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Resumo
Este estudo fez uma andlise de pardmetros de estresse oxidativo, conteldo

fendlico e teor de clorofila em folhas e teor de capsaicina, contetdo fendlico total e
potencial antioxidante em frutos de Capsicum baccatum L. Var. pendulum expostas
cronicamente ao 0zénio em camaras de topo aberto durante dois meses e meio. Como
objetivo, visa avaliar como o aumento troposférico de ozonio interfere na bioquimica e
fisiologia da planta e como isso se reflete na qualidade dos frutos. As plantas tratadas
com ozo6nio (O3) mostraram uma significativa diminuigdo na atividade da catalase
(CAT) e da superdxido dismutase (SOD) no tecido foliar, além de apresentar um
aumento na quantidade de espécies reativa de oxigénio (ERQO), uma diminui¢cdo nos
grupamentos tiois totais reduzidos, um aumento no conteldo fendlico total e uma
diminuicdo tanto da clorofila a quanto da b, no tecido foliar. Em relacdao aos frutos
tratados, observamos um aumento significativo na reatividade antioxidante total (TAR)
e no conteldo fendlico total, havendo também uma correlacdo entre eles. A
capsaicina e dihidrocapsaicina mostraram uma diminuicdo significativa no seu
conteddo em frutos tratados. Estes dados sugerem que a toxicidade do ozbénio afeta
negativamente esta planta. Porém, frutos resultantes desta planta exposta

cronicamente ao oz6nio mostram uma qualidade maior de seus antioxidantes.
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1. Introdugao

O oz6nio (O3) é um gas presente
naturalmente tanto na estratosfera
guanto na troposfera. Na estratosfera,
tem um papel de filtragem dos raios
ultravioletas e forma-se a partir da
fotodissociagdo da molécula de O, em
dois atomos de oxigénio que
posteriormente se combinam com O,
para formar o Oz (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Na troposfera,
camada na qual estamos, exerce um
efeito nocivo aos organismos vivos
devido ao seu alto poder oxidativo e
forma-se a partir da reacdo entre0 O, e
poluentes primarios, como oxidos de
nitrogénio, 6xidos de enxofre, oxidos
de carbono e hidrocarbonetos, na
presenca de luz solar (Crutzen e
Lelieveld, 2001). Atualmente, as
principais fontes de  poluentes
primdrios sdao a queima de
combustiveis fdsseis, 0s processos
industriais e as queimadas florestais

(Fowler et al., 1999). Devido a emissdo

destes gases, a concentracao de ozbnio
troposférico aumentou 36% desde os
tempos pré-industriais e projecoes
mostram que a concentragdao atual
tende a aumentar (Karnosky, et al,
2007; IPCC, 2001).

No Brasil as concentragdes de
ozbnio vém aumentando
principalmente na Amazénia em épocas
de queimada (Kuhn et al., 2010) e em
grandes centros urbanos como Sao
Paulo e Porto Alegre, onde excede o
limite estabelecido pelo conselho
nacional do meio ambiente (CONAMA)
de 160 pg.m®> (“80 ppb), em
monitoramento continuo de 1 hora,
varias vezes ao ano (CETESB, 2009;
PETROBRAS, 1998).

O O3 é um forte agente oxidante
capaz de reagir com lipidios, proteinas,
acidos nucléicos e carboidratos quando
absorvido por animais e plantas, além
de estimular a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Desta

maneira, pode causar danos oxidativos
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as biomoléculas e alterar o perfil
oxidativo das células, assim, levando a
uma série de problemas relacionados
tanto a saude humana quanto a
producdo agricola (Iriti e Faoro, 2007).

Atualmente o Os; é considerado
o poluente que causa mais danos a
producdo agricola do que todos os
outros somados, ( Ashmore e Bell,
1991; US EPA, 1996 apud Elagdz e
Manning, 2005). Além disso, estudos
sobre o impacto econémico do ozbnio
na agricultura tém indicado perdas de 2
a 4 bilhdes de dodlares nos Estados
Unidos da América e de 4 bilhdes de
euros na Europa (Ashmore, 2005).

Em plantas, o O3 é absorvido
pelos estdbmatos presentes nas folhas,
gerando ERO nos ambientes intra e
extracelulares, podendo ter dois efeitos
opostos: ser responsavel pelo efeito
prejudicial ou servir como sinalizador
para a resposta de hipersensibilidade
(RH). A resposta de hipersensibilidade é
um mecanismo de defesa das plantas
geralmente associado a infec¢des por
patégenos e é desencadeada pelo
desbalango nos niveis de ERO presentes
no ambiente celular. Assim, ao
desencadear uma alteracdo redox nas
células, o ozbnio pode estimular uma

resposta imune similar a de um

patégeno (Sandermann et al., 1998),
influenciando, assim, a producdo de
compostos secundarios (lriti e Faoro,
2009).

Os compostos secundarios tém
um papel importante no sistema de
defesa das plantas (Bennett e
Wallsgrove, 1994). S3o sintetizados
durante o desenvolvimento normal dos
tecidos vegetais, mas sua producao
pode ser induzida em resposta a lesGes
fisicas, infec¢des ou quando expostas a
estressores abidticos, como o0zbnio,
metais pesados, radiacdo uv,
temperatura, entre outros (Lattanzio et
al., 2006; Mazid et al., 2011). Nesses
casos, produz moléculas protetoras,
geralmente com um grande potencial
antioxidante e uma boa atividade
antimicrobiana, capazes de melhorar a
tolerancia da planta ao estresse, bem
como melhorar a resisténcia a
patdégenos (lriti e Faoro, 2009).

Um dos principais grupos de
metabdlitos  secunddrios sdao  os
compostos fendlicos (Taiz e Zeiger,
2009). Muitos estudos tém mostrado
que estes compostos geralmente
apresentam um grande potencial
antioxidante por possuirem capacidade

de doar elétrons ou hidrogénios, quelar

metais e capturar oxigénio singleto
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(Rice-Evans et al., 1996), e que o
aumento do seu conteddo em frutos
esta relacionado com um aumento no
potencial antioxidante (Shan et al.,
2005; Kappel et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos
confirmam que uma dieta composta de
alimentos ricos em polifendis esta
associada com a prevencdo de varias
patologias. Este resultado poderia ser
justificado pelos efeitos antioxidantes
dos compostos fendlicos, prevenindo
no organismo o desbalanco oxidativo
associado a génese de varias doencas
degenerativas, tais como cancer,
doencas cardiovasculares e as vdrias
neuropatias (Pietta, 2000; Scalbert et
al., 2005). Esta acdo antioxidante de
diversos grupos de compostos fendlicos
tem sido foco de estudos na procura
por fitoquimicos benéficos a saude
(Yanishlieva e Marinova, 2001).

As pimentas do género
Capsicum s3ao boas fontes de
compostos antioxidantes, como
vitaminas, carotenoides, capsaicinoides
e compostos fendlicos ao mesmo
tempo em que sdao muito utilizadas em
todo o mundo como tempero e
conservantes. Por isso se tornam um
interessante alvo de pesquisa (Wahyuni

et al., 2011). Além disso, produzem um

composto conhecido como capsaicina
(8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide),
um metabdlito secundario
caracteristico deste género (Hoffman et
al., 1983), que apresenta importantes
propriedades farmacéuticas, tais como
potencial antiinflamatario,
antioxidante, antiproliferativo e
anticancer (Oyagbemi et al., 2010).

Apesar do género Capsicum ser
nativo da América Latina (Nuez et al.
1996), os maiores produtores destes
frutos sdao a China e a India
(Reifschineider e Ribeiro, 2004; Than et
al., 2008). Estudos tém mostrado que a
alta concentracdo de ozbnio nestes
paises tem causado sérios danos a
diversas cultivares e, assim, afetado
negativamente a producdo agricola das
mesmas. Porém, pouco se sabe sobre
os efeitos deste poluente sobre a
produtividade de plantas do género
Capsicum, principalmente em paises
latino-americanos (Tiwari et al., 2005;
Wang et al., 2007).

A espécie de pimenta Capsicum
baccatum L. var. pendulum, mais
conhecida como Pimenta-dedo-de-
moca, € uma das pimentas mais
consumidas no Brasil, principalmente

nas regides Sul e Sudeste. Sua

producdo vem crescendo no Brasil,
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especialmente nos estados de Minas
Gerais, Goias, Sdo Paulo, Ceara e Rio
Grande do Sul (Carvalho et al, 2003 e
Reifschineider e Ribeiro, 2004).

Até hoje nenhum trabalho foi
realizado descrevendo a influéncia da
exposicdo ao ozbdnio sobre o perfil
redox da planta, conteddo de
compostos fendlicos, teor de capsaicina
e potencial antioxidante dos frutos de
pimenta, em plantas da espécie C.
baccatum L. var. pendulum que se
desenvolvem na presenca de ozonio.

Assim, pretendemos avaliar se a
exposicao de plantas de C. baccatum L.
var. pendulum ao ozbOnio, durante o
periodo de desenvolvimento do fruto, é
capaz de alterar o perfil redox da planta
e a composicao bioquimica dos frutos,
principalmente no que diz respeito ao
conteddo de capsaicina, compostos
fendlicos totais e a capacidade

antioxidante dos mesmos.

2. Material e métodos

2.1. Desenvolvimento e exposi¢cdo das

plantas

2.1.1. Cultivo

Sementes de Capsicum
baccatum L. var. pendulum (Pimenta-
dedo-de-moc¢a) foram obtidas com a
pesquisadora Rosa Lia Barbieri na
EMBRAPA Hortalicas (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria).
Estas sementes foram semeadas em
vasos contendo substrato padronizado
(vermiculita, turfa e areia grossa lavada
na proporgdao 2:1:1) e cultivadas em
casa de vegetacdo durante trés meses e
meio até serem expostas ao Os.

Nove plantas, divididas em trés
camaras, foram expostas ao O3 desde o
surgimento dos primeiros botdes florais
até os frutos estarem completamente
maduros. O mesmo foi feito com mais
nove plantas, porém estas foram
expostas ao ar troposférico normal, nos
servindo de controle.

A geracdo de ozobnio foi
realizada através do método de
descarga por efeito corona mediante
emprego de um gerador de ozbnio
(modelo OZ Sop 33A, OZ-Engenharia)
alimentado com ar ambiente.

As plantas foram submetidas ao
sistema de exposi¢cdo do tipo camaras
de topo aberto, baseadas no modelo
desenvolvido por Heagle et al., (1973),
e aperfeicoado por Aidar et al., (2002),

que consiste em uma estrutura
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cilindrica recoberta por material
plastico transparente e inerte ao
o0zOnio. O gas poluente é injetado em
um fluxo de ar gerado por um
circulador de ar, acoplado a base da
camara. O fluxo de ar circula
continuamente no interior da camara
contendo as plantas saindo por uma
abertura na porg¢do superior da cdmara
(Fig. 1).

A fumigacao foi realizada de
segunda a sdbado, das 10:00 as 16:00
horas (periodo no qual a soma das
concentra¢des horarias acima 40 ppb
(AQOT40) é mais elevada) por dois meses
e meio. Durante este periodo, os dados
de temperatura e umidade dentro das
camaras de exposicdo foram coletados
utilizando-se um data logger.

A concentracdo de ozOnio no
interior das camaras foi monitorada por
método colorimétrico (APHA, 1992) e
mantida acima de 40 ppb,
concentracdo  considerada  critica,
acima desta concentracdo efeitos
adversos podem ocorrer com a
vegetacdo, (Fuhrer et al., 1997) tendo
uma média de 65 ppb.

O cultivo das plantas foi de
06/12/2010 até 09/06/2011 e durante

este periodo as plantas foram

adubadas trés vezes com fertilizante
Nutriverde Vitaplan 13-13-15 (%).

Em ambos os locais onde as
plantas se desenvolveram havia
redutores de radiacdo do tipo sombrite

(reducdo de 30%).

. T

Fig. 1: Diagrama esquematico de um sistema
para cultivo de plantas em atmosferas
enriquecidas com O;. 1. Ozonizador, 2. Entrada
de ar para a cdmara de topo aberto, 3. CAmara
de homogeneizacao, 4, Ventilador
homogeneizador de ar, 5. Camara de topo
aberto, 6. Tubulagdo para amostra de ar para
medicao, 7. Amostrador atmosférico para O;.

2.1.2. Material vegetal

Para a realizacdo das analises
foram utilizados tecido foliar e frutos.
Para as anadlises ndo-enzimaticas das
folhas dez discos de 0,30 cm? foram
homogeneizados em tampao fosfato
salina (0,27 mM; pH 7,4) enquanto que
para as analises enzimaticas dez discos
do mesmo tamanho foram
homogeneizados em 1 mL de tampao
de extracdo (Tampdo fosfato 50 mM,
pH 7,5; 5% PVP; 1 mM; 1 mM DTT; 1
mM PMSF). Com os frutos foi
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preparado um extrato para a realizagdo

das analises.

2.1.3. Preparag¢do do extrato

Para preparag¢ao das amostras,
frutos maduros de C. baccatum sem
sementes foram submetidos a extragao
sob decoccdo com solucdo
hidroalcodlica 40% (fruto:solvente,
1:10, w/v) durante 20 min. O extrato foi
filtrado e em seguida o solvente foi
eliminado em rota-evaporador. O
extrato seco foi armazenado em
geladeira para

experimentos

posteriores.

2.2. Andlises para avaliagdo dos
aspectos fisiologicos, bioquimicos e
pardmetros de estresse oxidativo
sobre a planta.

2.2.1. Atividade da Catalase

As amostras foram incubadas
em um tampdo fosfato 50 mM na
presenca de perdxido de hidrogénio. A
atividade foi medida pela taxa do
decaimento de absorbancia
correspondente ao nivel de perdxido de

hidrogénio, em espectrofotometro 240

nm a 28°C. Os resultados foram

expressos em U CAT/mg de proteina
(Aebi, 1984).
2.2.2. Atividade da  superoxido

dismutase

As amostras foram incubadas
em um tampao especifico na presenca
de cloreto nitroazul de tetrazolio (NBT)
e adrenalina a 37°C. A auto-oxidacdo
da adrenalina em adenocromo gera
radical superdéxido, e esse é
responsavel por NBT em NBT-
diformazan (azul). A  atividade
enzimatica da SOD foi determinada
pela inibicado da formag¢ao de NBT-
formazan e medida
espectrofotometricamente a 560 nm.
Na presenca de SODa taxa de
formacao do NBT-diformazan diminui,
sendo a reducdo do aparecimento do
NBT-diformazan uma medida de
atividade da enzima presente nas
amostras experimentais. Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade

de enzima necessaria para inibir em

50% a formagdo NBT-formazan.

2.2.3. Estado redox de grupamentos

tidis totais.
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As amostras foram incubadas
com tampdo fosfato 10 mM, tampao
forte e acido ditionitrobenzdico (DTNB).
Os grupamentos tidis reduzidos foram
marcados com DTNB e a marcacdo é
lida em espectrofotémetro a 412nm.
Os resultados foram expressos em
umol SH/mg de proteina (Ellman,
1959).

2.2.4. Produgéo de espécies reativas de

oxigénio (ERO)

Foi avaliada através do ensaio
fluorimétrico de DCFH-DA (2',7'-
diacetato de diclorofluoresceina). Para
isso o tecido foliar homogeneizado é
incubado diretamente com DCFH-DA, e
posterior leitura do produto de
oxidacdo desta sonda, a 2,7 -
diclorofluoresceina (DCF), indicando a
presenca de ERO (excitacdo em 485 nm
e emissdo em 535 nm). Os resultados
foram expressos em unidades relativas
de fluorescéncia (x10°)/mg de proteina

(Mahalingam et al, 2006).
2.2.5. Teor de clorofila.
Para quantificar o teor de

clorofila, dez discos de 0,30 cm? foram

incubados em 10 mL de etanol durante

trés semanas para extrair a clorofila.
Apds isso uma aliquota do alcool é lida
em espectrofotémetro nos
comprimentos de onda 649 e 665nm e
ponderado pelo peso dos discos seco.
Os resultados estdo expressos em mg
de clorofila/g de peso seco (Knudson et

al., 1977)

2.2.6. Determinagdo do conteudo

fendlico total.

A quantificacdo de compostos
fendlicos totais foi realizada pelo
método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu. Os resultados obtidos foram
expressos tendo o acido tanico como
padrdo de referéncia. Para a realizacdo
da técnica as proteinas foram
precipitadas com 4cido tricloroacético
(TCA) em uma concentracdo final de
10%. Disso foram retirados 200 uL do
sobrenadante, adicionado 1400 ulL de
agua, 100 plL de Folin-Ciocalteu e 100
pL uma solucdo saturada de carbonato
de calcio. Apds 10 minutos foi realizado
a leitura em 725 nm e o conteudo
fendlico total foi expresso em mg de
equivalentes de acido tanico por mg de
proteina (mg EAT/mg proteina) (Rossi e
Singleton, 1965).
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2.3. Anadlises para avaliagdo de
aspectos bioquimicos do fruto

2.3.1. DeterminacGo do contetdo

fendlico total.

A quantificacdo de compostos
fendlicos totais foi realizada pelo
método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu. Os resultados obtidos foram
expressos tendo o acido tanico como
padrdo de referéncia. Para a realizacao
da técnica foi utilizado 100 pL de
amostra, incubados com 1500 pL de
agua, 100 plL de Folin-Ciocalteu e 100
puL de uma solugdo saturada de
carbonato de calcio. Apés 10 minutos
foi realizada a leitura em 725 nm e o
conteudo fendlico total foi expresso em
mg de equivalentes de acido tanico por
100 g de peso seco (mg EAT/100 g PS)
(Rossi e Singleton, 1965).

2.3.2. Defesas antioxidantes ndo

enzimaticas.

Foram determinadas pelo potencial
reativo antioxidante total (TRAP), o
qual determina a quantidade de
antioxidantes das amostras, e pela
reatividade antioxidante total (TAR), a

qual indica a qualidade dos

antioxidantes das amostras. Para isso,
as amostras (concentragao final de 17,5
pug/mL) foram colocadas para reagir
com uma solu¢ao de luminol e AAPH
(2,2-azobis  [2-methylpropionamidine]
dihydrochloride) em tampdo glicina
(0.1 M, pH 8.6), uma fonte geradora de
radical peroxil, que ird oxidar o luminol
gerando luz. Esse radical ndao pode ser
degrado enzimaticamente, por isso
essa € uma técnica para avaliar as
defesas antioxidantes ndo enzimaticas.
A diminuicdo na quimioluminescéncia é
monitorada em cintilador 60 minutos
apds a adicdo da amostra ao sistema
gerador de radicais luminol mais AAPH.
Os resultados do TRAP estao expressos
em lo/l onde |y é o valor da area sob a
curva do sistema gerador de radicais
antes da adicdo das amostras e | é o
valor da area sob a curva do sistema
gerador de radicais apds a adicao das
amostras. Os indices de TAR estdao
expressos em lp/l, onde 1o é a
guimioluminescéncia antes da adicdo
das amostras e I é a
guimioluminescéncia imediatamente
apo6s a adicdo das amostras (Wayner et
al., 1985).

2.3.3.  Andlise  Quantitativa  de

Capsaicina e dihidrocapsaicina
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A andlise dos teores de
capsaicina e dihidrocapsaicina foi
realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), empregando
cromatégrafo  liquido  PerkinElmer
Series 200, equipado com detector de
arranjo de diodos (DAD), bomba
qguaterndria e amostrador automatico.
Os dados foram processados usando o
software TotalChrom~ Workstation. As
analises  foram realizadas  em
temperatura ambiente (24 + 2 °C)
usando como fase estacionaria uma
coluna Waters Spherisorb ODS-2 (RP-
C18, 5 um, 150 X 4.6 mm i.d.). A fase
moével foi constituida de 65% do
solvente A (metanol) e 35% solvente B
(acido acético 1%) com fluxo de 1,0
mL/min na forma isocratica. A deteccdo
foi realizada em 280 nm e os espectros
de UV obtidos em 450-210 nm. As
amostras foram injetadas na
concentra¢do de 10 mg/mL e o volume
de injecao foi de 10 uL. A identificagao
da capsaicina e dihidrocapsaicina foi
baseada no tempo de retencdo, co-
injecdo com padrdes e respectivos
espectros de ultravioleta. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

2.3.4. Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos
como média + DP e analisados usando
o programa GraphPad Prisma versao 5.
O Teste-t foi utilizado para avaliar as
diferengas entre os grupos e as médias
foram consideradas diferentes quando

apresentarem o p<0,05.

3. Resultados e discussao

E sabido que o ozbnio é um
forte agente oxidante capaz de
danificar biomoléculas e gerar ERO
guando absorvido por animais e plantas
(Iriti e Faoro, 2007). Nosso trabalho
mostra uma série de alteragdes
fisioldgicas e bioquimicas
desencadeadas em plantas Capsicum
baccatum L. var. pendulum expostas a
concentragdes de ozbnio acima de 40
ppb.

As enzimas superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT)
representam a primeira linha de defesa
antioxidante enzimatica contra ERO. A
SOD, encontrada em quase todos os
compartimentos celulares, faz a
dismutacdo do superéxido (O,) em
peroxido de  hidrogénio  (H,0,),
enquanto que a CAT, encontrada

principalmente nos  peroxissomos,

10
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converte o H,0, em agua e O, (Halliwell

e Gutteridge, 2007). Nossos resultados
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Fig. 2. Atividade enzimatica da catalase (CAT) e da
superoxido dismutase (SOD) no tecido foliar de
plantas C. baccatum L. var. pendulum ndo expostas
e expostas cronicamente ao O;z: (a) Mostra a
diminuicdo da atividade enzimatica da CAT no
grupo tratado. (b) Mostra uma diminui¢io da
atividade enzimatica da SOD no grupo tratado. *
indica diferenca estatistica significativa com p<0,05
entre o grupo controle e o exposto ao O3 analisados
com o teste-t de Student. Valores expressos como
média £ DP (n=9).

demonstram uma diminuicdo na
atividade  destas duas enzimas
antioxidantes no tecido foliar (Fig. 2),
que pode ter ocorrido devido a dois

fatores: a inibicdo da atividade

enzimatica ou a diminuicdo no
conteludo enzimdtico, que pode ser
causada tanto por uma diminui¢ao na
expressao génica quanto por um
aumento da degradacdo. Embora ainda
nao saibamos exatamente qual a forma
de acdo do ozbnio sobre essas enzimas,
a diminuigdo na atividade das mesmas
pode comprometer a planta tanto a
nivel celular como tecidual (Bowler,
1992; Caregnato et al., 2010).

Além das defesas enzimaticas,
as espécies vegetais apresentam
importantes defesas antioxidantes nao
enzimaticas como, por exemplo, acido
ascorbico, grupamentos tiois reduzidos,
a-tocoferol, compostos fendlicos, entre
outros (Bartosz, 1997; Michalak, 2006).
Os compostos fendlicos constituem um
dos mais comuns e variados grupos de
compostos secundarios (Taiz e Zeiger,
2009). Comumente, sua producdo é
aumentada em condi¢des de estresse
como radiacdo UV, estresse hidrico e
herbivoria (Dixon e Paiva, 1995;
Lattanzio et al., 2006). Podemos
observar em nossos experimentos que
ha um aumento na producdo de
compostos fendlicos nas folhas de
plantas expostas ao 0z0nio,
possivelmente em resposta ao estresse

desencadeado por este poluente (Fig.
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3a). Outros estudos tém mostrado que
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Fig. 3. Defesas antioxidantes ndao enzimaticas no
tecido foliar de plantas C. baccatum L. var.
pendulum ndo expostas e expostas cronicamente
ao O;: (a) mostra aumento nos conteudo fendlico
total. (b) mostra aumento nas ERO no grupo
tratado. (c) mostra redugdo nos grupamentos tiois
reduzidos no grupo tratado. * indica diferenca
estatistica significativa com p<0,05 entre o grupo
controle e o exposto ao O3 analisados com o teste-t
de Student. Valores expressos como média + DP (n

=9).

o aumento do conteudo de fendlicos
em plantas que se desenvolveram na
presenca de O3 previne a perda de agua
e ajuda a aumentar a tolerancia da
planta ao estresse (Saleem et al., 2001).
Porém, no nosso caso, o aumento na
produgdo de fendlicos parece nado ser
suficiente para proteger a planta contra
0 estresse, pois observamos aumento
na producdo de ERO através da leitura
do DCF (Fig. 3b) e uma diminuicdo nos
grupamentos tios totais reduzidos (Fig.
3c), considerado um dos principais
tampdes redox celular (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Portanto, nossos
dados mostram que o ozénio ndo sb
altera o sistema antioxidante
enzimatico, como também o ndo
enzimatico, criando assim um ambiente
pré-oxidativo nas células.

Esse desbalanco no estado
redox do tecido foliar, favorecendo a
producdo de ERO, pode ser o
responsavel pela perda no conteldo de
clorofila a e b representado na figura 4.
A figura 4d exibe a razdo entre a
clorofila a e b, que se mostra mais baixa
nas plantas expostas ao poluente,
demonstrando que a clorofila a foi mais
degradada do que a b. A clorofilaa é o
principal pigmento envolvido na

fotossintese, pois participa tanto das

12
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antenas quanto dos centros de reacao
(Lodish et al, 2000).

As concentracGes atuais de
ozbnio em alguns paises ja causam
danos  significativos a  diversas
cultivares, levando a uma grande
diminuicdo na producdo agricola dessas
plantas. Estudos mostram que essas
concentragdes tendem a aumentar em
muitos desses paises, inclusive na China
e na India onde ha uma grande
producdo do fruto de Capsicum
baccatum L. var. pendulum (Ashmore,
2005; IPCC, 2001; Reifschineider e
Ribeiro, 2004; Tiwari et al., 2005; Wang
et al., 2007; Than et al., 2008). A baixa
no conteudo de clorofila e o estado
pro-oxidativo encontrados sugerem
gue a planta apresenta uma reduzida
capacidade de detoxificar as ERO
geradas pela exposicdo ao Os, e isso,
possivelmente, afetara a produgao dos
frutos em plantas expostas a esse
poluente.

O ensaio de TRAP é amplamente
utilizado e é comprovadamente um
método simples, sensivel e
reproduzivel, que permite determinar a
capacidade antioxidante em misturas
complexas tais como extratos vegetais

(Desmarchelier et al., 1997).
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Fig. 4: Teor de clorofila do tecido foliar de plantas C.
baccatum L. var. pendulum nao expostas e expostas
cronicamente ao O;: (a) mostra uma diminui¢do no
teor de clorofila a. (b) mostra uma diminui¢do no
teor de clorofila b. (c) mostra uma diminui¢do do
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teor de clorofila total. (d) mostra uma diminui¢ido
da razdo entre o teor de clorofila a e b. * indica
diferenga estatistica significativa com p<0,05 e ***
indica diferenga estatistica com p<0,0005 entre o
grupo controle e o exposto ao O3 analisados com o
teste-t de Student. Valores expressos como média
DP (n=9).

Todos os extratos analisados foram
capazes de reduzir a luminescéncia
derivada do sistema AAPH-luminol,
indicando a presenga de compostos
com capacidade de eliminar o radical
peroxil nos frutos (Fig. 5a). Estes
resultados corroboram com dados da
literatura que mostram que os frutos
de plantas do género Capsicum
apresentam um  bom  potencial
antioxidante (Kappel et al.,, 2008;
Materska e Perucka, 2005; Shan et al.,
2005).

Foram encontradas diferencas no TAR
dos frutos, indicando que os
componentes do extrato dos frutos de
plantas expostas ao ozb6nio tém uma
reatividade antioxidante mais alta (Fig.
5b). Desta maneira, podemos inferir
uma melhora na qualidade dos extratos
destes frutos quando comparados com
os das plantas ndo expostas. Embora a
gualidade do extrato seja melhor, ndo
houve diferenca no potencial
antioxidante total TRAP, que é um
indicador da

guantidade de

antioxidantes (Fig. 5a).
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Fig. 5: Potencial antioxidante ndo enzimatico total
no fruto de plantas C. baccatum L. var. pendulum
ndo expostas e expostas cronicamente ao O;: (a)
representa o TRAP. (b) mostra um aumento do TAR
nos frutos tratados. * indica diferenga estatistica
significativa com p<0,05 entre o grupo controle e o
exposto ao O; analisados com o teste-t de Student.
Valores expressos como média £ DP (n =9).

Além da alteragdo vista no
conteludo fendlico do tecido foliar,
podemos ver, também, uma alteracdo
no conteudo fendlico dos frutos (Fig. 6).
Sabe-se que muitos compostos
fendlicos tém diferentes propriedades
antioxidantes (Rice-Evans et al., 1996;
Burda e Oleszek, 2001). Portanto, uma
alteracdo na proporcdio ou na
quantidade dos diferentes compostos
fendlicos poderia resultar em uma

diferenca na capacidade antioxidante
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total ou na reatividade antioxidante

total, como visto na avaliagao do TAR.
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Fig. 6: Contetido fendlico total nos frutos de plantas
C. baccatum L. var. pendulum nao expostas e
expostas cronicamente ao 03: mostra um aumento
no conteudo fendlico nos frutos tratados. * indica
diferenga estatistica significativa com p<0,05 entre
o grupo controle e o exposto ao O3 analisados com
o teste-t de Student. Valores expressos como média
+DP(n=9).

Na figura 7 podemos observar a
existéncia de correlagdo positiva tanto
do TRAP quanto do TAR com a
qguantidade de compostos fendlicos
totais, corroborando com dados da
literatura (Shan et al., 2005; Kappel et
al., 2008), o que nos indica que os
compostos fendlicos podem ser os
maiores responsaveis pelo potencial
antioxidante deste fruto. Porém, em
nossos experimentos, os extratos dos
frutos tratados ndo mostraram um
aumento no TRAP mesmo com um
aumento dos compostos fendlicos
totais. Assim, parece ter havido,
também, uma mudanca na composicdo
guimica dos compostos fendlicos, uma
diferentes

vez que compostos

apresentam  diferentes  potenciais
antioxidantes (Rice-Evans et al., 1996;

Burda and Oleszek, 2001).
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Fig. 7: Correlagio entre o TRAP e o TAR com o
conteudo fendlico total: (a) mostra uma correldo
positiva entre o TRAP e o contetudo fendlico. (b)
mostra uma correlgdo positiva entre o TAR e o
conteido fendlico total. * indica diferenca
estatistica significativa com p<0,05 entre o grupo
controle e o exposto ao O; analisados com o teste-t
de Student. Valores expressos como média + DP (n
=9).

O conteudo de capsaicina e
dihidrocapsaicina dos extratos foi
guantificado por HPLC. As diferentes
co-inje¢des com extrato mais padrao,
extrato mais fase mével e padrdo mais
fase modvel nos permitem observar
diminuicdo na darea dos picos em
relacdo a capsaicina em frutos de
plantas expostas ao ozonio (Fig. 8c). A

dihidrocapsaicina péde ser encontrada
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em gquantidades baixas no fruto de
plantas ndo expostas; porém ndo foi
encontrada nos frutos do grupo tratado
(Fig. 8b e 8c).

A biossintese de capsaicina nas
plantas é definida por duas vias:
fenilpropandides, que determina a
estrutura fendlica, e o metabolismo de
acidos graxos, que determina a porc¢ao
alifatica da molécula (Prasad et al.,,
2006). Frequentemente, mudancas
nessa rota estdo relacionadas a
condicBes de estresse (Dixon and Paiva,
1995; Iriti e Faoro, 2009). O aumento
no conteddo fendlico total e a
diminuigao da capsaicina e
dihidrocapsaicina nos sugere que pode
estar havendo uma modulac¢do na rota
de fenilpropandides.

Além disso, a auséncia de diferenca no
TRAP juntamente com a diminui¢do da
capsaicina e dihidrocapsaicina nos
frutos tratados nos permite inferir que,
apesar da capsaicina ter um bom
potencial antioxidante (Kogure et al.,
2002; Materska and Perucka, 2005),
ndo é a maior contribuinte para o
potencial antioxidante total nao
enzimatico. Outros estudos demostram

gue a molécula de capsaicina tem

menor atividade antioxidante quando
comparada a outros compostos
fendlicos como, por exemplo, a
quercetina (Materska and Perucka,

2005).

4. Conclusao

As plantas tratadas com O;
mostraram  uma  diminuicdo da
atividade da CAT e da SOD no tecido
foliar, além de apresentar um aumento
na produg¢do de ERO e uma diminuigao
nos grupamentos tiois totais reduzidos.

O aumento no conteldo
fendlico total no tecido foliar parece
ndo ter conseguido reverter os danos
derivados da acdo dos ERO, uma vez
gue a planta mostrou uma diminuigao
tanto da clorofila a quanto da b, que
sdo pigmentos imprescindiveis na
fotossintese e, consequentemente,
para a geragao de massa e energia.

Em relagdao aos frutos tratados,
observamos um aumento no TAR e no
conteudo fendlico total, havendo
também uma correlagcdo entre eles. A
capsaicina e dihidrocapsaicina
mostraram uma diminuicdo no seu

conteudo em frutos tratados.
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Fig. 8: Cromatogramas dos teores de capsaicina e dihidrocapsaicina: (a)
cromatograma mostrando o tempo de reten¢dao do padrio composto de
capsaicina e dihidrocapsaicina (1 mg/mL) em CLAE, 280 nm. (b) cromatograma
mostrando o tempo de retengdo da capsaicina e da dihidrocapsaicina presente
nos extratos dos frutos controles (10 mg/mL) em CLAE, 280 nm. (c)
cromatograma mostrando o tempo de retencdo da capsaicina e da
dihidrocapsaicina presente nos extratos dos frutos tratados (10 mg/mL) em
CLAE, 280 nm.
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