teores de
malondialdeido, especialmente nas folhas. Observa-se, porém,
que a a¢do dessa enzima nao foi suficiente para evitar os danos
oxidativos causados pelo As em ambas as espécies. Portanto,
a atuagdo isolada das SODs ndo ¢ suficiente para manutengao
da homeostase celular frente a peroxidacdo de lipidios, uma
vez que a agdo dessa enzima resulta na producdo de H,O,,
que também ¢ toxico e, portanto, necessita da participacdo
conjunta de outras enzimas capazes de degradar o H,0,, como
as peroxidases (Apel & Hirt, 2004).

Nas folhas e raizes de S. aterrimum expostas ao As
verificou-se decréscimos de 24 e de 27%, respectivamente,
na atividade de PODs. Em C. ensiformis, por sua vez, houve
significativos incrementos da atividade das PODs, sendo de
137% nas folhas e 11% nas raizes (Figura 1C).

A reducgdo na atividade das PODs observada em S.
aterrimum indica que o estresse oxidativo ultrapassou a
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Figura 1 - Produgdo média (+ erro padrdo) de TBARs (A), atividade das enzimas dismutases do superoxido (SODs), peroxidases (PODs) e redutases da glutationa
(GRs) (B, C e D, respectivamente), nas folhas e nas raizes de S. aterrimum e C. ensiformis, apos cinco dias de exposicdo ao As (- - 0,0 e - 1,5 mg L"),
em solucdo nutritiva. As barras representam o erro padrao da média.

capacidade de tolerancia das plantas, resultando em inibigdo
enzimatica. A inativagdo dessa enzima pode se dar pela ligagdo
do As aos seus grupos tiois (Meharg & Hartley-Whitaker, 2002)
ou via oxidagdo (Dietz, 2003). Dessa forma, admite-se que
outros mecanismos enzimaticos ¢ ndo-enzimaticos precisam
ser ativados para remogdo do excesso de H, O, nesta espécie
(Cao & Ma 2004).

O aumento na atividade de PODs, conforme observado em
plantas de C. ensiformis expostas ao As, tem sido relatado para
outras espécies, como em Trifolium pratense (Mascher et al.,
2002), Pteris vittata (Cao & Ma, 2004), Solanum lycopersicum
(Miteva et al., 2005) e Phaseolus vulgaris (Stoeva et al.,
2005) e indica ser essa enzima importante componente do
mecanismo de protecdo metabdlica contra o excesso de H,0,
em C. ensiformis.

Em S. aterrimum observou-se redugdo de 39% na
atividade das GRs nas folhas e acréscimo de 257% nas raizes.
Em C. ensiformis a atividade de GRs aumentou tanto em
folhas como em raizes, sendo de 23 e de 54%, respectivamente
(Figura 1d). As respostas enzimaticas de plantas expostas ao As
podem variar consideravelmente, podendo ocorrer aumento,
conforme observado em Brassica juncea (Khan et al., 2008), ou

reducdo, semelhante a observada em folhas de Ceratophyllum
demersum (Mishra et al., 2008).

O As pode ter contribuido para a formagao de niveis elevados
de conjugados glutationa-As nas folhas de S. aterrimum, os
quais possuem forte acdo inibitéria sobre as GRs (Foyer et al.,
1997). Outras hipoteses para explicar a reducdo na atividade
das GRs em S. aterrimum seriam a inativag¢ao desta enzima via
oxidagdo ou pela ligagdo do As aos seus grupos SH (Meharg
& Hartley-Whitaker, 2002; Dietz, 2003).

As GRs apresentam importante fungao na prote¢ao contra o
estresse oxidativo, pois participam do ciclo ascorbato-glutationa
sustentando a alta taxa de glutationa reduzida em relagdo a
glutationa oxidada (Mittler, 2002). Assim, o incremento da
atividade das GRs indica participacdo efetiva desta enzima no
metabolismo antioxidativo das duas espécies, especialmente
em C. ensiformis, sendo imprescindivel para a manutengdo da
homeostase celular.

CONCLUSOES

A peroxidagdo de lipidios aumentou nas raizes e nas
folhas das duas espécies expostas ao As, sendo que Stizolobium
aterrimum apresentou maior peroxidacdo de lipidios, tanto
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em raizes quanto em folhas. Assim, de modo geral, com
base na peroxidacao de lipidios e nas atividades das enzimas
antioxidativas, tanto nas raizes como nas folhas, conclui-se
que Canavalia ensiformis apresenta mecanismo de defesa
enzimatico sobre os ROIs ligeiramente mais eficiente do que
S. aterrimum.
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