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RESUMO

Nas ultimas décadas tem havido uma grande preocupagdo com os niveis de
poluig@o ambiental, uma vez que esta tem causado problemas relativos a saude humana
e perdas significativas (de 5 a 30%) na produg#o agricola.

Poluentes atmosféricos como CO e SO; s@o gerados pelas atividades humanas e
industriais. A poluigdo por metais pesados, particularmente pelo cadmio (Cd),
considerado um dos mais toxicos € gerada principalmente pelas atividades de mineragéo
e industriais, (manufatura de baterias, producdo de fertilizantes, estabilizacdo de
plasticos), além de utilizagdo de lodo de esgoto e fertilizantes fosfatados. Esses ultimos
contém o Cd em sua composi¢do e sua utilizacdo na agricultura tem aumentado a
concentragdo desse metal no solo, plantas e reservas hidricas, o que pode aumentar a
bioacumulagio e biomagnificagdo via cadeia alimentar.

Os estudos relativos aos poluentes atmosféricos estdo mais evoluidos quando
comparados aqueles com metais pesados, embora estes tenham sido bastante estudados

nos ultimos anos. Por exemplo, um estudo realizado pelo CENA determinou que o nivel



Xiv

de Cd no Rio Piracicaba ¢é cerca de 10 vezes mais alto que o nivel méximo aceitével.
Existe porém a necessidade de intensificar pesquisas e determinar respostas gerais e
especificas em diferentes culturas, bem como concentra¢des tolerdveis no solo e
alimentos .

Foi identificado um grupo de peptideos denominados fitoquelatinas (PCs),
capazes de se ligar aos ions de metais pesados, incluindo o Cd e assim desintoxicando as
células pela diminui¢do dos ions livres no citoplasma. Entretanto, danos oxidativos
freqiientemente ocorrem quando ha exposi¢do aos metais pesados, devido a
intensificag@o na produgdo de espécies ativas de oxigénio (EAOs). Também uma classe
de enzimas antioxidantes tem sido relatada no combate as EAOs e radicais livres
decorrentes do estresse oxidativo. Plantas expostas aos metais pesados apresentam
alteragdes nas atividades dessas enzimas. Portanto o estudo dessas alteragdes pode
fornecer dados importantes relativos aos niveis de tolerincia, especificidade da resposta
em diferentes espécies e niveis de poluigdo no ambiente. Esses dados podem ser fteis
em programas de melhoramento para obten¢do de plantas mais. tolerantes, além de
estudos relacionados a bioacumulagéo e fitorremediagdo, uma vez que plantas tolerantes
podem ajudar a diminuir a quantidade de metais nos solos contaminados.

Neste trabalho, foram observadas altera¢des na atividade da CAT em plantulas e
calos e na atividade da GR em plantulas, onde ocorreu um aumento expressivo. A
atividade da SOD ndo apresentou alteragdes significativas em nenhum dos tecidos
analisados.

Estes resultados sugerem que o mecanismo principal para a defesa no estresse
por Cd foi o aumento na sintess de GSH para uma conseqiiente indugdo de
fitoquelatinas, ou agdo antioxidante direta da propria GSH. E ainda que a geragdo de
radicais superdxido ndo foi significativamente aumentada ou que o nivel basal de SOD
tenha sido suficiente para combater os radicais eventualmente gerados.

Em calos € provavel que o principal mecanismo antioxidante mobilizado foi a

indu¢do do aumento na atividade da CAT.
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Author: RICARDO FRANCISCO FORNAZIER
Adviser: Prof. Dr. RICARDO ANTUNES DE AZEVEDO

SUMMARY

In the last for decades there has been a great deal of concern with
environmental pollution levels, due to the suported problems to human healt and
decrease (5 a 30%) in agricultural yield.

Atmospheric pollutants such as CO AND SO, are produced by human and
industrial activities. Heavy metal pollution, mainly by cadmium (Cd), which is
considered one of the more toxic, is generated by mining and industrial activities, and
sewage sludge and phosphated fertilizers used in agriculture. the latter contains Cd in its
composition and with continuous agricultural utilization an increase in the heavy metals
levels in soils, plants and water sources, has been observed which may contribute for the
bioaccumulation and biomagnification in the food chain.

The studies with atmospheric pollutants are more advanced when
compared to the studies with heavy metals, although there has been a marked increase in
the studies with heavy metals in the last few years. For example, a study carried out by
CENA showed that the Cd level in the Piracicaba river is about ten-fold higher than the

accepted level. however, research must be intensified in order to establish specific e



general responses to the metals by different crops plants as well as a maximum
acceptable concentration in the soil and food.

A group of peptides termed phytochelatins (PCs) has been identified and
are capable of binding heavy metal ions, includind Cd, detoxifying the cells by the
reduction of free ions in the cytosol. However, oxidative damage often occurs due to the
generation of oxygen reative species induced by heavy metals. A class of antioxidant
enzymes has been reported for the scavenging of the oxigen reative species. Plants
exposed to heavy metals may exhibit alteration the enzyme activity. The study of such a
response may allow to evaluate levels of tolerance, specificity of response by distinct
plant species and levels of pollution in the environment. These data may be useful in
breeding o\programs to select tolerant plants. Moreover, tolerant plants may be used in
phytorremediation, by reducing the amount of heavy metals in the contaminated soils.

In this study, it was observed alterations in CAT activity in seedlings and
callus and na expressive increase in GR activity in sugar cane seedlings. SOD activity
was unaltered in all tissues analysed.

The results suggest that in sugar cane the main defence system to the Cd

stress is possibly the synthesis of GSH to be used in the synthesis of phytochelatins.



1. INTRODUCAO

Os niveis de poluigio ambiental estdo crescentes e tém causado
preocupagdo, devido ao impacto ambiental causado, além de problemas relativos a
producdo agricola e sauide humana.

Dentre os poluentes, os metais pesados vém sendo alvo de estudos, uma
vez que sua emissdo tem alcangado altos niveis, particularmente o caddmio, um dos mais
toxicos e que causa danos a plantas e animais. Diversas atividades humanas,
principalmente industriais tém contribuido para essa emissdo crescente e conseqiiente
contaminagdo de solos, corpos d’agua e atmosfera. Assim, plantas crescidas nestes
ambientes constituem a principal fonte de metais na dieta humana.

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa para evitar ou aliviar
os danos causados pela exposi¢@o a metais pesados, sendo que seu nivel de tolerancia ou
susceptibilidade sera fun¢do da eficiéncia ou especificidade desses mecanismos. Dentre
estes, pode destacar-se a indugdo de uma classe de peptideos denominada fitoquelatinas,
que tem a capacidade de ligar-se aos ions livres no citoplasma e (ou) compartimentaliza-
los. Também pode ser induzida uma sintese adicional de compostos antioxidantes ndo
enzimaticos como carotenoides, a-tocoferol, ascorbato e glutationa e enzimaticos como
superdxido dismutase, catalase e glutationa redutase entre outros.

Diversos estudos tém sido realizados relacionando as alteragdes na
quantidade destes compostos e as diversas condi¢des de estresse. Estes estudos sdo
imprescindiveis para o entendimento de como funcionam estes mecanismos € para
selecdo de plantas tolerantes ou sensiveis para sua utilizagdo como bioindicadores de

poluicdo, em programas de biorremediagéo e até em programas de melhoramento para a



obtengdo de variedades mais tolerantes, onde o conhecimento dos mecanismos de
. retencgdo e distribui¢do do metal pode determinar a finalidade a ser dada a cultura.

Os estudos relacionando poluentes atmosféricos estdo bastante avangados
quando comparados com os relacionados a metais pesados. Portanto estudos envolvendo
metais pesados para se determinar a especificidade de resposta, bem como os diferentes
mecanismos mobilizados sdo necessarios, principalmente no Brasil, onde pouco se tem
feito nessa linha de pesquisa. Neste contexto, procuramos estudar os efeitos do cadmio

em plantas e calos de cana-de-agucar, uma cultura de importéncia s6cio-econdmica para
0 Brasil.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Poluentes atmosféricos e monitoramento

Nas ultimas décadas os efeitos globais causados pelas atividades humanas no
ambiente, bem como os efeitos a médio e longo prazo a saide humana e produgéo
agricola, t€ém causado expressiva preocupagdo, principalmente em paises altamente
industrializados. Em culturas sensiveis ao 0z0nio tais como cebola e leguminosas, esta
perda tem atingido niveis da ordem de 20 a 30%. As concentra¢gdes de poluentes
atmosféricos em 4reas industrializadas alcancam niveis danosos as plantas (Kangasjarv,
1994). Consequentemente, o monitoramento eficiente de poluentes, bem como meios
para diminuir ou eliminar seus efeitos, sdo hoje considerados essenciais.

. Efeitos sinergisticos ocorrem entre o 0z0nio € outros poluentes atmosféricos,
parficylarmente o SO, (Willekens et al., 1994a). A presenca ¢ a complexidade dessas
interagdes, outros fatores de estresse e estigio de desenvolvimento do organismo, levam
a necessidade de monitoramento dos efeitos de poluentes atmosféricos nas plantas em
seu ambiente para relacionar o efeito desse monitoramento ao seu impacto em espécies
vegetais.

As pesquisas mostram que as plantas respondem por esta “agressdo”
induzindo um sistema antioxidante de defesa que inclui componentes de baixa massa
molecular tais como glutamina, ascorbato, glutationa, carotendides € uma variedade de
enzimas que funcionam para prevenir ou limitar o dano celular por espécies ativas de
oxigénio (EAOs).

Essas proteinas antioxidantes parecem ser induzidas por varias condi¢Ges de



estresse abidtico, incluindo poluentes atmosféricos,. podendo fazer parte de uma
resposta geral as condi¢des de estresse. Diferentes plantas parecem responder
diferentemente a distintas condi¢des de exposi¢do aos poluentes atmosféricos (Willekens
et al., 1994a).

Os genes que codificam estas enzimas tém sido clonados e seqiienciados,
facilitando o uso de andlise por Northem blot para acompanhar a expressdo destes genes
em resposta aos poluentes atmosféricos (Conklin & Last, 1995; Sharma & Davis, 1994).

Por outro lado, a analise da indugdo e acimulo de compostos de defesa, proteinas
antioxidantes e outras proteinas, pode fornecer um eficiente meio para monitorar o efeito
dos poluentes no ambiente.

Os estudos com gases poluentes estdo bastante avangados, contudo para os
metais pesados os efeitos e as respostas das plantas, incluindo sistemas antioxidantes,

ainda precisam ser mais estudados.

2.2. Metais pesados: contexto e caracteristicas

A toxicidade por metais pesados em plantas tem atraido atengdo de cientistas
das areas da saude e do ambiente. Alguns aspectos relacionados a toxicidade por
aluminio, cobre (Roy et al., 1988; Fernandes & Henriques, 1991; respectivamente) e
outros metais tragos, tém sido revisados. A designa¢do “metais pesados” vem do peso

especifico destes elementos ser maior que 5g cm™

, sendo também conhecidos como
“elementos trago”, por serem naturalmente encontrados em concentra¢gdes de poucas
partes por milhdo (Mattiazzo-Prezotto, 1994). A origem primaria dos metais pesados
esté relacionado & origem do solo, pois a maioria das rochas contém esses metais em sua
composigédo (Melo et al., 1997).

O cadmio (Cd), particularmente € toxico para animais (Hinkle, et al., 1987) e
plantas (Woolhouse, 1983), e estd relacionado & saide humana pois ¢ acumulado em
muitos cereais, batatas, vegetais e frutas. Em muitos ambientes naturais e agricolas, o

nivel de metais pode ser baixo e ndo causar fitotoxicidade significante (Wagner, 1993).



Entretanto em fungdo de sua concentragdo em tecidos de plantas, a presenga desses
elementos atinge niveis comercialmente inaceitaveis (Vogeli-Lange & Wagner, 1996).
Portanto, ¢ indispensavel analisar a disponibilidade, bioconcentra¢do, toxicidade e
tolerancia ao Cd em plantas.

A poluicdo do ambiente por Cd estd crescente no ambiente devido a
mineragdo, usos industriais e atividades humanas (Brummer, 1986; Groten, 1994;
Merrington, 1994; Tamaddon, 1993). O Cd é usado amplamente na fabricagdo de
pesticidas (Page et al, 1972), formulacdo de pigmentos, manufatura de baterias,
litografia, fotografias, cura da borracha, estabilizagdo de plasticos, manufatura de
automoveis entre outros (Prasad, 1995; Nascimento et al., 1997). Em solos agricolas a
principal fonte de contaminag@o por Cd, so o uso deffertilizantes, lodo de esgoto e
compostos derivados. O destino final do esgoto doméstico, municipal e industrial, tem
levado a uma maior concentra¢do de Cd no solo (Alloway, 1995; Lamy et al., 1993),
além de outros metais pesados como Cu, Zn, Ni, Cr, Mn, Pb ¢ Hg (McBride, 1995). Em
adicdo, alguns fertilizantes fosfatados contém altos niveis de Cd (Brummer, 1986;
Campbell et al., 1988; Roberts et al., 1994; Mortvedt, 1996).

No Brasil, uma analise da presenga de metais pesados em varios fertilizantes
minerais e outros reparadores de solo comercializados, revelou que o Cd e outros metais
potencialmente téxicos, foram encontrados em baixas concentragdes, porém,
concentragGes consideraveis de Cd e Pb foram detectadas em fontes de micronutrientes
(Gabe & Rodella, 1999).

O Cd ¢é liberado na atmosfera como vapor em fundicdes e operagdes
industriais que requerem altas temperaturas e pela queima de combustiveis fosseis, o que
consequentemente, por meio da agdo das chuvas, vem a contaminar também os solos e
corpos d’agua (Wagner, 1993), onde € bioconcentrado. Em forma soluvel e em estéaveis
complexos cloridricos, o Cd se liga a sedimentos de agua fresca (De, 1992). Assim a
contaminagdo das plantas com Cd se da por meio da atmosfera, dos solos e dos corpos
d’agua contaminados. ,

De fato os solos contaminados podem ser a principal fonte de contaminag&o

de plantas cultivadas (Dudka & Miller, 1999). No solo os metais sdo fortemente retidos,



podendo permanecer no mesmo por dezenas de anos (McGrath, 1987). O Cd ¢
considerado mais toxico as ﬁ’antas que crescem em solos contaminados devido & sua
forte ligagdo a coldides orgénicos e inorganicos (Fernandes & Henrriques, 1991).

Produtos agricolas contaminados facilitam a introdug¢do do Cd na dieta
humana. A transferéncia excessiva de metais pesados ao longo da cadeia alimentar é
controlada por uma barreira solo-planta, entretanto no caso de alguns metais, incluindo o
Cd, essa barreira ndo ¢ efetiva. Dessa maneira, alimentos originados de plantas
constituem a principal fonte de Cd para a sociedade moderna (Dudka & Miller, 1999). A
importancia dos efeitos toxicos do Cd foi evidenciada na tragica contaminag@o da
populagdo da cidade de Toyama, Japdo, intoxicada pela 4gua contaminada pela
mineragéo, que era utilizada nas culturas de arroz, onde houve grande niimero de vitimas
com problemas neurotoxicos e descalcificagdo acentuada dos ossos. Sabe-se hoje que o
arroz € uma planta que acumula Cd naturalmente, assim como varias outras plantas
(Harrison, 1995), como o alface e o tabaco, que também sdo grandes acumuladores. O
consumo destas faz com que o elemento se acumule no corpo humano e persista por um
periodo de meia vida de aproximadamente dez anos. Portanto, contaminag&o com metais
pesados vem a ser um problema mundial, levando a perdas na produtividade agricola e
apresentando perigosos efeitos para a saude, quando estes entram para a cadeia alimentar
(Nellessen & Fletcher, 1993; Guo & Marschner, 1995; Salt et al., 1995).

Ainda em relagdo ao solo, ¢ sabido que em baixas concentrages os metais
podem interferir com a diversidade e atividlade das comunidades microbianas, e dessa
maneira trazer sérios efeitos sobre a biomassa e fertilidade do solo (McGrath et al.,
1998). Além do mais, o nimero de bactérias que fixam nitrogénio é muito baixo em
solos contaminados (Chaudri et al., 1993).

Existem varias tecnologias para limpeza do solo, que usualmente envolvem
remocdo, tratamento e substitui¢do do solo. Esses processos destroem as propriedades
bioldgicas e estruturais do solo e podem ser extremamente caros (Black, 1995). Assim,
faz-se necessario desenvolver maneiras mais baratas e menos danosas para remogdo de
metais toxicos do solo, como a biorremediag@o, a qual utiliza organismos vivos para

reduzir os riscos ambientais (McGrath, 1998).



O conhecimento dos efeitos toxicos do Cd sobre processos bioquimicos e
{isiolégicos € potencialmente util para estabelecer critérios para selegdo de plantas a
serem utilizadas como bioindicadores, que sdo extremamente sensiveis a baixas
concentragdes de metais pesados (Kovacs & Podani, 1986).

As plantas, de modo geral, ndo s@o capazes de regular a absor¢do de metais
pesados, de tal forma que estando estes disponiveis € em contato com a raiz, serdo
absorvidos. O Cd mesmo ndo sendo um nutriente, ¢ facilmente absorvido pelo sistema
radicular e em plantas aquaticas, o Cd é absorvido também pela parte aérea (Ornes et al.,
1993).

A absorgdo, distribui¢@o e efeitos do Cd em diferentes processos metabdlicos
parecem ser controlados por diversos fatores na planta, tal como espécies e/ou
variedades, agua e estado nutricional (Melo et al., 1997). Espécies de plantas e também
genotipos da mesma espécie, diferem amplamente em sua habilidade para absorver e
transportar esses metais dentro da planta (Pettersson, 1977, Gabrielli et al., 1990;
Rebafka et al., 1990; Lubben & Sauerbeck, 1991). Outros fatores, tais como estagio de
crescimento e tempo de exposi¢do ao metal pesado, também afetam a absorgdo e
distribuigdo de Cd entre diferentes partes da planta (Melo et al., 1997). A retengdo do Cd
na raiz varia de 34% a 97% do total de Cd na planta (Jarvis et al., 1976). Os niveis de Cd
também podem ser afetados por alguns de diversos fatores fisiologicos, incluindo a
absorgdo do Cd a partir da solu¢do do solo, translocagéo raiz - parte aérea via xilema e
sequestro do Cd em compartimentos subcelulares (Jonathan et al., 1998). A absorgéo do
Cd pela superficie da raiz tem sido caracterizada em muitas espécies, como trigo
(Smeyers-Verbeke et al., 1978; Jalil et al., 1994b), milho (Florijn & Van Beusichem,
1993) e cevada (Cutler & Rains, 1974). Demonstrou-se que o influxo de Cd através da
membrana plasmética de células de raizes ocorre via um processo dependente da
concentragdo, exibindo uma cinética de saturagdo em soja (Cataldo et al., 1993), Lupinus
albus (Costa & Morel, 1993), arroz (Homma & Hirata, 1984) e milho (Mullins &
Sommers, 1986). A natureza da saturagido na absor¢@o do Cd sugere que esta € feita por
algum sistema mediado por carregadores. A translocagdo do Cd da raiz para a parte

aérea tem sido estudada em diversas espécies, incluindo gramineas (Jarvis et al.,



1976),entre elas o milho (Yang et al., 1995) e outras plantas como tomate (Petit & van
de Geijn, 1978), feijao (Hardinaman & Jacoby, 1984), e trigo (Jalil et al., 1994a). O
movimento do Cd da raiz para a parte aérea parece ocorrer via xilema e ser dirigido pela
transpiracdo das folhas. Evidéncias para isso foram obtidas por Salt et al. (1995),
indicando o fechamento estomatico induzido pelo acido absisico (ABA) foi reduzido
dramaticamente pelo acimulo de Cd na parte aérea em mostarda Indiana.

O sequestro celular do Cd tem um grande efeito sobre os niveis de Cd livre no
simplasto e assim pode potencialmente influenciar o movimento do Cd através da planta.
Concentragdes de Cd** no citosol podem ser reguladas por dois processos: Cd** ligado a
fitoquelatinas (PCs) (Grill et al., 1985) e compartimentalizagdo celular, particularmente
no vacuolo (Rauser, 1995), embora existam evidéncias de que o Cd** ligado a PCs tem
pouco efeito sobre a translocagdo via xilema para a parte aérea (Florijn et al., 1993a; Salt
et al, 1995). A compartimentalizagdo vacuolar do Cd pode ser um mecanismo efetivo
para inibig@o do transporte a longas distancias dentro da planta. A presenga do Cd livre e
Cd ligado a peptideos no vacuolo de células vegetais tem sido monstrada (Vogeli-Lange
& Wagner, 1990). Existem evidéncias de que o Cd € transportado através do tonoplasto
para dentro do vaciolo em células de raizes de aveia, tanto como um ion livre (Salt &
Wagner, 1993) como em um complexo com PCs (Salt & Rauser, 1995).

O crescimento celular e o crescimento total da planta podem ser drasticamente
inibidos pela toxicidade do Cd. A inibigdo da expansdo e crescimento celular pode ser
um efeito direto ou indireto do Cd no metabolismo de auxinas ou carregadores de
auxinas (Barcelo & Poschenreider, 1990).

Nas plantas o Cd inibe a fotossintese (Gregerl et al, 1994), causando
mudangas estwuturais nos cloroplastos (Somashekaraiah et al., 1992) e primariamente
afetando os pigmentos fotossintéticos, diminuindo o contetdo total de clorofila (Krupa,
1988), o que pode ser causado pela redugiio da absor¢do de Fe** e Mg** (Hashiri, 1973;
Kahn & Frankland, 1983) e pela reagdo com grupos SH de enzimas especificas da fase
fotoquimica (Stobart et al., 1985). Observou-se também um declinio nos niveis de 4cidos
graxos polinsaturados em cloroplastos (El-Shintinawy, 1999). Plantulas de aveia

exibiram uma redug¢do no contetdo de clorofila (Gullner & Uotila, 1998) e Helliantus



annus (Di Cagno et al.,1999; Gallego et al., 1999). Além disso, em H. annus também foi
observado uma reducdo na assimilagdo de carbono e transporte de elétron no
fotossistema IT (PSII) (Di Cagno et al., 1999). Em soja, EI-Shintinawy (1999) observou
uma inibigdo na fotossintese, com redug¢do de 85% na eficiéncia do PSII, associado a
uma expressiva emiss@o de fluorescéncia. O Cd também afeta a fosforilagdo oxidativa
nas mitocondrias,aumentando a permeabilidade passiva da membrana interna a prétons
(Kesseler & Brand, 1995). Um aumento da resisténcia estomatica em plantas tratadas
com Cd também tem sido observado (Sheoran et. al., 1990). Também o fechamento
permanente dos estdmatos e aumento na produgéo de etileno podem ser responsaveis por
uma senescéncia estimulada pelo Cd (Fuher, 1982). Em soja, foi observado um aumento
de 10 vezes na produgéo de etileno (El-Shintinawy, 1999). Clorose e coloragdo marrom-
avermelhada nas margens e nervuras foliares também foi observada (Kabata-Pendias &
Pendias, 1992). Os sintomas de clorose observados na senescéncia devido & caréncia de
Fe podem ser causados pela competi¢cdo entre os dois cations por sitios de absor¢do na
membrana plasmatica (Foy et al., 1978).

O Cd estimula a formagdo de EAOs (Sandman & Boger, 1983) e aumenta o
nivel celular de peroxidagdo lipidica (Padmaja & Prasad, 1992).

A atividade de sistemas antioxidantes € considerada inversamente
proporcional aos niveis de peroxidagdo de lipideos, sintese de etileno e senescéncia
(Dhindsa et al., 1981; Lesham, 1988).

O Cd também pode aumentar a susceptibilidade de plantas ao estresse
oxidativo devido a deplegdo de glutationa (GSH) causada pela indugéo da formagdo de
PCs, que sdo peptideos ricos em grupos SH (Rauser, 1995) e inibi¢do de muitas enzimas
(Van Assche & Clijster, 1990).

Como exemplo para alguns dos efeitos citados, estudos em girassois
submetidos a0 Cd mostraram uma diminui¢@o significativa no contetido de clorofila
variando del$ a 30%. O contetudo de malondialdeido (MDA) aumentou 50%, indicando

uma peroxidagdo de lipideos. Também o conteido de GSH diminuiu 20% (Gallego et
al., 1996).
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Dentre os metais pesados, o efeito do Hg no ambiente em geral e para
ecossistemas brasileiros, esta melhor definido dada a maior quantidade de estudos com
este elemento, sendo notdria a caréncia de pesquisas desenvolvidas com Cd e Pb
(Eysink, comunicagdo pessoal). Portanto, hd a necessidade de se diagnosticar o grau de
contaminagdo do ambiente sujeito a esse elemento e também, o estabelecimento de
indices toleraveis de poluigéo.

A necessidade de se estabelecer indices de contaminagéo, levou o Centro de
Energia Nuclear da Agricultura-USP (CENA-USP) a realizar um estudo para se
diagnosticar o grau de contaminag¢do por metais pesados dos organismos bentonicos da
Bacia do Rio Piracicaba e a determinac¢do da intensidade e atual contaminagéo da 4gua.
Anélises conduzidas pela CETESB nesta Bacia ja demonstraram que o Cd atinge 10
vezes o nivel considerado aceitavel. Todavia, estes estudos nio incluem analises dos

efeitos bioquimicos e fisioldgicos dos metais pesados em plantas cultivadas (Fostier,

comunicag¢do pessoal).

2.3. Respostas das plantas aos metais pesados

Os possiveis mecanismos de defesa contra metais pesados em plantas podem
envolver: sequestro dos ions por PCs, compartimentaliza¢do, imobilizagdo na parede
celular, exclusio e (ou) diminui¢do do transporte através da membrana plasmatica,
sintese de proteinas e compostos relacionados ao estresse (Zangh et al., 1999; Di Toppi
& Gabrielli, 1999).

2.3.1. Fitoquelatinas

A grande quantidade de metais em tecidos de plantas hiperacumuladoras sugere a

existéncia de mecanismos de defesa para evitar seus efeitos danosos (Schickler. &
Caspi, 1999).
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As plantas respondem ao estresse por metal pesado com a indu¢do de uma
familia de peptideos formados de unidades repetidas de y-Glu-Cys seguidos por um Gly
no terminal-C. Estes peptideos foram genericamente denominados de fitoquelatinas
(PCs). Sdo encontrados em plantas superiores e também em algumas espécies de algas,
leveduras e fungos (Howden et al, 1995; Satofuka et al.,1999). Alguns autores se
referem a esses peptideos como proteinas ligantes de metais (Heavy Metal Binding
Proteins - HMBP) (Galli et al., 1996). Kotrba et al., (1999), cita que plantas podem ter
dois grupos de proteinas: metalotioneinas de plantas (MT) e analogas a metalotioneinas
de plantas (MT-like proteins). As PCs desempenham o principal papel na
desintoxificagdo de metais em plantas (Clemens et al., 1999) e tem-se constatado a
ocorréncia de Cd ligado a elas (Leopold et al., 1999).

Estes peptideos, os quais sdo relacionados a GSH tém uma estrutura geral (y-Glu-
Cys)» —Gly, onde n= 2-7 segundo Grill et al. (1985) e Rauser (1995), porém diversos
autores citam n= 2-11 (Satofuka et al., 1999; Kotrba et al., 1999). A sintese destas PCs
pode ser induzida rapidamente em células de cultura de tecidos e raizes subsequente a
adi¢do de Cd ou uma série de outros metais pesados (Grill et al., 1987), sendo Cd o
indutor mais forte e o Zn o mais fraco (Steffens, 1990).

Estudos para se entender o papel das PCs no processo de desintoxicagdo dos
metais pesados, foram inicialmente baseados no modelo das metalotioneinas, que sdo
produzidas pelos animais na presenc¢a de metais pesados e que apesar de diferirem na
estrutura e biossintese, funcionalmente sdo analogas as metalotioneinas. Estes
polipeptideos, foram originalmente descritos na levedura Schizosacharomyces pombe,
onde foram induzidos pelo Cd e denominados cadistinas (Steffens, 1990).

As similaridades dos PCs & GSH indicam que os mesmos ndo devem ser produto
génico primario, € que apresentam uma via biossintética comum. O primeiro passo
limitante na biossintese do GSH ¢ catalisado pela enzima poli-glutamilcisteina sintase,
que ¢ inibida pelo butionina sulfoximina (BSO) e que também ¢ um inibidor da
biossintese das PCs.

Esta inibig¢io por BSO forneceu a primeira evidéncia do papel das PCs na

desintoxicagdo por metais pesados, pois culturas de células tratadas com BSO eram
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incapazes de sintetizar PCs e tornavam-se susceptiveis, com inibi¢do do crescimento, a
baixos niveis de metais pesados (Steffens, 1990).

A sintese de PCs requer a adi¢do de y-glutamilcisteina através da agdo de uma
enzima constitutiva em plantas, fitoquelatina sintase (PC-sintase), que transfere a -
glutamilcisteina de uma molécula de GSH ou PC ja existente, para uma outra GSH ou
polimero de y-glutamilcisteina. A PC-sintase tem atividade induzida pelo Cd ( Grill et
al., 1989; Kotrba; Ha et al., 1999; Chen et al., 1997). Em contrapartida, um estudo
demosntrou a presenca da PC-sintase em células de tomate crescidas na auséncia de Cd.
O nivel da atividade da enzima € regulado durante o ciclo de cultura, com a maior
atividade ocorrendo posteriormente ao 3° dia de subcultivo. Células resistentes ao Cd
cresceram em meio contendo 6mM CdCl,, apresentando 65% de aumento na atividade
desta enzima, comparada a células ndo selecionadas. A PC-sintase foi encontrada em
raizes e caules de tomate mas ndo em folhas e frutos. A distribuigdo desta enzima em
tomate e a regulacdo da enzima em cultura de células indicam que a PC-sintase e PCs

. podem apresentar fungdes no metabolismo de plantas ndo relacionadas diretamente a
formagdo de complexos com Cd (Chen et al., 1999).

Os genes que codificam a PC-sintase ainda nfo foram bem identificados
(Clemens et al., 1999), porém foram isolados recentemente em trigo e Arabidopsis
thaliana e demonstrado que sdo constitutivamente expressos € também induzidos por Cd
externo (Cobbett, 1999). Clemens et al. (1999) identificou um cDNA de trigo, o qual
expressando em Saccharomyces cerevisiae resultou em aumento da tolerancia ao Cd.
Neste trabalho também foram identificados homélogos dessa nova familia de genes em
Arabdopsis thaliana, S. pombe e inesperadamente em Caenorhabditis elegans. Células
de S. pombe com esse gene incompleto exibiram hipersensibilidade ao Cd e ndo foram
habeis em sintetizar PCs. Extratos de células de E. coli expressando um cDNA para
sintese de PC-sintase de 4. thaliana ou o gene de S. pombe, catalizando uma sintese
GSH-dependente metal-induzida, in vitro, demonstrou que ambos genes codificam essa
enzima. A comparagdo de sequéncias de aminodcidos (a.a.) mostra uma regido N-
terminal altamente conservada, a qual presumidamente seja 0 dominio catalitico, € uma

regido C-terminal variavel contendo multiplos residuos de Cys e que provavelmente esta
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envolvida na ativagio da enzima pelos metais (Ha, et al, 1999). Plantas
preferencialmente desviam enxofre para a sintese de PCs apds a exposigédo ao Cd, o que
as vezes devido & baixa disponibilidade de enxofre, pode causar severa inibigdo no
crescimento de raiz, sendo esse estado revertido por suprimento com altas concentragdes
de enxofre (McMahon & Anderson, 1998). Estudos moleculares tém indicado que a
sintese do mRNA que codifica as duas enzimas envolvidas na sintese de GSH - y-
glutamilcisteina sintetase e glutationa sintetase também € induzida pelo Cd em plantas
de Arabidopsis thaliana (Xiang & Oliver, 1998). Niveis d¢e mRNA da ATP sulfurilase e
APS redutase foram aumentados em Brassica juncea, um acumulador de metais pesados
apos a adi¢do do Cd, embora o efeito tenha variado com o tempo e dose de Cd aplicado
(Heiss et. al., 1999, Lee & Leustek, 1999).

Diversas espécies apresentam ainda peptideos relacionados a PCs. Certos
legumes apresentam homo-fitoquelatinas, ou (y-Glu-Cys),-BAla (Grill et al, 1986),
enquanto algumas gramineas produzem hidroximetil-fitoquelatinas ou (y-Glu-Cys),-Ser
(Klapheck et al.,1994). Como visto, as caracteristicas € composi¢do dos complexos
ligantes de Cd variam consideravelmente entre espécies, concentragdes de Cd, tempo de
exposi¢do e meio nutritivo. Esses complexos podem ser de baixo e alto peso molecular
(Murasugi et al, 1983; Kneer & Zenk, 1992; Di Toppi et al.,, 1999).

Em estudos recentes visando uma andlise genética dos mecanismos de
desintoxica¢do dos metais pesados em plantas, foram isolados duas classes de mutantes
de Arabidopsis thaliana sensiveis ao Cd. A primeira classe denominada cadl, era
incapaz de acumular ou seqiiestrar Cd.

Foram analisados quatro mutantes cad ! independentes, com trés niveis diferentes
de sensibilidade ao Cd e foi demonstrado que todos eram deficientes no acimulo de PC
quando expostos a0 Cd. Todos eles eram também deficientes na atividade da PC-
sintase, indicando que este gene € o responsavel por codificar esta enzima (Howden et
al,, 1995a). Em outra classe isolada, mutantes para um outro loco, cad2, apresentaram
niveis reduzidos de PCs devido a um decréscimo do nivel endogeno de GSH, oferecendo
um melhor conhecimento do papel da GSH em plantas (Howden et al., 1995a,b).

Muitos estudos tém relacionado a sintese de PCs e GSH a alteragées relacionadas
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a metais (Mehra & Winge, 1991). Grill et al., (1989) mostrou que as PCs sdo
sintetizadas a partir de GSH. Também foi mostrado que ocorre uma deple¢do de GSH
em culturas de suspen¢do celular de Datura inoxia (Jackson et al., 1992) e raizes de
milho (Meuwly & Rauser, 1992; Ruegsegger et al., 1992) expostas aos metais pesados.

A GSH € o composto tiol mais abundante em plantas, animais € microrganismos
(Singhal et al., 1987), o qual é principalmente citosdlico em plantas e animais (Wagpner,
dados néo publicados).

A GSH tem uma afinidade relativamente alta para ligagdo ao Cd fazendo deste
composto um quelante potencial no citosol (Perrim & Watt, 1971). Evidéncias sugerem
que GSH constitui uma primeira e rapida resposta de defesa contra exposi¢do ao Cd e
que a tolerdncia para sustentar a exposi¢do depende da sintese de PCs em plantas
(Singhal et al., 1987). Em adigo, resultados obtidos em folhas de tabaco mostraram que
PCs foram sintetizadas em uma ordem sequencial, sendo pequenos peptideos
sintetizados antes de peptideos maiores (Vogeli-Lange & Wagner, 1996). El-
Shintinawy, (1999), mostrou que a adi¢do de GSH conteve o efeito de retardamento do
crescimento induzidos pelo Cd em soja, pela remogédo desses i0ns do citoplasma e do
H>0,, gerado nos cloroplastos.

Em adig@io, estudos moleculares com S. pombe e A. thaliana revelaram a
presenga de um segundo gene envolvido na sintese de GSH e glutationa sintetase
(GSH2), o qual é sugerido ser o responsavel por codificar uma enzima bifuncional,
capaz de catalizar tanto a sintese de GSH adicionando glicina ao dipeptideo (gamma
Glu-Cys) e a sintese de PCs (Al-Lahham et al., 1999).

Esses resultados, € os dados da literatura para raizes, sugerem que diferentes
tecidos de plantas podem responder diferentemente aos metais e (ou) diferentes
respostas podem predominar dependendo do nivel de exposigdo ao Cd** e da habilidade
da planta em manter o estoque de GSH. Mecanismos para a complexagio do Cd** no
citosol com GSH, ou outros ligantes e o sequestramento para dentro do vacuolo e
complexacdo la dentro com acidos organicos e outros ligantes (Wagner, 1993), pode ser
resposta predominante sob baixos niveis de exposi¢do. Altos niveis de exposi¢do podem

requerer mecanismos adicionais de complexagdo como PC-Cd, PC-Cd**-SH, e (ou)Cd**-



15

SH (Vogeli-Lange & Wagner, 1996).

Para uma visdo global e a mais completa possivel sobre esses complexos
mecanismos, deve-se considerar a assimilag@o de nitrogénio em plantas superiores, pois
esta € a principal via biossintética que leva a formag&o do glutamato, o qual € requerido
para a sintese de metabdlitos que participam de adaptagées bioquimicas ao estresse por
metais pesados como o Cd. Em plantulas de milho expostas ao Cd, Boussama et al.,
(1999), mostraram um significante decréscimo no conteudo de nitrato relacionado a
inibicdo das enzimas dessa via, exceto na glutamato desidrogenase, que aumentou.
Embora tenha ocorrido uma diminui¢do no total de a.a., houve acimulo de glutamato,
prolina, lisina, metionina e glicina e paralelamente ocorreu um aumento no conteudo de
y-glutamilcisteina e GSH. E sugerido que a indugéio da NADH-glutamato desidrogenase,
providenciou o glutamato requerido para um aumento de prolina, y-glutamilcisteina e

GSH, comuns em condigées de estresse por metais pesados.

2.3.2. Compostos e enzimas antioxidantes em circunstincias oxidativas

Durante condigées normais de crescimento e desenvolvimento, as plantas sdo
invariavelmente expostas a diversas formas de estresse, tais como seca, calor,
resfriamento, poluentes, radiagdo UV entre outros. Espécies ativas de oxigénio (EAOs)
sdo comumente geradas sob essas condi¢gdes (Rao et al., 1996).

O oxigénio na atmosfera € relativamente ndo reativo, mas quando em contato
com sistemas metabodlicos, pode ser transformado em formas reativas como superéxido
(0;™) peréxido de hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (OH") e oxigénio “singlet”
('0,), as quais podem potencialmente causar danos ao ambiente celular (Smimoff,
1993), ou seja, danos em lipidios de membrana afetando a sua permeabilidade (Chevrier
et al,, 1988), proteinas, clorofila e acidos nucléicos (Scandalios, 1993; Foyer et al.,
1994). Estas formas de oxigénio sdo freqiientemente chamadas de oxigénio ativo. O
termo radical livre de oxigénio também € utilizado coletivamente, embora somente o

superoxido e radicais hidroxilas sejam realmente radicais livres. Algumas dessas EAOs,
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podem formar radicais livres organicos, os quais podem interagir com um grande
namero de moléculas causando danos. Por esta razio as células de organismos aerébicos
possuem diversos mecanismos para remover essas EAOs antes que causem danos ou
para repara-los quando ocorrem (Smimoff, 1993).

Muitos estudos examinando os efeitos do estresse por poluigdo tém sido
conduzidos com gases poluentes, especialmente 0zonio e didoxido de enxofre (Grill et al.,
1979; Chiment et al., 1986; Mehlhorn et al., 1986), com chuva 4cida e com metais
pesados, os quais também causam estresse oxidativo em plantas (Sandmann & Boger,
1980; Chia et al., 1984; Luna et al., 1994). O dano oxidativo é manifestado como reagéo
do oxigénio ativo com componentes celulares, bem como sua inativagdo (Asada &
Takahashi, 1987; Halliwell & Gutteridge, 1989). Os produtos gerados incluem peroxidos
lipidicos (quando quebrados, originam o MDA), resultantes da oxidagédo dos grupos SH
de cisteinas, e também a oxidagdo de residuos de histidina, tirosina, triptofano e
metionina em proteinas, prejudicando fun¢des e levando a uma protedlise acelerada,
além de alterar bases em acidos nucléicos (Halliwell & Gutteridge, 1989).

As plantas possuem diversos mecanismos para prevenir ou aliviar os danos
causados por EAOs. Esses mecanismos incluem a limpeza por meio de antioxidantes
naturais como ascorbato (AA), glutationa (GSH), a-tocoferol e carotendides € o uso de
um sistema enzimético antioxidante o qual inclui a atividade de enzimas como
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) (Alscher & Hess, 1993), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa redutase (GR), monodesidroascorbato redutase (MDHAR)
e desidroascorbato redutase (DHAR), muitas das quais agem em tandem (Foyer et al.,
1994, Allen, 1995; Anderson et al., 1995; Rao et al., 1996).

Os principais antioxidantes soliveis em plantas sdo o ascorbato e o tripeptideo
GSH, o qual é considerado um antioxidante muito importante envolvido na prote¢do das
membranas celulares (Alscher, 1989). Sob condigdes normais o estoque de GSH e AA
permanece em suas formas reduzidas, sendo que 10% estdo na forma oxidada (Foyer et
al., 1989).

O a-tocoferol ¢ um antioxidante lipofilico presente nas membranas que pode agir

como promotor da limpeza do 'O; , prevenindo assim a peroxidagéo lipidica (Halliwell
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& Gutteridge, 1989; Winston, 1990).

FungGes antioxidantes e promotoras da limpeza de radicais livres s3o atribuidas a
um grande nimero de outros compostos (Larson, 1988). Muitos destes compostos
aumentam sob condigées de estresse, como prolina, polidis e sacarose (Hanson & Hitz,
1982). Todos estes foram relatados como efetivos promotores da limpeza de radicais
hidroxila (Smimoff & Cumbes, 1989).

O papel central no mecanismo antioxidativo em plantas é desempenhado pela
SOD, sendo o produto de sua reagdo quebrado pela CAT ou outras peroxidases como
APX e guaiacol peroxidase (GP). Outras enzimas como GR, DHAR e MDHAR também
estdo envolvidas na limpeza de EAOs (Allen, 1995). Portanto, a limpeza das EAOs
envolve a interag@o de enzimas protetoras, antioxidantes de baixo peso molecular e seus
sistemas de regeneragdo (Foyer et al.,1994).

Essas moléculas potencialmente danosas podem ser geradas em trés principais
sitios do aparato fotossintético: o complexo coletor de luz (LHC) associada ao
fotossistema (PS) II, o centro de reagdo do PSII e o lado aceptor do PSI (Niyogi, 1999).

Os radicais superdxido produzidos pela redugé@o do oxigénio molecular no PSI,
séo rapidamente convertidos a formas menos reativas (dismutados) pela SOD associada
ao PSI e o H,0O, resultante € eliminado pela APX ligada a membrana do tilacoide. Dessa
maneira, os radicais superoxido s@o transformados em H,0, que é uma EAO menos
destrutiva, além de decrescer o risco de formagido do OH® (Marrs, 1996). As EAOs que
escapam da destrui¢do no tilacoide, sdo destruidas pela SOD localizada no estroma,
além da APX. O H,0, produzido pela glicolato peroxidase (GP) ¢ degradado pela CAT,
principalmente nos peroxisomas. Os produtos das reagées com APX, s@o convertidos em
AA, sendo que a redugdo que resulta o AA € catalisada pela enzima DHAR, via
ascorbato: via metabdlica da GSH. Nessa via, também a GSH ¢ oxidada a GSSG e o
nivel de GSH ¢ mantido pela GR, uma enzima dependente de NADPH. Assim o nivel de

ghutationa oxidada (GSSG) indica circunstancias oxidativas (Alscher & Hess, 1993;
Asada, 1994).



18

2.3.2.1. Superodxido dismutase

As SODs sdo enzimas que contém metais e catalisam a dismutag@o do radical
superoxido em O, e. H,O, (Matson, 1998). Esta atividade enzimatica foi primeiramente
descrita por McCord e Fridovich, (1969) com uma proteina cobre/zinco de eritrocitos
bovinos. Esta enzima foi encontrada em todos organismos aerébios examinados. Em
plantas existem trés formas desta enzima, as quais sdo classificadas segundo o ion
metdlico em seu sitio ativo: formas cobre/zinco (Cuw/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e
ferro (Fe-SOD) (Bowler et al., 1994; Chen & Liu, 1996).

A remogdo do O, pelas SODs é descrita como uma dismutag¢do, reagdo na qual
dois substratos idénticos sdo convertidos em dois produtos diferentes, ou seja, para duas
moléculas de O,™ consumidas, uma molécula de O, e H,0, sdo geradas. Nesta reagdo, o
ion metalico do sitio ativo oscila entre o estado oxidado e reduzido, € o O, é envolvido

em ambas reagées (Matson, 1998). Essas reag¢des estdo representadas abaixo:

Cu*" +0;" P »Cu' +0;
Redugdo do Cu**

Cu +0," Sob ,Cu” + H,0,
Oxidagdo do Cu"

Mrn’* +0,* P » Mn’* + 0,
Redugdo do Mn**

Mn2+ + 02'0 SOD )Mﬂ3+ + H202
Oxidagdo do Mn**

Dismutagio geral:

20" 50D » 0, +H0,

Dismutagéo
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A Fe-SOD e Mn-SOD sdo essencialmente procariéticas e eucaridticas
respectivamente. A Cw/Zn-SOD ¢é de grande ocorréncia em procariotos e eucariotos. As
duas primeiras parecem ser altamente similares na estrutura priméria e tridimensional e
em outras propriedades fisico-quimicas. A ultima ndo apresenta tal similaridade. Assim,
presume-se que a Fe-SOD e Mn-SOD podem ter um ancestral comum, tendo a Cu/Zn-
SOD evoluido independentemente (Chen & Liu, 1996). Somente em plantas as trés
formas coexistem, porém a Fe-SOD € mais rara e apenas recentemente ¢ mostrada
existir em plantas.

Os estudos relativos a essa enzima tém sido realizados tanto no nivel
subcelular como filogénico. A verificagio da ocorréncia em diferentes
subcompartimentos de células vegetais e os estudos da evolugdo molecular vem sendo
intensificados buscando-se entender a razio de serem mantidas trés enzimas
funcionalmente equivalentes, mas estruturalmente diferentes.

A avaliagdo de seqiiéncias de cDNA que codificam as diferentes SODs e o
uso de técnicas moleculares vem aumentando consideravelmente o conhecimento sobre
este sistema enzimatico e o estresse oxidativo em plantas (Bowler et al., 1994).

Como ja& mencionado, plantas apresentam varias isoenzimas dos tipos de
SODs, em diversos subcompartimentos: mitoc dndrias, cloroplastos e peroxisomos, além
do citosol.

A Cw/Zn-SOD foi encontrada: no citosol de diversas espécies: arroz (Pan et
al., 1999), M. crystallium (Miszalski et al., 1998), pimenta vermelha (Kim et al., 1997),
espinafre (Ogawa et al., 1996) e azeitona (onde foi encontrada também junto a parede
celular de grdos-de-polén) (Alche, et al, 1998); nas mitocondrias de girassol (4
isoformas) (Corpas et al, 1998) e feijio (Corpas et al., 1991); nos cloroplastos de
Arabidopsis (Kliebenstein et al., 1998), tabaco, (Kurepa, et al., 1997), feijdo (Corpas et
al, 1991) e aveia (ligada ao tilacoide e estroma) (Sehmer & Dizengremel, 1998) e nos
peroxissomas em abdbora, girassol e algoddo (na matriz) (Corpas et al., 1998). A Mn-
SOD foi encontrada nas mitocondrias de aveia (Sehmer & Dizengremel, 1998), M.
crystallium (Miszaiski et al., 1998), abobora (Corpas et al.,, 1998), feijdo (Corpas et al.,
1991) e arroz (Ogawa et al‘., 1995); em cloroplastos de Arabidopsis (Kliebenstein et al.,
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1998); em peroxisomas de abobora (Corpas et al., 1998) e ervilha (Corpas et al., 1991).
A Fe-SOD foi encontrada no citoplasma de arabidopsis (Kliebenstein et al., 1998) e
Mnium affine (Christov & Bakardjieva, 1999), em cloroplastos de M. crystallium
(Miszalski et al,, 1998) e tabaco (Kurepa, et al., 1997). Santos et al (1999) encontraram
uma Fe-SOD em S. meliot que ndo foi inativada pelo H,0,. Nessa enzima constatou-se
que além do Fe, também o Mn age como co-fator. A comparagdo de 70 Fe-SODs e Mn-
SODs indicou que essa Fe-SOD apresenta diversos residuos atipicos em sitios
especificos que podem contribuir para a ativagdo por Mn e resisténcia a H,0,.
Similarmente, Kaminaka et al. (1999) encontraram uma Fe-SOD em arroz que ndo ¢é
inativada pelo H,O,. Com base nestes dados, observa-se que a Fe-SOD ¢ mais rara e tem
sua distribuicdo mais restrita. Ogawa et al. (1996) encontraram a presenga de uma
Cw/Zn-SOD no nicleo de plantas de espinafre, sendo atribuida a esta um papel protetor
contra mutagées fatais causadas por EAOs. Uma Mn-SOD extracelular, com grande
similaridade as Mn-SODs mitocondriais de outras espécies foi encontrada em Barbula
unguiculata (Yamahara et al. 1999). Streller & Wingsle (1994) encontraram uma
suposta SOD extracelular em fluidos de pinheiro escocés. Essa enzima apresenta um
dominio diferente daqueles encontrados em Cu/Zn-SODs de cloroplastos e citosol em
plantas.

Diversos autores tém conduzido estudos relacionando a deficiéncia de
nutrientes como Zn, Cu, Fe ¢ Mn com a atividade de SOD. Em plantas cultivadas com
deficiéncia de Zn foram relatados efeitos como: decréscimo no conteudo e atividade de
Cw/Zn-SOD em arroz (Obata et al., 1999) e na atividade de Cuw/Zn-SOD e Mn-SOD em
Lupinus angustifolius L. (Yu & Rengel, 1999), decréscimo da Mn-SOD com aumento
simultdneo da Cw/Zn-SOD em Impatiens flanaganiae (Lall et al., 1998). Sob deficiéncia
de Mn foram relatados: decréscimo na atividade da Mn-SOD em tabaco (Yu et al., 1999)
e aumento da Cw/Zn-SOD em Lupinus angustifolius (Yu & Rengel, 1999). No caso de
deficiéncia de Cu, foram relatados: decréscimo na atividade de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD
em Lupinus angustifolius (Yu & Rengel, 1999); e decréscimo na atividade de Mn-SOD e
aumento simultdneo da Cu/Zn-SOD em Impatiens flanaganiae (Lall et al., 1998). E

ainda, sob deficiéncia de Fe, foi observado um decréscimo da Fe-SOD em tabaco
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(Kurepa et al., 1997a). Esses dados mostram que a deficiéncia de nutrientes altera a
atividade das trés formas de SOD dependendo do tipo e severidade do estresse (Yu &
Rengel, 1999).

As isoformas de SOD apresentam grande homologia entre espécies de plantas
e até consideravel homologia com mamiferos. S&o relatadas estruturalmente como
dimeros, com massas moleculares variando de aproximadamente 30 a 80 kDa,
codificadas por até 3 genes em algumas espécies, sendo estes, genes nucleares de copia
unica (Sakamoto et al, 1992; Miao & Gaynor, 1993; Streller & Wingsle, 1994; Arines et
al,, 1994; Thygesen et al., 1995; Murai & Murai, 1996; VanCamp et al., 1996;
Kaminaka et al., 1997; Kin et al, 1997; Kurepa et al., 1997; Miszalski et al., 1998; Ken
et al., 1998; Tanakaet al., 1998; Santos et al., 1999)

2.3.2.2. Catalase

As CATs s@o hemeproteinas oxiredutases tetraméricas, que contém grupos de
ferriprotoporfirinas, com massa molecular em torno de 240 kDa. S&o encontradas no
citoplasma, mitocOndrias e peroxisomos de células de animais, vegetais e
microrganismos aerobicos, atuando como reguladoras dos niveis de H,O,, os quais sdo
decompostos em H;O e O, (Scandalios, 1990). Na alga verde Chlamydomonas
reinhardtii a CAT, que apresenta trés isoformas € constituida de um dimero localizado
nas mitocOondrias (Kato et al., 1997).

Essas enzimas sdo abundantes em glioxissomas de tecidos que armazenam
lipideos, onde decompéem o H,;O, formado durante a B-oxidagdo de acidos graxos
(Holtman et al., 1994; Voet & Voet, 1995), e em peroxisomas de folhas verdes, onde o
H,0; é produzido durante a fotorrespiragdo pela conversdo do glicolato em glioxilato
(Willekens et al., 1997).

Em angiospermas, uma pequena familia de genes codificam as CATs (Frugoli et
al., 1998). Trés isoenzimas geneticamente distintas foram caracterizadas em plantas de

milho (Scandalios, 1994), enquanto duvas foram identificadas em cevada (Skadsen,
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1995). Em Nicotiana plumbaginifolia também foram relatados trés genes (Willekens et
al.,, 1994b). Em Arabidopsis, uma familia de multi-genes codifica subunidades
individuais que se associam para formar até seis isoformas (Frugoli et al., 1996).

Uma terceira classe € localizada em tecidos vasculares e pode estar envolvida na
protegdo contra estresse ambiental (Willekens et al., 1994a.) As isoformas de CAT
podem ser reguladas temporalmente e espacialmente e responder diferencialmente a luz
(Scandalios, 1994; Skadsen et al., 1995; Willekens et al., 1994a.; Boldt & Scandalios,
1997). Acevedo et al. (1996) sugere a existéncia de genes induzidos e reprimidos pela
luz em cevada. Alguns trabalhos mostram que o gene Cat3 é transcricionalmente
regulado por um ritmo circadiano em milho, sendo esse um fendmeno geral nesta planta
(Abler & Scandalios, 1994; Polidoros & Scandalios, 1998). E postulado que a regulagéo
¢ independente de elementos especificos no promotor, os quais sdo cruciais na regula¢do
circadiana do gene Car2 de arabidopsis. Em adigfo, os efeitos diretos de altas e baixas
concentragdes do proprio H;0O; induzindo a expressdo de Catl/Cat2 e Cat3
respectivamente, sendo que essa regulagdo através do H,O, foi superimposta sobre a
regulagdo circadiana de Cat3 (Polidoros & Scandalios, 1999).

Diversas condigGes, algumas de estresse, estdo relacionadas a alteragGes na
atividade da CAT. Alteragdes sazonais foram relatadas em aveia, onde na primavera, o
aumento na atividade foi relacionado a um aumento na fotorrespiragédo (Garcia-Plazaola
et al, 1999). O resfriamento acarretou uma diminui¢do na atividade em Arabidopsis
(Kubo et al., 1999) e milho (Leipner et al., 1999). O déficit hidrico teve o0 mesmo efeito
em arroz (Boo & Jung, 1999). Genétipos deficientes e tolerantes a UV-B mostraram
baixa e alta atividade respectivamente (Mazza et al., 1999). Plantas tratadas com
herbicida 1,10—fenantrolina apresentaram um decréscimo na atividade (Herman et al.,
1998). O Cd causou um significante decréscimo na atividade em folhas de Pisum
sativum (Dalurzo et al., 1997), plantulas de Helianthus annuus (Bhattacharjee, 1998),
Phaseolus vulgaris (Padmaja & Prasad, 1992), Lemna minor (Mohan & Hossetti, 1997)
e Amaranthus lividus (Bhattacharjee, 1998). Em Phaseolus vulgaris o decréscimo foi
observado em raizes e folhas, mas ndo em caules (Chaoui et al., 1997). Um aumento na

atividade foi observado em Agropiron repens (Brej, 1998), Helianthus annuus (Gallego
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et al., 1996b; 1999) e em variedades tolerantes de Solanum tuberosum (Stroinski et al.,
1997). Plantas de Lycopersicon esculentum transgénico expressando CAT, mostraram
uma susceptibilidade ao estresse oxidativo devido a uma supressdo da atividade dessa

enzima (Kerdnaimongkol & Woodson, 1999).

2.3.2.3. Glutationa redutase

Diversos papéis metabdlicos, regulatdrios e antioxidativos da GSH, resultam
de sua oxidag¢do a GSSG. Para a maioria dessas fungdes a GSH deve estar em sua forma
reduzida. Essa redugdo € conduzida pela flavoproteina glutationa redutase (GR) em uma
reacdo de oxidagdo-redugdo NADPH-dependente da GSSG para GSH (Creissen et al.,
1993). Este processo normalmente produz um razio de GSH:GSSG de 100:1, a qual
permite a GSH funcionar como um agente redutor intracelular.

A GR contém o grupo prostético flavina adenina dinucleotideo (FAD) para
transferéncia de elétrons. Flavinas podem sofrer duas transferéncias seqiienciais de um

elétron, ou transferéncia simultinea de dois elétrons, passando ao estado FADH ou
FADH, (Voet & Voet, 1995).

NADPH+H™
)C \CGR( SH Ccsss
+
NADP FADH d
2 erR_L 2 GsH

Figura 1. Esquema da reagio catalizada pela GR no ciclo da Glutationa-Ascorbato

A GR € amplamente distribuida em procariotos e eucariotos e tem sido
estudada em um grande numero de organismos, compreendidos desde bactérias
heterotroficas e fotossintéticas até plantas e animais. A seqiiéncia de a.a. primaria para
GR humana é conhecida, bem como a estrutura tridimensional do homodimero,
incluindo a elucidagdo dos sitios de ligagdo para FAD, NADPH e GSH. Informagdes
estruturais detalhadas para GR em plantas ainda ndo s@o disponiveis, entretanto ela tem

sido caracterizada para um amplo grupo de plantas superiores, incluindo tanto
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gimnospermas como angiospermas e parcialmente purificada em milho, ervilha,
espinafre e pinho.

Em células animais, a maior atividade de GR € citosolica com uma pequena
proporg¢do localizada na matriz mitocondrial (Creissen et al., 1994). Em plantas, a maior
atividade de GR ¢ encontrada em cloroplastos. Em folhas de ervilhas os cloroplastos e
mitocOndrias apresentaram 77% e 3%, respectivamente, do total de atividade da GR,
com o restante sendo citosdlico (Edwards et.al, 1990). Essa enzima também foi
encontrada na matriz de peroxisomas de ervilha (Jimenez et al., 1997).

O gene codificante para GR de E. coli foi clonado e sequenciado (Greer &
Perham, 1986) e mais recentemente clones de cDNA tém sido obtidos de GR humana, o
que confirmou a seqiiéncia de a.a. (Tutic et al., 1990). Dificuldades na purifica¢do e
sequenciamento em plantas superiores, vieram impedindo até recentemente, algumas
comparagées diretas entre a seqiiéncia de a.a. de uma GR de planta e de outros
organismos (Creissen et al., 1994).

Andlises de cDNA de tabaco e ervilha mostraram 78% de homologia no nivel de
nucleotideos, e identidade acima de 78% e similaridade acima de 86% em seqiiéncias de
a.a. (Creiseen et al., 1992). A regido de formacdo da ponte dissulfidica é praticamente
idéntica nos casos analisados. Os residuos de arginina requeridos para a ligagdo do
NADPH sdo bastante conservados (Scruton et al.,, 1990). Lee et al. (1998) mostraram
que uma GR de Brassica campestris apresenta 92,2 e 79,5% de identidade com
Arabdopsis e ervilha respectivamente. Em adic¢do, constatou-se que o polipeptideo de
estrutura prnimdria tem 50,2 kDa em S. pombe (Lee et al., 1997),l 54 kDa em B.
campestris (Lee et al.,, 1998), 52,7 kDa em A. thaliana (a GR ativa tem 110 kDa,
indicando ser um homodimero) (Kubo et al., 1993), 55 kDa em Pisum sativum (a GR
ativa tem 114 kDa sendo também neste caso um homodimero) (Madamanchi et al.,
1992). A GR ¢ codificada por genes nucleares de cOpia unica, sendo as isoformas
resultado de modificagdes pés transcricionais, como processamento diferencial dos
mRNAs de um mesmo gene e consequentemente levando a sua distribuigdo nos diversos

compartimentos subcelulares, embora ja tenham sido encontrados dois genes diferentes
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codificando isoformas distintas (Creisen et al.,, 1995, Kubo et al.,, 1993, Creissen &
Mullineaux, 1995).

A regulagéo da expressdo tem sido alvo de diversas pesquisas. Badenhorst et al.,
(1998), sugerem uma regulagdo pos traducional mediada pela luz. Xiang & Oliver
(1998), mostraram niveis de GSH, H,O, e acido jasmoOnico ativando a expressdo.
Elementos sensiveis ao ABA flanqueando a regido 5° de um gene em arroz sugerem uma
regulagdo mediada pelo ABA como sinal de transdugdo (Kaminaka et al., 1998).

Finalmente, inimeros trabalhos vem relacionando alteragdes no conteudo e
atividade dessa enzima em plantas sob as mais variadas condi¢Ges de estresse, como por
exemplo o aumento na atividade da GR em tabaco (75%) submetido a tratamentos com
herbicidas (Lederer et al., 1999), em trigo submetido ao frio (Streb & Feierabend, 1999),
em café, submetido a alta intensidade de luz e alta disponibilidade de N (138%)
(Ramalho et al., 1998) e em feijdo submetido ao Cd e Zn (Chaoui et al., 1997). Em
contrapartida, Patra & Panda (1998), obtiveram resultados que mostraram um
decréscimo na atividade da GR em cevada submetida a CdSOy, porém o nivel de PCs
aumentou concomitantemente. Em plantas transgénicas uma superexpressdo esté
relacionada a tolerancia diferencial ao estresse ambiental. Tabaco expressando GR de E.
coli, com expressdo de 1 a 3 vezes superior (Aono et al., 1991) e de ervilha (Creissen et
al,, 1994) se mostraram pouco susceptiveis ao paraquat. Aono et al. (1991) também
observou tolerdncia ao paraquat, mas simultaneamente as plantas nio foram mais
tolerantes ao 0zdnio. Esse resultado concorda com os resultados relatados por Creissen
et al. (1994). Duas variedades de tabaco transgénicas expressando uma forma citosélica
de GR bacteriana ndo apresentaram altera¢des significativas na atividade da enzima sob
condigdes de alta intensidade luminosa, sugerindo que nesse caso a superexpressido de
GR no citosol ndo foi suficiente para reparar os danos fotoinibitoérios constatados
(Tyystjarvi et al., 1999). Também foram comunicadas altera¢des na atividade de GR em
cultura de tecidos submetidos a tratamento salino (NaCl), onde linhagens tolerantes
mostraram um aumento na atividlade da enzima (Rodrigues-Rosales et al., 1999) e
também em calos de soja, onde o Km (afinidade) da GR aumentou proporcionalmente

ao aumento das concentragdes salinas (El Enany, 1997).
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Em sintese, o peroxido pode entdo ser metabolizado diretamente por peroxidases,
particularmente na parede celular e pela CAT nos peroxissomas (Azevedo et al., 1998;
Polidoros & Scandalios, 1999). No cloroplasto, o O2* € convertido pela SOD a H,0; 0
qual € entdo decomposto em agua e oxigé€nio pela via do ciclo ascorbato-glutationa

(Foyer et al., 1997, Noctor & Foyer, 1998).
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Figura 2. Esquema da via de limpeza de EAOs
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2.4. Enzimas antioxidantes como indicadores do estresse por poluentes

Diversas isoenzimas de SOD, CAT, POX, APX e GR sé@o encontradas em plantas
e seus conteudos relativos mudam durante exposigdo ao estresse. A atividade de
diferentes enzimas antioxidantes parece ocorrer simultaneamente. Em tabaco e milho
submetidos a tratamentos com paraquat, o aumento na atividade da SOD é acompanhado
por um aumento na atividade da GR (Malan et al., 1990). Uma diminui¢@o da atividade
da CAT em raizes e folhas, mas ndo no caule ocorreu em Phaseolus vulgaris submetidos

ao Cd, além de um estimulo na atividade de guaiacol peroxidase no caule e aumento das
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atividades de APX e GR nas folhas (Chaoui et al, 1997). Em girassol, baixas
concentra¢cdes de Cd acarretaram um aumento na atividade de enzimas antioxidantes
com exce¢do da SOD. Em concentragGes mais altas, a atividade permaneceu inalterada
para SOD enquanto para CAT, APX, DHAR, GR e GPX diminuiram (Gallego et al.,
1999). Em folhas de ervilha a atividade de CAT foi significativamente diminuida,
enquanto que as atividades da SOD e da GPX aumentaram (Dalurzo et al., 1997). Em
Alyssum argenteum e Alyssum maritimum a atividade de SOD aumentou em altas
concentrag¢des de Cd, enquanto que a da APX permaneceu inalterada e a da GR diminuiu
(Schickler & Caspi, 1999). Em Lupinus luteus, o Cd em baixas concentra¢des induziu
um aumento na atividade de enzimas antioxidantes, mas em altas concentragdes, a
atividade de SOD nfo aumentou e até caiu no caso da CAT e da APX em relagéo ao
controle. Isto implica em uma resposta antioxidante dependente da dose, estimulada por
baixas concentragdes € que em altas concentragdes a capacidade das enzimas
antioxidantes é diminuida, o que pode contribuir neste caso para uma redugdo do
crescimento radicular (Gwozdz et al., 1997).

Esta claro que oxigénio ativo € um fator comum na resposta de plantas aos
principais extremos ambientais. Estes fatores podem estar atuando de trés formas
distintas: (1) produtos quimicos toxicos podem gerar oxigénios ativos e radicais livres
diretamente, quando absorvidos pela planta (poluentes do ar, herbicidas, metais); (2)
fatores ambientais fisicos podem influenciar o metabolismo de tal modo que a produgéo
de oxigénio ativo é aumentada (temperatura, radiacéo); (3) de modo distinto do primeiro
e segundo, algum fator ambiental pode romper o metabolismo e assim o dano oxidativo
aparecer como um efeito secundario (Smirnoff, 1993).

Embora a formagdo destas EAOs citotoxicas geralmente seja considerada o
principal processo prejudicial em plantas sob condigdes de estresse, estas moléculas
também sdo formadas no metabolismo normal da célula e a sua produgdo e destruigéo
sdo um fenémeno celular regular (Kangasjarvi et al., 1994).

As células fotossintéticas s@o propensas aos danos oxidativos, desde que elas sédo

sitios de alta concentracdo de oxigénio (Robinson, 1988) e que, através de seus



28

pigmentos fotossintéticos, podem absorver luz e provocar com essa forma de energia a
formagdo das EAOs (Asada & Takahashi, 1987).

A fotoinibi¢gdo como ja citado, pode ter um componente causado por danos
oxidativos, os quais podem resultar na peroxidagdo de lipidios na membrana do
tilacéide. Existe uma relagdo positiva entre a peroxidagéo e capacidade de transporte de
elétrons em cloroplastos isolados (Mishra & Singhal, 1992). Além disto, a limitagdo da
fixagdo do diéxido de carbono, aumenta a taxa de fotorredug@o do oxigénio, como por
exemplo, pela inibigéo do ciclo de Calvin (Robinson, 1988).

Existem evidéncias de que o oxigénio age como um aceptor de elétrons e pode
também proteger contra fotoinibigdo. Isto sugere que processos similares ocorrem em
segmentos de folhas ativamente fotossintetizantes e que o PSII € provavelmente sitio de
fotorredugdo do oxigénio, o qual pode ser visto entdo como um mecanismo para
minimizar a fotoinibi¢do. Em contrapartida, danos oxidativos resultam da geragdo de
oxigeénio ativo (Ireland et al., 1985). Assim, o oxigénio pode ter um duplo papel, agindo
como fotoprotetor, dissipando a energia via fotorredug&o e como um fator de inativagéo
e queda do PSII sob condigbes mais severas (Krause et al., 1985).

Danos oxidativos em cloroplastos sdo minimizados sob condigdes "normais” pela
atividade de superdxidos dismutases (SODs) e enzimas do ciclo GSH-AA (também
conhecido com via metabdlica de Halliwell-Asada). Apesar de a maior parte da
discussdo desta via metabélica estar voltada a esse papel central na prote¢do contra
danos oxidativos em cloroplastos, a presenca das enzimas desse ciclo e seus substratos
em tecidos ndo fotossintéticos demonstram claramente que esta via também funciona em
outros compartimentos celulares (Creissen et al., 1994).

O aumento na atividade dessas enzimas antioxidantes € usado freqiientemente
como indicador do estresse por poluigdo (Chen et al., 1991;1994). Entretanto, existem
algumas limitagdes no uso de respostas antioxidantes e peroxidases como marcadores
bioquimicos de estresse por polui¢do em plantas. Primeiramente, mudangas nos niveis
de atividade de antioxidantes e peroxidases constituem uma resposta inespecifica para
estresse oxidativo e pode ser causada por varios fatores (Bowler et al., 1992; Willekens

et al., 1994). Além disso, muitos experimentos mostram o aumento dos niveis desses
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antioxidantes e atividade de peroxidases durante um pequeno periodo, envolvendo desde
poucos minutos a diversos dias de duragdo em plantas expostas aos agentes poluentes
(Malan et al., 1990). Portanto, muitos estudos sdo necessarios para mostrar que esses
niveis sdo realmente indicadores, quando o ambiente poluido continuamente por
diversas semanas ou meses. Finalmente, tecidos vegetais fotossintéticos e heterotroficos,
freqiientemente diferem na atividade de enzimas e conteido de antioxidantes (Rauser,
1987). As folhas e raizes usualmente apresentam diferentes isoenzimas com
propriedades variantes, incluindo a sensibilidade aos poluentes (Bielawski & JOy, 1986a;
Bowler et al.,, 1992; Willekens et al., 1994). Em contrapartida, muitos estudos atuais tem
sido especialmente designados para comparar enzimas de folhas e raizes, como

indicadores do estresse por polui¢do (Roy & Hanninem, 1994).



3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Bioquimica de
Plantas do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura Luiz de

Queiroz da Universidade de Sdo Paulo (ESALQ-USP).

3.1. Material biologico

Plantas de cana-de-agucar da variedade Copersucar SP80-3280 foram
utilizadas para obtengéo de calos e segmentos de colmos para germinagéo e obtengéo de
plantulas. Os calos foram obtidos & partir de meristemas e fornecidos gentilmente pelo
CTC (Centro de Tecnologia de Cana) da Copersucar em Piracicaba. Os colmos foram

cortados de plantas adultas do campo experimental do CTC .

3.2. Cultivo dos calos

Os calos foram cultivados em placas de petri com 20 ml de meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescidos de 2 mg/L de 2,4-D e 250mg/L do
antibiético comercial CLAVULIN. Os subcultivos foram realizados periodicamente a
cada 3 ou 4 semanas. As placas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura
de 28 £2°C e no escuro. Os tratamentos foram realizados acrescentando-se o cloreto de

cadmio (CdCl,) ao meio de cultura nas concentragdes pré-determinadas.



31

3.3. Cultivo das plantulas

Segmentos de colmos de 3 a 5 cm contendo uma gema, foram tratados,
procedendo-se uma imersdo em solugdo de agua e fungicida comercial BENLAT
(0,3g/L) por 15 minutos e colocados em seguida para germinar em placas de espuma
fendlica de 2 cm de espessura, acondicionadas em bandejas plasticas. Os colmos
germinaram em uma casa de vegetacdo sob condig¢bes controladas de temperatura (30
+2°C) e umidade (as placas foram mantidas umidas constantemente). Apds 4 a S
semanas do inicio da germinagdo as plantulas foram selecionadas e cultivadas em
sistema de hidroponia, sendo transferidas para vasos com solugdo nutritiva (Hoagland e
Arnon, 1938). Um compressor de ar isento de 6leo foi utilizado para promover a
aeracdo das plantas (Fig.3 ). Os colmos foram sustentados por uma placa de isopor
encaixada no vaso (Fig.3 ). Nessa fase foram iniciados os tratamentos onde o CdCl, foi

acrescido a solugdo nutritiva nas concentra¢des pré-determinadas.

3.4. Cromatografia em camada delgada (TLC) para aminoacidos

Foram utilizadas placas de silica gel sobre poliéster de 20 x 20 cm (Sigma-
Aldrich). Os a.a. livres de calos foram extraidos com agua deionizada (d.d.) utilizando-
se de 50 a 100 mg de tecido/50 pL de agua. A extragdo foi feita em tubos “eppendorf”,
macerando-se os tecidos com um bastdo de vidro. Em seguida os extratos foram
centrifugados a 15.000 rpm em uma microcentrifuga por 8§ minutos. O sobrenadante foi
utilizado para a aplicagdo de aliquotas de 10 pL nas placas para a cromatografia. Antes
da aplicagdo das amostras, as placas foram ativadas a 60°C poér 120 minutos em estufa.
Os cromatogramas foram desenvolvidos em cuba de vidro contendo solvente constituido
de uma mistura de alcool butilico, acetona, hidroxido de aménio e agua d.d. nas
propor¢des de 50:50:25:10 mL respectivamente. Apds aproximadamente 4 horas de

corrida as placas foram secas em estufa ventilada por 72 horas a temperatura ambiente.
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Os cromatogramas foram revelados com uma solugdo de 0,2% de ninidrina em acetona

(p/v). Padrdes foram incluidos para a identificagdo dos aminoacidos.

3.5. Atividade de enzimas antioxidantes

Para estes ensaios, plantulas foram expostas a 0, 2.0 € 5.00 mM de CdCl,
por 12, 24, 36, 60, 84 e 96 horas. Os calos foram expostos a 0, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2,
0.5 e 1.00 mM de CdCL,. As folhas e calos coletados foram congelados em nitrogénio

liquido e mantidos em Freezer a -80°C para posterior extragdo.

3.6. Extracgdo proteica

O material vegetal (congelado) foi colocado em almofariz e mantido em
nitrogénio liquido para evitar o descongelamento. Foi feita uma maceragio até a
formag@o de uma farinha homogénea. Em seguida, foi adicionado Tampdo Fosfato de
Potéssio 100 mM, pH 7,5 acrescido de ]| mM de EDTA, 3 mM de DTT e 5% (p/v) de
PVPP. O extrato foi centrifugado a 4°C e 10.000 rpm por 32 minutos. Apos este
periodo, o sobrenadante separado foi aliquotado, congelado em nitrogénio liquido e
mantidos em Freezer a -80°C para analises posteriores.

A concentra¢do de proteina foi determinada espectrofotometricamente a

595 nm como descrito por Bradford, (1976). Para a curva padréo foi utilizado o BSA.

3.7. Atividade de catalase

A atividade da CAT foi determinada por dois métodos: por
espectrofotometria e em PAGE.
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3.7.1. Método espectrofotométrico

CAT foi determinada segundo o método de KRAUS et al. (1995), com
algumas modificagées. O ensaio enzimatico foi constituido por Tampdo Fosfato de
Potéssio 100 mM, pH 7,5 e 0,25% (v/v) de H>O;, 30% em solugéo, com adi¢do de 25uL
de extrato vegetal (inicio da reagdo) em cubeta de quartzo diretamente no
espectrofotdmetro, ajustado para 240 nm (pico de absorg¢do do H,0,). A reagdo foi
monitorada por 1 minuto com leituras em intervalos de 1 segundo. A atividade da
enzima foi determinada seguindo-se a queda na absorbéncia a 240 nm. Os resultados

foram expressos em pmol/minuto/mg de proteina.

3.7.2. Atividade em PAGE

Os extratos vegetais tiveram suas proteinas separadas por PAGE (8%).
Para a confec¢éo do gel (com espessura de 3,0 mm, 17 cm de altura e 16 cm de largura),
18 mL de uma solugéo 40% de acrilamida/bis-acrilamida foi adicionada a 22,5 ml de
Tampdo TRIS 2,9 M, pH 89 e 49,5 ml de 4gua d.d.. Como catalisadores foram
utilizados 171 pL. de TEMED e 225 pL de persulfato de aménia (P.A.) (1%). Uma
camada de 100 pL de isopropanol foi colocado para a formag¢do de uma superficie
uniforme e impedir o contato com o O, atmosférico, facilitando a polimerizagdo. Apos a
polimerizag&o, o isopropanol foi eliminado € 40 mL de gel de empilhamento foram
adicionados. Para confeccionar este gel foram utilizados 4.5 mL da solugdo 40% de
acrilamida/bis-acrilamida, 11,25 mL de Tampdo TRIS 500 mM, pH 6,8 € 24,75 mL de
agua d.d.. Para a polimerizagdo foram utilizados 90 pL. de TEMED e 450 uL de P.A.
(1%). A eletroforese foi feita a 4°C, com voltagem varidvel e uma corrente constante de
30 mA por gel. O tempo de corrida foi em média 20 h. O tamp&o de eletrodo foi TRIS
250 mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de glicina.

Nos géis foram aplicadas amostras de padrdo de CAT de figado de boi (1
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unid.) e 60 pg de proteina dos extratos. A revelagdo foi feita apés a lavagem do gel com
agua d.d. por 45 minutos (3x de 15 minutos) e incubag@o do mesmo por 10 minutos em
solugdo de agua d.d. e H,O2 a 0,003%, temperatura ambiente € com agitagdo suave e
constante. O gel foi entdo rapidamente lavado em agua d.d e colocado por 10 minutos
em uma solugdo de FeCl; 1% (p/v) e K:Fe(CNs) 1% (p/v) também sob agitagdo. Em
seguida, a solugdo foi retirada e o gel lavado com agua. A fixagdo foi feita com a

imers@o em uma solugéo de adgua d.d. e &c. acético a 7%.

3.8. Atividade de GR

A atividade de GR foi determinada como descrito por SMITH et al
(1988), com algumas modificagées. A atividade ‘enzimatica foi determinada
colorimetricamente a 30°C em uma mistura de 1 mL de Tamp&do Fosfato de Potassio
100 mM, pH 7,5 contendo 1 mM de DTNB, 1 mM de GSSG e 0,1 mM de NADPH. A
reagdo foi iniciada com a adig@o de 50 pl de extrato vegetal. O tempo de amostragem
foi de 1 minuto com dosagens feitas em intervalos de 1 segundo. A taxa de redugédo da
glutationa oxidada foi seguida por monitoramento das alteragées na absorbancia a 412

nm. Os valores de atividade foram expressos em pmol/min./mg de proteina.

3.9. Atividade de SOD

A atividade de SOD foi determinada em PAGE. Foram determinadas

também se e quais as isoformas de SOD ocorreram para calos e folhas.

3.9.1. Atividade em PAGE

Foi feita uma eletroforese em PAGE (7%) nas mesmas condi¢des como
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descrito para CAT. Foi utilizado como padrdo, 2 unidades de SOD de figado de boi
(Sigma). A concentra¢do de proteinas das amostras, foi de 100 pg. Apds o término da
eletroforese, o gel foi lavado rapidamente em agua destilada e incubado no escuro em
uma solugdo composta por 30 mL de uma solugdo a 0,005% de riboflavina em agua d.d.
e 70 mL de Tampdo Fosfato de Potassio 100 mM, pH 7,8, acrescida de 0,02 g de NBT,
0,02 g de EDTA e 300 pL de TEMED. Ambas as solugdes foram preparadas
imediatamente antes do uso e em recipientes cobertos com papel alumimio. O gel
permaneceu por 30 minutos na solugdo de reagdo, sob agitagdo e no escuro. Apos esse
periodo a solugéo de reagdo foi retirada, o gel imerso em &gua destilada e levado a luz.
Nestas condi¢des ocorre a fotoxidagdo do gel, propiciando a formagédo de uma coloragéo
purpura e as bandas correspondentes a atividade de SOD permanecem sem se fotoxidar,
promovendo uma revelagdo negativa, assim como para CAT. A fotoxidagdo foi

interrompida mergulhando-se o gel em uma solugéo de agua d.d. e 4cido acético a 7%.

3.9.2. Determinacdo das isoenzimas de SOD

A Cuw/Zn-SOD, ¢ inativada por KCN e H;O, e em geral ocorre no
citoplasma e no cloroplasto. Fe-SOD € inativada por H,O, e resistente a KCN,
ocorrendo no cloroplasto. A forma Mn-SOD ¢€ resistente a ambos (KCN e H,0,) e esta
presente nas mitocondrias (Azevedo et al., 1998).

Para a determinag@o das isoformas de SOD presentes nos calos e folhas de
plantulas, foi feita uma eletroforese com 200 pg de proteina de apenas uma amostra (em
um unico po¢o grande), nas condi¢cGes anteriormente descritas para SOD. A amostra
utilizada foi a que apresentou maior intensidade de colora¢éo e maior nimero de bandas
nos testes anteriores. Em seguida, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. Uma
delas foi mantida a 4°C em Tampédo Fosfato de Potassio 100 mM, pH 7,8. Outra foi
imersa em 100 mL do mesmo tampédo contendo 0,0292 g de EDTA e 0,0130 g de KCN
(esta solug@o inibe a isoforma Cuw/Zn-SOD); e finalmente a ultima, imersa em 100 mL

do tampio acrescido de 0,0292 g de EDTA e 70 pul de H,O; (provocando a inibigdo das
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inibi¢do das isoformas Cu/Zn-SOD e Fe-SOD). Todos os passos descritos foram
realizadas no escuro. Ap6s 20 minutos nestas solugdes, os géis foram submetidos a
revelagdo com NBT e riboflavina, como citado anteriormente. Ao final da revelagdo, foi
analisada a presenca ou auséncia de bandas no controle e nos tratamentos com KCN e

H,0,. As bandas foram entdo classificadas como Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ou Mn-SOD.

* @
Compressor
I | E— |

Nivel da solugio

Placa de isopor

Colmo

Figura 3. Esquema do sistema de hidroponia (A); Plantulas de cana-de agucar mantidas
em sistema de hidroponia em casa de vegetacdo (B).



4. RESULTADOS

4.1. Analises em plantulas

4.1.1. Determinacdo da concentragio fitotéxica de Cd

Colmos de cana-de-agucar foram germinados, transferidas em solugéo
nutritiva e submetidas a um periodo de crescimento de 15 dias sob diferentes
concentragdes de Cd. Como pode ser observado na Fig. 4, a adi¢do de 1,0 mM resultou
em uma inibi¢do do crescimento da parte aérea ja em plantas com 9 dias de exposicdo,
enquanto que na concentragdo de 0,1 mM o crescimento ndo foi afetado. A coloragéo
das plantas comegou a se alterar no periodo de 3 a 9 dias, sendo observado uma
coloragdo amarelada na extremidasde das folhas de plantulas submetidas ao tratamento
com 1,0 mM. Concentragées maiores foram aplicadas (2mM e 5SmM) e andlises

enzimaticas foram realizadas.
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Figura 4. Sequéncia de imagens de 3 plantulas de cana-de-agucar crescidas em sistema

de hidroponia, submetidas a tratamentos com CdCly; Da esquerda para a direita os
tratamentos foram 1,0mM, 0,1mM e 0,0mM; Antes da aplicagdo (A) e 12 h (B), 24 h
(C), 3 dias (D), 9 dias (E), 15 dias (F).
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4.1.2. Atividade da CAT por espectrofotometria

As atividades de enzimas antioxidantes foram determinadas em folhas de
plantas de cana-de-agticar submetidas a crescimento em presenga de CdCl,.

A atividade da CAT de folhas apresentou variagdes significativas durante
o periodo de tratamento em relagdo ao controle, na concentragdo de S mM, onde ocorreu
uma diminui¢do de atividade a partir de 12 h e a manuteng¢do de um padrdo mais baixo
até 72 h. Apds esse periodo houve um aumento progressivo até 96 h, mas que ndo foi
significativo em relagdo ao controle. Na concentragdo de 2 mM ndo houve variagdo
significativa, em relagdo ao controle, exceto uma queda nas primeiras 12 horas, seguida
de um restabelecimento, sendo mantido o mesmo padrdo até 96 h, considerando-se que

os controles também apresentaram variagdes entre os periodos de tratamento (Fig. 5).
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Figura S. Atividade especifica de CAT (umol/min/mg prot) em folhas de plantulas de

cana-de-agucar submetidas a diferentes concentragdes de CdCl,.
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4.1.3. Atividade da CAT em PAGE

A atividade da CAT em PAGE apresentou um aumento na atividade na
concentragdo de 2 mM (Fig. 6), porém a variagdo ndo foi significativa em relagdo ao
controle, considerando que este também apresentou um aumento, como pode-se

observar nos dados espectofotométricos (Fig. S), enquanto que na concentragdo de S

mM, houve uma diminuig¢éo a partir de 36 h em relagdo ao controle (Fig. 6).

Figura 6. Atividade de CAT em PAGE ndo-desnaturante, de plantulas submetidas a
tratamentos com (A) 2 mM e (B) S mM de CdCl,, por (1) 0 h (controle) e (2) 12 h, (3) 36
h, (4) 60 h, (5) 72 h, (6) 84 h e (7) 96 h de exposicio; (a) e (b) padrdes de CAT bovina.
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4.1.4 Atividade da SOD em PAGE

A atividade total das isoformas de SOD ndo mostrou variagdes nas
concentragdes de 2 mM e S mM de CdCl; ao longo de 96 h de tratamento em relagédo ao
controle (Fig. 7). Foram constatadas a presenca de sete isoformas de SOD nas

concentra¢des de 0 mM e 2 mM e seis isoformas visiveis na concentragdo de S mM (Fig.

8).

Figura 7. Atividade de SOD determinada em PAGE ndo-desnaturante em folhas de
plantulas de cana-de-agucar, submetidas a tratamentos com (A) 0 mM (controle) e (B) 2
mM de CdCl; (1) Oh, (2) 12h, (3) 36h, (4) 60h, (5) 72h, (6) 84h e (7) 96h de
tratamento; (a) e (b) padrées de SOD de figado bovino; As setas I, I, III, IV, V, VI e

VII representam as isoformas de SOD.
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Figura 8. Atividade de SOD determinada em PAGE ndo-desnaturante em folhas de
plantulas de cana-de agucar,submetidas a S mM de CdCly; (1) 0 h (controle) e (2) 12 h,
(3) 36 h, (4) 60 h, (5) 72 h, (6) 84 h e (7) 96 h de tratamento; (a) padrio de SOD de
figado bovino; As setas I, II, I, IV, V e VI representam as isoformas de SOD.
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4.1.3. Atividade da GR por espectrofotometria

A atividade da GR de folhas apresentou variagdes significativas durante o
periodo de tratamento, nas concentra¢gdes de 2 mM e S mM. Houve um aumento da
atividade da enzima a partir de 60 h, sendo mantido um padr@o superior até¢ 96 h em
ambas concentragdes em relagdo ao controle. A concentragdo de S mM apresentou um

aumento maior em relag@o a concentra¢do de 2 mM. (Fig. 9).
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Figura 9. Atividade especifica de GR (umol/min/mg prot) em folhas de plantulas de

cana-de-agucar submetidas a diferentes concentragdes de CdCl,.
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4.2. Resultados em calos de cana-de-agicar

4.2.1. Crescimento e desenvolvimento

Os calos expostos aos tratamentos com CdCl,, apresentaram uma inibi¢éo
no crescimento nas concentragdes de 0,5 € 1,0 mM apos um periodo de 15 dias de
exposigdo (Figs. 10 e 11). Nas concentragdes de 0,01 mM, 0,02 mM e 0,05 mM houve
um crescimento e ganho de massa superiores ao controle, principalmente na

concentragdo de 0,01 mM onde o ganho de massa foi bem superior (Fig. 11).

Figura 10. Efeito do Cd no crescimento de calos de cana-de-agticar que foram crescidos

por 15 dias em meio de cultura acrescido de (A) 0 mM (controle) e (B) 1 mM de CdCl,.
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Figura 11. Peso fresco de calos de cana-de-agucar submetidos a varias concentragdes de
CdCl; durante 15 dias.

4.2.2. Experimento preliminar

Os resultados deste experimento preliminar mostraram um aumento
significativo da atividade da CAT nas concentragées de 0,5 mM e 1,0 Mm (Fig. 12). Nas
concentragdes mais baixas houveram variagdes, porém ndo foram muito diferentes dos
padrdes de comportamento do controle, embora em algumas concentragdes a atividade
tenha aumentado ou diminuido ao longo do tempo. Os resultados para 0,1 e 1,0 mM
foram confirmados em PAGE ndo-desnaturante e apresentaram a mesma tendéncia.
Entretanto ha a necessidade de se realizar mais repeticdes deste experimento para

confirmar esses resultados.
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Figura 12. Atividade especifica de CAT (umol/min/mg prot) calos de cana-de-agucar

submetidas a diferentes concentragdes de CdCl,.

4.2.3. Atividade de CAT em PAGE

A atividade da CAT em calos de cana-de-agucar submetidos a tratamento
com CdCl,, ndo mostrou alteragdes na concentragdo de 0,1 mM em relagdo ao controle,
exceto por uma pequena diminui¢do nos horarios de 24 a 36 h. nas trés isoformas
encontradas. Entretanto, de maneira geral durante o periodo de 15 dias a atividade se
manteve nos niveis do controle (Fig. 13). Na concentragdo de 1,0 mM houve um
aumento significativo a partir de 24 h em duas das trés isoformas encontradas. Uma das

isoformas diminuiu a partir de 96h (Fig.13).
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Figura 13. Atividade de CAT determinada em PAGE nfo desnaturante em calos de
cana-de-agucar submetidos a tratamentos com (A) 0,1 mM e (B) 1,0 mM de CdCl,; (1)
Oh (controle) e (2) 12 h, (3) 24 h, (4) 36 h, (5) 4 dias, (6) 9 dias, (7) 14 dias de

tratamento; (a) e (b) padrdes de CAT bovina; As setas representam isoformas de CAT.
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4.2.4. Atividade da SOD em PAGE

Os resultados em PAGE em calos de cana-de-agiicar submetidos a
tratamento com CdCl,, mostraram que nfo houve uma variagdo na atividade total de

isoformas de SOD, nas concentragdes de 0,1 mM e 1,0 mM em relagdo ao controle (Fig.

14). Também pode ser observada a presenga de 4 isoformas visivelis.

Figura 14. Atividade de SOD determinada em PAGE n#o-desnaturante, em calos de
cana-de-agucar submetidos a tratamentos com (A) 0,1 mM e (B) 1,0 mM de CdCly; (1)
0 h, (controle) e (2) 12 h, (3) 24 h, (4) 36 h, (5) 4 dias, (6) 9 dias e (7) 14 dias de
tratamento; (a) e (b) padrdes de SOD de figado bovino; As setas representam as
isoformas de SOD.
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4.2.5. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada mostrou uma diminuigdo dos
aminoacidos soluveis a partir do 12° dia de exposi¢do ao CdCl,, nas concentragdes de

0,5 e 1,0 mM (Fig. 15).
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Figura 15. Cromatografia de camada delgada para aminoacidos soliveis de calos
de cana-de-agucar expostas a (a) 0 mM, (b) 0,01 mM, (c) 0,02 mM, (d) 0,05 mM,
(e) 0,1 mM, (f) 0,2 mM, (g) 0,5 mM e (h) 1,0 mM de CdCl,, apos (A) 3 dias, (B) 6
dias, (C) 9 dias, (D) 12 dias e (F) 18 dias de tratamento.
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4.2. Caracterizac¢ido das isoformas de SOD

A caracterizagdo mostrou a presenga de duas isoformas de Cu/Zn-SOD em
folhas e de uma isoforma de Mn-SOD presente apenas em calos (Fig. 16). Como pode
ser observado em (A), (B) e (C) (Fig. 15), aparecem bandas nessas fatias que foram
incubadas em agua, solugdo de H,O, e KCN respectivamente, indicando que a enzima é
resistente a esses compostos. Essa é uma caracteristica da Mn-SOD. Ja em folhas, duas
bandas aparecem apenas em (D), sendo ausentes nas fatias encubadas em H,O, e KCN e
indicando a presenga de enzimas susceptiveis a esses compostos. Essa ¢ uma

caracteristica da Cu/Zn-SOD.

Figura. 16. Isoformas de SOD em (A, B e C) calos e (D, E, F) plantulas de
cana-de-agucar determinada em PAGE ndo-desnaturante; (A e D) encubag¢do em
aguad.d., (B e E) em H,0, e (C e F) em KCN antes da revelagdo; As setas em
(A), (B) e (C) indicam uma Mn-SOD e em (D) duas Cu/Zn-SOD.



5. DISCUSSAO

Efeitos drasticos induzidos pela toxicidade do Cd tém sido relatados em
organismos vivos (Vitdria et al.,, 2000).

Em plantas, a toxicidade desse metal pode promover diversas alteragées no
metabolismo, as quais sfo principalmente resultado da acdo de EAOs cuja geragédo €
intensificada sob condi¢des de estresse (Smimoff, 1993; Prasad, 1995).

A senescéncia, clorose e coloragdo marrom avermelhada observada nas
folhas podem ser efeitos induzidos pelo Cd. Particularmente os sintomas de clorose
podem ser causados por uma caréncia de Fe devido a competigéo entre o Fe e o Cd por
sitios de absor¢do na membrana plasmatica (Foy et al., 1978; Siedlecka e Krupa, 1999).
Esses efeitos também foram observados em Alyssum argenteum e Alyssum maritimum
(Schickler e Caspi, 1999).

As alteragdes no crescimento, como constatado na parte aérea em cana-de-
agucar expostas a concentragéo de 1,0 mM de Cd, sdo relatadas como caracteristica em
plantas submetidas ao estresse por metais pesados, incluindo o Cd (Lamoreaux &
Chaney, 1977; Barcelo & Poschenreider, 1990). Esse efeito inibitério também foi
observado em varias outras espécies de plantas como arroz (Moya et al,, 1993), feijdo
(Siedlecka & Krupa, 1996), trigo (Ouzounidou et al., 1997), soja (El Shintinawy, 1999),
Silene vulgaris (Sneller et al., 1999), cevada (Boussama et al., 1999) e rabanete (Vitéria
et al.,, 2000).

Plantas possuem diversos mecanismos para prevenir ou aliviar os danos
causados por EAOs. Esses mecanismos incluem enzimas antioxidantes como SOD, CAT
e GR (Alscher & Hess, 1993; Rao et al., 1996).
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Estudos tém relatado o efeito do Cd na atividade de enzimas antioxidantes
em plantas. Diversas isoenzimas de SOD, CAT e GR sdo encontradas em plantas e seus
conteudos relativos sdo alterados durante o estresse. A atividade de diferentes enzimas
ocorre simultaneamente.

As SODs sdo enzimas que contém metais e catalisam a dismutagdo do

radical superoxido em O, e H,O, (Matson, 1998), regulando assim, os niveis de O," e

H,0, que sdo substratos da reagdo que origina os radicais OH", representando por isso, 0
papel central no mecanismo de defesa antioxidante (Alscher et al, 1998). Em plantas
existem trés formas desta enzima, as quais séo classificadas segundo o ion metalico em
seu sitio ativo: formas cobre/zinco (Cuw/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-
SOD) (Bowler et al.,, 1994; Chen & Liu, 1996).

A atividade da SOD, bem como a expressdo dos genes que codificam suas
isoformas tem mostrado ser alterada sob diversas condigdes de estresse (Willekens et al.,
1995). Esta alteragdo no padrdo de atividade dessa enzima € bastante variavel e pode ser
dependente da espécie, tecido, fases de desenvolvimento da planta além das proprias
particularidades das isoformas (Azevedo et al., 1998).

O padrdo de atividade da SOD em cana-de-agicar ndo sofreu alteragdes
significativas em plantulas e calos nas concentragdes de CdCl, utilizadas, indicando que

provavelmente ndo houve intensificagdo na geragdo de radicais O,", ou se houve, a

quantidade e nivel de atividade das SODs ja encontravam-se altos o suficiente para
combater os radicais gerados por indugdo pelo Cd. Foram encontradas até sete isoformas
em calos e seis em plantulas. Esse resultado é compativel com resultados ja obtidos onde
foram encontradas até dez isoformas, sendo que em milho foi relatada a presenca de sete
isoformas (Giannopolitis & Ries, 1977). Resultados similares foram mostrados em
Lupinus luteus (Gowzdz et al., 1997) e Helianthus annus (Gallego et al., 1999) também
em altas concentragdes. Foi observada variagdo especifica apenas para uma das
isoformas somente na concentragdo de SmM. para as demais ndo houveram variagées

entre os tratamentos e em relagdo ao controle suportando a hipdtese proposta.
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A CAT é encontrada no citoplasma, mitocOndrias e peroxissomos de
células de animais, vegetais € microrganismos aerdbicos, atuando como reguladoras dos
niveis de H;0O,, os quais sio decompostos em H,O e O; (Scandalios, 1990). Sdo
abundantes em glioxissomas de tecidos que armazenam lipideos, onde decompdem o
H>0, formado durante a B-oxidagdo de acidos graxos (Holtman et al., 1994; Voet &
Voet, 1995), e em peroxissomas de folhas verdes, onde o H>O; é produzido durante a
fotorrespiragdo pela conversdo do glicolato em glioxilato (Willekens et al., 1997).

Trés isoenzimas geneticamente distintas foram caracterizadas em plantas
de milho (Scandalios, 1994) e Nicotiana plumbaginifolia (Willekens et al., 1994b),
enquanto duas foram identificadas em cevada (Skadsen, 1995). Em Arabidopsis, uma
familia de multi-genes codifica subunidades individuais que se associam para formar até
seis isoformas (Frugoli et al., 1996).

Em folhas de cana-de-agucar, a diminui¢do da atividade de CAT na
concentragdo maior (5 mM) estd de acordo com os resultados obtidos em feijdo (Chaoui,
1997), ervilha (Dalurzo et al., 1997), Lupinus luteus (Gowdz et al., 1997) e girassol
(Galego et al., 1999). Na concentragdo menor (2mM) a atividade de CAT ndo sofreu
alteragdes em relagdo ao controle. Essa diminuig@o da CAT nas condigdes experimentais
descritas, pode ser devido a uma diminui¢@o na fotossintese levando a uma menor
concentra¢do de H>O, nos peroxissomos. A CAT € diretamente regulada pelos niveis de
H>0; (Polidoros & Scandalios, 1999). A inalterada da atividade na concentragdo menor,
sugere que pelo menos no periodo analisado néo houveram alteragdes significativas no
processo de geracdo de H,O,.

Esses resultados também podem implicar em uma resposta dose
dependente e que em altas doses a capacidade das enzimas antioxidantes é diminuida
(Gowdz et al., 1997). Em contrapartida resultados obtidos em rabanete mostraram um
aumento da CAT (Vitoria et al., 2000).

Embora néo se tenha quantificado a parti¢do de Cd nos diferentes tecidos, é
relatado na literatura que o Cd poder ficar retido de 34% a 97% na raiz (Jarvis, 1976).
Assim o Cd também pode ter ficado retido na raiz e a quantidade translocada & parte

aérea ndo ser suficiente para causar uma resposta a nivel enzimético. Ainda pode ter
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ocorrido uma barreira para absor¢do do Cd imposta pelos toletes, os quais também
podem ter retido de alguma forma o metal, justificando talvez o efeito tardio do Cd nas

plantulas.

Esses resultados acima citados foram obtidos por espectrofotometria e
confirmados em PAGE néo-desnaturante.

Em calos o aumento da CAT na concentragcdo de 1,0 mM pode ser
associado a uma intensificag@o dos niveis de H,O; a serem convertidos por essa enzima.
Nesse tecido a eficiéncia do ciclo da glutationa-ascorbato pode ter sido menor, e
segundo Creissen et al. (1993), essa via ¢ principalmente ativa em cloroplastos. Também
pode ter ocorrido uma provavel deplecdo de GSH para sintese de PCs, tornando a célula
mais susceptivel ao estresse oxidativo sob exposi¢do ao Cd (Jackson et al, 1992;
Meuwly & Rauser, 1992), ou ainda a geragdo de H,O, em outros sitios como os
glioxissomos. Assim € sugeridlo que o H;0O, gerado deve ser metabolizado
principalmente pela CAT, justificando seu aumento.

Os calos foram mais susceptiveis quando comparados as plantulas
considerando as doses de Cd que induziram efeitos na atividade de CAT. De fato o
ambiente celular se torna mais oxidante durante o crescimento de calos do que no
crescimento normal de plantulas (Dey & Kar, 1995).

Diversos papéis metabolicos, regulatérios e antioxidativos da GSH,
resultam de sua oxidagdo a GSSG. Para a maioria dessas fun¢des a GSH deve estar em
sua forma reduzida. Essa redug@o € conduzida pela flavoproteina glutationa redutase
(GR) em uma reacgdo de oxidag@o-redu¢io NADPH-dependente da GSSG para GSH
(Creissen et al., 1993).

Em plantas, a maior atividade de GR é encontrada em cloroplastos. Em
folhas de ervilhas os cloroplastos e mitocondrias apresentaram 77% e 3%,
respectivamente, do total de atividade da GR, com o restante sendo citosdlico (Edwards
et al., 1990).

A GSH tem uma afinidade relativamente alta para ligagdo ao Cd fazendo
deste composto um quelante potencial no citosol (Perrim & Watt, 1971). Evidéncias

sugerem que GSH constitui uma primeira e rapida resposta de defesa contra exposigéo
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ao Cd e que a tolerdncia para sustentar a exposi¢do depende da sintese de PCs em
plantas (Singhal et al., 1987). Grill et al. (1989) mostrou que as PCs sdo sintetizadas a
partir de GSH. Assim, manter os niveis altos de GSH constitui uma estratégia importante
para a sintese de PCs, sendo que para isso, um aumento na atividade da GR se torna
necessario.

Resultados similares foram encontrados em folhas de feijdo (Chaoui et al.,
1997) e girassol (Gallego et al., 1996) submetidos ao Cd.

O aumento da atividade da GR em cana-de-agucar nas concentragdes de
2mM e SmM, pode ter ocorrido para manter altos niveis de GSH nas células para a
ligagdo aos ions de Cd e (ou) para a sintese de PCs. Entretanto, para a confirmagéo dessa
hip6tese é necessdrio a identificagiio da presen¢a de PCs e de complexos GSH-Cd*".
Além disso, o tripeptideo GSH € um dos principais antioxidantes soliveis em plantas
(Alscher, 1989) e também pode estar atuando diretamente no H,O;,

Em relag¢do ao padrdo de aminoacidos obtido em calos, a diminui¢do destes
a partir de 12 dias de exposi¢@o nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mM, indicam uma queda

no metabolismo, podendo ser inicio de um processo necrético, sendo sugerido um efeito
secundario do Cd.
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6. CONCLUSOES

1. Considerando as altas concentragdes de Cd utilizadas para afetar o desenvolvimento
seja de calos ou plantas, em comparagdo com o relatado na literatura, a cana-de-

agucar € altamente resistente ao metal.

2. Baixas concentragdes de Cd estimulam o crescimento de calos de cana-de-agucar.

3. Em plantulas o mecanismo central mobilizado para minimizar os danos causados
pelo Cd e para conter o estresse oxidativo foi a indugdo do aumento na atividade de

GR, provavelmente, para aumentar a sintese de glutationa e consequentemente de

fitoquelatinas.

4. Em calos a indugdo do aumento da atividade de CAT constitui um importante

mecanismo de minimizag¢ao de danos.

5. Acanade agucar pode constituir um bom modelo para estudos de fitorremediagao.
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