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Figura 20: Correlação entre Al acumulado entre as metodologias de 

fluorimetria pelo complexo Al-morin e por ICP-MS em células de tabaco cv. BY-

2, nas fases log e estacionária, com coeficiente de correlação entre as 

metodologias igual a: 

R2=0,96................................................................................................................... 

 

 

 

 

67 

Figura 21: Peroxidação lipídica em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (□) 

e estacionária (■), medida pelo teste TBA. Resultados expressos em mmol 

MDA/mg MF. Os resultados em células na fase estacionária foram próximos de 

zero, considerados desprezíveis. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a 

pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão 

pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM (lavagens em sol. padrão 

pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão + 

40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrão + 80mM 

sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2)............................. 
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Figura 22: Curva de calibração com concentrações de H2O2, medida a 560nm. 

O coeficiente de correlação para a curva foi de R2 = 0,9965................................. 
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Figura 23 Concentração de H2O2 em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de 

crescimento. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, 

porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al 

em sol. padrão), 80/40 mM (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de 

sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose ou 

manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose ou manitol e 

exposição ao Al em sol. padrão pH4,2)................................................................. 
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Figura 24: Correlação entre a peroxidação lipídica e o conteúdo de H2O2 em  



  

células de tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos 

aplicados em células tanto na fase log como na estacionária para traçar o 

gráfico..................................................................................................................... 
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Figura 25: Correlação entre a peroxidação lipídica e o acúmulo de Al medido 

por ICP-MS (□), com R2 = 0,6558 e correlação entre o conteúdo de H2O2 e o 

acúmulo de Al medido por ICP-MS (■), com R2 = 0,1047 em células de tabaco 

cv. BY-2. Foram considerados os dados de todos os tratamentos aplicados às 

células tanto na fase log, como na fase estacionária de crescimento................... 
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Figura 26: Correlação entre a peroxidação lipídica e a viabilidade celular (■), 

com R2 = 0,6152 e correlação entre o conteúdo de H2O2 e a viabilidade celular 

(□), com R2 = 0,604 em células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os 

dados de todos os tratamentos aplicados às células tanto na fase log, como na 

fase estacionária de crescimento........................................................................... 
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Figura 27: Bandas de SOD em PAGE 9%. P (padrão SOD-bovina) e 

tratamentos: pH5,6; pH4,2; 50µM AlCl3; 80/40sac (lavagens com a solução 

padrão acrescida de 80mM sacarose e exposição ao Al em solução padrão 

acrescida de 40mM sacarose, pH4,2) e 80/0sac (idem ao tratamento anterior, 

porém a exposição ao Al foi feita em solução padrão pH4,2). Corridas 

simultâneas, a 4˚C, 15mA/gel, utilizando-se 60μg de proteínas/amostra.............. 
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Figura 28: Identificação das diferentes isoenzimas de SOD. Estão presentes a 

Mn-SOD, resistente aos dois inibidores usados e a Fe-SOD, resistente ao KCN 

e inibida pelo H2O2. A primeira parte (controle) foi revelada através do 

procedimento padrão para SOD. A corrida do gel foi realizada a 4˚C, 15mA/gel 

por um tempo médio de 3h, em cuba Pharmacia para mini-gel............................. 
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Figura 29: Atividade da catalase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log (□) 

e estacionária de crescimento (■). Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a 

pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão 

pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. 

padrão pH4,2 + 80mM de sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM 

sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e 

exposição ao Al em sol. padrão pH4,2)................................................................. 

 

 

 

 

 

 

75 

Figura 30: Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em células de tabaco BY-2  



  

nas fases log (□) e estacionária (■). Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a 

pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão 

pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. 

padrão pH4,2 + 80mM de sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM 

sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e 

exposição ao Al em sol. padrão pH4,2)................................................................. 
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Figura 31: Atividade da glutationa-S-transferase em células de tabaco cv. BY-2 

na fase log (□) e estacionária de crescimento (■). Controles: pH5,6 (lavagens e 

exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em 

sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens 

em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 

40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e 

exposição ao Al em sol. padrão pH4,2)................................................................. 
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Figura 32: Atividade da Glutationa redutase (GR) em células de tabaco cv. BY-2 

na fase log (□) e estacionária de crescimento (■). Controles: pH5,6 (lavagens e 

exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em 

sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens 

em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposição ao Al em 

sol. padrão + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrão + 

80mM sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2).................. 
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Figura 33: Peroxidação lipídica medida pelo teste TBA em células de tabaco cv. 

BY-2 na fase log de crescimento, sob condições de acúmulo de Al padrão, com 

o uso de 20 µM BHA e com 100 µM BHA tanto nas lavagens precedentes à 

exprosição, como durante as 2h de exposição ao Al. Controles: pH5,6 

(lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão 

(lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM 

(lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposição 

ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. 

padrão + 80mM sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2)... 
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Figura 34: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log 

de crescimento. O tratamento sem BHA é o experimento padrão de exposição 

ao Al; o tratamento 20µM BHA recebeu esta concentração do antioxidante nas 

soluções de lavagens e durante a exposição; idem para o tratamento 100 µM 

BHA. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém 

pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em 

sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de 

sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose); 80/0 mM sac 

(lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e exposição ao Al em sol. padrão 

pH4,2).................................................................................................................... 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

85 

Figura 35: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular 

(ICC%) da cultura de células BY-2 submetida aos diferentes tratamentos na 

presença de 20µM BHA. O ICC foi medido a cada ao final das 2h de exposição 

e a cada 24h até 96h após a realização do experimento. A medição deu-se por 

centrifugação da suspensão celular a 200g por 

2min.................................................................. 
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Figura 36: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular 

(ICC%) da cultura de células de tabaco cv. BY-2 na fase log submetidas aos 

diferentes tratamentos na presença de 100µM BHA após a exposição. O índice 

de compactação celular foi medido a cada ao final das 2h de exposição aos 

tratamentos e a cada 24h até 96h após a realização do experimento. A medição 

deu-se por centrifugação da suspensão celular a 200g por 2min.......................... 
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Figura 37: Perfil protéico das células tratadas sob condições de pH 5,6. Os géis 

correspondem a (A) fase log e (B) fase estacionária de crescimento. As 

proteínas foram separadas na 1ª. Dimensão com o uso de fitas de pH 

imobilizado na faixa de 3 a 10 e na 2ª. Dimensão por SDS-PAGE gradiente 8-

16%. Foram usadas 75µg proteína em cada gel................................................... 
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Figura 38: Perfil protéico das células tratadas com Al. Géis: (A) fase log e (B) 

fase estacionária. As proteínas foram separadas por IEF pH 3 a 10 e SDS-

PAGE 8-16%. Foram usadas 75 µg proteína em cada gel.................................... 
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RESUMO 

 

CAPALDI, F.R. Estresse oxidativo e diferenças na sensibilidade de células de 

tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 ao alumínio e à acidez. 2006. 150f. Tese 

(Doutorado). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo. 

 

 O alumínio é limitante à atividade agrícola em todo o mundo. Nos solos ácidos 

a disponibilidade de Al aumenta. Estes solos constituem a maioria dos solos do 

mundo e dois terços dos solos brasileiros. O problema da acidez do solo e da 

toxicidade por Al é altamente significativo para as perdas na produtividade agrícola e 

florestal. Para se ter Al disponível, primeiramente tem que se ter condições de pH 

baixo. O primeiro sintoma causado pela toxicidade por Al é a inibição no 

alongamento do sistema radicular. Existem trabalhos vinculando a inibição a 

alterações nos processos de divisão e expansão celular. Embora os mecanismos de 

toxicidade e resistência ao Al não estejam totalmente elucidados, admite-se que em 

algumas plantas, a quelação do Al por ácidos orgânicos é um dos mecanismos que 

confere resistência das células ao Al, assim como em outras plantas a elevação do 

pH da rizosfera, por compostos liberados pelo sistema radicular, atua na queda da 

disponibilidade do Al na solução do solo. Porém, existem outras alternativas que 

vêm sendo propostas na literatura como possíveis mecanismos de resistência das 

plantas ao Al, principalmente ao nível celular e molecular. Alterações nas 

composições lipídica e protéica da membrana plasmática, assim como na sua 

estrutura física; ativação do sistema antioxidante celular; alterações na sinalização 

celular e de atividade dos canais de troca da membrana plasmática vêm sendo 

estudados como possíveis contribuintes para os mecanismos de resistência ao Al. A 



  

sensibilidade celular ao Al depende do seu estágio de desenvolvimento. As células 

sensíveis ao Al acumulam o metal, enquanto que as resistentes acumulam muito 

pouco. Foi constatado em nosso trabalho que as células sensíveis ao Al também 

são sensíveis ao baixo pH. As células sensíveis não conseguem recuperar seu 

crescimento e sua viabilidade celular após a exposição ao Al ou ao baixo pH. 

 A sacarose ou manitol conferiram proteção às células quanto ao acúmulo de 

Al. Isso fez com que a viabilidade mantivesse-se em níveis próximos ao controle 

(pH5,6) e a cultura conseguisse recuperar seu crescimento e viabilidade após a 

exposição ao Al e ao baixo pH. O efeito protetor não foi devido ao caráter energético 

da sacarose, pois o manitol não é metabolizado pelas células BY-2 e os resultados 

foram semelhantes quando se usou sacarose ou manitol, nas mesmas 

concentrações. 

Sabe-se que o Al aumenta a peroxidação lipídica e a oxidação protéica da 

membrana plasmática, pela geração de EAO’s, desencadeando o processo de 

estresse oxidativo na célula. Em nosso estudo, nas células sensíveis houve 

peroxidação dos lipídios, ativação do sistema de enzimas antioxidantes, como SOD, 

GST, GR, CAT e APX, alteração nos níveis de carboidratos e alteração no perfil 

protéico de frações enriquecidas de membrana plasmática, obtido por eletroforese 

2D. O mesmo comportamento foi verificado em células sensíveis tratadas a baixo 

pH. 

Pode-se concluir que o sistema antioxidante celular foi ativado na presença 

de baixo pH ou Al, pela ocorrência de peroxidação lipídica, que gera maiores 

concentrações de H2O2 nas células sensíveis (fase log). E que existem diferenças no 

perfil protéico de células tratadas com Al em relação a células mantidas sob 



  

condições de cultivo, tanto em presença de spots como em expressão diferencial. 

Porém estas diferenças necessitam ser melhores exploradas.  

A peroxidação lipídica é um bom indicador da sensibilidade celular ao Al e ao 

baixo pH, assim como a ativação do sistema antioxidante e a geração do peróxido 

de hidrogênio. Poderiam ser realizados experimentos no tempo, medindo-se o 

acúmulo de Al e relacionando-o aos níveis de peroxidação lipídica, atividade das 

enzimas antioxidantes e geração do peróxido, para que pudéssemos indicar talvez 

um processo que se iniciasse antes que outro, ou mesmo que decaísse antes do 

outro. Assim como um monitoramento das condições de oxidação protéica na 

presença de Al.  

 

Palavras-chave: cultura de células vegetais; enzimas antioxidantes; membrana 

plasmática; proteínas da membrana; toxicidade por alumínio. 

 

 

  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

ABSTRACT 

 

CAPALDI, F.R. Oxidative stress and differences in sensibility of tobacco cells 

(Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 to aluminum and acidity. 2006. 150f. Thesis 

(Doctorate). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo. 

 

 Aluminum limits crop production in all over the world. In acid solis the Al 

disponibility is larger. Acid soils compose the major part of the brazillian soils. The 

problem of acidity and Al toxicity results in losses of productivity in agriculture and 

forestry. The first symptom of Al toxicity is inhibition of root growth. There is many 

studies that indicate relations between the inhibition of root growth and cell division 

and expansion alterations. The mechanisms of Al toxicity and resistance aren’t 

completely understood in plants. The resistance mechanism of Al chelation by 

organic acid is one of the mechanisms accept, like the elevation of the rizosphere pH 

by substances exsudated by the root system. Other possible mechanisms that are 

being mentionated are the alterations in plasma membrane composition and 

structure, antioxidant cell system activation, alterations in cell signal and alterations 

in the membrane channels activity. Aluminum cell sensibility depends of the status 

cellular. The cells that are sensible to Al, are in the log phase of growth and 

accumulate the metal, whereas the resistant cells do not accumulate and were in the 

stationary phase of growth. In our work, we observed that the sensible cells are 

sensible to low pH too. The sensible cells don’t recover their growth rate and cellular 

viability after the treatment exposition. 



  

 Sucrose or mannitol confers cellular protection against the Al. The cellular 

viability was high (next to the control, pH5,6) and the cell culture recovery their 

growth and viability after the Al or low pH exposition. 

The protective effect don’t occurs in response to the energetic role of sucrose, 

because cells treated with mannitol showed the same results and the mannitol did 

not metabolizated by tobacco BY-2 cells.  

 Al induces lipid peroxidation and protein oxidation in plasma membrane, by 

the ROS generation promoting the oxidative stress. We found that sensible Al cells 

showed lipid peroxidation, H2O2 generation, antioxidant enzymes activation (SOD, 

GST, GR, CAT and APX), alterations in the total soluble carbohydrate levels and 

protein profile alterations by 2D electrophoresis. The same responses were observed 

in the pH sensible cells, at log phase of growth. This differences should be more 

explored.  

 We concluded that the lipid peroxidation is an indicator of sensitivity to Al and 

low pH, like the antioxidant enzymes activities and the H2O2 generation. Studies 

should be done with the Al accumulated in time, measuring the activities of 

antioxidant system and the lipid peroxidation with the objective to indicated what 

process could start firstly.  

 

Key-words: plant cell culture; antioxidant enzymes; plasma membrane; membrane 

proteins; aluminum toxicity. 
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Figura 34: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log 

de crescimento. O tratamento sem BHA é o experimento padrão de exposição 

ao Al; o tratamento 20µM BHA recebeu esta concentração do antioxidante nas 

soluções de lavagens e durante a exposição; idem para o tratamento 100 µM 

BHA. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém 

pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em 

sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de 

sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose); 80/0 mM sac 

(lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e exposição ao Al em sol. padrão 

pH4,2).................................................................................................................... 
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Figura 35: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da 

cultura de células BY-2 submetida aos diferentes tratamentos na presença de 

20µM BHA. O ICC foi medido a cada ao final das 2h de exposição e a cada 24h 

até 96h após a realização do experimento. A medição deu-se por centrifugação 

da suspensão celular a 200g por 2min.................................................................. 
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Figura 36: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da 

cultura de células de tabaco cv. BY-2 na fase log submetidas aos diferentes 

tratamentos na presença de 100µM BHA após a exposição. O índice de 

compactação celular foi medido a cada ao final das 2h de exposição aos 

tratamentos e a cada 24h até 96h após a realização do experimento. A medição 

deu-se por centrifugação da suspensão celular a 200g por 2min.......................... 
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Figura 37: Perfil protéico das células tratadas sob condições de pH 5,6. Os géis 

correspondem a (A) fase log e (B) fase estacionária de crescimento. As 

proteínas foram separadas na 1ª. Dimensão com o uso de fitas de pH 

imobilizado na faixa de 3 a 10 e na 2ª. Dimensão por SDS-PAGE gradiente 8-

16%. Foram usadas 75µg proteína em cada gel................................................... 
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 x

Figura 38: Perfil protéico das células tratadas com Al. Géis: (A) fase log e (B) 

fase estacionária. As proteínas foram separadas por IEF pH 3 a 10 e SDS-

PAGE 8-16%. Foram usadas 75 µg proteína em cada gel.................................... 
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RESUMO 

 

CAPALDI, F.R. Estresse oxidativo e diferenças na sensibilidade de células de 

tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 ao alumínio e à acidez. 2006. 150f. Tese 

(Doutorado). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo. 

 

 O alumínio é limitante à atividade agrícola em todo o mundo. Nos solos ácidos 

a disponibilidade de Al aumenta. Estes solos constituem a maioria dos solos do 

mundo e dois terços dos solos brasileiros. O problema da acidez do solo e da 

toxicidade por Al é altamente significativo para as perdas na produtividade agrícola e 

florestal. Para se ter Al disponível, primeiramente tem que se ter condições de pH 

baixo. O primeiro sintoma causado pela toxicidade por Al é a inibição no 

alongamento do sistema radicular. Existem trabalhos vinculando a inibição a 

alterações nos processos de divisão e expansão celular. Embora os mecanismos de 

toxicidade e resistência ao Al não estejam totalmente elucidados, admite-se que em 

algumas plantas, a quelação do Al por ácidos orgânicos é um dos mecanismos que 

confere resistência das células ao Al, assim como em outras plantas a elevação do 

pH da rizosfera, por compostos liberados pelo sistema radicular, atua na queda da 

disponibilidade do Al na solução do solo. Porém, existem outras alternativas que 

vêm sendo propostas na literatura como possíveis mecanismos de resistência das 

plantas ao Al, principalmente ao nível celular e molecular. Alterações nas 

composições lipídica e protéica da membrana plasmática, assim como na sua 

estrutura física; ativação do sistema antioxidante celular; alterações na sinalização 

celular e de atividade dos canais de troca da membrana plasmática vêm sendo 

estudados como possíveis contribuintes para os mecanismos de resistência ao Al. A 



 xiii

sensibilidade celular ao Al depende do seu estágio de desenvolvimento. As células 

sensíveis ao Al acumulam o metal, enquanto que as resistentes acumulam muito 

pouco. Foi constatado em nosso trabalho que as células sensíveis ao Al também 

são sensíveis ao baixo pH. As células sensíveis não conseguem recuperar seu 

crescimento e sua viabilidade celular após a exposição ao Al ou ao baixo pH. 

 A sacarose ou manitol conferiram proteção às células quanto ao acúmulo de 

Al. Isso fez com que a viabilidade mantivesse-se em níveis próximos ao controle 

(pH5,6) e a cultura conseguisse recuperar seu crescimento e viabilidade após a 

exposição ao Al e ao baixo pH. O efeito protetor não foi devido ao caráter energético 

da sacarose, pois o manitol não é metabolizado pelas células BY-2 e os resultados 

foram semelhantes quando se usou sacarose ou manitol, nas mesmas 

concentrações. 

Sabe-se que o Al aumenta a peroxidação lipídica e a oxidação protéica da 

membrana plasmática, pela geração de EAO’s, desencadeando o processo de 

estresse oxidativo na célula. Em nosso estudo, nas células sensíveis houve 

peroxidação dos lipídios, ativação do sistema de enzimas antioxidantes, como SOD, 

GST, GR, CAT e APX, alteração nos níveis de carboidratos e alteração no perfil 

protéico de frações enriquecidas de membrana plasmática, obtido por eletroforese 

2D. O mesmo comportamento foi verificado em células sensíveis tratadas a baixo 

pH. 

Pode-se concluir que o sistema antioxidante celular foi ativado na presença 

de baixo pH ou Al, pela ocorrência de peroxidação lipídica, que gera maiores 

concentrações de H2O2 nas células sensíveis (fase log). E que existem diferenças no 

perfil protéico de células tratadas com Al em relação a células mantidas sob 
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condições de cultivo, tanto em presença de spots como em expressão diferencial. 

Porém estas diferenças necessitam ser melhores exploradas.  

A peroxidação lipídica é um bom indicador da sensibilidade celular ao Al e ao 

baixo pH, assim como a ativação do sistema antioxidante e a geração do peróxido 

de hidrogênio. Poderiam ser realizados experimentos no tempo, medindo-se o 

acúmulo de Al e relacionando-o aos níveis de peroxidação lipídica, atividade das 

enzimas antioxidantes e geração do peróxido, para que pudéssemos indicar talvez 

um processo que se iniciasse antes que outro, ou mesmo que decaísse antes do 

outro. Assim como um monitoramento das condições de oxidação protéica na 

presença de Al.  

 

Palavras-chave: cultura de células vegetais; enzimas antioxidantes; membrana 

plasmática; proteínas da membrana; toxicidade por alumínio. 
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ABSTRACT 

 

CAPALDI, F.R. Oxidative stress and differences in sensibility of tobacco cells 

(Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 to aluminum and acidity. 2006. 150f. Thesis 

(Doctorate). Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo. 

 

 Aluminum limits crop production in all over the world. In acid solis the Al 

disponibility is larger. Acid soils compose the major part of the brazillian soils. The 

problem of acidity and Al toxicity results in losses of productivity in agriculture and 

forestry. The first symptom of Al toxicity is inhibition of root growth. There is many 

studies that indicate relations between the inhibition of root growth and cell division 

and expansion alterations. The mechanisms of Al toxicity and resistance aren’t 

completely understood in plants. The resistance mechanism of Al chelation by 

organic acid is one of the mechanisms accept, like the elevation of the rizosphere pH 

by substances exsudated by the root system. Other possible mechanisms that are 

being mentionated are the alterations in plasma membrane composition and 

structure, antioxidant cell system activation, alterations in cell signal and alterations 

in the membrane channels activity. Aluminum cell sensibility depends of the status 

cellular. The cells that are sensible to Al, are in the log phase of growth and 

accumulate the metal, whereas the resistant cells do not accumulate and were in the 

stationary phase of growth. In our work, we observed that the sensible cells are 

sensible to low pH too. The sensible cells don’t recover their growth rate and cellular 

viability after the treatment exposition. 
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 Sucrose or mannitol confers cellular protection against the Al. The cellular 

viability was high (next to the control, pH5,6) and the cell culture recovery their 

growth and viability after the Al or low pH exposition. 

The protective effect don’t occurs in response to the energetic role of sucrose, 

because cells treated with mannitol showed the same results and the mannitol did 

not metabolizated by tobacco BY-2 cells.  

 Al induces lipid peroxidation and protein oxidation in plasma membrane, by 

the ROS generation promoting the oxidative stress. We found that sensible Al cells 

showed lipid peroxidation, H2O2 generation, antioxidant enzymes activation (SOD, 

GST, GR, CAT and APX), alterations in the total soluble carbohydrate levels and 

protein profile alterations by 2D electrophoresis. The same responses were observed 

in the pH sensible cells, at log phase of growth. This differences should be more 

explored.  

 We concluded that the lipid peroxidation is an indicator of sensitivity to Al and 

low pH, like the antioxidant enzymes activities and the H2O2 generation. Studies 

should be done with the Al accumulated in time, measuring the activities of 

antioxidant system and the lipid peroxidation with the objective to indicated what 

process could start firstly.  

 

Key-words: plant cell culture; antioxidant enzymes; plasma membrane; membrane 

proteins; aluminum toxicity. 
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1  INTRODUÇÃO  

  

 O alumínio é limitante ao crescimento e desenvolvimento das culturas 

agrícolas em grandes áreas do mundo. Um dos primeiros sintomas da toxicidade por 

Al é a inibição do crescimento radicular. O estudo do seu impacto sobre as culturas 

agrícolas tem elevada importância nas mais diversas áreas de estudo que 

compreendem a Agronomia, Medicina e a Biologia (UEXKULL; MUTERT, 1995; 

KERR et al., 1992; MCLACHLAN et al., 1992). A disponibilidade do Al é aumentada 

em solos ácidos (pH<5,5), os quais recobrem cerca de 40% da área agricultável do 

mundo e constituem cerca de dois terços dos solos no Brasil (VITORELLO et al., 

2005).  

 A existência de variabilidade genética quanto à resistência ao Al é conhecida 

e a importância dos programas de melhoramento genético no Brasil estão bem 

exemplificadas em relação ao trigo e ao milho (CAMARGO et al., 1998; PANDEY et 

al., 1994; PARENTONI et al., 2001).  Vários estudos apontam diferentes hipóteses 

para os mecanismos de toxicidade e resistência ao Al em plantas, como: alterações 

na membrana plasmática, indução de estresse oxidativo via peroxidação de lipídios, 

interferência na sinalização celular e exclusão de Al por exsudação de ácidos 

orgânicos e/ou elevação do pH da rizosfera, entre outras (PELLET et al., 1995; 

JONES; KOCHIAN, 1997; DEGENHARDT et al., 1998; PINEROS et al., 2002; AHN 

et al., 2001). Há evidências indiretas que favorecem cada uma destas hipóteses, 

entretanto, diretamente, não há dados suficientes para que uma hipótese possa ser 

favorecida sobre outra (RICHARDS et al., 1998).   

Em suma, os mecanismos de toxicidade e resistência ao Al não estão 

totalmente esclarecidos. 
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 Além das diferenças genotípicas, é necessário considerar que a sensibilidade 

celular ao Al depende do seu estado fisiológico de desenvolvimento. Células da 

zona de transição distal são as mais sensíveis ao Al, encontrando-se no final do 

ciclo de divisão celular e preparando-se para a fase de elongação celular 

(SIVAGURU et al., 1999; BLANCAFLOR et al., 1998; VITORELLO et al., 2005). As 

diferenças na sensibilidade celular ao Al também podem ser observadas em células 

de crescimento polar (JONES et al., 1995; CARE, 1995; DONCHEVA et al., 2005). 

Células da região apical de raízes de milho e aveia expostas ao Al 

apresentaram alterações em sua estrutura em relação ao controle, sobretudo na 

epiderme e córtex, resultando em diminuição da divisão celular e redução do 

crescimento radicular, ocasionando morte celular (CIAMPOROVÁ, 2000; PAN et al., 

2001).  

Células de tabaco cultivadas em suspensão, também apresentam diferenças 

na sensibilidade ao Al, dependendo da fase de crescimento em que se encontram. 

Células na fase log de crescimento são sensíveis, enquanto que células na fase 

estacionária são resistentes (YAMAMOTO et al., 1994; VITORELLO; HAUG, 1996 e 

1999). Pode-se conferir resistência às células sensíveis pela retirada de fósforo ou 

de todos os nutrientes do meio de cultura (YAMAMOTO et al., 1996; EZAKI et al., 

1995; VITORELLO; HAUG, 1999). Vitorello e Haug (1999) constataram que o 

acúmulo de Al atingia níveis insignificantes e que, a transição de um estado sensível 

a um resistente era inibida por Brefeldin A (inibidor do tráfico de vesículas). Este 

resultado pode estar relacionado a alguma alteração na estrutura que envolve a 

parede celular, a membrana plasmática e o citoesqueleto (VITORELLO et al., 2005).   

Geralmente, o acúmulo de Al é maior em células sensíveis ao Al do que em 

células resistentes. Os motivos pelos quais há diferenças no acúmulo de Al entre 
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células sensíveis e resistentes ainda não estão claros. Nos últimos anos, diversos 

trabalhos têm relatado que a exclusão de Al, através da exsudação de ácidos 

orgânicos ou a elevação de pH da rizosfera podem ser os principais mecanismos de 

resistência ao Al (DE LA FUENTE et al., 1997; MA et al., 2001; HAMILTON et al., 

2001; DELHAIZE et al., 2001; KOCHIAN et al., 2004; PINEROS et al., 2005; YANG 

et al., 2005). No entanto, alguns trabalhos têm demonstrado que nem sempre é o 

caso e que outros mecanismos, embora desconhecidos, devem existir, como é o 

caso da Brachiaria decumbens (WENZL, 2001).  

As diferenças no acúmulo de Al podem estar relacionadas com alterações na 

membrana plasmática, podendo envolver as suas composições lipídica e protéica, 

assim como na sua estrutura física.  

Vários estudos têm relacionando o Al à ocorrência de estresse oxidativo, 

principalmente a peroxidação dos lipídios e proteínas da membrana plasmática 

(CAKMAK; HORST, 1991; YAMAMOTO et al., 2001). É possível que o acúmulo de 

Al seja uma consequência de danos causados pela peroxidação da membrana e, 

portanto, diferenças no acúmulo de Al sejam apenas consequência da 

suscetibilidade das células à peroxidação.   

A possibilidade de existência de outros mecanismos de resistência celular ao 

Al está clara, como o aumento da expressão de enzimas antioxidantes (GST e 

peroxidases) em células sensíveis e a diminuição do conteúdo de MDA em células 

tolerantes (EZAKI et al., 1995; 2000; 2001; RICHARDS et al., 1998; YAMAMOTO et 

al., 2001; TAKAHASHI; NAGATA, 1992; GYSEL et al., 1993; KOCHIAN et al., 2004; 

MATSUMOTO et al., 2003). 
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Ezaki et al. (2005) identificaram as funções de dois genes envolvidos com 

mecanismos de tolerância ao Al em plantas, estando um deles associado à 

membrana plasmática e outro relacionado à ativação do efluxo de Al.  

Nosso trabalho se insere em uma linha de pesquisa que procura explorar as 

diferenças de sensibilidade ao Al que ocorrem entre células, em função de seu 

crescimento ou desenvolvimento, para tentar melhor elucidar os mecanismos de 

toxicidade e tolerância ao Al. Assim, procurou-se estudar as diferenças na 

sensibilidade de células de tabaco cv. BY-2 nas fases log e estacionária de 

crescimento.  

O material vegetal utilizado neste trabalho, a cultura de células de tabaco 

(Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 foi escolhido porque este sistema apresenta 

vantagens sobre o uso de sistemas radiculares. As raízes apresentam zonas de 

crescimento diferenciado que possuem acúmulo e sensibilidade também 

diferenciada ao Al. Porém, o limite entre as células que são sensíveis e as tolerantes 

é mal definido e a separação destas células é quase impossível, com problemas 

tanto relacionados à pureza quanto à quantidade de material para estudo. Além 

disto, o uso de culturas de células permite maior homogeneidade no tratamento das 

células. A linhagem BY-2 de tabaco apresenta alta homogeneidade da cultura e 

crescimento rápido, além de se prestar bem a experimentos de sincronização 

celular. 

Neste estudo, primeiramente analisamos o comportamento das células na 

presença de Al, através do acúmulo relativo de Al e da viabilidade celular. 

Procuramos também associar as alterações na sensibilidade ao Al à ocorrência de 

peroxidação lipídica, como indicador de estresse oxidativo. 
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Após a constatação que as células sensíveis ao Al exibiam peroxidação 

lipídica, enfocamos o estudo sobre o sistema de enzimas antioxidantes da célula e 

das proteínas de frações enriquecidas de membrana plasmática.  

Considerando que a membrana plasmática é a barreira primária às trocas 

entre as células e também a barreira inicial que o Al encontra para acumular nas 

células, as alterações provocadas na MP pela toxicidade por Al podem ser um 

resultado da ação conjunta do sistema antioxidante com a expressão diferencial de 

proteínas ou mesmo uma seqüência de reações e processos, iniciados pela geração 

das EAO’s, que resultaram em alterações lipídicas e protéicas da MP. 

 

 
 1.1 Objetivos 

Estudar a razão da ocorrência das diferenças no grau de sensibilidade celular 

ao Al,  entre células de tabaco cv. BY-2 em diferentes estágios de desenvolvimento: 

 Verificar se há diferenças na peroxidação lipídica da membrana plasmática 

entre células que acumulam Al (sensíveis, fase log) e células que não 

acumulam Al (resistentes, fase estacionária) 

 Examinar se as diferenças na peroxidação lipídica da membrana entre células 

sensíveis e resistentes relacionam-se a diferenças na atividade do sistema 

antioxidante celular ou à geração de EAO’s, ou ainda à composição protéica 

da membrana, considerando-a como barreira inicial à entrada de Al na célula,  

 Examinar diferenças no perfil protéico da membrana plasmática entre células 

sensíveis e resistentes, objetivando encontrar proteínas candidatas que 

possam estar relacionadas a estas diferenças de sensibilidade. 

 Relacionar o papel dos osmólitos no acúmulo diferencial de Al entre células 

sensíveis e tolerantes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 Além da revisão de literatura aqui apresentada, encontra-se no Apêndice 1 a 

revisão de VITORELLO et al. (2005), de nossa co-autoria.  

 

2.1 Os solos ácidos e a toxicidade por Al 

A produtividade das culturas agrícolas e florestais é altamente influenciada 

por todos os tipos de estresses ambientais, tais como, geadas, seca, 

encharcamentos/inundações, acidez do solo e toxicidade por metais (AHN et al., 

2004). 

A acidez é uma condição que abrange solos de todo o mundo, estimando-se 

que há cerca de 3,95 bilhões de hectares recobertos por estes solos (FOY, 1984; 

UEXKULL; MUTERT, 1995). Nas regiões tropicais e subtropicais, os solos são 

naturalmente ácidos, devido à elevada precipitação e consequente lixiviação de 

bases trocáveis como o Ca2+, Mg2+, K+ e Na+ (CUSTÓDIO et al., 2002). A acidez 

interfere negativamente no estabelecimento das culturas agrícolas, reduzindo a 

produtividade e a biomassa vegetal (HAUG, 1984). Nestes solos, a disponibilidade 

de Al é aumentada pelos valores de pH abaixo de 5,0. 

 A maioria das espécies vegetais é sensível a valores de pH abaixo de 5,0. 

Sob estas condições, também são sensíveis a concentrações de Al da ordem de 

micromolares, de modo que perdas expressivas na produtividade agrícola são 

causadas pela toxicidade por Al (TAMÁS et al., 2003).  

 

2.2 Toxicidade e sensibilidade celular ao Al  

A inibição do alongamento radicular é o primeiro efeito da toxicidade do Al 

nas plantas. Esta inibição pode estar associada a disfunções nos processos de 
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divisão e alongamento celular (HORST, 1995; KOCHIAN, 1995; TAYLOR, 1995; 

MATSUMOTO, 2000). Entretanto, os mecanismos primários desta inibição não se 

encontram totalmente elucidados (KINRAIDE, 1993; EZAKI et al., 2005). 

A região do ápice radicular é o primeiro local onde nota-se o efeito inibitório 

provocado pelo Al e esta região desempenha um importante papel na toxicidade e 

na resistência ao Al (SIVAGURU; HORST, 1998; AHN et al., 2001). Entretanto, os 

mecanismos de toxicidade e resistência ao Al em plantas são pouco conhecidos 

(MATSUMOTO, 2000; AHN et al., 2004; VITORELLO et al., 2005). 

Alguns mecanismos de resistência ao Al têm sido sugeridos na literatura, 

sendo a quelação do Al por ácidos orgânicos o mais conhecido deles. Já foram 

relatados mecanismos de quelação por citrato (MIYASAKA et al., 2001), malato 

(RYAN et al., 1995; DELHAIZE et al., 2003) e oxalato (MA et al., 2001). Outro 

mecanismo é a excreção do Al pelos ápices radiculares (AHN et al., 2004). 

Outros mecanismos de toxicidade por Al vêm sendo propostos na literatura, 

tais como o desbalanço da homeostase do cálcio livre citoplasmático (JONES et al., 

1998; RENGEL; ZHANG, 2003), alterações no potencial da superfície celular 

(KINRAIDE et al., 1998), ruptura da integridade da membrana plasmática, inibição 

do fluxo de íons, inibição das vias de sinalização celular e alterações na estrutura do 

citoesqueleto celular (KOCHIAN, 1995; MATSUMOTO, 2000; ROUT et al., 2001). 

De la Fuente e Estrella (1999) e Matsumoto (2000) destacam o potencial da 

existência de diferentes mecanismos celulares operando na conferência de 

resistência ao Al em plantas e a importância de entender-se as razões da ocorrência 

de diferentes graus de sensibilidade entre as plantas de diferentes ou pertencentes a 

um mesmo genótipo. 
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O Al, assim como outros íons metálicos, apresentam associação seletiva com 

polinucleotídeos e RNA. Foi reportado que a interação com o DNA afeta 

propriedades físico-químicas e funções biológicas como divisão e elongação celular 

e síntese de RNA e DNA (KARLIK et al., 1989; EZAKI et al., 1996). 

Yamamoto et al. (1994; 2001) estudaram células de tabaco cv. Samsun cultivadas 

na presença de Al, concluindo que a sensibilidade das células ao Al depende da 

fase de crescimento em que se encontram. Células na fase log de crescimento 

apresentam sensibilidade ao Al, enquanto que células na fase estacionária são 

resistentes à presença de Al no meio, havendo boa correlação entre o acúmulo de Al 

e a inibição do crescimento celular. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Vitorello e Haug (1996) 

estudando a relação entre acúmulo de Al e crescimento das células de tabaco cv. 

BY-2. O acúmulo de Al foi dependente da idade das células, sendo os maiores 

valores de acúmulo quantificados aos 2 dias de cultivo (fase log). O maior 

crescimento relativo das células foi observado no mesmo período e o pico do índice 

mitótico foi observado 2 a 3 dias de cultivo. Pôde-se, portanto, correlacionar o 

acúmulo de Al à taxa de crescimento relativo e indicar que a fase de crescimento em 

que as células se encontram pode determinar sua sensibilidade ao Al. 

Existem evidências relacionando a sensibilidade ao Al com eventos do ciclo 

celular. Essas evidências foram comprovadas por Souza (2004), através de ensaios 

de sincronização do ciclo celular, apontando diferenças na capacidade de acúmulo 

de Al pelas células BY-2 em função da fase do ciclo celular em que se encontram.  

Usando um inibidor do processo secretório que impede a completa formação 

da placa de divisão celular (cafeína), Souza (2004) verificou que também foi alterada 

a capacidade das células de tabaco BY-2 em acumular Al, concluindo que a 



 9

atividade de secreção junto à membrana plasmática influencia a capacidade celular 

de acumular Al. 

Segundo Ezaki et al. (2000), mais de 20 genes induzidos pelo Al têm sido 

isolados em espécies como tabaco, trigo, milho, arabidopsis, entre outras. A grande 

maioria destes genes também está relacionada à ocorrência de diversos tipos de 

estresses em plantas, incluindo o estresse oxidativo. Os autores consideram que os 

mecanismos de toxicidade por Al e estresse oxidativo estão fortemente ligados em 

plantas. 

Genes como SOD, CAT, GST e peroxidases indicam alta relação entre 

toxicidade por Al e estresse oxidativo em plantas. (SUGIMOTO; SAKAMOTO, 1997; 

RICHARDS et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2004; EZAKI et al., 2005) 

Os íons Al têm uma forte afinidade por biomembranas, podendo alterar suas 

características e provocar a peroxidação dos lipídios da bicamada (YAMAMOTO et 

al., 2002).  

A avaliação dos danos causados pelo Al é complexa. O modo mais aceito é 

quantificar a alteração no crescimento do material analisado causada pela exposição 

ao Al (MOON et al., 1997; McDONALD-STEPHENS; TAYLOR, 1995; ZHANG; 

TAYLOR, 1990).  O detalhe mais importante deste método é o tempo de espera 

entre a exposição ao Al e a ocorrência das diferenças mensuráveis de volume, 

massa e/ou comprimento. Um dos métodos mais eficientes é o acúmulo de Al no 

tecido (WISSEMEIER et al., 1987; KANEKO et al., 1999; MASSOT et al., 1999; 

HORST et al., 1999). 
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2.3 Estresse oxidativo 

Uma das mais importantes funções das células das plantas é a sua habilidade 

em responder às flutuações ambientais. Entender as conexões entre as respostas 

iniciais das plantas aos variados tipos de estresses que conferem a ela sucesso no 

ajuste às condições de crescimento alteradas é uma das grandes metas da biologia 

de plantas (GRENE, 2002). 

Sabe-se que os radicais livres e outras EAO’s (como o peróxido de 

hidrogênio) são produzidos de forma contínua em qualquer sistema vivo. 

Consequentemente, os organismos desenvolveram diversos sistemas antioxidantes 

de defesa, visando a proteção contra os possíveis danos causados pelas EAO’s 

(HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Quando há uma produção excessiva destes 

radicais, acima da capacidade antioxidante celular, fica caracterizado o processo de 

estresse oxidativo. Qualquer circunstância em que o equilíbrio redox celular é 

alterado pode gerar o estresse oxidativo ou a geração de EAO’s (ASADA, 1994). A 

resposta das plantas ao estresse oxidativo não é bem conhecida como no caso das 

bactérias, leveduras e dos seres humanos (SOARES NETTO, 2001).  

As EAO’s podem ser geradas a partir de uma desestabilização nas camadas 

de elétrons do O2, formando o 1O2 (oxigênio singlet) ou de uma adição seqüencial de 

elétrons ao O2, formando os radicais: O2
-•; H2O2; HO2

• e OH•. Desempenham um 

papel importante na ativação das endonucleases e consequentemente nos danos ao 

DNA (HAGAR et al., 1996).  

Os radicais hidroxilas são formados rapidamente nas células e podem causar 

danos à diversas classes de macromoléculas, especialmente aos ácidos nucléicos. 

Também podem alterar proteínas, tornando-as susceptíveis ao ataque proteolítico 

(DAVIES, 1987). 
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A peroxidação lipídica é uma das conseqüências mais relevantes da cadeia 

de reação dos radicais livres. Os radicais mais reativos (como os superóxidos) 

atacam as moléculas biológicas pela abstração do hidrogênio e este mecanismo 

desencadeia a peroxidação lipídica (HALLIWELL; CHIRICO, 1993)  

A ocorrência da peroxidação lipídica em biomembranas causa danos na 

estrutura e funcionamento da mesma, alterando sua fluidez, inativando receptores e 

enzimas da membrana e aumentando a permeabilidade a íons como o Ca2+ 

(HALLIWELL; CHIRICO, 1993). 

A iniciação da peroxidação ocorre pelo ataque aos ácidos graxos, ou a um 

lado específico da cadeia de qualquer substância química que tenha reatividade 

suficiente para abstrair um H+ da cadeia do ácido graxo. Os ácidos graxos 

polinsaturados são particularmente sensíveis à peroxidação (HALLIWELL; CHIRICO, 

1993).  

Os radicais peróxidos podem combinar-se entre si ou podem atacar proteínas 

da membrana plasmática, sendo capazes também de abstrair H+ de outras cadeias e 

de outros ácidos graxos, propagando a reação em cascata. A velocidade da 

propagação da reação é função de vários fatores, como a relação lipídio/proteína na 

membrana, a composição de ácidos graxos, a concentração de oxigênio e a 

presença de antioxidantes (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).  

O Al aumenta a peroxidação da membrana via produção de radicais livres 

mediada pelo ferro.  O Al causa um aumento na atividade de enzimas relacionadas 

ao estresse oxidativo em ápices radiculares de soja e de sorgo (GUTTERIDGE et al. 

1985; DEVI et al. 2003). A peroxidação dos lipídios seria resultado dos efeitos do Al 

sobre a estrutura da membrana plasmática, aumentando a susceptibilidade desta 
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organela à peroxidação (CAKMAK; HORST, 1991; PEIXOTO et al., 1999; 

DONCHEVA et al., 2005). 

Sabe-se também que a toxicidade por Al pode aumentar a peroxidação de 

lipídios da membrana por outros fatores como a geração excessiva de espécies 

reativas de oxigênio ou pela diminuição da capacidade de desintoxicação destas 

espécies. Como conseqüência, pode haver uma mudança significativa na 

permeabilidade da membrana, no transporte de íons e na atividade de algumas 

enzimas (COOKE; BURDEN, 1990; RYYPPO et al., 1994).  

A toxicidade por Al e a ocorrência do estresse oxidativo afetam a atividade de 

enzimas do sistema antioxidante da célula e os níveis de compostos antioxidantes 

(ascorbato e glutationa), presumivelmente, na tentativa de amenizar o efeito tóxico 

do Al sobre a célula. O ascorbato é um dos principais antioxidantes na proteção das 

células aos danos causados pelos produtos do estresse oxidativo (principalmente 

H2O2), cuja ação é catalisada pela ascorbato-peroxidase. Existem evidências de que 

o α-tocoferol pode ser convertido a tocoferol pela redução do ácido ascórbico na 

superfície das membranas biológicas (KATO; ESAKA, 1999; POTTERS et al., 2002). 

A catalase também tem função essencial na quebra da molécula de H2O2 

reduzindo seu efeito tóxico sobre a célula (HOREMANS et al., 2000; POTTERS et 

al., 2002). 

Além da peroxidação lipídica, as EAO’s causam oxidação de proteínas e a 

geração de aldeídos reativos. As proteínas podem ser afetadas diretamente pela 

oxidação da cadeia de aminoácidos, produzindo grupos carbonil na molécula da 

proteína. As proteínas modificadas podem expor regiões hidrofóbicas, produzindo 

agregados (REINHECKEL et al., 1998; PACIFICI; DAVIES, 1990; ROMERO-

PUERTAS et al., 2002). 
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2.3.1 Enzimas do sistema antioxidante celular 

Para aliviar os danos causados pelos radicais livres e EAO’s, as plantas 

apresentam uma série de mecanismos de defesa, os quais incluem a síntese de 

compostos antioxidantes não-enzimáticos, como o α-tocoferol e carotenóides e 

enzimáticos, como a catalase (CAT), a superóxido dismutase (SOD), a glutationa 

redutase (GR), a ascorbato peroxidase (APX) dentre outras. O sistema enzimático , 

sobretudo catalases e preoxidases, protege a célula contra o peróxido de hidrogênio, 

através das reações (PRASAD, 1995; NOCTOR; FOYER, 1998): 

 

Catalases: 2H2O2 → 2H2O + O2 

Peroxidases: SH2 + H2O2 → S + 2H2O 

 

A SOD está presente em todos os organismos aeróbicos e caracteriza uma 

classe de metaloenzimas catalisadoras da formação de H2O2 a partir de radicais 

superóxidos. Portanto, a SOD consome o radicais superóxidos, mas gera o peróxido 

de hidrogênio (ALSCHER et al., 2002). Segundo Olmos et al. (2003), é a primeira 

enzima que age no sistema antioxidante celular. São as únicas enzimas cujas 

atividades determinam as concentrações de O2
•- e H2O2, os dois substratos da 

reação Haber-Weiss1, que origina os radicais OH• e talvez por isso, as SOD’s 

representem o mecanismo central de defesa do organismo (BOWLER et al., 1992; 

1994; ALSCHER et al., 1998). Reação geral da SOD:  

 

2O2
•¯ + 2H+   O2 +  H2O2 

                                                 
1 O Ciclo Haber-Weiss consiste nas seguintes reações: HO• + H2O2 H2O + O2

•- + H+ e O2
•- 

+ H+ + H2O2 O2 + HO• + H2O (KOPPENOL, 2001). 



 14

 

Por ser uma metaloenzima, apresenta isoformas que variam conforme o metal 

utilizado pela enzima. Assim, tem-se a Mn-SOD, Fe-SOD e Cu/Zn-SOD, localizadas 

em diferentes compartimentos celulares. As isoformas catalisam a mesma reação, a 

reação de dismutação do radical superóxido. A Mn-SOD normalmente localiza-se na 

mitocôndria, a Cu/Zn-SOD e a Fe-SOD estão associadas aos cloroplastos.  

As catalases (CAT) têm a função de quebrar o peróxido de hidrogênio, 

resultando em água e oxigênio estável, pela β-oxidação dos ácidos graxos dos 

peroxissomos ou por outros processos (WILLEKENS et al., 1997; SOARES NETTO, 

2001). Sua atividade depende do NADPH.  É a única entre as enzimas degradantes 

de H2O2 que não consome equivalentes redutores da célula e que possui 

mecanismo muito eficiente para a remoção do peróxido de hidrogênio formado sob 

condições de estresse (MALLICK; MOHN, 2000).Existem três classes de isoenzimas 

de CAT já conhecidas: CAT1; CAT2 e CAT3 (SCANDALIOS, 1993).  

A ascorbato peroxidade (APX) é outra enzima chave no controle da 

concentração de H2O2, tendo como catalisador da reação o ascorbato (SMIRNOFF, 

2000). A seqüência desta enzima (hemeproteína) difere das outras peroxidases e 

isoformas da ascorbato peroxidase estão presentes nos cloroplastos, no citosol, na 

mitocôndria e nos peroxissomos (SOARES NETTO, 2001).  A enzima age utilizando 

moléculas de H2O2 e transformando em dehidroascorbato e água. 

A glutationa reduzida (GSH) é um dos principais antioxidantes não 

enzimáticos presentes na célula vegetal, combatendo principalmente H2O2 e O2
•-, 

por meio do ciclo Halliwell-Asada. Após a exposição GSH ao oxidante e a sua 

conseqüente oxidação (GSSG), a glutationa redutase (GR), localizada no citosol, 
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recupera a glutationa oxidada, processo essencial para que o sistema antioxidante 

celular mantenha-se íntegro (SOARES NETTO, 2001).  

 

                                              NADPH + H+         NADP+ 

           
                                                               GR 
                                    GSSG                   GSH  
   

Figura 1: Reação geral envolvendo a glutationa redutase, recuperando a condição reduzida 

da glutationa que foi exposta ao agente oxidante. Fonte: Pereira (2004). 

 

A glutationa-S-transferate tem, entre várias outras, a mesma função da 

glutationa peroxidase, ou seja, remover o peróxido de hidrogênio resultante do 

processo de estresse oxidativo nas células. Em células eucarióticas, localiza-se no 

citoplasma, no núcleo e na superfície celular.  

A GST é uma família variada de genes em plantas, dividida com base na 

seqüência de identidade em diferentes classes: phi, tau, theta, zeta e lambda. São 

proteínas solúveis com massas moleculares aproximadas de 50KDa. As GSTs 

catalisam e transferem a glutationa reduzida (GSH) ao substrato oxidante (DIXON et 

al., 2002).  

As funções de muitas GSTs são pouco compreendidas. Em plantas, os papéis 

da GST são ainda menos óbvios que em animais. A reação típica da GST envolve a 

conjugação de substâncias tóxicas pela GSH, que é rapidamente transportado do 

citosol ao vacúolo, pela ação de transportadores específicos. Estudos mais recentes 

têm mostrado o envolvimento das GSTs em processos intracelulares de 

estabilização de flavonóides (DIXON et al., 2002). 

Funções adicionais da GST têm sido sugeridas, tais como redução de 

hidroperóxidos de ácidos graxos e ácidos nucléicos para a prevenção da 
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degradação destes compostos. Também tem sido evidenciada a atuação da GST na 

conferência de tolerância ao estresse salino e térmico em linhagens transgênicas de 

tabaco (ROXAS et al., 1997) e resistência a herbicidas em grama preta. Ao catalisar 

a desintoxicação por herbicidas, as GSTs também podem prevenir (CUMMIS et al., 

1999).  

Em tomate, a GST pode suprimir a apoptose, aparentemente pela prevenção 

de danos oxidativos (KAMPRANIS et al., 2000), atuando também na sinalização 

celular ao estresse (DIXON et al., 2000) e conferência à oxidação e degradação de 

aminoácidos (LABROU et al., 2001). 

 

2.4 Interações entre o Al e a membrana plasmática (MP) 

As membranas são provavelmente a primeira barreira de defesa da célula 

contra as mudanças adversas do ambiente. A percentagem das diferentes classes 

de lipídios e proteínas varia com a organela, com a espécie de planta e com o 

“status celular”.   

Atuam como sensores ambientais desencadeando mudanças internas que 

levam a respostas metabólicas que podem render à planta resistência a alterações 

adversas do ambiente.  

Sob condições de estresse (biótico ou abiótico) os lipídios da MP são 

modificados quali e quantitativamente, por alterações na composição, peroxidação, 

degradação e modificação do grau de insaturação, acarretando, muitas vezes, em 

alteração na permeabilidade da MP (DEVI; PRASAD, 1999; VIEIRA et al., 1991). 

A manutenção da integridade da MP sob condições de estresse é o fator 

crucial na determinação da resistência das plantas à toxicidade causada por alguns 

elementos.  Essa toxicidade causa lesões na MP, acarretando na perda das funções 
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normais desta estrutura e da planta como um todo  (DEVI; PRASAD, 1999; DEVI et 

al, 2003). 

Shimizu et al. (2006) detectaram o papel das EAO’s na membrana plasmática 

de células vegetais sensíveis a uma determinada toxina. Estas células apresentaram 

invaginações na membrana e acúmulo de polissacarídeos, assim como a 

fragmentação da mesma. Nestes fragmentos, houve geração de H2O2 que, segundo 

os autores, desencadeou o processo de peroxidação lipídica. 

Pelas suas características de seletividade e permeabilidade, a membrana 

plasmática é apontada em vários estudos como uma barreira efetiva à entrada de Al 

no citoplasma. Entretanto, tem-se encontrado que o Al aparentemente entra no 

simplasto e se acumula nas células das raízes (MINOCHA et al., 2001). 

O Al altera a permeabilidade da membrana plasmática por causar alterações 

na propriedade dos canais iônicos de troca.  Também tem sido demonstrado que o 

Al pode alterar os tipos de lipídios presentes na MP e seu nível de peroxidação 

(ZHANG et al., 1997; YAMAMOTO et al., 1997; RENGEL, 1996).  Entretanto, ainda 

não está claro se estas modificações podem alterar a absorção de Al pela MP 

(MINOCHA et al., 2001). Ishikawa e Wagatsuma (1998) reportaram que o contato 

temporário de espécies sensíveis com o Al altera a permeabilidade da MP de forma 

irreversível, através da perda da sua rigidez. 

Um dos efeitos mais importantes do Al ao nível celular ocorre sobre a 

estrutura e o funcionamento da membrana plasmática.  Os mesmos autores 

sugerem também que Al liga-se fortemente aos grupos fosfato dos fosfolipídios e 

outros constituintes da membrana, substituindo o cálcio e assim, interfere na sua 

fluidez (HAUG; SHI, 1991; LINDBERG; GRIFFITHS, 1993; HORST et al., 1999; 

PEIXOTO et al., 2001). 
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 Yamaguchi et al. (2005) evidenciaram a localização de transportadores de 

malato na membrana plasmática de células tolerantes ao Al. Em trigo, o efluxo de 

malato é altamente relacionado à resistência ao Al e estudos vem elucidando o 

canal da membrana plasmática permeável ao malato é ativado na presença de Al, 

como já constatado por Zhang et al. (2001). 

Horst et al. (1999) sugerem que o Al causa uma desorganização no 

citoesqueleto mediada pela sua interação com o lado apoplástico da parede celular 

– membrana plasmática, acarretando a inibição do crescimento radicular. 

Em relação às proteínas da membrana plasmática, poucas têm sido 

caracterizadas, mesmo para o sistema modelo de Arabdopsis thaliana, onde uma 

média de 50 produtos de genes tem sido identificados numa população estimada de 

500 polipeptídeos (MASSON; ROSSIGNOL, 1995).  Em adição a este fato, estas 

proteínas se encaixam em menos de 20 famílias de genes de proteínas integrais, a 

maioria isoformas de alguns poucos sistemas de transporte (LOGAN et al., 1997). 

 Quase não há dados disponíveis sobre proteínas periféricas e, não se 

conhece quase nada a respeito de proteínas com múltiplas localizações nas plantas 

(BAIZABAL-AGUIRRE; DE LA VARA, 1994; ROBINSON, 1996), incluindo aquelas 

reversivelmente associadas com a MP após mudanças translacionais (PARK et al., 

1997; XING et al., 1997).  Isso já demonstra a dificuldade de se identificar novas 

proteínas potenciais da MP, havendo uma necessidade clara de se desenvolver 

métodos de identificação destas proteínas e de ligação sistemática dos genes com 

os seus produtos (SANTONI et al., 1998). 

 Nos últimos anos tem crescido o interesse e os estudos a respeito da 

importância biológica e farmacológica das proteínas da membrana, como “portas de 

entrada” ou “sinais de entrada” da célula a outros compostos e isso tem 
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incrementado o aprimoramento da técnica de separação de proteínas, sobretudo 

daquelas com menor solubilidade, pelo uso da eletroforese bidimensional (2-D). 

Esse aprimoramento vem sendo realizado com o uso de diferentes surfactantes, 

agentes redutores, fracionamento das amostras, métodos de solubilidade de 

proteínas, etc. O avanço dentro do método de 2-D é fato notório, embora ainda haja 

vários problemas a serem solucionados, que são relativos principalmente ao 

protocolo de corrida dos géis, o qual necessita ser adaptado à amostra a ser 

estudada (WILKINS et al., 1997; MOLLOY, 2000). 

  

2.5 Nicotiana tabacum L. cv. BY-2 

A suspensão de células de tabaco cv. BY-2 é largamente usada como um 

sistema modelo de estudos envolvendo eventos intracelulares em plantas. Exibem 

características únicas como altas taxas de crescimento e alto padrão de 

homogeneidade das células e, por isso, são consideradas como modelo para 

estudos com cultura de células (NAGATA et al., 1992; SAMUELS et al., 1998).   

O estudo conduzido com suspensão celular tem ainda a vantagem de que as 

células não necessitam ser isoladas da raiz, pois, sem dúvida o processo de 

isolamento de células seria uma barreira significativa para o êxito deste projeto, já 

que as células da raiz, desejáveis para este estudo, não apresentam características 

que facilitem seu isolamento das demais, como por exemplo, uma limitação 

consistente que separe uma célula da outra. 

Geelen e Inzé (2001) destacam as vantagens das células BY-2 como um 

modelo para estudos em biologia celular, comparando suas características com o 

modelo Arabdopsis. As principais propriedades são: o crescimento rápido, o 

tamanho dos agregados de células, a facilidade de sincronização do ciclo celular e a 
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homogeneidade da cultura. Estas características também foram destacadas por 

Shibaoka et al. (1996).  

No caso do nosso trabalho, além das facilidades de cultivo, pudemos 

observar as diferenças na sensibilidade ao Al e ao pH dentro do mesmo genótipo, 

alterando somente as fases de crescimento da cultura. 

O sistema BY-2 também é usado para estudos envolvendo o citoesqueleto, a 

obtenção de protopalstos (SHIBAOKA et al., 1996; HASEZAWA; KUMAGAI, 2002; 

HUSSEY et al., 2002), transporte e tráfico de membranas (VITORELLO; HAUG, 

1999; WEINGARTNER et al., 2003), diferentes aspectos da divisão celular 

(HASEZAWA; SYONO, 1983; HOSHINO et al., 2003; COLLINGS et al., 2003).   

Além de estudos envolvendo biologia celular, a cultura de tabaco cv. BY-2 

está sendo usada para a construção de uma base de dados de proteínas, separadas 

por eletroforese 2D e identificadas por métodos de espectrometria de massa. 

Somente no trabalho de Laukens et al. (2004) estão listadas 73 proteínas 

identificadas por meio das bases da SWISS-PROT e NCBI (SANTONI et al., 1998; 

1999). 

Entretanto, algumas dificuldades também podem ser apontadas quando se 

trabalha com um sistema de cultivo celular em suspensão. Por exemplo, a pequena 

quantidade de material obtida, tanto em massa fresca como seca após um 

experimento onde se tem intensa manipulação celular. Para se obter grandes 

quantidades de material, é preciso um grande número de frascos de cultura, o que 

muitas vezes é problemático por condições de espaço e manipulação. Cuidados 

constantes devem ser tomados em relação à contaminação na cultura em 

suspensão. Também as condições de crescimento da cultura devem ser 

constantemente controladas, assim como a constância do inoculo nas repicagens. 
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Figura 2: Exemplo de frascos de cultura de células de tabaco cv. BY-2 nas fases (A) log, 

com 2 dias de idade e (B) estacionária de crescimento, com 7 dias de idade. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Cultivo de suspensões celulares de tabaco cv. BY-2 

As condições de cultivo das células foram estabelecidas conforme descrito 

por Nagata et al. (1992) e Vitorello e Haug (1996).  

Células de tabaco (Nicotiana tabacum L.) cv. BY-2 foram cultivadas em meio 

de cultura líquido, contendo os sais basais do MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962), 

suplementado com tiamina-HCl (3µM), mio-inositol (0,56mM), KH2PO4 (2,72mM), 

sacarose 3% e 2,4-D (0,1µM) como fonte de auxina. O pH foi ajustado para 5,7-5,8 

(KOH 1M) antes da autoclavagem. Foram distribuídos 50mL de meio em 

erlenmeyers com capacidade para 250mL. 

Foram realizados subcultivos das células a cada 7 dias, com inóculo fixo de 

2mL (4%) de células na fase estacionária de crescimento.  

As suspensões celulares foram cultivadas em incubadora, com agitação 

orbital de 160rpm, com temperatura de 27ºC e sob condições de escuro. 

 

3.2 Monitoramento do crescimento da cultura 

 O crescimento da cultura foi monitorado pelo volume de células compactadas 

após centrifugação a 200g por 2min, obtendo-se o índice de células compactadas 

(ICC%). 

 As análises envolvendo o monitoramento da cultura foram realizadas como 

procedimento de rotina para auxiliar na identificação de qualquer problema no 

crescimento das células. 
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3.3 Viabilidade celular (VC%) 

 Amostras de células de 500µL foram coletadas e adicionadas, na relação 1:1 

(v/v), a uma solução de Trypan Blue 0,4% (w/v) em H2O. Após um tempo de reação 

de 5 min, as células foram lavadas para a retirada do excesso do corante, foram 

coletadas e mantidas em água. A contagem celular foi realizada em microscópio 

óptico (YAMAMOTO et al., 1996; KOYAMA et al., 1995; YOKOTA; OJIMA, 1995). 

 Para esta análise foram considerados os totais de células no campo de visão 

da lâmina, o total de células não coradas e o total de células onde houve penetração 

do corante.  

 

3.4 Determinação das condições de exposição celular aos tratamentos 

Antes de submeter as células aos tratamentos, foram realizados experimentos 

com o objetivo de se estabelecer um número de lavagens (anteriores à exposição 

propriamente dita aos diferentes tratamentos) que não prejudicasse a viabilidade 

celular, nem a reprodutibilidade dos resultados. Assim, foram testados:  

1 O número de lavagens: 2 e 3 lavagens com a solução composta por 10mM 

MES, 10mM KCl e 2mM CaCl2, pH 4,2;  

2 O tempo de exposição: 1 e 2 horas;  

3 As concentrações de Ca2+ e K+ nas soluções de lavagem: 0; 5; 10 e 15mM, 

em todas as combinações possíveis e  

4 As diferentes concentrações de sacarose e de manitol nas soluções de 

lavagens: 0; 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 e 150mM. 

Os resultados obtidos quando utilizamos soluções contendo sacarose e 

manitol foram interessantes sob o ponto de vista de acúmulo de Al e viabilidade 

celular. Assim incluímos alguns tratamentos com estes compostos. 
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3.5 Exposição celular aos tratamentos 

Após o estabelecimento das condições mais interessantes para a realização 

dos experimentos, a solução composta por: 10mM MES, 10mM KCl e 2mM CaCl2 foi 

definida como solução padrão de tratamento. 

As células nas fases de crescimento log e estacionária foram retiradas da 

cultura, lavadas para retirada do meio de cultura em solução padrão a pH 4,2 e 

expostas por 2h aos diferentes tratamentos (Tabela 1): 

 

Tabela 1: Tratamentos utilizados durantes os experimentos. 

Tratamento Descrição 

pH 5,6 Lavagens e tratamento das células em solução padrão, pH 5,6 

pH 4,2 Lavagens e tratamento das células em solução padrão, pH 4,2 

50µM Al Lavagens em solução padrão pH 4,2 e exposição a 50μM AlCl3 

adicionados à solução padrão 

80/40mM sac Lavagens em sol. padrão acrescida de 80mM de sacarose, pH 4,2 

e exposição a 50μM AlCl3 em solução padrão acrescida de 40mM 

sacarose. 

80/0mM sac Lavagens em solução padrão acrescida de 80mM de sacarose, pH 

4,2 e exposição a 50 μM AlCl3 em solução padrão. 

80/40mM man Lavagens em sol. padrão acrescida de 80mM de manitol, pH 4,2 e 

exposição a 50μM AlCl3 em solução padrão acrescida de 40mM 

manitol. 

80/0mM man Lavagens em solução padrão acrescida de 80mM de manitol, pH 

4,2 e exposição a 50μM AlCl3 em solução padrão. 

 

 A absorção de Al pelas células foi paralisada pela adição de citrato 5mM às 

amostras, depois foram lavadas em solução de EDTA 5mM (pH 5,6) (VITORELLO; 

HAUG, 1997 e  YAMAMOTO et al., 2001).  Todos os outros tratamentos que não 

receberam Al também passaram por este procedimento. 
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3.6 Cultivo das células e viabilidade celular após a exposição aos tratamentos 

Após lavagens para retirada do Al, as células foram transferidas para meio de 

cultura básico, de onde foram retiradas amostras para avaliação diária do 

crescimento celular (volume de células compactadas após centrifugação).  A 

viabilidade das células foi avaliada através do uso do corante trypan blue 0,4%, com 

contagem de células permeabilizadas em microscópio óptico.  (YAMAMOTO et al., 

1996; KOYAMA et al., 1995; YOKOTA; OJIMA, 1995).  

Para evitar problemas com contaminação, todos os passos deste experimento 

foram realizados em capela de fluxo laminar e todos os materiais e soluções 

necessários foram autoclavados.  

 

3.7 Experimentos com diferentes concentrações de sacarose e manitol  

Os resultados preliminares durante a fase de testes e estabelecimento das 

metodologias de lavagem e exposição ao Al mostraram resultados interessantes que 

nos propiciariam boas condições de estudo.  Os resultados encontrados poderiam 

ser conseqüência da influência da sacarose sobre o metabolismo energético da 

célula (apesar de ser pouco provável, pois o tempo de exposição das células à 

sacarose é de 2h) ou de outros fatores, envolvendo a membrana plasmática e a 

própria osmolaridade da solução usada. A literatura aponta que a sacarose tem 

algum efeito na proteção celular aos danos provocados por tratamentos com Al, 

assim como cátions como o Ca2+ também apresentam, porém não se sabe a razão 

pela qual isso ocorre.  

 Para descartar a influência do caráter energético fizemos experimentos 

semelhantes ao realizado com sacarose, concomitantemente, com concentrações 
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idênticas de manitol, que não é absorvido pelas células de tabaco e também a 

quantificação dos níveis de carboidratos solúveis totais.  

Testamos o comportamento celular sob um leque de concentrações de 0 a 

150 mM de sacarose ou manitol, realizando as lavagens que precedem à exposição 

aos tratamentos e usando também durante a exposição aos tratamentos.  

 

3.8 Conteúdo de carboidratos solúveis totais 

 Foi seguida a metodologia de Yemm e Willis (1954). Aproximadamente 6g de 

massa vegetal fresca foram extraídas em cadinho de porcelana na presença de N2 

líquido. Após a maceração foram adicionados 10mL de etanol 80% em água, o 

extrato foi homogeneizado e centrifugado por 10 min a 1500g para a eliminação de 

impurezas. As amostras então foram secas em estufa a 40ºC por 48h para a 

evaporação do etanol e ressuspendidas em 20mL de água milli-q autoclavada.  

 Antes das leituras das amostras, foi obtida uma curva de calibração com 

diferentes concentrações de glicose (µg/mL): 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45 e 50. 

De cada padrão, pipetou-se 1mL que foi adicionado a 5mL do reagente de antrona e 

as soluções foram agitadas e aquecidas em banho-Maria por 10min a 100ºC.  

 Após o resfriamento das amostras, em temperatura ambiente, as leituras 

foram realizadas a 625nm. Pelas leituras da curva analítica de calibração pode-se 

traçar a equação da reação e estimar a concentração de carboidratos solúveis totais 

nas amostras, sendo os resultados expressos em µg glicose/g células.  
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3.9 Quantificação do Al acumulado nas células  

3.9.1 Acúmulo de Al por fluorimetria 

Após a exposição ao Al, as células foram incubadas na solução padrão 

acrescida de 100µM morin, a pH5,6 por 20min. O excesso do corante foi retirado 

com 3 lavagens de 10min cada em solução padrão pH5,6. Ao final das lavagens as 

células foram ressupendidas na mesma solução das lavagens e foram realizadas 

diluições apropriadas para a leitura no fluorímetro (VITORELLO; HAUG, 1996). 

 O complexo Al-morin, apresenta comprimento de onda de excitação de 

440nm e de emissão de 510nm (VITORELLO; HAUG, 1997). O fluorímetro usado foi 

um modelo Turner 10AU (Turner Designs, Sunnyvale, California).  

 A quantificação do Al acumulado nas células por fluorimetria é relativa. O 

acúmulo de Al em células com 2 de idade (fase log de crescimento), é considerado 

máximo e por isso foi considerado como 100% para efeitos comparativos com outros 

tratamentos.  

 

3.9.2 Quantificação de Al por espectrometria de massa acoplada com fonte de 

plasma (ICP-MS) 

A quantificação do Al acumulado pelas células foi realizada por 

espectrometria de massa com fonte de plasma (Agilent, ICP-MS 7500 ce). 

A tecnologia do ICP-MS foi desenvolvida de acordo com os mesmos 

princípios da espectrometria de emissão atômica. As amostras são decompostas à 

elementos neutros sob alta temperatura, na presença de plasma de argônio e 

analisadas com base em suas relações massa/carga. 

O esquema geral de funcionamento do equipamento segue na figura 3: 
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Figura 3: Esquema geral dos processos envolvidos no funcionamento do ICP-MS. Fonte: 

Ruíz, 2003. 

  

 De forma geral, primeiramente a amostra é injetada e há a geração de um 

aerosol. A seguir, a amostra é ionizana na presença de argônio, seguindo para a 

discriminação da massa da amostra e finalizando com os dados obtidos pelo 

detector. 

 As amostras foram pesadas e acondicionadas em tubos de teflon PFA com 

tampas de rosca semi-abertos e a elas foi adicionada um volume de 3 mL de HNO3 

8M redestilado. Foram incluídos no processo de digestão 3 brancos de digestão 

(somente 3mL de 8M HNO3). A temperatura de digestão foi mantida em 130ºC, para 

evitar a evaporação rápida da sua fração líquida. O processo de digestão durou, 

aproximadamente, 72h. 

 Completado este processo, as amostras foram diluídas em 5 mL de HNO3 

25mM, também destilado e todas as leituras foram realizadas em ICP-MS em 

duplicata. 
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 O uso de frascos de teflon diminui os riscos de contaminação das amostras 

com resíduos de Al que possam estar em recipientes de vidro. Frascos semi 

fechados evitam perdas de HNO3, podendo-se trabalhar com menores volumes e 

diminuindo o risco de contaminações. 

 Foi elaborada uma curva padrão, com concentrações conhecidas de Al (Al 

Standard, MERCK), tendo os seguintes pontos: 0; 20; 50; 80; 100; 200; 300; 400 e 

500ppb Al em HNO3 25mM redestilado. 

 

3.10 Técnicas de microscopia utilizadas para visualização do Al nas células 

3.10.1 Microscopia confocal de varredura a laser 

 Para a visualização das células por esta técnica, foram usados dois corantes: 

morin (50µM) e lumogalion (10µM). Depois de expostas aos tratamentos, parte das 

células foi incubada em solução de morin e parte em lumogalion preparado em 

tampão acetato (pH5,2). 

 O tempo de incubação com o lumogalion foi de 1h, sob leve agitação, em 

banho-Maria a 40°C. Após a coloração, novamente as células foram lavadas para a 

retirada do excesso do corante.  

 A visualização foi feita em microscópio confocal de varredura a laser (Axiovert 

100, Carl Zeiss). Para o morin, o filtro de excitação foi de 488nm e de emissão a 

505-550nm. Para o lumogalion, a excitação foi feita em 488nm e a emissão a 

570/20nm. Foram feitos cortes sequenciais (2µm) para permitir a reconstrução da 

imagem da célula.  
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3.11 Uso do BHA (Butylated Hydroxyanisole) 

 O BHA é um análogo sintético da vitamina E, operando na redução das 

espécies ativas de oxigênio (EAO’s) e interrompendo a propagação dos processos 

de oxidação.   

 Trata-se de um antioxidante lipofílico, que tem sido usado na prevenção da 

formação de EAO’s pelo impedimento do fluxo de elétrons pela antimicina A na 

mitocôndria de células de tabaco cultivadas em suspensão (MAXWELL et al., 1999). 

 O BHA foi adicionado ao ensaio de exposição celular aos tratamentos já 

descritos na tabela 1. Foram usadas duas concentrações de BHA: 20 e 100µM, em 

experimentos distintos. 

 A solução padrão de lavagem que precede o período de exposição aos 

tratamentos recebeu a suplementação de 20 µM de BHA e a mesma concentração 

foi usada durante o período de exposição aos diferentes tratamentos. Em outro 

experimento, o mesmo procedimento foi adotato, porém a concentração de BHA foi 

de 100µM. 

 Ao final do período de exposição aos tratamentos, foram coletadas amostras 

de células para a contagem da viabilidade celular. 

 Também foram retiradas amostras de células para a análise da peroxidação 

lipídica. 

 Foram realizadas as lavagens sequentes segundo o procedimento de 

exposição aos tratamentos e as células foram colocadas em meio de cultura novo 

para a avalicação do crescimento celular após a exposição, com analises diárias de 

crescimento celular (ICC%) e viabilidade celular (VC%) por um período de 96h.  
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3.12 Avaliações do processo de estresse oxidativo 

3.12.1 Peroxidação lipídica 

A quantificação foi realizada pelo teste do TBA (ácido 2-tiobarbitúrico), no qual 

o teor de substâncias reativas ao ácido (TBARS) é quantificado como produtos finais 

do processo de peroxidação de lipídios (MIHARA et al., 1980 e YAMAMOTO et al., 

2001).   

Amostras de células de 300 mg (massa vegetal fresca) foram maceradas em 

cadinho de porcelana contendo 5mL de TCA 0,1%, contendo aproximadamente 20% 

de PVPP. Após homogeneização, 1,4mL foram transferidos para eppendorf e 

centrifugados a 10.000g por 5min.  

A um volume de 500µL do sobrenadante, foram adicionados 2mL de uma 

solução contendo TCA 20% e TBA 0,5%. Esta mistura foi mantida por 30min em 

bloco aquecedor a 95°C e imediatamente resfriada em banho de gelo. Para clarificar 

a amostra e separar os resíduos formados durante o aquecimento, uma nova 

centrifugação foi feita a 10.000g por 10min. 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 535nm e 600nm. As 

determinações das concentrações de MDA foram realizadas através do coeficiente 

de extinção da reação (HODGES, 1999): 

C = ABS(535-600)/E*b 

Onde: 

E = coeficiente de extinção com valor de 155mM 

b = comprimento óptico 

 Os resultados foram expressos em mmol MDA/g massa fresca ou em mmol 

MDA/mg massa fresca. 
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3.12.2 Quantificação de H2O2 

A quantificação dos níveis de H2O2 nas células seguiu a metodologia descrita 

por Gay et al. (1999) e Hermes-Lima et al. (1995), com algumas modificações.  

O método baseia-se na oxidação do Fe2+ pelo H2O2 a Fe3+ em pH ácido,  

resultando na formação de compostos entre Fe3+ e o xylenol orange (XO) 

(HERMES-LIMA et al.,1995). 

 Após a exposição das células aos diferentes tratamentos, foi realizada a 

extração de 300mg de material fresco em metanol a 0°C, na relação 1:5 (w/v) de mg 

de amostra para µL de metanol. Após a maceração em almofariz, as amostras foram 

centrifugadas por 10.000g por 5min. 

 Foi retirada uma alíquota de 100µL do sobrenadante, à qual foram 

adicionados 500µL de Fe(NH4)2(SO4)2 1mM e 200µL de HSO4 250mM. A mistura 

permaneceu em reação por 5min sob condições de escuro. 

 A seguir, adicionou-se 100µL de xylenol orange 1mM e a mistura foi 

novamente levada à condição de escuro por 20min.  

O H2O2 presente nas amostras doa elétrons para o Fe e esse por sua vez liga-

se ao xilenol formando um composto roxo. Os complexos (Fe-XO) foram formados 

durante um tempo de incubação de 30 min a temperatura ambiente. 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 560 nm. Foi realizada 

uma curva padrão com concentrações conhecidas de H2O2: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 e 

15µM H2O2. 

 

3.12.3 Atividades de enzimas antioxidantes 

As quantificações foram realizadas por espectrofotometria ou por atividade 

em gel de poliacrilamida (9%), conforme Nakano e Asada (1981); Cakmak e Horst 
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(1991), Kraus et al. (1995), Azevedo et al. (1998) e Vitoria et al. (2001). As extrações 

para as análises enzimáticas foram realizadas de acordo com Azevedo et al. (1998) 

e a quantificação de proteínas foi realizada conforme Bradford (1976). 

 

3.12.3.1 Superóxido dismutase - SOD (EC 1.15.1.1) 

A atividade da SOD foi observada através de gel de poliacrilamida 9% não 

denaturante (PAGE). As condições de corrida foram 15mA por gel.  Foi utilizado 5uL 

do padrão SOD bovina (SIGMA) previamente preparado em cada gel. Para a 

coloração dos géis, inicialmente foram preparadas 2 soluções estoque:  

 Solução A: 0,05M riboflavina em 100mL H2O deionizada, em frasco escuro. 

 Solução B: NBT 0,1mM; EDTA 1mM; TEMED 3%; 70mL tampão fosfato de 

potássio 100mM pH 7,8. 

A coloração foi realizada em ambiente escuro, icubando-se os géis por 30 min 

numa solução contendo 15mL da solução A e 35mL da solução B para cada gel. 

O gel foi exposto diretamente à luz para a foto oxidação das bandas e a 

revelação foi paralisada com ácido acético 7%. Antes e depois da incubação o gel foi 

lavado com água Milli-Q por 3 vezes (5min cada). 

A determinação das isoenzimas de SOD foi realizada da seguinte forma: foi 

realizada uma corrida eletroforética em PAGE 9% e ao final da corrida, dividiu-se o 

gel em 3 partes iguais. A parte que continha o padrão foi revelada conforme o 

procedimento padrão para SOD.  

 Parte 1: o gel foi revelado conforme o procedimento padrão descrito para 

atividade de SOD; 
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 Parte 2: foi incubada por 20min, sob agitação leve, em 50mL de solução 

contendo 100mM tampão fosfato de potássio 100mM pH 7,8; 2mM KCN e 

1,27mM EDTA.  

 Parte 3: foi incubada por 20min, sob agitação leve, em 50mL de solução 

contendo 100mM tampão fostato de potássio pH 7,8; 5mM H2O2 e 1,27mM 

EDTA. 

Após este período de incubação, as duas partes do gel (partes 2 e 3) foram 

lavadas em H20 deionizada e reveladas para a atividade de SOD, conforme o 

procedimento descrito acima. 

O pré-tratamento das partes do gel em KCN e H2O2 antes da revelação 

permitiu a classificação das isoenzimas de SOD em: Cu/Zn-SOD (resistente a 

ambos os inibidores), Fe-SOD (resistente ao KCN e inibida por H2O2) ou Mn-SOD 

(inibida por ambos os inibidores). 

 

3.12.3.2 Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)  

A uma mistura de reação contendo 1mL de tampão fosfato de potássio 100 

mM pH 7,5 e 2,5μL H2O2 30%, foram adicionados 15μL de extrato protéico e a 

atividade foi determinada pela decomposição do H2O2 por 1min, em 

espectrofotômetro (240nm), a 25°C. 

    

3.12.3.3 Glutationa Redutase - GR (EC 1.6.4.2)  

Sua atividade foi determinada via espectrofotômetro (412nm) a 30°C. A uma 

solução de reação (3mL de tampão fosfato de potássio 100mM pH7,5; 1,5mL 5,5’-

dithio-bis(2-nitrobenzoic acid, NBT); 1mM de glutationa oxidada e 0,1mM NADPH) 
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foram adicionados 50 μL de extrato. A atividade da GR foi estimada pela redução da 

glutationa oxidada. 

 

3.12.3.4 Glutationa-S-Transferase - GST (EC 2.5.1.18)  

A mistura de reação consistiu em: 900 μL de tampão fosfato de potássio 0,1M 

pH 6,5; 25μL CDNB 0,04M; 50μL GSH. Essa mistura foi incubada por 3 min a 30°C e 

a seguir foram adicionados 25µL de amostra. A atividade foi determinada por 

espectrofotometria (340nm) por 10 min.   

 

3.12.3.5  Ascorbato peroxidase - APX (EC 1.11.1.11)  

 A quantificação da atividade da APX foi realizada por método 

espectrofotométrico, com leituras a 290nm. A mistura de reação consistiu de uma 

solução contendo 650µL tampão fosfato de potássio 80mM pH 7,0; 100µL ascorbato 

5mM; 100µL EDTA 1mM; 100µL H2O2 1mM e 50µL de extrato. O branco consistiu da 

mesma mistura excluindo-se o extrato. As leituras foram realizadas após um período 

de 1 min de reação em cubetas de quartzo. 

 A mistura de reação contendo o tampão fosfato, o ascorbato e o EDTA 

permaneceu em banho-Maria a 30°C durante a realização das análises. O H2O2 foi 

adicionado somente na hora da leitura em espectrofotômetro. 

 

3.13 Análises sobre a membrana plasmática 

3.13.1 Isolamento de frações enriquecidas da membrana plasmática 

Após a exposição aos diferentes tratamentos, as amostras foram maceradas 

em cadinho de porcelana na presença de N2 líquido e do tampão de extração 

(sacarose 250mM; EDTA 5mM; glicerol 10%; TRIS 100mM; KCl 100mM; DTT 5mM; 



 36

PMSF 1mM) adicionado na mesma proporção da amostra (1:1, w/v). O DTT e o 

PMSF foram adicionados ao tampão na hora do uso, tanto para a extração como 

para a ressuspensão. 

O extrato foi centrifugado a 1500g por 10min a 4˚C para a eliminação de 

impurezas e da parede celular. O sobrenadante foi transferido para tubos de 

ultracentrífuga (modelo L7-75, Beckman, Alemanha) e centrifugados por 100.000g 

por 30 min a 4˚C. O pellet foi ressuspendido em 1mL de tampão de ressuspensão 

(glicerol 10%; TRIS-HCl 100mM pH 7,6; EDTA 5mM; PMSF 1mM; DTT 5mM).  

A mistura obtida foi aplicada a um gradiente de sacarose (TRIS-HCl 100mM 

pH 7,6; EDTA5mM; PMSF 1mM; DTT 5mM; sacarose 45 e 25%) previamente 

preparado e novamente ultracentrifugada a 100.000g, por 1h30min a 4˚C.  

Após esta centrifugação obtivemos a separação das frações enriquecidas de 

proteínas de membrana plasmática que foram coletadas da interface do gradiente 

(Figura 4).  

 

     A                                                                B 

 

 

 

 

 

Figura 4: (A) Gradiente de sacarose formado. A amostra fica por sobre a camada de solução 

de sacarose 25%. As soluções separam-se por densidade; (B) após a ultracentrifugação, 

pode-se coletar a porção enriquecida de membrana plasmática da interface inferior do tubo. 
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As proteínas foram precipitadas na presença de acetona e etanol, na relação 

3:1:1 (v/v/v) de acetona, etanol e amostra. Esta mistura foi mantida em freezer por 

24h. e depois centrifugada por 25 min a 4˚C. O pellet contendo as proteínas 

precipitadas foi ressuspendido em 25µL de TRIS-HCl 50mM pH7,5 (LEHNER et al., 

2003). A quantificação das proteínas foi realizada por Bradford (1976). 

 

3.13.2 Perfil protéico por eletroforese bi-dimensional (2D) 

A técnica de eletroforese em duas dimensões (2D), tem alto potencial para o 

estudo de proteínas. Trata-se de um método de separação de proteínas com alto 

poder de resolução, onde diversas proteínas podem ser reveladas em um único gel, 

permitindo também a detecção de proteínas em baixas concentrações 

(MASSONNEAU et al., 1997; MOLLOY, 2000).  

A separação de proteínas ocorre na primeira dimensão, através do seu ponto 

isoelétrico (gel com gradiente de pH imobilizado: IPG) e na segunda pelo peso 

molecular das proteínas, conforme metodologias de Santoni et al. (1998; 1999) e 

Molloy (2000).  

 

3.13.2.1 Focalização Isoelétrica 

 Nesta primeira etapa, as proteínas foram separadas conforme seu ponto 

isoelétrico, pelo uso de tiras de gradientes de pH imobilizados (IPG) na faixa de pH 3 

a 10 e com 18 cm de comprimento. 

 As amostras, contendo 75µg de proteínas, foram preparadas na presença de 

uréia 7M, tiouréia 2M, ASB-14 5%, DTT 70mM, IPG-buffer 0,8%, bromofenol blue 

0,5% e água milli-q autoclavada, atingindo-se um volume final de 400µL. A mistura 

foi centrifugada a 8000g por 5min para a retirada da espuma e aplicada ao 
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sarcófago. A tira foi colocada sobre a solução, evitando-se a formação de bolhas 

(Figura 5).  

 

   A    B    C 

   

Figura 5: Etapas para a colocação da amostra e da fita no sarcófago. (A) coloca-se a 

amostra no centro do sarcófago com o auxílio de uma micropipeta; (B) após a retirada da fita 

protetora do gel, coloca-se a fita sobre a amostra, deslizando-a suavemente para evitar a 

formação de bolhas, com o gel voltado para cima e observando a polaridade do gel e do 

sarcófago, geralmente com o auxílio de uma pinça; (C) após o término da colocação da fita 

e do óleo mineral, tampa-se o sarcófago. Fonte: Amersham Biosciences, 2006. 

 

O sarcófago contendo a fita foi colocado no Ettan™ IPGphor™ II IEF System 

(Amersham Biosciences) para a aplicação de corrente elétrica que proporciona a 

migração das proteínas até o seu ponto isoelétrico. Foi aplicada uma programação 

fixa para todas as amostras, com voltagem final de 60.000V/h (Figura 6).  
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Figura 6: Sarcófagos fechados e colocados no Ettan™ IPGphor™ II IEF System para o 

processo de focalização isoelétrica, observando-se a posição do sarcófago correspondendo 

à posição dos eletrodos positivo e negativo, para a passagem da corrente elétrica. A 

programação do equipamento é realizada no painel de controle, através do binômio tempo e 

voltagem. Fonte: Amersham Biosciences, 2006. 

 

3.13.2.2 Reidratação e preparo das tiras para a 2ª. dimensão (“equilíbrio das 

tiras”) 

 Antes da aplicação no gel, as fitas passaram pelo processo de rehidratação.  

Foi preparado um tampão contendo 50mM TRIS-HCl pH 8,4; 30% de glicerol 50%; 

6M uréia e 2% SDS. Após a dissolução dos sais, o tampão foi centrifugado por 10 

min a 2000g para a retirada da espuma proveniente do SDS. O volume final do 

tampão foi de 6mL para cada fita. 

 Separadamente, foram pesados 2% DTT e 2,5% iodoacetamida (IAA). O 

tampão foi distribuído igualmente entre o DTT e a IAA (3mL/frasco). Foi realizada 

uma nova centrifugação, por 5min a 2000g e a seguir a fita foi incubada 

primeiramente na solução de DTT, por 12min, sob agitação leve. Após esta 
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incubação, a fita foi colocada na solução de IAA por 10min também sob agitação 

leve.   Para os processos de incubação, as fitas foram acondicionadas nas canaletas 

do Immobiline Drystrip Reswwlling Tray (RT, Amersham Biosciences - Ge 

Healthcare), conforme ilustra a Figura 7: 

 

Figura 7: Immobiline Drystrip Reswelling Tray (RT). Após a focalização isoelétrica, as fitas 

são transferidas para as canaletas do RT para o processo denominado “equilíbrio”, que é o 

preparo da mesma para a segunda dimensão da eletroforese. Fonte: Amersham 

Biosciences, 2006 

 

3.13.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

O gel para a separação segundo a massa molecular das proteínas foi 

confeccionado em gradiente de 8 a 18%. Após o processo de  polimerização do gel, 

foi aplicada uma solução de agarose 0,5% quente e colocada a fita para que 

deslizasse até a superfície de contato com o gel. Foi deixado uma canaleta para a 

aplicação de 8µL do padrão (Lead Marker, GE Healthcare), previamente preparado 

(Figura 8).  
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Figura 8: Colocação da fita no gel (SDS-PAGE). Sobre o gel é colocada uma solução de 

agarose 0,5% quente para que a fita deslize com mais facilidade e fique em contato com a 

superfície do gel. Também é colocado um espaçador para a colocação do padrão de 

massas moleculares conhecidas. 

 

 

Após a colocação da fita e a polimerização da agarose 0,5%, foi retirado o 

espaçador e colocado o padrão de proteínas. O gel foi inserido no eletrodo para que 

fosse realizada a corrida eletroforética de separação das proteínas segundo a sua 

massa molecular.  

O tampão de corrida do gel consistiu numa solução contendo TRIS-HCl; 

glicina e SDS 3% em água milli-q e foi aplicado à cuba de corrida gelado. O 

detergente SDS foi adicionado no tampão de corrida para carregar todas a proteínas 

negativamente e estas foram separadas conforme o seu peso molecular (SANTONI 

et al., 1998).   

As condições para a corrida do gel foram 80V, amperagem livre e temperatura 

de 4±1ºC (a corrida foi realizada em câmara fria). A coloração dos géis seguiu o 

método do nitrato de prata (ALFENAS et al., 1991). 
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padrão 

fita 
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3.13.2.4 Análise das imagens 

Os géis, após o processo de coloração, foram digitalizados em scanner Fluor-

S™ Multimager (BIO-RAD) e analisados com o auxílio do software Melanie/Image 

Master (Amersham Biosciences - GE Healthcare). 

 

3.14 Análise dos dados 

Os experimentos foram conduzidos em blocos inteiramente ao acaso, com 3 

repetições cada.  Para cada tratamento, foi determinada um ou mais controles, 

conduzidos de maneira semelhante aos demais tratamentos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Comportamento geral da cultura de células de tabaco cv. BY-2 

 A Figura 9(A) mostra um exemplo da curva de crescimento da cultura, medida 

pelo índice de células compactadas (ICC%) e a viabilidade celular da cultura (VC%) 

durante os 7 dias de subcultivo em condições normais. O crescimento observado foi 

típico para esta linhagem celular e semelhante ao encontrado por Souza (2004) e 

Vitorello e Haug (1996; 1999). O crescimento da cultura e a determinação do ICC% 

estão ilustrados na imagem da Figura 9(B). 

A cultura manteve alta viabilidade durante todo o ciclo, apresentando taxas de 

entre 96 e 98%, obtidas por contagem em microscópio óptico com auxílio de corante 

(trypan blue 0,4%) (Figura 9A). Este comportamento também é típico e está de 

acordo com dados encontrados por Vitorello e Haug (1996); Seals e Randall (1997) 

e Kuthanová et al. (2004). 

Notam-se principalmente duas fases distintas de crescimento: a logarítmica 

(do segundo ao quarto ou quinto dia) e a estacionária (a partir do quinto ou sexto 

dia). A taxa relativa de crescimento da cultura é maior quando as células se 

encontram na fase log de crescimento, com valor máximo em torno de 2 dias, 

diminuindo conforme a cultura atinge a fase estacionária (VITORELLO; HAUG, 

1996; SOUZA, 2004). Isso explica-se, em parte, porque durante a fase log de 

crescimento, o processo predominante é de intensa divisão celular, enquanto que na 

fase estacionária, as células param de se dividir e atingem sua expansão máxima. 

 Também há alterações em relação ao tamanho das células durante o ciclo da 

cultura. El-Shami et al. (2002) constataram que as células são menores durante a 

fase log (do segundo ao quarto dia de idade, é a fase de intensa divisão celular e de 
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índice mitótico alto), mas aumentam de tamanho conforme a célula chega à fase 

estacionária (quinto a sétimo dias, é a fase de baixo índice de divisão celular). 

Durante o início do subcultivo, as células mantém o tamanho maior e alongado da 

fase estacionária até que ocorra a primeira divisão celular (cerca de 16 a 22 horas, 

quando passam da fase lag para a log). Os autores também constataram que a 

massa fresca acompanhou o crescimento da cultura medida pelo índice de células 

compactadas. Nossos resultados também foram semelhantes, pois a massa fresca 

aumentou conforme a idade das células e com o índice de compactação celular 

(ICC%) (dados não mostrados).   

O conhecimento e monitoramento destas características da cultura é 

importante, pois existem diferenças marcantes na sensibilidade das células ao Al 

entre as diferentes fases de crescimento (log e estacionária). A sensibilidade 

diferencial ao Al já foi descrita em diversos trabalhos da literatura, tanto em culturas 

de células quanto em células da raiz (YAMAMOTO et al., 1994; 2001; VITORELLO; 

HAUG, 1996; SIVAGURU; HORST, 1998; BLANCAFLOR et al., 1998; SOUZA, 

2004). Embora os mecanismos não estejam elucidados, estas diferenças estão 

associadas ao “status” da célula, principalmente com relação ao crescimento e 

desenvolvimento.  

 As células mostram-se claramente sensíveis ao Al na fase log de crescimento 

e resistentes na fase estacionária. O mesmo comportamento pode ser observado 

quando as células são expostas a soluções de pH 4,2. No trabalho de Souza (2004), 

as células de tabaco cv. BY-2 exibiram maior capacidade de acumular Al aos 2 dias 

de idade. Estas células também mostraram maior sensibilidade ao Al e menores 

níveis de viabilidade celular quando expostas ao metal, quando comparadas a 

células na fase estacionária de crescimento (aos 7 dias de idade).  
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Desta maneira, neste trabalho utilizou-se de células com 2 (fase log) e 7 (fase 

estacionária) dias de idade, correspondentes a células sensíveis e resistentes, 

respectivamente. 
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Figura 9: Desenvolvimento da cultura de células de tabaco BY-2 durante um ciclo de cultivo 

sob condições normais. (A) Crescimento da cultura medido pelo índice de células 

compactadas (ICC%) após centrifugação a 200g por 2 min e viabilidade celular (VC%), 

obtida por coloração com Trypan Blue. (B) Ilustração do crescimento da cultura e 

determinação do ICC% por centrifugação e determinação do volume de células 

 

dias:   1             2              3              4                5         6               7 
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4.2 Determinação das condições e do tempo de exposição ao Al 

Já foi demonstrado previamente (ver item 2.2) que existe uma boa relação 

entre a sensibilidade celular ao Al e seu acúmulo em suspensões de células. 

Portanto, neste trabalho, o acúmulo de Al sob condições e tempo definidos foi um 

dos indicadores utilizados para se avaliar a sensibilidade das células de tabaco cv. 

BY-2 ao Al e é referido como capacidade de acúmulo de Al. Aqui, o termo 

capacidade é utilizado no sentido da competência, aptidão ou mesmo da 

suscetibilidade das células em acumularem Al.  

A definição das condições de exposição ao Al é uma questão importante. 

Levantou-se a curva de acúmulo de Al em função do tempo nas células da fase log 

de crescimento (2 dias de idade) com o objetivo principal de se verificar a cinética de 

acúmulo de Al pelas células mais sensíveis (Figura 10). A concentração de Al foi de 

50 µM (AlCl3) em solução padrão a pH 4,2 e com amostragem a cada 30 min.  

Esta informação trouxe algumas vantagens para a condução dos 

experimentos. Ao fixar-se o tempo de exposição em 2h a variação entre os 

resultados foi reduzida, pois o acúmulo de Al alcança um valor máximo, 

relativamente constante e a viabilidade celular, que tende a cair com o tempo, ainda 

apresenta valores satisfatórios. De fato, em experimentos onde o tempo de 

exposição ao Al foi diferente (por exemplo, por 1h), os resultados de acúmulo de Al e 

viabilidade celular foram de menor repetibilidade. Observando-se a Figura 10, nota-

se que após 1h de exposição, o acúmulo de Al ainda apresenta uma tendência 

ascendente e pequenas variações no tempo de amostragem causaram variações 

significativas nos dados de acúmulo de Al e viabilidade celular (dados não 

mostrados).   
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 Outra vantagem foi a otimização do tempo de condução do experimento, pois 

o procedimento experimental consta de 3 lavagens, 2 horas de exposição e 

lavagens posteriores. Se o tempo de exposição fosse maior, os dados de viabilidade 

celular seriam muito baixos, inviabilizando a realização de diversos experimentos. O 

objetivo foi manter um nível elevado de acúmulo relativo de Al aliado a um nível 

ainda aceitável de viabilidade celular (VC%).   

Para a determinação do Al acumulado nas células, foi utilizado o método de 

fluorescência do complexo Al-morin, diretamente na suspensão celular. O uso do 

complexo Al-morin para a detecção do Al presente nas células é um método aceito e 

usado por diversos autores (VITORELLO; HAUG, 1996; 1997; SAARL; SELTZ, 

1983). No entanto, por ser um método fluorimétrico, realizado diretamente em cima 

das células intactas, é uma medida relativa de quantificação de acúmulo de Al. Uma 

comparação entre resultados de acúmulo de Al obtidos por este método e obtidos 

por ICP-MS é apresentada adiante, no item 4.4, e mostra a validade de se empregar 

a técnica. Este método foi utilizado pois é simples, rápido, de baixo custo e exige 

uma quantidade de amostra muito pequena. Além disto, permite a visualização da 

localização do Al na célula ainda intacta. Esta técnica tem sido aplicada como 

procedimento de rotina em nossos experimentos. 
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Figura 10: Acúmulo relativo de Al (%) durante 180 min de exposição a 50 µM de Al. No 

ensaio padrão (♦), as células foram expostas ao Al em solução padrão a pH4,2; no 

tratamento 80/0mM sac (■), as células foram lavadas em solução padrão pH4,2 acrescida 

de 80 mM sacarose e expostas ao Al em condições padrão e no tratamento 80/40 mM sac 

(□), as lavagens foram feitas em solução padrão pH4,2 acrescida de 80 mM sacarose e a 

exposição ao Al foi feita em solução padrão acrescida de 40 mM sacarose. O acúmulo de Al 

em células na fase estacionária sob a condição 0/0 foi insignificante (0,9%). 

 

 

 Para ilustrar o acúmulo de Al nas células e os dados da curva de crescimento 

(Figura 10), estão apresentadas na Figura 11 imagens obtidas em microscópio 

confocal das células coradas com morin, durante o período de exposição da curva 

de acúmulo de Al. As imagens ilustram três momentos diferentes: após 30, 60 e 120 

min de exposição ao Al.  
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  30 min    60 min   120 min 

 

Figura 11: Microfotografias obtidas por microscopia confocal ilustrando o acúmulo de Al ao 

longo do tempo em células de tabaco BY-2 da fase log de crescimento. As células foram 

expostas a 50µM Al por 30, 60 e 120 min e depois coradas com morin. As imagens foram 

obtidas por fluorescência, deixando-se passar a luz transmitida de baixa intensidade para a 

visualização da célula. As setas exemplificam a fluorescência do complexo Al-morin.  

  

4.2.1 Tratamentos utilizando-se sacarose e manitol 

 Na literatura, alguns trabalhos mostram a exposição de células cultivadas ao 

Al na presença de sacarose. Quando comparados aos resultados obtidos em nosso 

laboratório, o acúmulo de Al nessas células tem sido menos intenso e mais lento. 

Além disto, algumas observações preliminares nossas também indicaram um certo 

efeito protetor da sacarose. Já foi descrito na literatura que tem-se um possível 

efeito protetor de osmólitos à célula vegetal quando exposta a certas condições de 

estresse. Efeito semelhante, muitas vezes, também tem sido atribuído ao cálcio.  

 Portanto, alguns ensaios foram realizados com o intuito de se examinar o 

efeito da presença da sacarose no acúmulo e na sensibilidade ao Al. A Figura 12 

mostra o acúmulo de Al por células na fase log expostas por 2h a 50 µM AlCl3 em 

função da concentração de sacarose na solução de lavagem e de exposição. 

Claramente nota-se que a capacidade das células em acumularem Al diminuiu à 

medida que se aumentou a concentração de sacarose na solução padrão de 
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tratamento das lavagens e de exposição ao Al e que isto correspondeu a um 

aumento na viabilidade das células (Figura 12B).  

 Além da sacarose, optou-se também por testar as mesmas 

concentrações de manitol para verificar se os efeitos da sacarose seriam por 

questões osmóticas ou de metabolismo energético. O manitol é pouco absorvido e 

metabolizado pelas células de tabaco, a não ser por linhagens transgênicas 

específicas (STOOP et al., 1996). A Figura 13 (A e B) mostra que as células 

realmente não utilizam o manitol como fonte de carbono no meio de cultura, 

mostrando baixo índice de crescimento (ICC%) e de viabilidade celular (VC%).  

 A partir dos dados da Figura 12, deduz-se que o efeito de proteção às células 

se dá, provavelmente, devido à osmolaridade das soluções empregadas, pois o 

comportamento das células submetidas às mesmas concentrações de sacarose e 

manitol foi semelhante. Além disto, na literatura há evidências que os osmólitos 

exercem papel protetor direto ou indireto sobre a membrana plasmática, protegendo 

as células de processos de estresse hipo ou hiper-osmótico, pela diminuição da 

atividade das ATPases e/ou por promover alterações na estrutura física da 

membrana plasmática (MOECKEL et al., 2002). 

Nota-se que o efeito máximo da sacarose e do manitol sobre a viabilidade 

celular ocorre a uma concentração entre 80 e 100 mM, concentração esta 

semelhante ao encontrado no meio de cultura (87,4 mM). No entanto, o acúmulo de 

Al continuou diminuindo nas concentrações acima deste patamar (Figura 12).  

Sob as concentrações de osmólitos utilizadas, não se detectou ocorrência de 

plasmólise celular. 

Uma possível explicação para estes aspectos envolvendo flutuações 

osmóticas é fornecida por observações realizadas em células de crescimento 
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polarizado, especificamente pêlos radiculares. Bibikova et al. (1998) observaram que 

pêlos radiculares foram bastante sensíveis a pH < 4,5, sendo que o crescimento dos 

pêlos foi inibido, apresentaram deformações nas suas pontas e uma porcentagem 

das células supostamente se romperam na ponta. Isto ocorreu apenas em pêlos em 

crescimento. Vitorello (informação pessoal)1 observou comportamento semelhante 

em raízes de Vigna unguiculata expostas a pH baixo e Al, mas foi mais acentuado 

quando as raízes foram expostas a pH baixo e ao Al em soluções hipotônicas. A 

hipótese é de que processos envolvidos com a expansão celular, tais como, a fusão 

de membranas ou a síntese e montagem da parede celular, possam ser bastante 

sensíveis a pH baixo e ao Al. De fato, Llugany et al. (1995); Koyama et al. (1995; 

2001) e Schmohl e Horst (2000) sugeriram que o pH baixo e o Al poderiam, 

respectivamente, causar injúrias às raízes devido a sua interação com pectina. O 

turgor celular poderia afetar ou agravar os danos causados pelo pH baixo e o Al. Já 

foi discutido que é provável que valores baixos de pH e Al possam induzir mudanças 

moleculares no contínuo parede celular – membrana plasmática – citoesqueleto 

(CW-PM-CSK) (VITORELLO et al., 2005). 

 Por fim, foram realizados experimentos onde foi variada a exposição à 

sacarose e ao manitol somente nas lavagens, assim como nas lavagens e na 

exposição ao Al e ao baixo pH. Após a análise dos resultados, optou-se por utilizar 

as concentrações de 80 mM nas lavagens e 40 mM na exposição ou somente 80mM 

nas lavagens, pois foram os tratamentos que mostraram resultados mais 

interessantes quanto ao acúmulo de Al e a viabilidade celular. Os resultados 

mostraram níveis intermediários de acúmulo de Al e de viabilidade celular em 

relação ao ensaio padrão. Outro motivo para a escolha destas concentrações foi o 

                                                 
1 VITORELLO, V.A. Mensagem recebida por frcapald@cena.usp.br em 20/08/2006. 
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fato de termos um tratamento com osmólitos durante a exposição e um tratamento 

com osmólitos somente nas lavagens, para que pudéssemos verificar se o efeito 

protetor observado era função da presença nas lavagens ou na exposição. Estas 

condições de exposição ao Al na presença de sacarose ou manitol foram 

empregadas nos demais experimentos realizados e descritos neste trabalho.  
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Figura 12: (A) Acúmulo relativo de alumínio (%) medido por fluorimetria pelo complexo Al-

morin em células BY-2 na fase log tratadas com diferentes concentrações de sacarose ( ) e 

manitol ( ) e (B) Viabilidade celular (VC%) para células da mesma amostra coradas com 

Trypan blue 0,4%. Contagem por microscopia óptica. 
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Figura 13: (A) Crescimento celular (%) e (B) viabilidade celular (%), durante um subcultivo, 

em meios de cultura contendo sacarose ( ) ou manitol ( ) como fonte de carbono. O 

inóculo inicial foi de 4% para os dois tratamentos e a concentração de sacarose ou manitol 

foi de 87,4mM no meio de cultura. 
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4.3 Diferenças na sensibilidade das células de tabaco cv. BY-2 aos tratamentos 

 Para um mesmo organismo ou genótipo, diferenças entre células na 

sensibilidade ao Al já foram descritas em diversos trabalhos (VITORELLO; HAUG, 

1996; 1997; 1999; YAMAMOTO et al., 1994; 2001; 2002) independentes das 

diferenças existentes entre variedades sensíveis e tolerantes (ZHANG; TAYLOR, 

1990; VASQUEZ et al., 1999; SILVA et al., 2005) 

 Em nosso trabalho, estas diferenças foram observadas sob diferentes 

condições: acidez, presença de Al e presença de Al acrescida de sacarose e 

manitol.  

 

4.3.1 Diferenças na sensibilidade celular ao Al  

A Figura 14 apresenta o acúmulo relativo de Al e a viabilidade celular (VC%) 

em células na fase log (2 dias). O acúmulo de Al encontrado nas células na fase log 

(2 dias) expostas a 50 μM AlCl3 por 2h em solução padrão a pH 4,2 foi sempre 

considerado como referência e tomado com sendo igual a 100%.  

Além dos valores de acúmulo relativo de Al, também nos interessava saber se 

as células continuavam viáveis quando expostas aos diferentes tratamentos, para, 

por exemplo, conseguirem se recuperar do dano causado (crescimento da cultura 

após a exposição). Analisamos então, juntamente com o acúmulo relativo de Al 

(Al%), a viabilidade celular (VC%).  

A Figura 14 também ilustra o comportamento das células na fase estacionária 

quanto ao acúmulo relativo de Al e a viabilidade celular.  Estas células mostraram-se 

resistentes ao Al, mostrando níveis de acúmulo relativo de 0,9% e taxas de 

viabilidade celular próximas dos 98%. Portanto, estas células não acumulam e não 

sofrem danos causados pelo Al. 
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As células na fase log de crescimento acumularam mais Al em comparação 

às células na fase estacionária e também em comparação aos tratamentos que 

receberam sacarose.  A sensibilidade ao Al fica evidenciada quando observamos os 

dados de viabilidade celular (VC%), pois a contagem de células identifica a 

quantidade de células danificadas pela presença do Al.  

Neste estudo, confirmou-se que o acúmulo de Al é bom indicador do dano 

celular gerado pela exposição a este elemento. A Figura 15 apresenta a correlação 

entre todos os dados de acúmulo de Al com os respectivos dados de viabilidade 

celular das Figuras 12 e 14. Com exceção de um dos pontos, representando células 

na fase estacionária, todos os demais foram obtidos de células em fase log (2 dias). 

Observa-se uma correlação bastante estreita entre o acúmulo de Al e a viabilidade 

celular resultante.  

As células na fase log de crescimento acumularam mais Al em comparação 

às células na fase estacionária e também em comparação aos tratamentos que 

receberam sacarose.  A sensibilidade ao Al fica evidenciada quando observamos os 

dados de viabilidade celular (VC%), pois a contagem de células identifica a 

quantidade de células danificadas pela presença do Al.  
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Figura 14: Acúmulo relativo de Al (□) e viabilidade celular (VC%, ■) em células de tabaco cv. 

BY-2 na fase log e estacionária de crescimento. Tratamentos: ensaio padrão (as células 

foram expostas a 50 µM Al em solução padrão pH4,2); 80/40mM sac (a solução padrão foi 

acrescida de 80mM de sacarose nas lavagens e 40mM de sacarose na exposição, 

juntamente com o Al) e 80/0mM sac (a solução padrão recebeu 80mM de sacarose nas 

lavagens e as células foram expostas a 50µM Al). 

 
 

-------------------- fase log ----------------------------  --fase estacionária--         
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Figura 15: Correlação entre o acúmulo relativo de Al e a viabilidade celular em células de 

tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos aplicados de células tanto 

na fase log como na estacionária de crescimento.  

 

Pela curva de acúmulo de Al no tempo (Figura 10) e pelas imagens ilustradas 

na Figura 11, pode-se observar que o Al acumulou nas células de modo não 

reversível já após 30 minutos de exposição, confirmando as informações de que o 

acúmulo de Al é rápido e ocorre tanto com 30 min até muitas horas de exposição em 

raízes, porém sua localização pode ser diferenciada conforme o tempo de exposição 

e a concentração de Al (DELHAIZE et al., 1993; LAZOF et al., 1994; VASQUEZ et 

al., 1999; SILVA et al., 2005). 

 Após 60 min, pode-se observar que o Al está presente no núcleo celular e nas 

regiões próximas à membrana-parede celular. O mesmo ocorre após 120 min de 

exposição. Dados semelhantes, quanto à localização do Al acumulado, foram 

encontrados por Souza (2004) e Silva et al. (2005). 

 Silva et al. (2005) examinou a penetração radial do Al em raízes de soja. 

Usando lumogalion e DAPI, observou que aos 30 min de exposição, uma quantidade 
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significativa de Al já havia se acumulado nas células meristemáticas e esta 

quantidade aumentou com o tempo de exposição (até 48h). O Al concentrou-se na 

interface parede celular/membrana plasmática e no núcleo das células. Utilizando 

morin e imagens obtidas em microscópio confocal, as células BY-2 na fase log 

expostas ao Al também mostram este perfil, porém num tempo mais curto de 

exposição. O Al já se encontra acumulado no núcleo aos 60 min de exposição.  

 Ao atingir as moléculas presentes no núcleo celular, o Al afeta o índice 

mitótico (MATSUMOTO, 1991). A presença do Al na membrana nuclear pode 

interferir em vários processos, afetando todo o ciclo celular (FRANKLIN; CANDE, 

1999).  Apesar destas relações, muitos outros aspectos da presença do Al no núcleo 

celular relacionado à inibição da elongação radicular permanecem desconhecidos 

(SILVA et al., 2005). 

 

4.3.2 Diferenças sensibilidade celular ao baixo pH  

Além dos dados de acúmulo de Al, analisamos também a resposta das 

células quando expostas somente a pH 4,2 (Figura 16), pois o Al somente fica 

disponível a valores de pH baixo. O pH baixo em si é tóxico às células e a toxicidade 

ao Al é na realidade um caso de sobreposição de dois fatores de estresse.  

Comparando-se as Figuras 14 e 16, nota-se a mesma tendência de 

resultados nas células tratadas somente com pH 4,2 quando comparadas às células 

tratadas com Al e com Al e sacarose, porém com valores de viabilidade celular mais 

elevados, indicando que o Al causa um dano maior às células do que somente a 

acidez.  

A disponibilidade de Al é aumentada sob condições ácidas. Pelos dados 

encontrados pode-se indicar tanto o pH baixo quanto o Al são prejudiciais às células 



 60

sensíveis (fase log) sendo praticamente impossível separar os danos indepentes de 

cada fator (pH e Al). A adição da sacarose na solução de lavagem e de exposição 

elevou a viabilidade celular para valores próximos de 60% tanto para células 

expostas somente ao pH como para células expostas ao Al, diminuindo o acúmulo 

de Al nestas células em cerca de 70% quando se comparou com o tratamento com 

50 µM Al (100% de acúmulo relativo). Quando a adição de sacarose ocorreu 

somente na solução de lavagem (80/0 mM sac) e a exposição ao Al foi realizada 

conforme em solução padrão pH 4,2, o acúmulo de Al também foi menor que o 

tratamento sem sacarose, porém maior que o tratamento que recebeu sacarose 

também durante a exposição ao Al (80/40 mM sac), ficando num nível intermediário. 

O mesmo ocorreu com a viabilidade celular na presença do Al e na presença 

somente do pH baixo, ou seja, a sacarose também exerceu um papel protetor às 

células na fase log quando aplicadas nas soluções de lavagens e de exposição. 
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Figura 16: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log e 

estacionária de crescimento (observar as chaves). Tratamentos: controle pH 4,2 (células 

lavadas e expostas em solução padrão pH 4,2, tanto na fase log como estacionária); 80/40 

mM sac (solução de lavagem foi acrescida de 80mM de sacarose e a solução de exposição 

recebeu 40mM de sacarose); 80/0 mM sac (solução de lavagem recebeu 80mM de sacarose 

porém as células foram expostas em solução padrão a pH 4,2).  
 

4.3.3. Conteúdo de carboidratos solúveis totais 

 Examinou-se a concentração de carboidratos solúveis totais nas células com 

o intuito de verificar se diferenças no metabolismo energético poderiam estar 

relacionadas aos efeitos da sacarose (que é metabolizada) e manitol (que não é) ou 

às diferenças entre células das diferentes fases de crescimento quanto à 

sensibilidade ao Al. Além disto, quis-se examinar se metabolismo energético celular 

poderia estar alterado na presença de condições de estresse.  

 A quantificação dos carboidratos solúveis totais seguiu o método de Yemm e 

Willies (1956) e a curva de calibração de glicose está apresentada na Figura 17.   

 ----------------------- fase log ---------------------------   -- fase estacionária -- 
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Figura 17: Curva de calibração de glicose (µg/mL) para a quantificação dos carboidratos 

solúveis totais. 
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Figura 18: Carboidratos solúveis totais (µg/mg MF) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases 

log (□) e estacionária (■). Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (lavagens 

e exposição a pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol. padrão pH4,2 e exposição na 

mesma solução + Al); 80/40 mM (lavagens em sol. padrão + 80mM de sacarose ou manitol 

e exposição ao Al + 40 mM sacarose ou manitol); 80/0mM (lavagens em sol. padrão + 

80mM sacarose ou manitol e exposição em sol. padrão + Al). 

------- Controles ------    ------------------------------ 50µM Al ------------------------- 
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Os resultados da Figura 18 mostram que o conteúdo de carboidratos totais é 

maior na fase log do que na estacionária, provavelmente porque as células se 

encontram em pleno processo de divisão celular e com alta concentração de 

nutrientes e sacarose disponíveis no meio de cultura.  

 O aumento do teor de carboidratos totais nas células da fase log tratadas com 

Al ou baixo pH, em relação ao controle (pH5,6), independente da presença ou não 

de sacarose ou manitol, pode estar vinculado a uma diminuição na capacidade de 

utilização dos carboidratos no metabolismo destas células estressadas. 

 As células na fase estacionária apresentaram menores concentrações de 

carboidratos em relação às células na fase log. Isso pode ser explicado pelo fato de 

que as células já se encontravam num meio de cultura com baixa concentração 

nutricional e de sacarose. Quando as células foram expostas aos tratamentos 

80/40mM sac e 80/0mM sac, houve aumento do teor de carboidratos solúveis nas 

células, ao contrário do que ocorreu com as células quando utilizou-se manitol, 

reforçando a informação de que estas células não usam manitol como fonte de 

carbono. 

 Em células na fase estacionária, independente da concentração de 

carboidratos encontrada, as células mantém-se resistentes ao acúmulo de Al.  

 

4.4 Correlação entre fluorimetria (Al-morin) e espectrometria de massa com 

fonte de plasma acoplada (ICP-MS) 

Conforme mencionado anteriormente, a determinação do Al acumulado nas 

células foi realizada pelo método de fluorescência do complexo Al-morin, 

diretamente na suspensão celular. As vantagens deste método foram abordadas no 

item 4.2 e discutidas na literatura (VITORELLO; HAUG, 1997).  
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O morin é pouco fluorescente, porém forma compostos altamente 

fluorescentes com o Al3+, sendo largamente usado como reagente para análises 

fluorimétricas de Al e de outros metais, assim como para análises 

espectrofotométricas de metais que não formam complexos fluorescentes (SAARL; 

SELTZ, 1983). No entanto, por ser um método fluorimétrico, realizado diretamente 

em cima das células intactas, é uma medida relativa de quantificação de acúmulo de 

Al.  

Para a confirmação dos dados obtidos por fluorimetria, realizou-se a 

quantificação do Al acumulado nas células por espectrometria de massa com fonte 

de plasma acoplada (ICP-MS). Foram utilizadas amostras de todos os tratamentos 

aplicados às células, nas duas fases de crescimento distintas (log e estacionária). 

Pela correlação entre as duas metodologias, pudemos verificar até que ponto a 

quantificação de acúmulo de Al por fluorimetria (complexo Al-morin) foi adequada 

aos nossos experimentos.  

 A curva de calibração de Al para a subsequente leitura das amostras foi 

obtida com o padrão de Al Merck (em Tritisol). A Figura 19 mostra os dados de 

quantificação de Al por ICP-MS obtidos para células nas fases log e estacionária de 

crescimento, em todos os tratamentos aplicados. 
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Figura 19: Concentração de Al (ppb) em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (□) e 

estacionária (■) obtida em ICP-MS. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH 5,6); 

pH4,2 (idem, a pH 4,2); ensaio padrão (células lavadas em sol. padrão pH 4,2 e expostas a 

50 µM Al); 80/40mM (lavagens em solução padrão + 80 mM sacarose ou manitol e expostas 

a 50 µM Al + 40mM sacarose ou manitol); 80/0mM (lavagens em solução padrão + 80mM 

sacarose ou manitol e expostas a 50 µM Al).  

 

A correlação entre as duas metodologias utilizadas nos ensaios de acúmulo 

de Al resultou numa linearidade com R2 = 0,96 e está apresentada na Figura 20. 

Portanto, houve uma excelente correspondência entre os dados obtidos pelas duas 

metodologias de determinação de acúmulo de Al. Podemos considerar válida a 

metodologia de quantificação do acúmulo relativo de Al (Al%) pelo complexo Al-

morin.  

Sem dúvida, a quantificação da concentração de Al por ICP-MS é um método 

extremamente sensível, que proporciona resultados altamente confiáveis. Porém 

também é um método oneroso e mais demorado (requer digestão das amostras) e 

que nem sempre pode ser incluído como um procedimento padrão para a 

   ------ controles -------    ------------------------------ 50µM Al -------------------------
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quantificação de Al nos experimentos realizados. Esta é a principal razão pela qual 

utilizamos o complexo Al-morin para tal quantificação, pois é um método de fácil 

aplicação, rápido, de baixo custo e que depende de uma tecnologia mais acessível. 

Vitorello e Haug (1997) compararam a metodologia de quantificação de 

acúmulo de Al por fluorimetria (Al-morin) com resultados obtidos com absorção 

atômica com forno de grafite, encontrando uma similaridade significativa entre os 

dados, com R2=0,97. 

 Iikura et al. (2001) relacionaram o acúmulo de Al em células de tabaco entre 

as metodologias de fluorescência com lumogalion e quantificação por espectrometria 

de emissão atômica com fonte de plasma (ICP-AES) indicando uma diferença de 

aproximadamente 13% de Al acumulado entre as duas metodologias, sendo que a 

fluorimetria apresentou resultados maiores de acúmulo de Al durante 8h de 

exposição a 1mM Al.  

 Souza (2004) encontrou uma correlação de R2=0,86 entre o Al acumulado em 

células de tabaco BY-2 por fluorimetria (complexo Al-morin) e por espectrometria de 

absorção atômica com atomização eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS).  

Vitorello e Haug (1996) mostram as vantagens em se utilizar o método de 

fluorescência do complexo Al-morin para a detecção do Al acumulado em células de 

tabado BY-2 indicando que o método permite obter resultados de forma rápida, a 

partir de pouco volume de material vegetal, com preparo simples da amostra e é 

satisfatóriamente sensível para a detecção de baixas quantidades de Al acumulado. 
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Figura 20: Correlação entre Al acumulado entre as metodologias de fluorimetria pelo 

complexo Al-morin e por ICP-MS em células de tabaco cv. BY-2, nas fases log e 

estacionária, com coeficiente de correlação entre as metodologias igual a R2=0,96. 

 

4.5 Estresse oxidativo decorrente da exposição ao Al e à acidez 

 

4.5.1 Peroxidação lipídica  

A Figura 21 mostra que houve peroxidação lipídica significativa nas células da 

fase log tratadas apenas com pH baixo (pH 4,2) e que a peroxidação quase dobrou 

quando se expôs estas células ao Al. Estes resultados são similares aos 

encontrados por Peixoto et al. (1999 e 2001) em linhagens de sorgo.  

Nas células log que foram tratadas na presença de sacarose ou manitol, 

houve uma relação inversamente proporcional entre concentração de sacarose 

aplicada e peroxidação lipídica.  

Ao contrário das células na fase log, as células na fase estacionária não 

apresentaram peroxidação lipídica significativa em nenhum dos tratamentos 
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aplicados (valores próximos de zero), sugerindo a ausência de danos à membrana 

em células tolerantes ao baixo pH e ao Al. 

Comparando-se a Figura 21 com as Figuras 14, 16 e 19, nota-se uma boa 

relação entre a peroxidação de lipídios, acúmulo de Al e viabilidade celular em todos 

os tratamentos. Quando o acúmulo de Al foi elevado, a peroxidação também foi 

elevada e a viabilidade foi baixa. Portanto, nestas células, a peroxidação lipídica 

parece ser um bom indicador da sensibilidade ao Al e à acidez. 
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Figura 21: Peroxidação lipídica em células de tabaco cv. BY-2 nas fases log (□) e 

estacionária (■), medida pelo teste TBA. Resultados expressos em mmol MDA/mg MF. Os 

resultados em células na fase estacionária foram próximos de zero, considerados 

desprezíveis. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); 

ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM 

(lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. 

padrão + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose 

ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 
   

 

 

----- controles -------   ---------------------------- 50 µM Al -----------------------------
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4.6.2 Níveis de H2O2 

 Para a determinação dos níveis de peróxido de hidrogênio, primeiramente 

estabeleceu-se a curva padrão de calibração, com concentrações de H2O2 de 0; 2,5; 

5; 7,5; 10; 12,5 e 15 µM H2O2, medida a 560nm (Figura 22). 
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Figura 22: Curva de calibração com concentrações de H2O2, medida a 560nm. O coeficiente 

de correlação para a curva foi de R2 = 0,9965. 

 

 A concentração de H2O2 nas células na fase log de crescimento submetidas a 

pH baixo e Al está apresentada na Figura 23. Em relação às células controles 

mantidas a pH 5,6, o teor de H2O2 aumentou cerca de 3 vezes nas células tratadas 

apenas com pH4,2 e 5 vezes nas células submetidas ao Al. Somado aos dados de 

peroxidação lipídica (Figura 21), estes resultados confirmam a ocorrência de 

estresse oxidativo nas células da fase log de crescimento expostas a pH baixo e Al.  

 Semelhante ao comportamento da peroxidação lipídica, notou-se que quando 

se adicionou sacarose ou manitol na solução de exposição ao Al, os níveis de H2O2 
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nas células foram menores. Os efeitos de sacarose e manitol sobre os níveis de 

H2O2 foram semelhantes para as mesmas concentrações utilizadas.  

De modo geral, houve uma boa correspondência entre a indução da 

peroxidação de lipídios e as concentrações de peróxido de hidrogênio quantificadas. 

No entanto, a presença de sacarose e de manitol no meio de exposição ao Al levou 

a uma redução proporcionalmente maior nos níveis de H2O2 do que na peroxidação 

de lipídios. 
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Figura 23: Concentração de H2O2 em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de crescimento. 

Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio 

padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM 

(lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. 

padrão + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose 

ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 

 

----- controles ----        ------------------------ 50µM Al ----------------------------
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 Os resultados mostram também que a peroxidação lipídica não ocorreu nos 

mesmos níveis da geração do peróxido de hidrogênio, pois os níveis do H202 foram 

menores. Uma possibilidade é o fato de que outras EAO’s e radicais livres possam 

estar sendo gerados e a medição incluiu apenas o peróxido.  

A correlação entre os dados dos níveis de H2O2 e de peroxidação de lipídios é 

apresentada na Figura 24. A ausência de uma correlação mais estreita se deve 

principalmente a dois pontos, um do controle a pH 5,6 e outro do tratamento 80/0 

mM sac.  

Parece ter havido uma relação mais estreita entre o acúmulo de Al e a 

viabilidade celular com os níveis peroxidação lipídica do que com o conteúdo de 

H2O2 (Figuras 25 e 26). Assim, podemos indicar que a peroxidação lipídica é um 

bom indicador da sensibilidade celular ao Al e à acidez, ao passo que os níveis de 

peróxido de hidrogênio não acompanharam a mesma tendência.  
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Figura 24: Correlação entre a peroxidação lipídica e o conteúdo de H2O2 em células de 

tabaco cv. BY-2. Foram utilizados dados de todos os tratamentos aplicados em células tanto 

na fase log como na estacionária para traçar o gráfico.  
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Figura 25: Correlação entre a peroxidação lipídica e o acúmulo de Al medido por ICP-MS 

(□), com R2 = 0,6558 e correlação entre o conteúdo de H2O2 e o acúmulo de Al medido por 

ICP-MS (■), com R2 = 0,1047 em células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os dados 

de todos os tratamentos aplicados às células tanto na fase log, como na fase estacionária 

de crescimento. 
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Figura 26: Correlação entre a peroxidação lipídica e a viabilidade celular (■), com R2 = 

0,6152 e correlação entre o conteúdo de H2O2 e a viabilidade celular (□), com R2 = 0,604 em 

células de tabaco cv. BY-2. Foram considerados os dados de todos os tratamentos 

aplicados às células tanto na fase log, como na fase estacionária de crescimento. 
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4.5.3 Atividade de enzimas antioxidantes  

4.5.3.1 Superóxido Dismutase (SOD) 

 A Figura 27 mostra as bandas de SOD obtidas em gel de poliacrilamida não-

denaturante (PAGE) 9%, de acordo com o padrão SOD-bovina (SIGMA) aplicado ao 

gel e a Figura 28 mostra a identificação das bandas correspondentes às isoenzimas 

Fe-SOD e Mn-SOD. 

 Nota-se maior intensidade das bandas referentes à isoforma Fe-SOD (Figura 

27, bandas inferiores) para as células na fase log de crescimento. Para as células na 

fase estacionária, as bandas de Fe-SOD mostraram-se menos intensas, assim como 

a Mn-SOD (Figura 27, bandas superiores). De modo geral, pode-se considerar que 

houve maior atividade da SOD nos tratamentos da fase log em relação à fase 

estacionária, principalmente decorrente da Fe-SOD. Portanto, pode-se inferir que 

está havendo a conversão dos radicais superóxido em H2O2, mediada pela SOD. A 

comparação dos resultados obtidos com a atividade da SOD fica dificultada em 

relação às outras enzimas pelo fato da análise ter sido feita em gel.  

 Apesar de notar-se maior atividade da SOD nas células na fase estacionária, 

não se tem muita diferença do controle (pH5,6) para os demais tratamentos. Em 

plântulas de girassol a baixa atividade da SOD na presença de metais pesados 

favoreceu o acúmulo de radicais superóxido, que contribui para a ocorrência de 

danos nas membranas celulares (BHATTACHARJEE, 1998 ).  
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Figura 27: Bandas de SOD em PAGE 9%. P (padrão SOD-bovina) e tratamentos: pH5,6; 

pH4,2; 50µM AlCl3; 80/40sac (lavagens com a solução padrão acrescida de 80mM sacarose 

e exposição ao Al em solução padrão acrescida de 40mM sacarose, pH4,2) e 80/0sac (idem 

ao tratamento anterior, porém a exposição ao Al foi feita em solução padrão pH4,2). 

Corridas simultâneas, a 4˚C, 15mA/gel, utilizando-se 60μg de proteínas/amostra.  

 

 

                                   
                                          Controle           KCN 2mM          H2O2 5mM 
 

Figura 28: Identificação das diferentes isoenzimas de SOD. Estão presentes a Mn-SOD, 

resistente aos dois inibidores usados e a Fe-SOD, resistente ao KCN e inibida pelo H2O2. O 

gel foi dividido e tratado em 3 partes separadamente. A primeira parte (controle) foi revelada 

através do procedimento padrão para SOD. A corrida do gel foi realizada a 4˚C, 15mA/gel 

por um tempo médio de 3h, em cuba Pharmacia para mini-gel. 

 

4.5.3.2 Catalase (CAT) 

 Pela ação da catalase, o H2O2 é convertido em H2O e O2, sem a produção de 

radicais livres. A Figura 29 mostra os resultados da atividade da catalase nos 

diferentes tratamentos utilizados. 

 Nas células na fase log, a atividade da catalase foi próxima nas células 

tratadas a pH 4,2, com ou sem Al, mas foi cerca de 2,5 vezes maior do que nas 

células controle (pH5,6). Curiosamente, a atividade da CAT foi maior no tratamento 

P    80/0sac  5,6      4,2        Al      P               80/40sac  80/0sac P       5,6         4,2      Al    80/40sac

Mn-SOD 
 
 
 
Fe-SOD 

P

           ------------------ fase log --------------------  ------------------ fase estacionária --------------------
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que recebeu sacarose apenas durante as lavagens anteriores à exposição ao Al 

(cerca de 3 vezes maior do que o controle a pH 5,6). 

 Na fase estacionária, as células não apresentaram atividades apreciáveis de 

catalase em nenhum dos tratamentos.  
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Figura 29: Atividade da catalase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log (□) e 

estacionária de crescimento (■). Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 

(idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em 

sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose e 

exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrão + 

80mM sacarose e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 

 

4.5.3.3 Ascorbato peroxidase (APX)  

 A Figura 30 mostra os dados de atividade da APX em células na fase log 

submetidas aos diferentes tratamentos. A atividade da enzima na fase estacionária 

foi muito baixa, mal sendo visível no gráfico. A APX tem a função de quebrar o H2O2 

por meio do ascorbato. Assim, a atividade da APX está relacionada ao aumento da 

 fase log    fase estacionária

------------ controles ------------   -------------------- 50 µM Al -------------------------



 76

produção de H2O2 na célula, assim como ocorre com a CAT e a GST, como modo 

de proteger as células dos produtos do estresse oxidativo (MIZUNO et al., 1998). 

A atividade da APX nas células na fase log tratadas com baixo pH e Al foi,  

respectivamente, 2,5 e 3 vezes maior do que em relação às células controle (pH5,6). 

A presença da sacarose resultou em menores atividades desta enzima, consistente 

com os menores níveis de peroxidação lipídica e de acúmulo de H2O2 nas células 

sensíveis ao Al (fase log). Pelos resultadados de atividade das enzimas 

antioxidantes, podemos indicar que a CAT e a APX  tiveram ação mais direta na 

desintoxicação celular, pois foram as enzimas com respostas mais altas e com ação 

direta na quebra do peróxido de hidrogênio. 
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Figura 30: Atividade da APX em células de tabaco BY-2 nas fases log (□) e estacionária (■). 

Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio 

padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM sac 

(lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 

40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e exposição ao 

Al em sol. padrão pH4,2). 

 

 fase log    fase estacionária 

--------- controles ----------   -------------------- 50µM Al ---------------------
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4.5.3.4 Glutationa-S-transferase (GST) 

Na célula, a GST tem funções antioxidantes e não antioxidantes. Uma das 

funções da GST é de quebrar o peróxido de hidrogênio, além de manter os grupos 

sulfidril (SH) em seu estado reduzido. Especula-se a relação da GST com a 

sinalização celular e com a regulação da apoptose, porém não se conhece a fundo o 

mecanismo de ação da GST nestes casos (DIXON et al., 2002). Esta enzima 

localiza-se no núcleo, citoplasma e na superfície celular. A atividade da GST está 

mostrada na Figura 31. 

Sob condições de baixo pH a atividade desta enzima foi cerca de 5 vezes 

maior do que em relação ao tratamento com pH5,6 e na presença de Al o aumento 

foi de cerca de 7 vezes. Novamente, a atividade diminuiu na presença de sacarose 

nas lavagens e na exposição ao Al, mas esta diminuição foi mais acentuada do que 

observado com a CAT e APX, alcançando níveis mais próximos ao controle (pH 5,6).  

Curiosamente, constatou-se atividade expressiva da GST em células na fase 

estacionária nos tratamentos onde a sacarose foi adicionada nas soluções de 

lavagem e/ou de tratamento (80/40 e 80/0 mM sac), mas atividade insignificante nos 

demais tratamentos em células na fase estacionária. Foi o único caso em que se 

encontrou um efeito dos tratamentos sobre a atividade de uma enzima antioxidante 

nestas células. Porém, o aumento de atividade nestes casos específicos não está 

associado nem a alterações na peroxidação lipídica nem a níveis de peróxido de 

hidrogênio e nem ao acúmulo de Al.  

 As funções da família de enzimas da GST em plantas são variadas. Algumas 

ainda são desconhecidas e outras pouco estabelecidas (DIXON et al., 2002).  

Nos casos dos tratamentos específicos em células na fase estacionária onde 

detectou-se atividade da GST (80/40 e 80/0 mM sac), os resultados podem estar 
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mais relacionados a outras funções que a GST desempenha nas células, do que 

propriamente as funções antioxidantes. Se relacionarmos a atividade da GST ao 

conteúdo de carboidratos solúveis totais nos mesmos tratamentos (Figura 18), pode-

se indicar que provavelmente possa estar havendo algumas alterações na 

programação celular, pois na fase estacionária, as células encontram-se prontas 

para o início do processo de divisão celular e conseqüente crescimento da cultura.  

A sacarose pode, nestes casos específicos, estar agindo como um estímulo 

celular, já que foi metabolizada pelas células na fase estacionária (tratamentos 80/40 

e 80/0 mM), fazendo aumentar o conteúdo de carboidratos e as reservas 

energéticas das células.  

Se considerarmos que, quando atingem a fase estacionária, as células 

encontram-se em condições de baixa disponibilidade de nutrientes e fonte de 

carbono no meio de cultura e que, quando colocadas em meio novo iniciam 

rapidamente o processo de divisão celular, a hipótese acima parece ser aceitável. 
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Figura 31: Atividade da glutationa-S-transferase em células de tabaco cv. BY-2 na fase log 

(□) e estacionária de crescimento (■). Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); 

pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao 

Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose e 

exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose); 80/0 mM sac (lavagens em sol. padrão + 

80mM sacarose e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 

 

4.5.3.5 Glutationa Redutase (GR) 

 A GR tem a função principal de recuperar a glutationa que foi oxidada nas 

reações com as EAO’s. A atividade da GR em células nas fases log e estacionária 

pode ser observada na Figura 32. 

A glutationa reduzida é um composto antioxidante ativo nas células, 

principalmente no combate às EAO’s (superóxido e peróxido de hidrogênio), agindo 

pelo ciclo Halliwell-Asada.  No entanto, também tem outras funções celulares.  A 

glutationa (GSH) é um dos principais antioxidantes celulares, sendo o componente 

tiol mais abundante nas plantas (LEA et al., 1998). 

 fase log       
 fase estacionária 

 

--------- controles -----------    ------------------------ 50µM Al ----------------------
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Com exceção dos tratamentos com pH 4,2 e Al, a atividade desta enzima foi 

relativamente constante e parecida entre células da fase log e da fase estacionária, 

indicando que talvez a atividade detectada não esteja relacionada, de forma direta, 

com o processo de estresse oxidativo. A relação indireta pode ser explicada pela 

principal função da GR, que é retornar a glutationa oxidada (GSSG) à sua forma 

reduzida (GSH).  

As células na fase estacionária não acumulam Al e exibem atividade da GR 

semelhante aos demais tratamentos em células na fase log (exceto para baixo pH e 

Al). Isso é mais um indício de que a atividade da GR pode estar envolvida com a 

recuperação dos níveis de glutationa oxidada que normalmente ocorrem nas células, 

já que a geração de EAO’s é um processo constante nas células, porém em 

equilíbrio. Nos tratamentos com pH 4,2 e Al em células na fase log, os níveis de 

oxidação da glutationa foram maiores, por isso a atividade da GR também foi maior.  
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Figura 32: Atividade da Glutationa redutase (GR) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log 

(□) e estacionária de crescimento (■). Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); 

pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao 

Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose ou 

manitol e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens 

em sol. padrão + 80mM sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 

 

 

4.6 Uso do antioxidante BHA (Butylated Hydroxyanisole) 
  

O BHA é um antioxidante lipofílico considerado eficiente que é incorporado 

nos lipídios das membranas, protegendo-as contra a peroxidação (HALLIWELL; 

GUTERIDGE, 1999).  

 O Al interage fortemente com os componentes dos lipídios da membrana 

plasmática, sobretudo com os fosfolipídios conforme a sua carga (AKESON et al., 

1989).  Partindo deste princípio, utilizamos o BHA para tentar eliminar ou reduzir os 

níveis de peroxidação lipídica nos tratamentos que receberam Al ou somente pH 

------------ controles -----------    ---------------  50 µM Al -------------------------- 
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baixo. Foram utilizadas duas concentrações distintas de BHA, uma considerada 

baixa (20µM) e outra considerada alta (100 µM). 

 A Figura 33 mostra os resultados da peroxidação lipídica em células de 

tabaco na fase log tratadas com diferentes conceitrações de BHA durante as 

lavagens e a exposição ao Al (2h) em comparação ao controle. 

Conforme os resultados mostrados na Figura 33, a peroxidação lipídica foi 

influenciada pela presença do BHA nas soluções de lavagens e durante o período 

de exposição aos tratamentos, conferindo tolerância celular quanto à peroxidação 

lipídica da membrana.  

A menor concentração de BHA usada nas lavagens e na exposição ao Al 

(20µM) já se mostrou eficiente para reduzir a peroxidação lipídica a níveis 

insignificantes em relação ao controle (sem BHA) em todos os tratamentos 

aplicados, sendo que a mesma tendência de resultados foi conseguida quando se 

usou a maior concentração de BHA (100 µM).  

É interessante observar que no tratamento de exposição padrão ao Al, a 

redução do nível de peroxidação lipídica foi mais do que 10 vezes em relação ao 

controle quando foi usado o BHA (independente das concentrações). 
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Figura 33: Peroxidação lipídica medida pelo teste TBA em células de tabaco cv. BY-2 na 

fase log de crescimento, sob condições de acúmulo de Al padrão, com o uso de 20 µM BHA 

e com 100 µM BHA tanto nas lavagens precedentes à exprosição, como durante as 2h de 

exposição ao Al. Controles: pH5,6 (lavagens e exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém 

pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 

80/40 mM (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 80mM de sacarose ou manitol e exposição ao 

Al em sol. padrão + 40mM sacarose ou manitol); 80/0 mM (lavagens em sol. padrão + 80mM 

sacarose ou manitol e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 

 

Apesar da diminuição nos níveis de peroxidação lipídica, a viabilidade não foi 

recuperada em células que receberam os distintos tratamentos. Os valores de 

viabilidade celular (VC%) permaneceram semelhantes aos valores das células que 

não foram tratadas com o antioxidante BHA (Figura 30). 

Os resultados estão de acordo com Yamamoto et al. (2001), que usaram 

20µM de BHA durante o tratamento de raízes de ervilhas com 10µM Al por 24h. Os 

autores também obtiveram resultados de redução da peroxidação lipídica, 

----- controles -----   --------------------- 50 µM Al ------------------------------
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observada tanto pelo teste de TBA como também por análise histoquímica. Porém, o 

uso do antioxidante não afetou o acúmulo de Al nas raízes ou mesmo a perda da 

integridade da membrana plasmática celular.  

 A presença do Al juntamente com o BHA não preveniu a inibição da 

elongação radicular (YAMAMOTO et al., 2001). Em nossos resultados, o BHA 

também não inibiu a perda da viabilidade celular nos tratamentos que receberam Al 

ou somente mantidos sob condição de acidez (pH 4,2) (Figura 34). 

 Yamamoto et al. (2001) sugerem que o acúmulo de Al, a perda da integridade 

da membrana plasmática e a inibição da elongação radicular não são eventos 

diretamente derivados da peroxidação lipídica.  

Foi relatado que o acúmulo de Al causou disfunções na mitocôndria, que 

incluiram a formação das ROS, inibição da respiração e queda no nível de ATP. 

Sendo assim, a produção de ROS pareceu ser o ponto crítico para a inibição do 

alongamento radicular e da divisão celular e não a peroxidação lipídica 

(YAMAMOTO et al., 2003).  

A oxidação de proteínas também pode ser um fator de disfunção celular, 

gerando produtos como aldeídos e carbonilos. Assim, uma possibilidade é de que o 

BHA protege os lipídios da peroxidação, mas não as proteínas e a geração de ROS 

na célula. Por isso a viabilidade celular não foi mantida em altos níveis e a cultura 

não recuperou o crescimento e a viabilidade celular no período que seguiu a 

exposição ao Al e ao baixo pH. 
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Figura 34: Viabilidade celular (VC%) em células de tabaco cv. BY-2 na fase log de 

crescimento. O tratamento sem BHA é o experimento padrão de exposição ao Al; o 

tratamento 20µM BHA recebeu esta concentração do antioxidante nas soluções de lavagens 

e durante a exposição; idem para o tratamento 100 µM BHA. Controles: pH5,6 (lavagens e 

exposição a pH5,6); pH4,2 (idem, porém pH4,2); ensaio padrão (lavagens em sol padrão 

pH4,2 e exposição ao Al em sol. padrão), 80/40 mM sac (lavagens em sol. padrão pH4,2 + 

80mM de sacarose e exposição ao Al em sol. padrão + 40mM sacarose); 80/0 mM sac 

(lavagens em sol. padrão + 80mM sacarose e exposição ao Al em sol. padrão pH4,2). 

 

5.6.1 Crescimento e viabilidade celular após a exposição aos tratamentos e 

com o uso do BHA 

 Foi avaliado também o possível papel do BHA na recuperação da viabilidade 

celular da cultura (VC%) e do crescimento celular (ICC%) durante 96h para as duas 

concentrações de BHA usadas (20 e 100µM). Os resultados estão mostrados nas 

Figuras 35 e 36. 

 

--- controles -----     ------------------------- 50µM Al ----------------------------- 
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Figura 35: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da cultura de 

células BY-2 submetida aos diferentes tratamentos na presença de 20µM BHA. O ICC foi 

medido a cada ao final das 2h de exposição e a cada 24h até 96h após a realização do 

experimento. A medição deu-se por centrifugação da suspensão celular a 200g por 2min 

A 
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Figura 36: (A) Viabilidade celular (VC%) e (B) crescimento celular (ICC%) da cultura de 

células de tabaco cv. BY-2 na fase log submetidas aos diferentes tratamentos na presença 

de 100µM BHA após a exposição. O índice de compactação celular foi medido a cada ao 

final das 2h de exposição aos tratamentos e a cada 24h até 96h após a realização do 

experimento. A medição deu-se por centrifugação da suspensão celular a 200g por 2min. 

B 
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 Comparando os resultados de viabilidade e crescimento obtidos após a 

exposição com e sem o uso de BHA (Figuras 35 e 36), não é possível detectar um 

possível efeito do antioxidante sob estas propriedades. Os resultados com BHA 

(independente da concentração usada) são semelhantes com os resultados obtidos 

quando não se usa o antioxidante no tratamento das células.  

 Apesar do papel na diminuição da peroxidação lipídica das células expostas 

ao Al e à acidez, o BHA não tem papel sobre a manutenção da viabilidade celular 

durante a exposição. Isso sugere que talvez a viabilidade das células seja afetada 

por fatores além da peroxidação dos lipídios das membranas. 

 A cultura manteve-se viável e com alta taxa de crescimento no tratamento a 

pH 5,6, indicando que a manipulação celular durante o período de realização dos 

experimentos não causou danos às amostras coletadas. Nos tratamentos que 

receberam osmólitos nas lavagens e na exposição também houve recuperação tanto 

da viabilidade como do crescimento. Os tratamentos que receberam osmólitos 

somente durante as lavagens mantiveram níveis satisfatórios de viabilidade, porém 

não recuperaram o crescimento em altas taxas. As células tratadas com baixo pH e 

Al não conseguiram recuperar nem a viabilidade celular e nem as taxas de 

crescimento, permanecendo praticamente com taxas de VC% entre 35 e 40% até as 

96h de análise e com ICC% abaixo de 20% no mesmo período (Figuras 35 e 36). 

 

4.7 Análises sobre a membrana plasmática 

4.7.1 Perfil Protéico de frações enriquecidas com Membrana Plasmática 

O estudo envolvendo proteínas da membrana plasmática foi realizado com 

caráter exploratório, buscando diferenças de expressão que pudessem estar 

relacionadas com a ocorrência da sensibilidade e da resistência aos tratamentos 
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aplicados, de acordo com a fase de crescimento da cultura. Entretanto, seria de 

valiosa importância que pudéssemos ter seqüenciado alguns dos spots,identificados 

como sendo de interesse para que tivéssemos indicações mais seguras dos eventos 

que poderiam estar ocorrendo e das proteínas expressas, de acordo com cada 

tratamento. 

As frações enriquecidas de membrana plasmática foram submetidas ao 

processo de eletroforese bi-dimensional, sendo obtidos, no mínimo, 3 géis por 

tratamento, para a confirmação do perfil protéico.  Os géis foram analisados com uso 

do software Melanie/Image Master (Amersham-GE). 

Na Figura 37 estão apresentados os géis das proteínas de membrana 

plasmática provenientes de células na fase log e estacionária obtidas sob condições 

padrões de crescimento a pH 5,6. Nos dois géis, a maioria dos spots foi encontrado 

na área correspondente a PI ácido, porém observam-se spots presentes em toda a 

área do gel. 

 Foram identificados 89 spots no gel correspondente à fase estacionária. As 

massas moleculares variam entre 12 e 218Kda e os PI entre 3 e 9. Porém, nota-se a 

presença da maioria dos spots na região de massa molecular entre 130 e 170Kda e 

de PI entre 3 e 6. 
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Figura 37: Perfil protéico das células tratadas sob condições de pH 5,6. Os géis 

correspondem a (A) fase log e (B) fase estacionária de crescimento. As proteínas foram 

separadas na 1ª. Dimensão com o uso de fitas de pH imobilizado na faixa de 3 a 10 e na 2ª. 

Dimensão por SDS-PAGE gradiente 8-16%. Foram usadas 75µg proteína em cada gel 
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 Os resultados dos perfis protéicos de células tratadas com Al estão ilustrados 

na Figura 38, para as células na fase log (A) e estacionária (B).  

Os géis que mostram o perfil de proteínas de células submetidas ao Al 

mostram também proteínas com pH ácido e de alto peso molecular, porém 

encontramos diferenças em suas expressões quando comparadas ao controle (pH 

5,6) e quando se comparam os perfis de células na fase log e estacionária, expostas 

ao Al. No gel referente à fase log (Figura 38A) observa-se um perfil mais distribuido 

de spots em todo o gel, podendo ser identificados 161 spots, sendo que a maioria 

apresentou massa molecular acima de 150Kda e PI entre 4 e 7. Analisando todo o 

gel (Figura 38A) puderam ser identificados spots com massa molecular desde 17 até 

180 e com PI entre 3,53 a 7,9. 

Comparando-se os géis da fase estacionária do controle e com Al vemos que 

a intensidade dos spots aumentou quando se aplicou Al às células. No caso dos 

tratamentos com Al e de acordo com a literatura, além da expressão diferencial 

causada pelo estresse, pode estar ocorrendo agregação de proteínas, resultado da 

oxidação das mesmas, ou fragmentação de partes de proteínas, liberando peptídios. 

As diferenças de sensibilidade ao Al entre células da fase log e estacionária 

de crescimento são decorrentes de diferenças intrínsicas destas células que 

existiam originalmente, antes de se aplicar os tratamentos de pH baixo e Al. 

Suspeita-se que as diferenças relevantes para a sensibilidade ao Al estejam 

localizadas no contínuo parede celular – membrana plasmática – citoesqueleto 

(Vitorello et al., 2005). Portanto, o objetivo de se comparar o perfil protéico da 

membrana plasmática de células crescidas em condições normais (Figura 37) foi de 

tentar encontrar estas possíveis diferenças.  
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Por outro lado, a exposição ao pH baixo e Al também certamente gera uma 

resposta da célula, que pode ser diferente dependendo do tipo celular em questão. 

Portanto, a análise do perfil protéico apresentado na Figura 38 tem como objetivo 

identificar as protéinas induzidas pelo tratamento ao Al. 

Embora os resultados sejam, por enquanto, ainda exploratórios e 

incompletos, são bastante importantes por diversas questões.  

Primeiramente, é possível concluir que há diferenças importantes para serem 

exploradas, tanto no perfil protéico pré-existente nas células log e estacionária 

(Figura 37), quanto no perfil induzido pelo Al (Figura 38). Curiosamente, esperava-se 

encontrar as maiores diferenças entre células da fase log e estacionária, 

independente da exposição ao Al. No entanto, observou-se que as maiores 

diferenças foram induzidas pelo Al (Figura 38). O estudo das proteínas de 

membrana induzidas ou reprimidas pelo Al é inédito na literatura. 

Outra questão importante é que há um esforço sendo realizado no sentido de 

se levantar o proteoma destas células de tabaco BY-2 (SANTONI et al., 1998; 1999), 

por se constituirem em modelo celular vegetal tão importante. No entanto, até o 

momento, não há informações sobre o proteoma da membrana plasmática. Aliás, de 

modo geral, há poucas informações sobre o proteoma da membrana plasmática, 

principalmente em plantas. Não se pode deixar de enfatizar a grande dificuldade 

técnica e o desafio que é tentar obter o proteoma de membranas. 
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Figura 38: Perfil protéico das células tratadas com Al. Géis: (A) fase log e (B) fase 

estacionária. As proteínas foram separadas por IEF pH 3 a 10 e SDS-PAGE 8-16%. Foram 

usadas 75 µg proteína em cada gel.  
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4.8 Sensibilidade diferencial ao Al e estresse oxidativo 

Yamamoto et al. (2003) verificaram que o Al interage com células em divisão 

e expansão, mas não com células quiescentes em raízes de plantas. Traçando um 

paralelo com os dados de acúmulo de Al nas diferentes fases de crescimento 

analisadas, podemos verificar que as células BY-2 na fase log de crescimento 

(intensa divisão celular) acumulam Al, exibem baixa viabilidade celular, apresentam 

atos índices de peroxidação lipídica e de H2O2 quando comparadas ao controle (pH 

5,6). Pelo fato de haver a geração de espécies ativas de oxigênio e de radicais 

livres, ocorre a ativação das enzimas antioxidantes, como resposta de defesa 

celular. 

Sob condições somente de acidez (células tratadas com pH 4,2) os mesmos 

efeitos danosos são observados, porém em menor escala, mostrando que a 

condição ácida é prejudicial ao desenvolvimento celular, porém, ocorre o 

agravamento destas condição na presença do Al.  

Correlações entre acúmulo de Al e viabilidade celular em todos os 

tratamentos realizados e nas duas fases de crescimento indicam que existe uma 

relação direta entre os dois eventos. Em células sensíveis, o acúmulo de Al parece 

estar diretamente relacionado à produção de H2O2, indução de peroxidação lipídica 

e a consequente queda na viabilidade celular.  

As células na fase estacionária mostraram-se insensíveis à presença do Al e 

à condição de acidez. O acúmulo de Al foi insignificante, a manutenção da 

vicbilidade celular foi alta, e os resultados de peroxidação lipídica e quantificação de 

H2O2 foram próximos de zero. Isso fez com que o sistema antioxidante celular não 

fosse ativado, pela ausência do desbalanço na produção de íons superóxido e 

radicais livres, que desencadeia o processo de estresse oxidativo nas células. 
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O incremento na atividade da SOD nas células da fase log em relação à fase 

estacionária sugere um aumento no conteúdo de radicais superóxido, pois a SOD 

transforma estes radicais em H2O2. Esse aumento foi mais significativo nos 

tratamentos onde se observou baixa viabilidade celular, tanto pela condição de baixo 

pH como de presença do Al, indicando perda da integridade da membrana 

plasmática.  O aumento das concentrações de H2O2 fez com que as enzimas 

antioxidantes aumentassem sua atividade, sendo que a CAT, APX e GST atuam 

diretamente na quebra do peróxido de hidrogênio e a GR atua na recuperação da 

glutationa que foi oxidada na presença das EAO’s, como modo de defesa celular aos 

agentes oxidantes. Por causa desta função específica, a atividade da GR foi 

praticamente a mesma em todos os tratamentos tanto da fase log como da 

estacionária, com exceção da exposição de células na fase log ao baixo pH e ao Al. 

Como a geração de EAO’s em baixos níveis é contínua na célula, a GR tem que 

recuperar a glutationa oxidada constantemente. 

A literatura aponta que o aumento da atividade da SOD é um modo de 

sinalização do processo de estresse oxidativo, pois a enzima é a primeira linha de 

defesa da célula contra as EAO’s (SIMONOVICOVÁ et al., 2004). Outros autores 

como Yamamoto et al. (2003) indicam que a geração das EAO’s é o primeiro sinal 

do processo de estresse oxidativo e não a peroxidação lipídica. O fato é que os 

processos e reações são dinâmicas e acontecem em forma de cascata, muitas 

vezes em concomitância de tempo, portanto, fica difícil confirmar qual é o primeiro 

processo ou o primeiro sinal da célula em resposta ao estresse oxidativo. O que 

pode-se verificar é que a célula ativa o sistema enzimático e o ciclo ascorbato-

glutationa na tentativa de eliminar as EAO’s e, com isso, restabelecer seu equilíbrio.  
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Apesar das células na fase log de crescimento apresentarem altas taxas de 

atividade de enzimas antioxidantes, a ação do sistema antioxidante não foi suficiente 

para desintoxicar as células na fase log dos radicais formados e da peroxidação 

lipídica resultantes dos danos causados pelo Al e pela condição de baixo pH. Não se 

encontrou nenhuma evidência de que as menores concentrações de H2O2 e de 

peroxidação de lipídeos das células da fase estacionária estivessem relacionadas ao 

sistema antioxidante.  

Os danos causados pelo Al e pela condição ácida (pH 4,2) não causaram a 

morte das células em sua totalidade, mas o dano na vialibilidade celular das células 

na fase log foi irrecuperável, conforme os resultados de crescimento e vialbilidade 

celular após a exposição ao Al, quando se compara com os dados das células 

controle (pH 5,6). Nestas células o crescimento foi normal e a viabilidade manteve-

se acima dos 90% durante as 96h de análise após a exposição aos tratamentos. 

 

4.9 Interação entre Al, osmólitos e membrana plasmática 

Por razões que podem estar relacionadas à alterações na composição e 

estrutura da membrana plasmática, as células na fase estacionária não acumulam Al 

e o seu sistema antioxidante não foi ativado. 

As condições de estresse são inúmeras, tanto bióticas como abióticas e elas 

podem comprometer a atividade das biomoléculas. A ampla utilização de osmólitos 

tornou-se uma estratégia frquentemente observada nos organismos vivos para 

assegurar a sua sobrevivência sob condições adversas (RHODES, 1987; SOMERO, 

1986). 

O acúmulo de Al e, consequentemente os danos causados pelo estresse 

oxidativo são menos acentuados em células sensíveis tratadas com osmólitos 
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(sacarose e manitol). A presença destas substâncias altera a osmolaridade da 

solução de tratamento e exposição celular, podendo fazer com que a célula esteja 

num meio hipertônico, com isso, perde água para o meio.  

Os osmólitos podem desencadear o processo de ajuste osmótivo entre as 

células e o meio externo, fazendo com que os canais de troca funcionem em menor 

intensidade e perdendo água para o meio externo. 

 Em microrganismos, sabe-se que dissacarídeos como a sacarose e a trealose 

mantém a integridade celular sob situações de estresse. Quando são absorvidos 

pelas células, encontram-se em ambos os lados da membrana plasmática e também 

em contato com proteínas internas e citosólicas. Esse contato confere às células 

uma tolerância maior à seca ou à variação de temperatura, por exemplo. Os solutos 

agem na manutenção e no abaixamento da temperatura da transição de fases da 

membrana plasmática e ajudam a manter a estrutura das proteínas (LESLIE et al., 

1995). 

 Os osmólitos orgânicos são usados em células animais e vegetais para a 

adaptação aos estresses hiper e hipo-osmóticos (MOECKEL et al., 2002). 

Os osmólitos permitem que as proteínas mantenham sua atividade biológica 

pois atuam como estabilizadores de suas estruturas sem influenciar sua função 

celular (BOWLUS; SOMERO, 1979; YANCEY, 1988).  

 Tian e Russell (1999) estudaram o efeito de quatro açúcares exógenos em 

suspensões celulares de tabaco: sacarose, glicose, manitol e sorbitol. Quando estes 

compostos foram adicionados ao meio de cultura ou à soluções de tratamento de 

células, a osmolaridade do meio decresceu durante um subcultivo. A osmolaridade 

dos meios que continham glicose e sacarose decresceu mais rapidamente e o 
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aumento de peso fresco das culturas foi 10 vezes maior que o peso das células 

cultivadas em manitol ou sorbitol (não absorvidos pelas células de tabaco). 

 A osmolaridade do meio de cultura varia conforme os componentes vão 

sendo metabolizados e pode interferir no crescimento da cultura, na obtenção de 

células gaméticas e zigotos (TIAN; RUSSEL, 1999). 

 A manutenção das concentrações dos solutos intracelulares e do volume 

celular é um pré-requisito para o funcionamento otimizado da célula.  Alterações na 

osmolaridade do meio extracelular são seguidas, normalmente, por alterações nas 

concentrações dos solutos intracelulares e do volume celular, juntamente com o 

fluxo de água e íons da membrana celular (MACKNIGHT, 1988). 

 As células podem responder à flutuação osmótica através de alterações em 

seu volume, que ocorre por meio da ativação dos sistemas de transporte da 

membrana, pelo influxo e efluxo de solutos orgânicos e inorgânicos (MOECKEL et 

al., 2002).  

 A atividade de algumas ATPases de eritrócitos aumentou conforme se 

aumentou a osmolaridade da solução, partindo-se de zero, até 20 µM de sorbitol. 

Em soluções com 50 até 250 µM de sorbitol a atividade decresceu, chegando 

próxima a zero na concentração máxima de sorbitol usada (MOECKEL et al., 2002). 

 Quanto ao efeito protetor das células de eritrócitos pelos osmólitos, Moeckel 

et al. (2002) relataram que que os solutos orgânicos, como o sorbitol promoveram a 

proteção celular conforme a concentração usada no tratamento das células e 

também que afetam a atividade das bombas de Na+/K+, coforme a concentração 

usada. Os autores sugerem também um papel indireto dos osmólitos na proteção 

celular, alterando a estrutura física da membrana e, com isso, promovendo 

condições menos favoráveis à operação das bombas, o que pode resultar num 
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decréscimo da atividade das ATPases. Fica evidenciado o papel dos osmólitos na 

regulação funcional das ATPases das membranas celulares, nos processos osmo-

adaptativos e na prevenção de danos sob condições de estresse hipo e 

hiperosmótico. Porém o mecanismo pelo qual os osmólitos autam ainda não está 

totalmente claro.  

 Em protoplastos de ervilha, o uso de sacarose e rafinose foi benéfico à 

tolerância contra a dissecação e o benefício não ocorreu apenas pelo efeito 

osmótico, mas também porque a presença dos osmólitos protegeu a 

semipermeabilidade da membrana (HALPERIN; KOSTER, 2006). As membranas 

são particularmente vulneráveis aos estresses físicos e considerados o sítio primário 

de danos em células sensíveis (BRYANT  et al., 2001).  

Não se sabe, com certeza, qual é o papel da sacarose, do manitol ou de íons 

como o Ca2+ na amenização dos efeitos do estresse, mas trabalhos apontam que 

estes elementos podem estar relacionados a um enrijecimento da membrana 

plasmática e/ou a um aumento da osmolaridade das soluções utilizadas, o que 

dificultaria a ação dos agentes causadores de estresse (WANG; STUTTE, 1992; 

STOOP; PHARR, 1993; POMPER; BREEN., 1997; SHEN et al, 1999; TIAN; 

RUSSEL, 1999; GIBSON, 2000).  

Pode-se indicar claramente que a presença de sacarose e manitol nas 

soluções de lavagens e tratamento em células na fase log amenizou os efeitos da 

acidez e do Al, diminuindo o acúmulo e mantendo níveis intermediários de 

viabilidade celular. As células na fase log tratadas com osmólitos e expostas ao Al e 

ao pH4,2 conseguiram recuperar o crescimento e a viabilidade da cultura em 96h, ao 

passo que as células tratadas com baixo pH e Al sem osmólitos não conseguiu tal 

recuperação. Houve influência também na peroxidação lipídica, na concentração de 
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H2O2 e a atividade das enzimas antioxidantes foi amenizada na presença dos 

osmólitos. Os resultados foram semelhantes tanto para sacarose quanto para 

manitol, evidenciando que o papel dos osmólitos provavelmente não incide sobre o 

metabolismo energético das células, já que o manitol não é metabolizado pelas 

células BY-2. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados encontrados e discutidos, podemos concluir que: 

As células na fase log são sensíveis tanto à condição de acidez, como à 

exposição ao Al. As células na fase estacionária resistem à condição de acidez e a 

presença do Al nas soluções de tratamento, mantendo altos níveis de viabilidade 

celular e níveis insignificantes de acúmulo de Al.  

Nestas células, a viabilidade celular se correlacionou bem com o acúmulo de 

Al, sendo inversamente proporcional a este. O acúmulo de Al foi, portanto, um bom 

indicador da sensibilidade das células ao Al. 

Nas células sensíveis (fase log), os danos celulares causados pela acidez e 

pelo Al após 2 h de exposição foram irreversíveis pois as células não conseguiram 

recuperar o crescimento e a viabilidade celular mesmo quando incubadas em meio 

de cultura novo sem Al por um período de até 96h.  

O uso de sacarose e manitol nas soluções de lavagens e de tratamento 

reduziu o acúmulo de Al e aumentou a viabilidade celular nas células da fase log 

(sensíveis ao Al). Estes efeitos foram suficiente para que a cultura se recuperasse 

quando recolocada em meio de cultura novo e sem Al por 96h.  

Não se sabe ao certo qual o papel destes compostos sobre a célula, mas o 

mais provável é que seja um efeito osmótico e possivelmente relacionado ao turgor 

celular.   

Em relação ao estresse oxidativo, foi possível relacionar a sua ocorrência com 

a sensibilidade celular ao Al. Quando as células na fase log de crescimento foram 

expostas ao Al houve peroxidação lipídica na membrana plasmática e aumento nos 



 102

níveis de H2O2. Nestas células, a peroxidação de lipídios foi um bom indicador da 

sensibilidade das células ao Al.   

Nas células da fase log, houve ativação do sistema enzimático antioxidante. 

Entretanto, a ativação destas enzimas não impediu a ocorrência do estresse 

oxidativo.  As diferenças de estresse oxidativo decorrentes da exposição a acidez e 

ao Al entre células da fase log e estacionária não estão relacionados ao sistema 

antioxidante. As causas devem estar em diferenças na susceptibilidade intrínseca 

das células ao estresse oxidativo. O uso de osmólitos diminuiu os níveis de 

ocorrência de estresse oxidativo. indicando uma possível proteção à membrana 

plasmática, mesmo que indireta. 

As células BY-2 na fase estacionária de crescimento mostraram-se 

resistentes à presença do Al e à condição de acidez, não havendo acúmulo 

significativo de Al e nem a presença de peroxidação lipídica. Os níveis de H2O2 e de 

atividade das enzimas antioxidantes foi baixo, ou quase nulo em alguns casos, 

mostrando que o sistema antioxidante celular não precisou ser ativado, pela 

ausência de Al nas células e pela ausência de peroxidação lipídica. 

O sistema antioxidante não está relacionada às diferenças na sensibilidade ao 

Al entre células da fase log e fase estacionária.  

As atividades da CAT e da APX foram indicativas de que o sistema 

antioxidante foi ativado diretamente para a quebra do peróxido de hidrogênio, a SOD 

reduziu os radicais superóxido (mas gerou H2O2), embora as diferenças na atividade 

enzimática detectadas em gel PAGE não fossem muito expressivas. Identificou-se 

duas isoenzimas: Fe-SOD e Mn-SOD. 

Curiosamente detectou-se atividade da GST em tratamentos específicos 

aplicados em células na fase estacionária: 80/40 e 80/0 mM sac. Também houve 
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metabolização de sacarose nestes tratamentos, evidenciada pelo conteúdo de 

carboidratos solúveis totais. É possível que possa estar havendo alterações na 

programação celular, pois na fase estacionária, as células encontram-se totalmente 

expandidas, na espera para o início da divisão celular.  

O uso do BHA, como um antioxidante lipofílico aplicado às soluções de 

tratamento e exposição das células na fase log de crescimento mostrou que a 

peroxidação lipídica foi diminuída, porém a viabilidade celular manteve-se baixa 

após a exposição aos tratamentos com Al e baixo pH e o mesmo ocorreu com o 

crescimento subseqüente à exposição ao Al e à acidez, exibindo a mesma tendência 

dos resultados sem BHA e mostrando que a cultura não se recuperou mesmo com o 

uso de um antioxidante externo.  

Isso indica que a peroxidação lipídica não é o primeiro evento a ocorrer dentro 

do processo de estresse oxidativo, como já relataram Yamamoto et al. (2001 e 

2002). Uma possível alternativa para a manutenção de baixa viabilidade celular 

mesmo com uso do BHA seria um efeito danoso sobre as proteínas da membrana, 

pois o BHA protege apenas os lipídios. Estudos envolvendo a oxidação protéica  

seriam adequados para um maior entendimento dos danos causados às células e do 

efeito do BHA sobre elas. 

Apesar disso, a peroxidação lipídica parece ser um bom indicador da 

sensibilidade diferencial das células ao Al e à acidez. Melhores correlações foram 

encontradas entre peroxidação e acúmulo de Al do que peroxidação e concentração 

de H2O2, para todos os tratamentos. 

Houve expressão diferencial de spots entre os diferentes tratamentos para as 

frações enriquecidas de membrana plasmática, reforçando a importância do estudo 

das proteínas. Nota-se que quando se expôs as células à presença de Al, o número 
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de spots aumentou assim como a expressão de alguns que apareceram nos géis 

denominados controle (pH5,6), para células nas duas fases de crescimento 

analisadas. Os tratamentos com Al foram os que mais mostraram alterações na 

expressão de spots.  
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