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RESUMO

A Organizacdo Mundial de Saude tem incentivado o uso da medicina tradicional nos
sistemas de saude de forma integrada as técnicas da medicina ocidental moderna.
Contudo, destaca-se a necessidade de se garantir a seguranca, eficacia e a
qualidade dos referidos medicamentos. Assim, é de fundamental importancia investir
na pesquisa cientifica em plantas medicinais tradicionalmente utilizadas pela
populacdo, considerando-se a andlise de principios bioativos e a necessidade de um
modelo de exploracdo auto-sustentavel, através de estudos intra e interdisciplinar
(Quimica-Agronomia-Bioquimica-Farmacologia). Nativa do semiarido nordestino, a
Amburana cearensis ocorre do norte do Maranhdo até o sul da Bahia, sendo
conhecida como Amburana-de-cheiro, Cerejeira, Cumaru, dentre outras. Possui
importancia econdmica na carpintaria e perfumaria, e inestimavel valor quanto ao
uso tradicional no tratamento de enfermidades. As cascas do caule e as sementes
sdo usadas sob a forma de ch@, para o tratamento de doencas do trato respiratério
por apresentarem atividade antiinflamatéria e espasmolitica. Neste contexto, a
presente proposta teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante em sementes
de Amburana cearensis, submetidas a estresse por restricdo hidrica, por meio de
marcadores bioquimicos tais como fendis totais, capacidade sequestradora de
hidrogénio pelo DPPH e atividade de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase,
glutationa redutase, catalase e superoxido dismutase). Houve diminuicdo da
atividade antioxidante das sementes de A. cearensis durante a germinacdo em agua
gue variou entre 6,21 a 2,81%, entretanto, aumentou em sementes submetidas ao
estresse hidrico de 6,21% para 7,49% (-1,2 MPa) e para 10,00% (-1,4 MPa). Houve
uma direta relacdo entre a atividade antioxidante analisada e o conteudo de fenois
totais em extratos metandlicos de sementes de A. cearensis, nas primeiras 48 de
embebicdo em agua e uma relagéo inversa a partir deste periodo, o que nao ocorreu
guando submetida a estresse hidrico com PEG -1,4 MPa. Variacdes significativas
das atividades enzimaticas foram verificadas a partir de 48 horas de embebicdo. A
atividade da superoéxido dismutase (SOD) diminuiu acentuadamente nas sementes
submetidas ao tratamento com o PEG, em ambos os potenciais, quando
comparadas com a germinacdo em agua. A atividade das enzimas glutationa
redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPOX) apresentaram comportamentos
semelhantes, com aumento da atividade enzimatica a partir de 48 horas de
embebicdo, sendo o valor maximo de atividade em 72 horas, quando submetidas ao
estresse hidrico. A resposta enzimatica obtida neste estudo permitiu concluir que as
enzimas antioxidantes podem ser consideradas como os melhores biomarcadores
bioquimico/moleculares para avaliacdo da atividade antioxidante das sementes de A.
cearensis em resposta ao estresse hidrico durante a germinagdo e
consequentemente, ao estresse oxidativo, em sementes de A. cearensis.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Fitoquimicos bioativos. Plantas medicinais.
Enzimas antioxidantes. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

The World Health Organization has encouraged the use of traditional medicine in
health systems in an integrated techniques of western medicine. However, there is
the need to ensure the safety, efficacy and quality of these medicines. Thus, it is
extremely important to invest in scientific research on medicinal plants traditionally
used by the population, considering the analysis of bioactive principles and the need
for a model farm self-sustaining through intra-and interdisciplinary studies
(Chemistry-Biochemistry-Agronomy Pharmacology). Native semi-arid Northeast, the
Amburana cearensis occurs in northern Maranhdo to the south of Bahia, being
known as Amburana-of-smell, Cherry, Cumaru, among others. It has economic
importance in the carpentry and perfume, as invaluable and the traditional use in
treating diseases. The stem bark and seeds are used in the form of tea, for the
treatment of respiratory diseases because they have anti-inflammatory and
spasmolytic activity. In this context, this proposal was to evaluate the antioxidant
activity in seeds of Amburana cearensis subjected to stress by fluid restriction, by
means of biochemical markers such as total phenols, hydrogen capacity by DPPH
scavenging activity and antioxidant enzymes (glutathione peroxidase, glutathione
reductase, catalase and superoxide dismutase). There was a decrease of antioxidant
activity of seeds of A. cearensis during germination in water that ranged from 6.21 to
2.81%, however, increased in seeds subjected to water stress of 6.21% to 7.49% (-
1.2 MPa) and 10.00% (-1.4 MPa). There was a direct relationship between
antioxidant activity and content analyzed for total phenols in methanolic extracts of
seeds of A. cearensis the first 48 of soaking in water and an inverse relationship from
this period, which did not occur when subjected to water stress -1.4 MPa with PEG.
Significant variations of enzyme activities were observed from 48 hours of soaking.
The activity of superoxide dismutase (SOD) decreased markedly in seeds subjected
to treatment with PEG in both potential when compared with germination in water.
The activity of the enzyme glutathione reductase (GR) and glutathione peroxidase
(GPOX) showed similar, with increased enzymatic activity from 48 hours of soaking,
having maximum activity at 72 hours, when subjected to water stress. The enzymatic
response obtained in this study concluded that the antioxidant enzymes may be
regarded as the best biomarker biochemical / molecular evaluation of the antioxidant
activity of seeds of A. cearensis in response to water stress during germination and,
consequently, to oxidative stress in seeds of A. cearensis.

Keywords: antioxidant activity. Bioactive phytochemicals. Medicinal plants.
Antioxidant enzymes. Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas como medicamento provavelmente coincide com o
aparecimento do proprio homem. Relatos populares além de reportagens indicam
gue alguns animais silvestres também as utilizavam parecendo conhecer o poder
curativo para ferimentos, dores, dentre outras (PEREIRA et. al., 2008).

O trabalho que serd descrito, nas linhas que seguirdo, vai abordar os
aspectos de utilizagcdo, o processo germinativo e marcadores bioquimica da
atividade antioxidante, que envolve uma planta comumente conhecida no nordeste
brasileiro. Das diversas plantas medicinais existentes, encontra-se a Amburana
cearensis, que é uma planta, popularmente utilizada, na busca da cura de afec¢cdes
respiratorias, além de possuir a funcdo de hepatoprotetora, e outras. A funcéo
germinativa € o0 ponto mais importante para o processo de desenvolvimento e
manutencdo da planta. O aprofundamento nos estudos nesta fase de
desenvolvimento se faz necessario, pois, com isso visualizam-se as promessas de
sustentabilidade das espécies, que se encontram ameacadas de extin¢cao.

Devido a crescente busca por fitoterapicos, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), visando garantir medicamentos com bons precedentes, estabeleceu normas
para manipulacdo e divulgacédo destes, com o intuito de se obter resultados para os
reais beneficios e possiveis riscos a saude.

De acordo com o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, é
de grande importancia esta linha de estudo, para “garantir a populacao brasileira o
acesso seguro e o uso racional destas plantas e/ou fitoterapicos, promovendo o0 uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional” (BRASIL, 2007). Por essas razdes, pesquisas sobre espécies vegetais
com potencial medicinal vém sendo valorizadas, com possibilidade de descoberta de
novos principios ativos Uteis como medicamento pela populacédo, e nesse contexto,
o chamado “saber popular” (DI STASI, 1996).

Estudos tém sido conduzidos com biocompostos com caracteristicas de
antioxidantes biologicos, que sdo moléculas naturais com o poder de prevenir a
formacdo incontrolavel de radicais livres e a atividade de espécies reativas de

oxigénio (EROS), ou ainda inibir reacdes em estruturas bioldgicas. A degradacéo ou
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transformacgéo de radicais livres e atividades de espécies reativas de oxigénio pode
ser atenuada por meio de oxidacdo e da atividade de antioxidantes enddgenos,
principalmente reduzindo moléculas (LORENZI, 2002). Os niveis metabdlicos
normais de espécies reativas de oxigénio sdo mantidos pela atividade antioxidante
de diversas enzimas ou componentes celulares (LEAL et al., 2005). Porém, o
desequilibrio entre a formacdo e a remocdo dos radicais livres no organismo,
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou do aumento de espécies
oxidantes, gera um estado que favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares (AQUINO, 2005).

Para prevenir que estas lesBes oxidativas ocorram se faz necessarias
avaliacbes bioquimicas que permitam identificar e/ou demonstrar a atividade
antioxidante e enzimatica, das estruturas celulares pontuando as biomoléculas que
possam estar envolvidas nestes processos, € como podem estar se mantendo
durante todo o processo de formacgdes e remocéao dos radicais livres no organismo.
A atividade metabdlica de enzimas antioxidantes e teores fisiologicos anormais de
compostos fendlicos pode ser usada como marcadores correlacionados as situacoes
de estresse oxidativo (COSTA, 2003).

Amburana cearensis A.C. Smith (sin. Torresea cearensis Fr. Allem.)
pertencente a familia Fabaceae (Leguminoseae - Papilionoideae), sendo ao lado da
A. acreana 0s uUnicos representantes do género. Popularmente, € conhecida por
diversas designac¢des, como imburana-de-cheiro, cerejeira e cumaru, dentre outras
(MAIA, 2004). Esta espécie tem sido identificada como espécie sob risco de extingao
pela Unido Internacional para Conservacao da Natureza — UICN (LEITE, 2005), visto
gue a utilizacdo desta espécie ocorre sem nenhum manejo de conservacdo e
sustentabilidade.

A utilizacdo pela populacdo no tratamento de doencas, tendo como partes
utilizadas principalmente as cascas do caule e as sementes. As cascas do caule de
A. cearensis sao utilizadas na preparacao de “lambedos” (bebida agucarada caseira)
para o tratamento de asma, tosse e bronquite e em forma de cha por apresentar
atividade antiinflamatéria e espasmolitica. Industrialmente, a forma farmacéutica
disponivel é o xarope de cumaru (MAIA, 2004; AQUINO et al., 2005). Com o estudo
fitoquimico da casca do caule da amburana tem-se observado uma elevada
guantidade de cumarina (principal componente) e compostos fendlicos, sobretudo

flavonéides como isocampferidio, o flavondide majoritario; campferol; quercetina; 4’-
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metoxi-fisetina; afromosina; 7-hidroxi-8,4’-dimetoxi-isoflavon e os biflavonoides
amburanina, &cido protocatecuico e acido vanilico; glicosidios fendlicos, como
amburosidio A e B e esteroides glicosilados B-sitosterol e estigmasterol. (LEAL et
al., 2006).

A Amburana é uma espécie nativa do bioma Caatinga e semiarido do
nordeste brasileiro, apresentando-se como regido marcada pelas condigbes
climaticas extremas, com prolongados periodos de seca. Entretanto, a Caatinga se
destaca pela sua diversidade biolégica exuberante, abrigando espécies vegetais
adaptadas, proporcionado vastas condi¢fes de estudo e exploracdo destas espécies
vegetais para fins medicinais.

A Amburana é resistente e tolerante aos estresses por calor e seca,
apresentando como estratégia de sobrevivéncia a rapida regeneracdo de suas
estruturas aéreas tdo logo surjam as primeiras chuvas, sendo esta caracteristica
comum as espeécies vegetais nativas da Caatinga, assim como desejaveis do ponto
de vista agrondmico para a sua utilizagcdo de modo sustentavel.

Pelo exposto, o uso sustentavel desta espécie implica na aquisicdo de
conhecimento sobre os mecanismos basicos de germinacdo de suas sementes em
condi¢cbes normais e sob restricdo hidrica, visando subsidios para multiplicacdo e
producédo agrondémica, de modo a reduzir a extracao insustentavel das estruturas ou
eventualmente de toda a planta em seus habitats naturais, e promover beneficios
socioeconémicos para o sustento de muitos (pequenos) agricultores da regidao que
utilizam esta como planta medicinal e para outros fins. O presente trabalho ocorreu
em torno da avaliacdo dos estagios germinativos da Amburana buscando-se avaliar
a atividade antioxidante em sementes de Amburana cearensis, submetidas a
estresse por restricdo hidrica, por meio de marcadores bioquimicos tais como fenois
totais, capacidade sequestradora de hidrogénio pelo DPPH e atividade das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase e superoxido

dismutase.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais correspondem, incontestavelmente as mais antigas
armas empregadas no tratamento de enfermidades humanas. A dor fez com o
homem buscasse o analgésico; a doenca, o remédio. Portanto, é facil inferir que o
uso de plantas no combate a doencas seja tdo antigo quanto a propria humanidade
(OLIVEIRA e AKISUE, 2000). No contexto do desenvolvimento humano, pode-se
citar diferentes civilizacbes, como 0s gregos, romanos e egipcios que muito antes de
Cristo ja utilizavam plantas como fins medicinais (AGRA, 1994).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas regides
mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas
em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002). Houve épocas, entretanto, em que a
confianga nas virtudes das ervas diminuiu, contudo, elas mantiveram-se como fonte
indispensavel de drogas. A industria quimica farmacéutica produzia os mais diversos
tipos de farmacos, que se mostravam eficazes como medicamentos, porém com
custos cada vez mais altos deixando grande parte da populacdo mundial sem
acesso a esses beneficios. Além disso, efeitos colaterais decorrentes do uso desses
medicamentos eram cada vez mais freqlientes. Ndo existia vantagem em se tratar
rapida e eficientemente um mal, introduzindo-se outro. Os medicamentos
precisavam ser ao mesmo tempo eficazes seguros e de custo acessivel a todos
(OLIVEIRA e AKISUE, 2000).

De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo,
botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem o0s conhecimentos
sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

A vasta gama de informacbes sobre o uso de centenas de plantas como

‘remédios” em todos os lugares do mundo, leva a necessidade de se desenvolver
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meétodos que facilitem a enorme tarefa de avaliar cientificamente o valor terapéutico
de espécies vegetais. Como a maior parte da flora é ainda desconhecida do ponto
de vista quimico, bem como o saber tradicional associado a esta,
predominantemente em paises em desenvolvimento, a perda da biodiversidade e o
acelerado processo de mudancas culturais acrescentam um censo de urgéncia em

garantir o registro desse saber, inclusive para uso cientifico (ELISABETSKY, 2000).

2.2 O SEMIARIDO E A CAATINGA NORDESTINA

No contexto de utilizacdo de plantas medicinais, encontra-se o0 nordeste
brasileiro, mais precisamente o semiarido, que ocupado pelo maior bioma nordestino
a Caatinga, abriga uma diversidade bioldgica fundamental para o enriquecimento de
estudos. No ambito da flora nordestina, 0 que se vé neste bioma é uma riqueza
explorada, porém, sem os devidos manejos de sustentabilidade e preservacgao,
levando este ecossistema a riscos de desertificacdo e extingao.

O Brasil possui 385 milhdes de hectares de florestas nativas (IPEF, 2000),
sendo que o semiarido corresponde a regido Nordeste do Brasil e o norte de Minas
Gerais incluida em uma é&rea delimitada pela isoieta de 800 mm.ano™ de
precipitacdo pluvial média, coincidindo com a regido do “poligono das secas”. Ocupa
uma &area de aproximadamente 900.000km? abrangendo parte dos estados do
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e
Minas Gerais, compreendidas aproximadamente entre as coordenadas 36°- 44°30°W
e 02°50°S, em seu limite norte nos Estados do Ceara e Rio Grande do Norte, até
17°20°S, e no limite sul em Minas Gerais (GIULIETTI e QUEIROZ 2006),

representado na Figura 1.
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Figura 1- Abrangéncia do seminério nordestino no Brasil
Fonte: (BRASIL, 2005; IBGE, 2005)

Os termos semiarido e Caatinga sédo frequentemente utilizados de maneira
equivocada, gerando confusdo. O termo Caatinga deve ser empregado para o tipo
de vegetacdo caracteristica do bioma, enquanto o semiarido pode ter uma
conotacdo geografica ou politica, a primeira relacionada a regido onde predomina o
clima semiarido e a segunda a regido compreendida pelo poligono das secas
(GIULIETTI e QUEIROZ 2006).

A Caatinga é considerada o ecossistema mais explorado e degradado do
mundo, pelo uso intensivo da terra (PRADO, 2003), apresentando caracteristicas
peculiares deste bioma, demonstrando uma vegetacdo xerdfita de fisionomia e
floristica variada. Fitogeograficamente ocupa cerca de 11% do territério nacional.

As espécies da Caatinga apresentam adaptacdes morfolégicas e/ou
fisioloégicas que possibilitam a sobrevivéncia em condi¢cdes de seca. Sendo assim,
pode-se destacar o mecanismo de fechamento estomatico, a reducdo da area foliar,
a senescéncia e a caducifolia, bem como o ajustamento osmético. O déficit de agua
nos tecidos afeta todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento dos vegetais.

J4 o mecanismo de fechamento estomatico, nos horarios mais quentes do dia,
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constitui uma estratégia utilizada por muitas espécies que habitam regides aridas e
semidridas, evitando a perda excessiva de 4gua por meio da transpiracdo
(LARCHER, 2000).

As plantas quando submetidas ao estresse, sendo este de qualquer natureza
(bidtico ou abidtico) tendem a criar estratégias para poderem sobreviver, e assim
utiizam-se além das estratégias acima citadas, como também o0s processos
bioguimicos, como a atividade de enzimas e outros metabdlitos primarios e
secundarios. Desse modo, conseguem superar 0 processo de estresse sem sofrer
maiores danos.

Nesta regido, a demanda por recursos florestais em propriedades agricolas e
industriais vem crescendo a cada dia. Portanto, arvores e arbustos assumem
importante papel na economia rural. Desta forma, € importante o desenvolvimento
de protocolos de propagacao e utilizacdo de espécies nativas de uso multiplo ou de
reconhecido potencial na produgdo de compostos naturais ‘uteis’. Ou seja, que
possam ser cultivadas e manejadas sustentavelmente, agregando significativo valor
ao contexto da agricultura familiar regional, e passivel de utilizagdo em projetos de
restauracdo de areas degradadas e preservacdo do bioma Caatinga.

Algumas espécies vegetais caracteristicas da regido da Caatinga, sao
utilizadas pela populacdo como medicamento para tratar principalmente afeccdes
respiratorias. Essa utilizacdo vem sendo passada de geracédo a geracédo, e devido a
este uso populacional, € que se faz necessario maiores investigacbes com a
finalidade de caracterizar e identificar os componentes quimicos onde se observa o
poder medicinal da amburana, o que a faz estar entres as espécies mais utilizadas,

do ponto de vista medicinal.

2.3 FATORES AMBIENTAIS E ESTRESSE OXIDATIVO EM SEMENTES

2.3.1 Estresse Ambiental

Entre os fatores ambientais, a agua é o fator que mais influéncia o processo

de germinacdo. Com a absor¢do de agua, ocorre a re-hidratagdo dos tecidos e,
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consequentemente, a intensificacdo da respiracdo e de todas as outras atividades
metabdlicas, que resultam com o fornecimento de energia e nutrientes necessarios a
retomada de crescimento por parte do eixo embrionario (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000).

Muitos dos processos deletérios sofridos pelas plantas submetidas a
condicdes adversas sdao mediados por espécies reativas de oxigénio (EROS),
geradas em diferentes compartimentos celulares como consequéncia tanto do
funcionamento defeituoso de vias metabdlicas como processos fisiolégicos normais.
O efeito sinalizador ou destrutivo de EROS depende de suas concentragdes, locais
de producéo e interagdo com compostos relacionados a outros estresses na planta,
assim como do estadio de desenvolvimento da mesma (GECHEYV, 2006).

Segundo Henriques e colaboradores (2001), as protecdes celulares contra os
efeitos deletérios das EROS incluem a prevencao, a interceptacdo e a reparacao.
Onde a prevencao ocorre para evitar a formacdo, a interceptacdo neutraliza, por
meio de enzimas antioxidantes ou por antioxidantes de baixo peso molecular, como
as vitaminas C e E, carotendides, glutationa reduzida, compostos fendlicos, dentre
outros e a reparacao minimiza os efeitos das EROS.

Existem diversas situacbes ambientais capazes de produzir estresse
oxidativo, portanto, a producdo de EROS pode ser considerada como uma
caracteristica universal do estresse (CARRILLO e VALE, 2005). Os fatores
ambientais capazes de produzir estresse oxidativo podem ser classificados em
abioticos: alta irradiancia, seca, hiperoxia, hipoxia, abnodxia, deficiéncia mineral,
baixas e altas temperaturas; bioticos: infestacdo bacteriana, fangica ou viral; e
xenobidticos: herbicidas, fungicidas, contaminantes atmosféricos (SO,, NO, NO.,
oz6nio) e metais pesados. Estes Ultimos sdo de caracteristicas antropogénicas
(CARRILLO e VALLE, 2005).

2.3.2 Embebicédo e Germinacao

A germinacdo de sementes inclui diversos eventos como embebicao,
reativacdo do metabolismo, aumento na atividade respiratéria, atividade enzimatica

e de organelas, sintese de proteinas e acidos nucléicos, hidratacdo das proteinas,
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mudancas estruturais subcelulares e alongamento celular, que de modo integrado
transformam a semente com baixo teor de dgua e metabolismo reduzido em uma
estrutura com metabolismo vigoroso, culminando no crescimento do embrido
(BEWLEY e BLACK, 1994).

Fase | Fase Il Fase I
absorgao intervalo de preparacao germinacgao
de agua ativacao metabdlica crescimento

8DSE==

Conteldo de &gua, (%) peso fresco

Tolerante
a dessecacgao

Tempo de embebigao

Figura 2 - Fases de germinacao das sementes.
Fonte: (FERREIRA; BORGHETI 2004)

Os fatores ambientais necessarios para a germinacdo de sementes
guiescentes sdo a agua, a temperatura e o oxigénio. Destes, a dgua € o primeiro
requisito, sendo que a quantidade de agua necessaria é aquela que leva os tecidos
desidratados das sementes a um nivel de hidratacdo adequado para que o embrido
possa retomar o seu crescimento (PAIVA, 2007, MAYER e POLJAKOFF-MAYBER,
1978).

De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000), a 4gua é o fator que exerce a
mais determinante influéncia sobre o processo de germinacao. Da absorcdo de agua
resulta a reidratacdo dos tecidos com a consequente intensificacdo da respiracéo e
de todas as outras atividades metabdlicas que culminam com o fornecimento de
energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento por parte do eixo
embrionario.

A magnitude da embebicédo é determinada por trés fatores, a composicao da
semente, a permeabilidade do tegumento da semente, ou do fruto a agua e a
disponibilidade de agua na forma liquida ou gasosa no ambiente. A embebicéo esta

relacionada com as propriedades dos coldides e ndo com a viabilidade das
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sementes, ocorrendo igualmente em sementes vivas ou mortas; e € dependente da
temperatura, ocorrendo mais rapidamente em temperaturas mais elevadas (MAYER;
POLJAKOFF - MAYBER, 1978).

2.3.2.1 Metabolismo Germinativo

A respiragdo e a atividade metabdlica se intensificam na primeira fase, que é
a etapa de maxima absorcdo de agua, pois, esse maximo € uma propriedade dos
coldides hidrofilicos da semente, assim que a semente atinge certo grau de
hidratacdo, pois no metabolismo celular a agua é essencial.

A agua além de ser o fator iniciante da germinagéo, esta também envolvida,
direta ou indiretamente em todas as etapas do metabolismo subseqiiente. Sua
participacdo é essencial nas reagdes enzimaticas, na solubilizagcdo e no transporte
de metabolitos e como reagente de hidrolise de proteinas, carboidratos e lipideos
dos tecidos de reserva da semente (CARVALHO e NAKAGAWA, 1988; MAYER e
POLJAKOFF-MAYBER, 1989; WOODSTOCK e LAO, 1981).

Assim, o déficit hidrico, como fator limitante da producdo vegetal, ocupa
posicdo de destaque, pois afeta as relagbes hidricas nas plantas alterando o
metabolismo (NOGUEIRA et al., 2001), o que pode favorecer a biossintese de
metabalitos primarios e secundarios como resposta ao estresse hidrico.

Além da agua, as condi¢cdes de armazenamento pode ser um fator limitante
para o metabolismo germinativo das sementes, pois, durante o armazenamento as
condicbes adversas ambientais resultam no envelhecimento das sementes que
podem apresentar desde reducdo da viabilidade até a completa perda do poder
germinativo, producdo de plantulas de menor tamanho, producdo de plantulas
anormais, dentre outros (BEWLEY e BLACK, 1994).

O aumento na atividade celular ocorre a expensas das substancias de reserva
das sementes, que séo utilizadas para a producdo de metabdlicos ricos em energia
para a manutencdo dos tecidos vivos das sementes e de biossintese de novos
compostos para o reparo de estruturas danificadas pela deterioragcdo (BEWLEY e
BLACK, 1994).
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2.3.3 Aspectos ecoldgicos relacionados a germinagédo das sementes

De acordo com Bewley e Black (1994), o estresse hidrico pode reduzir tanto a
porcentagem como a velocidade de germinacdo, com uma ampla variacdo de
respostas entre as espécies, desde aquelas muito sensiveis até as mais resistentes,
sendo que estas possuem a vantagem ecoldgica de estabelecimento de plantulas
em areas onde as sementes sensiveis a seca nao podem fazé-lo. Segundo os
autores acima citados, sementes de leguminosas que possuem casca dura
apresentam maior retencdo de longevidade mesmo em condigdes estressantes.

Potenciais muito baixos, especialmente no inicio da embebigao, influenciam a
absorcao de agua, inviabilizando a sequencia dos eventos germinativos (BANSAL et
al., 1980). A deficiéncia hidrica é o fator limitante de maior significAncia a
sobrevivéncia e crescimento inicial de plantas (BLAKE, 1993).

O estresse hidrico produzido por Polietilenoglicol exerce efeitos negativos na
germinacdo e no vigor, devido ao efeito osmaotico e/ou ibnico que dificultam a
absorcao de agua ou facilitam a penetracdo de ions nas células (VAN DER MOEZEL
e BELL, 1987). Além disso, pode ser atribuido ao estresse, a diminuicdo da
germinacao, a menor mobilizacdo de reservas, menor sintese e atividade enziméatica
ou mudancas na turgescéncia celular (BRUNI e LEOPOLD, 1992; DELL’AQUILA,
1992; BEWLEY e BLACK, 1994; MACHADO NETO et al., 2006).

2.4 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias que atuam em baixas concentracfes em
substratos oxidaveis e, portanto, diminuem significativamente ou inibem a oxidacao
destes substratos (HALLIWELL, 1995, HALLIWELL e GUTERIDGE, 1989). As
sementes, em geral sdo ricas em acidos graxos essenciais, fiboras e compostos
fendlicos, que exercem atividade antioxidante. Segundo Suhaj (2006) estas
moléculas sdo agrupadas de acordo com seu mecanismo de acdo, em antioxidantes

primarios e sinergisticos. Os primarios atuam retardando ou inibindo a iniciacéo,
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podendo ainda interromper a propagacdo em cadeia dos radicais. Os sinergisticos
atuam por diversos mecanismos reacionais, reduzindo radicais fenoxil quando
associado ao &cido ascorbico ou palmitato de ascorbila. Os removedores de
oxigénio sao oxidados pela remocdo do oxigénio livre e 0s agentes complexantes
atuam sequestrando ions metalicos, essenciais para as reacfes iniciais da
autoxidacdo, neste grupo sdo utiizados o acido citrico,b 0o &cido
etilenodiaminotetracetico (EDTA) e os derivados do acido fosférico (FENNEMA,
2000).

Existem diversos compostos com acao biolégica e importante propriedades
intrinsecas como antioxidantes: a vitamina C, a vitamina E, B-caroteno, glutationa,
glutationa peroxidase, superoxido dismutase e a catalase (HALLIWELL, 1999;
EVANS, et al,. 1997; JOURDHEUIL et al.,1998; MCKENZIE et al.,1998; KRISHNA et
al., 1996), adicionalmente, incluem-se os flavonoides, alcal6ide e carotendides
(APEL e HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2005).

A destruicdo do maior numero de radicais livres e atividades de espécie de
oxigénio ocorre por meio de oxidacdo e de antioxidantes endégenos principalmente
reduzindo moléculas (LORENZI, 2002). Os niveis metabdlicos normais de espécies
reativas de oxigénio sdo mantidos pela atividade antioxidante de diversas enzimas
ou componentes celulares (LEAL et al., 2005). Porém o desequilibrio entre a
formacdo e a remocado dos radicais livres no organismo, decorrente da diminuicao
dos antioxidantes endégenos ou do aumento de espécies oxidantes, gera um estado
pro - oxidante, que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e
estruturas celulares (AQUINO, 2005).

2.4.1 Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Uma vez que tenha havido a formacdo das espécies reativas de oxigénio,
elas vado atuar nos tecidos vegetais causando danos, tantos fisiolégicos como
bioquimicos. Em destaque na Tabela 1, encontra-se 0s mecanismos de remocao
das EROS por enzimas antioxidantes, o que remove, 0s seus produtos, e os locais

de atuacao.
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Tabela 1 - Mecanismo de remocédo de EROS em células vegetais através de enzimas
antioxidantes.

Mecanismo Remove Produz Localizago celular
Cloroplasto, Citosol,
Superoxido Dismutase (7% H,0, Mitocbndria, Peroxissomo
Mitocbndria, Peroxissomo
Catalase H,0, H,0,
Varios locais
Peroxidases H,0, H,0,

Cloroplasto, Citosol,
Glutationa peroxidase H,0, H,0, Mitocondria, Reticulo
endoplasmatico

Fonte: Adaptado de Mooller et. al. (2007).

A atividade alterada de enzimas e teores fisiolégicos anormais de compostos
fendlicos pode ser usada como marcadores correlacionados a situacao de estresse
oxidativo (COSTA, 2003) e justificar caracteristicas farmacolégicas de plantas
medicinais.

Uma das estratégias que a célula usa para lidar com a formacédo de EROS e o
estresse oxidativo é agir diretamente sobre os EROS através de compostos
antioxidantes.

Pode-se afirmar que a propriedade antioxidante de vegetais se deve,
principalmente a presenca de compostos fendlicos (POKORNY, 1991). Neste
contexto, 0s vegetais que apresentam propriedade antioxidante integram o grupo
destas substancias, denominadas funcionais, por estarem potencialmente

envolvidas na reducao de risco de doencas (KROON; WILLIAMSON, 1999).

2.4.2 Compostos Fendlicos como antioxidantes

Os compostos fenodlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal,
constituem uma mistura complexa de produtos originados do metabolismo
secundario das plantas, que diferem em estrutura quimica e reatividade. Os
compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais (SHAHIDI e NACZK, 1995).

Os compostos fendlicos de plantas se enquadram em diversas categorias,

como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdicos e cindmicos),
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cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos,
sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM,
1996; SOARES, 2002).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres
e na quelacéo de metais de transi¢cao, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos séo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias. (HASLAM, 1996; SOARES,
2002; CHUN et al., 2005).

2.4.3 Enzimas antioxidantes

Enzimas antioxidantes sdo substancias que mesmo presentes em baixas
concentracfes em relacdo ao substrato oxidante, poderiam atrasar ou inibir as taxas
de oxidacao (ROCHA, et al., 2007).

2.4.3.1 Superoxido Dismutase - SOD (EC 1.15.1.1)

Nome sistemético: superoxido: superdxido oxidorredutase

As enzimas superoxido dismutase, destacam-se por serem as primeiras
enzimas que atuam na defesa do organismo, contra as espécies reativas de
oxigénio (ANTUNES-NETO et al., 2005). A funcdo das SOD é de possibilitar que
duas moléculas de O, se dismutem para formar H,O,, que é considerado um agente

antioxidante fraco Figura 3.

SOD - Cu * + O, — SOD - Cu* + O; (Reagéo 1)



30

SOD - Cu* + O+ 2H'— 3 SOD - Cu?*" + H,0; (Reacéo 2)
Figura 3 - Reag0bes de catalisagcao da Superédxido Dismutase (SOD)
Fonte: (RENZ, 2003)

O O2 pode ser produzido em qualquer local onde esteja presente uma cadeia
de transporte de elétrons. Alias, as membranas fosfolipidicas sdo impermeaveis ao
radical superdxido e, portanto é importante que a SOD esteja no local onde é
formado (ALSCHER, ERTURK e HEATH, 2002).

As SODs (Figura 4) sdo um grupo de metaloproteinas multiméricas que tém
sido classificadas em trés grupos de acordo com o componente metalico presente
em seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) ou ferro (Fe-
SOD), sendo que as Cu/Zn-SOD sao consideradas as mais abundantes em vegetais
(SCANDALIOS, 1993; MALLICK e MOHN, 2000). As Cu/Zn-SOD e algumas Mn-
SOD e Fe-SOD de procariontes sdo diméricas, enquanto que as Mn-SOD das
mitocondrias e de algumas bactérias termdfilas séo tetraméricas. Também tem sido
relatado um novo tipo de SOD que tem Ni (Ni-SOD) no sitio ativo em Streptomices e
cianobactérias. A Ni-SOD tem uma estrutura homohexamérica onde cada
subunidade estd conformada por quatro hélices, onde se localiza o sitio ativo
(WUERGES et al., 2004). A Ni-SOD apresenta baixo peso molecular, sendo este de
13.000 KDa (WUERGES et al., 2004). Apesar de tantas pesquisas serem realizadas
com esta enzima, nenhum outro substrato foi descrito quanto a sua especificidade
para o superoxido (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985).

Figura 4 - Forma biologicamente ativa da enzima Superéxido Dismutase (SOD)
Fonte: (PROTEIN DATA BANK, 2010)
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De maneira geral, as Cu/Zn-SOD sao encontradas no citosol e no estroma
dos cloroplastos (HAYAKAWA, KANEMATSU e ASADA, 1994). As Cu/Zn-SOD
possuem um peso molecular de 32.000 KDa (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985).
A isoenzima Cu/Zn-SOD, extraida de folha de Nicotiana plumbaginifolia (tabaco)
teve seu peso molecular determinado em cerca de 33,200 KDa, sendo que a

eletroforese revelou a presenca de duas subunidades iguais de 16,600 KDa.

As Mn-SOD e Fe-SOD tém sido encontradas geralmente na matriz
mitocondrial de células eucariéticas e em células procariéticas. A Mn-SOD é uma
proteina cujo peso molecular é de 40.000 KDa (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1985), quando associada a membrana tem sido observada nos cloroplastos de
algumas plantas (SEHMER e DIZENGREMEL, 1998). A Fe-SOD foi encontrada em
algumas familias de plantas superiores e esta associada principalmente aos
cloroplastos, esta isoenzima possui peso molecular de 55,850 KDa (MALLICK;
MOHN, 2000).

2.4.3.2 Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)

Nome sistematico: H,O,: H,O,oxidorredutase

A Catalase (CAT) é uma enzima que tem por funcdo catalisar a reducao do
peroxido de hidrogénio (H202) em agua (H.O) e oxigénio (O). A inibicdo da CAT
leva a um aumento das espécies reativas de oxigénio, proporcionando ao organismo
um estresse oxidativo (SILVA, et. al, 2008).

A CAT é uma enzima tetraédrica que contém grupos heme e € encontrada em
todos os organismos vivos (Figura 5). A Catalase apresenta um peso molecular de
240.000 KDa em célula animal (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985). Em plantas
existem pelo menos trés tipos de Catalases distintas, que diferem em termos de
localizacao e regulacdo biossintética (SCANDALIOS, GUAN e POLYDOROS, 1997):
(1) aquelas presentes em sistemas fotossintéticos e que tém funcdes de eliminagéo
de H,0O, durante a fotorespiracao; (2) produzidas pelo tecido vascular que tem papel
na lignificacdo e (3) abundantes em sementes e plantas novas e sua atividade é

relacionada com a remocdo do excesso de H,O, produzido pela degradacéo de
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acidos graxos no ciclo do glioxilato nos glioxissémos (VAN BREUSEGEM et al.,
2001).

Figura 5 - Forma biologicamente ativa da enzima Catalase (CAT).
Fonte: (PROTEIN DATA BANK, 2010)

As evidéncias sugerem que a CAT utiliza um mecanismo de dois estagios

tanto nas reacdes peroxidativas como nas cataliticas, Figura 6.

2H,0p, —» 2 H,O + 0Oy (Rea(;éo 3)

Figura 6 - Reacgéo catalisada pela Catalase (CAT)
Fonte: (RENZ, 2003)

No primeiro estagio o ferro do grupo heme da catalase interage com o H,0
para formar um peroxido de ferro rico em oxigénio. Este composto intermediario é
denominado componente I. Em baixas concentracdes de H.0, (< 10°M), o
componente | pode ser reduzido por uma variedade de doadores de hidrogénio (por
exemplo, etanol ou acido ascérbico). Com elevadas concentracdes de H,O,, o0
componente | reage com uma segunda molécula de H,0O, para produzir &gua e uma
molécula de oxigénio (SCANDALIOS, 1994).

2.4.3.3 Peroxidase - POX (E.C 1.11.1.7)
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Nome sistematico: doador: peréxido de hidrogénio oxidorredutase

As peroxidases (Figura 7) estdo presentes em todos o0s compartimentos
celulares e catalisam a transferéncia de elétrons ao H»O, usando diferentes
substratos reduzidos como doadores. Essa enzima possui peso molecular de 35.000
KDa (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985). As POX de plantas aumentam em
resposta a varios estresses bioticos e abioticos, participam no catabolismo de
auxinas e em processos de sintese de parede celular como a oxidacdo de fendis,
suberizacdo e lignificagcdo em plantas hospedeiras durante a reacdo de defesa
contra patégenos (SYROS et al., 2004).

O aumento de peroxidases tem sido correlacionado com mecanismos de
resisténcia em um grande numero de interacdes plantas-microrganismos
(MOHAMMADI; KAZEMI, 2002). Dentre as peroxidases de funcdes especificas na
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio estdo as peroxidases, mais
importantes denominadas de Ascorbato Peroxidase - APX (E.C.1.11.1.11) e
Glutationa Peroxidase - GPOX (E.C.1.11.1.9). Como esta presente em quase todos
0s compartimentos celulares a ascorbato peroxidase age na desintoxicacdo de
peroxido de hidrogénio. O ciclo da ascorbato-glutationa é encontrado em quase
todos os compartimentos celulares (RIZHSKY, LIANG e MITTLER, 2003).

Figura 7 - Forma biologicamante ativa da enzima Peroxidase (POX).

Fonte: (PROTEIN DATA BANK, 2010)

O ascorbato reduz o H,O, a agua pela APX e o produto monodeidroascorbato
(MDA) formado, volta a se reduzir a ascorbato por trés vias: a primeira é por causa
da dismutacdo espontdanea que sofre o MDA que produz ascorbato e
deidroascorbato (DHA); na segunda via, o MDA é reduzido enzimaticamente pela

monodeidroascorbato redutase (MDAR); numa terceira via o DHA formado da
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primeira via € reduzido a ascorbato pela deidroascorbato redutase, que utiliza
glutationa como agente redutor (Figura 8). A glutationa oxidada € regenerada pela
glutationa redutase (GR) (E.C 1.6.4.2). Tanto a GR como a MDAR consomem
NADPH + H' como fonte de elétrons para produzir os seus correspondentes
substratos (MITTLER, 2002). No ciclo 4gua-agua também tem participado da APX,
porém em uma via diferente que esta localizada no cloroplasto e atua parte do
metabolismo da fase “luminosa” da fotossintese. O O, formado pela transferéncia de
um elétron do PSI para O, é dismutado em H,0, e O, pela SOD e seguidamente o
H,O, é eliminado pela APX. O ciclo 4gua-agua utiliza elétrons da ferredoxina para
regenerar ascorbato, portanto ndo tem consumo de NADPH + H® nesta via

metabdlica (MITTLER, 2002).
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Figura 8 - Ciclo da ascorbato glutationa. (a) Ciclo agua-agua; (b) Ciclo ascorbato-glutationa; (c) Ciclo
glutationa peroxidase (d). As ROS encontram-se em vermelhas, os antioxidantes em azuis e as
enzimas removedoras de ROS em verde. Fonte: Adaptado de Mittler (2002)

2.4.3.4 Glutationa

7

A Glutationa € um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de

proteinas e protecdo celular (MEISTER, 1983).
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A forma reduzida da glutationa reduzida (GSH) mantém estdveis 0s grupos
tidis das proteinas, reduz ligacBes dissulfetos induzidas pelo estresse oxidativo,
neutraliza radicais livres, dentre outras funcdes. Por isso, a concentracao intracelular
da GSH é um indicador da capacidade da célula em manter sua homeostase, por
meio da neutralizacdo de agentes oxidantes (SOUZA e MENEZES, 2004). A Figura

9 apresenta a reacéo de acao da glutationa como agente redutor.

H,O,.NADPH + H _®SH, 2H, + NADP"

Figura 9 - Reacéo de catalisacdo da Glutationa
Fonte: (BARREIROS, 2006)

2.4.3.5 Glutationa Peroxidase - GPOX (E.C.1.11.1.9)

A Glutationa peroxidase (Figura 10) pertence a uma familia de mdaltiplas
isoenzimas que catalisam a reducdo de H;O,, hidroperoxidos organicos e
lipoperoxidos por reducéo de glutationa. A enzima € uma das poucas que contém na
sua estrutura primaria um aminoacido raro, a selenocisteina, que é codificado por
um triplete (TGA) que normalmente € um codon de terminagdo. A substituicdo do
enxofre por selénio contribui para que este aminoacido tenha um grande poder
nucleofilico e menor pK do que a cisteina. Assim a enzima GPX na qual o
aminoacido selenocisteina € considerado seu sitio catalitico, adquire um grande
potencial redox para o seu substrato (CHAUDIERE e FERRARI-ILIOU, 1999). A
enzima GPX dependente de selénio possui peso molecular de 81.000 KDa, esta
enzima € encontrada em tecidos de mamiferos em algas e fungos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985).
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Figura 10 - Forma biologicamente ativa da enzima Glutationa Peroxidase (GPOX).
Fonte: (PROTEIN DATA BANK, 2010)

Quatro grupos de GPX que contém selenocisteina tém sido identificados em
vertebrados; a GPX citosdlica; a GPX de plasma extracelular; GPX gastrointestinal;
e a fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase (PHGPX). A identificacdo da
atividade GPX, genes com seqUéncias homologas com animais, o isolamento de
uma proteina a partir de um gene de citros e a sua caracterizacdo como fosfolipidio
hidroperdxido glutationa peroxidase ndo foi conhecida em plantas até relativamente
pouco tempo (ESHDAT et al., 1997).

Atividade GPX tem sido detectada em extratos celulares de plantas
superiores utilizando H,0, e hidroperoxidos organicos como substratos. No entanto,
ao menos uma parte desta atividade pode ser devida a presenca de GST que
também é conhecido por ter alguma atividade GPX (CHURIN, SCHILLING e
BORNER, 1999). Na Figura 11 é apresentada a reac&o de reducdo do peroxido de
hidrogénio, frente & enzima glutationa peroxidase.

2 GSH + H,0, ®SMPeroXdsse  GSSG + 2 H,0

Figura 11 - Reacéo de catalisada pela Glutationa Peroxidase (GPOX)
Fonte: (BARREIROS, 2006)

2.4.3.6 Glutationa Redutase - GR (E.C 1.6.4.2)

Nome sistemético: NAD(P)H glutationa oxidorredutase
Esta enzima (Figura 12) age conjugadamente a glutationa peroxidase. A

glutationa redutase (GR) ndo remove a EROS, mas sim regenera a glutationa a sua
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forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH + H"), tendo como objetivo impedir a paralisagdo do ciclo metabdlico da
glutationa, como esté representado na Figura 13.

Figura 12 - Forma biologicamente ativa da Glutationa Redutase (GR)
Fonte: (PROTEIN DATA BANK, 2010)

Glutationa e as enzimas que fazem parte do ciclo catalitico deste peptideo
apresentam associacoes com alteragcbes dos estados antioxidantes e com o
aumento do estresse oxidativo. Estas alteracdes implicam em lesdes de DNA
gerando processos pré-mutagénicos.

A resisténcia de muitas células contra o estresse oxidativo esta associada
com elevados niveis intracelular de glutationa em sua forma reduzida (JUNIOR et al.,
2001). Conforme descrito por Rover Jr e colaboradores (2001) a enzima dependente
de selénio, a glutationa peroxidase, utiliza a glutationa (GSH) como agente redutor
no ciclo de interconverséo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSQG).
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Figura 13 - Ciclo metabdlico da Glutationa
Fonte: (MEISTER, 1983)

3 AMBURANA CEARENSIS

A Amburana cearensis (Freire Allemao) A. C. Smith, Tropical Woods, 62:30,
1940 (Figura 14) € uma espécie vegetal pertencente a divisdo Magnoliophyta
(Angiospermae), a classe das Magnoliopsida (Dicotiledonae) e ordem Fabales, é
uma espécie pertencente a Familia Fabaceae (Leguminoseae - Papilionoideae),
sendo ao lado da A. acreana o0s Unicos representantes do género. Frequentemente
existe confusdes com outra leguminosa homénima chamada Dipteryx odorata,
ambas ricas em cumarina (MAIA, 2004). E conhecida popularmente por cerejeira,
amburana, amburana-de-cheiro, angelim, baru, cabocla e imburana-cheirosa,
cerejeira-rajada, cumaré, cumaru, cumaru-de-cheiro, imburana-brava, cumaru-do-
ceara, cumbaru, cumbaru-das-caatingas, emburana, imburana, imburana-de-cheiro,
louro-inga, umburana, umburana-lisa, umburana-macho, umburana-de-cheiro,

umburana-vermelha, ishpingo, palo, trébol, roble criollo e tumi (IPEF, 2008).
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Figura 14 - A espécie Amburana cearensis: (A) Planta adulta; (B) Flores; (C) Fruto; (D) Sementes e
(E) Caule. Fonte: (LORENZZI, 1996)

Ocorre naturalmente no Nordeste do pais (Figura 15), na vegetacdo da
Caatinga, nos Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Bahia dentre
outros, e ainda no Espirito Santo e Minas Gerais na Floresta Pluvial do Vale do Rio
Doce e nos afloramentos calcéarios e matas deciduas dos Estados de Mato Grosso,
Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul e S&o Paulo. Apresenta porte regular (Figura
14 A), podendo atingir até 10m de altura na Caatinga e até 20m na Zona da mata
(CORREA, 1978; LORENZI, 1992).

Revestida por uma casca vermelho-pardacenta, folhas alternadas, com 7-12
foliolos ovados, flores brancacentas, middas e muito aromaticas. O fruto é um
legume, pendente, onde a vagem tardiamente deiscente é achatada e quase preta,
contendo uma, ou, raro, duas sementes na porcao terminal alada, achatada, rugosa
e provida de uma asa membranacea, preta, de cheiro ativo e agradavel (Figura 14 B
e 14 C). Qualquer parte da planta quando cortada e exposta ao ar durante algum
tempo, exala forte cheiro de cumarina, de onde vém um dos seus nomes vulgares
cumaru-da-caatinga (LIMA, 1989).

Em andlises morfoanatébmicas, foi possivel verificar que as sementes de A.
cearensis sdo bitegumentadas, exotestais e tem os cotilédones como principal tecido
de reserva. O tegumento é bastante rigido composto por células esclerenquimaticas,

sendo a camada externa denominada exotesta, formada por macroesclereides
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seguida por osteoesclereides e a camada interna formada pelo tégmen o que
dificulta a absorcdo de 4gua. Na analise histoquimica péde-se verificar que o amido
representa a reserva do tecido parenquimético no embrido e que ocorre consideravel
reducdo na concentracdo dessa substancia conforme a expansdo do embrido no
processo de germinacdo (TELES et al., 2008; SIMOES, 2008; LOUREIRO et al.,
2008).

A germinacdo é um dos mais comuns e eficazes processos, ja que
leguminosas germinadas sdo amplamente consumidas em todo o mundo. O
processo € influenciado por fatores externos, tais como tempo e presenca ou
auséncia de luz, ambos podem ajudar ou inibir o processo de germinagdo em
relacéo as matérias de reserva da semente (LOPEZ-AMOROS et al., 2006).

Durante a germinacgéo, algumas biomoléculas de reserva das sementes sao
mobilizadas e degradadas para serem utilizadas em processos de obtencdo de
energia e durante a sintese de novos constituintes celulares do embrido,
ocasionando alteracfes bioquimicas, nutricionais e sensoriais dessas leguminosas
(LOPEZ-AMOROS et al., 2006).

A sua arvore é considerada ornamental, devido principalmente aos ramos e
troncos que séo lisos, e vem sendo também utilizados no paisagismo e arborizacao
urbana (LORENZI; MATOS, 2002; CORREA, 1984).

Figura 15 - Distribuicdo geogréfica da Amburana cearensis
Fonte: (LORENZZI, 1992)
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Identificada como espécie sob risco de extingdo pela Unido Internacional para
Conservacdo da Natureza — UICN (International Union for Conservation of Nature —
IUCN) (LEITE, 2005), sendo, classificada por Roque (2009) e outros autores na
categoria medicinal, pois é utilizada popularmente no tratamento de varias doencas.
As cascas e as sementes da A. cearensis sao utilizadas no combate de gripe,
sinusite, dor de cabeca, dores musculares, tosse e prisdo de ventre. As sementes
sdo torradas, piladas e o p6 proveniente desse processo é aspirado pelo doente, e
por possuirem odor agradavel sdo também utilizadas como aromatizante e repelente
de insetos, para perfumar roupas e estantes, e na industria cosmética e de
perfumes. As sementes e as cascas torradas, posteriormente trituradas, reduzidas a
po, sdo usadas como “rapé” e empregadas no tratamento de sinusites (AGRA, et al.,
2007), sendo também utilizadas sob a forma de cha por apresentar atividade
antiinflamatéria e espasmolitica, e no tratamento da asma, tosse e bronquite. A
maceragdo dos frutos n’agua é usada para o tratamento de infecgbes urinarias
(AGRA, et al., 2007).

Além das sementes e do p6, a madeira € reconhecida por ser resistente e de
cheiro agradavel sendo usada pela industria de moveis na fabricacdo de mesas,
janelas, porta dentre outras. Contudo, a maior finalidade desta planta esta voltada
para utilizacdo como planta medicinal. Agra e colaboradores (2007) descreveram a
A. cearensis como a espécie referida para mais de cinco usos medicinais, de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2 - Utilizacdo da A. cearensis como planta medicinal

Doencas Casos analisados (%)
Sistema reprodutivo 39,3
Problemas menstruais 21,4
Infamacdes Ovarianas e Prostéticas 14,3
Sistema respiratério 38,6
Tratamento de bronquites 22,8
Gripes 14,0
Expectorante 7,0
Asmas e coqueluches 3,5
Doencas do estdbmago 26,5
Laxativo 17,6
Antidiarréico 14,7
Doencas hepéticas 11,8

Fonte: (AGRA, et al., 2007)
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O uso da casca do caule macerada, no vinho ou cachaga é indicado como
tbnico, no tratamento da anorexia, e quando seca e triturada em forma de po, é
aplicada contra Ulceras externas (AGRA et al., 2007). Cascas do caule também sao
utilizadas na preparacao de lambedo para o tratamento de doencgas respiratorias. O
p6 da madeira, rico em compostos fendlicos, € aplicado em tonéis de aguardente de
cana-de-acUcar para acelerar o processo de maturacdo da bebida (MAIA, 2004;
AQUINO et al., 2005). As cascas podem ser usadas na producéo de balas. As balas
sdo muito procuradas pela populacdo, pois além de potencial medicinal, possuem
sabor muito agradavel (ROQUE, 2009). De acordo com Leal e colaboradores (2003)
foram comprovadas as atividades broncodilatadora, analgésica e antiinflamatéria do
extrato hidroalcodlico das cascas do caule de A. cearensis, 0 qual demonstrou ser
isento de toxicidade em doses terapéuticas, garantindo eficacia e seguranga no
tratamento de asma, bronquite, gripes e resfriados. Um decocto ou xarope da casca
do caule é utilizado no tratamento de gripes, tosses e bronquites. Industrialmente, a
forma farmacéutica disponivel é o xarope de cumaru (MAIA, 2004; AQUINO et al.,
2005).

A A. cearensis demonstra resisténcia ou tolerancia aos estresses por calor e
seca, apresentando como estratégia de sobrevivéncia a rapida regeneracao de suas
estruturas aéreas tdo logo surjam as primeiras chuvas, sendo estas caracteristicas
desejaveis do ponto de vista agrondbmico e comum as espécies nativas da Caatinga.

O uso sustentavel desta espécie implica na aquisicdo de conhecimento sobre
0S mecanismos basicos de germinacdo de suas sementes, dentre outros, visando
multiplicacdo e producédo agronémica de modo a reduzir a extracdo nao sustentavel
das estruturas ou eventualmente de toda a planta em seus habitats naturais, e
promover beneficios socioecondmicos para o0 sustento de muitos (pequenos)

agricultores da regiao.

3.1 ESTUDOS FITOQUIMICO DA AMBURANA CEARENSIS

Estudos realizados por Leal e colaboradores (2003), visando descobrir uma fonte
alternativa renovavel e contribuir para a preservacao da A. cearensis, demonstraram

gue ha uma estreita semelhanca quimica entre as plantas silvestre e a cultivada. Ao
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analisar extratos hidroalcodlicos da casca do caule em ensaios farmacoldgicos
verificou-se que alguns de seus constituintes quimicos, demonstraram atividades
analgésicas, broncodilatora e antiinflamatéria (LEAL et al., 2003).

As Leguminosas contém varios compostos fendlicos aos quais sédo atribuidos
propriedades antioxidantes naturais, tornando-os um importante grupo de compostos
bioativos (LOPEZ-AMOROS et al., 2006). Por ser a A. cearensis uma leguminosa
com fim medicinal, e devido a sua extensiva exploracdo faz-se necessario uma
revisdo do estudo fitoquimico desta espécie, pois, o conhecimento fitoquimico desta
espécie, esta praticamente restrito ao estudo dos constituintes quimicos da casca do
caule, em razéo de ser esta parte utilizada medicinalmente (CANUTO et al., 2008).

O estudo fitoquimico da casca do caule de A. cearensis tem revelado uma
elevada presenca de cumarina (principal componente) e compostos fendlicos,
sobretudo flavonoides como isocampferidio, o flavonoide majoritario; campferol;
quercetina; 4’-metoxi-fisetina; afromosina; 7-hidroxi-8,4’-dimetoxi-isoflavona e os
biflavonoides amburanina, acido protocatecuico e acido vanilico; glicosidios
fendlicos, como amburosidio A e B e esterdides glicosilados -sitosterol e
estigmasterol (LEAL et al., 2006).

A A. cearensis, apresenta atividade hepatoprotetora (LEAL, 2006) e
neuroprotetora (LEAL et al., 2005) devido a presenca do amburosidio A, em razao
de sua acao antioxidante enquanto que a acdo broncodilatadora do isocampferidio-2
foi evidenciada pelo seu efeito relaxante muscular em traquéia de cobaias (LEAL et
al., 2006).

Quimicamente (Figura 16), a casca do caule é constituida basicamente de
cumarina (1), responsavel pelo seu odor peculiar, dos flavondides isocampferidio (6),
campferol (7) e afromosina (5), quercetina (8), 4’-metoxi-fisetina (9) pelos glicosidios
fendlicos amburosidios A (12) e B (13), dos acidos fendlicos acido vanilico (2) e
acido protocatecuico (3) acido p-hidroxi-benzéico(4), acido(E)-o-cumarico
glicosilado(15) e do estereisbmero Z- do acido o- cumarico glicosilado(16) além de
quantidades abundantes de sacarose (14) e da mistura de [-sitosterol (10) e
estigmasterol (11) (BRAVO et al.,1999; CANUTO, 2006 CANUTO, 2010). Em outros
trabalhos, onde se analisou parte do caule, por essa ser a parte mais utilizada
popularmente, (LEAL et al., 2003, 2005, 2006, 2008, 2009) revelaram que a

cumarina (1), o isocampferidio (6 ) e o amburosidio A (12) possuem efeitos
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antinflamatorio, antioxidante e broncodilatador, sendo indicados como principios

ativos da planta.

Figura 16 - Estruturas quimicas da Amburana cearensis. Cumarina (1), Acido vanilico (2),
acido protocateuico (3), acido p-hidroxi-benzéico (4), afromosina (5), isocampferidio (6), campferol
(7), quercetina (8), 4-metoxi-fisetina (9), B-sitosterol (10), estigmasterol (11), amburosidio A (12),
amburosidio B (13), sacarose(14), acido (E)-o-cumarico glicosilado(15), Z-do &cido o-cumarico
glicosilado(16). Fonte: (CANUTO, 2006, 2010)
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antioxidante, teores de fendis totais e atividade de enzimas
antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase e superdxido
dismutase), em sementes de Amburana cearensis, submetidas a estresse por

restricao hidrica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar parametros bioquimicos de cotilédones descorticados de A. cearensis

procedente da Caatinga submetidas a estresse por restricdo hidrica,

2. Determinar atividade antioxidante em cotilédones descorticados de A.

cearensis, durante a germinacao em agua e sob restricdo hidrica;

3. Quantificar compostos fendlicos totais em sementes de A. cearensis durante a

germinacao em agua e sob restricao hidrica;

4, Verificar a correlacdo entre a concentracéo de fendis totais com a medida da
atividade antioxidante de extratos de sementes de A. cearensis durante a

germinacdo em agua e sob restricdo hidrica;

5. Avaliar a atividade e o perfil eletroforético de enzimas das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase e
superéxido dismutase, em sementes de A. cearensis durante a germinacao

em agua e sob restricdo hidrica;

6. Validar o uso de marcadores bioquimicos/moleculares para avaliar estresse

oxidativo e atividade antioxidante em sementes de A. cearensis.
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5 MATERIAIS E METODOS

As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e
Biocompostos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
(LBBB/ICS/UFBA).

5.1 AMOSTRA BIOLOGICA

As sementes de Amburana cearensis (Fr. Allem) A.C. Smith, foram fornecidas
pela Embrapa/Petrolina, sendo estas coletadas no ano de 2009. Quando recebidas
as sementes foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em refrigerador a
4° C, até o momento de sua utilizagdo. O municipio de Petrolina situa-se no sertéo
de Pernambuco e possui uma area de 4.599 Km%(IBGE, 2009). O clima da regido é
do tipo Tropical Semiarido, a temperatura média anual € de 26°C, precipitacdo 535,5
mm e umidade relativa de 66% (EMBRAPA, 2009). A vegetacdo natural e

predominante é a Caatinga.

5.2 CARACTERIZACAO DO LOTE DE SEMENTES DE A. CEARENSIS

5.2.1 Teste de Germinacao

As sementes passaram pelo processo de beneficiamento manual, visando
retirar possiveis individuos que estivessem fora do padrdo visual adotado para a
realizacdo dos ensaios. Para os experimentos, foram utilizadas 5 replicatas de 20
sementes de A. cearensis, totalizando 100 sementes que foram separadas
aleatoriamente, por contagem manual. As sementes antes de serem colocadas para
embeber, sofreram desponte do lado oposto ao hilo com o objetivo de garantir uma

maior uniformidade de embebicdo na germinagdo, j& que as estas sementes
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possuem dorméncia. Os ensaios foram realizados em caixas do tipo gerbox, sendo o
substrato entre papéis (germitest) umedecido com agua destilada, na quantidade
equivalente a 3 vezes 0 peso do substrato seco. As caixas foram colocadas em
sacos plasticos transparentes e em seguida transferidas para a cémara de
germinacgdo tipo BOD, sem luz, a uma temperatura de 25°C + 1, até que as
sementes emitissem as radiculas mais ou menos aos 9 dias. Os resultados foram
expressos em porcentagem de plantulas normais, segundo as Regras para Andlise
de Sementes (BRASIL, 2009).

5.2.2 Morfometria das sementes

Para as analises morfométricas foram selecionadas 150 sementes (3
replicatas de 50 sementes de A. cearensis) aleatoriamente, onde foi medido a altura
(medida do apice a base), a largura e a espessura (regido mediana) de cada
semente com o auxilio de um paquimetro digital (Lee Tools- Electric Digital Caliper

6”). Foram verificadas dimensdes de altura, largura e espessura em mm.

5.2.3 Umidade

Para a determinacdo do teor de agua utilizou-se a metodologia sugerida em
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009), onde as sementes foram
colocadas em recipientes de aluminio medindo de 5 a 8 cm de altura e diametro de 6
cm previamente tarado e com peso de 4,5 + 0,5g. A analise foi realizada em
triplicatas. Em cada recipiente foi colocado 5 sementes, divididas em duas partes e a
partir destas, obtido o peso inicial. Em seguidas as replicatas foram colocadas em
estufa a 105°C + 1 durante 24h até atingirem o peso constante. Apds 24 horas, 0s
recipientes foram rapidamente tampados, colocados por 30 minutos em dessecador
para que esfriassem, foram pesados e os valores obtidos foram utilizados para os

célculos da umidade empregando a formula que se segue:



48

% Umidade = 100(P- p)
P-t
Onde:

P = Peso Inicial (Peso do recipiente e sua tampa mais o0 peso da semente
umida)

p = Peso Final (Peso do recipiente e sua tampa, mais o peso da semente
seca)

t = Tara (Peso do recipiente com sua tampa).

5.2.4 Peso de mil sementes

Utilizando um béquer, previamente tarado, fizeram-se pesagens de 10
repeticoes de 100 sementes (10x100) e o valor total foi somado para se obter o

Peso de 1000 sementes.

5.2.5 Lipideos Totais

Para extracdo e quantificacdo de lipideos totais, a metodologia utilizada foi a
proposta pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Realizou-se a
pesagem de 15 gramas de sementes inteiras, em seguida com um gral e um pistilo,
as sementes foram levemente trituradas. Com a amostra triturada, pesou-se
novamente e a mesma foi levada para estufa de secagem a 105°C + 1, onde
permaneceu por 24 horas. Decorridas as 24 horas em estufa, a amostra foi pesada
novamente e levada para a extracdo dos lipideos totais utilizando o aparelho de
Soxhlet, e uso de 300 mL do solvente hexano PA. Para a obtencédo dos lipideos
totais realizou-se 12 ciclos de extracdo. O extrato obtido foi coletado e colocado em
frasco pequeno de vidro (previamente pesado) e colocados em capela de exaustao
para a evaporacao do solvente.

Através da férmula: P; — Py foi calculado o teor de lipideo total nas sementes
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Lipideos totais = P1— Py
Onde:
P1= Peso do recipiente com amostra
Po= Peso do recipiente sem a amostra.

5.3 CURVA DE EMBEBICAO EM SEMENTES

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com dez
replicatas de 10 sementes por tratamento. Os tratamentos avaliados foram as
sementes embebidas em &gua, as sementes embebidas em solucdo de
Polietilenoglicol 8000 nos potenciais osmoticos de -1,2 e -1,4 MPa. Os periodos de
avaliagéo totalizaram 168 horas, sendo 12 horas para as sementes submetidas a
embebicdo em solucdo osmoética de PEG 8000 e para as sementes embebidas em
agua o periodo de avaliacdo, deu-se a cada 24 horas. Antes da montagem do teste,
as sementes passaram por desinfestacdo superficial por imersdo em solucédo de
hipoclorito de sodio a 2%, por 10 minutos e sofreram escarificacdo do lado oposto ao
hilo a fim de promover uma uniformidade na embebicdo das mesmas. Em seguida,
foram dispostas em caixas gerbox tendo como substrato papel para germinagao
umedecido em agua destilada em volume equivalente a trés vezes o0 peso do
substrato e incubadas em camara tipo B.O.D. ajustada a temperatura de 25 °C + 1,
na auséncia de luz, de acordo com as recomendacfes de Brasil (2009). Apos cada
periodo de embebicéo, as sementes foram pesadas em balanca de precisédo para a
elaboracdo da curva de embebicéo, sendo registrado além do peso, o numero de

sementes que emitiram a raiz, considerando-se este o parametro analisado.

5.4. PREPARO DO MATERIAL BIOLOGICO PARA ANALISES BIOQUIMICAS

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
trés replicatas de 20 sementes por tratamento. Para cada tratamento foi delineado 4
(quatro) periodos de embebicdo e a semente sem embeber. Os periodos

selecionados foram: sementes secas, consideradas 0 horas, 24, 48, 72 e 96h, para o



50

tratamento em 4gua e 0s mesmos para o tratamento em Polietilenoglicol 8000 (PEG
8000), nos potenciais de -1,2 e -1,4 MPa. Os potenciais de PEG foram escolhidos
baseados em trabalhos anteriormente realizados por Loureiro e colaboradores 2008,
na perspectiva de se realizar um possivel screening hidrico.

As sementes utilizadas no experimento passaram por desinfestacédo
superficial por imersdo em solugcdo de hipoclorito de sodio a 0,5% por 10 minutos,
secas em papel toalha, escarificadas por desponte na regido oposta ao hilo e
dispostas uniformemente entre substrato composto por trés folhas de papel de
germinacdo (germitest) estérii em caixas gerbox embebidos com as devidas
solucdes 3 vezes o0 peso do substrato (BRASIL, 2009). Em seguida permaneceram
em germinador ajustado a temperatura de 25°C + 1 sem luz.

A parte vegetal coletada para este experimento foram os cotilédones, os quais
passaram pelo processo de retirada dos tegumentos (descorticacao).

Apoés a coleta, os cotilédones foram desidratados por imersdo em nitrogénio
liquido e triturados até atingir uma granulometria fina, pesados, e em seguida secos
por 48 horas em liofilizador da marca Chemlab England, modelo SB5 usando bomba

de vacuo da marca Speedivac, de modelo ED 100.

5.5 ANALISES BIOQUIMICAS

Faz-se necessario ressaltar que, os cotilédones foram escolhidos como
material vegetal para as analises bioquimicas, por ser o 6érgdo da semente onde se
encontra a maior quantidade das reservas, as quais serdo mobilizadas durante o

desenvolvimento germinativo da planta.

5.5.1 Preparo dos Extratos para Determinagcdo do Teor de Fendis Totais e Atividade
Antioxidante

Os extratos foram preparados segundo Sousa e colaboradores (2007),
entretanto, algumas modificacbes foram realizadas para ajuste de protocolo para
analise de sementes, da espécie de trabalho, sendo descrito a seguir. Utilizou-se o

processo de maceracao, pesando-se 2 g da amostra para 10 mL de &lcool metilico
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(PA) a temperatura de 25°C + 1, por duas vezes consecutivas. Cada extragao foi
realizada em 24 horas. Modificou-se o tempo de extragéo de 48 horas para 24 horas
e 0 solvente utilizado. O rendimento dos extratos foi calculado usando-se a
expressdo: Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100.

O extrato obtido foi submetido ao processo de centrifugagdo por 10 min. a
13000 x g, a centrifuga utilizada foi a da marca Hettich Zentrifugen, de modelo
Universal 320R. ApGs 24 horas, os extratos foram armazenados em potes de vidro
com tampa e levados a capela de exaustdo, onde permaneceram abertos (sem as
tampas) para que o solvente fosse completamente evaporado. O pellet foi
ressuspendido com mais 10 mL de alcool metilico PA, e repetido todo o processo de

maceracao.

5.5.1.1 Atividade Antioxidante — Método do Sequestro do Radical DPPH

A capacidade antioxidante do extrato metandlico dos cotilédones das
sementes de A. cearensis foi avaliada, seguindo a metodologia proposta por Brand-
Williams e colaboradores (1995), e adaptacfes realizadas por Sousa e
colaboradores, 2007. Para realizar a quantificacdo da atividade antioxidante foi
preparada uma solucéo estoque de DPPH com concentracdo de 120 mM, da qual foi
retirada 2 mL de solucdo para obtencdo de uma solugdo com a concentracéo final
de 60 mM.

O extrato a ser analisado (1000 pg. mL'l) foi preparado dissolvendo-se
0,010mg do extrato bruto, obtido a partir do processo de maceracdo em 10 mL de
alcool metilico PA. Essa mistura foi agitada em agitador de tubos. Para a obtencéo
da solucao de trabalho foi realizada a mistura de 2 mL de cada extrato final obtido
com 4 mL de metanol PA, objetivando preparar uma solucdo com 500 pug/mL a 60
mM, sendo esta a solucéo final de trabalho. A solucéo final de trabalho foi incubada
por 30 minutos a 25°C + 1. Desta mistura foi retirado 1 mL da solucéo e feita a leitura
das absorbancias no comprimento de onda de 515 nm, em cubetas com capacidade
para 1,5mL.

No experimento em questdo foram preparadas solucdoes de trabalho com

diferentes concentragfes. Visando ajustes do protocolo utilizaram-se solugbes de
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trabalho contendo 125, 250 e 500 ug/mL de extrato. Apds analise preliminar da
atividade antioxidante foi definida 500 ug/mL a concentracao final para andlise. Isso
ocorreu por ter sido esta concentracdo a que melhor expressou valores em
porcentagem (%) de atividade antioxidante para cotilédones de sementes de A.
cearensis.

Em seguida, foram preparadas diluicdes para obtencdo das concentracdes
para a realizacéo da curva de calibragéo utilizando como padréo o acido galico. Para
a realizagéo da atividade antioxidante, utilizaram-se os valores expressos na Tabela

3 e como branco para a calibracdo do espectrofotdmetro utilizou-se o alcool metilico.

Tabela 3 - Preparo da curva de calibracé@o para determinacdo da atividade antioxidante.

Tubos
Solugbes (mL) 1 2 3 4 S 6 !
Concentracédo do acido galico 0 10 20 30 40 50 60
Solucédo de DPPH 0,00 0,85 | 1,65 | 250 3,35 | 4,15 | 5,00
Alcool metilico 500 | 4,15 | 335|250 | 1,65 | 0,85 | 0,00
Volume final 5

5.5.1.2 Determinacéo do Teor de Fendis Totais

Para quantificar os fendis totais, utilizou-se a metodologia proposta por Folin —
Ciocalteau (1927), adaptado por Sousa e colaboradores (2007). A partir dos extratos
obtidos pelo processo de maceracao, retirou-se 25mg e acrescentou-se 10 mL de
alcool metilico PA. Esta primeira solucédo foi agitada em agitador de tubos até a
dissolucdo completa da amostra. Em seguida, esta solucdo foi transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL e o seu volume aferido com alcool metilico PA para os
25 mL. Desta solucao foi retirada uma aliquota de 7,5 mL, sendo esta transferida
para um bal&o volumétrico de 10 mL, e novamente esta solucéo foi avolumada para
10 mL com alcool metilico PA. Esta Ultima solucdo foi a utlizada para a
guantificacdo dos fendis totais.

Retirou-se 100uL desta ultima solucédo e adicionou-se 500uL do reagente de
FOLIN-CIOCALTEAU e 6 mL de agua destilada. Agitada por 60 segundos, em
agitador de tubos, e apOs agitacdo, acrescentou-se 2mL de Na,CO3z a 15%, e

novamente agitada, por 30 segundos. Em seguida a solucao foi incubada por 2
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horas, ao abrigo da luz. A seguir, foram lidas as absorbancias das solugbes no

comprimento de onda de 750nm. Como branco, utilizou-se o alcool metilico.

Tabela 4 - Preparo da curva de calibracéo para andlise dos fenois totais.

Tubos

Solugbes (uL/mL) 1 2 3 4 5 6 !
Concentracao do Padréo 0 50 100 | 150 | 200 | 300 | 500
Acido Galico 0 250 | 500 | 750 | 1000 | 1500 | 2500
Agua 500 | 4,75 | 450 | 4,25 | 4,00 | 3,50 | 2,50
Volume final 5

5.5.2 Preparo dos Extratos e Quantificagdo das Proteinas Totais

As amostras apos terem sido coletadas nos periodos determinados (0, 24, 48,
72 e 96 horas), foram desidratadas por imersdo em nitrogénio liquido (N), trituradas
em cadinhos com pistilos de porcelana até que adquirissem uma granulometria de
po fino. A extracdo de proteinas foi realizada pelo método de Lowry e colaboradores
(1951) com intuito de se obter as amostras para a realizacdo da atividade enzimatica
e dos perfis isoenzimaticos.

Nos tubos contendo as amostras, foi adicionada a solucdo tampao de
extragcdo Laemmli (1970). Estes tubos foram devidamente pesados, marcados e
furados. Os mesmos, foram aquecidos em banho maria por 10 minutos. Em seguida
0os tubos contendo as amostras foram levados para uma centrifuga refrigerada
(marca Hettich Zentrifugen, modelo Universal 320 R), onde passaram pelo processo
de centrifugacao nas condicfes de 14.000 x g por 15 minutos a 4° C. ApGs obtencéo
dos extratos, a concentracdo de proteinas totais foi determinada, pelo método de
Bradford (1976), utilizando o Bio-Rad Protein Assay Kit Il. Utilizou-se a solugcédo de
albumina bovina (BSA) como padrédo. O BSA foi diluido em agua bidestilada para a
obtencdo das varias concentracdes, para o preparo da curva de calibracdo, como
representado na Tabela 11 (Anexo A). A leitura das absorbancias foi realizada no

comprimento de onda de 595 nm.
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5.5.3 Atividade Enzimética

Para a realizacéo da atividade enzimatica, foram utilizadas as mesmas partes
botanicas que foram utilizadas para todos os outros ensaios — 0s cotilédones. Estes
foram triturados na presenca de nitrogénio liquido, e todas as precauc¢fes tomadas
para evitar que houvesse desnaturacdo protéica. Apds a trituracdo as amostras,
foram levadas para a temperatura de -80°C, onde permaneceram até o momento de

serem liofilizadas.

5.5.3.1 Preparo dos Extratos

Todos os extratos foram preparados seguindo-se as recomendacdes dos Kits
enzimaticos para Catalase (CAT), Glutationa reductase (GR), Glutationa peroxidase
(GPOX) e Superoxido dismutase (SOD). Utilizou-se como tampdo extrator, o
Tampao Fosfato salino (PBS), pH 7,3 composto de: NaCl ; KCI; KH,PO, e
NaHPO,4.2H,0. Pesou-se 0,2 gramas de cada amostra, em seguida todas foram
mantidas no gelo onde permaneceram até o momento de serem centrifugadas a
4°C. A cada amostra foi adicionado 1 mL do tampao extrator, em seguida as
amostras foram centrifugadas nas seguintes condi¢fes: 15 min, a 14000 x g / 4°C.
Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e armazenado em microtubos e
imediatamente levados a temperatura de -20°C. O pellet, foi ressuspendido com 1
mL do tampéo extrator. A seguir, foram realizadas aliquotas de 2 x 500uL para a
dosagem da atividade enzimatica e 5 x 50uL para a realizacdo dos perfis

eletroforéticos.

5.5.3.2. Determinacédo da Atividade Enzimatica

As enzimas analisadas foram a Catalase (CAT), Superdxido dismutase
(SOD), Glutationa Peroxidase (GPOX) e a Glutationa Redutase (GR).
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Para a realizacdo da determinacao da atividade enzimatica utilizou-se os kits
especificos para cada enzima, sendo as dosagens realizadas pelo método Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), que € um teste quantitativo, simples,
especifico, sensivel e que requer pequeno volume de amostra. Além disso, este
teste exige procedimentos simples de extracdo se comparados aos métodos
analiticos convencionais, permitindo o processamento de um grande nuamero de
amostras em um tempo relativamente curto.

Para a realizacdo das analises das enzimas (SOD, CAT, GR e GPOX), foi
homogeneizado 0,1 g da amostra em 1 mL do tampéo do ensaio e centrifugadas a
10.000 x g por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e mantido em gelo. Para
a realizacdo da dosagem das enzimas, adicionou-se em cada poco 2 a 78 yL da
amostra ou 1 a 10 pL da solucgéo controle, sendo em seguida o volume ajustado para
78 uL com o tampéo de analise. Em seguida foram adicionados 10 pL da solucéo de
parada para a amostra de alto controle, a mistura foi incubada por 5 minutos a 25°C.
As amostras foram diluidas até obter a concentracéo necessaria para leitura da das
absorbancias de acordo com a sensibilidade do espectrofotbmetro utilizado. A
diluicdo que foi realizada para todas as amostras antes da determinacdo enzimatica

foi de 4x menos que o da matriz.

5.5.3.3 Perfil Isoenzimatico

Os perfis eletroforéticos foram realizados segundo Alfenas 2006, usando géis

de poliacrilamida e as revelac¢des foram especificas para cada enzima deste estudo.

5.5.3.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

As enzimas envolvidas na eliminacdo das EROS ocorrem em diferentes
compartimentos, havendo, portanto, diferentes isoenzimas.
O sistema utilizado foi PAGE, que se originou do inglés “Polyacrylamide Gel

Electrophoresis”, ou seja, eletroforese em gel de poliacrilamida. Este sistema é
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usado para andlise do padrdo de enzimas e outras proteinas nativas. A eletroforese
foi realizada em sistema descontinuo, onde o0s ions tamponantes do gel sao
diferentes daqueles dos eletrodos (ALFENAS, 2006).

As corridas eletroforéticas foram conduzidas verticalmente sob condi¢cdes ndo
desnaturantes. Uma corrente continua de 30 mA foi aplicada por 3 horas para cada
enzima, sendo que para a CAT e para GPOX, a corrida foi a 4°C e para a SOD e
GR a 25°C.

A concentracdo do gel de poliacrilamida variou a depender da enzima
analisada. Para avaliagdo da CAT utilizou-se o gel empilhador de 4% e o gel de
corrida de 7,5%; e para as demais enzimas GPOX, SOD, GR o gel empilhador foi de
4% e o gel de corrida de 12%. O tampdao foi preparado de acordo com Laemmli
(1970), sendo o Tris-glicina pH 8,9. Preparou-se uma solucdo estoque, composta
por tris base (31,6 g), glicina (19,95 g) e agua bidestilada (500 mL). Como esta
solucdo foi feito para estoque, o pH ficou 9,2 + 0,2. No momento de uso esta solucéo
foi diluida na proporgéo de 1:10, apo6s a diluicdo verificou-se o pH e este encontrava-

se na faixa de 8,9. No anexo B, encontra-se o quadro com as soluc¢des utilizadas.

5.5.3.3.2 Revelacéo

Para a revelacdo e avaliacdo das bandas das isoenzimas das enzimas
antioxidantes (CAT, GPOX, SOD, GR) utilizou-se a metodologia sugerida por
Alfenas (2006), sendo realizadas algumas modificacbes quando necesséarias para

adaptacao do protocolo a enzima analisada.

5.5.3.3.2.1 Superoxido Dismutase (SOD)

Nome sistematico: superdxido: superoxido oxidorredutase EC 1.15.1.1.

A revelacdo das bandas correspondentes a enzima Figura 30, (Anexo C) ocorre
guando se aplica a riboflavina e esta por fotdlise, busca um elétron para o O,
resultando o ion superéxido, O,. Este ion vai atuar como redutor. O 3-4,5-
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Dimetiltetrazdlio (MTT) utilizado na solucdo A vai ser reduzido a respectiva
formazana (ALFENAS, 2006).
A revelacdo ocorreu pelo sistema Tetrazolio, onde a solu¢do A, composta de

(tampao fosfato 50 mM, pH 7,5 mais 20 mg de MTT) foi aplicada ao gel apds a
eletroforese. O gel ficou incubado nesta primeira solugcdo por 20 minutos ao abrigo
da luz. Passado o periodo de incubacéo na solucdo A, o gel foi lavado rapidamente
com agua destilada e imerso na a solucdo B, composta de tampao fosfato 50 mM,
pH 7,5 contendo 0,4 mL de tetrametil diaminoetileno - TEMED e 1mg de riboflavina,
sob iluminacdo por 15 minutos ou até aparecerem as bandas acromaticas. Para
paralisar a reagéo o gel foi lavado e colocado na solucdo de &cido acético durante
10 minutos tanto para corar, quanto para descorar. O gel foi lavado e fixado em
solucdo aquosa de glicerol a 10%. As composicOes das solucdes utilizadas neste

procedimento encontram-se nos quadros no anexo D.

5.5.3.3.2.2 Glutationa Redutase (GR)

Nome sistematico: NAD(P)H glutationa oxidada oxidorredutase EC 1.6.4.2.

A reacao de identificacdo Figura 31, (Anexo C) se da quando GSH juntamente
com o Ditiobis, que € um reagente apreciado para tiois; reagem e produzem GS-S-
Ar e HSAr (ALFENAS, 2006). A revelacdo desta enzima ocorre utilizando a solucéo
A, composta de tampao Tris 0,2M, pH 8,0; Na,EDTA; Ditiobis; GSSG e NADPH. Os
trés primeiros reagentes foram misturados e aquecidos até que todo o soluto fosse
dissolvido, em seguida a temperatura foi diminuida para 45 °C * 2 e adicionado os
dois udltimos reagentes, e a solucdo B composta de suspensdo de Agar e agua
destilada que também foi aquecida até o ponto de fervura, para que também todo o
soluto fosse dissolvido, e em seguida esta teve a sua temperatura diminuida para 45
°C = 2. O gel foi embebido nestas solucdes e incubado ao abrigo da luz. As bandas

aparecem num espaco de tempo variando de 1 (uma) a 2 (duas) horas.

5.5.3.3.2.3 Glutationa Peroxidase (GPOX)
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Nome sisteméatico: doador: peroxido de hidrogénio oxidorredutase EC 1.11.1.7

A reacao ocorre quando o doador se junta ao peréxido de hidrogénio (H205),
produzindo um doador oxidado e duas moléculas de 4gua (2H,0) (ALFENAS, 2006).

A revelacdo Figura 32 (Anexo C) procedeu-se quando o doador
Tetrametilbenzidina (TMBZ) reagiu com a solugdo denominada tamp&o acetato
0,1M, pH 4,5 e &lcool metilico (MeOH), formando a solugcdo A. Esta solucéo final foi
aplicada ao gel da eletroforese, sendo em seguida incubado ao abrigo da luz, a
temperatura de 30°C + 1, por 30 minutos. Apés o periodo de incubacdo na solucéo
A, foi adicionado ao gel a solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% (H.O, 3%)
denominada solucdo B, agitando bem, para homogeneizacdo. As bandas
apareceram em poucos minutos. Apos o registro, o gel foi fixado em solugcédo aquosa

de glicerol 10%.

5.5.3.3.2.4 Catalase (CAT)

Nome sistematico: H,O,: H,O, oxidorredutase EC 1.11.1.6.

A revelacao das bandas da catalase Figura 33, (Anexo C) ocorre em funcao
da oxidacdo ou nao do tiossulfato pelo peréxido de hidrogénio. Quando na auséncia
de catalase o tiossulfato é oxidado pelo H,O, verificando-se, bandas incolores em
fundo azul (coloracdo negativa). Na presenca da catalase, o H,O, é transformado
enzimaticamente e o tiossulfato ndo sera oxidado (ALFENAS, 2006). As
composicdes das solucdes utilizadas neste procedimento encontram-se nas tabelas
no Anexo D.

Para a revelacdo da catalase foram preparadas duas solucdes, A e B. A
solucdo A continha tiossulfato de sédio 60 mM, e H,O, a 3% e a solucdo B, foi
preparada com iodeto de potassio 90 mM e acido acético glacial. O gel foi incubado
na solucdo A e permaneceu por 30 segundo, em seguida foi descartada esta
solucéo e o gel embebido na solucdo B. A enzima catalase € uma enzima que por

caracteristica a sua revelacao é fugaz.

5.5 ANALISES DOS DADOS
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Apos a finalizagdo dos experimentos os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e regressao polinomial ao nivel de probabilidade de 5%.
Utilizou-se para este processamento de dados o programa SISVAR versédo 5.0
(FERREIRA, 2000).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DO LOTE DE SEMENTES

A caracterizagdo do lote de sementes de A. cearensis foi realizada através de
analises fisico-quimicas e ensaios fisioldgicos. As sementes apresentaram 96% de
germinabilidade, valor médio de 428,99 de peso em mil sementes e 9,23% de
umidade. A umidade determinada para esta amostra foi superior ao encontrado por
Mendes e colaboradores (2007) que foi de 7,45% quando analisadas sob as
mesmas condi¢cdes de trabalho.

A extracdo e quantificacdo dos lipideos totais (27,4%) demonstraram valor
inferior ao da semente de outras leguminosas em resultados obtidos por Abdalla e
colaboradores (2008) tais como Arachis hypogaea (amendoim), que apresentou
valor (49%) de lipideos totais. As diferencas encontradas nos valores, além de
outras pode estar relacionada com a metodologia utilizada em ambos os trabalhos.

Para complementar a caracterizacdo do lote foi realizada a morfometria das
sementes e os resultados obtidos, descritos na Tabela 5, estdo de acordo com o0s
resultados obtidos por Mendes e colaboradores (2007) que avaliaram as sementes
de A. cearensis e descreveram médias de 14,4 mm para a altura, 10,4 mm para a
largura e 4,7 mm de espessura. Cunha e colaboradores (2003), também
encontraram valores semelhantes aos verificados neste trabalho para a altura,
largura e espessura das sementes, que variaram entre 12,55mm a 17 mm altura,
10,50mm; 8,35mm a 11,50mm largura, e ainda 1,25 mm a 3,10mm espessura,

respectivamente.
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Tabela 5 - Andlise biométrica das sementes de Amburana cearensis.

Altura Largura Espessura
Valor médio (mm) 14,41 +0,07 10,23+0,09 4,63+0,05
Coeficiente de variacao (%) 9,36 8,16 8,93

Os resultados dos ensaios fisiolégicos, realizados com o lote das sementes
de A. cearensis indicaram sementes adequadas a realizacdo dos experimentos, com
96% de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG) de 5,17 sementes.
dia™ e coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG) de 1,8 dias™, obtendo-se
um lote com boa viabilidade, quando comparados aos dados obtidos por Guedes et
al., (2008), quando avaliaram o indice de velocidade de germinacdo das sementes
de A. cearensis submetidas a diferentes substratos, nos quais foram registrados

valores entre 0,00 a 1,55 sementes.dia™ nas mesmas condicées.

6.2 CURVA DE EMBEBICAO

Verificou-se diferenca entre as curvas para as sementes submetidas a
embebicdo em agua e em polietilenoglicol 8000 nos potenciais de -1,2 e -1,4 MPa.
Analisando-se a curva de embebicdo em agua das sementes verificou-se o padrao
trifasico de acordo com o modelo proposto por Bewley e Black (1994). Para estas
sementes de A. cearensis a Fase | foi registrada entre os periodos de 0 a 48 horas,
tendo as sementes aumentadas em 62,31% do seu peso inicial. Esta Fase é
caracterizada pela rapida absorcdo de agua, e ocorre como consequéncia do
potencial matricial dos varios tecidos da semente, resultando em um significativo
aumento no peso das mesmas (Figura 17). A curva de embebicao foi realizada, no
intuito de se obter os periodos para a realizacdo das coletas, que seriam utilizadas
para as analises bioquimicas.

Albuquergue e colaboradores (2009), estudando a atividade enziméatica
durante a germinacdo de sementes de Bowdichia virgilioides puderam verificar que
Fase | do processo de embebicdo ocorreu nas primeiras 20 horas. Se comparada a
curva de embebicdo desta espécie também pertencente a familia leguminosae como

a A. cearensis, € possivel afirmar que a Fase | para as sementes analisadas foi
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relativamente longa. No entanto, este resultado pode ser atribuido a forma pela qual
as sementes de ambas as espécies passaram pelo processo de escarificacdo. As
sementes de B. virgilioides sofreram escarificagdo quimica com acido sulfarico,
tendo toda a camada superficial do seu tegumento retirada, j& as sementes de A.
cearensis analisadas sofreram desponte ao lado oposto do hilo. Portanto, estas
diferencas na velocidade de embebicdo podem ser atribuidas ao fato de serem
espécies distintas, porém da mesma familia, como também ao tamanho da
superficie de contato entre as sementes e o substrato, como descrito por Carvalho e
Nakagawa, (2000).
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Figura 17 - Curva de embebicéo e germinacdo de sementes de Amburana cearensis.

De acordo com Seiffert (2003), este rapido ganho de umidade verificado na

Fase | em relacdo as outras Fases se deve, provavelmente, a presenca de matrizes

hidrofilicas, como proteinas. Marcos Filho (2005) descreveu que, nessa Fase

surgem o0s primeiros sinais da reativacdo do metabolismo, com aumento acentuado

da atividade respiratéria, liberacdo de energia para a germinacdo e ativacdo de
enzimas.

No periodo compreendido entre 48 a 96 horas verificou-se a Fase Il, na qual

a absorcédo de agua se deu mais lentamente, com um pequeno aumento Nno peso

das sementes (Figura 17A). De acordo com Bewley e Black (1994), é necessaria
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uma diminuicdo da absor¢do de 4gua para a mobilizacdo das substancias que foram
metabolizadas na Fase | da regido de reserva para os tecidos meristematicos.

As sementes submetidas a embebicdo em PEG 8000 apresentaram um
retardamento no processo de embebicdo, no entanto, pela quantidade de agua
absorvida pelas mesmas, durante todo o processo, pode-se concluir que nao
atingiram a Fase Il do processo de embebicdo, portanto, a solucdo de
Polietilenoglicol 8000, nas concentracdes utilizadas (potenciais de -1,2 e -1,4 MPa)
promoveram uma severa restricdo hidrica e estresse as sementes de A. cearensis.

Para atingir o inicio da Fase Il (48 horas de embebicdo) as sementes de A.
cearensis embebidas em agua aumentaram 62,31% do seu peso inicial, ja as
sementes submetidas a restricao hidrica nos potenciais de -1,2 e -1,4 MPa atingiram
respectivamente 47,54% e 44,03 % do seu peso inicial ao final das 180 horas de
embebicdo sendo, portanto, impedidas de continuarem o processo germinativo.

Ja a Fase lll, na qual ocorre a protrusdo da raiz primaria, foi verificada a
partir das 96 horas de embebicdo, caracterizando-se assim a germinacdo das
sementes de A. cearensis, apesar destas sementes terem iniciado a sua germinacao
a partir das 96 horas de embebicdo, neste periodo apresentaram somente 5% de
germinacao.

Assim € possivel confirmar que a agua é um fator limitante de maior
significancia para sobrevivéncia e crescimento inicial de plantas e que neste caso, 0s
potenciais utilizados afetaram a germinacéo provocando atraso no inicio do processo

e restricao hidrica.

6.3 ANALISES BIOQUIMICAS

6.3.1 Atividade antioxidante — Método sequestro do radical DPPH

Para a andlise da atividade antioxidante utilizou-se a capacidade de
sequestrar radicais livres em relacdo ao radical 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH),
esta técnica foi escolhida por se tratar de uma metodologia simples, rapida e

sensivel. Na Figura 18 estd demonstrando a reacdo que ocorreu durante 0 processo,
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na figura da esquerda se tem a estrutura do radical DPPH antes de reagir com

antioxidante e na direita depois da reacgéo do radical com antioxidante.

N
Ne + AH —* NH +  A-
ON N2 ON \/‘\(\();
ﬁ /
NO; NO;
DPPH DPPH-H

Figura 18 - Estrutura do DPPH antes e depois da reagdo com o
antioxidante (AH) Fonte: arupiv. wordpress.com (2009)

Ao determinar a atividade antioxidante das sementes de A. cearensis apos a
embebicdo em agua e em polietilenoglicol nos potenciais de -1,2 e -1,4 MPa, através
do método de sequestro do radical DPPH, verificou-se, que a concentracdo de
500pug.mL™* de extrato, foi a mais adequada para andlise da atividade antioxidante da
espécie em estudo tendo em vista os valores de atividade antioxidante apresentados
pelas sementes secas, durante a germinacdo e quando da embebicdo nos dois
potenciais de Polietilenoglicol utilizados (Figura 19). Os resultados obtidos foram
expressos em porcentagem de atividade antioxidante, pois ndo foi possivel realizar o
calculo do ECsy que corresponde a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentracéo inicial de DPPH em 50%.

Estudos realizados por Sousa e colaboradores (2007), em cascas e folhas de
cinco plantas medicinais (Terminalia brasiliensis Camb. Terminalia fagifolia Mart. Et
Zucc, Cenostigma macrophyllum Tul. Var acuminata Teles Freire, Qualea grandiflora
Mart. e Copernicia prunifera (Miller) H.E.Moore a quantidade de extrato necessaria
para decrescer a concentracdo inicial do DPPH variou de 27,59 a 111,14 pg.mL,
diferiu do valor utilizado neste trabalho. Os valores de atividade antioxidante (Figura
19) variou entre 6,21% (semente seca) a 10,02 % (96 horas em PEG -1,2 MPa),
diminuindo para 7,49 e 2,99%, no periodo de 96 horas em PEG -1,4 MPa e durante

a germinacao em agua.
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Figura 19 - Atividade antioxidante em sementes
de A. cearensis durante a germinagcdo em agua
e sob restricdo hidrica nos potenciais de -1,2 e -
1,4 MPa em PEG 8000.

Sousa e colaboradores (2007) descreveram que a atividade antioxidante das
cascas e folhas analisadas variou de 27,59 a 111,14 pg. mL™. Estes resultados
diferem dos obtidos no presente trabalho, pois, as analises realizadas pelos autores,
apresentaram um ECsp > 50%, enquanto que, neste estudo, o0 ECso ndo pode ser
calculado devido a baixa atividade antioxidante apresentada pelas sementes de A.
cearensis e quando as sementes foram embebidas em agua a atividade antioxidante
diminuiu de 6,21%, (sementes secas), para 3,51 e 2,81 % nos periodos de 24 a 48
horas respectivamente sendo este valor reduzido ainda mais nos periodos de 72 e
um discreto aumento em 96 horas para 2, 81 e 2,99%. Porém ressalta-se que as
condi¢Bes analisadas nos dois experimentos séo diferenciadas, desde a utilizacéo
do solvente de extracao, as partes botanicas analisadas.

No tratamento em PEG 8000 a -1,2 MPa a relacdo estabelecida entre as
sementes embebidas e as sementes sem embeber foi menor, tendo diminuido de
6,21%, nas sementes sem embeber, para 4,40 e 4,54 % nos periodos de 24 e 48
horas; o valor reduziu para 3,87% em 72 horas e voltou a aumentar em 96 horas
para 7,49% de atividade antioxidante. Nestes resultados observa-se que o estresse
hidrico provocado por este potencial, promoveu também um estresse oxidativo e que

nesta espécie pode ser combatido através do aumento na biossintese de
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biomoléculas com potencial antioxidante que atuaram assim, na diminuicdo deste
tipo de estresse.

Contudo, foi possivel verificar no tratamento onde as sementes foram
embebidas em PEG 8000 a -1,4 MPa que a atividade antioxidante das sementes
sem embeber, reduziu de 6,21 para 4,52 % em 24 horas e para 4,48% em 48 horas
de embebicéo, enquanto que em 72 horas e 96 horas a atividade antioxidante voltou
a aumentar para 9,53 e 10,02 % respectivamente.

Essas alteracdes de valores podem estar relacionadas a diversos fatores
influenciadores desta atividade nas sementes de A. cearensis. Um deles pode ser
devido a espécie em estudo ser uma espécie florestal. O outro pode ser o descrito
por Lépez - Amorés e colaboradores (2007), para outra espécie, onde relataram que
ap6s um periodo de germinacdo de quatro e seis dias, sementes de feijao
apresentaram maior atividade antioxidante do que as sementes antes da
germinacdo, como os resultados obtidos para A. cearensis.

Fatores como o tempo e luz parecem influenciar a producdo de compostos
com atividade antioxidante e nestes estudos verificou-se que 0os maiores valores de
atividade antioxidante foram obtidos apds seis dias de embebicédo e na auséncia de
luz. Analisado os resultados obtidos para as ervilhas, o aumento da germinacéo,
aumentou a acdo antioxidante desde o inicio da embebicdo, sendo que este
aumento foi mais significativo apds quatro dias de embebicdo e na presenca da luz,
resultados diferentes dos obtidos com A. cearensis quando da germinacdo em agua.

Estes autores também demonstraram que a germinacdo modificou a
capacidade antioxidante de lentilhas em um sentido negativo, uma vez que as
sementes de lentilha antes da germinacdo apresentaram maiores valores de
atividade antioxidante do que quando submetidas ao processo de germinacao.
Resultados semelhantes aos obtidos com A. cearensis, pois se pode verificar que
durante a germinacdo ha uma diminui¢do da atividade antioxidante em mais de 50%,
entretanto, com a restricdo hidrica houve um aumento desta atividade de 6,21%
para 7,49% e 10,02% quando da embebicio em PEG -1,2 e -1,4 MPa
respectivamente. Isto ocorreu, pois nestes potenciais ndo houve germinacédo e as
sementes ndo passaram da Fase | da curva de embebicédo, apesar do aumento da
atividade antioxidante.

Oliveira e colaboradores (2009) apresentaram uma ampla reviséo bibliogréafica

da capacidade antioxidante de varios produtos, inclusive de sementes,
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demonstrando que as mesmas sdo fontes alternativas naturais de antioxidantes,
como as sementes de Vigna unguiculata (feijdo-fradinho), onde todos os extratos
estudados apresentaram atividade antioxidante, superiores ao do presente estudo,
variando de 74,3 a 84,6%.

Bulbovas e colaboradores (2005) avaliando a variagdo sazonal de
antioxidantes em folhas de plantas jovens de Caesalpinia echinata (pau brasil)
encontraram atividade antioxidante elevada. Os autores verificaram ainda que as
variacdes nos valores de atividade antioxidante nessa planta ocorreram em resposta

as variacdes sazonais nos fatores do ambiente monitorado.

6.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Ao analisar a Figura 20, verifica-se que ha uma maior concentracdo de
fendis totais nas sementes que ndo passaram pelo processo de embebicdo devido
ao estresse hidrico, com um ligeiro decréscimo entre 24 e 48 horas, e um aumento
minimo em 72 e 96 horas de embebicdo, quando comparado com as sementes
secas. Entretanto, a analise dos resultados permite inferir, que ndo ha diferenca
significativa p<5%, entre os teores de fendis totais durante a germinacdo em agua e

em sementes secas da A. cearensis.
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Figura 20 - Andlise do contelido de fendis totais
nas sementes de A. cearensis durante a
germinagdo em agua e sob restricdo hidrica nos
potenciais de -1,2 e -1,4 MPa em PEG 8000.

Os resultados obtidos com as amostras apos os tratamentos em PEG -1,2 e
PEG -1,4 MPa, pode-se verificar que o estresse hidrico induzido promove alteracao
na composicdo de compostos fendlicos, pois, os resultados foram aumentados
frente a germinacdo em agua. Em PEG -1,2 MPa ha uma aumento significativo, no
contetdo de fendis totais no periodo entre 72 horas e 96 horas (34,75 pg.g™?), e para
PEG -1,4 MPa o aumento foi de 48 para 72 horas (43,03 ug.g™?), sendo que o teor
de compostos fendlicos em 96 horas ndo difere significativamente nos dois
potenciais com 5% de probabilidade. Entretanto, o comportamento para a atividade
antioxidante é diferente nos dois potenciais, sendo que em PEG -1,2 MPa a
tendéncia da curva se assemelha ao da germinacdo em agua, pois a porcentagem
de atividade antioxidante diminui de 0 a 24 horas, tendo um ligeiro aumento em 48
horas e diminuindo a partir deste periodo até 96 horas, onde pbéde-se verificar uma
média de variacao de 6,21 para 2,99 % de atividade antioxidante.

Portanto, os resultados verificados quando do tratamento em PEG -1,4 MPa
diferem dos resultados obtidos com PEG -1,2 MPa, sendo que em PEG -1,4 MPa o
periodo no qual se verificou um aumento no teor de fendis totais foi em 72 horas
com 43,030 pg.g*, diminuindo com 96 horas para valores muito préximos aos
verificados com PEG -1,2 MPa, enquanto que para a atividade antioxidante,

manteve o perfil semelhante ao tratamento com PEG -1,4 MPa, onde a porcentagem
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de atividade antioxidante variou de 4,52 em 24 horas para 10,02 % em 96 horas.
Assim a falta de &gua para que as sementes germinem promove um estresse
oxidativo, e apartir deste sdo produzidas biomoléculas que ndo sdo compostos
fendlicos para fazer frente a este estresse, principalmente na restricdo hidrica como
a verificada em PEG -1,4 MPa.

A analise estatistica aplicada para a andalise dos dados foi o teste ANAVA,
onde este demonstrou que houve significancia estatistica com 5% de probabilidade,
entre a atividade antioxidante e o teor de fendis totais, a depender dos tratamentos

como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia para analise da atividade antioxidante e do teor de fendis
totais entre os periodos de embebicdo das sementes de A. cearensis em agua.

Periodos de GL Quadrado médio
embebicéo Atividade Compostos
(Horas) Antioxidante Fendlicos

0 0, 000 0, 000
24 0, 906 "° 29, 431*
48 2 0, 554 "° 14, 869 *
72 39, 107* 445, 733"
96 37, 966 * 140, 340™
Erro 6

*significativo a 5%, "° n&o significativo.

Verificou-se a ocorréncia de uma correlagéo negativa R?= - 0,076, com indice
de confianca variando entre 0,90 a 0,86 entre a atividade antioxidante analisada e o
teor de fendis totais em A. cearensis nas primeiras 48 horas de embebicdo em agua
e uma correlacéo inversa (ou diferente) a partir deste periodo, pois, a concentracao
de compostos fendlicos aumentou, enquanto, quase ndo houve variagdo na
porcentagem de atividade antioxidante neste tratamento (Figura 19).

Apés a andlise estatistica de correlacdo entre os dados obtidos da atividade
antioxidante e dos compostos fendlicos, verificou-se que ndo ha uma relacdo direta
entre o teor de fendis totais e a atividade antioxidante durante a restricdo hidrica em
PEG -1,4 MPa.

Na Tabela 7, encontram-se o0s resultados obtidos quanto a atividade
antioxidante quando comparada com o conteudo de fendis totais apds a realizacéo
do teste estatistico ANAVA, para os tratamentos aos quais as sementes de A.
cearensis foram submetidas. Verificou-se que nos tratamentos em agua e em PEG -

1,4 MPa, houve diferenca significativa, enquanto que para o tratamento em PEG —
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1,2 MPa, néo foi verificado diferenca estatistica, para a atividade antioxidante em
relacdo aos conteudos de fendis totais.
Tabela 7 - Resumo da andlise de variancia para atividade antioxidante e teor de fendis totais dos

cotilédones de sementes de A. cearensis durante a germinacao em agua e nos potenciais de -1,2 e -
1,4 MPa em PEG 8000.

Potencial osmoético GL Quadrado médio
(MPa) Atividade Antioxidante Compostos Fendlicos
0,0 5.608 " 20.019*
-1,2 4 6.805 ™ 101.098 "™
-1,4 21.452 ™ 288.767*
Erro 10

*significativo a 5%, ™ ndo significativo.

Os resultados deste estudo diferem dos dados apresentados por Sousa e
colaboradores (2007), em ensaios com folhas de Cenostigma macrophyllum
(Leguminosae - Caesalpinioideae), onde encontraram valores para fendis totais e
atividade antioxidante de 66,14 mg.g (peso seco) e 78,45 (ug.mL™). Isto pode ser
explicado por se tratar de espécies e partes botanicas diferentes. Entretanto, é
possivel verificar a maior acdo antioxidante demonstrada pela atividade captadora
de radical verificada nesta amostra, sugerindo assim, que ha uma relacao direta
entre fendis totais e atividade antioxidante neste estudo, enquanto que no estudo
realizado com A. cearensis, encontrou-se 21,61 mg.g (peso seco) e 6,21% para
fendis totais e atividade antioxidante respectivamente em sementes secas e
submetidas a estresse hidrico. Portanto, é possivel afirmar que em sementes de A.
cearensis, a atividade antioxidante e teor de compostos fenolicos ndo séao elevados,
mesmo quando as sementes sdo submetidas a estresse abiotico (hidrico),
diferentemente do demonstrado em outros trabalhos, como os de Leal (2006), em
gue, foi verificada uma alta atividade antioxidante, a partir das cascas do caule da A.
cearensis. Entretanto, ressalta-se que este resultado, quando comparado com o
valor verificado nas sementes secas, € superior em mais de 50% com a restricdo
hidrica causada em PEG a -1,4 MPa e de 20% em PEG -1,2 MPa. Isto, realmente
pode estar relacionado com estresse hidrico pelo qual as sementes de A. cearensis
foram submetidas neste trabalho. Assim, pode-se afirmar ao analisar os dados, que
guanto maior o estresse hidrico, maior serd a o estresse oxidativo e assim maior
sera a atividade antioxidante em sementes de A. cearensis.

A relacéo entre o teor de fendis totais e a capacidade de sequestrar radicais

livres pode sim estar correlacionada, visto que na literatura encontra-se abundancia
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de trabalhos relatando essa discussdo. Porém as informacdes sdo bastante
contraditérias. A correlacdo entre fendis totais e a capacidade antioxidante pode
depender do método escolhido e também das caracteristicas hidrofébicas ou
hidrofilicas do sistema teste e dos antioxidantes testados (ROESLER et al., 2007).

Segundo Roesler e colaboradores (2007), outros compostos como &cido
ascorbico e carotendides, mesmo quando ndo mensurados, podem estar presentes
nos extratos estudados e contribuirem para o potencial antioxidante dos extratos.
Isto faz validar a suposicdo de que nem sempre o teor de fendis totais esta
relacionado com a atividade antioxidante. Esta resposta pode ser atestada por este
trabalho, ao se analisar os valores expressos na Tabela 8.

Tabela 8 - Teor de fendis totais (FT) e atividade antioxidante (AA) dos cotilédones de sementes de A.
cearensis durante a germinacdo em agua e sob restricdo hidrica nos potenciais de -1,2 e -1,4 MPa
em PEG 8000 em diferentes periodos de embebicao (0, 24, 48, 72, 84 e 96 horas).

AMOSTRAS FT (mg de EAG/g extrato Atividade Antioxidante
(horas) MeOH + DP) (%)
Agua PEG -1,2 PEG -1,4 Agua PEG-12 PEG-14
0 2161+35 2161+35 2161+35 6,21+75 621+75 6,21+75
24 1859+1,3 2182+52 2485+42 351+16 440+27 452+13
48 17,78+19 2182+3,0 2141+19 3,77+1,0 454+21 4,48+04
72 2202+2,1 2182+95 4303+66 281+11 387+0,2 953+4,1
96 2404+23 34,75+114 36,77+£39 299+05 749+21 10,02+1,9

6.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Igualmente ao teste aplicado para analise dos compostos fendlicos e atividade
antioxidante, para a analise das enzimas antioxidante utilizou-se o teste comparativo
ANAVA, onde na Tabela 9, encontra-se o resumo da atividade das enzimas
analisadas durante os periodos de embebicdo. Verificou-se que a partir de 48 horas
as enzimas SOD e GR, apresentaram atividade enzimatica significativa em relagcéo a
GPOX com 5% de probabilidade. J& com 72 horas, foi verificada uma atividade
enzimatica significativa da enzima SOD, em relacédo as enzimas GR e GPOX.

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia quanto a atividade enzimatica de Superdxido Dismutase
(SOD), Glutationa Peroxidase (GPOX) e Glutationa Redutase (GR)de cotilédones de sementes de A.

cearensis durante a germinagdo em agua, em diferentes periodos de embebicéo (0, 24, 48, 72, 84 e
96 horas).

Periodos de GL Quadrado médio
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embebicéo Enzimas
(Horas) SOD GPOX GR

0 0, 000 0, 000 0, 000
24 8.162,029 ™ 279.902.913,815 "™ 7,105
48 2 30.950,780* 399.238.685,311 "™ 13,779 *
72 649.275,420* 2,735E+0010 ™ 19, 632™
96 769.689,244 " 5,918E+0010 "™ 2,087"
Erro 3

*significativo a 5%, ™* ndo significativo.

Analisando os tratamentos de embebicéo que as sementes foram submetidas,
pode-se verificar que a atividade da enzima SOD, foi significativamente aumentada
no tratamento em PEG -1,4 MPa; jA o aumento da atividade da enzima GPOX foi
significativa nos tratamentos em agua e em PEG -1,4 MPa e por fim a enzima GR
teve sua atividade aumentada nos potenciais em PEG -1,2 e -1,4 MPa. Estes
resultados podem ser verificados na Tabela 10, no resumo da analise estatistica

realizada.

Tabela 10 - Resumo da andlise de variancia para a atividade enzimatica de Superéxido Dismutase
(SOD), Glutationa Peroxidase (GPOX) e Glutationa Redutase (GR) dos cotilédones de sementes de
A. cearensis durante a embebicdo em agua e sob restricdo hidrica nos potenciais de -1,2 e -1,4 MPa
em PEG 8000.

Quadrado médio

Potencial

. GL Enzimas
osmotico (MPa) SOD GPOX CR
0,0 25.690,181"™ 145.504.831,901* 2571 "
-1,2 4 424.666,013™ 4.622 E+0009 "™ 23.874*
-1,4 642.818,013* 4.291 E+0010 * 33.828*
Erro 5

*significativo a 5%, "™ nao significativo.

Algumas espécies de plantas sdo capazes de tolerar baixo teor de agua nos
tecidos da planta, apresentando crescimento e manutencdo dos processos
metabdlicos, mesmo sob déficit hidrico celular (MCCANN; HUANG, 2008) enquanto
outras nao, como foi verificado nos experimentos realizados com as sementes de A.
cearensis. As respostas das plantas ao estresse hidrico é altamente complexa,
envolvendo alteracBes deletérias e/ou adaptativas. As primeiras respostas das
plantas ao estresse hidrico geralmente ajudam a planta a sobreviver por algum
tempo, enquanto a aclimatacdo das plantas submetidas a seca € indicada pelo

acumulo de certos metabdlitos novos associados com as capacidades estruturais
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para melhorar o funcionamento das plantas sob estresse hidrico (REDDY et al.,
2004).

Enzima Superéxido dismutase (SOD)

A superéxido dismutase apresenta-se como a primeira enzima na linha de
defesa contra EROS causadas por estresses ambientais como a seca. Com o0
aumento transitorio na atividade da SOD verificou-se tolerancia ao estresse (ZHANG
et al, 2005; GRATAO et al., 2005; FOYER; NOCTOR, 2000). No entanto, Varios
autores relataram atividade inalterada (LUNA et al, 1985; MORAN et al, 1994), um
aumento, (LUNA et al., 1985; TEZARA; LAWLOR, 1995; ZHANG, H. et al., 2004) e
diminuicdo (QUARTACCI; NAVARI-I1ZZO, 1992; ZHANG, H. et al., 2004) na atividade
da SOD.

De acordo com os resultados obtidos na avaliagdo da atividade da enzima
superoxido dismutase em cotiledones de sementes submetidas aos tratamentos em
agua, PEG -1,2 e PEG -1,4 MPa (Figura 21), é possivel verificar que ha diferengas
no perfil enzimatico e na atividade enzimatica frente a cada tratamento realizado. Os
resultados da atividade da SOD em sementes de A. cearensis, sob estresse hidrico,
diferem parcialmente do descrito por varios autores que afirmam que, a atividade
desta enzima antioxidante aumenta nas células como resposta ao estresse abiotico,
pois, as enzimas sdo muito importantes como mecanismo de defesa durante o
estresse oxidativo (CAKMAK, 2000; FOYER, 2001; JIANG; HUANG, 2001;
BLOKHINA et al., 2003; HABIBI et al., 2004). Apesar de haver uma ligeira
diminuicdo da atividade enzimatica entre as 24 e 48 horas nos tratamentos com
restricdo hidrica em PEG -1,2 MPa (1.087,00 + 27,15 unidades.mL™) quando
comparado com a germinacdo em agua (1.007,90 + 265,44 unidades.mL™) o mesmo
n&o ocorre com o tratamento em PEG -1,4 MPa (1.018,85 + 75,02 unidades. mL™),
gue foi muito mais acentudado. Diante do exposto, nota-se a importancia desta
enzima no processo de defesa durante o estresse submetido, porém, néo
necessariamente, dando uma resposta somente de aumento e sim de diminuicéo
como ocoreu entre 48 e 72 horas, sob restricdo hidrica. Vé-se que, em algumas
situacbfes a enzima responde ao estresse de forma negativa, sendo contudo,

benéfica ao processo que esta participando.
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Figura 21 - Atividade da enzima Superdxido Dismutase
(SOD) de cotilédones de sementes de A. cearensis durante
a germinacdo em agua e sob restricédo hidrica em PEG -1,2
e -1,4 MPa, em diferentes periodos de embebicao (0, 24,
48, 72, 84 e 96 horas).

As andlises estatisticas de correlacdo entre os tratamentos utilizados,
demonstraram que somente o tratamento em PEG -1,4 MPa, apresentou uma
diferenca significativa quando comparada com embebicdo em agua, com p = 0,027.
Entretanto, verifica-se que até 48 horas fase correspondente a maior embebicéo de
agua, nao ha diferenca significativa em termos de atividade enzimatica para a
germinacao em agua e PEG -1,2 MPa. Além disso, verificou-se diferencas entre os
dois tratamentos de inducéo ao estresse hidrico. A atividade enzimatica diminuiu em
72 e 96 horas quando do uso de PEG -1,4 MPa enquanto que, o potencial de -1,2
MPa, a atividade enziméatica aumentou em 96 horas em valores muito inferiores
guando comparado com o perfil de atividade enzimatica durante a germinacdo em
agua. Sendo assim, esta enzima pode ser utilizada como um marcador bioguimico
para avaliagcdo de estresse hidrico e atividade antioxidante em sementes de A.
cearensis.

Estes resultados também diferem parcialmente de Bailly e colaboradores
(2000), que descreveram gue a atividade de Superoxido Dismutase aumentou em

sementes de girassol, outra espécie, submetidas a estresse.
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No tratamento com as sementes de A. cearensis embebidas em &gua,
verificou-se que a atividade da enzima foi elevada, entretanto, a diminuicdo da
atividade néo foi acentuada, apesar de haver uma alteracao no periodo de 24 horas,
reduzindo esta atividade até o periodo de 48 horas, fase em que a semente esta em
processo de embebicdo. Este aumento é retomado com 72 e 96 horas quando
ocorre a reativagdo do metabolismo e aumento de radicais livre e peroxidos, em
fungéo da atividade e do metabolismo celular. No tratamento em que as sementes
foram embebidas em PEG -1,2 MPa, e nas sementes ndo embebidas a atividade da
enzima foi pouco afetada até o periodo de 48 horas, e foi nitida a reducdo da
atividade até 72 horas, dai a atividade voltou a ter um leve aumento no periodo de
96 horas, demonstrando que esta ocorrendo um estresse oxidativo e que o aumento
da atividade da SOD, é para fazer frente a ndo absorcao de agua e as alteragdes no
metabolismo normal. Comparando com o comportamento da enzima no tratamento
com PEG -1,4 MPa, este foi semelhante, entretanto, os valores da atividade foram
mais afetados, o que comprova o quanto a restricdo hidrica afetou o0 metabolismo da
semente e promoveu a diminui¢do da biossintese e/ou da atividade desta enzima.

Ao analisar o perfil eletroforético da SOD em sementes embebidas em agua
verificou-se que nos cotiledones de semente de A. cearensis podem ser encontradas
seis isoenzimas com pesos moleculares diferentes variando entre 26 KDa a
aproximadamente 181,8 KDa (Figura 22), sendo que as concentracdes destas
isoenzimas variaram em funcdo da fase de germinacdo em que a semente se
encontrava. O mesmo pode ser analisado quando as sementes de A. cearensis

foram submetidas a estresse hidrico em e em PEG -1,2 MPa.
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Figura 22 - Perfil eletroforético das isoenzimas Superéxido Dismutase (SOD)
em cotilédones de sementes de A. cearensis durante a germinacdo em agua
e sob restricdo hidrica em PEG -1,2 e -1,4 MPa em diferentes periodos de
embebicdo (0, 24, 48, 72, 84, 96 e 120 horas). Utilizou-se 30 ug/g de
proteinas.
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Verificou-se que sob maior restricdo hidrica, ou seja, tratamento em PEG -1,4

MPa houve uma alteragdo na biossintese da SOD como evidenciado no perfil
eletroforético (Figura 22) onde, ao utilizar a mesma concentracdo de proteinas
(30pg.mL™), foi possivel verificar, apenas a banda de uma das isoenzimas, enquanto
que ao utilizar uma maior concentracdo protéica (45 pg.mL™), a mesmas seis

bandas correpondentes as isoenzimas com pesos moleculares diferentes foram

evidenciadas. Este perfil eletroforético diferiu do perfil isoenzimatico durante a

germinacao em agua e em PEG -1,2 MPa, onde foi possivel a identificacdo de seis

bandas de proteinas, ou seja, isoenzimas com diferentes pesos moleculares, sendo

a menor, de peso molecular com aproximadamente 30 KDa, trés tipos de isoenzimas

entre 37,1 a 48,8 KDa, uma em torno de 80 KDa e outra com aproximadamente 116

KDa.
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Figura 23 - Perfil eletroforético da isoenzima SOD em cotiledones de sementes de A.
cearensis sob restricdo hidrica em PEG -1,4 MPa em diferentes periodos de embebicéo
(0,24,48,72, 84, 96 e 120 horas). Utilzou-se 45 pg/g de proteina.

Estudos realizados por Deuner e colaboradores (2008) em folhas de Coffea
arabica, quando estas passaram por um processo de estresse abiotico induzido por
pulverizagcdo com H,O,, a enzima superoxido dismutase teve sua atividade
aumentada na primeira hora de pulverizacdo, por outro lado quando foi realizada
pulverizacdo com &cido ascoOrbico a atividade da enzima foi matida dentro dos
padrdes esperados quando comparado com o controle.

Gomes-Junior (2006), relatou em seus estudos que uma vez que a acao da
SOD resulta na formacédo de H,O, ela esta intimamente ligada com a atividade da
catalase e peroxidase que convertem H,O, mantendo, portanto uma interacdo com
essas e outras enzimas antioxidantes para garantir um balango altamente otimizado,

de forma a reduzir o risco de danos oxidativos.

Enzima Glutationa Redutase (GR)

Com a analise dos resultados obtidos da atividade da enzima Glutationa
Redutase (Figura 24) verificou-se, que ndo houve variacdo no perfil da atividade
desta enzima quando da germinacdo em agua e quando submetida ao estresse
hidrico (PEG -1,2 MPa e -1,4 MPa). Entretanto, a atividade enzimatica aumentou
durante o estresse aplicado, excetuando em 48 horas de restricdo hidrica em PEG -
1,4 MPa, onde atividade diminuiu para 9,69 mU.mL™* enquanto que em agua e PEG -
1,2 MPa foi de 13,78 e 14,58 mU.mL™, respectivamente.
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Figura 24 - Atividade da enzima GR de cotiledones de sementes de A. cearensis durante a
germinagdo em agua e sob restricdo hidrica em PEG -1,2 MPa e -1,4MPa em diferentes
periodos de coleta (0,24,48,72,84 e 96 horas).

Portanto, o comportamento enzimatico verificado para os tratamentos nos
potenciais de -1,2 e -1,4 MPa mantiveram-se semelhantes ao comportamento
durante a germinacdo em agua, variacdes nas atividades enzimaticas podem ser
analisadas de acordo com a Figura 24. Contudo, ndo houve diferenca significativa (p
> 0,05), quando se compara os resultados da atividade enzimatica durante os dois
tratamentos sob o estresse hidrico, através da analise de variancia a 5% de
probabilidade. .

A atividade desta enzima também aumenta com o estresse hidrico, como
descrito por Bailly e colaboradores (2000) ao analisar a atividade da glutationa
redutase em sementes de girassol sob estresse.

Neste estudo, ao analisar os periodos de 24 e 72 horas nos trés tratamentos
empregados nas sementes de A. cearensis a atividade da enzima GR aumentou,
reforcando a participacdo dessa enzima como agente de protecdo antioxidativo,
através do aumento na razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG)
na fase de reativacdo do metabolismo durante a germinacdo. A GSH, como descrito
por Felipe e colaboradores (2009) faz parte do ciclo ascorbato/glutationa, e € capaz
de eliminar alguns EROS produzidos durante o estresse oxidativo.

Considerando os resultados presentes na Figura 24, a glutationa redutase

pode ser considerada como um marcador bioquimico na avaliacdo de estresse
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hidrico, pois, o seu perfil comportamental ndo modificou nos diferentes tratamentos,
entretanto a atividade enzimatica foi alterada em funcdo do potencial osmaético

usado, o tempo de restricao hidrica e o metabolismo da semente de A. cearensis.

Enzima Glutationa Peroxidase (GPOX)

Ao analisar os resultados obtidos para a enzima glutationa peroxidase, no
tratamento das sementes embebidas em agua, verificou-se uma relacdo com o
perfil demonstrado para glutationa redutase durante a germinacdo das sementes
(Figura 25). Em PEG -1,2 MPa e PEG -1,4 MPa houve uma acentuada variagéo da
atividade enzimatica, principalmente para o tratamento com maior restricdo hidrica,
cuja atividade da GPOX aumentou de 125.699,2 nmol/min/mg proteinas (semente
seca) para 413.205,8 nmol/min/mg proteinas no periodo de 96 horas em PEG -1,4
MPa.

A andlise dos resultados, utilizando analise de da analise de variancia (p <
0,05), para a atividade da enzima glutationa redutase, demonstrou que existiu uma
diferenca significativa entre os tratamentos em agua e PEG -1,2 MPa, frente ao
tratamento em PEG -1,4MPa com um p = 0,006. Verificou-se ainda que, ndo houve
diferenca significativa, entre a atividade enzimatica da enzima GPOX, durante a
germinacdo em agua e o uso de PEG -1,2 MPa em 24 e 96 horas de tratamento,

entretanto esta diferenca foi significativa para 72 horas, com 5% de probabilidade.
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Figura 25 - Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPOX,) de cotiledones de sementes
de Amburana cearensis durante a germinacdo em agua e sob restricao hidrica em PEG -1,2
MPa e -1,4 MPa em diferentes periodos de coleta (0,24,48,72,84, e 96 horas).
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Felipe e colaboradores (2009) avaliaram a atividade enzimatica da GPOX, e
verificaram que em C.spectabilis a enzima teve sua atividade incrementada,
principalmente nas raizes, e que C. cajan apresentou uma atividade reduzida desta
enzima quando submetidas a maiores concentragdes de arsénio.

Através da andlise do perfil enzimético da glutationa peroxidase evidenciou-se
a presenca de no minimo, duas isoenzimas com pesos moleculares compreendidos
entre 1155 KDa e 181,8 KDa e outras isoenzimas entre 64,2 e 115,5 KDa.
Verificou-se 0 aumento da atividade de GPOX quando do tratamento em PEG -1,2
MPa, porém, estas analises devem ser repetidas pois, ao avaliar o eletroferograma
verifica-se que pode ter ocorrido desnaturacdo das proteinas que interferiram na
revelacdo do gel e na identificacao precisa das bandas.

Estes resultados estdo de acordo com o descrito por Ribeiro e colaboradores
(1995), que demonstrou o perfil eletroforético semelhante ao da atividade da
peroxidase em cotilédones de feijdo cultivados sob diferentes niveis de cadmio,
durante 96 horas de coleta.

Segundo Siegel (1993) sob condicbes de estresse, as plantas tendem a
aumentar a atividade da peroxidase e as vezes, € a primeira enzima a ter atividade
alterada, independentemente do substrato utilizado ou do estresse aplicado.
Portanto, a inducdo da atividade da peroxidase pode ser um mecanismo utilizado
pelos vegetais para reduzir os niveis de H,O, e peréxidos organicos formados sob

diferentes condicbes de estresse.
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Figura 26 - Perfil eletroforético das isoenzimas Glutationa Peroxidase (GPOX) em cotiledones de
sementes de Amburana cearensis.(A) durante a germinacdo em agua e (B) sob restricdo hidrica em
PEG -1,2 MPa em diferentes periodos de coleta (0,24,48,72,84,96 e 120 horas).
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Na Figura 26, pode ser verificado o perfil isoenzimético da enzima glutationa
peroxidase, em sementes de A. cearensis. Ao analisar os dois perfis, aponta-se
semelhancas na atividade desta enzima.

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com os analisados em estudos
anteriores, em que a atividade da enzima GPOX, aumentou quando esta
encontrava-se submetida a estresses. No trabalho em questdo este periodo de
estresse ficou evidenciando as 72 horas dos tratamentos em Polietilenoglicol 8000
nos potencias -1,2 e -1,4 MPa.

Portanto, com base neste estudo sugere-se que a peroxidase € uma enzima
para ser utilizada como um marcador bioquimico de estresse, resultante de fatores
abioticos, concordando com o descrito por Lima e colaboradores (1999). Esta
afirmacédo também esta de acordo com o descrito por Gaspar (1986), onde para o
autor, a peroxidase parece ser a molécula chave de adaptacao das plantas, ou de
algum de seus Orgdos separadamente, as mudancas do meio ambiente. Neste
estudo, confirmou-se, que a peroxidase funciona como um termdémetro geral das
atividades fisiol6gicas das plantas, pois, suas atividades sdo altamente influénciadas
pelas condi¢des externas, sendo um importante marcador bioquimico para avaliagao
de estresses abioticos, dentre esses, o estresse hidrico.

O aumento da atividade da peroxidase ocorre mais rapidamente em plantas
gue apresentam resisténcia ao agente causador do estresse comparativamente a
planta mais suscetivel, justificando deste modo o aumento da atividade da
peroxidade nas sementes de A. cearensis quando submetida a estresse hidrico com
PEG -1,2 MPa e em PEG -1,4 MPa.

Enzima Catalase (CAT)

De acordo com a andlise nos perfis isoenzimaticos da enzima catalase
(Figura 27) verificou-se que ha expressao da enzima para os trés tratamentos
utilizados por este estudo, sendo que pela analise dos géis € possivel afirmar que
provavelmente houve maior concentracdo de catalase nas amostras provenientes
dos tratamentos em PEG -1,2 e PEG -1,4 Mpa, quando comparados com o
tratamento das sementes embebidas em agua. Porém, nos tratamentos das
sementes em PEG -1,4 MPa no periodo entre 48 e 72 horas a atividade da enzima

catalase foi mais acentuada, corroborando com os perfis das enzimas antioxidantes
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citadas neste estudo. Salienta-se a necessidade de maiores investigagdes para

confirmar o perfil da enzima catalase.
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Figura 27 - Perfil eletroforético das isoenzimas Catalase (CAT) em sementes de A. cearensis
durante a germinacdo em agua (A) e sob restricdo hidrica em PEG -1,2(P;) e -1,4(P,) MPa.

A atividade da catalase, responde ao estresse hidrico de varias maneiras,
segundo varios autores pode aumentar, diminuir ou permanecer inalterada
(SMIRNOFF, 1993, ZHANG; KIRKHAM, 1996; ZGALLAI et al, 2006). Portanto, &
possivel o uso de catalase como marcador bioquimico de estresse hidrico e
oxidativo, pois, as catalases sdo muito eficientes na remoc¢ao bruta e no controle de
niveis elevados de H,0,. Entretanto, sdo menos adequadas para um ajuste de
sistemas redox sensiveis com baixas concentracfes de H,0,.

Ressalta-se que a catalase ndo depende de nenhum redutor adicional para a
eliminacdo de H,0O,, 0 que representa uma grande vantagem desta enzima como
marcador bioquimico do aumento de peroxido de hidrogénio em sistemas biolégicos,
confirmando o que foi descrito por Feierabend (2005).

A andlise geral dos resultados alcancados, permitiu verificar a possibilidade
de diferenciacdo da atividade antioxidante de A. cearensis por meio de padrdes
eletroforéticos e métodos colorimétricos, utilizados para analise de amostras de
sementes, quando germinadas em agua e sob restricdo hidrica, confirmando estas
enzimas como bons marcadores bioquimicos/moleculares, da avaliagdo de estresse

hidrico e consequentemente estresse oxidativo.
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Por fim, sugere-se que as enzimas antioxidantes, superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPOX) e glutationa redutase (GR)
sdo eficientes marcadores bioquimicos para avaliacdo de como as plantas
respondem ao estresse hidrico em funcéo do seu estadio de desenvolvimento, bem
como a gravidade e a duragédo do estresse. Confirmando o descrito por Reddy e
colaboradores (2004), que afirmou que as células vegetais sédo protegidas por um
sistema antioxidante complexo composto de antioxidantes ndo-enzimaticos, bem
como enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX).

Essa estreita relagéo entre a atividade antioxidante e a tolerancia ao estresse
foi identificado em varias culturas (MALAN et al, 1990; PERL et al, 1993; ZHANG et
al, 2003; ZHANG; ERVIN, 2004), evidenciando que qualquer ferramenta potencial
disponivel para melhorar o desempenho geral das sementes ou plantas, e qualidade
durante a exposicao ao estresse ambiental, € provavelmente uma adicdo bem-vinda

a um programa de uso sustentavel de espécies desse interesse.
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7. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

1.

As amostras utilizadas apresentam 96% de germinacdo, demonstrando boa
viabilidade e uniformidade do lote.

Os cotilédones de sementes de A. cearensis apresentaram baixa atividade
antioxidante;

A atividade antioxidante em sementes de A. cearensis aumenta
significativamente quando as sementes sdo submetidas a estresse hidrico;

Ha uma direta relacdo entre a atividade antioxidante analisada e o contetdo
de fendis totais em cotilédones de sementes de A. cearensis, nas primeiras 48 de
embebicdo em agua e uma relacdo inversa a partir deste periodo;

N&o ha uma relagdo direta entre o teor de fenois totais e a atividade
antioxidante durante o estresse hidrico em -1,4 MPa com PEG 8000;

As enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPOX E GR) podem ser consideradas
como os melhores biomarcadores bioquimico/moleculares para avaliacdo das
respostas frente aos estresses hidricos ao qual foram submetidas as sementes
de A. cearensis.

Faz-se necessario, aprofundar as pesquisas sobre as propriedades
medicinais, especificamente, antioxidantes de sementes de A. cearensis, visando

aumentar na contribuicao cientifica desta planta com fins medicinais.
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APENDICE A — CURVAS ANALITICAS

Curvas analiticas utilizadas no estudo.
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Figura 28 - Curva analitica para
antioxidante

a realizacdo das leituras espectrofotometricas da atividade
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Figura 29 - Curva analitica para a realizacao das leituras espectrofotométricas dos fendis totais.
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ANEXO A - TABELAS E QUADROS UTILIZADOS PARA REALIZA(;AO DOS
ENSAIOS APRESENTADOS NA DISSERTACAO

Quadro 1 - Solugbes utilizadas para extracdo de proteinas totais.

Solucéao Concentragdo/20mL
TRIS/HCI 1 M, pH 6.8 80 Mm 1.6 mL
Glicerol 87% (W1) 125% (P4) | 259=2,87mL
Ditiotreitol (DTT) 1.5% (P/y)| 300mg=0,3g

Azul de Bromofenol* 0.01% (PA) »1'mg (» 0,1g)

Volume Total 20 mL

Tabela 11 - Diluicdo de BSA com agua bidestilada para obtencdo de diferentes concentracbes e
realizagdo da curva analitica

Tubos

Solugbes (uL) 2 3 4 5 6 ! 8

Padrdo de Albumina 0 05]10| 20| 40| 60| 80| 10,0
Agua miliQ 0 40 | 80 | 160 | 320 | 480 | 640 | 800
Tampé&o de Extragéo 800 | 760 | 720 | 640 | 480 | 320 | 160 0
Reagente Bio-Rad 200

Volume final 1000




ANEXO B - TABELAS E QUADROS UTILIZADOS PARA REALIZACAO DOS

ENSAIOS APRESENTADOS NA DISSERTACAO

Quadro 2. Solucges utilizadas no preparo dos géis de eletroforese

GEL DE CORRIDA ("Running gel")

ITEM SOLUCOES Volume (uL)

1 Solucao estoque de acrilamida a 30% 6250

2 Tris- HCI 1,5M pH 8,8 3750

3 Agua deionizada 4800

4 TEMED 22

5 APS 150

Volume final 1500 pL
GEL EMPILHADOR (“Stacking gel")

ITEM SOLUCOES Volume (uL)

1 Solucdo estoque de acrilamida a 30% 670

2 Tris - HCI 0,5 M pH 6,8 1250

3 Agua deionizada 3000

4 TEMED 70

5 APS 10

Volume final 5000 pL
Tampao da Cuba Tris- glicina ,pH 8,9

ITEM SOLUCOES Volume

1 Tris Base 31,640

2 Glicina 19,95¢

3 H20 450 mL

Volume final 500 g/mL
Tampado da amostra

ITEM SOLUCOES Volume

1 Glicina 5mL

2 Tris HCI 0,5 M pH 6,8 2,5mL

3 Azul- de- bromofenol 2,5mg

Volume final 25 mg/mL

ITEM SOLUCOES

1 Persulfato de aménio (APS) 10 % 0,059

2 Agua desmineralizada 500 pL

Volume final 500 pL
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ANEXO C - REACOES DE IDENTIFICACAO DAS ENZIMAS

Me,N-CH>NMe, + riboflavina—» Me>N-CH»>-CH>N-Me, + riboflavina fotolizada + e
e+0, — Oy

Figura 30: Reagdo de identificagdo da superdxido dismutase
Fonte: Alfenas, 2006.

GSH + Ditiobis _, GS- S —Ar + HSAr

Figura 31. Reacao de identificagcdo glutationa redutase
Fonte: Alfenas, 2006.

Tetrametilbenzidina (TMBZ) + H,O> __, TMBZ oxid. + 2H20

Figura 32. Reacdo de identificacdo glutationa peroxidase
Fonte: Alfenas, 2006.

-2 2- +
S,03“ + 4 H,O, 2S04, +3H0+2H

Figura 33 - Reagéo de identificacdo catalase
Fonte: Alfenas, 2006.
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ANEXO D - SOLUCOES UTILIZADAS PARA A REVELACAO ENZIMATICA

Solucgdes utilizadas para a revelagdo enziméatica

Superoxido dismutase

Solugéo A
;a5mpao fosfato 50mM, pH 100mL
MTT 20mg
Volume final 100mL
Solucéo B
Tampao fosfato 50mM, pH 100mL
7,5
TEMED 0,4 mL
Riboflavina 1mg
Volume final 100mL
Peroxidase
Solucéo A
Tampao acetato 0,1 M, pH 50mL
4.5
Metanol 50mL
TMBZ 50 mg
Volume final 100mL
Solucéo B
H,O, 3% 2 mL
Catalase
Solucdo A
Tiossulfato de sédio
60Mm 30mL
H202 3% 70mL
Volume final 100mL
Solucéo B
lodeto de potassio 90 mM | 100mL
Acido acético glacial 0,5mL
Volume final 100mL




