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13899 - Cloreto de sodio altera o sistema de defesa antioxidante de Baccharis
trimera

Sodium chloride alter the antioxidant defense system from Baccharis trimera

OZIEMBLOWSKI, Marcia Maria'; SORDI, Elisangela?; MADALOSS, Samara Luisa?;
CARGNELUTTI, Denise*

1 Universidade Federal da Fronteira Sul-UFFS, mrciaozi@yahoo.com.br; 2 UFFS
elisangelasordi@hotmail.com; 3 UFFS samaramadaloss@hotmail.com; 4 UFFS
denicargnelutti@yahoo.com.br

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante de Baccharis trimera exposta ao
cloreto de sodio. Plantas de B. trimera foram cultivadas em estufa durante seis semanas, na
presenca de diferentes concentragdes de NaCl (0, 250 e 500 mM). Ao final do experimento,
as plantas foram coletadas, separadas em raiz (R) e parte aérea (PA), homogeneizadas
separadamente, centrifugadas a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a avaliagao da
atividade das enzimas antioxidantes, catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Os
resultados demonstraram um aumento (119%; n=3; p<0,05) na atividade da CAT da PA de
B. trimera exposta a 500 mM de NaCl, quando comparado ao controle. Um aumento de 48%
e 155% foi observado para a atividade da CAT da R a 250 e 500 mM, respectivamente. A
atividade da APX da PA foi reduzida por 61% a 250 mM e, na R (25%; n=3;p<0,05) na
concentracdo de 500 mM de NaCl. Portanto, o NaCl induziu alteragdes na atividade das
enzimas antioxidantes.
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Abstract:

The aim this work was evaluates the antioxidant activity from Baccharis trimera exposed to
sodium chloride. B. frimera plants were cultivated on greenhouse by six weeks, in the
presence of concentrations different of NaCl (0, 250 and 500 mM). At the end of the
experiment, the plants were harvested, separated into root and shoot, homogenized
separately, centrifuged at 4°C and the supernatant was used form assay of the antioxidant
enzymes activity, catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX). The results demonstrate
an increase (119%; n=3; p<0.05) on shoot CAT activity from B. frimera exposure at 500 mM
NaCl, when compared to control. An increase of 48% and 155% was observed for root CAT
activity at 250 and 500 mM, respectively. The shoot APX activity was reduced by about 61%
at 250 mM and, in root (25%; n=3; p<0.05) in concentration of 500 mM NaCl. Therefore,
NaCl induced changes on antioxidant enzymes activity.
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Introducgao

Baccharis trimera (Less.) DC. pertence a familia Asteraceae, conhecida
popularmente como carqueja. A maioria das plantas deste género se distribui no
continente Americano, no Brasil, Argentina, Bolivia, Coldmbia, Chile e México. B.
frimera € uma planta amplamente utilizada na medicina popular, principalmente para
a solucao de problemas hepaticos, disfungcbes estomacais e intestinais. A planta
ainda é utilizada contra anemia, gota, ulceras e afec¢des cutaneas (DICKEL, RATES
e RITTER, 2007; DIAS et al., 2009).
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Os organismos vivos estdo constantemente expostos a diversas condigdes de
estresse. Dentre os tipos de estresse, destacam-se os estresses abidticos, aos quais
as plantas estdo expostas. Na presenca destas condi¢gdes adversas as plantas
induzem a producdo de espécies reativas (ERs), as quais podem lesar com o0s
componentes celulares. Como parte dos mecanismos de defesa com tais espécies
toxicas, as plantas ativam os mecanismos de defesa antioxidante que removem o
excesso de ERs evitando danos aos componentes celulares. Além dos mecanismos
antioxidantes, as plantas que apresentam potenciais, podem acentuar a producéo de
metabdlitos secundarios, os quais podem auxiliar no combate ao estresse (YENDO
et al., 2010). Esta resposta tem sido considerada parte dos mecanismos de defesa
da planta contra as espécies reativas (ERs) tais como peréxido de hidrogénio (H20,),
o radical hidroxila (‘OH), e o anion superdoxido (O2) (ARORA; SAIRAM,;
SRIVASTAVA, 2002). Tais compostos possuem inumeras atividades bioldgicas e séo
fontes de produtos farmacéuticos bem como possuem inumeras aplicagcbes na
agricultura tal como o manejo ecoldgico de pragas.

O sistema de defesa antioxidante € composto pelos antioxidantes enzimaticos e
nao-enzimaticos. Dentre os antioxidantes enzimaticos, a superdxido dismutase
(SOD) participa ativamente na remocdo do O, gerado através de diferentes
processos do metabolismo celular. As enzimas catalase e ascorbato peroxidase
removem o H,O, (MITTLER, 2002). Apesar do forte indicio de que o estresse
oxidativo estimula a sintese de compostos secundarios pelo vegetal, como um
mecanismo de defesa, sdo escassos os trabalhos que focalizam no perfil
antioxidante (antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos) de plantas expostas a
um estresse e sua correlagdo com a produgao de metabdlitos secundarios.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil antioxidante, através da
atividade das enzimas antioxidantes catalase e ascorbato peroxidase em plantas de
B. trimera exposta ao cloreto de sodio, para propor o uso de tal sal em processos de
elicitagcao e producédo de metabdlitos secundarios em B. trimera.

Metodologia

Os exemplares de B. trimera foram coletados no Seminario Nossa Senhora de
Fatima localizado no municipio de Erechim — RS. As estacas foram propagadas na
presenga do acido indolbutirico (AIB) (1g L") como horménio de enraizamento. As
estacas foram inseridas em vasos contendo substrato Maxfértil. Os vasos foram
mantidos em estufa e as estacas foram irrigadas diariamente durante toda a
condugao do experimento.

Apods 60 dias de crescimento, os tratamentos foram aplicados nas concentragdes de
0, 250 e 500 mM de NaCl. Para evitar choque osmoético, as concentragdes de NaCl
foram aumentadas gradualmente, aplicando-se 100 mM NaCl por dia, até que
fossem atingidas as concentragdes desejadas. Cada vaso recebeu cerca de 200 mL
de solugdo. Apos seis semanas de tratamento, as plantas foram coletadas
aleatoriamente, sendo seis plantas por tratamento.

A parte aérea foi separada do sistema radicular, e ambos foram homogeneizados
separadamente em tampao fosfato de sddio 0,05 M (pH 7,8) contendo 1mM EDTA,
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2% de polivinilpirrolidina e 10 ml L. As amostras foram centrifugadas a 13.000 g por
20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para os ensaios bioquimicos (ZHU et
al., 2004). A atividade da CAT foi ensaiada seguindo o método descrito por Aebi
(1984), com algumas modificagcdes, por monitorar o desaparecimento do H,O, a 240
nm em espectrofotbmetro. A atividade da APX foi mensurada de acordo com o
método descrito em Zhu et al.(2004) através da avaliacdo da oxidagao do ascorbato
dependente do H,O; a qual foi registrada a 290 nm.

A concentracao de proteina total nos extratos foi determinada pelo método de
Bradford (1976), usando albumina bovina sérica como padrao. A absorbancia das
amostras foi registrada a 595 nm e foi expressa em mg L™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado consistindo de trés
repeticbes para cada tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia
de uma via (ANOVA), utilizando o teste Tukey com 95% de significancia (p<0,05)
com o auxilio do software STATISTICA 6.1.

Resultados e discussao

Os resultados para a atividade da catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), da
parte aérea e sistema radicular de B. trimera exposta a diferentes concentragdes de
NaCl durante 6 semanas, estdo ilustrados na figura 1A e B. Na parte aérea, a
atividade da CAT foi aumentada (119,11%) somente na maior concentracao de NaCl
(500 mM), quando comparado ao controle. Além disso, um aumento linear (48% e
155% para 250 e 500 mM, respectivamente) foi observado para a atividade de tal
enzima no sistema radicular de B. trimera com o aumento das concentracbes de
NaCl no substrato (Figura 1A). Varios estudos relataram a ativacdo da CAT de
plantas crescendo na presenga do NaCl (CHANG et al., 2012; RASOOL et al., 2013).
As enzimas antioxidantes CAT e APX s&o importantes para a regulacdo dos niveis
intracelulares de H;0,. A CAT localiza-se principalmente nos peroxissomos e
glioxissomos, local onde ela é eficaz na conversao de perdxido de hidrogénio (H20.)
em agua e oxigénio molecular (MITTLER, 2002). A concentrag&o de saturagéo de tal
enzima permanece em torno de 30 mM de H.O,. Portanto, sugere-se que altas
concentragbes de NaCl (500 mM) acentuem a producdo de espécies reativas tal
como o H,0O,, fato evidenciado pelo aumento expressivo na atividade da enzima CAT
(ativa em concentra¢des milimolares de H,0,).

No entanto, um efeito contrario foi observado para a atividade da APX, tanto para o
sistema radicular quanto para a parte aérea de B. frimera exposta a diferentes
concentragcbdes de NaCl (Figura 1B). A atividade da APX da parte aérea foi reduzida
por 61% na concentragédo mais baixa de NaCl (250 mM) e, na raiz, a atividade de tal
enzima foi reduzida por 25% quando B. timera foi exposta a 500 mM de NaCl,
quando comparados com 0s seus respectivos controles (Figura 1B). Tarchoune et al.
(2012) relatou um decréscimo na atividade da APX da parte aérea de Ocimum
basilicum L. quando exposto ao estresse salino por 30 dias. Além disso,
Khosravinejad, Heydari e Farboodnia (2008) estudando duas variedades de cevada
submetidas ao estresse salino por 3 dias, obtiveram um aumento linear nas
atividades da CAT e APX tanto na parte aérea quanto na raiz com o aumento das
concentracdes de NaCl. A APX esta presente em diversos compartimentos celulares
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a qual disputa H.O; a custa de ascorbato (MITTLER, 2002). Tal enzima é ativa em
concentragbes micromolares do substrato (H.O.). Assim, a baixa atividade de tal
enzima pode ser devido a concentragdo alta de H;O, que pode estar sendo
produzida na presenca do NaCl em B. trimera. Portanto, a ativagao da CAT estaria
compensando a atividade de varredura da APX.
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Figura 1. Atividade da catalase (A) e ascorbato peroxidase (B) da parte aérea e
sistema radicular de B. trimera exposta a diferentes concentracdes de NaCl durante
seis semanas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey para p<0,05.

Conclusoées

O cloreto de sddio induz estresse oxidativo em B. frimera evidenciado através da
ativacdo das enzimas antioxidantes. Logo, este sal, poderia ser utilizado em
processos de elicitagdo em plantas que possuem potencial para producédo de
metabdlitos secundarios, visto que, na presenga de um estresse, as plantas ativam
0s mecanismos de defesa, tais como os antioxidantes e os compostos secundarios.
Tais compostos possuem aplicagdes na area da agricultura e na farmacéutica.
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