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Lua de Mel

(Premeditando o Breque)

Ao lado das montanhas e ao longe oceano
Brilham luzes eternas, brilha um sonho urbano

Venha sentir a fragrancia no ar, lua de mel

Leve neblina filtra a luz do luar
E uma lagrima solta foge do teu olhar
Paira poeira para o pulmao

Numa lua de mel em Cubatéo
Ah! O ar aqui realmente existe, da até pra pegar
Ali, 0 verde, as arvores sao verdes, o rio é verde

O céu, a terra, as estrelas, até os cachorros, tudo verde
Nunvens de enxofre, ver do mangue o entardecer
E sobre o oleoduto nosso amor vai arder

Nuvens de cinza, cheiro de gas, lua de mel
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Resumo

A Floresta Atlantica, que recobre as encostas da Serra do Mar na regido de Cubatéo,
tem sido afetada por poluentes aéreos emitidos pelas industrias. O impacto dos poluentes na
regido da Serra do Mar foi intensamente estudado na década de 1990 por meio do
monitoramento bioldgico com diferentes espécies vegetais, como a espécie pioneira da
Floresta Atlantica, Tibouchina pulchra, conhecida por acumular metais, fluoreto e enxofre
em seus tecidos. A espécie foi adotada neste estudo como bioindicadora modelo para
monitorar riscos associados a uma nova situacdo de contaminagdo atmosférica por poluentes
com potencial oxidativo no entorno da Refinaria Presidente Bernardes (RPBC), situada no
Complexo Industrial de Cubatdo, ja que ela mudou seu sistema de geracdo de energia, da
queima de 6leo combustivel em caldeiras para uma termoelétrica (UTE) movida a gas
natural. Os objetivos gerais do estudo realizado foram: 1) Determinar a capacidade de oxi-
reducdo de plantas jovens de T. pulchra, quando submetidas a um gradiente de condicdes
ambientais, no entorno da RPBC, na condicdo de contaminacdo atmosférica antes e apos o
inicio de operacdo da UTE (capitulo Il, em condi¢6es de campo); 2) verificar se o impacto
dos poluentes observados na regido de Cubatdo é capaz de alterar os niveis de respostas
antioxidativas de T. pulchra (capitulo Ill, em condi¢cdes de camaras de topo aberto). A
capacidade de oxi-reducdo de T. pulchra foi analisada por meio de componentes do sistema
de defesas antioxidativas: concentracdo de acido ascorbico e glutationa, atividade enzimética
da superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase e também por
meio de analises de um indicador de estresse oxidativo em nivel celular, o acimulo de
malondialdeido, precursor da peroxidacdo lipidica. No estudo realizado em campo, houve
tendéncia de variacdo dos niveis de antioxidantes ao longo dos periodos de exposi¢do que
abrangeram todo periodo de troca do sistema de producdo de energia pela refinaria de
petréleo, em resposta ao aumento da concentracdo de poluentes atmosféricos com poder
oxidativo. Os antioxidantes ndo enzimaticos — acido ascérbico e glutationa — bem como a
enzima ascorbato peroxidase foram essenciais para demonstrar o estado redox de T. pulchra.
No estudo realizado em camaras de topo aberto, a temperatura afetou a atividade de todos
compostos enzimaticos. A concentracdo da glutationa, principalmente em sua forma
reduzida, bem como as enzimas catalase e ascorbato peroxidase foram as principais
responsaveis por manter a tolerdncia de T. pulchra ao estresse oxidativo imposto pela

poluicdo atmosférica na regiao.



Abstract

The Atlantic Forest, which covers the slopes of the Serra do Mar in the Cubatao
region has been affected by air pollutants emitted by industries. The impact of the pollutants
at that region was extensively studied during the decade of 1990, by means of the biological
monitoring with different plant species, such as the native and pioneer tree species of the
Atlantic Rainforest, Tibouchina pulchra, known as an accumulator of metals, sulfur and
fluoride. This species was the biomonitoring model adopted in the present study in order to
monitor risks associated with a new situation of atmospheric contamination by pollutants
with oxidative potential surrounding the oil refinery Presidente Bernardes (RPBC), located
at Industrial Complex of Cubatdo. This new situation was due to the change of the power
generation system from burning fuel oil in boilers to a natural gas-powered thermoelectric
(UTE). The overall aims of the study were: 1) to determine the redox capacity of young
plants of T. pulchra subjected to a gradient of environmental conditions, in the surroundings
of RPBC, before and after the start-up of the new plant (chapter I1, under field conditions);
2) to check whether the impact of the pollutants observed in the region of Cubatéo alter the
levels of antioxidative responses of T. pulchra (chapter Ill, under conditions of open top
chambers). The of oxy-reduction ability of T. pulchra was determined by measuring the
following antioxidants: ascorbic acid and glutathione concentration, superoxide dismutase,
catalase, peroxidase, ascorbate and glutathione reductase enzymatic activity and one
indicator of lipid peroxidation, represented by the accumulation of malondialdehyde. The
field studies revealed that the general trend of increased oxidative power of the atmosphere
from the start-up of UTE on was followed by varying levels of antioxidants in the plants
maintained in the study sites during all the period of exchange of the energy production
system. Non-enzymatic antioxidant - glutathione and ascorbic acid- and ascorbate
peroxidase were essential antioxidants to indicate the redox state of T. pulchra.
Temperature variations in the open top chambers affected the activity of all enzymatic
compounds. The glutathione concentration, mainly in its reduced form, as well as the
enzymes catalase and peroxidase ascorbate were the main responsible antioxidant for
keeping the tolerance of T. pulchra to oxidative stress imposed by air pollution in the region

of Cubatdo.
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INTRODUCAO GERAL



As atividades humanas muitas vezes acrescentam matéria ao ambiente em
intensidade ou quantidade que alteram as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas da
atmosfera, corpos d’agua e solo (VanLoon & Duffy 2005).

A essa matéria da-se o nome de poluente, que €, entdo, qualquer substancia
adicionada na troposfera em concentracdo suficientemente alta para causar efeito
mensurdvel nos seres vivos e em materiais (Freedman 1995). Eles podem ser emitidos por
fontes naturais, como processos de emisséo vulcanica, ou por fontes antrépicas, como a frota
veicular e as industrias, classificadas respectivamente como fontes mdveis e estacionarias
(Raven et al. 2007).

Compostos diretamente emitidos pelas fontes poluidoras, como 6xidos de enxofre
(SO), nitrogénio (NO) e carbono (CO), material particulado (MP), entre inimeros outros,
sdo referidos como poluentes primarios e aqueles formados na troposfera, a partir de reagdes
entre poluentes primarios e constituintes naturais da atmosfera, como o 0z6nio (O3) e 0
acido nitrico (HNO3), sdo denominados poluentes secundarios (Mayer 1999, Baird 2002,
Domingos et al. 2002, Raven et al. 2007).

Ha trés fatores que determinam o nivel de poluicdo na troposfera: a) concentracéo de
poluentes adicionados no ar, b) volume de ar em que os poluentes sédo dispersos e c)
mecanismos de remocéo dos poluentes do ar (Nebel & Wright 2000).

A poluicdo atmosférica tem se tornado um fator de risco extremamente importante
para a salde humana, especialmente nos centros urbanos e industrializados. A partir de
meados do século XX, medidas passaram a ser adotadas, em diferentes paises, para controle
das emissfes de poluentes atmosfeéricos, objetivando, inicialmente, a redugédo de episodios
com excessiva concentracdo de poluente. Os padrdes de qualidade do ar adotados a principio
estabeleciam niveis de concentracdo de poluentes mais elevados. Entretanto, com o

aprimoramento dos recursos de investigacdo de poluentes, observa-se que mesmo com



concentracdes abaixo do limite de seguranca estabelecido pela legislagédo vigente, 0s
poluentes atmosféricos podem acarretar efeitos deletérios a salde humana e a vegetacdo
(Cancado et al. 2006, Samet & Krewski 2007, Moura et al. 2008, Jasinski et al. 2011).

Um exemplo classico de alta contaminagdo atmosférica por poluentes de origem
industrial, que levou ao declinio de trechos de Floresta Atlantica no Estado de Séo Paulo,
ocorreu na cidade de Cubatéo. Esta localiza-se na Baixada Santista, aproximadamente 16
km de Santos, distando cerca de 40 km da cidade de Sdo Paulo, regido sudeste do Brasil
(23°45°- 23°55°S ¢ 46°21°- 46°30°W) . Possui uma éarea de 142 km? e aproximadamente 121
mil habitantes. Apresenta clima tropical super Umido sem estiagem, com nebulosidade,
umidade relativa e precipitacdo altas (2600 mm anuais). A temperatura média anual é de
23°C (CETESB 2011). Devido a proximidade do Porto de Santos e da Grande Sao Paulo, e a
disponibilidade de energia e mao-de-obra baratas, combinadas com um terreno de superficie
plana, a regido sofreu um desenvolvimento industrial rapido e incontrolavel, principalmente
entre as décadas de 1950 e 1970 (Domingos et al. 1998), culminando numa grande
concentracdo de indudstrias quimicas, petroquimicas, siderdrgicas e de fertilizantes,
totalizando 110 unidades de producéo e cerca de 260 fontes de emissao de poluentes aéreos,
entre 0s quais destacam-se poluentes organicos, compostos de nitrogénio e enxofre e
poluentes secundarios, como o 0z6nio e o nitrato de peroxiacetila (PAN) (Jaeschke 1997,
Klumpp et al. 1998, 2000, Domingos et al. 1998, Moraes et al. 2002, Furlan et al. 2004,
Perry et al. 2010, CETESB 2011).

A localizacdo da cidade de Cubatdo e de seu complexo industrial numa planicie
litoranea estreita envolvida pelas escarpas da Serra do Mar a norte, leste e oeste nao favorece
a dispersdo de poluentes. O fluxo de ventos e, consequentemente, as condic¢des de dispersao
dos poluentes dentro da area de Cubatdo sdo fortemente influenciados por essa topografia

local, sob todas as condi¢bes meteorologicas. Podem ser identificadas duas bacias aéreas



principais na regido: a do Vale do Mogi, que se estende de norte para nordeste da Vila Parisi
e a area urbana de Cubatdo, entre a montanha (Serra do Mar) e a regido de manguezal
(CETESB 2008).

O rapido desenvolvimento industrial experimentado por Cubatdo trouxe sérios
problemas de poluicdo para a cidade. De 1970 a 1980, Cubatdo cresceu a um indice de
4,43% ao ano e chegou em 1985 com suas industrias produzindo algo ao redor de 3% do
Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro. Cubatdo chegou a ser conhecida como o “Vale da
Morte”, na década de 1970, devido as altissimas emissdes de poluentes industriais e aos
sérios problemas ambientais decorrentes (CETESB 2008).

Em 1984, as industrias lancavam diariamente no ar quase 1.000 toneladas de
poluentes, produzindo niveis de contaminacdo atmosférica absolutamente criticos. Para
reversdo deste quadro, foi implementado um programa para controle da poluicdo industrial,
com o objetivo de reduzir a poluicdo aos niveis aceitaveis, no prazo de cinco anos. As
indUstrias de Cubatdo foram, entdo, mobilizadas em um abrangente esforco de reducéo e
monitoramento da poluicdo. Como consequéncia, ja em 1984, 62 cronogramas de atividades
de controle foram estabelecidos entre industrias e a Companhia de Tecnologia e Saneamento
Ambiental (CETESB), com vistas a reducdo da poluicdo atmosférica. De 1984 a 1994,
foram investidos cerca de 700 milhGes de ddlares por parte das industrias no controle da
poluicdo ambiental, com resultados altamente positivos. Atualmente, a CETESB desenvolve
um programa de aperfeicoamento do controle de fontes existentes, com énfase no
estabelecimento de novos padrdes de emissdo de poluentes para a regido, com vistas a
protecdo da Serra do Mar, bem como no ataque as fontes ainda ndo controladas, constituidas
basicamente por areas contaminadas que exigem estudo e remediacdo (Petrobras,

comunicacéo pessoal).



A Floresta Atlantica, que recobre as encostas da Serra do Mar na regido de Cubatdo,
tem sido afetada por esses poluentes aéreos emitidos pelas industrias. De modo geral, a
intensidade de danos a floresta atlantica, nas areas de maior influéncia da poluigéo,
acompanhou o perfil de intensidade de contaminacdo atmosférica relatado anteriormente.
Até a implantacdo do programa efetivo de controle das emissdes em 1984, época em que 0S
problemas ambientais causados pela poluicdo em Cubatdo atingiram o seu ponto maximo,
havia intensa degradacdo da floresta, com alta mortalidade de arvores e ocorréncia de muitas
clareiras. Naquele momento, de tdo intensos, os efeitos eram observados em nivel de
paisagem (Pompeéia 1997). Na época, a diminui¢do significativa da densidade da cobertura
arbérea provocou alteracdes no ciclo hidroldgico, particularmente no escoamento e
infiltracdo da agua no solo e reduziu a resisténcia mecénica das raizes, aumentando de forma
significativa a ocorréncia de escorregamentos de solo nas encostas com maior declividade e
mais expostas aos poluentes (Ab’Saber 1987, Troppmair & Ferreira 1987, Sdo Paulo 1990,
Gutberlet 1996, Pompéia 1997). As perturbacdes nesses trechos de floresta foram cada vez
menos aparentes apos a implantacdo do programa de controle da qualidade do ar na regido
(Sdo Paulo 1990, Alonso & Godinho 1992, Gutberlet 1996, Pompéia 1997). Apesar da
reducdo das emissdes, 0 impacto sobre a vegetacao ainda existia no final da década de 1990
(Moraes et al. 2000b). Ressalta-se que o impacto dos poluentes sobre a vegetacdo ndo tem
sido homogéneo, variando de acordo com o padrdo de circulacdo e estagnacdo das massas de
ar, caracteristicas orograficas de cada regido e proximidade das diferentes fontes de emissao
(CETESB 2010).

O impacto dos poluentes na regido da Serra do Mar foi intensamente estudado na
década de 1990, por grupos de pesquisa do Instituto de Boténica (Sdo Paulo) e das
Universidades de Essen e Kassel (Alemanha), por meio do monitoramento biologico com

diferentes espécies vegetais. Segundo Klumpp et a. (2001), o biomonitoramento pode ser



conceituado como o uso de seres vivos para a verificacdo e avaliacdo dos efeitos da poluicéo
ambiental, seja da agua, do ar ou do solo. Esses seres vivos, denominados genericamente
bioindicadores, sdo organismos ou comunidades de organismos que reagem a alteragdes
ambientais com a modificacdo de suas funcgdes vitais normais e/ou da sua composicao
quimica, permitindo assim conclusGes a respeito das condigdes ambientais (Arndt &
Schweizer 1991). O biomonitoramento pode ser classificado como qualitativo ou
quantitativo. O biomonitoramento qualitativo é aquele baseado em decisdes do tipo sim/néo,
como por exemplo, a presenca ou auséncia de espécies, ou em atributos que
predominantemente mudam em resposta a influéncias ambientais. J& o biomonitoramento
quantitativo, que deve servir, em tese, para indicar niveis de contaminagdo atmosférica por
determinados poluentes, requer mais trabalho, pois envolve medidas de alguma natureza e
exige padronizagdes.

Existem diversas nomenclaturas para classificar as plantas utilizadas em programas
de biomonitoramento. Porém, uma das mais recentes, proposta por De Temmerman et al.
(2004) com base em extensa revisao bibliografica, parece bastante adequada, por classifica-
las de acordo com o tipo de resposta bioindicadora predominante que apresentam. Assim, de
acordo com esses autores, temos: a) plantas biosensoras ou biomarcadoras, que sdo aquelas
que mostram danos “invisiveis”, em niveis celular, molecular, bioquimico ou fisiologico
(ex: clones de Tradescantia, que mostram alteracbes cromossémicas); b) plantas
bioacumuladoras, que sdo consideradas tolerantes, por acumularem elementos da poluigéo
do ar e particulas em seus tecidos (ex: Lolium multiflorum ssp. italicum cv. Lema, cultivar
acumuladora de metais pesados, enxofre, flior); c) comunidades de plantas apontadoras, nas
quais observam-se mudancgas na composicdo em especies ou nas relacdes fitossociologicas

entre as espécies (ex: comunidades de liquens) e d) plantas bioindicadoras, que sdo sensiveis



e mostram sintomas visiveis, como necroses ou cloroses (ex: Nicotiana tabacum Bel W3,
bioindicadora de 0z6nio).

O biomonitoramento é um poderoso aliado na avaliacdo da salde ambiental,
particularmente em ambientes impactados por poluigdo, pois estd baseado no conceito de
que as respostas bioldgicas selecionadas podem proporcionar indicacbes seguras de
exposicdo dos organismos ao estresse (Shugart 1994).

Basicamente, é possivel realizar o biomonitoramento com plantas de duas maneiras.
O referido biomonitoramento ativo é realizado por meio da introdugdo de plantas
indicadoras sensiveis ou acumuladoras no ambiente a ser monitorado, sob condicfes
padronizadas. Objetiva-se, desse modo, obter informagdes sobre a situacdo atual da poluigéo
aérea e sobre a distribuicdo espacial e temporal dos poluentes aéreos na regido, podendo-se,
assim, determinar as causas dos danos a vegetacdo e fazer previsdes de riscos. O
biomonitoramento passivo consiste no uso de espécies vegetais que ocorrem naturalmente
no ecossistema, de modo a avaliar o estado atual da vegetacdo e os efeitos da poluicdo aérea
na vitalidade das plantas, detectando mecanismos de resisténcia (Arndt & Schweizer 1991,
De Temmerman et al. 2004).

Nos estudos para verificar a fitotoxicidade dos poluentes aéreos na area de Cubatéo,
empregaram-se essas duas maneiras. Inicialmente, empregaram-se plantas indicadoras
padronizadas, com capacidade bioindicadora conhecida, como Nicotiana tabacum (tabaco),
hibridos de petlnia, Urtica urens (urtiga), hibridos de Gladiolus (palma-de-santa-rita) e
Lolium multiflorum SSP. italicum (azevem) (Klumpp et al. 1994, 1996a, b, Domingos et al.
1998). Em sequéncia, foram realizados experimentos com espécies nativas, como a
Tibouchina pulchra (manaca-da-serra), Miconia pyrifolia (jacatirdo) e Cecropia glazioui
(embauba), por métodos passivos e ativos, objetivando reforgar as conclusdes acerca das

causas dos danos a vegetacdo e facilitar as condutas para prognosticos de risco (Domingos et



al. 1998, 2003, Klumpp et al. 1998, 2000, 2002, Furlan et al. 1999, 2004, 2007, Moraes et
al. 2000, 2003, Szabo et al. 2003).

Vale destacar, ainda, que a intensidade das respostas vegetais aos poluentes
atmosféricos, que sdo a base do biomonitoramento, depende da taxa de absorcdo dos
mesmos pelas plantas e somente ocorrem apds 0s mecanismos de desintoxicacdo terem sido
suplantados. Os poluentes gasosos penetram na planta diretamente pelos estdmatos, durante
0 processo de trocas gasosas. Apos absorcdo, o poluente pode reagir rapidamente com agua,
levando a formacdo das espécies reativas de oxigénio — EROs - na interface da parede
celular e a destruicdo oxidativa dos lipidios e proteinas da membrana plasmatica e a
producdo em cadeia de outros radicais livres e demais intermediarios reativos, processo
denominado peroxidacao lipidica (Mehlhorn et al. 1990, Schraudner et al. 1998, Kanofsky
& Sima 2005, Pucckette et al. 2007).

A peroxidacédo lipidica foi o primeiro tipo de dano oxidativo a ser estudado. A
producdo enddgena de superdxidos e peroxidos de hidrogénio pode iniciar a peroxidacdo
lipidica em membranas bioldgicas expostas a estresses. Os radicais de acidos graxos
formados dessa maneira podem reagir espontaneamente com o0 oxigénio, formando
peroxiradical de acido graxo. Este pode propagar a peroxidacdo de tais moléculas de acidos
graxos pela retirada de &tomos de hidrogénio para formar hidroperoxidos e novos radicais de
acidos graxos e assim por diante, levando a oxidagdo de muitas moléculas de &cidos graxos
(Taylor et al. 2002). Como resultado da peroxidacdo de acidos graxos, ocorre a producdo de
malondialdeido (MDA) em tecidos submetidos a peroxidacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados dentro das membranas (Morrow 2003).

A planta, sob tal cascata oxidativa, pode tornar-se susceptivel ao estresse oxidativo,
que se instala por desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos seus

formadores (Sreenivasulu et al. 2007, Farooq et al. 2008, Jaleel et al. 2009). Em
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consequéncia, efeitos fisioldgicos, metabdlicos, ultraestruturais e estruturais passam a
ocorrer, levando a danos em membranas, perda das funcOes de organelas, redugdo na
eficiéncia do metabolismo e da fixacdo do carbono, sintomas visiveis como cloroses e
necroses em tecidos e 6rgdos. Estes podem evoluir e levar a morte do individuo (Manning &
Feder 1980, Larcher 2000). Efeitos oxidativos similares também podem ser observados em
plantas expostas a outros fatores de estresse bidtico e abidtico, como salinidade, seca, calor e
frio, senescéncia, herbicidas, intensidade luminosa, patdgenos e nodulacdo de raizes
(Sreenivasulu et al. 2007, Farooq et al. 2008, Jaleel et al. 2009).

As espécies reativas de oxigénio sdo formas parcialmente reduzidas de oxigénio
atmosférico e, em condi¢Bes normais, a sua producdo em células vegetais é rigorosamente
controlada pelo sistema de eliminagdo. S&o produzidas pelas plantas em seu metabolismo
natural, como ocorre na respiracdo e na fotossintese. Elas sdo formadas durante certas
reacOes redox e durante a reducdo incompleta do oxigénio ou oxidacdo da agua pela cadeia
transportadora de elétrons no cloroplasto ou na mitocondria. A formagdo do oxigénio
singleto (*O,) estimula subsequentemente a producdo de outras EROs, como o peréxido de
hidrogénio (H,0,), o anions superéxido (O,"), radicais hidroxila (HO®) e peridroxilas
(O,H®). Os anions superéxido sdo produzidos nos cloroplastos quando os elétrons séo
transferidos diretamente do Fotossistema | (PSI) para o oxigénio. Estas moléculas reativas,
especialmente HO®, sdo altamente destrutivas para biomoléculas, como os lipidios, acidos
nucléicos e proteinas. No entanto, EROs como O," e H,0; sdo utilizados na lignificacdo e
funcionam também como um sinal de resposta de defesa contra infeccGes por patdgenos
(Bray et al. 2000).

As EROs, ao oxidar as biomoléculas, criam uma lesdo oxidativa que resulta em
reducdo do crescimento e desenvolvimento das plantas (Hernandez-Jimenez et al. 2002).

Uma vez que as meia-vidas das EROs sdo extremamente curtas, sdo seus produtos finais
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estaveis de danos oxidativos em macromoléculas celulares os que podem ser usados para
monitoramento do estresse oxidativo (Bhaduri & Fulekar, 2012).

As plantas possuem uma série de moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas
antioxidantes, que as protegem contra o dano oxidativo e controlam o nivel de efeitos das
EROs. Entre os compostos antioxidantes enzimaticos, relacionam-se a superoxido
dismutase, peroxidases, e catalases, enquanto glutationa, carotenoides e &cido ascorbico
representam 0s componentes ndo-enzimaticos (Caregnato et al. 2008). Acima de tudo, a
interacdo entre a producdo de EROs e seus consequentes mecanismos de eliminacao
dependem do estado fisiologico da planta e estimulos de desenvolvimento e bioquimicos
(Mittler 2002).

O é&cido ascorbico (AA), em particular, € uma pequena molécula antioxidante, nao
enzimética e hidrossolivel, que executa funcBes metabdlicas essenciais para a vida de
plantas e animais. Alguns fungos podem sintetizar acido eritro-ascérbico, uma vitamina C
analoga com func¢des metabolicas similares. Entre os procariontes, somente as cianobactérias
possuem uma pequena quantidade de &cido ascorbico (Arrigoni & De Tullio 2002). O acido
ascorbico serve como co-fator para muitas enzimas (De Tullio et al. 1999, Arrigoni & De
Tullio 2000), é capaz de manter a estabilidade das membranas celulares em plantas sob
estresse causado por poluentes e contribui para a desintoxicacdo de espécies reativas de
oxigénio (Smirnoff & Wheeler 2000, Conklin 2001, Conklin & Barth, 2004). Essa atividade
antioxidante do &cido ascorbico estd associada com sua resisténcia ao estresse oxidativo e
longevidade em plantas e animais. Além do mais, tem-se sugerido que 0s niveis enddgenos
de acido ascorbico sdo importantes na regulacdo do desenvolvimento da senescéncia e na
defesa das plantas contra patdgenos (Pastori et al. 2003, Barth et al. 2004, 2006, Pavet et al.
2005). Evidéncias recentes sugerem que o0 acido ascorbico também desempenha papel na

indugéo floral. Ele pode ser encontrado no citossol, em cloroplastos, nos vacuolos e no
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apoplasto (Barth et al. 2006). Segundo Smirnoff (1996), o ascorbato é o principal metabdlito
secundario das plantas. Dentro do aparato fotossintético, o acido ascérbico participa da
remocdo do peroxido de hidrogénio, formado na foto-reducdo do Fotossistema I. Essa reacéo
entre cido ascorbico e peroxido de hidrogénio é catalisada pela ascorbato peroxidase, que
se encontra na divisa do tilacoide e também pode neutralizar o peréxido de hidrogénio.
Segundo Conklin & Barth (2004), o &cido ascorbico atua como primeira linha de defesa nas
plantas superiores, uma vez que ele se encontra em grande concentragdo no apoplasto,
apresentando dessa forma um efeito direto na protecdo contra o 0z6nio troposférico. O &cido
ascorbico e considerado o antioxidante natural mais estudado na prevencdo dos danos
provocados pelo 0zonio nas plantas. O acido ascorbico apoplastico participa de uma série de
reacOes na parede celular, orientadas para evitar a propagacéo de radicais livres derivados do
estresse provocado por 0zénio (Turcsanyi et al. 2000), e pode desintoxicar de 30 a 50% do
0zOnio captado pelas folhas e 0 aumento de seu teor proporciona maior protecdo contra a
oxidagdo (Chen & Gallie 2005). As diferencas no contetido de &cido ascorbico e seu estado
redox no apoplasto demonstraram afetar a sensibilidade do 0z6nio de espécies de plantas
(Burkey et al. 2006, Severino et al. 2007). Uma série de estudos também tem sido dedicada
a aplicacdo exdgena de &cido ascorbico e seus sais — aplicacdo foliar, aplicacdo de raiz e
imersdo de 6rgdos vegetais — para proteger plantas agricolas sensiveis de danos causados
pelo ozoénio, tais como o repolho, espinafre, pepino, arroz, tabaco, feijdo verde e folhas
largas de banana (Didyk & Blum 2011).

A superoxido dismutase (SOD) é uma substancia enzimatica que catalisa a
dismutacdo do radical superdxido (O,) a perdxido de hidrogénio e oxigénio (Alscher &
Hess 1993, Garg & Manchanda 2009). O O, é produzido em mitocondrias, cloroplastos,
peroxissomos, apoplasto e citossol, onde a cadeia transportadora de elétrons encontra-se

presente e, portanto, a ativacdo do O, pode ocorrer em qualquer um desses compartimentos
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da célula (Elstner 1991). Neste caso, ndo é de se surpreender que a SOD possa ser
encontrada em todos esses compartimentos subcelulares. Apesar disso, a formacdo de O,
ocorre preferencialmente nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (Fridovich 1986).
Trés classes de SOD foram identificadas, dependendo dos metais presentes em seu sitio
ativo: cobre/zinco SOD, manganés SOD e ferro SOD. Em plantas superiores, a FeSOD €
encontrada nos plastidios, a MnSOD na matriz mitocondrial e peroxissomos e a Cu/Zn SOD
no citossol e cloroplastos (Scandalios 1993, Garg & Manchanda 2009). Em folhas
senescentes, as atividades da SOD tendem a diminuir, ao passo que a peroxidacao lipidica
tende a aumentar.

Entre as peroxidases, a ascorbato-peroxidase é uma substancia enzimatica que
desempenha importante papel na decomposicdo do peroxido de hidrogénio, utilizando
moléculas de acido ascorbico reduzido como substrato. Segundo Igbal et al. (1996), a
atividade das peroxidases aumenta nas plantas a medida que ocorrem choques mecanicos,
aumento da poluicdo aérea e sazonalidade climéatica. A ascorbato peroxidase compreende
uma familia de isoenzimas com diferentes caracteristicas e sao distribuidas em pelo menos
quatro compartimentos celulares: no estroma (SAPX), nos tilacoides (tAPX), cloroplastos
(mAPX) e citossol (cCAPX) (Leonardis et al. 2000).

A catalase (CAT) € uma enzima que catalisa a dismutacéo do perdxido de hidrogénio
(H.0,) em agua e oxigénio, indispensavel para a desintoxicacdo das EROs durante o estresse
oxidativo. Ela estd localizada principalmente nos peroxissomos. Muitas plantas contém
varias isoenzimas calatase (Fragoli et al. 1996, Willekens et al. 1997).

A glutationa reduzida (GSH) foi reconhecida primeiramente ha mais de 100 anos, e
sua estrutura foi estabelecida em 1935 (Meister, 1988). E um tripéptido de peso molecular
baixo, que consiste em acido glutamico, cisteina e glicina. E encontrada em abundancia em

todas as células vegetais e animais, geralmente em concentragdo milimolar. Ela desempenha
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diversas funcOes importantes, contribuindo para a reducdo do dehidroascobato e eliminagao
de radicais livres diretamente através da doagdo de seu atomo de hidrogénio, resultando na
formagéo de glutationa oxidada (GSSG) e atuando como um co-substrato para a redugéo de
H,O, e outros hidroperoxidos de glutationa peroxidase (GSH-Px). Pode ser encontrada no
citossol, mitocndrias e nacleo, juntamente com indmeros outros antioxidantes. A glutationa
é mantida sob uma forma reduzida através da glutationa redutase (Garg & Manchada 2009).
E também a precursora das fitoquelatinas que agem como peptideos que complexam metais
pesados em plantas (Rosen 2002). Os niveis de GSH em tecidos de plantas sdo modificados
na presenca de metais (Kovideva et al. 1997).

A glutationa redutase (GR) age conjuntamente com a glutationa peroxidase. Esta
enzima ndo age diretamente na remoc¢do de espécies radicalares, porém é responsavel pela
regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo
metabdlico da glutationa. A glutationa redutase pode ser encontrada nos cloroplastos,
citoplasma e mitocondria dos vegetais superiores (Azevedo et al. 1998). O aumento da
atividade da GR facilita a tolerancia das plantas ao estresse oxidativo e tem melhorado a
capacidade de alterar o equilibrio redox de importantes componentes da cadeia
transportadora de elétrons (Tyystjarvi et al. 1999).

Essas e outras substancias atuam em conjunto em um ciclo de defesas antioxidativas
chamado de Foyer-Halliwell-Asada, conhecido também por ciclo ascorbato-glutationa
(Figura 1). Nesse ciclo esquematico, um radical superoxido € eliminado pela superdxido
dismutase numa reacdo que produz peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio é
consumido através da sua conversdao em oxigénio e agua pela catalase ou somente em agua
através da oxidagédo do ascorbato. O ascorbato é regenerado por meio de dois mecanismos:

através da reducdo enzimatica do monodeidroascorbato, que ocorre nos plastidios, ou
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alternativamente, o monodeidroascorbato, que € dismutado espontaneamente em
deidroascorbato, pode reagir com a glutationa (GHS), produzindo ascorbato e glutationa
oxidada (GSSH), numa reacéo catalisada pela deidroascorbato redutase. A GSSH é reduzida
pela glutationa redutase, utilizando o consumo de NADPH. O oxigénio singleto e os ions
hidroxila s&o eliminados no ciclo da glutationa. Os danos provocados pelo oxigénio singleto
e ions hidroxila podem ser também minimizados por antioxidantes ndo enzimaticos, entre 0s

quais a vitamina E e carotenoides (Bray et al. 2000).

20, — H,0
l — 1/602
2R °; CAT
| SOD
+ H,0, — APX —2H,0
N
Carotenoids —l
Monodehydro-
ascorbate
0, radical
Ascorhate |
MDHR E
DHR . |f
[ Dehydroascorbate ]4—

Figura 1: Esquema do ciclo ascorbato-glutationa nos cloroplastos (adaptado de Halliwell
2009).

Esse ciclo, na auséncia de espécies reativas de oxigénio em excesso, mantém o
equilibrio pré-oxidante/antioxidante nas células. Porém, o aumento da producao de espécies
reativas de oxigénio pelos mencionados fatores ambientais de estresse oxidativo, pode levar
a alteracao desse equilibrio, momento em que os danos oxidativos podem acontecer (Muggli
1993, Bray et al. 2000). Porem, plantas que possuem contetdos altos e/ou alta capacidade de

oxi-reducdo, mantendo maiores proporcdes de acido ascérbico e glutationa em suas formas
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reduzidas do que oxidadas, sdo mais tolerantes ao estresse oxidativo imposto pela poluigéo
atmosférica, entre outros fatores de estresse ambientais (Guzy & Heath 1993, Gadallah
2000, Igbal et al. 1996).

Tibouchina pulchra (Cham.) Cogn., espécie arbdrea nativa do sudeste brasileiro,
pertencente a familia Melastomataceae, considerada pioneira da floresta Atlantica, tem se
mostrado tolerante ao estresse oxidativo imposto por poluentes atmosféricos, nos niveis
observados na regido de Cubatdo, contribuindo significantemente para a caracterizagao
fisionbmica e estrutural da floresta na regido (Leitdo Filho 1993). A espécie tem sido
intensamente utilizada como &rvore ornamental na cidade de S&o Paulo, onde o o0zénio
troposférico € um grande problema ambiental (Furlan et al. 2008).

Sua tolerancia aos poluentes pode resultar de um conjunto de caracteristicas de
defesa, de natureza fisiol6gica, metabdlica e estrutural, conforme foi mostrado por estudos
de campo realizados na regido de Cubatdo. Varios deles mostraram que T. pulchra possui
alta capacidade de acumular elementos toxicos, raramente apresentando sintomas visiveis e
injurias. Esta espécie mostrou ser acumuladora de metais, enxofre e flior (Klumpp et al.
1998, 2000, 2002, Furlan et al. 1999, 2004, 2007, Moraes et al. 2002, 2003, Domingos et al.
2003, Szabo et al. 2003). Sob o ponto de vista fisiolégico, Moraes et al. (2003), ao
estudarem respostas de T. pulchra a exposicdo aguda com altos niveis de 0zonio, observou
uma reducdo da taxa fotossintética, condutancia estomaética, taxa de transpiracdo e
fluorescéncia da clorofila a medida através da eficiéncia fotoquimica do Fotossistema II.
Furlan et al. (2008) observaram o surgimento de injurias em folhas de T. pulchra, apenas
quando expostas a uma dose acumulada de 0zénio (AOT40) de 6038 ppb.h, apds 25 dias do
inicio do experimento em camaras de topo aberto. Tais sintomas geralmente surgiram em
numa tonalidade escura, avermelhada, somente na superficie superior da folha, néo

ocorrendo em veias ou nervuras € ndo se caracterizando como necroses, COmo ocorre em

17



plantas sensiveis. Ainda, em um estudo realizado por Moraes et al. (2000), houve
constatacdo de que a concentracdo foliar de &cido ascérbico foi reduzida nas plantas de T.
pulchra que permaneceram expostas no Vale do Rio Mogi, local onde sdo canalizados os
ventos que carregam poluentes de industrias de fertilizantes, cimentos e siderurgia, causando
severos danos a vegetacdo. Klumpp et al. (2000), também realizando experimentos com T.
pulchra empregando as técnicas de biomonitoramento ativo, demonstraram aumento da
atividade da peroxidase nas areas com maior indice de poluicdo. Com base nesses
resultados, é possivel supor que T. pulchra possui capacidade de oxi-reducdo eficiente, que,
no entanto, ainda precisa ser caracterizado. Sendo assim, essa espécie foi adotada como
espécie bioindicadora modelo para monitorar riscos associados a uma nova situacdo de
contaminacdo atmosférica por poluentes com potencial oxidativo no entorno da refinaria de
petréleo instalada no complexo industrial de Cubat&o.

A Refinaria Presidente Bernardes (RPBC), pertencente a Petrobras, iniciou suas
atividades naquela regido em 1950 e emite atualmente quantidades ainda significativas de
mondxido de carbono (CO), hidrocarbonetos (HC), 6xidos de nitrogénio (NOXx), 6xidos de
enxofre (SOx) e material particulado (MP), devido aos processos do refino do petréleo
propriamente dito e ao processo de producdo de energia e vapor, viabilizado desde o inicio
pela queima de 6leo combustivel em caldeiras. A area da refinaria também tem sido atingida
por deslizamentos de terras e fluxos de detritos, em decorréncia da fragilidade da floresta
Atlantica que recobre as encostas da Serra do Mar na regido (Kanji et al. 2008), aumentando
0s riscos de ocorréncia de danos as instalagfes industriais e de acidentes. Para diminuir 0s
problemas ambientais decorrentes dessa alta emisséo, a Petrobras trocou tal sistema de
caldeiras para geracdo de energia e vapor por uma termoelétrica movida a gas natural, com

inicio de operagdo em 2010. Entre os beneficios esperados dessa mudanca, inclui-se a
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reducdo dos niveis de compostos gasosos de enxofre e de nitrogénio e de material
particulado no ar (Petrobras 2009).

No entorno da RPBC, os estudos de campo com plantas bioindicadoras, realizados na
década de 1990, de fato revelaram que as porcBes da Floresta Atlantica estavam
particularmente sob forte estresse causado por NOy, SOy e material particulado contendo
componentes toxicos, como metais pesados. Outros resultados, especialmente injdrias
visiveis e alteracfes bioquimicas indicadoras de estresse oxidativo, mostraram que poluentes
secundérios, como o0 oz6nio e PAN, também estavam em concentragdes fitotoxicas naquela
época, especialmente nas encostas de montanhas proximas a RBPC, em altitudes ao redor de
400 m. Dessa forma, a mudanca do sistema atual de caldeiras da RBPC para o sistema de
co-geracao de energia a vapor sera supostamente benéfica a Floresta Atlantica na regido.

Diante do conhecimento descrito anteriormente, levantaram-se as seguintes hipoteses
no presente projeto: 1) havera diminuicdo de riscos oxidativos impostos por compostos
gasosos de enxofre e de nitrogénio e de material particulado a floresta atlantica ap6s o inicio
de operacdo da termoelétrica, pelo menos na area de influéncia da RBPC; 2) tal ganho em
qualidade ambiental podera ser dimensionado por meio de biomonitoramento ativo, com T.
pulchra, analisando-se indicadores de sua capacidade de oxi-reducéo.

Na presente Tese de Doutorado, geraram-se informacdes que contribuiram para testar
as hipdteses e sanar as duvidas colocadas. Para tanto, foi realizado um biomonitoramento
ativo, com plantas jovens de T. pulchra, com inicio antes e término ap6s o inicio da
operacdo do novo sistema de co-geracdo de energia e vapor. Periodicamente, foram
analisados indicadores de capacidade de oxi-reducdo e de danos em membranas, nessas
plantas, ja que os poluentes emitidos por refinarias de petroleo geralmente causam danos
oxidativos as mesmas, conforme descrito anteriormente. Além disso, ja que 0s seres Vivos

reagem continuamente e de maneira integrada a presenca de poluentes no ar e a outros
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fatores ambientais, tais como temperatura, umidade relativa do ar e radiagdo, € esperado que
as relacOes entre niveis de concentracdo de poluentes no ar e intensidade de respostas
vegetais dificilmente serdo lineares. Dessa forma, torna-se dificil realizar uma avaliagdo
precisa de riscos associados a contaminacdo do ar somente com base nas reagdes de plantas
bioindicadoras expostas no ambiente a ser monitorado. Esse problema pode ser contornado
complementando-se os estudos de campo com experimentos em camaras de topo aberto,
onde um grupo de plantas é mantido em uma camara recebendo ar ambiente e outro grupo
em outra cAmara recebendo ar ambiente limpo obtido a partir de filtragem. Assim, na
presente Tese, plantas jovens de T. pulchra também foram expostas ao ar filtrado e nédo
filtrado, em um sistema de camaras de topo aberto, instalado na area de influéncia da RBPC.

Tendo em vista as hipdteses acima descritas, 0s objetivos gerais do estudo realizado
foram: 1) Determinar a capacidade de oxi-reducédo de plantas jovens de T. pulchra, quando
submetidas a um gradiente de condi¢gdes ambientais, no entorno da RPBC, na condi¢éo atual
de contaminacdo atmosférica e apds o inicio de operacdo da nova termoelétrica, momento
em que se espera uma reducdo dessa contaminacdo; 2) Verificar se o possivel ganho na
qualidade ambiental na regido, com consequente diminuicdo de riscos a Floresta Atlantica,
poderad ser dimensionado por mudangas na capacidade de oxi-reducdo em plantas de T.
pulchra.

As justificativas, objetivos, descricdo de métodos empregados, apresentacdo e
discussdo dos resultados obtidos e conclusbes das etapas experimentais realizadas em
condi¢cdes de campo e em camaras de topo aberto serdo descritos respectivamente nos
Capitulos 11 e I11. Ao final, serd apresentada uma Discussdo Geral dos resultados obtidos,

visando a verificar se as hipdteses acima foram comprovadas ou nao.
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CAPITULO I
ESTADO REDOX DE TIBOUCHINA PULCHRA (CHAM). COGN. EXPOSTA
NO ENTORNO DE UMA REFINARIA DE PETROLEO NA REGIAO DE

CUBATAO
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Resumo

E sabido que refinarias de petrdleo sdo fontes relevantes de emissdes
atmosféricas, principalmente Oxidos de enxofre (SOy), 6xidos de nitrogénio (NOy),
monoxido de carbono (CO) e hidrocarbonetos (HC). Elas também podem emitir
particulas contendo niquel (Ni) e outros metais pesados em consequéncia de seus
processos de producdo. O impacto da multiplicidade de poluentes atmosféricos emitidos
pelas refinarias pode ser avaliado por meio de respostas bioquimicas, fisiologicas e
morfolégicas de plantas bioindicadoras, como a Tibouchina pulchra (Cham.) Cogn. A
Refinaria Presidente Bernardes, situada no complexo industrial de Cubatdo, trocou o
sistema de caldeiras para geracdo de energia e vapor por uma termoelétrica (UTE)
movida a gas natural, aproximadamente em maio de 2010, visando a uma reducédo dos
niveis de compostos gasosos de enxofre e nitrogénio material particulado e
possivelmente o0z6nio no ar, todos com alto poder oxidativo. Desta forma, o presente
estudo foi proposto com o intuito de verificar se haveria um ganho na qualidade
ambiental e, particularmente no poder oxidativo atmosférico na regido ap6s o inicio de
funcionamento da termoelétrica, por meio de biomonitoramento de T. pulchra,
analisando-se indicadores de vitalidade de suas plantas, entre os quais sua capacidade de
oxi-reducdo. Os experimentos em campo, em seu conjunto, abrangeram cerca de 40
meses e ao longo desse tempo foram realizadas onze exposi¢des de T. pulchra, com
duracdo de 90 dias cada, em trés locais no entorno da refinaria e em um local de
referéncia. Esse cronograma de execucdo das exposicdes nos locais de estudo coincidiu
com o cronograma de mudanca do sistema de geracdo de energia e vapor para a
refinaria de petréleo, que foi subdividido em trés fases: Pré-UTE, Transicdo e P6s-UTE.
Periodicamente, analisaram-se: concentracdo de &cido ascorbico e glutationa em suas
formas reduzidas, totais, oxidadas e razdo reduzido/total; atividade das enzimas
superoxido dismutase, catalase, glutationa redutase, ascorbato peroxidase; acumulo de
malondialdeido, indicador da peroxidacdo lipidica. Houve a tendéncia geral de
intensificacdo do poder oxidativo da atmosfera a partir do inicio da Fase de Transicdo,
qgue se manteve mesmo apds do desligamento integral das caldeiras movidas a 6leo
combustivel. Com isso, observou-se que a variacdo dos niveis de antioxidantes ao longo
das fases do cronograma da UTE ocorreram em resposta ao aumento da concentracdo de
poluentes atmosféricos com poder oxidativo (O3 e NO,). As variacOes climaticas da
regido afetaram e se correlacionaram com a atividade antioxidativa de T. pulchra,
interferindo também na formacdo de poluentes atmosféricos. Os antioxidantes nao
enzimaticos — acido ascorbico e glutationa — bem como a enzima ascorbato peroxidase
foram essenciais para demonstrar o estado redox de T. pulchra.
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Abstract
It is well known that oil refineries are relevant sources of atmospheric emissions,

particularly sulfur oxides (SOy), nitrogen oxides (NOy), carbon monoxide (CO) and
hydrocarbons (HC). They also emit particles containing nickel (Ni) and other heavy
metals as a result of their production processes. The impact of the multiplicity of air
pollutants emitted by refineries can be evaluated by means of biochemical,
physiological and morphological responses of bioindicator plants, such as Tibouchina
pulchra (Cham.) Cogn. The Oil Refinery Presidente Bernardes, located in the Industrial
Complex of Cubatdo, changed its crude oil-powered boilers for steam and power
generation by a natural gas-powered thermoelectric (UTE), approximately in May 2010,
aiming at reducing the emission levels of gaseous sulphur and nitrogen compounds and
particulate matter in the air. Thus, the present study has been proposed in order to verify
if a gain on the regional environmental quality and particularly of the atmospheric
oxidative power after the start of the thermoelectric will be achieved, by biomonitoring
procedures using young plants of T. pulchra, and analyzing its redox state. The
experiments in the field, as a whole, covered about 40 months. Throughout this period,
eleven exposure experiments with potted saplings of T. pulchra were performed, which
lasted 90 days each, in three sites surrounding the refinery and in one reference site.
This schedule of field experiments coincided with the schedule of change of the power
generation system, which was subdivided into three phases: Pre-UTE, Transition and
Post-UTE. The concentration of ascorbic acid and glutathione, in their reduced,
oxidized and total forms; activity of the enzymes superoxide dismutase, catalase,
glutathione reductase, ascorbate peroxidase; leaf accumulation of MDA, an indicator of
lipid peroxidation were periodically measured. A general trend of increased oxidative
power of the atmosphere from the beginning of the transition phase on was observed,
which remained even after the complete shutdown of the boilers. This tendency was
followed by varying levels of antioxidants in the plants maintained in the study sites
during all the three phases of exchange of the energy production system. These
responses were associated with increased concentration of pollutants with oxidative
power (O3, NO, and PMy,). The climatic variations, besides interfering in the formation
of atmospheric pollutants, also affected and correlated with the antioxidative activity
of T. pulchra. The non-enzymatic antioxidant - glutathione and ascorbic acid - as well
as the activity of ascorbate peroxidase were essential to demonstrate the redox state of

T. pulchra.
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Introducéo

O municipio de Cubatéo esta localizado na Baixada Santista, aproximadamente a 16
km de distancia da cidade de Santos, na base da Serra do Mar, estado de S&o Paulo, na
regido Sudeste do Brasil (23°45” — 23°55°S; 46°15° — 46°30°W). Devido a sua proximidade
com o Porto de Santos, que facilita o escoamento de produtos, houve grande
desenvolvimento de um polo industrial em Cubatdo, composto predominantemente por
empresas do setor petroquimico, siderdrgico e de fertilizantes. Na década de 80, Cubatéo
ficou conhecida como uma area afetada por sérios problemas de poluicdo atmosférica, em
funcdo das altas emissdes de poluentes industriais, da sua topografia acidentada e das
condicdes meteorologicas desfavoraveis a dispersdo de poluentes (CETESB 2011).

E sabido que refinarias de Oleo sdo fontes relevantes de emissbes atmosféricas,
principalmente o enxofre (S), 6xidos de nitrogénio (NOXx), monoxido de carbono (CO) e
hidrocarbonetos (HC). Elas também podem emitir particulas contendo niquel (Ni) e outros
metais pesados em consequéncia de seus processos de producao (Perry et al. 2010).

Reacdes entre os constituintes celulares de plantas que crescem em ambientes
poluidos e gases poluentes ocorrem inicialmente no espaco extracelular da folha, pela
captacdo do poluente através dos estdmatos, dando origem as espécies reativas de oxigénio
(EROs), como por exemplo o oxigénio singleto (*O5), o anion superéxido (O-), o perdxido
de hidrogénio (H20,) e o radical hidroxila (HO®) (Booker et al. 2012). Nessa situacéo,
ocorre 0 estresse oxidativo, um termo que denota um desequilibrio entre a producdo de
oxidantes e o respectivo sistema antioxidante de um organismo (Abuja & Albertini, 2001).
Porém cabe ressaltar que a formacdo destas EROs é um fendmeno natural, resultante do
metabolismo do oxigénio, durante os processos de fotossintese e respiracdo. A ocorréncia de
vida no ambiente aéreo, s6 foi possivel devido a evolucdo de um sistema de defesas

antioxidativas, que envolve reacfes de oxi-reducdo. Assim, na auséncia de fatores de
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estresse oxidativo, ha um balan¢o nas células vegetais entre a producéo de EROs e 0 sistema
antioxidante, formado por diversos compostos, entre 0s quais acido ascorbico, a glutationa e
as enzimas superdxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase e catalase.
Estes, em conjunto, neutralizam substancias oxidativas e impedem danos celulares (Burkey
et al. 2006). A producgdo enddgena de superoxidos e peroxidos de hidrogénio pode também
iniciar a peroxidacao lipidica em membranas bioldgicas expostas a fatores de estresse, sendo
esta uma indicadora de dano oxidativo ainda em nivel celular. Os radicais de &cidos graxos
formados dessa maneira podem reagir espontaneamente com o0 oxigénio formando
peroxiradical de &cido graxo e este pode propagar a peroxidacdo de tais moléculas de acidos
graxos pela retirada de &tomos de hidrogénio para formar hidroperéxidos e novos radicais de
acidos graxos, em uma cadeia de rea¢des, levando a oxidacdo de muitas moléculas de &cidos
graxos. Como resultado da peroxidacdo de &cidos graxos, ocorre a producdo de
malondialdeido (MDA) em tecidos submetidos & peroxidacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados dentro das membranas fosfolipidicas (Song et al. 2012). Consequentemente,
estas reacGes em cadeia acabam por atingir os diferentes niveis da organizacdo bioldgica,
podendo levar, em casos de exposicdo a altas doses de poluentes, a morte expressiva de
individuos, populacdes e, até, de comunidades vegetais inteiras.

Essa cadeia de eventos multiplicadores ocorreu nitidamente a partir de 1984, no
entorno do polo industrial de Cubatdo, quando se passou a perceber danos visiveis a Floresta
Atlantica , com morte de muitas arvores e consequentes deslizamentos de terra, acarretados
pelo solo desnudo e pelas chuvas abundantes que ocorrem na regido. A partir de 1988,
finalmente, as autoridades governamentais constituidas na época passaram a voltar atencdo
para a area, propondo a realizagdo de estudos que visassem ao entendimento dos fendmenos
que atingiam a regido, bem como a proposi¢do de medidas para a recuperacdo daquela

exuberante vegetacdo (Mazzoni-Viveiros & Trufem 2004).
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O impacto da multiplicidade de poluentes atmosféricos emitidos por um complexo
industrial como o instalado em Cubatdo pode ser avaliado por meio de respostas
bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas de plantas bioindicadoras (Divan et al. 2007).
Assim sendo, diferentes plantas indicadoras sensiveis e acumuladoras foram expostas na
regido de Cubatdo, em diferentes locais da Serra do Mar, cujas encostas sdo recobertas pela
Floresta Atlantica de Cubatéo, para avaliagdo de tal impacto por pesquisadores do Instituto
de Boténica (S&o Paulo) e das Universidades de Essen e Kassel (Alemanha) (Klumpp et al.
1994, Domingos et al. 1998).

Dentre 0s varios estudos realizados no ambito desse programa de biomonitoramento,
constatou-se que, dentre as plantas aparentemente tolerantes aos poluentes da regido,
encontravam-se principalmente espécies de Melastomataceae, bem representativas naquela
floresta, tendo como espécie dominante a Tibouchina pulchra (Cham.) Cogn. Essa espécie,
conhecida pelo nome vulgar de manaca-da-serra, tem as vantagens de ser nativa da Serra do
Mar, e encontrada tanto nas areas mais protegidas da acdo de poluentes como em areas sob
grandes impactos, sendo considerada como tolerante a poluicdo (Klumpp et al. 2000a, b,
Pompéia 2000).

Em particular, a Refinaria Presidente Bernardes (RPBC), pertencente a Petrobras e
localizada no polo industrial de Cubatdo, emitia, naquela época do mencionado
biomonitoramento, quantidades significativas de mondxido de carbono (CO),
hidrocarbonetos (HC), 6xidos de nitrogénio (NOXx), oxidos de enxofre (SOx) e material
particulado (MP) por um sistema anterior de producdo de energia e vapor por queima de
oleo combustivel em caldeiras. Visando diminuir os problemas ambientais decorrentes dessa
alta emissao de poluentes, a Petrobras trocou o sistema de caldeiras para geracao de energia
e vapor por uma termoelétrica movida a gas natural, aproximadamente em maio de 2010,

visando a uma reducdo dos niveis de compostos gasosos de enxofre e de nitrogénio e de
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material particulado no ar. Dessa forma, o presente estudo foi proposto com o intuito de
verificar se essa hipotese de que haveria um ganho na qualidade ambiental na regido ap6s o
inicio de funcionamento da termoelétrica é valida. Assumiu-se, também, com base nos
resultados dos estudos relatados anteriormente, que esta poderia ser testada por meio de
biomonitoramento com T. pulchra, analisando-se indicadores de vitalidade de suas plantas,
entre 0s quais sua capacidade de oxi-reducdo. Assim, objetivou-se determinar a capacidade
de oxi-reducdo de plantas jovens de T. pulchra, quando submetidas a um gradiente de
condigdes ambientais no entorno da RPBC, na condigdo anterior de contaminagao
atmosférica e na condigdo posterior ao inicio de operacdo da nova termoelétrica, momento

em que se esperaria uma redugédo dessa contaminacao.

Materiais e Métodos
a) Locais de estudo

O presente estudo foi conduzido com plantas jovens da espécie bioindicadora,
cultivadas em vasos de forma padronizada e expostas também de forma padronizada em
quatro locais estratégicos da Serra do Mar, na area de influéncia da RPBC. Para tanto,
seguiram-se estreitamente os principios do biomonitoramento ativo.

Assim, para as exposi¢cGes em campo de T. pulchra, foram escolhidos dois pontos
situados proximos a Refinaria, localizados na antiga estrada do Caminho do Mar, que ligava
as cidades de Sdo Paulo e Santos (Figura 1). O primeiro ponto, denominado CM1, esta
situado em area préxima ao inicio das encostas das montanhas e esta localizado em menor
altitude (60m). O segundo ponto de exposicdo localizado no Caminho do Mar, denominado
CMD5, esté situado na subida da serra, em maior altitude (450m). O Caminho do Mar é uma
estrada situada proxima as indlstrias petroquimicas e comprovadamente afetada por
poluentes organicos, nitrogénio, enxofre e poluentes secundarios, como o 0z6nio e o nitrato

de peroxiacetila (Furlan et al. 2004).
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Adicionalmente, escolheu-se um ponto localizado no centro da cidade de Cubatdo,
onde h& monitoramento continuo da qualidade do ar e de varidveis meteorologicas realizado
pela CETESB, denominado Centro (Figura 1). Esse local, de acordo com a referida
Agéncia, estd sob a influéncia das emissbes de poluentes da Refinaria e de emissGes
veiculares.

O ultimo ponto estd localizado no Vale do Rio PilBes, considerado um local de
referéncia, por estar afastado das emissdes do complexo industrial de Cubatdo, denominado
RP (Figura 1). O local de referéncia situa-se a 40m de altitude, em um trecho de floresta a
sudoeste do complexo industrial, em uma estreita reentrancia da Serra do Mar, perpendicular
ao curso do Rio Cubatdo. Esta localizacdo o coloca relativamente ao abrigo dos ventos
provenientes da area industrial (Moraes et al. 2000). Segundo Leitdo Filho et al. (1993), a
Floresta Atlantica no vale do Rio Pildes aparentemente ndo apresentava danos, na época que
realizaram seu levantamento de danos. Era uma floresta secundéria densa, em bom estado de
conservacao e em processo de substituicdo de espécies. Em comparacdo com a floresta do
Caminho do Mar, a Mata Atlantica do vale do Rio Pildes apresentava maior nimero de
espécies e maiores valores de densidade total, area basal total, didmetro a altura do peito e
altura de seus individuos arbéreos. No entanto, atualmente, aquela area ndo esta livre da
acdo de poluentes atmosféricos emitidos por veiculos que circulam na rodovia dos

Imigrantes, que cruza o Vale do PilGes.
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Figura 1: Localizacdo dos pontos de exposicdo de plantas de T. pulchra no entorno da
Refinaria Presidente Bernardes, com indicacdo do local de instalacdo da termoelétrica
(UTE). As setas indicam a direcdo dos ventos durante o dia, predominantemente do centro

para a Serra.

b) Obtencéo de plantas jovens de T. pulchra

Para realizacdo de todos os experimentos de campo, plantas jovens de T. pulchra
foram adquiridas, por doagdo, no viveiro da Companhia Energética de Sdo Paulo (CESP),
localizado na cidade de Paraibuna (SP). As mudas apresentavam aproximadamente 20 cm de
altura, auséncia de ramificacdes e pelo menos seis folhas no caule principal. Elas foram
transplantadas para vasos de 10 litros contendo uma mistura de substrato padronizado
constituido predominantemente por casca de Pinus (Plantimax/Eucatex) e vermiculita, na

proporcao de 3:1, adubadas semanalmente com 100 mL solucéo de Hoagland e mantidas em
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casa de vegetacéo sob ar filtrado e controle de temperatura, no Instituto de Botanica, em Sao

Paulo, por aproximadamente 1 més até sua utilizacdo nos experimentos de campo.

¢) Esquema de exposicéo das plantas nos locais de estudo

A exposicdo de T. pulchra nos locais ja propostos seguiu 0 modelo proposto por
Arndt & Schweizer (1991). Em cada local, os vasos com as plantas foram mantidos sobre
caixas contendo &gua, sendo apoiados por uma tela de a¢o galvanizado e fixados por placas
de isopor. Esse conjunto foi encaixado em um suporte de ferro galvanizado, coberto por uma
tela sombreadora (reducdo de 50% da luminosidade). Em cada suporte, foi possivel colocar
trés caixas, cada uma contendo seis plantas (Figura 3). Barbantes adaptados na base dos
vasos foram mantidos mergulhados na 4gua armazenada nas caixas, a fim de garantir um
suprimento hidrico adequado para as plantas. Ao longo do periodo experimental, foram
realizadas visitas periddicas aos locais de exposicdo, para avaliagdo do andamento dos
experimentos e reposicao da dgua de torneira nos reservatorios.

Os experimentos em campo, em seu conjunto, abrangeram 24 meses e ao longo desse
tempo foram realizadas 8 exposicdes de T. pulchra, com duragdo de 90 dias cada. Os
periodos de realizacdo das exposi¢des foram:

e 1%exposicdo (denominada Expo 1 em Resultados): abril a julho de 2009;
e 22exposicao (Expo 2): julho a outubro de 2009;

e 32exposicao (Expo 3): novembro/2009 a fevereiro/2010;

e 4%exposicao (Expo 4): fevereiro a abril/2010;

e 52%exposicdo (Expo 5): maio a julho/2010;

e 6%exposicao (Expo 6): julho a outubro/2010;

e 7%exposicdo (Expo 7): outubro/2010 a janeiro/2011;

e 8%exposicao (Expo 8): janeiro a margo/2011.
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Apos o término das 8 exposicBes, houve continuidade dos experimentos realizados em
campo com T. pulchra, objetivando dar continuidade as andlises dos antioxidantes e de
indicadores de estresse oxidativo para estender o biomonitoramento a partir do da troca
completa do sistema de geracdo de energia para termoelétrica movida a gas natural. Essa
ultima etapa foi viabilizada, com adaptacGes necessérias através de colaboracdo no projeto
de poés-doutorado da Dra. Andrea Nunes Vaz Pedroso (“Respostas histoquimicas,
estruturais, ultraestruturais e bioquimicas em individuos jovens e adultos de Tibouchina
pulchra (Cham.) Cogn. expostas no entorno de uma refinaria de petréleo na regido de
Cubatdo — SP” processo FAPESP 2011/11102-3). Essa nova etapa foi realizada em trés
locais (CM1, Centro e RP) e compreendeu o0s seguintes periodos:

e 9%exposicao (Expo 9): setembro a novembro/2011;
e 10%exposicdo (Expo 10): maio a julho/2012;

e 11%exposicdo (Expo 11): agosto a outubro/2012.

Esse cronograma de execucdo das exposicGes nos locais de estudo coincidiu com o
cronograma de mudanca do sistema de geracdo de energia e vapor para a RPBC.

A mudanca do sistema, baseado originalmente na queima de 6leo combustivel em
caldeiras para o sistema de cogeracdo (termoelétrica) movido a gas natural consistiu de trés
fases distintas, conforme indicado pelo grafico abaixo (Figura 2):

1% Fase (Pré-UTE) - abrangeu o periodo de abril de 2009 até maio de 2010, quando
funcionavam somente duas caldeiras de alta pressdo (movida com mistura equitativa de 6leo
combustivel e gas natural; representada em azul na figura 2) e duas de média pressao
(movida apenas com 06leo combustivel, representada em vermelho na figura). Nessa fase,
portanto, prevaleceu a emissdo de poluentes a partir da queima de 6leo combustivel. As

primeiras quatro exposi¢Oes foram realizadas ao longo dessa fase;
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2° Fase (Transicdo, indicada em vermelho): ocorrida de maio de 2010 a agosto de
2011, periodo em que a UTE entrou em funcionamento (representada em verde na figura),
em associacdo com uma caldeira de média pressdo e outra de alta pressdo. Nessa fase, ja

havia o predominio da emissdo de poluentes por queima de gas natural. As exposicdes 5 a 8

foram realizadas ao longo dessa fase;

3% Fase (P6s-UTE): iniciada a partir de agosto de 2011, com o total funcionamento da

UTE movida a gas natural. As Ultimas 3 exposi¢des foram realizadas nesse periodo.
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Figura 2: Modelo representativo indicando os periodos de troca do sistema de geracdo de
energia na UTE (Esquema proposto por Ricardo Keiichi Nakazato). Expo 1: abr-jul/09;
Expo 2: jul-out/09; Expo 3: nov/09-fev/10; Expo 4: fev-abr/10; Expo 5: mai-jul/10; Expo 6:
jul-out/10; Expo 7: out/10-janll; Expo 8: jan-mar/11; Expo 9: set-nov/11; Expo 10: mai-
jul/12; expo 11: ago-out/12.

Cada exposicao foi iniciada com 36 plantas em cada local, sendo retiradas 06 plantas

por local a cada 15 dias para a realizacdo das analises dos indicadores da capacidade de oxi-
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reducdo e de danos oxidativos, em um total de 144 amostras analisadas em cada
experimento com duragéo de 90 dias.

Os experimentos realizados a partir da 92 exposicdo foram iniciados com 12 plantas
em cada um dos trés locais, sendo retiradas 06 plantas aos 45 e 90 dias para analise dos

indicadores da capacidade de oxi-reducéo e de danos oxidativos.

Figura 3: Esquema de exposic¢do de T. pulchra em campo, segundo Arndt & Schweizer
(1991).

d) Andlise dos indicadores de capacidade de oxi-reducéo e de danos oxidativos

Nas 06 plantas retiradas quinzenalmente dos locais de exposicao, analisaram-se tais
indicadores em amostras mistas por planta, compostas pelas folhas inseridas no 2° e 3° nés,
principalmente. Estabeleceu-se que a folha mais jovem, no apice da planta, pertencia ao 1°
no do caule principal, e as demais, com graus de desenvolvimento crescentes, ao 2° n6 em
diante, sequindo método adotado por Bulbovas et al. (2005). Por apresentarem-se pouco

desenvolvidas, as folhas do 1° n6 nédo eram coletadas. As amostras para determinagdo das
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concentragcbes de 4&cido ascoOrbico foram analisadas imediatamente, devido & sua
instabilidade quimica. As demais aliquotas foram apropriadamente armazenadas em freezer
-80°C para posterior analise.

Ap0s a coleta de todo material vegetal para as diferentes analises, uma das folhas que
havia restado na planta foi pesada para obtencdo de massa fresca, e, em seguida, foi
colocada em estufa a 70°C, onde permanecia por 7 dias, para a obtencdo da massa seca. A
razdo entre massa seca e fresca foi utilizada para expressar todos os resultados relacionados
aos antioxidantes ndo enzimaticos (&cido ascorbico e glutationa) por grama de massa seca.
Os demais antioxidantes enzimaticos (catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase e
superoxido dismutase) foram expressos por unidade de proteina.

As amostras foliares foram analisadas quanto aos seguintes indicadores:

ConcentracOes de &cido ascorbico (AA) — As concentragdes de acido ascorbico na forma

reduzida (AsA), oxidada (DHA) e total (AsA + DHA) foram obtidas e quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV, a 245 nm. A separacao
desses compostos foi realizada em coluna de fase reversa C18, utilizando-se como fase
movel solucdo aquosa acidificada com acido ortofosférico H3PO,4 (pH=2,3), com um fluxo
de 1,00 mL/min. A extracdo desses compostos do material vegetal foi feita através da
homogeneizacdo de folhas frescas com &cido metafosforico HPO3 6% contendo 0,5 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e o0s extratos vegetais obtidos foram
centrifugados a 10.000 rpm e filtrados. Para a determinacdo do &cido ascérbico, 1 mL do
extrato foi diluido com 4 mL de &gua, filtrado em membrana com poro de 0,45 um e entéo
injetado 20 pL dessa solugdo no sistema cromatografico. Quanto a andlise do acido
ascorbico total (AA + DHA), adicionaram-se os dois reagentes, 0,2 mL de ditiotreitol (DTT)
0,2% em Tampdo de Fosfato de Sodio e 0,1 mL de K;HPO, 45% a mesma quantidade de

extrato (1 mL). Estes extratos foram mantidos no escuro por 15 minutos e apos esse periodo,
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a reacdo foi interrompida com 0,2 mL de 2M H3PQOy,, adicionando-se, em seguida, 3,5 mL de
agua. O extrato resultante foi filtrado com membrana com poro de 0,45 pm, injetando-se 20
pL deste no HPLC. O contetdo de DHA foi calculado pela subtracdo entre AA total e AA
reduzido determinado inicialmente. Essa metodologia foi baseada na descrita por Lopez et
al. (2005). Com as concentracfes em méos, foram calculadas as razfes AsA/AA+DHA,
seguindo proposta de Burkey et al. (2006).

Concentraces de glutationa (GSH) — o material vegetal armazenado para a determinacdo de

glutationa, aproximadamente 1g, foi triturado com &cido sulfosalicilico 5% e centrifugado a
20 minutos a 10.000 g. Para a obtengéo das concentragdes de glutationa reduzida (GSH), em
uma parcela deste extrato (0,25 mL), foram acrescidos 1,75 mL de solucdo tampé&o fosfato
de potassio 0,1 M pH=7,0 e 0,1 mL de &cido ditionitrobenzoico (DTNB) 3 mM. Apds 5
minutos de reagdo em ambiente claro, foi feita a leitura em espectrofotdmetro UV/VIS num
comprimento de onda de 412 nm. Para determinar a glutationa total (GSH + GSSG), na
mistura utilizada anteriormente foram acrescidos 100 pL de fosfato de dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NADPH) 0,4 mM e 4 pL de glutationa redutase, para que toda a
glutationa oxidada (GSSG) seja reduzida e, apds 20 minutos de reacdo em ambiente claro,
foi feita uma nova leitura espectrofotométrica em mesmo comprimento de onda. O conteido
de GSSG foi calculado pela subtracdo da glutationa total e da reduzida, determinada
inicialmente. Essa metodologia foi baseada em Israr et al. (2006), com modificacdes.

Atividade da superdxido dismutase (SOD) — A atividade da enzima superdxido dismutase

(SOD) foi determinada por método proposto por Reddy et al. (2004) com modificacdes. O
material vegetal foi homogeneizado com tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, Triton
0,05%, polivinilpolipirrolidona (PVPP) 10% e 1 mM acido ascorbico e depois centrifugado
por 10 min, a 10.000 rpm. A atividade da enzima SOD foi medida em uma mistura de reacédo

contendo nitro blue tetrazolium (NBT), metionina, EDTA, tampéo fosfato 100mM pH 7,0,
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riboflavina e o extrato vegetal. Apds 30 minutos de exposicdo a luz fluorescente (80W), a
absorbancia da mistura foi medida a 560 nm. Os controles de cada amostra foram protegidos
da luz. A atividade da enzima foi determinada pela inibicdo da redugdo do NBT, pela
dismutagdo enzimética do superdxido.

Atividade da catalase (CAT) — Atividade da CAT em espectrofotdmetro foi determinada

como descrito por Kraus et al. (1995) com algumas modificacbes conforme Azevedo et al.
(1998). A temperatura de 25°C, foi adicionado extrato vegetal em uma mistura de reacio de
1 mL de tampdo fosfato de potéssio pH 7,5 contendo H,O, preparado imediatamente antes
do uso. A atividade foi determinada seguindo-se a decomposic¢do de H,O, por um minuto,
através das alteracGes na absorbancia a 240nm.

Atividade da ascorbato peroxidase (APX) — Para determinacdo da atividade da enzima

ascorbato peroxidase (APX), foi utilizada a metodologia proposta por Asada (1984), com
modificagdes. A mistura de reacdo consistiu de tampéo fosfato 80 mM pH 7,0, 1 mM de
EDTA, 10 mM de &cido ascorbico e 2 mM de perdxido de hidrogénio (H,0,). A reacao foi
iniciada com a adicdo do extrato vegetal a mistura. A atividade da APX foi medida em um
espectrofotobmetro UV/VIS a 290 nm, durante 2 minutos, por meio da decomposi¢do do

HzOz.

Atividade da glutationa redutase (GR) — Para a extragdo da enzima glutationa redutase (GR),
o material vegetal foi homogeneizado com tampéo fosfato de potassio 50 Mm pH 7,8, 5 mM
de &cido ascorbico, 5mM de EDTA e PVPP (10%) e, logo apo6s, centrifugado por 10 min, a
10.000 g. A atividade da enzima foi medida em uma mistura de reagdo contendo o extrato
foliar, tampdo fosfato 100 mM, pH 7,5, 1 mM de DTNB, 0,1 mM de NADPH e 1 mM de
glutationa oxidada (GSSG), a 30 °C (Ramachandra et al. 2004). A reacdo foi iniciada a partir

da adicdo de NADPH, que permite a reducdo da GSSG pela enzima GR, e a atividade da
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enzima foi medida em espectrofotometro a 412 nm, pela formacdo de composto formado
pelo DTNB na presenca de GSSG.

Determinacdo de proteinas — 0 método de analise da expressdo da atividade enziméatica com

base no conteldo de proteina foi o proposto por Bradford (1976). A extracdo € realizada
através de tampdo fosfato de potassio 1M (pH 7,5) contendo EDTA (0,372g/L tampdo) e
DTT (0,462¢g/L tampdo). Foi centrifugado 1g de tecido vegetal + 3mL tampédo + PVPP,
numa velocidade de 10.000 g durante 30min (4°C). A curva padrdo consiste numa solugéo
na concentracdo de 1mg/mL de BSA em leitura espectrofotométrica de 595 nm.

Determinacdo da peroxidacdo lipidica (MDA) — o método utilizado para determinar a

peroxidacdo lipidica é o mesmo proposto por Heath & Packer (1968) e Buege & Aust
(1978), com algumas modificagdes. O material vegetal foi homogeneizado em &cido
tricloroacético contendo PVPP, seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos. Ao
sobrenadante foi adicionado acido tricloroacético contendo &cido tiobarbitdrico, que foi
mantido por 30 minutos a 95°C em banho-maria. Ao ser retirada do banho, a amostra sofreu
rapido resfriamento em gelo. Com o intuito de separar algum residuo formado durante o
aquecimento e também para clarear a amostra, uma aliquota foi centrifugada a 10.000 rpm
por 10 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm através
da concentracdo de malondialdeido.

Em todas analises foram realizadas tréplicas, exceto para o &cido ascorbico e

superoxido dismutase.

e) Monitoramento das condi¢des ambientais

Ao longo das exposicdes no biomonitoramento ativo, as concentragdes atmosféricas

de poluentes (ozénio, didxido de enxofre, material particulado e didxido de nitrogénio) e
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variaveis climaticas (temperatura e umidade relativa), foram monitoradas por estacdo de

monitoramento de qualidade do ar da CETESB presente na regido Centro.

f) Apresentacédo de Resultados e Analises Estatisticas

Realizou-se inicialmente, uma andlise descritiva, por meio de graficos de contorno,
da variacdo espacial e temporal dos componentes enzimaticos (catalase, ascorbato
peroxidase, superoxido dismutase e glutationa redutase), ndo enzimaticos (acido ascorbico e
glutationa), bem como o indicador de estresse oxidativo (acimulo de malondialdeido).

Um gréfico de contorno é um subtipo de grafico de superficie. E uma representacio
gréfica das relacbes entre trés variaveis numéricas em duas dimensdes. Duas varidveis sao
utilizadas nos eixos x e y, e uma terceira variavel (z) € utilizada para os niveis de contorno
(SAS 1999). Neste trabalho, os niveis de contorno estdo representados como curvas e a area
entre as curvas foram codificadas por cores para indicar valores interpolados. O primeiro
conjunto de gréaficos foi baseado nos resultados das 08 primeiras exposicdes. Repetiu-se 0
mesmo formato de apresentacdo ao final de Resultados incluindo as 11 exposi¢des, com
vistas a analisar as altera¢fes na capacidade antioxidativa das plantas jovens de T. pulchra
ao longo do periodo em gue houve a mudanca do sistema de geracdo de energia e vapor.

Em seguida, foram realizadas analises de variancia ndo paramétrica (Teste de
Kruskal Wallis), seguida por teste de comparacdo multipla (Teste de Tukey) visando a
buscar diferencas significativas entre locais e quinzenas dentro da mesma exposicdo para
cada um dos indicadores de defesa antioxidativa. Tais analises foram aplicadas aos dados de
quatro exposigdes, duas realizadas na fase Pré-UTE (exposi¢des 2 e 4) e duas no periodo de
transicdo (exposicoes 6 e 8).

Analises de regressdo linear multipla foram realizadas com a finalidade de verificar
se as variagOes de cada indicador biologico analisado poderiam ser explicadas pela mudanca

do perfil de contaminacdo atmosférica (determinada pelos niveis de PMio, NO, SO, e Os)
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em funcdo da partida da usina termoelétrica e/ou por oscilagdes climaticas (temperatura do
ar e umidade relativa). Essas analises foram realizadas apenas com os dados biolégicos e
abioticos obtidos no local Centro, onde se encontra a estacdo de monitoramento da
CETESB. Para as variaveis abidticas, calcularam-se médias quinzenais correspondentes aos
intervalos de tempo entre as subamostragens das plantas de T. pulchra realizadas durante os
oito primeiros periodos de exposicdo. O método de andlise multivariada adotado foi o
stepwise backward, tomando as respostas antioxidativas e acimulo de malondialdeido como
variaveis dependentes (apds transformacdo dos dados, nos casos nao terem distribuicdo
normal e/ou igualdade de variancia) e das condi¢cBes ambientais como varidveis
independentes. Cada analise foi iniciada com todas as varidveis independentes, sendo
eliminadas, passo a passo, todas aquelas que ndo explicaram significativamente as
oscilacBes na resposta biologica em questéo.

Finalmente, andlises de correlacdo de Pearson foram feitas entre as respostas
antioxidativas medidas nas plantas expostas no Centro ao longo do tempo e as observadas
nos demais locais, com a finalidade de verificar se 0s modelos lineares propostos para as
plantas do Centro seriam aplicaveis as plantas dos demais locais.

Para todas as analises estatisticas descritas, foi utilizado o programa Sigma Stat 3.5.

Resultados
a) Perfil climatico e de poluentes
A figura 4 e a tabela 1 apresentam, respectivamente, o perfil medio dos poluentes e
os dados climaticos medidos pela CETESB no Centro de Cubatdo, durante as 11
exposi¢oes de T. pulchra em campo. Essa estacdo, segundo aquela Companhia, esta
situada na area urbana e estéd sob a influéncia das emissdes da refinaria de petroleo alvo

deste estudo.
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Em geral, verifica-se aumento das concentragdes médias de NO, e, de forma menos
evidente, de MPyq a partir da fase de transicdo, mantendo-se no mesmo patamar até o final
do periodo experimental, contrariando aparentemente as previsGes iniciais da Petrobrés.
Verificou-se, ainda, decréscimo da concentracdo de SO, a partir de janeiro de 2011. Tal
decréscimo poderia ser explicado pela reducdo das emissfes desse poluente em funcéo da
troca do tipo de combustivel para geracdo de energia (de 6leo combustivel para gas natural).
Os niveis médios de Os, por sua vez, aumentaram gradativamente a partir do 32 periodo de

exposicao, alcancando valores méximos na 72 exposicdo. Nas trés Gltimas exposicGes, as

concentracfes medias foram mais baixas.
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Figura 4: Perfil médio da concentracdo de poluentes atmosféricos obtidos pela estacao
de monitoramento da CETESB, localizada no Centro de Cubatdo durante as 11
exposicdes de T. pulchra. NO = monoxido de nitrogénio, NO, = dioxido de nitrogénio,
O3 = 0zobnio, SO, = dioxido de enxofre, MP10 = material particulado.
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Os maiores indices de temperatura foram encontrados na 3?2, 4% e 5% exposicdes,
periodo relacionado a Fase Pré-UTE e inicio da Fase de Transi¢cdo. Os indices de

umidade relativa do ar mantiveram-se constantes (Tabela 1).

Tabela 1: Valores minimos, maximos e médios de temperatura (°C) e umidade relativa
do ar (%) medidas pela estacdo de monitoramento mével da CETESB localizada no

Centro de Cubatdo durante as 11 exposicOes de T. pulchra.

T(°C) UR (%)
minima maxima média minima maxima média

abr-jul/2009 15 32 21 46 100 87
jul-out/2009 16 31 21 52 100 91
nov/2009 a fev/2010 19 37 27 45 100 85
fev-mai/2010 18 36 25 36 100 84
mai-jul/2010 17 34 23 42 100 87
jul-out/2010 13 33 20 29 100 87
out/2010ajan/2011 16 33 22 41 100 87
jan-mar/2011 14 33 22 23 100 80
set-nov/2011 19 29 21 50 100 81
mai-jul/2012 16 30 19 51 100 93
ago-out/2012 17 31 22 47 100 81

b) Analise descritiva

Nas figuras 5 a 11, sdo apresentados os graficos de contorno que indicam
qualitativamente a variacdo espacial e temporal dos componentes enzimaticos (catalase,
ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e glutationa redutase), ndo enzimaticos
(&cido ascérbico e glutationa), bem como o indicador de estresse oxidativo (acimulo de
malondialdeido).

A atividade das enzimas CAT, GR e SOD geralmente foram maiores nos locais
situados proximos a refinaria (CM1 e CM5), embora tenha havido momentos em que as

enzimas GR e SOD estavam mais ativas nas plantas expostas no local referéncia (RP).
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O Centro pareceu ser o local onde se verificou a menor atividade de CAT, GR e SOD
em todo o periodo experimental. A atividade enzimatica da APX se mostrou similar em

todos os locais de exposicéo (Figura 5 e 6).
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Catalase
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Figura 5. Valores médios (90 dias) da atividade da catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD nas plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a
4) e de Transicdo (expo 5 a 8) em diferentes locais no entorno da refinaria de petréleo

de Cubatéo. Os valores da atividade enzimatica sdo expressos em mg/proteina.
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Ascorbato Peroxidase
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Figura 6: Valores médios (90 dias) da atividade de ascorbato peroxidase (APX) e
glutationa redutase (GR) nas plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE
(expo 1 a 4) e de Transicdo (expo 5 a 8) em diferentes locais no entorno da refinaria de

petréleo de Cubatdo. Os valores das enzimas estdo expressos em mg/proteina.
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O 4cido ascorbico, em suas formas reduzida e total, geralmente esteve mais
concentrado nas plantas expostas no RP e, em menor proporcdo nos locais do Caminho
do Mar (CM1) (figuras 7 e 8). Ja o acido ascérbico oxidado tendeu a se apresentar em
maiores concentracbes no CM1 e RP (figura 7). Os valores da razdo entre acido
ascorbico reduzido/total foram, em geral, mais baixos nas plantas expostas no CM5 e
Centro e mais altos no RP e CM1.

A glutationa, em suas formas reduzida, total e oxidada, apresentaram picos de
concentracdo principalmente nas plantas do CM1, CM5 e Centro. A razdo entre
concentracdo da glutationa reduzida/total também tendeu a ser mais alta nesses locais de

exposicao (figuras 9 e 10).
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Acido Ascoérbico Reduzido
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Figura 7: Concentragdo média (90 dias) de acido ascérbico nas suas formas reduzida e
oxidada, em plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a 4) e de
Transicdo (expo 5 a 8) em diferentes locais no entorno da refinaria de petroleo de

Cubatdo. Os valores de concentragao estdo expressos em mg/g/ms.
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Acido Ascérbico Total
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Razao Acido Ascorbico (reduzido/total)
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Figura 8: Valores médios (90 dias) da concentracdo de acido ascoérbico total, bem como
da razéo entre suas formas reduzida e total, em plantas de T. pulchra expostas durante
as fases Pre-UTE (expo 1 a 4) e de Transi¢do (expo 5 a 8) em diferentes locais no
entorno da refinaria de petroleo de Cubatdo. Os valores de concentracdo de &cido

ascorbico total estdo expressos em mg/g/ms.
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Glutationa Reduzida
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Figura 9: Concentracdo média (90 dias) de glutationa, nas suas formas reduzida e
oxidada, em plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a 4) e de
Transicdo (expo 5 a 8) em diferentes locais no entorno da refinaria de petroleo de

Cubatdo. Os valores de concentracdo de glutationa estdo expressos em pmol/g/ms.
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Glutationa Total
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Figura 10: Valores médios (90 dias) da concentracdo de glutationa total, bem como a
razdo entre suas formas reduzida/total, em plantas de T. pulchra expostas durante as
fases Pré-UTE (expo 1 a 4) e de Transicdo (expo 5 a 8) em diferentes locais no entorno
da refinaria de petréleo de Cubatdo. Os valores de concentracdo de glutationa estdo

expressos em pmol/g/ms.
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O acumulo de malondialdeido foi maior nas plantas expostas no CM1 e CM5

(figura 11), principalmente nas 32, 52 e 62 exposicoes.

Malondialdeido
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Figura 11: Acumulo médio de malondialdeido (90 dias) em plantas de T. pulchra
expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a 4) e de Transi¢cdo (expo 5 a 8) em
diferentes locais no entorno da refinaria de petréleo de Cubatdo. Os valores de acimulo

estdo expressos em mMol/g/mf.

A atividade CAT nas plantas de T. pulchra, além de variar espacialmente de
forma muito caracteristica, também foi marcada por variacdes temporais nos locais do
Caminho do Mar. Houve alterndncia entre altas e baixas atividades da CAT,
especialmente nas plantas do CM5, ao longo de todo o periodo experimental (figura 5).
A SOD apresentou um pico de atividade entre as 22 e 32 exposi¢Oes, ainda na fase Pré-
UTE, nas plantas expostas no CM1 e CMb5. Na fase de transicdo (exposicbes 5 a 7),
observou-se alta atividade da SOD apenas nas plantas mantidas no RP (figura 5). A

APX apresentou picos de atividade nas plantas utilizadas nas 42 e 62 exposicdes (figura

59



6). A atividade de GR foi mais alta nas plantas do CM5, na fase Pré-UTE e no inicio do
periodo de transicdo (entre as 22 e 52 exposic¢des). O valor méximo de atividade da GR
aconteceu na 52 exposi¢do, também no CM5 (figura 6).

O AA, nas suas formas reduzida e total, tendeu a estar mais concentrado nas
plantas expostas introduzidas nos pontos mais proximos da Refinaria (CM1, CM5 e
Centro), a partir do inicio de funcionamento da UTE, ou seja, nas exposi¢cdes 5 a 7
(figuras 7 e 8). Para DHA (AA na forma oxidada), verificou-se 0 mesmo padrdo
temporal, porém de forma menos evidente. Ocasionalmente (por exemplo, exposicoes
2,6 e7),as concentragOes de AsA, DHA e AA total foram altas nas plantas expostas no
RP. O estado redox de AA, indicado pela razéo de concentracdo entre AsA e AA total,
aumentou a partir do 4° periodo experimental, principalmente nas plantas expostas no
CML1 e no Centro. Esse aumento foi verificado nas plantas mantidas do RP na maioria
dos periodos experimentais (Figura 8).

Houve picos de concentragdo de glutationa reduzida, oxidada e total nas
plantas mantidas no CM1 e Centro, durante as 42, 52 e 62 exposi¢oes. O estado redox de
glutationa (razéo glutationa reduzida/glutationa total) ficou entre 0,7 e 0,8 nas plantas
expostas nos pontos mais proximos da refinaria em todo o periodo experimental, exceto
na 3% exposi¢cdo cujo valor da razdo variou entre 0,3 e 0,5, em todos os locais
indiscriminadamente (Figura 10).

A peroxidacao lipidica (indicada pela concentracdo foliar de MDA) ocorreu em
maior intensidade nas plantas introduzidas em CM1 e CM5, entre as exposicdes 3 e 7
(Figura 11).

A seguir, sera descrita estatisticamente a variagdo nos niveis dos indicadores de
defesas enzimaticos e ndo-enzimaticos e da peroxidacdo lipidica ao longo dos 90 dias de

duracéo de cada experimento de campo, tomando por base os resultados obtidos apds as
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amostragens quinzenais, assim como a varia¢do dos indicadores analisados entre locais
de exposicdo no mesmo experimento. Ambas as abordagens foram aplicadas apenas aos
resultados provenientes das 22 42 62 e 8% exposi¢des, quando ndo houve falha na
periodicidade quinzenal de amostragem de sub-lotes de plantas de todos os 4 locais de
estudo. Além disso, as duas primeiras foram realizadas na fase pré-instalacdo da UTE e
as duas Ultimas na fase de transicdo, permitindo, assim, verificar se houve mudanca no
padrdo espacial e temporal nas respostas das plantas em funcdo de possiveis alteracdes
no perfil de contaminacdo atmosférica.

Para facilitar a visualizacdo, os resultados também serdo mostrados como
graficos de contorno (Figuras 12 a 19) e as diferencas temporais e espaciais
significativas dentro de cada exposi¢do serdo apontadas nas tabelas abaixo das figuras,
por meio de letras maiusculas e mindsculas.

Os parametros de &cido ascorbico e glutationa em suas formas oxidadas e suas
razGes, bem como a catalase, foram deixados de fora dessa andlise, por ndo
apresentarem diferencas ao longo das exposicbes, como observado nas figuras
anteriores.

Houve diferenca estatistica entre locais e entre quinzenas de amostragens na
atividade da superdxido dismutase na 22 exposicdo, correspondente a Fase Pré-UTE,
verificando-se aumento significativo nas plantas do CM5 e aos 60 dias de exposigéo.
Nas 6% e 8% exposicdes, correspondentes a Fase de Transi¢cdo, houve tendéncia de
aumento da atividade a partir dos 75 dias, especialmente nos locais no entorno da

refinaria, porém ndo comprovada estatisticamente (Figura 12).
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Superéxido Dismutase - 2° Exposigio

90 dias

75 dias A

60 dias A

45 dias

30 dias
i 02
Il o4
[Jos
08
15 dias
CM1 CM5 Centro RP

Superéxido Dismutase - 6° Exposigio

90 dias

75 dias

60 dias

45 dias

90 dias

75 dias

60 dias

45 dias

30 dias

15 dias

Superéxido Dismutase - 4° Exposigdo

CcM1

90 dias

75 dias

60 dias

45 dias

Superéxido Dismutase - 8% Exposigdo

CM5

Centro

30 dias 30 dias = gi
Bl o6
Jos
10
2
15 dias 15 dias
oML CMs5 Centro RP cmi CM5 Centro RP
Fase Locais 15 30 45 60 75 90 Fase Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicao
2°BExpo CM1(B) 0,22b 0,07b 028b 083a 090b 093b 6%Expo CM1(A) 024a 035a 0,33a 048a 0,33a 0,32a
CM5(A) 0,12b 0,16b 0,15b 094a 144b 1,22b CM5(A) 047a 045a 0,33a 0,31a 0,3la 0,23a
Centro (B) 0,15b 0,12b 0,16b 0,44a 047b 0,69b Centro (A) 046a 0,34a 0,07a 0,21a 0,16a 0,16a
RP (B) 0,07b 0,16b 0,47b 0,72a 0,68b 058b RP (A) 0,37a 027a 0,37a 049a 0,22a 0,17a
4*BExpo CM1(A) 043a 022a 040a 060a 0,60a 057a 8 Expo CM1(A) 0,20a 017a 012a 0,18a 0,23a 02la
CM5(A) 059a 0,10a 0,14a 0,10a 0,10a 043a CM5(A) 024a 027a 0,19a 0,22a 0,22a 043a
Centro (A) 045a 0,13a 045a 065a 0,65a 0,67a Centro (A) 0,55a 052a 0,57a 052a 0,38a 0,18a
RP (A) 0,28a 0,26a 0,78a 0,78a 06l1a 0,32a RP (A) 0,32a 0,27a 0,44a 0,33a 0,34a 0,38a

Figura 12: Atividade média da superdxido dismutase (mg/proteina) em plantas de T.

pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da

62



refinaria de petrdleo de Cubatdo, durante as exposicdes realizadas nas fases pré-UTE e
de transicdo. Na tabela, letras mailsculas e minudsculas diferentes indicam,
respectivamente, diferenga estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local na

mesma exposicao.

A atividade da glutationa redutase foi significativamente maior nas plantas
mantidas no Centro, durante as exposicdes realizadas na Fase Pré-UTE, e, nas
plantas expostas no CML1, durante a Fase de Transi¢cdo. Houve variacdo temporal
significativa apenas na 42 exposicao, sendo observado pico de atividade dessa enzima

aos 15 e 30 dias nas plantas dos 4 locais (Figura 13).
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Glutationa Redutase - 2* Exposigio Glutationa Redutase - 4* Exposi¢do

90 dias 90 dias
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90 dias 90 dias
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30 dias 30 dias
15 dias 15 dias
CM1 CM5 Centro RP cM1 CM5 Centro RP
Fase  Locais 15 30 45 60 75 90 Fase  Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicao
2°Bxpo CM1(B) 1226a 7,18a 4,30a 534a 1292a 17,62a 6%°Expo CM1(A) 552a 328la 3274a 554a 318a 242a
CM5(B) 16,36a 16,73a 593a 69%a 818a 648a CM5(B) 73la 385a 7.8%a 7,79a 7,0la 759a
Centro (A) 24,36a 18,25a 13,99a 24,34a 14,79a 19,95a Centro (B) 167a 550a 1421a 354a 1836a 125la
RP (B) 17,29a 11,82a 332a 1577a 4,05a 554a RP (B) 165a 504a 1895a 11,87a 4,04a 723a
4°Expo CM1(B) 17,60a 2,83b 203c 215c 1205c 233c 8%Expo CMI1(A) 6,38a 11,14a 9,10a 1809a 19,02a 2845a
CM5(B) 1151a 211b 268c 258c 587c 1,71c CM5(B) 1133a 320a 234a 406a 503a 428a
Centro (A) 21,33a 7,05b 6,18c 229c 226c 1259c Centro (B) 5,70a 646a 647a 6,66a 912a 6,57a
RP (B) 246a 7,65b 149c 210c 317c 404c RP (B) 332a 272a 553a 398a 300a 155a

Figura 13: Atividade média da glutationa redutase (mg/proteina) em plantas de T.
pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da

refinaria de petroleo de Cubatdo, durante as exposicdes realizadas nas fases pre-UTE e
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de transicdo. Na tabela, letras maiusculas e minusculas diferentes indicam,
respectivamente, diferenca estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local, na

mesma exposicao.

N&o se comprovou variacdo espacial na ascorbato peroxidase em nenhuma das
fases, porém, observou-se uma alta atividade dessa enzima ao longo dos 90 dias de
exposicdo apo6s o inicio de opera¢do da UTE, principalmente no Centro e CM5

(Figura 14).
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cM1 CcM5 Centro CM1 CM5 Centro RP
Fase  Locais 15 30 45 60 90 Fase  Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicéo
2°Expo CM1 (A) 19538a 14590a 743,61a 169,78a 90,63a 116,55a 6°Expo  CM1 (A) 7990a 62,78a 56,82a 4498a 9892a 7648a
CM5(A) 301,60a 256,80a 690,59a 17621a 8233a 143,92a CM5(A) 24521a 190,61a 866,91a 770,17a 680,82a 784,13a
Centro (A) 206,90a 147,02a 67,0la 7885a 496la 5194a Centro (A) 816,09a 777,92a 852,76a 769,41a 562,96a 378,32a
RP (A) 48346a 21221a 64,72a 7322a 4547a 5065a RP (A) 7885a 7322a 9063a 8233a 496la 4296a
4°BExpo CM1(A) 351,52a 162,33a 346,27a 257,95a 270,99a 329,24a 8%Expp CM1(A) 22907a 12477a 1728la 121,08a 8384a 1254la
CM5(A) 192,15a 163,91a 327,78a 45358a 478,65a 273,36 a CM5(A) 466,74a 402,55a 837,80a 706,71a 711,26a 659,51 a
Centro (A) 6510a 76,69a 220,75a 19245a 304,13a 31292a Centro (A) 506,01a 560,58a 334,46a 290,38a 594,59a 507,76 a
RP (A) 315,33a 152,57a 269,86a 152,28a 31357a 186,27 a RP (A) 5093a 5226a 31,05a 270la 56,18a 47,27a

Figura 14: Atividade media da ascorbato peroxidase (mg/proteina) em plantas de T.

pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da

refinaria de petroleo de Cubatdo, durante as exposicOes realizadas nas fases pré-UTE e

de transicdo. Na tabela,

letras mailsculas e mindsculas diferentes

indicam,
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respectivamente, diferenca estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local, na

mesma exposicao.

O nivel de é&cido ascorbico reduzido nas plantas do Centro foi
significativamente maior do que nos demais locais nos experimentos realizados na
fase Pré-UTE. Nas exposicOes realizadas na Fase de Transi¢do, houve aumento
significativo apenas na 8% exposicdo nas plantas expostas no CM5. Nas duas
primeiras exposi¢des, ndo houve variagdo temporal entre as quinzenas de retirada das
plantas em todos os locais, mas nas duas Ultimas a concentracdo de AsA foi

significativamente maior apds 30 dias em todos os locais (Figura 15).
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Acido Ascérbico Reduzido - 2* Exposigao Acido Ascérbico Reduzido - 4* Exposigdo

90 dias 90 dias
75 dias 75 dias
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
30 dias 30 dias
15 dias 15 dias
CM1 CM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Acido Ascérbico Reduzido - 6° Exposigio Acido Ascérbico Reduzido - 8% Exposigao
90 dias 90 dias 7
75 dias 75 dias A
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
30 dias 30 dias A
15 dias = 15 dias -
cM1 CcM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Fase  Locais 15 30 45 60 75 90 Fase  Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicéo
2°Expo  CM1(B) 265a 325a 25la 126a 333a 270a 6°Expo CMI1(A) 874b 890a 4,52b 639b 599b 681b
CMS5 (B) 187a 125a 1,30a 183a 165a 1,76a CM5(A) 9,00b 6,73a 292b 423b 1,24b 244D
Centro (A) 149a 089a 206a 159a 406a 11la Centro (A) 6,51b 825a 491b 437b 2,71b 1,82b
RP (B) 11,32a 3,80a 3,72a 14,89a 12,32a 10,08a RP (A) 781b 1046a 7,69b 7,03b 6,33b 6,38b
4°Expo  CM1(B) 726a 609a 484a 41la 389a 643a 8 °Expp CM1(B) 125b 184a 1,89b 1,74b 208b 2,09b
CMS5 (B) 669a 648a 462a 459a 19a 18la CM5(A) 534b 542a 397b 351b 324b 3,01b
Centro (A) 6,04a 3,77a 382a 456a 194a 26la Centro (B) 1,94b 1,38a 4,95b 336b 1,68b 1,61b
RP (B) 710a 595a 557a 523a 954a 998a RP (B) 339b 578a 297b 516b 280b 3,25b

Figura 15: Concentracdo média do acido ascorbico reduzido (mg/g/ms) em plantas de T.
pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da
refinaria de petrdleo de Cubatdo, durante as exposicdes realizadas nas fases pré-UTE e
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de transicdo. Na tabela, letras maiusculas e minusculas diferentes indicam,
respectivamente, diferenca estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local, na

mesma exposicao.

Na Fase Pre-UTE, o nivel de acido ascorbico total foi significantemente maior
nas plantas expostas no Centro (Expo 2) e no CM5 e Centro (Expo 4). Na Fase de
Transi¢do, embora ndo tenha ocorrido diferencas estatisticas espaciais e temporais, as
plantas introduzidas nos locais considerados poluidos — CM1, CM5 e Centro —

apresentaram maiores niveis de concentracdo (Figura 16).
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Acido Ascérbico Total - 2% Exposigdo

Acido Ascérbico Total - 4* Exposigdo

90 dias 90 dias
75 dias 75 dias
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
30 dias =i 30 dias | =g
Il s Il s
[ I 10
gy C 12
o 12 | s
15 dias 15 dias T
CM1 CM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Acido Ascérbico Total - 6 Exposigdo Acido Ascérbico Total - 8% Exposigao
90 dias 90 dias
75 dias 75 dias
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
30 dias
30 dias
15 dias
15 dias CM1 CM5 Centro RP
CM1 CM5 Centro RP
Fase Locais 15 30 45 60 75 90 Fase Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicao
2°BExpo CM1(B) 394a 417a 288a 443a 6,26a 380a 6°Expp CMI1(A) 11,19a 10,00b 656b 7,71b 7,07b 7,68b
CMS5 (B) 267a 223a 184a 357a 4,15a 3,05a CM5(A) 12,18a 883b 4,71b 575b 2,36b 3,60b
Centro (A) 263a 149a 2,6la 246a 482a 242a Centro (A) 826a 994b 6,87b 653b 240b 2,99b
RP (B) 14,60a 4,08a 4,47a 2501a 19,53a 1146a RP (A) 10,83a 1296b 9,72b 9,57b 7,14b 7,68b
4%Expo CM1(C) 864a 71la 513a 450a 479a 74la 8 Expo CMI1(A) 262b 275a 304b 242b 2,90b 279b
CM5(A) 708la 7,66a 499a 504a 313a 250a CM5(A) 6,10b 6,39a 513b 4,42b 4,12b 3,69b
Centro (B) 6,63a 4,67a 422a 52la 298a 370a Centro (A) 2,73b 260a 561b 4,28b 255b 2,62b
RP(C) 76la 6,79a 608a 557a 965a 998a RP (A) 446b 6,64a 387b 615b 3,80b 4,10b

Figura 16: Concentracdo media do acido ascorbico total (mg/g/ms) em plantas de T.

pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da

refinaria de petrdleo de Cubatdo, durante as exposicdes realizadas nas fases pré-UTE e

de transicdo. Na tabela,

letras mailsculas e mindsculas diferentes

indicam,
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respectivamente, diferenca estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local, na

mesma exposicao.

A concentracdo de glutationa reduzida mostrou-se significativamente mais alta
nas plantas expostas no Centro de Cubatdo, durante os experimentos conduzidos na
Fase Pre-UTE. Na 42 exposicao, as plantas de todos os locais apresentaram um pico
de concentracdo apds 75 dias de permanéncia nos locais. Na Fase de Transicao, as
maiores concentracdes tenderam a ocorrera partir dos 75 dias, no Centro, CM1 e

CMS5 (Figura 17).
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Glutationa Reduzida - 2* Exposigdo Glutationa Reduzida - 4* Exposigdo

90 dias 90 dias
75 dias 75 dias
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
| M
I 3
I -
B s
30 dias I 5 30 dias
7
s
(]
B 0
15 dias 15 dias
CcM1 CM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Glutationa Reduzida - 6* Exposigdo Glutationa Reduzida - 8* Exposigdo
90 dias 90 dias
75 dias 75 dias
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
30 dias 30 dias
15 dias 15 dias
cM1 cM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Fase  Locais 15 30 45 60 75 90 Fase  Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transigdo
2°Expo CM1 (B) 295a 1380a 907a 36la 363a 30la 6°Expo CM1 (A) 213a 10,11a 7,11a 2,84a 510a 287a
CM5(B) 344a 1066a 11,12a 4,73a 345a 245a CM5(A) 274a 450a 353a 523a 3,73a 4,33a
Centro (A) 26la 10,23a 7,32a 308a 279a 273a Centro (A) 2,38a 6,16a 500a 4,89a 18la 4,89a
RP (B) 18la 11,11a 930a 4,77a 2,73a 258a RP (A) 323a 833a 494a 29%a 240a 160a
4% Expo CM1 (B) 7.65b 989b 805b 747b 7,77a 934b 8°Expo CM1 (A) 240a 565a 555a 2,18a 3,35a 284a
CM5(B) 500b 10,15b 10,30b 6,18b 1159a 361b CM5(A) 260a 625a 923a 355a 295a 4,3la
Centro (A) 7,35b 9,35b 7,18b 1583b 570a 13,39b Centro (A) 300a 640a 3,78a 3,67a 7,14a 10,37a
RP (B) 575b 893b 4,77b 633b 228a 567b RP (A) 139a 218a 1,72a 2,19a 247a 317a

Figura 17: Concentracdo media da glutationa reduzida (umol/g/ms) em plantas de T.
pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da
refinaria de petroleo de Cubatdo, durante as exposicOes realizadas nas fases pre-UTE e

de transicdo. Na tabela, letras mailsculas e mindsculas diferentes indicam,
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respectivamente, diferenca estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local, na

mesma exposicao.

A concentragdo de glutationa total, na Fase Pre-UTE, foi maior nas plantas
expostas no Centro e CM5, na 22 e 42 exposicdes, respectivamente. Na fase de
transicdo, ndo houve variagdo espacial comprovada estatisticamente, mas verificou-
se pico de concentragdo aos 45 dias de exposicdo, especialmente em CM1 e CM5

(Figura 18).
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Glutationa Total - 2% Exposicéo Glutationa Total - 4% Exposicao

90 dias 90 dias

75 dias 75 dias

60 dias 60 dias

45 dias 45 dias

30 dias 30 dias

15 dias - 15 dias

CM1 CM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Glutationa Total - 6 Exposigio Glutationa Total - 8% Exposigio

90 dias 90 dias

75 dias 75 dias

60 dias 60 dias

45 dias 45 dias )

30 dias 30 dias

15 dias 15 dias

cM1 CcM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Fase  Locais 15 30 45 60 75 90 Fase  Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicao
2°Expo  CM1 (B) 535a 17,12a 14/40a 58la 483a 4,75a 6°Expo CM1 (A) 361b 1249b 845a 565b 967b 7,71b
CMS5 (B) 6,00a 1574a 1690a 7,49a 550a 324a CM5(A) 561b 574b 582a 869b 547b 599b
Centro (A) 4,37a 14,14a 1048a 3,80a 558a 350a Centro (A) 3,64b 825b 870a 815b 493b 7,45b
RP (B) 256a 16,85a 1257a 6,26a 520a 443a RP (A) 555b 932b 7,71a 990b 631b 384b
4*Expo CM1 (B) 1162a 16,06a 985a 845a 865a 1047a 8%Expo CM1 (A) 305b 876b 807a 316b 417b 374b

CM5(A) 86la 1480a 1200a 7,15a 1244a 507a CM5(A) 317b 936b 11,49a 4,64b 3,98b 580b
Centro (B) 10,62a 13/44a 8,03a 29,40a 6,80a 14,63a Centro (A) 4,78b 837b 49la 538b 817b 1164b
RP (B) 927a 16,80a 6,74a 7,9a 332a 6,6la RP (A) 346b 350b 287a 357b 3,86b 4,09b

Figura 18: Concentracdo meédia da glutationa total (umol/g/ms) em plantas de T.
pulchra retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da

refinaria de petroleo de Cubatdo, durante as exposicOes realizadas nas fases pre-UTE e

74



de transicdo. Na tabela, letras maiusculas e minusculas diferentes indicam,
respectivamente, diferenca estatistica entre os locais e entre quinzenas em cada local, na

mesma exposicao.

Em geral, na Fase Pré-UTE, o acimulo de MDA foi estatisticamente menor nas
plantas do Rio PilGes. Os maiores valores de acimulo ocorreram no CM1 e CM5.
Ao contrério, no 6° periodo de amostragem, realizado na transicao, esse indicador da
peroxidagdo lipidica apresentou-se em maiores niveis nas T. pulchra do local de
referéncia. As oscilagcdes temporais dentro de cada periodo de exposi¢do ndo foram

comprovadas estatisticamente (Figura 19).
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Malondialdeido - 2a Exposigao Malondialdeido - 4° Exposigdo

90 dias 90 dias

75 dias 75 dias

60 dias 60 dias

45 dias 45 dias

30 dias 30 dias

R 15 dias
15 dias cMm1 cMs Centro RP
CM1 CM5 Centro RP
Malondialdeido - 6 Exposigdo Malondialdeido - 8% Exposigdo
90 dias 90 dias

75 dias 75 dias
60 dias 60 dias
45 dias 45 dias
30 dias 30 dias
15 dias 15 dias =
CM1 CM5 Centro RP CM1 CM5 Centro RP
Fase Locais 15 30 45 60 75 90 Fase Locais 15 30 45 60 75 90
pré-UTE Transicao
2°Expo CM1 (B) 18,70a 567a 10,21a 575a 1354a 6,18a 6°Expo  CM1 (B) 820a 796a 7,3la 13,02a 14,06a 1752a
CM5(B) 11,80a 19,20a 19,82a 20,54a 17,64a 17,56 a CM5(B) 14,28a 14,11a 651a 229a 39a 286a
Centro (B) 13,23a 41,53a 30,24a 19,70a 20,76a 29,53 a Centro (B) 28,64a 2864a 741la 5578a 3754a 12,29a
RP (A) 522a 990a 586a 959a 1043a 9,04a RP (A) 522a 522a 556a 560a 958a 10,06a
42 BExpo  CM1 (B) 1830a 11,04a 367a 992a 823a 1432a 8%Expo  CM1 (A) b59a 66la 680a 783a 7.84a 7,04a
CM5(B) 1756a 14,3l1a 1559a 18,8la 16,84a 18,19a CM5(A) 63la 6,70a 7,30a 12,26a 945a 1650a
Centro (B) 21,18a 22,92a 28,95a 3144a 3256a 31,88a Centro (A) 45/40a 19,30a 7,08a 13,69a 2529a 23,77a
RP (A) 6,28a 10,35a 7,3la 748a 518a 4,78a RP (A) 549a 6,14a 457a 750a 500a 480a

Figura 19: Acumulo médio do malondialdeido (mMol/g/mf) em plantas de T. pulchra
retiradas quinzenalmente (15 a 90 dias) dos diferentes locais no entorno da refinaria de

petroleo de Cubatdo, durante as exposicdes realizadas nas fases pré-UTE e de transicao.
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Na tabela, letras mailsculas e minusculas diferentes indicam, respectivamente,

diferenca estatistica entre os locais e mesma exposicao.

¢) Analise multivariada

Na tabela 2, sintetizaram-se os resultados das analises multivariadas, realizadas
com o intuito de identificar quais variaveis abidticas explicariam significativamente o
perfil temporal dos indicadores do estado redox e de danos oxidativos nas plantas
expostas no local Centro, ao longo de todo o periodo experimental. Incluiram-se na
tabela os coeficientes de explicabilidade (R?), as varidveis que significativamente
contribuiram para explicar (positivamente ou negativamente) as oscilacdes ao longo do
tempo no nivel de cada indicador biologico e os niveis de significancia (valores de p)
para os modelos lineares propostos.

Todos os modelos propostos foram altamente explicativos (p < 0,001), apesar
dos valores de R? terem sido baixos, o que era esperado em fungdo do grande niimero de
resultados incluidos nas analises. Os modelos mais explicativos foram obtidos para
4cido ascorbico reduzido (R? = 0,363) e total (R* = 0,286) e para ascorbato peroxidase
(R?=0,289) e os menos explicativos para as enzimas catalase e glutationa redutase (R?
= 0,096 e 0,083, respectivamente). As analises multivariadas indicaram, ainda, que 0s
perfis temporais dos indicadores biolégicos foram explicados de forma combinada por
variacdes nas condi¢cbes climaticas e/ou nos niveis de contaminacdo atmosférica por
poluentes gasosos e particulados.

As concentracOes foliares de &cido ascorbico reduzido e total foram explicadas
somente por variagdes nos niveis dos poluentes atmosféricos: NO,, SO, e MPyg
influenciaram positivamente e Oz negativamente a concentracdo de ambas as formas do

AA.
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Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram influenciados positivamente por
NO; e MP1 e da glutationa total variou positivamente em funcdo de NO,, O3 e MPj.
Além disso, ambas as formas de glutationa aumentaram na medida em que a umidade
relativa do ar (UR%) diminuiu.

A atividade das quatro enzimas mensuradas foi afetada positivamente pela
umidade relativa do ar e as atividades da catalase e superdxido dismutase aumentaram
em resposta a reducbes na temperatura do ar. Além disso, maiores niveis de SO, na
atmosfera resultaram em aumento da atividade da CAT e APX. Aumentos de NO,
atmosféricos levaram a reducdo da atividade de GR e APX e aumento da SOD. Oz6nio
também contribuiu para explicar a variacdo nas atividades de APX e SOD. Material
particulado apenas afetou (negativamente) o funcionamento da SOD.

Finalmente, a peroxidacdo lipidica (indicada pela concentracdo foliar de MDA)
aumentou na medida em que a temperatura do ar e 0s niveis atmosféricos de O3 € MP1g

aumentaram e a concentracdo de NO, diminuiu.
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Tabela 2: Resultado das analises lineares multivariadas entre as variagdes nos
indicadores de defesa antioxidativa e de danos oxidativos em plantas de T. pulchra e em

variaveis ambientais monitoradas no Centro de Cubatdo.

Variaveis Variaveis
Dependentes Independentes Coeficientes P Constante e R?
Significativas
Logi0AsA NO, 0,00925 < 0,001 Cte=-0,181
O3 -0,0113 < 0,001
SO, 0,00541 < 0,001 R?=0,363
MP1 0,0139 < 0,001 (p <0,001)
Logi0AA total NO; 0,00658 < 0,001 Cte = 0,284
O3 -0,00872 < 0,001
SO, 0,0029 0,005 R?=0,286
MP1 0,00892 < 0,001 p < 0,001
LnGSH U.R. -0,0138 0,033 Cte = 1,287
reduzida O; 0,00676 0,018 R*=0,113
MP1 0,0209 < 0,001 p < 0,001
Log10GSH
total U.R. -0,0067 0,022 Cte=0,778
NO, 0,00937 < 0,001
Os 0,00571  <0,001 R*=0,234
MP1 0,00519 0,0036 p < 0,001
Ordenacao
CAT T -5,388 < 0,001 Cte = - 86,792
U.R. 1,811 0,016 R?=0,096
SO, 1,67 0,027 p < 0,001
Cte = 58,851
Ordenacdo GR U.R. 2,699 < 0,001 R?=0,083
NO; -1,04 0,017 p < 0,001
Logi10APX U.R. 0,0208 < 0,001 Cte =1,08
NO, -0,0063 0,011
O3 0,00802 0,048 R?=0,289
SO, 0,0128 < 0,001 p < 0,001
Log10SOD T -0,0466 < 0,001 Cte=-0,114
U.R. 0,0103 0,003
NO, 0,059 0,012
O3 -0,00296 0,0048 R?=0,203
MP1 -0,0109 < 0,001 p < 0,001
Logi;oMDA T 0,0209 0,005 Cte =- 0,065
NO, -0,0108 < 0,001
O3 0,005 < 0,001 R?=0,214
MP1o 0,0214 < 0,001 p < 0,001
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Como houve somente monitoramento das varidveis abidticas no Centro, visou-
se, através de andlises de correlacdo de Pearson, verificar se o perfil temporal dos
componentes do sistema antioxidativo de T. pulchra analisados no Centro coincidiam
com os encontrados nos outros locais de exposicdo: CM1, CM5 e RP (Tabela 3). Em
caso positivo, os modelos lineares multivariados seriam aplicaveis as demais areas.

Os perfis temporais da concentragdo de acido ascorbico, glutationa e catalase
nas plantas expostas no Centro se correlacionaram positivamente e significativamente
com os obtidos nas plantas dos outros dois locais considerados poluidos (CM1 e CM5).
Para APX, somente houve correlacdo positiva similar entre dados obtidos no Centro e
no CM5. As oscilagBes no nivel foliar de glutationa reduzida e total e na atividade de
GR nas plantas do Centro também foram correlacionadas positivamente com as medidas

nas plantas expostas no RP.
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Tabela 2: Coeficientes de Correlacdo de Pearson (R) entre componentes do sistema
antioxidativo de plantas de T. pulchra expostas no Centro e nos demais locais de
exposicdo. CorrelacGes significativas sao destacadas em negrito.

CENTRO versus
Variaveis CM1 CM5 RP
AsA 0,67 0,59 0,16
AA total 0,64 0,73 0,24

GSH reduzida 0,72 0,60 0,76

GSH total 0,71 0,60 0,70
CAT 0,62 0,67 0,30
GR 0,11 0,23 0,50
APX 0,12 0,58 0,27
SOD 0,39 0,44 0,38
MDA 0,23 0,21 0,24

d) Andlise descritiva ap6s implementacao integral da UTE

Os gréficos a seguir (Figuras 20 a 23) apresentam as médias das retiradas de T.
pulchra ocorrida 45 e 90 dias apds o inicio de todas as 11 exposicdes realizadas no
CML1, Centro e RP, que abrangeram as 3 fases distintas de funcionamento da UTE, nos
parametros de catalase, ascorbato peroxidase, acido ascorbico e glutationa em suas
formas totais e reduzidas e contetdo de malondialdeido.

Os contetdos de acido ascorbico reduzido e total, glutationa reduzida e
malondialdeido mostraram-se maiores nas plantas do Centro e CM1 e, algumas vezes

também do RP, durante a 92 exposicdo, que corresponde a fase de operacéo exclusiva da
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nova termoelétrica. Além disso, concentra¢fes intermedidrias desses indicadores
passaram a ser observadas a partir da 42 exposicao, quando a UTE j& funcionava.

As enzimas — catalase e ascorbato peroxidase — apresentaram 0S menores
indices a partir da 82 e 92 exposicOes respectivamente, realizadas na fase pds-operagdo
da nova termoelétrica (Figura 20). O pico de atividade da catalase ocorreu nas plantas
expostas no Centro, durante o 6° periodo experimental e da ascorbato peroxidase nas

plantas do CML1 e Centro, durante as exposicoes 4 a 6.
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Figura 20: Valores médios da atividade enzimatica da catalase e ascorbato peroxidase
(umol/min/mg/proteina) em plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE
(expo 1 a 4), de Transicao (expo 5 a 8) e P0s-UTE (expo 9 a 11) no CML1, Centro e RP.
As medias foram calculadas com dados obtidos ap6s 90 dias de cada periodo de

exposicao.
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Acido Ascérbico Reduzido
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Figura 20: Valores médios da concentragdo do &cido ascorbico reduzido

e total

(mg/g/ms) em plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a 4), de
Transicdo (expo 5 a 8) e Pos-UTE (expo 9 a 11) no CM1, Centro e RP. As médias

foram calculadas com dados obtidos ap6s 90 dias de cada periodo de exposicao.
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Glutationa Reduzida
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Figura 22: Valores médios da concentracdo de glutationa reduzida e total (umol/g/ms)
em plantas de T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a 4), de Transi¢éo
(expo 5 a 8) e P4s-UTE (expo 9 a 11) no CM1, Centro e RP. As médias foram

calculadas com dados obtidos apds 90 dias de cada periodo de exposi¢éo.
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Malondialdeido
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Figura 23: Valores médios do acimulo de malondialdeido (mMol/g/mf) em plantas de
T. pulchra expostas durante as fases Pré-UTE (expo 1 a 4), de Transicdo (expo 5a 8) e
Pbs-UTE (expo 9 a 11) no CM1, Centro e RP. As médias foram calculadas com dados

obtidos apos 90 dias de cada periodo de exposicao.

Discussao

De acordo com a estatistica descritiva mostrada nos graficos de contorno, 0s
antioxidantes e o indicador de estresse oxidativo (acimulo de MDA) variaram entre
locais e entre as exposicdes. Em geral, a variagdo temporal dentro da mesma exposicao
foi menos evidente.

Durante a Fase Pré-UTE e a Fase de Transicdo, a atividade da catalase foi
similar ao longo dos 90 dias em que as plantas eram mantidas nos locais de estudo
(dados ndo mostrados). Desse modo, a ascorbato peroxidase pareceu preponderar no
papel de combater as espécies reativas de oxigénio geradas, resultando na decomposicéo
do H,0, no ciclo ascorbato-glutationa nas plantas de T. pulchra expostas sob condigdes

de poluicdo atmosférica, que também poderia ser realizado pela catalase.

86



Acido ascorbico e glutationa mostraram ser, talvez, os indicadores chaves para
a manutencéo da tolerancia de T. pulchra contra danos causados pelo estresse oxidativo
provocado pela mudanca no perfil de contaminacdo atmosférica, detectada a partir do
inicio da troca do sistema de geracdo de energia da refinaria de petréleo. Nao
exatamente por suas concentragcOes totais, que ndo indicam necessariamente o estado
redox da planta, ou mesmo seu desempenho como bioindicadora de poluentes
atmosféricos, pois a caracteristica antioxidante destas substancias é atribuida
especialmente a sua forma reduzida (Burkey et al. 2006). Assim, 0 aumento da
tolerancia das plantas de T. pulchra ao estresse oxidativo se deveu ao fato das formas
reduzidas de ambas as substancias representarem uma alta proporcdo de suas
concentragdes totais nestas plantas. Esse fato pode explicar porque 0s modelos lineares
propostos para acido ascorbico e glutationa totais tenham sido similares aos encontrados
para as formas reduzidas. Ainda, a predominancia das formas reduzidas de ambos 0s
antioxidantes nas plantas parece ter sido uma condi¢do essencial para a ativagdo da
ascorbato peroxidase nas plantas que estiveram expostas ao gradiente crescente de
estresse oxidativo, ja que esta enzima utiliza o acido ascorbico reduzido como substrato
para decompor o H,O, em &gua, e a glutationa reduzida é utilizada como co-substrato
para reducédo do H,0,.

Através do uso da estatistica multivariada, procurando relacionar fatores
ambientais — clima e poluentes — com as variacGes nas respostas antioxidativas nas
plantas do Centro de Cubatdo, verificou-se que o &cido ascérbico e a glutationa
relacionaram-se principalmente com os poluentes. Ja as enzimas — catalase, glutationa
redutase, ascorbato peroxidase, superoxido dismutase — e o indicador de dano oxidativo
em nivel celular — acimulo de malondialdeido — também se relacionaram com os

poluentes, porém, adicionalmente, aos parametros de temperatura e umidade relativa do
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ar. Embora a explicabilidade (R%) da analise multivariada n&o tenha sido alta para
nenhuma variavel dependente, possivelmente devido a alta diversidade de resultados
esperada para plantas ndo selecionadas geneticamente, os modelos lineares encontrados
foram todos altamente significativos, alcangcando-se as maiores explicabilidades para o
acido ascorbico reduzido, ascorbato peroxidase e glutationa total. Esse resultado
também reforca que a alta capacidade antioxidativa das plantas jovens de T. pulchra
expostas na regido de estudo é conferida por tais antioxidantes.

A interferéncia da temperatura, umidade relativa e radiagdo solar sobre o
estado redox das plantas expostas sob condi¢6es ambientais do local de estudo ndo deve
ser subestimada. Esses fatores podem estar associados também a formacao de espécies
reativas de oxigénio durante a fotossintese ou podem ser os fatores que impdem o
estresse oxidativo as plantas (Gara et al. 2010, Miller et al. 2010). Também é
importante  mencionar que as mesmas varidveis climaticas interferem sobre a
condutancia estomatica, regulando o fluxo de CO, para as plantas. Consequentemente, a
absorcdo de determinado poluente pela planta também é afetada por estar variaveis
desde o caminho primario de entrada de tais poluentes, através dos estdmatos (Krupa et
al. 1995).

A andlise multivariada revelou, ainda, que a mudanca linear no perfil dos
antioxidantes, coincidente com a mudanca no perfil de contaminacdo atmosférica,
ocorreu em paralelo ao cronograma de mudanga na forma de gerar energia e vapor na
refinaria de petroleo. Logo, pode-se supor que houve associacdo entre a mudanga
tecnoldgica naquela empresa e alteracdo do potencial oxidativo da atmosfera. Desse
modo, T. pulchra mostrou-se eficiente como espécie bioindicadora. Por exemplo, na

Frase de Transicdo — que abrangeu as exposicdes 5, 6, 7 e 8 - foram observados 0s
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maiores indices de poluentes atmosféricos e também aumento da atividade antioxidativa
nas plantas de T. pulchra.

Tendo em vista que houve relacdo negativa entre 0s niveis de O3 atmosférico e
concentragOes foliares de acido ascérbico (reduzido e total) e positiva entre esse
poluentes e atividade da ascorbato peroxidase nas plantas expostas na area de influéncia
da UTE, pode-se supor que as EROs formadas a partir da absor¢do do O3 podem reduzir
a capacidade redox dessa molécula. Porém, o contedo de glutationa (reduzida e total),
ao ser aumentado em resposta a aumento nos niveis de O3, como aponta a regressdo
multivariada, pode compensar a reduc¢do do estado redox do &cido ascorbico em plantas
de T. pulchra.

Na Fase P6s-UTE, quando a nova termoelétrica estava gerando toda energia e
vapor para a refinaria, se esperava a diminui¢do da concentracdo de poluentes com
potencial oxidativo. De fato, as concentragdes de SO, foram diminuindo gradativamente
ao longo do processo de troca do sistema, confirmando a hip6tese inicial de melhoria da
qualidade do ar. Mas, os niveis de NO, NO, e MP1o ndo tiveram reducédo similar. Além
disso, os niveis atmosféricos de Os; estavam mais baixos nos ultimos periodos de
experimentos do que foi observado na Fase de Transicdo. Permanece a ddvida se essa
reducdo de O3 é devido a condi¢des atmosféricas menos favoraveis a sua formacéo,
dado que a concentracdo de NO tendeu a aumentar na ultima fase experimental, ou se
houve reducdo na emissdao de compostos orgéanicos precursores do Os. De qualquer
maneira, nessa Ultima fase, apesar das enzimas catalase e ascorbato peroxidase estarem
menos ativas, novamente, houve aumento do acido ascorbico e da glutationa, indicando
que o poder oxidativo da atmosfera ndo havia diminuido. Assim, a redugdo da atividade
da ascorbato peroxidase e catalase e acimulo de acido ascérbico e glutationa nas plantas

de T. pulchra nessa ultima fase poderia ser relacionada ao combate ao H,O, em prol da
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manutencdo do balanco no ciclo ascorbato-glutationa, mecanismo esperado para plantas
tolerantes.

Além disso, considerando que os perfis temporais da concentracdo de acido
ascorbico, glutationa, ascorbato peroxidase e catalase nas plantas expostas no Centro se
correlacionaram positivamente e significativamente com os obtidos nas plantas dos
outros locais poluidos (CM1 e/ou CM5), pode-se inferir que também houve aumento do
potencial oxidativo da atmosfera nas proximidades das encostas da Serra do Mar
recobertas pela floresta Atlantica, a partir do inicio de funcionamento da usina
termoelétrica movida a gés natural.

De fato, os gréaficos de contorno, que resumem os resultados obtidos nos 11
periodos de exposicdo, parecem confirmar a tendéncia geral de intensificacdo desse
poder oxidativo da atmosfera a partir do inicio da Fase de Transi¢do, que se manteve
mesmo apds do desligamento integral das caldeiras movidas a 6leo combustivel. Essa
sequéncia temporal foi acompanhada por respostas indicadoras de aumento de
tolerancia ao estresse oxidativo das plantas de T. pulchra expostas no entorno daquele
empreendimento. Entre as modificagcdes no sistema de defesas antioxidativas, destacam-
se: reducdo da atividade da catalase a partir do 8% periodo experimental (incluido na
Fase P6s-UTE), pico da atividade da ascorbato peroxidase nas exposicOes 4 a 6 (Fase de
Transi¢do) e aumento dos niveis foliares de &cido ascorbico e de glutationa a partir da 62
exposicdo. Essas mudancas no perfil temporal dos antioxidantes pareceram ocorrer nos
3 locais, porem com maior frequéncia no CM1 e Centro.

Porém, o conteddo de MDA, indicador de danos oxidativos as membranas
celulares, também aumentou a partir da 4% ou 5% exposi¢cdes (Fase de Transicdo), de
forma que o equilibrio pré oxidante-antioxidante, conforme definido por Jaleel et al.

(2009) pode ndo ter sido alcancado nas plantas jovens de T. pulchra utilizadas nos
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experimentos. Resta saber se 0s danos oxidativos detectados nas membranas celulares
foram projetados para 0s niveis superiores da organizacdo bioldgica. De acordo com
Silva (2012), que desenvolveu seu estudo paralelamente a este, as trocas gasosas ndo
foram reduzidas significativamente ao longo das 8 primeiras exposi¢des, mas houve
mudancas na alocacdo de biomassa entre raizes e parte aérea da plantas. A autora
observou proporcionalmente menor biomassa de raizes, em comparacdo com a
biomassa da parte aérea, que é uma resposta indicadora de toxicidade geralmente
verificada em arvores que crescem em ambientes poluidos ou de aumento de
produtividade, em plantas que crescem em ambientes enriquecidos por nutrientes como
0 nitrogénio, por exemplo. Naquela regido estudada, ambas as hip6teses seriam viaveis

e deveriam ser melhor analisadas.

Conclusdes

Houve a tendéncia de variacdo nos niveis de antioxidantes ao longo dos 11
periodos de exposicdo de T. pulchra, abrangendo todo o periodo de troca do sistema de
producdo de energia pela refinaria de petroleo (Fase Pré-UTE, Fase de Transicdo e Fase
P6s-UTE, quando ocorreu a implementacdo integral), em resposta ao aumento da
concentracdo de poluentes atmosféricos com poder oxidativo (NO; e Os3). As variacdes
climéticas também ndo podem deixar de se consideradas, pois foi mostrado que afetam
e se correlacionam com a atividade antioxidativa de T. pulchra e também interferem na
formacéo de poluentes atmosféricos.

Os antioxidantes ndo-enzimaticos, acido ascorbico e glutationa, e a enzima
ascorbato peroxidase foram essenciais para demonstrar o estado redox de T. pulchra.

Portanto, rejeitou-se a primeira hipéotese de trabalho, ja que ndo houve

diminuicdo de riscos oxidativos impostos por compostos gasosos associados a troca do
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sistema de geracdo de energia e vapor para a refinaria de petroleo, pelo menos na area
de influéncia da RBPC. Porém, a segunda hipotese pode ser comprovada, visto que a
mudanga na qualidade do ar pdde ser dimensionada por meio de biomonitoramento com
plantas jovens de T. pulchra, analisando-se indicadores de sua capacidade de oxi-

reducao.
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CAPITULO 11l

RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS DE PLANTAS DE TIBOUCHINA PULCHRA

(CHAM). COGN. EXPOSTAS SOB CONDICOES CONTROLADAS
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Resumo

O estudo contido neste capitulo foi desenvolvido em paralelo ao
biomonitoramento realizado em condi¢des de campo (tratado no capitulo 1), e teve
como objetivo verificar se 0 impacto dos poluentes atmosféricos observados na regido
de Cubatdo é capaz de alterar os niveis de respostas antioxidativas de T. pulchra,
conferindo maior tolerancia a espécie ao estresse oxidativo. Desse modo, essa etapa foi
realizada em condicGes de camaras de topo aberto, com exposicdo de plantas ao ar
filtrado e ndo filtrado, situadas proximas a area de influéncia da Refinaria Presidente
Bernardes. Concomitantemente as exposi¢fes em camaras, plantas jovens da espécie T.
pulchra foram mantidas no ambiente natural do local onde foram instaladas as camaras,
obedecendo ao mesmo protocolo proposto para a exposicdo em camaras. Essa etapa
experimental adicional visou estabelecer uma comparacao entre as respostas das plantas
nas camaras e no ambiente externo e identificar possiveis efeitos do confinamento das
plantas nas camaras. Foram analisados 0s mesmos componentes do estado redox de T.
pulchra analisados no estudo em campo: concentracdo de acido ascérbico e glutationa,
atividade enzimética da superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e
glutationa redutase e analise do conteddo de malondialdeido. No estudo realizado em
camaras de topo aberto, a temperatura afetou a atividade de todos compostos
enzimaticos. A relacdo positiva entre contetdo de malondialdeido (MDA) e
concentracdo de ozénio (Oz) demonstrou que o poluente ocasionou a peroxidacéo
lipidica nas plantas de T. pulchra. O aumento dos indices de NO, e O3 levaram a
reducdo da concentracdo de acido ascorbico e aumento da concentracdo da glutationa e
ascorbato peroxidase. Portanto, o impacto dos poluentes atmosféricos, nos niveis
observados na regido de Cubatdo durante o periodo experimental, alterou os niveis de
respostas antioxidativas de T. pulchra, aumentando sua capacidade de tolerar o estresse
oxidativo. A concentracdo da glutationa, principalmente em sua forma reduzida, bem
como as enzimas catalase e ascorbato peroxidase foram as principais defesas

responsaveis por esse aumento de tolerancia.

97



Abstract

The study presented in this chapter was developed in parallel to the
biomonitoring performed under field conditions (dealt with in chapter I1), and aimed to
verify whether the impact of the air pollutants observed in the region of Cubatéo is able
to alter the levels of antioxidative responses of T. pulchra, giving it greater tolerance
against the oxidative stress. Thus, the study was performed under unfiltered and filtered
air in open top chambers, installed close to the of influence area of the Oil Refinery
Presidente Bernardes. The exposure of young plants of T. pulchra was also performed
in the natural environment next to the open top chambers, following the same protocol
applied for conducting the experiments inside chambers. This additional experimental
step aimed to compare the plant responses inside the chambers and in the natural
environment and to identify potential effects on the plants by confining them in the
chambers. The same components of the redox state of T. pulchra previously measured
in the field study were analyzed: ascorbic acid and glutathione concentration,
superoxide dismutase, catalase, peroxidase, ascorbate and glutathione reductase
enzymatic activity and malondialdehyde (MDA) content analysis. Temperature
variations in the open top chambers affected the activity of all enzymatic compounds.
The positive relationship between the contents of malondialdehyde (MDA) and ozone
concentration (O3z) showed that this pollutant caused lipid peroxidation in plants of T.
pulchra. Increased levels of NO, and O; caused reductions of ascorbic acid
concentration and increases levels of glutathione and ascorbate peroxidase activity.
Therefore, the impact of air pollutants in the region of Cubatdo, in the levels observed
during the experimental period, changed the levels of antioxidative responses of T.
pulchra, increasing its ability to tolerate the oxidative stress. The concentration of
glutathione, mainly in its reduced form, and the enzymes catalase and ascorbate

peroxidase were the main antioxidants responsible for this increased tolerance.
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Introducéo

As principais fontes de emissdo associadas a contaminacdo atmosférica sdo
provenientes das industrias e dos veiculos automotores. O complexo industrial de
Cubatdo, local do presente estudo, possui 10 industrias quimicas e petroquimicas, 7
indUstrias de fertilizantes e 1 de gesso, de cimento, de aco e fabrica de papel, além de
aproximadamente uma centena de unidades menores, e um crescimento continuo de sua
frota automotiva. Na década de 80, um incéndio na Vila Soco (ocorrido em 1984) e 0
vazamento de amdnia com evacuacdo da Vila Parisi (ocorrido em 1985) obrigaram as
autoridades a adotar politicas publicas mais restritivas para emissdo de poluentes, o que
levou a reducgdo na emissdo dos mesmos (Possamai et al. 2010, Jasinski et al. 2011).

Portanto, a qualidade do ar em Cubatdo € determinada, principalmente, por
fontes industriais, caracterizando um problema totalmente diferente dos grandes centros
urbanos. Esse fato € confirmado pelos baixos niveis registrados dos poluentes
veiculares, como o mondxido de carbono. E importante ressaltar que as altas
concentracdes de poluentes em Cubatdo sdo observadas, quase que exclusivamente, na
area industrial, e que os niveis de concentracdo de alguns poluentes monitorados
permanentemente na area central sdo semelhantes aos observados em alguns bairros da
Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP). Na &rea central, o Unico poluente que tem
violado os padrbes de qualidade do ar é o ozbnio. A principal preocupacdo em Vila
Parisi, na area industrial, sdo as altas concentragdes de material particulado. Em 1984, o
Plano de Prevencéo de Episddios Agudos de Poluigdo do Ar foi implementado na éarea,
observando-se em muitas ocasides a declaragdo de estados de alerta e emergéncia. Os
niveis cairam significantemente nos anos 80 e 90, mas ainda se mantém acima dos
padrdes de qualidade do ar. Ainda na Vila Parisi, os niveis de SO, se encontram abaixo

dos padrdes legais de qualidade do ar (CETESB 2011). Deve-se considerar, no entanto,
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que a reducdo nas emissdes de SO, é sempre desejavel para diminuir o teor de sulfatos
secundarios, que contribuem para a formacdo de material particulado na regido. Outra
razdo para se controlar as emissfes de SO, é a protecdo da vegetacdo da area, uma vez
que estudos ttm mostrado que curtas exposicdes a altas concentragdes deste poluente
podem causar danos a vegetacdo (Mesquita et al. 2011).

Atualmente, a regido pode ser altamente impactada por emisséo de poluentes
provenientes de emissdo veicular, devido a proximidade da Rodovia dos Imigrantes.
Além disso, ha também aumento da poluicdo oriunda da emissdo veicular devido ao
aumento de tradfego nas outras rodovias — Anchieta, Conego Doménico Rangone e
Manuel da Nobrega — que ligam o planalto paulista ao litoral sul paulista.

Os danos a vegetacdo estiveram sob estudo da CETESB, que revelou que um
dos mais importantes agentes fitotdxicos encontrados na regido sdo os fluoretos, em
suas formas sélidas e gasosas. As concentracdes elevadas de material particulado, dos
componentes do processo fotoquimico e dos teores de SO, também desempenham um
papel auxiliar nos danos observados (Allen et al. 2009, CETESB 2011).

Conforme comentado no capitulo anterior, 0s compostos fotoquimicos
resultantes das reagdes entre os constituintes celulares das plantas que crescem em
ambientes poluidos e os gases poluentes dao origem as espécies reativas de oxigénio —
EROs — nas células, que podem afetar moléculas vitais como proteinas, lipidios e acidos
nucleicos, resultando no estresse oxidativo (Abuja & Albertini 2001, Gill & Tuteja
2010).

O estudo contido neste capitulo é paralelo ao biomonitoramento realizado em
condi¢des de campo (tratado no capitulo II), e teve como objetivo de verificar se o
impacto dos poluentes atmosféricos observados na regido de Cubatdo é capaz de alterar

0s niveis de respostas antioxidativas de T. pulchra, conferindo maior tolerancia a
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espécie ao estresse oxidativo. Desse modo, essa etapa foi desenvolvida em condi¢fes de
camaras de topo aberto, com exposicdo de plantas ao ar filtrado e n&o filtrado.
Concomitantemente as exposi¢cfes em camaras, plantas jovens da espécie foram
mantidas no ambiente natural do local onde foram instaladas as camaras, obedecendo ao
mesmo protocolo proposto para a exposicdo em camaras. Essa etapa experimental
adicional visou estabelecer uma comparagédo entre as respostas das plantas nas camaras
e no ambiente externo e identificar possiveis efeitos do confinamento das plantas nas

camaras.

Materiais e Métodos
a) Locais de estudo

As cadmaras de topo aberto foram instaladas no Centro de Capacitacdo e Pesquisa
em Meio Ambiente da Poli — USP (CEPEMA), que também esta situado na &rea de
influéncia da refinaria e da UTE (Figura 1). O CEPEMA esté localizado na base da
Rodovia dos Imigrantes e € um local altamente impactado por poluentes provenientes
de emissdo veicular, como 0 NOy e MP1, e eventualmente por Oz. No caso do material
particulado emitido por fontes méveis, uma possivel origem de contaminacdo poderia
ser 0 desgaste de pneus e freios e a formacdo de aerossdis secundarios provenientes de

gases emitidos pelos veiculos (CETESB 2011).
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Figura 1: Localizacdo dos pontos de exposicdo de plantas de T. pulchra no entorno da
Refinaria Presidente Bernardes, com indicacdo do local de instalacdo da termoelétrica
(UTE), dos pontos de exposicdo em campo (capitulo Il) e do CEPEMA, local de

implementacdo das cdmaras de topo aberto no presente estudo.

Como o CEPEMA ndo estava entre os locais do estudo de campo, foi decidido
ampliar a etapa dos estudos nas cadmaras com exposicdes paralelas de plantas no
ambiente externo daquele local. Assim, foi também delimitado o possivel efeito de
mudangas microclimaticas no interior das cdmaras sobre as defesas antioxidativas das
plantas de T. pulchra.

As camaras de topo aberto utilizadas eram estruturas cilindricas, com dimensao
de 3,0 m de didmetro e 2,2 m de altura. Foram constituidas por armacgdes de aco
inoxidavel envoltas por filme de teflon, com capacidade de transmitir praticamente 100

% da radiacdo no comprimento de onda da radiacdo visivel, além de permitir trocas
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térmicas. Esse fato é de grande interesse por permitir que ndo haja dissipagédo e absorcao
da radiagdo incidente sobre as camaras. A entrada e distribuicdo de ar no interior das
camaras ocorriam na base do cilindro, forgadas por meio de ventiladores, e a saida de ar
acontecia na parte superior, que era aberta, sendo, por isso, denominadas cdmaras de
topo aberto. Os ventiladores, instalados em caixas de aco inoxidavel hermeticamente
fechadas, onde é possivel colocar ou néo filtros para retirada de particulas e gases do ar,
forgcavam a entrada de ar filtrado ou ndo filtrado no interior das cdmaras. Todo o sistema
de filtragem foi fornecido pela Purafil. Foram instalados filtros para particulas grossas e
finas e leitos quimicos que permitiam a filtragem de gases inorganicos e organicos. Seis
camaras de topo aberto foram instaladas em area ndo sombreada do CEPEMA (Figura
2). O fluxo de ar para o interior das cdmaras, assim como a analise da capacidade de
filtragem dos diferentes elementos filtrantes ao longo dos experimentos, foi controlado

por meio de mandmetros.
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Figura 2: Camaras de topo aberto situadas na area do CEPEMA, com sistemas de
filtragem: AF = ar filtrado, ANF = ar ndo filtrado.

b) Obtencdo de plantas jovens de T. pulchra
Para realizacdo de todos os experimentos em camaras, as plantas jovens de T.
pulchra foram obtidas e cultivadas da mesma forma ja descrita no experimento em

campo, no capitulo II.
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¢) Esquema de exposic¢éo das plantas nos locais de estudo
Foram realizados 06 periodos de exposicdo de T. pulchra em cdmaras de topo

aberto:

e 12Exposicdo (EXPO 1): de novembro/2010 a janeiro/2011,

e 223Exposicdo (EXPO 2): de fevereiro a abril/2011;

e 32 Exposicdo (EXPO 3): de maio a julho/2011;

o 43 Exposicdo (EXPO 4): de setembro a novembro/2011;

e 52 EXposicdo (EXPO 5): de marco a maio/2012;

e 6% Exposicdo (EXPO 6): de julho a setembro/2012.

Essa etapa experimental, assim, foi abrangida pela fase em que UTE ja gerava
toda a energia e vapor para a refinaria de petréleo, conforme figura 2 do capitulo II.
Assim, esta etapa nao foi realizada para monitorar a mudanca do sistema de geracdo de
energia daquela usina. Isto nem seria possivel, inclusive, considerando a existéncia de
outras fontes de poluicdo no local. Para este estudo, foram utilizadas 4 camaras de topo
aberto, 2 camaras com ar filtrado (tratamento denominado AF) e 2 camaras recebendo
ar ambiente (tratamento denominado ANF), iniciando-se cada periodo de exposicao,
gue também durava 90 dias, com 8 plantas de T. pulchra por cdmara. Foram realizadas
coletas aos 45 e aos 90 dias de exposicdo, retirando-se 4 plantas de cada cAmara por
amostragem, que eram levadas ao laboratorio para anélises dos indicadores do sistema
de defesas antioxidantes e estresse oxidativo. Como comentado anteriormente,
concomitantemente as exposi¢cfes em camaras, plantas jovens da espécie foram
mantidas no ambiente natural do CEPEMA, obedecendo ao mesmo protocolo proposto
na exposicdo em camaras (tratamento denominado CEPEMA).

O esquema de exposicdo das plantas no interior das camaras seguiu 0 mesmo

proposto na exposicdo em campo, ja descrito no capitulo II.
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d) Andlise dos indicadores de capacidade de oxi-reducéo e de danos oxidativos

Os indicadores de capacidade de oxi-reducdo e danos oxidativos em plantas de
T. pulchra foram os mesmos analisados nos experimentos em campo e ja descritos no
capitulo II: concentracdo de acido ascorbico e glutationa em suas formas reduzidas,
totais, oxidadas e razdo reduzida/total, atividade enzimética da superdxido dismutase,
catalase, glutationa redutase, ascorbato peroxidase e acumulo foliar de malondialdeido,

indicador da peroxidacéo lipidica.

e) Monitoramento das condi¢des ambientais

Ao longo das exposi¢cdes em camaras de topo aberto, a temperatura e umidade
no interior das camaras foram monitoradas através de termo-higrémetros de forma
descontinua, uma vez por semana, obedecendo sempre o mesmo horério e
posicionamento do sensor no interior das camaras, de modo a padronizar a medigao.

Poluentes como Oz, NO e NO, no interior das camaras foram monitorados
continuamente através de analisadores Horiba.

Além disso, obtiveram-se os dados da qualidade do ar monitorada pela CETESB
no centro de Cubatdo, apenas para caracterizar o nivel de contaminacdo atmosférica na

regido de estudo, durante o periodo experimental.

f) Apresentacdo de resultados e analise estatistica

Inicialmente, serdo apresentados graficos com os perfis de poluentes no Centro
de Cubatdo para caracterizar o nivel de contaminagdo atmosférica ao longo do periodo
experimental. Do mesmo modo, serdo mostradas as variagdes nos niveis de ozénio e
oxidos de nitrogénio medidos no interior das cdmaras, em ambiente ndo filtrado, bem

como os dados climaticos obtidos.
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Em seguida, apresentou-se uma analise descritiva, por meio de gréaficos de
contorno, da variagdo espacial e temporal de todos indicadores de oxi-reducdo e estresse
oxidativo nas plantas submetidas aos trés tratamentos, como ja descrito no capitulo II.
Para esta finalidade, calcularam-se médias dos resultados obtidos aos 45 e 90 dias de
cada exposigao.

Anadlises de variancia (Teste de Kruskal Wallis) seguidas de teste de comparagdo
maltipla indicaram diferencas significativas entre as plantas expostas aos 45 e 90 dias
dentro da mesma exposic¢do, entre as diferentes exposicOes e também entre os diferentes
tratamentos (ar filtrado X ar néo filtrado).

Foram também realizadas analises de regressdo linear multipla com a finalidade
de verificar se as variagdes de cada indicador bioldgico analisado poderiam ser
explicadas pela mudanca do perfil de contaminagdo atmosférica (determinada pelos
niveis de NO,, NOx e O3) ou por oscilagdes climaticas (temperatura do ar e umidade
relativa). Essas andlises foram realizadas com os dados biolégicos e abioticos obtidos
nas camaras de ar nao filtrado, conforme a metodologia ja descrita no capitulo Il. Neste
caso, utilizaram-se os valores brutos obtidos aos 45 e 90 dias de cada exposi¢éo.

Para todas as analises estatisticas descritas, foi utilizado o programa Sigma Stat

3.5.

107



Resultados

a) Caracterizacao das condi¢Bes ambientais ao longo do periodo experimental

Na figura 3, € mostrado o perfil da contaminacdo de poluentes monitorado pela
CETESB no Centro de Cubatdo, durante todo o periodo experimental, que abrangeu as
etapas realizadas em campo (capitulo 1) e as contidas neste capitulo.

Além disso, considerando que, em experimentos realizados em cdmaras de topo
aberto, as plantas sdo submetidas ndo somente a concentragfes contrastantes dos
poluentes atmosféricos (camaras AF x camaras ANF), com também as oscilacGes nas
variaveis ambientais (de poluicdo e de clima) observadas no ambiente onde as camaras
sdo instaladas, é necessario monitorar algumas variaveis ambientais no interior das
camaras de topo aberto no decorrer dos experimentos para apontar as possiveis
indutoras das respostas antioxidativas. Sendo assim, a figura 4 apresenta o perfil dos
poluentes — Oxidos e didxidos de nitrogénio e 0zonio — monitorados nas camaras de ar
filtrado e ndo filtrado, através de monitoramento continuo feito por analisadores
HORIBA.

Comparando o perfil da contaminacdo de poluentes ocorrido em campo (figura
3) e monitorados pela CETESB (capitulo Il) com os periodos de exposicOes de T.
pulchra nas camaras de topo aberto, observou-se que a maior concentracdo de poluentes
ocorreu de dezembro/2010 a janeiro/2011, com altos indices de SO, e O3 (maximas de
54,16 pug/m? e 45,49 ug/m?® respectivamente). Esse resultado corrobora o monitorado no
interior das cdmaras de ar nédo filtrado, onde a maior concentracdo de poluentes ocorreu

na 12 exposicédo das plantas de T. pulchra nas camaras de topo aberto (Figura 4).
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Figura 3: Perfil médio mensal

dos poluentes monitorados pela estacdo de

monitoramento da CETESB no Centro de Cubatdo. NO = éxido de nitrogénio, NO, =

diéxido de nitrogénio, O3 = ozbnio, SO, = dioxido de enxofre e MPy; = material
particulado. Expo 1: Nov/10-jan/11; Expo 2: fev-abr/11; Expo 3: mai-jul/11; Expo 4:
set-nov/11; Expo 5: mar-mai/12; Expo 6: jul-set/12.

A maior concentracdo de NO ocorrida em campo (Figura 3) ocorreu em junho de

2011, com méxima de 61,8 pug/m°>. Esse resultado também condiz com o monitorado no

interior das cdmaras de ar ndo filtrado, sendo que esta data ocorreu durante a 32

exposicéo de T. pulchra no interior das cadmaras de topo aberto (Figura 4).

A maior concentracdo de NO, em campo (Figura 3) ocorreu em julho de 2012,

periodo correspondente a 62 exposicdo de T. pulchra nas cdmaras, com maxima de 46,2

ng/m3. Nestes mesmos periodos e exposicao, ocorreu uma alta concentracdo de NO no

interior das camaras de topo aberto que receberam ar néo filtrado (Figura 4).
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Figura 4: Perfil médio mensal dos poluentes monitorados pelo analisador Horiba no
interior das camaras de fumigacdo. NO = Oxido de nitrogénio, NO, = dioxido de
nitrogénio, O3z = ozdnio, ANF = ar ndo filtrado e AF = ar filtrado. Expo 1: Nov/10-
jan/11; Expo 2: fev-abr/11; Expo 3: mai-jul/1l; Expo 4: set-nov/11l; Expo 5: mar-
mai/12; Expo 6: jul-set/12.
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Nesta figura, as maiores concentragcbes de poluentes nos experimentos em
camaras de topo aberto — tanto no tratamento de ANF quanto no de AF — ocorreram no
periodo de outubro de 2010 a marco de 2011, periodo que abrange a 12 e 22 exposi¢oes.
Nesse periodo, no tratamento de AF, os valores minimos e maximos de NO, NO; e O;
foram, respectivamente, 4,9 — 27,5 pg/m® 2,6 — 31,4 pg/m® e 2,7 — 29,5 pg/m*. No
tratamento de ANF, os valores minimos e maximos de NO, NO, e O3 foram,
respectivamente, 7,2 — 60,2 pg/m®; 1,4 — 65,1 pg/m® e 8,1 — 35,5 ug/m°.

No periodo de julho a dezembro de 2011, correspondente ao final da 32
exposicdo e a 42 exposigdo inteira também, houve uma elevacdo dos niveis de poluentes
em ANF e AF, porém, em menores concentracbes quando comparadas as 12 e 28
exposicdes. Nesse periodo, no tratamento de AF, os valores minimos e méximos de NO,
NO, e O3 foram, respectivamente, 3,1 — 15,0 pg/m®; 1,5 — 5,0 pg/m® e 2,3 — 12,0 pg/m?>.
No tratamento de ANF, os valores minimos e maximos de NO, NO, e Oj foram,
respectivamente, 5,6 — 45,1 pg/m?; 1,17 — 20,0 ug/m* e 5,0 — 29,0 pg/m°.

No periodo correspondente a 5% e 62 exposi¢cdes (margo a setembro/2012), por
sua vez, observou-se um pico de NO no periodo de maio a julho de 2012 nas plantas
expostas ao ANF, e os menores indices de poluentes nas plantas expostas ao AF. No
periodo que abrangeu as duas Ultimas exposi¢des em camaras de topo aberto, os valores
minimos e maximos de NO, NO, e O; em AF, foram, respectivamente, 2,5 — 4,9 pg/m?;
1,2 — 3,5 ug/m* e 1,5 — 3,9 pug/m*. No tratamento de ANF, os valores minimos e
méximos de NO, NO, e O3 foram, respectivamente, 4,1 — 21,9 pg/m® 2,4 — 4,8 pg/m® e
3,9 - 12,4 pg/m®.

Os valores médios das concentracGes dos poluentes sao bem mais baixos nas
camaras que possuem ar filtrado, mostrando claramente a eficiéncia dos filtros. A figura

5 mostra o grafico com a porcentagem de reducdo da concentracdo de poluentes nas
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camaras de ar filtrado em relagdo a concentracdo de poluentes nas cdmaras de ar nao

filtrado.
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Figura 5: Reducdo da concentracdo média de poluentes monitorados no interior das
camaras de ar filtrado em relacdo a concentracdo media de poluentes monitorados no
interior das camaras de ar ndo filtrado durante as 6 exposi¢es de T. pulchra nas
camaras de topo aberto. NO = éxido de nitrogénio, NO, = diéxido de nitrogénio, O3 =

ozbnio.

A maior porcentagem de reducdo de NO e NO, ocorreu na 2% exposi¢do, com
79,63% e 88,24%, respectivamente.

A menor porcentagem de reducdo de NO e O3 ocorreu na 32 exposi¢do, com
34,8% e 45,56%, respectivamente.

A maior porcentagem de reducdo de Oz ocorreu na 5% exposicdo (81,09%)
enquanto ocorreu a menor porcentagem de reducdo de NO, (42,52%), na mesma
exposicao.

A tabela a seguir mostra os valores minimos, maximos e de médias dos dados
climéaticos monitorados no interior das cdmaras, durante todas exposic¢des de T. pulchra.

Tabela 1: Valores maximos, minimos e médios de temperatura (° C) e umidade relativa

(%) do ar monitoradas no interior das camaras de fumigacao durante as 06 exposicdes
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de T. pulchra em Cubatdo. Cada exposicdo (1 a 6) é representada por um gradiente

sequencial de tons de cor cinza.

T(°C) UR (%)
minima maxima  média minima  maxima  média
out/10 20,0 34,0 25,0 65,0 80,0 70,0
nov/10 29,0 33,0 32,0 50,0 70,0 59,0
dez/10 30,0 37,0 35,0 60,0 70,0 63,0
jan/11 29,0 35,0 32,0 57,0 70,0 63,0
fev/11 28,0 35,0 30,0 63,0 84,0 70,0
mar/11 20,0 30,0 25,0 70,0 82,0 80,0
abr/11 20,0 30,0 27,0 70,0 84,0 80,0
mai/1l 20,0 25,0 22,0 69,0 90,0 88,0
jun/11 15,0 25,0 20,0 71,0 90,0 85,0
jul11 18,0 27,0 21,0 76,0 90,0 82,0
ago/11 18,0 27,0 21,0 72,0 90,0 86,0

jun/12 20,0 25,0 22,0 78,0 90,0 84,0

Segundo a tabela 1, os maiores valores médios de temperatura foram
encontrados no periodo de novembro de 2010 a marco de 2011, compreendendo a 1% e
22 exposi¢des e no periodo de mar¢o a maio de 2012, compreendendo a 52 exposicao.
Na 1?2 e 22 exposicdes foi também observado o maior indice de poluentes no interior
das cdmaras. Apls esse periodo observa-se uma similaridade dos indices de

temperatura e umidade. O periodo de maio a julho de 2011 e setembro a novembro de
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2011, referentes as 3% e 42 exposicBes, apresentaram menores valores médios de

temperatura e elevacgéo da umidade.

a) Analise descritiva das respostas antioxidativas

Nas figuras 6 a 9 serdo apresentados os gréaficos de contorno que indicam a
variacdo dos componentes enzimaticos (catalase, ascorbato peroxidase, glutationa
redutase e superoxido dismutase) e ndo enzimaticos (acido ascorbico e glutationa), bem
como do indicador de estresse oxidativo (contetdo de malondialdeido) nas plantas de T.
pulchra mantidas nas camaras de ar filtrado, ndo filtrado e ambiente externo do
CEPEMA ao longo das 6 exposigoes.

Em geral, a enzima catalase ndo variou entre tratamentos, e sim entre
exposicdes, sendo sua atividade cerca de trés vezes mais alta nas duas Ultimas
exposicdes. A glutationa redutase, além de apresentar maior atividade na 32 exposi¢éo,
tendeu a ser mais alta nas plantas expostas ao ar ndo filtrado e no ambiente natural do
CEPEMA (figura 6).

A atividade da ascorbato peroxidase foi maior principalmente na 5% exposi¢édo
nas plantas expostas no CEPEMA. A superdxido dismutase mostrou maior atividade
nas duas Ultimas exposi¢des, nas plantas expostas no ar filtrado e no CEPEMA (figura

6).
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Catalase Glutationa Redutase

EXPO 6
EXPO 5
EXPO 4 EXPO 4 e
EXPO 3

EXPO 3

EXPO 2 EXPO 2

EXPO 1 EXPO 1
AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA
Ascorbato Peroxidase Superéxido Dismutase
EXPO 6 EXPO 6
EXPO 5 EXPO 5
EXPO 4 EXPO 4
EXPO 3 EXPO 3
EXPO 2 EXPO 2 4
EXPO 1 EXPO 1
AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA

Figura 6: Valores médios da atividade da catalase (CAT), glutationa redutase (GR),
ascorbato peroxidase (APX) e superdxido dismutase (SOD nas plantas de T. pulchra
expostas nas camaras de ar filtrado (AF), ar ndo filtrado (ANF) e CEPEMA. Os valores

da atividade enzimatica sdo expressos em mg/proteina.
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Acido Ascoérbico Total Acido Ascoérbico Reduzido

EXPO 6

EXPO 6

EXPO 5 EXPO 5

EXPO 4

EXPO 4 18

EXPO 3

EXPO 3

EXPO 2 EXPO 2

EXPO 1 EXPO 1
AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA
Acido Ascorbico Oxidado Razao Acido Ascorbico
EXPO 6 EXPO 6
EXPO 5 EXPO 5
EXPO 4 EXPO 4
EXPO 3 EXPO 3
EXPO 2 EXPO 2
EXPO 1 EXPO 1
AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA

Figura 7: Valores medios da concentracdo de &cido ascorbico em suas formas total,
reduzida, oxidada e razdo nas plantas de T. pulchra expostas nas camaras de ar filtrado
(AF), ar ndo filtrado (ANF) e CEPEMA. Os valores da concentracdo de acido ascorbico

s&0 expressos em mg/g/ms.
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As concentragcbes mais baixas de acido ascorbico, em geral, foram verificadas
nas 3 primeiras exposi¢des. O conteudo foliar de acido ascorbico total e reduzido foi
especialmente mais alto nas duas ultimas exposi¢cGes, em AF e CEPEMA. O &cido
ascorbico oxidado apresentou maiores concentracdes nas plantas expostas ao ar filtrado
nas exposices 3 e 6. A razdo entre &cido ascorbico reduzido e total, que indica o
potencial de oxi-redugdo dessa molécula, permaneceu acima de 0,7 a partir da 3?
exposicéo (figura 7).

As formas reduzidas e totais de glutationa foram maiores nas plantas do primeiro
experimento expostas ao ANF e na ultima exposi¢do de T. pulchra nos tratamentos
ANF e CEPEMA. Sua forma oxidada apresentou maior concentracdo nas plantas
expostas no ar filtrado, na 3% exposi¢édo. O estado redox da glutationa tendeu a ser mais

alto nas plantas do ANF e CEPEMA nos 2 ultimos periodos experimentais (figura 8).

117



Glutationa Total

EXPO 6
EXPO 5
EXPO 4
EXPO 3 &
EXPO 2

EXPO 1 =
AF ANF

Glutationa Oxidada

EXPO 6
EXPO 5
EXPO 4
EXPO 3 {8
EXPO 2

EXPO 1
AF ANF

CEPEMA

CEPEMA

Glutationa Reduzida

EXPO 6

EXPO 5

EXPO 4

EXPO 3

EXPO 2

EXPO 1 + T |
AF ANF CEPEMA

Razao Glutationa

EXPO 6
EXPO 5
EXPO 4
EXPO 3

EXPO 2

EXPO 1 + T |
AF ANF CEPEMA

Figura 8: Valores médios da concentracdo de glutationa em suas formas total, reduzida,

oxidada e razdo nas plantas de T. pulchra expostas nas camaras de ar filtrado (AF), ar

néo filtrado (ANF) e CEPEMA. Os valores da concentracdo de glutationa sao expressos

em pmol/g/ms.

O acumulo de malondialdeido, indicador da peroxidagéo lipidica, variou espacial

e temporalmente. O maior acimulo tendeu a ocorrer nas plantas expostas no CEPEMA

e em seguida nas mantidas sob ar ndo filtrado, principalmente nas 3 primeiras

exposicdes e na ultima (figura 9).
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Figura 9: Valores médios do acimulo foliar de MDA nas plantas de T. pulchra expostas
nas camaras de ar filtrado (AF), ar ndo filtrado (ANF) e CEPEMA. Os valores do

acumulo foliar de MDA s&o expressos em mMol/g/mf.

c) Comparacdes estatisticas das respostas antioxidativas

A concentracdo de acido ascorbico reduzido (AsA) tendeu a ser maior aos 45
dias em algumas exposicdes, como as duas Ultimas, apesar de ter sido encontrada
diferenca estatistica entre os locais, tratamentos e tempo de exposicao dentro do mesmo
experimento .

Na terceira exposicdo, o acido ascorbico oxidado (DHA) foi significativamente
mais concentrado e a razdo AsA/AAtotal foi menor nas plantas que cresceram por 90
dias no CEPEMA e ar ndo filtrado (ANF), em relacdo as plantas expostas no ar filtrado
(AF) em. Também na 32 exposicdo, aos 45 dias, o conteudo de DHA nas plantas
expostas ao AF foi maior do que as plantas retiradas aos 90 dias.

Ap0s 90 dias de duragdo do 4° periodo experimental, as plantas submetidas ao ar
filtrado continham menos acido ascorbico do que as crescidas sob ar ndo filtrado ou no

ambiente natural (CEPEMA).
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Na 6% exposicdo, as plantas submetidas ao ar filtrado (AF) por 45 dias
apresentaram maior concentracdo de &cido ascorbico total do que aquelas que
permaneceram por 90 dias.

A razdo AsA/AAtotal foi mais alta nas plantas que cresceram por 90 dias no
CEPEMA e nas camaras de ar nao filtrado (ANF), em relacéo as plantas expostas no ar

filtrado (AF) (Tabela 2).
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Tabela 2. Média da concentracdo foliar de acido ascorbico em suas formas reduzidas,
oxidadas, totais e razdo AA, apos 45 e 90 dias de duracdo de cada exposicao de plantas
de T. pulchra nos 3 tratamentos (ar filtrado(AF), ar ndo filtrado(ANF) e ambiente
natural do CEPEMA). Letras maiusculas indicam diferenca entre os tratamentos para o
mesmo periodo. Letras minusculas indicam diferenca entre diferentes exposicdes em
cada tratamento. * indica diferenga entre 45 e 90 dias em cada tratamento e exposicao.
/ indica que ndo ha dados. A mediana foi calculada com base nos dados brutos.

45 dias 90 dias
Indicador Exposicéo AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA
AsA 1 574 A 487 A 5,36 A / / /
mg/g/ms 2 2,63 A 1,61 A 3,85 A / / /
3 5,63 Aa 3,03Aa 5,69 Aa 6,93 Aa 6,3Aa 5,48 Aa
4 9,18Aa 8,79Aa 6,84 Aa 5,67 Aa 9,35 Aa 10,05 Aa
5 952Aa 8,87Aa 9,48 Aa 7,42 Aa 9,07 Aa 8,45 Aa
6 11,24 Aa 10,09 Aa 13,44 Aa 6,28 Aa 4,66 Aa 5,59 Aa
Mediana 6,99 5,31 7,12 5,27 6,72 4,23
DHA 1 1,29 A 1,19 A 1,16 A / / /
mg/g/ms 2 0,73 A 1,71 A 1,71 A / / /
3 592 Aa* 3,48Aa 1,96 Aa 0,94Ba 1,20Ba 1,36 Aa
4 0,71Aa 149Aa 1,15Aa 0,79 Aa 1,08 Aa 0,93 Aa
5 0,49 Aa 0,71Aa 0,58 Aa 0,75 Aa 1,29 Aa 1,04 Aa
6 321Aa 145Aa 2/12Aa 3,43 Aa 2,35 Aa 1,66 Aa
Mediana 2,85 1,17 1,06 1,12 1,83 0,97
AA total 1 7,03 A 6,06 A 6,52 A / / /
mg/g/ms 2 3,37 A 3,33A 557 Aa / / /
3 11,56 Aa 6,52 Aa 7,66 Aa 7,87 Aa 7,51 Aa 6,85 Aa
4 9,89 Aa 10,29 Aa 8,00 Aa 6,47 Ba 10,44 Aa 10,98 Aa
5 10,01 Aa 958 Aa 9,61 Aa 8,18 Aa 10,37 Aa 9,49 Aa
6 14,66 Aa* 11,87 Aa 15,32 Aa 9,72 Aa 7,01 Aa 7,25 Aa
Mediana 8,12 5,29 5,05 5,83 6,23 5,22
Razéo
AA 1 0,79 A 0,80 A 0,80 A / / /
2 0,72 A 0,47 A 0,75 A / / /
3 0,53Aa 0,46 Aa 0,73 Aa 0,88 Ba 0,83 Ba 0,79 Aa
4 092Aa 084Aa 0,85Aa 0,87Ba 0,89 Ba 0,90 Aa
5 094 Aa 092Aa 0,89 Aa 0,89 Aa 0,86 Aa 0,87 Aa
6 0,79 Aa 0,84Aa 0,74 Aa 0,71 Aa 0,65 Aa 0,77 Aa
Mediana 0,55 0,58 0,72 0,86 0,74 0,72
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N&o houve variagdo estatisticamente significante na concentragdo foliar de
glutationa reduzida (GSH), oxidada e total e no estado redox desse antioxidante
determinados aos 45 dias, em qualquer tratamento e em qualquer uma das 6 exposicoes.

Aos 90 dias das 1% a 42 exposi¢des, diferenca estatistica foi evidenciada na
concentracdo de GSH nas plantas expostas ao ar filtrado (AF) na comparacdo aos das
plantas mantidas sob AF e/ou no ambiente natural do CEPEMA. .

A concentracdo da glutationa oxidada (GSSG) e total, aos 90 dias da 32
exposicdo, foi maior nas plantas expostas no ar filtrado (AF) e foi estatisticamente
maior tanto em comparagdo com as plantas expostas ao ar poluido quanto em relacdo as
plantas retiradas do mesmo tratamento, aos 45 dias.

A razdo entre a glutationa reduzida e total, ainda, foi significantemente
aumentada nas plantas crescidas sob ar filtrado (AF) por 90 dias da 12 exposi¢do e no

CEPEMA e por 90 dias da 22 exposigéo, em relagcdo aos outros tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3. Média da concentracdo foliar da glutationa em suas formas reduzidas,

oxidadas, totais e razao, apds 45 e 90 dias de duracdo de cada exposi¢do de plantas de T.

pulchra nos 3 tratamentos (ar filtrado (AF), ar ndo filtrado (ANF) e ambiente natural do

CEPEMA). Letras maiusculas indicam diferenca entre os tratamentos para 0 mesmo

periodo. Letras minusculas indicam diferenca entre diferentes exposicfes em cada

tratamento. * indica diferenca entre 45 e 90 dias. / indica que ndo ha dados. A mediana

foi calculada com base nos dados brutos.

45 dias 90 dias
Indicador Exposicéo AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA
GSH 1 6,30 Aa 8,65 Aa 7,23 Aa 464Ba 553Ba 3,44 Aa
umol/g/ms 2 4,11 Aa 5,67 Aa 4,96 Aa 191Aa 1,78Ba 1,71Ba
3 2,01 Aa 3,39 Aa 3,50 Aa 476 Aa 3,18Ba 2,75Ba
4 513 Aa 4,93 Aa 3,36 Aa 157Aa 2,01Ba 1,60Ba
5 2,26 Aa 2,35 Aa 2,53 Aa 3,35Aa 3,48Aa 2,48 Aa
6 4,25 Aa 6,88 Aa 7,92 Aa 340 Aa 3,29 Aa 3,12 Aa
Mediana 3,45 4,01 4,28 2,05 2,99 1,86
GSSG 1 3,26 Aa 3,08 Aa 2,27 Aa 191 Aa 341Aa 2,09 Aa
umol/g/ms 2 1,84 Aa 2,30 Aa 1,60 Aa 1,76 Aa 1,78Aa 1,25Aa
3 1,05 Aa 2,48 Aa 2,61 Aa 11,64 Ba* 2,11 Aa 1,74 Aa
4 2,02 Aa 3,16 Aa 2,21 Aa 140Aa 255Aa 1,55Aa
5 0,62 Aa 0,79 Aa 0,94 Aa 1,71Aa 286Aa 1,88Aa
6 2,65 Aa 1,23 Aa 1,35 Aa 6,35 Aa 2,30 Aa 2,18 Aa
Mediana 1,02 1,95 1,44 3,45 1,17 1,49
Glu total 1 956 Aa 11,74 Aa 9,51 Aa 6,56 Ba 8,95Aa 5,54Ba
umol/g/ms 2 5,96 Aa 7,97 Aa 6,57 Aa 3,67 Aa 357Aa 2,97 Aa
3 3,06 Aa 5,88 Aa 6,11 Aa 16,44 Aa* 5,29Ba 4,50 Ba
4 7,15 Aa 8,11 Aa 5,57 Aa 298Aa 456 Aa 3,16 Aa
5 2,89 Aa 3,14 Aa 3,48 Aa 507 Aa 6,34 Aa 4,37 Aa
6 6,56 Aa 8,11 Aa 9,27 Aa 9,75Aa 559Aa 5,30 Aa
Mediana 5,21 9,33 5,98 8,36 5,72 3,82
Razao
Glut. 1 0,67 Aa 0,72 Aa 0,76 Aa 0,81Ba 0,76 Aa 0,77 Ba
2 0,70 Aa 0,73 Aa 0,75 Aa 054Ba 055Ba 0,62 Aa
3 0,67 Aa 0,60 Aa 0,55 Aa 0,65Aa 0,62Aa 0,61 Aa
4 0,73 Aa 0,62 Aa 0,61 Aa 0,53Aa 045Aa 0,52 Aa
5 0,79 Aa 0,76 Aa 0,75 Aa 0,63Aa 054Aa 0,56 Aa
6 0,88 Aa 0,85 Aa 0,85 Aa 0,66 Aa 0,61Aa 0,59 Aa
Mediana 0,65 0,69 0,74 0,62 0,59 0,63
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A atividade da superoxido dismutase (SOD) nédo variou até 45 dias aps o inicio
de cada experimento. No 2° e 4° periodos de exposicdo, apos a atividade dessa enzima
foi mais alta nas plantas crescidas nas camaras de ar filtrado (AF).

A atividade da catalase (CAT) ndo variou estatisticamente entre os tratamentos
apos 45 e 90 dias de qualquer exposicdo. Mas, houve variacdo entre exposicdes no
mesmo tratamento. Ao0s 45 dias da 5% exposicdo, as plantas retiradas dos trés
tratamentos mostraram maxima atividade de CAT.

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) apresentou-se diferente somente no
final das exposic¢des, sendo maior nas plantas do ar filtrado na 22 exposicéo, aos 45 dias,
e na 42 exposicao, aos 90 dias, no ar filtrado (AF). Na 42 exposi¢do houve diferenca
estatistica no ar filtrado (AF) em relacdo aos outros locais e exposicdes.

A glutationa redutase (GR) néo variou estatisticamente em plantas submetidas a
qualquer tratamento, na primeira metade dos experimentos realizados. Ap6s 90 dias na
22 exposicdo, as plantas de todos tratamentos apresentaram um decréscimo da atividade
em relacdo as plantas expostas aos 45 dias.

As plantas expostas no CEPEMA acumularam significativamente mais
malondialdeido (MDA), indicador da peroxidacdo lipidica, aos 45 dias, das 22 e 3?
exposicdes, em relacdo as demais exposicdes. Ainda, ao término das 12 e 4 exposicdes,
as plantas do CEPEMA continham mais MDA do que as plantas mantidas sob ar

filtrado (AF) e ar ndo filtrado (ANF) (Tabela 4).
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Tabela 4: Média da atividade foliar das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e GR)

e do contetdo de malondialdeido, apds 45 e 90 dias de duracdo de cada exposicao de

plantas de T. pulchra nos 3 tratamentos (ar filtrado (AF), ar ndo filtrado (ANF) e

ambiente natural do CEPEMA). Letras mailsculas indicam diferenca entre os

tratamentos. Letras mindsculas indicam diferenca entre diferentes exposi¢cdes em cada

tratamento. * indica diferenca entre 45 e 90 dias. / indica que ndo ha dados. A mediana

foi calculada com base nos dados brutos.

45 dias 90 dias
Indicador Exposicio  AF ANF CEPEMA AF ANF CEPEMA
SOD 1 0,20Aa 0,15Aa 0,10A 037 Aa* 0,07Ba /
umolmin/prot 2 0,21Aa 0,08Aa 0,11 Aa 0,78 Aa* 0,14Ba 031Ba
3 0.37Aa 043Aa 0.28 Aa 0.33Aa 051Aa 0.9 Aa
4 0,78 Aa* 0,14Aa 0,31 Aa 021Aa 008Ba 0.11Ba
5 0,71Aa 042Aa 0.25Aa 0,50Aa 0,11Aa 021 Aa
6 0,78Aa 032Aa 0.85Aa 035Aa 047Aa 044 Aa
Mediana 0,38 0,29 0,47 0,46 0,33 0,38
CAT 1 51,12Aa* 1020Aa 10,66 A 436Ba 6,79 Aa /
wmolmin/prot 2 3.87Ab  1,38Aa 2,06 Aa 6,15Aa 3.74Aa  3.70 Aa
3 11,94 Aa 894Aa 1832 Ab 4,19Aa 14,40 Aa 2147 Aa*
4 169Ab 1,74Aa 1,73 Aa 2.84Aa 1,53Aa 1,78 Aa
5 3486 Aa 3034Aa 34.81Aa 2.26Aa 1.63Aa 1,76 Aa
6 14,56 Aa  22,48Aa 28,07 Aa 8.06Aa 11,67Aa 19,90 Aa
Mediana 27,13 15,96 15,96 4,17 7,69 12,85
APX 1 89.16 Aa 35,67Aa 13738A 315.45Aa 61.41Ba /
umolmin/prot 2 27.23Aa  9,75Aa  13.49 Ab 399,41Ba* 32,07Ba 129.81Ba
3 84.00 Aa 62.96Aa 130.25Aa* 50,79 Aa  77.56Aa 96,87 Aa
4 335.19Ab* 115.47Ab  18.04 Ab 4699Ba 146,88Ab 32.72 Bb
5 212,43 Aa 237.31Aa 160.11 Aa 191,00Aa 131,17Ba 25.38Ba
6 109.36 Aa  123.57Aa  98.34 Aa 6740Aa 7026 Aa 113.56 Aa
Mediana 98,92 56,33 75,13 175,94 84,08 55,93
GR 1 1020 Aa  7.52Aa 159A 2.67Ba  295Ba /
umolmin/prot 2 6.78Aa 5.90Aa 14.44Aa 3.68Aa 152Ba 2.82Aa
3 6,78Aa 5,90Aa 4.00 Aa 9.45Aa 1530Aa 13,66 Aa
4 6.78Aa 5.90Aa 4.1l Aa 574Aa 4.00Aa 622 Aa
5 537Aa  631Aa 7.74Aa 6.26Aa 495Aa 533 Aa
6 6,17Aa  432Aa 5.11Aa 8.11Aa 10,60Aa 9.05 Aa
Mediana 7,07 5,31 7,53 4,66 7,32 6,53
MDA 1 6.85Aa 6,13Aa 6.47 Aa 17.60Ba  22.47Ba 26,25 Aa
umolmin/prot 2 8.94Aa 11,47Aa 21.40 Ab 17.60 Aa 23,77 Aa 26,61 Aa
3 10.12Aa 11.16Aa 22.20 Ab 8.94Aa 11.99Aa 19,59 Aa
4 534Aa  3.90Aa 10.19Aa 894Ba 11.47Ba 21,40 Aa
5 321Aa  11,15Aa 937 Aa 7.14Aa  7.68Aa 15.80 Aa
6 1034 Aa 16,99Aa 19,21 Aa 9,53Aa 11.57Aa 20,90 Aa
Mediana 7.92 5,83 9,28 8,01 10,36 20,49
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d) Andlises lineares multivariadas

Na tabela 5, sintetizaram-se os resultados das analises multivariadas, realizadas
com o intuito de identificar quais variaveis abiéticas explicariam significativamente o
perfil temporal dos indicadores do estado redox e de danos oxidativos nas plantas
expostas nas cadmaras de ar ndo filtrado, ao longo de todo o periodo experimental.
Incluiram-se na tabela os coeficientes de explicabilidade (R?), as variaveis que
significativamente contribuiram para explicar (positivamente ou negativamente), as
oscilagcBes ao longo do tempo no nivel de cada indicador bioldgico e os niveis de
significancia (valores de p) para os modelos lineares propostos.

Todos os modelos propostos foram altamente explicativos (p < 0,001), apesar
dos valores de R? terem sido baixos, assim como o ocorrido com as plantas expostas em
campo. Os modelos mais explicativos foram obtidos para glutationa reduzida (R? =
0,41), para a ascorbato peroxidase (R? = 0,43) e para catalase (R? = 0,49) e 0s menos
explicativos para as o0 4cido ascorbico reduzido (R? = 0,25), 4cido ascérbico total (R* =
0,27), a enzima superéxido dismutase (R? = 0,26) e o contetido de malondialdeido (R? =
0,25). As andlises multivariadas indicaram também que os perfis temporais de algumas
enzimas, como a glutationa redutase e a ascorbato peroxidase, foram explicados de
forma combinada por variacdes nas condi¢Ges climéaticas e/ou nos niveis de
contaminagdo atmosférica por poluentes gasosos.

As concentragdes foliares de acido ascorbico reduzido e total foram explicadas
somente por variagdes nos niveis de NO,, que influenciou negativamente a
concentracdo de ambas as formas do AA.

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) e total foram influenciados

positivamente pelas concentracdes de NO, e Os.
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A atividade das quatro enzimas mensuradas foi afetada pela temperatura, 0zonio,
ou pela juncdo de ambos fatores. A temperatura afetou a atividade das 4 enzimas
analisadas (negativamente, no caso de CAT e GR e positivamente, no caso de SOD e
APX). O ozonio afetou a atividade da glutationa redutase (relacdo negativa) e da
ascorbato peroxidase (relagdo positiva).

A peroxidagdo lipidica (indicada pela concentragdo foliar de MDA) aumentou

na medida em que os niveis atmosféricos de 0z6nio aumentaram.
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Tabela 5: Resultado das analises lineares multivariadas entre as variacdes nos
indicadores de defesa antioxidativa e de danos oxidativos em plantas de T. pulchra e em

variaveis ambientais monitoradas no interior da cdmara de ar néo filtrado.

Variaveis Variaveis Coeficientes P Constante e R?

Dependentes Independentes
Significativas

AsA NO, -0,0467 0,052  Cte=6,336
R* = 0,259
p < 0,001
AA total NO, 0527 0031 Cte=8,820
R*=0,272
p < 0,001
Ln GSH NO, 00314 <0001 Cte=3419
0, 00816 0012 R*=0415
p < 0,001
Ln GSH total NO, 00054 <0001 Cte=2317
0, 00097 <0001 R°=0,398
p < 0,001
rank CAT T 1979 <0001 Cte = 47,205
R% = 0,491
p < 0,001
LnGR T _0,0561 0,018 Cte=2,562
05 -0,0896 0,038 R°=0315
p < 0,001
Ln APX T 00104 <0001 Cte=6,122
05 00896 0012 R°=0,439
p < 0,001
Exp SOD T 0,154 0,046  Cte= 1,655
R% = 0,262
p < 0,001
rank MDA 05 0,998 0,041  Cte= 20,808
R* = 0,255
p < 0,001
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Discussao

O perfil temporal dos 6xidos de nitrogénio no interior da cdmara de ar néo
filtrado se pareceu, em parte, com o geralmente observado em condi¢des naturais na
regido de Cubatdo. Segundo Gallardo et al. (2012), o aumento das concentracdes de
NOx naquela regido geralmente ocorre durante o inverno, que se caracteriza por um
periodo seco com ceu claro e inversdes térmicas. No presente estudo, houve aumentos
de NO nos periodos de inverno. Contudo, os valores mensais médios mais altos
ocorreram no verdo de 2010. Isto pode ser explicado pela proximidade entre o local de
estudo e a rodovia Cénego Doménico Rangoni, por onde circula grande numero de
veiculos no verdo em direcdo ao Guaruja, Bertioga e a outras cidades litoraneas.

A emissdo de NOx e Compostos Organicos Volateis por fontes antropogénicas e
biogénicas sdo os dois principais precursores que levam a formacédo de ozdnio ao nivel
do solo, que ocorre de forma mais intensa em dias ensolarados e quentes (Collet et al.
2012). O levantamento das concentracdes no interior das camaras ANF foi coerente
com tal descricdo, tendo sido observada a tendéncia de aumento das concentracdes
médias no interior das camaras nas primaveras de 2010 e 2011.

Segundo Pieper et al. (2011), as temperaturas em camaras de topo aberto tendem
a ser mais quentes no meio do dia e mais frias a noite. Em estudo realizado para analise
da capacidade de reproducdo sob aumento de aguecimento, 0s autores constataram que
a temperatura teve efeitos positivos sobre a caracteristica reprodutiva das plantas, pois o
aumento da temperatura pode influenciar indiretamente na disponibilidade ou captagéo
de nutrientes (Nadelhoffer et al. 1997). Nessas condic¢des, podem-se esperar variagoes
nas respostas antioxidativas das plantas, mesmo naquelas submetidas ao ar filtrado, o
que parece ter ocorrido no presente estudo.

Portanto, as respostas antioxidativas medidas nas plantas dos experimentos

realizados nas cdmaras de topo aberto devem ser analisados de forma integrada e com
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base nos pardmetros de poluicdo e de clima. Os resultados das analises multivariadas,
inclusive, apontam para essa interferéncia maltipla. Assim, observa-se que nas 1% e 22
exposi¢des, houve um aumento da concentracdo de poluentes atmosféricos, bem como
da temperatura e diminui¢do da umidade relativa do ar. J& nas 3% e 42 exposicoes, as
plantas cresceram sob menores indices de poluentes e de temperatura e umidade relativa
do ar mais alta. Portanto, houve uma condicdo de estresse oxidativo mais intensa nas
duas primeiras exposi¢des do que ocorreu nas outras exposi¢des subsequentes, sendo
esperadas, portanto, as mudancas mais evidentes verificadas nos niveis de defesas
antioxidativas nas plantas, sob tais condi¢cbes. Em contraste, a concentracdo mais baixa
de poluentes atmosféricos nas exposicdes 5 e 6 pareceram nao interferir na concentracéo
e atividade dos antioxidantes estudados, o que pode ser comprovado pela auséncia de
diferenca estatistica na 62 exposicao.

Em relagdo a concentracdo de &cido ascorbico, as mudancas no conteudo foliar
ao longo dos 90 dias de exposicdo, dependeram do periodo em que foi realizado o
experimento e do tratamento em que as plantas cresceram. Apo6s 90 dias da 32
exposicdo, por exemplo, a concentragdo de AsA estava significativamente mais alta e a
de DHA mais baixa nas plantas expostas ao ar filtrado (AF) do que aos 45 dias de
exposicao. O nivel de AsA diminuiu significativamente e o de DHA aumentou no final
da exposicao nas plantas que cresceram sob ar ndo filtrado (ANF) na mesma exposicao.
Nessa exposicdo, tais mudancgas resultaram em um aumento da capacidade de oxi-
reducdo do acido ascoérbico (indicada pela razdo AsA/AsA+DHA) ao longo do tempo,
tanto nas plantas mantidas sob ar filtrado quanto sob ar n&o filtrado. A partir da 42
exposicéo, na maioria dos casos, o nivel foliar de &cido ascorbico e a capacidade de oxi-
reducdo ndo variaram significativamente ao longo do tempo nas plantas submetidas ao

ar filtrado e ao ar néo filtrado. J& no ambiente externo (CEPEMA), a concentragdo de
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acido ascorbico ndo mudou significativamente ao longo do tempo, assim como a
capacidade de oxi-reducgdo do &cido ascérbico.

As mudancas no conteudo foliar de glutationa ao longo do tempo, por sua vez,
foram geralmente similares nas plantas submetidas aos trés tratamentos (AF, ANF e
CEPEMA). Na maioria dos casos, a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) foi
significativamente menor no final do experimento do que aos 45 dias, mas o nivel de
GSSG ndo foi alterado. J& a capacidade de oxi-reducdo da glutationa permaneceu
inalterada no decorrer do experimento, independentemente do tratamento nas
exposicdes 1 e 3, e foi significativamente maior aos 90 dias do que aos 45 dias das
exposicdes 2 e 4. Como ja foi evidenciado nos experimentos de campo, a glutationa
parece ser um composto antioxidante chave para a T. pulchra.

Em geral, o conteddo de malondialdeido, indicador da peroxidagdo lipidica,
variou significativamente ao longo dos 90 dias de duracdo das 12 e 22 exposicoes, fato
ndo observado nas demais exposi¢Oes realizadas. Houve um aumento de sua
concentracdo aos 90 dias, nas plantas de todos tratamentos, quando comparados as
plantas expostas por 45 dias.

O contetido de malondialdeido, que estava significativamente mais alto no final
das exposicdes 1 e 2, tanto nas plantas do tratamento AF quanto nas do ANF, é um
indicativo de perda de capacidade antioxidativa ao longo do tempo. As mudancas
observadas nos niveis de respostas antioxidativas reforcam essa suposicdo. No decorrer
das duas primeiras exposi¢oes das plantas camaras AF e ANF, houve a diminui¢do da
concentracdo de glutationa total, que se tem mostrado um importante antioxidante para
a especie em estudo. Ainda registraram-se, em alguns casos, a diminui¢édo da atividade
da superoxido dismutase e ascorbato peroxidase e aumento da atividade da catalase (na

12 exposicao, principalmente) e da glutationa redutase. Ja nas 32 e 42 exposicOes, sob

131



menores indices de poluentes e de temperatura e umidade relativa do ar mais alta, houve
indicio de maior equilibrio oxidativo. O conteido de MDA, assim como de &cido
ascorbico e glutationa totais ndo foi alterado ao longo do tempo nas plantas das cAmaras
AF e ANF. A atividade da superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e de catalase
igualmente se manteve similar entre 45 e 90 dias de experimento.

Quando analisados os resultados das concentracbes e atividades dos
antioxidantes e comparados ao funcionamento no ciclo Halliwell-Foyer-Asada — o ciclo
ascorbato-glutationa — observa-se que nas 1% e 2% exposicbes a catalase parece
compensar a ascorbato peroxidase, convertendo, por exemplo, H,O, (peroxido de
hidrogénio) a O, (oxigénio) e H,O (agua) e apesar do aumento da glutationa redutase, ha
menores indices de glutationa, ou seja, a atividade enzimatica esta alta, porém nao
regenera a glutationa, podendo levar ao rompimento do equilibrio pro-
oxidante/antioxidante. Nas 3% e 42 exposi¢Bes, o0s niveis de glutationa redutase
mostraram-se aparentemente eficientes para regenerar a glutationa a sua forma reduzida,
dando assim continuidade ao ciclo. A superoxido dismutase mostrou-se eficiente na sua
funcédo de dismutar o O,*" (radical superéxido) a H,O e O,, e em seguida, a ascorbato
peroxidase reduz esse H,O, em H,0, utilizando o ascorbato como doador de elétrons.

A andlise multivariada elaborada no presente capitulo comprovou que pelo
menos parte das variagdes no sistema de defesas antioxidativas de T. pulchra foi
explicada pela agdo conjunta de poluentes e temperatura, como foi o caso da glutationa
redutase e da ascorbato peroxidase.

O aumento dos indices de NO, e O3 levaram a reducdo da concentracdo de acido
ascorbico e aumento da concentracdo da glutationa e ascorbato peroxidase. Esse fato
indica que ha oxidacdo do &cido ascorbico e concomitante reducdo da glutationa,

intensificando as defesas contra as espécies reativas de oxigénio, sem participacdo de
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fatores abiodticos, como a temperatura. Relagdes muitas vezes similares foram
encontradas no estudo realizado em condigdes naturais de campo (ver capitulo 11, tabela
2).

O NO; é um forte marcador de emissdo veicular, de modo que outros poluentes
oxidativos, de mesma origem, podem ter contribuido para a intensificacdo das defesas
antioxidativas. O material particulado pode ser um deles, embora ndo tenha sido
monitorado no interior das camaras de topo aberto. Em trabalho realizado por Rinaldi et
al. (2012) no mesmo local de Cubatdo (CEPEMA), observou-se que um grande
nimero de veiculos movidos ao longo da rodovia em direcdo a costa, durante a
primavera e verdo, contribuiu para o aumento de particulas atmosféricas e de HPAs.
Estudos realizados por Netto et al (2007), Miguel (1998) e Abrantes et al. (2009)
comprovaram que no Brasil ha predominancia de naftaleno, fluoranteno, antraceno e
pireno provenientes da emissdo veicular. Rinaldi et al. (2012) ainda concluiram que os
HPAs encontrados em Cubatdo sdo oriundos de fontes veiculares e petroquimicas, e que
suas emissdes e concentragfes foram influenciadas pelas chuvas e altas variagfes de
temperatura observadas em seu estudo.

A relagdo positiva entre 0 acimulo de malondialdeido e O3 demonstra que,
apesar do aumento de defesas antioxidativas, o0 Oz levou a peroxidacdo lipidica nas
plantas de T. pulchra. Em estudo realizado por Silva (2012) com T. pulchra exposta na
regido de Cubatdo, ndo houve diferenca na fotossintese, porém o crescimento das
plantas foi reduzido, indicando que os individuos utilizaram os produtos fotoassimilados
preferencialmente na manutencéo e reparo de danos. Com isso, ndo é possivel afirmar
que o estresse oxidativo iniciado ao nivel celular sempre progredird para niveis de

organizacéo celular.
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A temperatura afetou basicamente a atividade dos compostos enzimaticos —
superoxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase e catalase — como ja
encontrado em estudos realizados com Nicotiana tabacum “Bel W3” (Esposito et. al
2009, Dias et al. 2011), Caesalpinia echinata Lam. (Bulbovas et al. 2010) e Ipomea nil
“Scarlet O’Hara” (Dafre et al. 2011). Além disso, as condi¢fes meteoroldgicas também
podem agir sobre a condutdncia estomaética de plantas, de modo a interferir na sua

capacidade de desintoxicacdo (Dafre et al. 2011).

Concluséo

No estudo realizado em camaras de topo aberto, o impacto dos poluentes, nos
niveis observados na regido de Cubatdo durante o periodo experimental, alterou 0s
niveis de respostas antioxidativas de T. pulchra, aumentando sua capacidade de tolerar o
estresse oxidativo. A glutationa, em sua forma reduzida, bem como as enzimas catalase
e ascorbato peroxidase, foram as principais defesas responsaveis por esse aumento de

tolerancia.
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DISCUSSAO GERAL
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Conforme ja ressaltado nos capitulos anteriores, Tibouchina pulchra, espécie
pioneira da Floresta Atlantica, tem se mostrado tolerante ao estresse oxidativo imposto
por poluentes atmosféricos nos niveis observados na regido de Cubatdo, contribuindo
significantemente para a caracterizagdo fisiondmica e estrutural da floresta na regido
(Leitdo Filho 1993). Vérios estudos demonstraram a capacidade de T. pulchra de
acumular elementos téxicos, como metais, enxofre e flior (Klumpp et al. 1998, 2000,
2002; Furlan et al. 1999, 2004, 2007; Moraes et al. 2003; Domingos et al. 2003 e Szabo
et al. 2003). Outros trabalhos, como os de Moraes et al. (2000) e Klumpp et al. (2000),
demonstraram que o nivel de alguns antioxidantes, entre os quais &cido ascérbico e
peroxidases, sdo alterados em plantas de T. pulchra expostas aos poluentes de origem
industrial na regido de Cubatdo. Com base nesses resultados, foi possivel supor que T.
pulchra possui capacidade de oxi-reducdo eficiente, que ainda precisa ser caracterizado.
Por isso, essa espécie foi adotada como bioindicadora modelo para monitorar riscos
associados a uma nova situacdo de contaminacdo atmosférica por poluentes com
potencial oxidativo no entorno da refinaria de petroleo instalada no complexo industrial
de Cubatdo. Este € o tema central desta Tese de Doutorado.

Para diminuir os problemas ambientais decorrentes da alta emisséo de poluentes
pela refinaria, a empresa operadora desta trocou tal sistema de caldeiras movidas a 6leo
combustivel para geracdo de energia e vapor por uma termoelétrica movida a gas
natural, com inicio de operacdo em 2010. Entre os beneficios esperados dessa mudanca,
inclui-se a reducdo dos niveis de compostos gasosos de enxofre e de nitrogénio e de
material particulado no ar (Petrobras 2009). Sendo assim, no presente projeto, testamos
as hipoteses de que haveria diminuicdo de riscos oxidativos impostos por compostos
gasosos de enxofre e de nitrogénio e de material particulado apds o inicio de operacgéo

da termoelétrica, pelo menos na area de influéncia da refinaria e que tal ganho em
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gualidade ambiental poderia ser dimensionado por meio de biomonitoramento ativo,
com T. pulchra, analisando-se indicadores de sua capacidade de oxi-reducéo.

O biomonitoramento teve inicio antes e término apds o inicio da operagdo do
novo sistema de co-geragdo de energia e vapor. Periodicamente, foram analisados
indicadores de capacidade de oxi-reducdo e de danos em membranas, em plantas
expostas em locais situados no entorno da refinaria, cujos resultados foram mostrados
no capitulo 1. Além disso, as plantas jovens de T. pulchra também foram expostas ao
ar filtrado e néo filtrado, em um sistema de cdmaras de topo aberto, instalado na area de
influéncia da refinaria, cujos resultados foram discutidos no capitulo I1I.

No capitulo Il, foi comprovado que a troca do sistema de energia da refinaria
(Fase P6s-UTE) foi crucial para diminuicdo dos niveis de SO,, comprovada pelo
monitoramento realizado rotineiramente pela Companhia Ambiental do Estado de Sao
Paulo (CETESB). Embora tenha havido a diminuigdo de SO,, as defesas antioxidativas
de T. pulchra variaram bastante ao longo dos 11 experimentos ali realizados, cobrindo
todas as fases de troca do sistema de producdo de energia pela refinaria de petrdleo, em
resposta ao aumento dos niveis de NO, NO; e Os, poluentes atmosféricos de alto poder
oxidativo.

Os antioxidantes ndo enzimaticos — &cido ascorbico e glutationa — foram aqueles
mais significativos para demonstrar o estado redox das plantas expostas a aquela
situacdo especifica de estresse.

As condicdes meteoroldgicas também afetaram e se correlacionaram com a
atividade antioxidativa da planta e com a formacéo dos poluentes atmosféricos.

Portanto, nesse capitulo, rejeitou-se a primeira hipotese proposta, ja que nao
houve a diminuicdo de riscos oxidativos impostos pelos poluentes associados a troca de

sistema de geracdo de energia e vapor para a refinaria de petroleo, ainda que as
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concentragdes de SO, tenham diminuido. A segunda hipétese proposta foi comprovada,
visto que a mudanca na qualidade do ar pdde ser dimensionada por meio do
biomonitoramento de T. pulchra através da anélise de seu sistema de defesa
antioxidativo.

No capitulo I1l, onde foi descrito o experimento de fumigagdo em camaras de
topo aberto, os niveis de NO e NO, monitorados no interior da cadmara de ar filtrado
foram, em geral, semelhantes aos niveis encontrados no experimento em campo. J& sob
condicGes controladas, as plantas responderam também as variaveis climaticas, como
temperatura e umidade (principalmente as respostas enzimaticas) e também a acédo
conjunta dos dois fatores, como poluentes e temperatura, no caso da glutationa redutase
e ascorbato peroxidase.

O aumento da concentracdo de poluentes — como 0 NO; e 0 O3 — levaram a
reducdo da concentracdo de &cido ascorbico e aumento da concentracdo de glutationa e
da enzima ascorbato peroxidase.

No estudo em cadmaras, a glutationa e as enzimas catalase e ascorbato peroxidase
foram as principais responsaveis por manter a tolerdncia de T. pulchra ao estresse
oxidativo oriundo de poluicdo atmosférica na regido. Dessa forma, o objetivo proposto
foi alcancado: os niveis de respostas oxidativas de T. pulchra foram de fato alterados
pelos poluentes atmosféricos da regido.

Contudo, o contetdo de MDA, que foi o indicador de danos oxidativos as
membranas celulares, monitorado nas plantas de T. pulchra utilizadas em ambos as
etapas experimentais, também aumentou em resposta ao aumento do poder oxidativo da
atmosfera apds a partida da usina termoelétrica. Esse resultado parece indicar que o
equilibrio pro-oxidante/antioxidante, conforme definido por Jaleel et al. (2009), pode

ndo ter sido alcancado. Disto surge a divida se os danos oxidativos detectados nas

140



membranas celulares foram projetados para 0s niveis superiores da organizacdo
bioldgica. De acordo com Silva (2012), que desenvolveu seu estudo paralelamente a
este, as trocas gasosas ndo foram reduzidas significativamente ao longo do periodo
experimental em campo, mas houve mudancas na alocacdo de biomassa entre raizes e
parte aérea da planta, que sdo indicadoras de toxicidade geralmente verificada em
arvores que crescem em ambientes poluidos ou de aumento de produtividade, em
plantas que crescem em ambientes enriquecidos por nutrientes como o0 nitrogénio, por
exemplo.

Finalmente, serd necessario estender a andlise das concentracfes atmosféricas
dos poluentes rotineiramente monitorados pela CETESB, no Centro de Cubatéo, que
recebe a influéncia das emissGes da refinaria de petréleo. Esse acompanhamento teria a
finalidade de verificar se a mudanca no perfil da qualidade do ar na regido, coincidente
com o inicio de funcionamento da termoelétrica, persistird no futuro, como tem sido
verificado até o momento (conforme figura 4, do capitulo Il). Em paralelo, sugere-se,
inclusive, a continuidade do biomonitoramento por um periodo mais longo, ndo
somente com T. pulchra, que é tolerante ao estresse oxidativo, mas também com

espécies mais sensiveis.
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