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RESUMO

BORGO, L. Caracterizacao e possivel papel da modulacao oxidativa da parede celular
em alteracdes na sensibilidade de células de tabaco cv. BY-2 a pH baixo durante
a retomada do ciclo celular. 2010. 85 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

A acidez do solo é um dos principais fatores limitantes a producdo vegetal. Apesar da
toxicidade por aluminio ter sido extensamente investigada, pouca atengdo tem sido dada ao
estresse causado pelo baixo pH em si. Existem diferencas marcantes entre células quanto a
sensibilidade ao pH baixo que dependem do seu estado de crescimento e desenvolvimento
celular e que devem ser exploradas para se entender o que determina a sensibilidade e
tolerdncia a pH baixo. Em alguns casos, a suscetibilidade a pH baixo esta relacionada a
desarranjos na parede de células em crescimento, chegando a causar o rompimento da célula,
como ja foi demonstrado em pélos radiculares em expansdo. Por outro lado, 0 metabolismo
oxidativo e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na parede podem influenciar
neste processo por romper ou criar ligacBes dentro ou entre cadeias de polissacarideos,
modulando assim a extensibilidade da parede celular. Em células de tabaco (Nicotiana
tabacum) cv. BY-2, ha um aumento acentuado na sensibilidade ao pH baixo no final da fase
lag da cultura, que ocorrre entre 12 e 24 h de cultivo. Os objetivos deste trabalho foram: a)
Investigar se a mudanca na sensibilidade pH baixo ocorre durante a retomada do ciclo celular
e determinar, com o uso de inibidores do ciclo celular, o periodo do ciclo em que isto ocorre;
b) verificar se 0 aumento da sensibilidade a pH baixo esté relacionado com a expanséo celular
ou com alteracGes no potencial osmotico da célula; ¢) examinar o efeito da aplicacdo de H,O,
ou ascorbato sobre a resposta de células sensiveis a pH baixo; d) testar a hipdtese de que a
sensibilidade a pH baixo pode ser revertida por meio de um choque hipo-osmético prévio; €)
avaliar o possivel papel da modulacéo oxidativa da parede celular na reversdo de sensibilidade
das células a pH baixo expostas ao choque hipo-osmético. A retomada do ciclo celular é
necessaria para que ocorra a alteracdo de sensibilidade a pH baixo, pois a remoc¢do de auxina
(2,4-D) ou a adicdo de bloqueadores de canais de K* impediu ou atrasou, respectivamente, a
alteracéo na sensibilidade a pH baixo. O uso de inibidores do ciclo celular demonstrou que as
células de BY-2 se tornam mais sensiveis a pH baixo durante o final da fase G; mas antes do
ponto de checagem da transicdo G1/S do ciclo celular. A aplicacdo de H,O,, diminuiu a
suscetibilidade das celulas a pH baixo, ao contrario da aplicacdo de ascorbato. Foi
demonstrado que a aplicacdo prévia de tratamento hipo-osmotico por 60 min reverteu a
sensibilidade de células a pH baixo. A aplicacdo de inibidores de NAPDH oxidase da
membrana plasmatica e de peroxidases revelou a participacdo destas enzimas na reversao de
sensibilidade das celulas a pH baixo, indicando a possibilidade de geracdo de ROS e de
modulacdo oxidativa da parede. Embora ja tenha sido descrito que ocorre uma exploséo
oxidativa com choque hipo-osmaético, ainda ndo havia sido demonstrado a conseqiiéncia disto.
Este trabalho fornece indicios de que uma explosdo oxidativa poderia modificar a parede
tornando-a mais resistente e a célula menos suscetivel a pH baixo.

Palavras-chave: pH baixo. Cultura de células. Ciclo celular. Auxina. Canais de K*. Choque
hipo-osmatico. Pressdo de turgor. Explosdo oxidativa. Modulacdo oxidativa. Parede celular.
Espécies reativas de oxigénio. Peroxidases.



ABSTRACT

BORGO, L. Characterization and possible role of the oxidative modulation of the cell
wall in changes in the sensitivity of tobacco BY-2 cells to low pH during restart of the
cell cycle. 2010. 85 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

Soil acidity is a major factor limiting plant growth worldwide. Although aluminum toxicity,
which occurs only at low pH, has been extensively studied, little attention has been given to
stress caused by low pH. There are marked differences in the sensitivity of cells to low pH
which are contingent on the growth and developmental stage of the cells. These differences
should be explored to further the understanding of the factors governing sensitivity and
tolerance to low pH. In at least some cases, the susceptibility of cells to low pH is related to
derangements in the wall of growing cells, which can cause ruptures or bursting of the cells,
as has been clearly demonstrated in expanding root hairs. On the other hand, the oxidative
metabolism and generation of reactive oxygen species (ROS) can modulate cell wall
extensibility by breaking or making bonds within and between cell wall polymers. In tobacco
(Nicotiana tabacum) cv. BY-2 cells, there is a sharp increase in sensitivity to low pH at the
end of the lag phase of the cell culture, which occurs between 12 and 24 h of subculture. The
objectives of this study were: a) determine if the changes in sensitivity to low pH occurred
during the restart of the cell cycle and, by employing cell cycle inhibitors, at which points of
the cycle does this occur; b) examine if the changes in sensitivity to low pH are related to cell
expansion or changes in osmotic potential of the cell; c) examine how the application of H,0,
or ascorbate affects the response of cells to low pH; d) test the hypothesis that sensitivity of
cells to low pH can be reverted by the previous application of a hypo-osmotic shock; e)
evaluate the possible role of oxidative modulation of the cell wall in hypo-osmotic-induced
reversal of the sensitivity of cells to low pH. The restart of the cell cycle was shown to be
necessary for the change in sensitivity to low pH occur, since the absence of auxin (2,4-D) or
the addition of K* channel blockers prevented or delayed this change, respectively. The use of
cell cycle inhibitors demonstrated that BY-2 cells become sensitive to low pH at the end of G;
but before the G,/S transition restriction point of the cell cycle. Exogenous H,0,, but not
ascorbate, reduced the effect of low pH on sensitive cells. Sensitive cells submitted to 60 min
hypo-osmotic treatment became insensitive to low pH. This reversal of sensitivity depended
on the activity of plasma membrane NADPH oxidase and peroxidase, as evidenced by the use
of DPI and SHAM, inhibitors of these enzymes, respectively. This suggests that ROS is
generated and that oxidative modifications of the cell wall occur. Although hypo-osmotic
treatments have been shown to generate an oxidative burst, its purpose or implication has not
yet been shown. This study provides evidence that an oxidative burst might modify and
strengthen the cell wall, making cells less susceptible to low pH.

Key-words: Low pH. Cell cultures. Cell cycle. Auxin. K* channels. Hypo-osmotic shock.
Turgor pressure. Oxidative burst. Oxidative modulation. Cell wall. Reactive oxygen species.



2,4-D
BY-2
CDK
d.p.
DMSO
DPI
e.p.

G1

G,

HU

MES
MM
MS
pKa
ROS

SHAM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

acido 2,4 diclorofenoxiacético

bright yellow — 2

quinases dependentes de ciclina (cyclin-dependent kinases)
desvio padrao

dimetil sulfoxido

difenileno ioddnio (diphenylene iodonium)
erro padrdo da média

fase G (gap 1) do ciclo celular

fase G, (gap 2) do ciclo celular
hidroxiuréia

indice mitotico

fase M (mitose) do ciclo celular
acido-2-morfolinoetanosulfonico

meio minimo

meio de Murashige e Skoog (1962)
constante de dissociagao

espécies reativas de oxigénio

fase S (sintese) do ciclo celular

acido salicilhidroxamico (salicylhydroxamic acid)



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt ettt 11
2. REVISAO DA LITERATURA L. e 15
2.1. A cultura de celulas de tabaco BY-2 como modelo para estudos celulares................ 15
2.2. Efeito do estresse por pH baixo em células VEgetais. ..........ccccovrererereneneiine e 16
2.3. ROS em plantas e suas relagdes com estresse biotico e abidtico ..........ccoevvevvivnnane. 18
2.4. Modificacao oXidativa da Parede ..........cccccveveiieii e 21
2.5. Importancia dos tampdes nos estudos celulares de estresse por acidez ..................... 24
. OBUIETIVOS ...ttt ettt b e e et e et et be et e nne e 25
4. MATERIAL E METODOS ......ooviiesieeeseeseeee e tess et tss s enes s sane s 26
4.1. Cultura de células de tabaco BY-2.......cccoiiiiiiiiiiiee e 26
4.2. Ensaios para avaliacdo da sensibilidade das células a pH baixo............cccccccceveeenen. 26
4.3. Avaliacao da viabilidade CEIUIAr .............ccviiiii i 27
4.4. Uso de inibidores do CiClo CelUlar............cov i 27
4.5. Avaliacao do iNdice MITOTICO ........oieiiiiiere e 28

4.6. Avaliacao da influéncia da auxina na transicdo do estado nao sensivel para o estado

SENSIVEl 80 PH DAIX0 ...t 28
4.7. Uso de bloqueadores de canais de POLASSIO ........ccceevveivieiiieiieiie e 29
4.8. Avaliacao da pressao 0Smotica de CEIUIAS .........cceerereiiieiii s 29

4.9. Pre-tratamento de células sensiveis a pH baixo com solucdes de diferentes niveis de

NUBETEINTES ...ttt b et a et e et e e bt e e bt et e e b e e sbe e s beeneenbeebenneenbeanneas 29
4.10. Pré-tratamento de células sensiveis a pH baixo com solugées hipo-osméticas........ 30
Vi AN o] [ Tor=Tor=Tolo [0 o PO PR = o0 ] g o F- 1 (o RS 31
4.11.1. Em células na fase sensivel a pH DaiX0.........ccccccoveiiiiiiiiic e 31
4.11.2. Em células durante o pré-tratamento hipo-0SMOtICO...........cccvvvvivierieieie e 31

4.12. Uso de inibidores de NADPH oxidase € de peroXidases..........ccooveveereeriesvesvesieannenns 32



4.13. Avaliacdo do efeito de diferentes tampdes a pH baixo em células BY-2 .................. 32
5. RESULTADOS ...ttt sttt sttt bbbt e bt ne st s 34
5.1. Caracterizacdo da sensibilidade a pH baixo de células BY-2 na fase lag da cultura 34

5.1.1. Determinagdo das condicOes do ensaio para avaliacdo da sensibilidade das células
oI o I 0 T= 1 (o TSR 34

5.1.2. Alteracao da sensibilidade de células BY-2 a pH baixo durante a fase lag............. 36

5.1.3. Auxina € necessaria para transi¢ao do estado ndo sensivel para o estado sensivel a
PH DAIXO <.ttt nreeteaneenreenee s 39

5.1.4. A atividade de canais de K* também é necessaria para transicdo do estado ndo
sensivel para o estado sensivel a pH DAIX0 ... 41

5.1.5. O aumento de sensibilidade ao pH baixo ocorre antes da transi¢cdo G1/S do ciclo
(o1 [0 - | PSR 43

5.1.6. Alteracdes na osmolaridade intracelular ndo influenciam na transicéo do estado

nao sensivel para o estado sensivel @ PH DAIXO0 ........cooviiiiiiiiiiiee e 48
5.1.7. A aplicacéo de H,O, diminui a suscetibilidade de células sensiveis a pH baixo.....49
5.2. Reversao da sensibilidade a pH baixo induzido por tratamento hipo-osmético ....... 50

5.3. Modulagéo oxidativa da parede celular induzido por tratamento hipo-osmético

como causa do aumento da tolerancia ao pH baiXo ... 55
5.3.1. Aplicacdo de H,O; durante o tratamento hipo-0SmMAtiCo...........ccccvevvererevereieennane 55
5.3.2. Uso de inibidores de NADPH oxidase e de peroXidases..........ccooeeerverenienenenennnnns 59
5.4. Estudo complementar de avaliacédo de tampao adequado para experimentos a pH
DBIXO ...ttt bbbt an e 62
5.4.1. Avaliagao dos tampies @ PH 5,7 ..o s 62
5.4.2. Avaliagao dos tampies @ PH 4,5 ... s 65
5.4.3. Comparagao entre MES e Homopipes para avaliar a sensibilidade de células a pH
TSR RURPRRPRR 67
B. DISCUSSAD .....ooioriereiniisiiseisesesee st 68
7. CONCLUSOES. ...ttt 75

REFERENCIAS ..o e et e et e et e e e et e e e s e e e s et e e et e e es e e s et e e es e e es e e s et e e areeenann 76



11

1. INTRODUCAO

A acidez do solo (pH <5,5) é um fator limitante para o desenvolvimento de culturas de
interesse econdmico. E estimado que aproximadamente 30% dos solos disponiveis para
plantio no mundo sejam solos acidos (KOCHIAN, 2004). A acidez do solo causa danos as
plantas reduzindo a profundidade do sistema radicular e aumentando, desta maneira, a
suscetibilidade a seca e diminui¢do do uso de nutrientes pelas plantas (FOY et al., 1978).

A toxicidade pelo aluminio (Al) tem sido objeto de muitas pesquisas e revisdes
(VITORELLO et al., 2005; KOCHIAN et al., 2004; KOCHIAN, 1995), mas ela s6 ocorre em
condigdes de pH abaixo de 5,0. Apesar de se saber que o pH baixo em si pode ser diretamente
prejudicial as raizes e de que é um fator de grande importancia, ha poucos trabalhos sobre a
toxicidade por H" em plantas (KIDD; PROCTOR, 2001; KOYAMA et al., 2001).

E importante investigar os mecanismos envolvidos com o estresse por pH baixo em
funcdo de sua ocorréncia generalizada, para poder distingui-los dos causados pelo aluminio, e
para auxiliar no processo de obtencdo de gendtipos tolerantes a solos &cidos.

Uma questdo fundamental é que as células apresentam sensibilidade diferenciada ao
pH baixo. Ou seja, hd variagdes ndo genotipicas na sensibilidade celular a esta condicéo.
Assim, alguns trabalhos mostram que, semelhante ao que ocorre com o Al (YAMAMOTO et
al., 1994; SIVAGURU; HORST, 1998), a sensibilidade ao pH &cido depende da fase de
crescimento e/ou desenvolvimento das células (KOYAMA et al., 1995; KOYAMA et al.,
2001; VITORELLO; HAUG, 1996). Yan et al. (1992) encontraram indicios morfoldgicos de
gue a alta concentracdo de protons afeta com maior intensidade a regido de alongamento do
que a regido meristematica de raizes de Zea mays e Vicia faba e, em suspensdes celulares, as
células na fase logaritmica sdo mais sensiveis do que na fase estacionaria (VITORELLO;
HAUG, 1996).

O pH acido atua na extensibilidade da parede celular. O abaixamento do pH causa
modificagdes na estrutura da parede celular, através de interacdes dos protons com a pectina,
gerando um afrouxamento da parede e conseqiientemente um aumento da sua extensibilidade
(HESLOP-HARRISON, 1987; HOLDAWAY-CLARKE et al., 2003).

Recentemente, Monshausen et al. (2007) forneceram evidéncias do envolvimento da
parede celular na resposta celular a pH baixo. Estes autores relataram que 100% dos pélos
observados e em crescimento sofreram ruptura quando expostos a pH 4,5, e obtiveram

evidéncias indiretas de que isto ocorreu devido ao afrouxamento da parede celular em funcao
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do pH. A elevacdo do pH externo levou a interrupgdo do crescimento celular enquanto o
abaixamento do pH resultou na ruptura celular. Respostas semelhantes foram observadas com
a manipulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, “reactive oxygen species”) na parede
celular. A adicdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) resultou na interrupcdo do crescimento
enquanto a remocao de ROS via antioxidantes levou a ruptura celular.

Sabe-se que espécies reativas de oxigénio (O*", H,O,, OH’) e enzimas do metabolismo
oxidativo, como a NADPH oxidase e as peroxidases do tipo Ill, desempenham papel
importante na modulacdo da extensibilidade da parede celular (LISZKAY et al., 2003;
PASSARDI et al., 2004) e no crescimento e desenvolvimento (FOREMAN et al., 2003;
SWANSON; GILROY, 2010). Ligag0es intra e intermoleculares podem ser quebradas ou
formadas em cadeias de polissacarideos ou outras moléculas estruturais da parede pela acédo
direta de ROS ou em conjunto com a acdo de enzimas como as peroxidases do tipo Il da
parede.

A ruptura celular em funcdo do deshalanceamento entre a pressdo de turgor e a
resisténcia da parede celular € conhecida em pélos radiculares e tubos polinicos (JONES et
al., 2006). Apesar de poucos casos descritos, 0 mesmo também pode ocorrer em outros tipos
de células vegetais (PROSEUS; BOYER, 2006), o que nos leva a acreditar que a ruptura
celular causada por pH baixo também pode ocorrer em células de crescimento difuso (ndo
polar).

Experimentos com inibidores do ciclo celular mostraram que este aumento de
sensibilidade ao pH baixo ocorre antes da fase S e antes do ponto de checagem de Gl1,
correspondendo provavelmente a retomada das células no ciclo celular (a partir de GO) ou
uma fase ja proxima do final de G1.

Ja foi demonstrado que o tratamento hipo-osmético de células em suspensdo gera uma
explosdo oxidativa (“oxidative burst”) (YAHRAUS et al., 1995; CAZALE et al., 1998;
ROUET et al., 2006). As atividades de NADPH oxidase e de peroxidases estdo fortemente
implicadas nesta exploséo oxidativa (CAZALE et al., 1998; ROUET et al., 2006) e a ativacdo
desta resposta parece requerer uma elevacdo do célcio citosélico e ativacdo de quinases de
proteinas (TAKAHASHI et al., 1997a; TAKAHASHI et al., 1997b; CAZALE et al., 1998).

Uma hipotese formulada é de que esta explosdo oxidativa seria um mecanismo de
resposta ao estresse na parede celular.

Atualmente ha grande interesse em determinar se plantas, & semelhanga do que ocorre
em leveduras, possuem um sistema de monitoramento e resposta a integridade da parede
celular (LEVIN, 2005; HAMANN et al., 2009). A resposta celular decorrente do choque hipo-
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osmatico sugere um mecanismo de resposta frente a parede celular sob estresse. Isto levanta a
pergunta se células, ao serem expostas mais gradativamente a pH baixo, poderiam responder
com mecanismos de adaptacdo semelhantes.

Ainda, Vitorello e Haug (1999) descreveram uma reducdo na capacidade de células de
tabaco acumular aluminio que, em retrospectiva, provavelmente foi decorrente do choque
hipo-osmotico imposto pelos tratamentos aplicados antes da exposi¢do ao Al. Curiosamente,
esta reducdo foi inibida pela presenca do inibidor do trafego de membranas e da via secretoria
Brefeldin A (BFA). Postulou-se que algum fator era necessario ser inserido ou removido da
membrana plasmatica ou parede celular. Em funcdo do que foi discutido até aqui, é provavel
que a NADPH oxidases, localizadas na membrana plasmaética, ou peroxidases do tipo 1, que
sdo secretadas na parede celular, podem ter sido estes fatores. Isto abre a possibilidade de se
realizar experimentos que fortalecam uma relacdo causal entre a modulacdo oxidativa da
parede e a sensibilidade de células a pH baixo.

Por fim, ainda ha falta de um tampédo mais adequado para estudos celulares a pH
baixo, para evitar que flutuacbes de pH possam interferir na resposta celular e
conseqiientemente ter um efeito indesejado nos resultados obtidos. Esta questdo nao € tdo
simples, pois, além do tampéo ser eficiente a pH baixo, ndo deve interferir no metabolismo
celular (SOARES; DUARTE, 2000), que é justamente o caso dos tampdes conhecidos que
possuem valores de pKa adequados e que geralmente sdo acidos organicos do metabolismo
celular.

Até o momento, a sensibilidade a pH baixo parece estar relacionada ao crescimento
celular (VITORELLO et al., 2005; KOYAMA et al.,, 2001). De fato, células de tabaco
(Nicotiana tabacum) cv. BY-2 na fase log de crescimento s&o bastante sensiveis a pH baixo
enquanto células na fase estacionaria sdo insensiveis. No entanto, trabalhos anteriores do
nosso laboratério (SOUZA, 2004; CAPALDI, 2006) indicam que ocorre um aumento na
sensibilidade de celulas de tabaco BY-2 a pH baixo no final da fase lag da cultura. Isto é
interessante pois ndo se espera que estas células estejam expandindo. Este trabalho pretende
caracterizar e examinar estas alteragdes mais detalhadamente, além de testar a hipdtese de que
um choque hipo-osmotico prévio pode reverter a condicdo de sensibilidade a pH baixo.
Durante o choque hipo-osmotico, ROS gerado por uma explosdo oxidativa poderia modular a
extensibilidade da parede celular. Embora isto ja tenha sido proposto, hd poucas evidéncias
descritas que de fato relacionam a explosdo oxidativa induzida pelo choque hipo-osmético
com a modulacdo de propriedades fisicas da parede, muito menos que isto poderia afetar a

sensibilidade de células a pH baixo. O sistema experimental que descrevemos aqui, onde ha
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mudangas na suscetibilidade de células ao pH baixo, & um sistema promissor para fornecer

evidéncias desta possivel relagéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A cultura de celulas de tabaco BY-2 como modelo para estudos celulares

A cultura de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. bright yellow-2 (BY-2) vem
sendo utilizada ha aproximadamente 30 anos nas mais diferentes areas do conhecimento da
biologia vegetal. Mesmo atualmente existindo vérias linhagens celulares cultivaveis, ainda
ndo ha linhagem vegetal tdo estudada e amplamente utilizada como as células de tabaco BY -2
(NAGATA; SAKAMOTO; SHIMIZU, 2004).

Segundo Nagata et al. (1992), a linhagem de tabaco BY-2 teve origem a partir de um
calo induzido sobre uma plantula desta variedade, por pesquisadores do “Japan Tobacco and
Salt Public Corporation” (atualmente Japan Tobacco Company) (KATO et al., 1972). A partir
de 1980 esta linhagem comecou a ser usada em pesquisa basica, ainda com restricbes por
parte da Japan Tobacco Company, e somente em 1999 a sua distribui¢do foi difundida sem
restricdes atraveés do meio académico.

Durante estes anos, esta linhagem vem sendo propagada exclusivamente in vitro, pois
ndo possui capacidade de regeneracdo. E uma linhagem neoplésica, sendo talvez a Unica
cultura de células vegetais conhecida que pode ser subcultivada indefinidamente, comparavel
a linhagem HeLa de células de mamiferos (NAGATA et al., 1992). Entretanto, ainda outras
caracteristicas foram responsaveis pela sua ampla utilizacdo como, por exemplo, altas taxas
de crescimento, alto padrdo de homogeneidade entre as células e alta susceptibilidade a
Agrobacterium tumefaciens para transformagdo genética (GEELEN; INZE, 2001; NAGATA;
SAKAMOTO; SHIMIZU, 2004). Mas, principalmente a facilidade de sincronizacdo do ciclo
celular nesta linhagem contribuiu significativamente para os estudos de biologia molecular do
ciclo celular vegetal.

A sincronizacdo celular € um processo pelo qual é possivel, por meio de drogas,
uniformizar células quanto a sua progressdo através do ciclo celular sendo possivel
sincronizé-las em um determinado ponto do ciclo e, com a retirada do inibidor, voltar a
progressdao normal do mesmo. A aplicacdo dos inibidores nos estudos do ciclo celular é
bastante ampla, sendo os mais utilizados a afidicolina (inibidor especifico da DNA polimerase
a) e a propizamida (inibidor da formacéo de microtubulos) que inibem a progresséo do ciclo
nas fase S e na mitose, respectivamente (DEWITTE; MURRAY, 2003).
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E relatado que em outras culturas de células obtém-se aproximadamente 10% de
células sincronizadas em termos de indice mitético com simples blogueio na presenca de
afidicolina. Em BY-2 este niUmero chega a 60-70% na presenca de afidicolina e até 95% (em
condicdes ideais de cultivo e crescimento) com bloqueio duplo na presenca de afidicolina e
propizamida (NAGATA; SAKAMOTO; SHIMIZU, 2004).

Esta linhagem celular também é modelo para estudos envolvendo citoesqueleto
(HASEZAWA; KUMAGAI, 2002; HUSSEY et al., 2002; SHIBAOKA et al., 1996), obten¢do
de protoplastos (NAGATA et al., 1981), transporte e trafego de membranas (VITORELLO;
HAUG, 1999; WEINGARTNER et al., 2003).

Em 2003 com a construgdo do banco de ESTs (Expressed Sequence Tag) pelo

Yokohama Institute of the RIKEN, Japdo (http://mrg.psc.riken.go.jp/strc/) acelerou-se o
entendimento das caracteristicas da biologia celular vegetal em nivel molecular.
Determinados genes expressos durante o ciclo celular e a multiplicacdo celular puderam ser

sistematicamente identificados e estudados em detalhe.

2.2. Efeito do estresse por pH baixo em células vegetais

Uma das conseqliéncias mais evidentes causadas pelo pH baixo em plantas é a reducéo
da profundidade do sistema radicular, aumentando, desta maneira a suscetibilidade a seca e
diminuicdo do uso de nutrientes pelas plantas (FOY et al., 1978). As raizes sdo expostas
constantemente a variacbes de pH espaciais e temporais no solo, e mudancas na
disponibilidade de agua podem modificar substancialmente o pH do solo (MISRA; TYLER,
1999).

Koyama et al. (1995) demonstraram que o crescimento de raizes de Arabidopsis
thaliana teve reducdo acentuada em pH 4,5. Apds o tratamento, mais de 80% das raizes ndo
apresentaram comprimento superior a 2 mm, enquanto que em pH 5,0, mais de 60%
apresentaram comprimento igual ou maior que 5 mm.

No caso de pélos radiculares que sofrem ruptura em suas pontas, Bibikova et al.
(1998) especulam que o abaixamento do pH para valores menores que 4,5 poderia
enfraquecer a estrutura da parede ou afetar processos de sintese e organizagdo na extremidade
do pélo, a ponto do turgor celular causar a ruptura da célula. No caso dos pélos em que o


http://mrg.psc.riken.go.jp/strc/

17

crescimento ja tenha parado, é possivel que a parede destes sejam insensiveis ao abaixamento
de pH.

Mudancas no pH do meio ao redor de raizes de Arabidopsis tém mostrado afetar
fortemente o pH apoplastico, mas ndo o pH citoplasmatico (GAO et al., 2004). Em raizes de
milho, alteracdes no pH do apoplasto e na superficie da raiz foram menores que as mudancas
de pH no meio (FELLE, 1998), indicando que o tamponamento pela parede, o transporte de
membrana e a difusdo incompleta criam zonas com diferencas de pH externo nos
compartimentos ao redor das células das raizes.

A acidez é um fator que também afeta a membrana plasmatica. A alta atividade de H”
do meio externo altera as cargas elétricas e os cations da membrana plasmatica das células,
afetando sua estrutura e funcionamento (MARSCHNER, 1991; YAN et al.,, 1992) e
aumentando sua permeabilidade (ZSOLDOS; ERDEI, 1981; YAN et al., 1992; KOYAMA et
al., 1995; KOYAMA et al., 2001; YOKOTA; OJIMA,1995).

Os prétons sdo muito mais permedveis a bicamada lipidica do que outros cétions
(TEPPER; VOTH, 2005). Além disto, a propria acidez pode aumentar a permeabilidade da
membrana ao proton (MIEDEMA et al.,, 1996; TYERMAN et al., 2001). Assim, o
abaixamento do pH extracelular resulta em um aumento consideravel do influxo de prétons
(BABOURINA et al., 2001). Este influxo é a provavel causa da despolarizacdo da membrana
e do efluxo de potéssio observado nestas condi¢des. O abaixamento do pH citoplasmatico,
devido a acidez externa, também foi observado em rizéides de Riccia fluitans (FELLE, 1988)
e em protoplastos de raizes de trigo (LINDBERG; STRID, 1997).

Koyama et al. (2001) apresentaram evidéncias de que o pH baixo poderia causar
injurias as raizes devido a sua interacdo com pectina. Em células de crescimento polarizado
como tubos polinicos ou pélos radiculares, a parede celular da extremidade de sua
extremidade é composta praticamente por pectina, com poucas microfibrilas celul6sicas
(HESLOP-HARRISON, 1987). Foi encontrado que o pH baixo reduz a atividade de PME
(pectina metiltransferase), uma enzima importante envolvida na sintese de pectina e pode
aumentar a atividade de isoformas &cidas, que juntamente com hidrolases de pectina causam
degradacéo dos arranjos de pectina na parede celular (BORDENAVE, 1996).

Paredes celulares em crescimento tem maior extensibilidade a pH baixo, um fenémeno
conhecido como crescimento acido (RAYLE; CLELAND, 1992). Em pH neutro a parede
celular para seu crescimento, mas com o abaixamento do pH rapidamente volta a crescer. A
extensibilidade induzida por pH baixo ndo é meramente uma propriedade fisica dos

polissacarideos da parede celular, pois requer a atividade de proteinas. Uma informacéo
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importante veio com a descoberta que proteinas da parede podem ser readicionadas as paredes
celulares desnaturadas, recuperando a capacidade de extensibilidade. Estas proteinas foram
denominadas expansinas. O conceito de que as expansinas tém funcdo na regulacdo da
extensibilidade da parede celular é suportado por algumas evidencias. Elas induzem o
relaxamento e a extensdo de paredes celulares isoladas de maneira dependente de pH
(MCQUEEN-MASON; DURACHKO; COSGROVE, 1992; MCQUEEN-MASON;
COSGROVE, 1995), sendo que até 0 momento nenhuma outra proteina foi identificada com
esta atividade. Foi demonstrado que genes que codificam expansinas Sdo expressos no
momento e local onde ocorre expansdo celular e a reducdo da expressdo destes genes por
métodos antisenso resultou em inibic¢do do crescimento (CHO; COSGROVE, 2000).

Lager et. al., 2010 utilizando a técnica de microarranjos de DNA para investigar se
mudancas no pH externo afetam a expressdo global de genes em raizes de A. thaliana
encontrou que 881 genes mostraram pelo menos duas vezes mais transcritos 8 h depois do
abaixamento do pH do meio de 6,0 para 4,5, identificando o pH como maior efeito da
mudanca nos padrdes da expressdo génica. Varios genes foram ativados no periodo de 20
min, e a resposta também foi observada em folhas de plantulas.

Os padrGes observados em termos de expressdao génica indicam redundancias e
interacdes entre respostas ao pH, auxina e elicitores. Ainda, estes padroes de expressdo foram
associados com modificacdes na parede celular e sinalizacdo por Ca?*, o que sugere que a
resposta a mudancas de pH envolve Ca®* intracelular.

A importancia dos estudos de mecanismos envolvidos com o estresse por pH baixo se
da somente devido a sua ocorréncia generalizada, mas também para auxiliar no processo de

obtencdo de gendtipos tolerantes a solos acidos.

2.3. ROS em plantas e suas relagdes com estresse biotico e abidtico

A evolucdo de processos metabdlicos aerdbicos como a respiracao e fotossintese levou
de forma inevitavel a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou “Reactive Oxygen
Species” (ROS) (ALSCHER; DONAHUE; CRAMER, 1997; VRANOVA, 2002; APEL;
HIRT, 2004).

Estas espécies reativas sdo formadas por reacdes redox, durante a reducdo incompleta

do oxigénio ou oxidacdo da agua pela cadeia transportadora de elétrons em mitocondrias e
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cloroplastos, podendo também ser produzidos nos peroxissomos. Ou seja, as maiores fontes
de ROS estdo associadas a organelas com intensas taxas de fluxo de elétrons.

O termo ROS é usado para designar um grupo de compostos oxidantes que séo
radicais livres de oxigénio ou que podem ser facilmente convertidos em tal. Por sua vez,
radicais livres sdo caracterizados por possuirem elétrons desemparelhados na Gltima camada
eletronica, portanto sua alta reatividade se d& pela avidez em captar elétrons de outros
compostos a fim de tornar-se mais estavel. Sendo assim, uma caracteristica comum entre
diferentes tipos de ROS é a capacidade de causar dano oxidativo a proteinas, DNA e lipidios.
As principais espécies reativas de oxigénio sdo: o radical superoxido (O°y), perdxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH") e oxigénio singleto (*O).

Sob condicges fisioldgicas normais estas moléculas sdo destoxificadas por sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos, geralmente localizados em compartimentos celulares
(GECHEV et al. 2006), pois dependendo de sua natureza algumas especies reativas de
oxigénio podem ser altamente toxicas.

Fazem parte do mecanismo ndo enzimatico principalmente o ascorbato (vitamina C),
glutationa reduzida (GSH), o — tocoferol (vitamina E) e carotendides, sendo o ciclo ascorbato-
glutationa a principal via antioxidante em plantas (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2000). J& 0 mecanismo enzimatico inclui superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT).

No passado, as situaces que provocavam aumento da producdo de ROS em plantas
eram caracterizadas como estresse oxidativo, o que implica em um termo negativo indicando
um processo prejudicial, quando na verdade em muitos casos 0 aumento de ROS pode atuar
como um componente essencial integrante dos processos de sinalizacao celular que as plantas
dispdem em resposta a diversos estimulos durante o desenvolvimento ou impostos pelo
ambiente (FOYER; NOCTOR, 2005).

Em plantas, ROS podem atuar em inimeras fungdes, dentre elas no controle do
desenvolvimento vegetal, alongamento celular, sinalizacdo, defesa contra patégenos e morte
celular programada. Espécies reativas de oxigénio tém emergido como importantes
reguladores no desenvolvimento vegetal atuando em processos diversos como a transdugéo de
sinais na resposta hormonal e a modulacdo da estruturacdo dos polimeros da parede celular
(MULLER et al., 2009; PEDREIRA et al., 2004; POTIKHA et al., SCHOPFER et al., 2001).
Como regulador do desenvolvimento, ROS tém sido bastante estudado em células de

crescimento polarizado como pélos radiculares e tubos polinicos.
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No que diz respeito ao papel de ROS em processos relacionados ao desenvolvimento
vegetal, mais recentemente foi demonstrado que estes compostos ativam uma série de
respostas celulares incluindo cascatas de MAP quinases (mitogen activated proteins) e
mudancas na atividade transcricional (PITZSCHKE et al., 2009) dando fortes evidencias para
o0 envolvimento de ROS numa rede de respostas que regulam o crescimento polarizado.

Quanto a eventos de sinalizacédo celular, trés principais modos de agéo indicam como
ROS poderiam afetar a expressdo génica. Sensores especificos para ROS poderiam ser
ativados para induzir cascatas de sinalizacdo que por fim culminariam na expressdo génica.
Alternativamente, componentes das vias de sinalizacdo poderiam ser diretamente oxidados
por ROS. Finalmente, ROS poderia mudar a expressdo génica por modificacdo da atividade
de fatores de transcricdo (APEL; HIRT, 2004).

Espécies reativas de oxigénio também estdo envolvidas na resposta a estresses bidticos
e abidticos. A explosdo oxidativa (oxidative burst) € um fenbmeno que resulta da rapida
geracdo de O,’, OH" e H,0; na superficie da membrana celular em resposta a um elicitor ou
patdgeno.

Durante defesa a patdgenos em plantas, ROS sdo produzidos pelo aumento da
atividade de NADPH-oxidases, peroxidases ligadas a parede celular e amina oxidases no
apoplasto (GRANT; LOAKE, 2000) e podem ser considerados como a primeira linha de
defesa contra este tipo de infeccdo por causar diretamente a morte do patégeno ou tornar sua
infeccdo mais lenta, devido a sua répida producdo e citotoxicidade (GEETHA; SHETTY,
2002).

Segundo Dangl e Jones (2002), sob estas condi¢cfes, mais de 15 pM de H,0, podem
ser produzidos diretamente ou como resultado da dismutacdo do superdxido. Ao contrario do
superéxido, H,O, pode se difundir para dentro das células e ativar respostas de defesa
incluindo morte celular programada (PCD — programmed cell death), que potencialmente
limita a disseminacdo da doenca ao ponto de infeccéo.

Durante a condicédo de estresse provocada pela infeccdo por patdégenos a atividade e 0s
niveis de enzimas do sistema antioxidativo sdo reprimidos por acido salicilico (AS) e éxido
nitrico (NO), determinando assim mudangas no equilibrio entre a producdo e o consumo de
ROS, necessarias para a inducéo de PCD.

PCD néo ocorre somente como resultado de explosdo oxidativa causada por
patdégenos, mas também por exposicdo a estresses abioticos. Entretanto, o papel de ROS
durante estresses abidticos parece ser oposto ao desempenhado durante a infeccdo por

patdgenos.
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Durante estresses abioticos, enzimas antioxidativas sdo induzidas para diminuir niveis
toxicos de ROS. As diferengas no papel de ROS entre estresses bidticos e abidticos parecem
estar relacionadas com a acdo de hormonios e interacdo entre diferentes vias de sinalizagéo,
ou de diferencas nos locais onde ROS sdo produzidos e/ou acumulados durante os diferentes
tipos de estresse. Estas consideracOes levantam a questdo de como as plantas regulam a
producdo de ROS e os mecanismos antioxidativos quando sdo expostas simultaneamente a
ambos os tipos de estresses. Evidéncias para estas situacdes conflitantes vieram de trabalhos
onde plantas de tabaco mostraram reduzida PCD depois da exposicdo a estresse oxidativo
(MITTLER et al., 1999). De acordo com estas informagdes plantas super produtoras de
catalase (CAT) tem diminuida resisténcia a infeccdo por patdgenos, lesdes e tratamentos com
alta luminosidade (POLIDOROS; MYLONA; SCANDALIOS, 2001; OROZCO-
CARDENAS; RYAN, 1999; MULLINEAUX; KARPINSKI, 2002).

Foi sugerido que ROS pode agir em conjunto com compostos que tem a capacidade de
se deslocar sistemicamente e tem a capacidade de ativar a producdo de ROS em partes mais
distantes da planta. Entretanto, ainda é debatido se ROS podem se deslocar a grandes
distdncias na planta devido a sua reatividade e rapida destoxificacdo pelos sistemas

antioxidativos na maioria dos casos.

2.4. Modificacdo oxidativa da parede

O crescimento por alongamento celular (em contraste ao crescimento por divisao
celular) leva a um aumento irreversivel no volume celular que ocorre juntamente com o
relaxamento da parede celular.

Os processos bioquimicos envolvidos na extensibilidade da parede durante o
crescimento sao somente parcialmente conhecidos, e varios mecanismos enzimaticos tém sido
propostos como a clivagem e remontagem de xiloglucanos ou a quebra de ligagdes de
hidrogénio entre a celulose e xiloglucanos por expansinas (COSGROVE, 2000).

Entretanto, muito menos é conhecido a respeito de como o padréo espacial na estrutura
da parede celular contribui para regulacdo do crescimento polarizado, por exemplo.

Espécies reativas de oxigénio produzidas por NADPH oxidases ligadas a membrana
plasmética sdo indispensaveis para o crescimento polarizado por ativarem canais de Ca**

importantes para gerar gradientes polarizados de Ca®** que dirigem o crescimento apical
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(FOREMAN et al., 2003). NADPH oxidases oxidam o NADPH citosélico, transferindo um
elétron através da membrana para gerar radical superdxido na parede celular, que pode ser
rapidamente dismutado para H,O, ou formar radicais hidroxila na parede, sendo consideradas
como principais fontes de O'," e H202 apopléasticos (SAGI; FLUHR, 2006).

O maior avango para definigdo do papel de ROS neste processo veio com a clonagem
do mutante rhd2 (root hair defective 2 mutant) de A. thaliana (FOREMAN et al, 2003) que
ndo possui capacidade de manter o crescimento polarizado dos pélos radiculares. Quando
varios alelos da mutagédo rhd2 foram clonados, foi encontrado que eles situam-se em um gene
que codifica AtRBOHC (respiratory burst oxidase homolog C) em A. thaliana, subunidade
catalitica homologa da NADPH oxidase de mamiferos que é responsavel pela producdo de
ROS durante a explosdo oxidativa em fagocitos.

Cazalé et al., 1998 demonstrou que a resposta oxidativa de células de tabaco a estresse
hipo-osmoético e mecéanico tem envolvimento de NADPH oxidases. A producdo de ROS
ativado por um choque hipo-osmaético mostrou ser sensivel a DPI, um inibidor desta enzima.
Também foi detectado que a explosdo oxidativa contribuiu para uma pequena, mas
significante parte do efluxo de CI" e K" e alcalinizacdo extracelular induzido pelo estresse
hipo-osmotico. O envolvimento de ROS na modulagdo da parede celular, como ja descrito,
pode ter um papel importante na regulacdo do volume e turgor celular. Entretanto, 0 modo
como a explosdo oxidativa contribui na regulacéo destes fluxos idnicos é ainda incerto.

Altos niveis de ROS tém sido reportados no apice de pélos radiculares (CARDENAS
et al, 2008, LOHAR et al, 2007) e tubos polinicos (POTOCKY et al., 2007) em crescimento,
indicando que sua producao localizada da suporte ao crescimento celular polarizado. As taxas
de crescimento deste tipo de células sdo oscilatorias, o que é consistente com oscilaces de
NAD(P)H observados em tubos polinicos em crescimento (CARDENAS et al., 2006). Além
disso, foi demonstrado em rizéides da alga Fucus serratus um gradiente de ROS e Ca®* que
parece ser capaz de dirigir o crescimento polarizado (COELHO et al., 2008).

Assim, a similaridade na dependéncia de producdo de ROS por NADPH oxidases em
células de crescimento polarizado em plantas e algas sugere um papel mais abrangente de
ROS na regulacdo do crescimento polarizado do que somente em pélos radiculares.

Entretanto, mudancas na estrutura interna da parede celular podem também ocorrer
devido a acdo de peroxidases, através dos ciclos peroxidativo ou hidroxilico. Em plantas
superiores, ambos contribuem para a regulacdo dos niveis enddgenos de perdxido de
hidrogénio (PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004). Como demonstrado por Schopfer
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(1994) em plantas de soja, a quantidade de H,O, aumenta fortemente da extremidade do
hipocétilo (zona de alongamento) para a base lignificada.

Em plantas, peroxidases sdo classificadas em duas classes de acordo com o proposto
por Welinder (1992). As enzimas da classe | sdo intracelulares, enquanto as da classe I11 séo
secretadas na parede celular.

Durante o ciclo peroxidativo, as enzimas catalisam a reducdo do peroxido de
hidrogénio pela retirada de elétrons de varias moléculas doadoras como compostos fendlicos,
precursores de lignina, auxina ou metabolitos secundarios (HIRAGA et al.,, 2001). A
diversidade de substratos oxidados por esta via explica o fato destas proteinas estarem
envolvidas em uma variedade de processos como catabolismo de auxinas, formacéo de lignina
e suberina, processos de rearranjo da parede e alongamento celular e defesa contra patdgenos.

Além do H,0,, o ascorbato tem mostrado controlar processos de alongamento e
expansdo pela inibicdo de enzimas envolvidas no enrijecimento da parede celular. Por
exemplo, tratamentos com ascorbato estimularam o alongamento de raizes através da inibicao
de peroxidases assim como reduziu a curvatura de raizes de milho, que esta diretamente
relacionado ao processo de alongamento (SCHOPFER, 1994).

Radicais OH" podem participar dos processos de alongamento e expanséo celular. Este
radical altamente reativo é capaz de clivar polissacarideos da parede como pectinas e
xiloglucanas, podendo ser produzidos nas proximidades da parede celular a partir do radical
superdxido e peroxido de hidrogénio por peroxidases (SCHOPFER et al., 2002; LISZKAY et
al., 2003).

Auxina também tem envolvimento neste processo, pois promove a liberagdo de
radicais superéxido e producdo de radicais hidroxila quando induz o alongamento celular
(SCHOPFER et al., 2002).

Estes fatos sugerem que as peroxidases podem regular o alongamento de diferentes
maneiras por atuarem através de dois ciclos e por possuirem varias isoformas. Elas podem ser
controladas por ascorbato e podem também induzir o processo de alongamento pela geragédo
de radicais OH" no ciclo hidroxilico, ou ainda pela regulagio local de H,O, devido a ambos os
ciclos (PASSARDI et al., 2005).
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2.5. Importancia dos tampdes nos estudos celulares de estresse por acidez

Uma das principais dificuldades encontradas ao se trabalhar com organismos vivos
sob condigdes de baixo pH sem duvida é a escolha de um tampéo que ndo interfira na resposta
biolégica (DUARTE ; SOARES, 2000). Um dos tampdes mais conhecidos e utilizados é o
acido-2-morfolinoetanosulfonico (MES) (BIBIKOVA et al., 1998, KOYAMA, 2001;
SOUZA, 2004., MERSSELLI, et al, 2005). Este composto faz parte da classe de tampdes
conhecidos como “Good Buffers” do tipo zwiteridnico, apresentando um balango entre cargas
negativas e positivas em sua molécula. Entre os tampdes do tipo “Good Buffers”, o MES tem
sido considerado o mais estavel para o tamponamento na faixa de pH entre 5,5 € 6.7, e de fato
dentre esta classe de tampdes, ele € 0 que apresenta pKa mais baixo. Embora se saiba que
nenhum tampéo é totalmente inerte as condigdes de estudo (FERGUNSON et al., 1980), €
necessario buscar tampdes com pKa mais apropriados para ensaios onde os tratamentos séo
feitos com pH mais baixos.

Uma alternativa seria o uso do tampdo biftalato de potassio (BIF). Sabe-se que este
composto faz parte de uma classe de tampbes chamados ndo- ziteribnico, ou seja, ha a
predominancia de um tipo de carga, neste caso, negativas. Quanto a dissociacdo quimica,
numa temperatura de 25°C tem-se dois valores de pKa (pKal 2,89 e pKa2 5,51). Poucos
trabalhos relatam o uso do tampdo biftalato de potassio em células de plantas sob condicdes
acidas, consequentemente poucas informacfes dos efeitos fisioldgicos deste tampdo nos
sistemas biolégicos sdo encontrados na literatura.

Ainda, outros tampdes potencialmente poderiam ser utilizados com base nos seus
valores de pKa: homopipes (homopiperazina-1,4-bis (2-acido etanosulfonico, pKa 4,32),
dimetilglutarato ou DMGA (acido 3,3 — dimetilglutarico, pKal 3,73 e pKa2 6,71) e 0
aminoacido B-alanina (pKal 3,7 e pKa2 10,10), sendo que o homopipes j& vem sendo
utilizado em alguns trabalhos (BABOURINA et al., 2006; BABOURINA et al., 2005;
KOCHIAN et al., 2003; SAMAC et al., 2003; KINRAIDE; SWEENEY, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral: Investigar processos celulares que estejam envolvidos com mudancas na

sensibilidade a pH baixo em células BY-2.

3.2. Objetivos especificos:

- Caracterizar a alteracdo de sensibilidade a pH baixo em células BY-2 durante o final da fase

lag, buscando:

(A) Examinar a relacdo entre a retomada do ciclo celular e a alteracdo de sensibilidade das

células a pH baixo;

(B) Delimitar, com o uso de inibidores do ciclo celular, o periodo do ciclo em que ha aumento
da sensibilidade das células a pH baixo;

(C) Verificar se 0 aumento da sensibilidade a pH baixo esta relacionado com a expansdo
celular ou com alteracdes no potencial osmotico da célula (e indiretamente com o potencial de

pressdo);

(D) Examinar o efeito da aplicacdo de ROS (H»0,) ou de antioxidante (ascorbato) sobre a

resposta de células sensiveis a pH baixo;

(E) Testar a hipotese de que a sensibilidade a pH baixo pode ser revertida por meio de um

choque hipo-osmotico prévio;

(F) Avaliar o possivel papel da modulacdo oxidativa da parede celular na reversdo de
sensibilidade das células a pH baixo com choque hipo-osmotico, atraves do uso de inibidores
de NADPH oxidase e peroxidases e a aplicagdo de ROS ou antioxidantes.

3.3. Objetivo complementar:

(A) Avaliar o efeito de diferentes tampdes, para possivel uso em estudos a baixo pH, sobre o

desempenho de células em cultura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultura de células de tabaco BY-2

Para todos os ensaios foi utilizada a cultura de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2.
A manutencdo das mesmas foi feita de acordo com o protocolo descrito por Nagata et al.
(1992) e Vitorello e Haug (1996). O meio de cultura é composto pelos sais de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescidos de tiamina-HCI (1 mg/L); mio-inositol (100
mg/L); 2,4-D (0,22 mg/L); KH,PO, (180 mg/L), sacarose (3%) e MES (0,5 g/L), com pH
final ajustado para 5,7 com KOH 1M antes da esterilizagdo em autoclave a 120°C por 20 min.
Para o crescimento, as células foram cultivadas em incubadoras sob agitacdo orbital de 160
rpm a 28°C, no escuro. A manutencdo da cultura foi realizada através de subcultivos semanais
onde uma aliquota de 2 mL de cultura na fase estacionaria (7 dias de cultivo) foi adicionada a
50 mL de meio de cultura novo, acondicionado em Erlenmeyer de 250 mL.

4.2. Ensaios para avaliacdo da sensibilidade das células a pH baixo

Neste trabalho, a sensibilidade das células a pH baixo foi avaliado por meio de um
ensaio de curta duracdo (aproximadamente 50 min) onde aliquotas de células foram expostas
a condicOes de pH 4,2 e 5,7 (controle).

Alguns ensaios preliminares foram realizados utilizando células com 20 h de
subcultivo (ja sensiveis a pH baixo) para verificar se diferentes condi¢cdes de exposicdo a
pHbaixo, resultariam em efeitos mais acentuados na sensibilidade das células. Os tratamentos
consistiram em lavagens prévias combinadas com diferentes tempos de exposi¢cdo ao pH
baixo.

Células na fase estacionaria (7dias) foram subcultivadas em meio MS por 20 h e em
sequida tratadas com solucdo composta por 2 mM CaCl2, 10 mM KCI e 10 mM MES a pH
4,2 e pH 5,7 (controle).

Os tratamentos consistiram em lavagens prévias combinadas com diferentes tempos de
incubacdo: T1) sem lavagem e 30 min de exposic¢do; T2) uma lavagem prévia de 10 min e 30
min de exposicdo; T3) uma lavagem prévia de 10 min e 40 min de exposi¢do; T4) uma

lavagem prévia de 10 min e 60 min de exposicdo e T5) duas lavagens de 10 min cada e 30
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min de exposi¢do nas solucbes de tratamento pH 4,2 e 5,7. Em seguida, para determinar o
efeito do pH baixo sobre as células, foi avaliada a permeabilidade da membrana plasmatica ao
corante trypan blue. O tratamento T5 foi escolhido como padrdo para todos o0s experimentos

seguintes em virtude dos resultados obtidos no experimento acima descrito.

4.3. Avaliagdo da viabilidade celular

Trypan blue é um corante de viabilidade celular. Células vidveis com membrana
plasmaética intactas ndo séo coradas pelo trypan blue. J& células com qualquer tipo de dano
que permita a passagem do corante sdo consideradas inviaveis e podem ser observadas ao
microscopio optico por uma coloracéo azul escura.

O uso do corante trypan blue foi baseado no trabalho de Vanakova et al. (2001), com
as modificacOes abaixo descritas.

O corante trypan blue (0,4%) foi adicionado as células apds a exposic¢do as solugdes de
tratamento (pH 4,2 e 5,7) na proporcao de 1:1 (v/v) por 5 min. Em seguida, as células foram
lavadas com a solucdo controle pH 5,7 (2 mM CaCl,, 10 mM KCI e 10 mM MES) para a
retirada do corante e foram fotografadas em microscopio Optico AxioSkop 2 (Zeiss), equipado
com camara digital AxioCamMR3 (Carl Zeiss), para posterior determinacdo do indice de
viabilidade celular.

Para determinacdo deste indice foi feita a contagem de no minimo 500 células por
tratamento. A contagem das células foi realizada com auxilio do software Imagel
(ABRAMOFF; MAGELHAES; RAM, 2004; RASBAND, 2009).

4.4. Uso de inibidores do ciclo celular

Solugdes estoque de olomoucina, roscovitina e afidicolina foram preparadas em
DMSO (dimetil sulféxido) numa concentracdo de 10 mM. As concentracdes finais no meio de
cultura foram respectivamente 50, 50 e 15 pM, sendo que a concentracdo final de DMSO no
meio de cultura foi menor que 0,5% (v/v). A solucdo estoque de mimosina foi preparada em
KOH na concentracio de 2 mM (CHABOUTE et al., 1998; REICHHELD et al., 1998), o pH

ajustado para 5,5 com HCI e a concentracédo final no meio de cultura foi de 2 mM.
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A solucéo estoque de hidroxiuréia (HU) foi preparada em agua na concentracdo de 2M
e esterilizada por filtragdo. A concentragcdo final no meio de cultura foi de 30 mM
(PLANCHAIS et al., 2000; NAGATA et al.,1992).

Células na fase estacionaria foram subcultivadas utilizando-se 0,8 mL de indculo em
frascos contendo 20 mL de meio de cultura j& contendo os inibidores nas concentracdes
apropriadas. Em seguida as células foram incubadas a 28 °C e 160 rpm de agitacéo por 12, 20
e 24 horas. Apos este periodo amostras destas células foram coletadas para determinacdo do

indice mitdtico (IM) e para o ensaio de sensibilidade a baixo pH.

4.5. Avaliacao do indice mitético

O indice mitdtico das células foi avaliado pela coloragdo com orceina lactopropidnica
(1%), com a qual é possivel a observacdo de células em mitose. A solugdo estoque de orceina
foi preparada a 0,1% (m/v) diretamente em uma solucéo de &cido latico e acido propidnico
1:1 (v/v). Em seguida, a solucéo foi filtrada com membrana de 0,47 uM de diametro.

Para coloracdo, foram adicionadas duas partes de solucdo de orceina lactopropidnica
para uma parte de solucdo de células. Em seguida as células foram levadas ao banho-maria
onde permaneceram por 15 min a 60°C. Apo6s o resfriamento da solugdo, foram preparadas as
laminas e foi feita a contagem de células em divisdo ao microscopio Optico. Foram contadas

pelo menos 500 células por tratamento.

4.6. Avaliacdo da influéncia da auxina na transicao do estado ndo sensivel para o estado

sensivel ao pH baixo

Para este experimento células com 7 dias foram subcultivadas utilizando-se 2 mL de
indculo para 50 mL de meio MS na presenca e auséncia da auxina 2,4-D (0,2 mg/L). As
células foram subcultivadas por 12, 16, 20, 24 e 48 horas nos respectivos meios de cultura e,

em seguida procedeu-se 0 ensaio de exposic¢do a pH baixo e avaliagdo da viabilidade celular.



29

4.7. Uso de bloqueadores de canais de potéssio

Para avaliar a influencia da atividade de canais de potassio na transi¢do do estado ndo
sensivel para sensivel a pH baixo, primeiramente foi realizado um experimento com o
blogueador de canais de potassio (de influxo e efluxo), TEA (tetraetilam6énio), combinado
com BaCl, (SANO et al., 2009).

As solucOes estoque de TEA (tetraetilamonio) e BaCl, foram preparadas em agua nas
concentracdes de 200 e 100 mM, respectivamente e posteriormente filtradas em membrana de
0,47 uM de diametro.

Um indculo de 2 mL de células na fase estacionaria (7dias) foi subcultivado em 50 mL
de meio MS contendo 20 e 10 mM de TEA e BaCl, respectivamente. Aliquotas de células
foram retiradas com 12, 20 e 24 horas apds o subcultivo e foi realizado o ensaio de exposi¢do
a pH baixo.

Da mesma forma foi realizado o experimento usando o bloqueador de canais de efluxo
de potéssio CsCl, (cloreto de césio). A solucdo estoque de CsCl, também foi preparada em
agua numa concentracdo de 100 mM e filtrado em membrana de 0,47 uM de didmetro. A

concentracéo final no meio de cultivo foi de 10 mM.

4.8. Avaliacdo da pressdo osmdtica de células

Concentragbes crescentes de manitol (0,2 a 0,7M) foram adicionadas a células
subcultivadas por 12 e 24 h em meio MS. Ap6s 1 h foi realizada a contagem de células
plasmolisadas em cada concentracdo. Foram avaliadas pelo menos 500 células para cada

concentragéo de manitol.

4.9. Pré-tratamento de células sensiveis a pH baixo com solucGes de diferentes niveis de

nutrientes

Para testar a hipdtese de que baixa osmolaridade do meio de cultura causa a reversao
da sensibilidade ao pH baixo em células BY-2, foram testados trés meios com concentragdo
molar crescente: meio minimo (MM; 2 mM CaCl,, 10 mM KCI e 10 mM MES e 5 mM de
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sacarose) com 36 mOsm, meio MS sem sacarose e 2,4D com 100 mOsm e meio MS sem
2,4D. A osmolaridade deste meio pode ser considerada muito proxima do meio MS completo
(188,52 mOsm), pois a retirada do 2,4D (0,2 mg/L), ndo interfere na osmolaridade do meio.
Este tratamento teve funcdo de controle para o experimento. Células com 24 horas de
subcultivo em meio MS foram transferidas para os respectivos meios de cultura com
diferentes concentragdes molares onde permaneceram por 2 e 4 horas. Em seguida foi

realizado o ensaio de exposi¢éo ao pH baixo conforme ja descrito.

4.10. Pré-tratamento de células sensiveis a pH baixo com solu¢des hipo-osmoticas

Para avaliar o efeito da duracdo do pré-tratamento hipo-osmotico, células com 24
horas de subcultivo em meio MS, foram transferidas para meio minimo (MM), meio minimo
acrescido de manitol (188 mM) e meio MS completo (controle). A adicdo de manitol no
segundo meio teve como objetivo de deixa-lo com osmolaridae semelhante ao do meio MS
completo (188,52 mOsm). Aliquotas foram retiradas ap6s 30, 60 e 120 min de subcultivo nos
respectivos meios e seguiu-se 0 ensaio de exposicdo a pH baixo como ja descrito
anteriormente.

De maneira similar ao experimento anterior, foi realizada uma avaliacdo de possiveis
diferencas na resposta ao tratamento hipo-osmotico utilizando outros dois osmdlitos na
substituicdo dos sais do meio MS: sorbitol e sacarose.

Células com 24 horas de subcultivo em meio MS foram transferidas para meio minimo
(MM), MM acrescido de manitol, MM acrescido de sorbitol, MM acrescido de sacarose, MS
sem sacarose e MS completo (controle). As células foram subcultivadas por 60 min em cada
um dos tratamentos e em seguida submetidas ao ensaio de exposi¢do ao pH baixo como ja

descrito anteriormente.
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4.11. Aplicagéo de H,0O, e ascorbato

4.11.1. Em células na fase sensivel a pH baixo

Foram avaliados os efeitos do perdxido de hidrogénio e ascorbato em células na fase
sensivel ao pH baixo. Células na fase estacionaria (7 dias) foram subcultivadas por 24 horas.
O meio de cultura foi retirado e as células foram submetidas ao ensaio de exposi¢cdo a pH
baixo na auséncia presenca de 5M de perdxido de hidrogénio e da mesma forma, 100 uM de
acido ascorbico em tratamentos independentes. Em seguida as células foram coradas com
trypan blue e fotografadas para determinacdo da viabilidade celular.

4.11.2. Em células durante o pré-tratamento hipo-osmotico

Neste experimento foi avaliado se a adicdo de perdxido de hidrogénio teria efeito na
sensibilidade de células submetidas ao tratamento hipo-osmotico.

Células com 24 horas de subcultivo em meio MS foram transferidas para meio minimo
(MM) e MM acrescido de manitol na auséncia e presenca de 5 uM de H,O,. O meio MS
completo foi usado como controle. Aliquotas de células foram retiradas apds 30 e 60 min de
subcultivo nos respectivos tratamentos e seguiu-se 0 ensaio de exposicdo a pH baixo como ja
descrito anteriormente.

Em seguida foi avaliado se a adicdo da mesma concentracdo de H,O, teria efeito na
diminuicdo de sensibilidade de celulas expostas a pH 4,2 tratadas com MM acrescido de
manitol e por fim se o manitol poderia ter efeito de “scavenger” nos tratamentos onde H,0O,
foi utilizado. Neste ultimo caso, 0 manitol foi substituido por concentracdo equivalente de
sorbitol na presenca de H,O,.

As condigdes experimentais foram mantidas com excecdo dos dois ultimos
experimentos as células permaneceram por 60 min nos respectivos tratamentos para entdo

serem submetidas ao ensaio de exposi¢ao ao pH baixo.
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4.12. Uso de inibidores de NADPH oxidase e de peroxidases

Inibidores de NADPH oxidase e peroxidases foram testados para avaliar o papel destas
enzimas nas alteracbes de sensibilidade a pH baixo. O uso destes inibidores ja é bem
estabelecido (CROSS; JONES, 1986; FOREMAN et al., 2003) sendo comumente
empregados. Entretanto, nem sempre séo totalmente especificos com relagdo aos seus efeitos
(BARCELO, 1998). O inibidor de NADPH oxidase utilizado foi o DPI (diphenylene
iodonium) e os inibidores de peroxidases, o KCN (cianeto de potassio) e o acido
salicilhidroxamico (SHAM; salicylhydroxamic acid).

Células na fase estacionaria cultivadas por 24 horas foram transferidas para meio
minimo na presenca de 50 pM de DPI, 100 uM de SHAM e 1mM de KCN onde
permaneceram por 60 min sob agitacdo. Em seguida foram expostas a pH 4,2 e 5,7. As
células foram entdo fotografadas e foi calculado o indice de viabilidade celular. Foram
incluidos controles com estes inibidores em células que permaneceram no meio MS e também
um controle com células em meio MS acrescido de DMSO, utilizado do preparo das solugdes

estoque. O volume de DMSO transferido para 0 meio de cultura foi de 1%.

4.13. Avaliacédo do efeito de diferentes tampdes a pH baixo em células BY-2

Os testes com os tampdes tém objetivo de avaliar possiveis efeitos toxicos para as
células. A escolha dos tampdes foi feita com base em seus valores de pKa (constante de
dissociacdo do 4cido) e com base em relatos na literatura do uso destes compostos em células
vegetais (KOCHIAN et al., 2003; SAMAC et al., 2003; KINRAIDE; SWEENEY, 2001;
BIBIKOVA et al., 1998; BRACCINI et al., 2000; MADHAVA RAO et al., 2006; FOUAD;
RATHINASABAPATHI, 2006; HAMMER et al., 2003).

A tabela abaixo mostra os tampdes testados e suas respectivas constantes de

dissociacao.
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Tabela 1 - Tamp0®es testados nos experimentos e seus respectivos valores de pKa

Tampbes  Homopipes DMGA p-alanina Biftalato de MES

(25°C) (25°C) (30°C) Potassio ( 25°C)  (25°C)
pKay 4.4 3,73 3,70 2,95 6,15
pKay 8,1 6,71 10,10 541

Foram realizados testes preliminares em pH 5,7 para avaliar o crescimento, flutuacéo de
pH no meio de cultura e viabilidade das células na presenca de cada um dos tampdes. O
tampdo MES foi usado como controle em todos os experimentos. Células na fase estacionaria
foram subcultivadas em meio novo na presenca de 10 mM de cada tampédo. Esta é a
concentracdo de tamp&o MES utilizada nos ensaios a pH baixo e que é comumente encontrada
na literatura para este tipo de experimento. Assim, padronizou-se esta concentracdo para 0S
demais tamp@es. Ap6s o subcultivo, as células permaneceram por sete dias na presenca dos
tampdes e amostras foram coletadas diariamente para avaliacdo do crescimento, do pH do
meio de cultura e da viabilidade celular.

O segundo experimento foi realizado a pH 4,5 seguindo o mesmo procedimento do
experimento a pH 5,7, entretanto somente com os tampdes homopipes e MES (controle). O
tampdo homopipes foi escolhido por ser o Unico dentre os tampdes testados a pH 5,7 que
proporcionou crescimento da cultura de forma semelhante ao obtido com uso do tampéo
MES.

Aliquotas de células foram utilizadas para o ensaio de sensibilidade a pH baixo,

seguido da avaliacdo da viabilidade celular.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo da sensibilidade a pH baixo de células BY-2 na fase lag da cultura

Em trabalho anterior (SOUZA, 2004), foi encontrado que a suscetibilidade de células
BY-2 ao acumulo de Al em culturas sincronizadas apresentou aumento significativo em dois
momentos distintos. Um ocorreu no final da fase lag da cultura, entre 10 e 16 h de subcultivo,
e outro durante e imediatamente apos a mitose. Nesses estudos, as células que se mostraram
suscetiveis ao acimulo de Al também se mostraram sensiveis a pH baixo.

Assim, na primeira parte deste trabalho buscou-se confirmar, caracterizar e investigar
causas para a alteracdo de sensibilidade a pH baixo no final da fase lag da cultura. Este
periodo foi escolhido por dois motivos principais. Primeiro, porque durante este periodo as
células ndo encontram-se em expansao e 0 aumento de sensibilidade a pH baixo ocorre antes
que haja taxas expressivas de divisdo celular. O fato das células ndo se encontrarem em
expansdo € uma excecao ao que geralmente tem sido observado, onde células em expanséo
sdo sensiveis a pH baixo. O segundo motivo foi principalmente metodoldgico, pois o estudo

desta fase ndo exige a sincronizacao celular, o que é geralmente trabalhoso e caro.

5.1.1. Determinacéo das condi¢fes do ensaio para avaliacdo da sensibilidade das células

a pH baixo

Neste trabalho, a sensibilidade das células a pH baixo ndo foi avaliada através da
exposicdo continua das células a esta condi¢do, mas sim, através de um ensaio de curta
duracdo (aproximadamente 50 min) onde aliquotas de células foram coletadas do meio de
cultura ou dos respectivos tratamentos e foram expostas a condigfes de pH 4,2 e 5,7
(controle). Apds a exposicdo, a sensibilidade foi avaliada pela determinagdo da viabilidade
celular com uso de trypan blue, conforme descrito na metodologia.

Um ensaio preliminar foi realizado utilizando células com 20 h de subcultivo (ja
sensiveis a pH baixo) em que se buscou avaliar diferentes condigbes para o0 ensaio de
exposicdo a pH baixo. Estas condi¢Ges dizem respeito a lavagens prévias combinadas com
diferentes tempos de exposicdo as solucdes de tratamento. O propoésito deste ensaio foi

encontrar uma condigdo que resultasse em uma boa diferenciacdo entre células tratadas a pH
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5,7 e 4,2, sem necessariamente resultar em viabilidade celular demasiadamente baixa a pH
4,2.

Como a solucdo de tratamento utilizada (MM; 2 mM CaCl,, 10 mM KCIl e 10 mM
MES) ndo possui boa capacidade tamponante na faixa de pH estudado (pH 4,2 a 5,7) as
lavagens prévias foram realizadas com a preocupagdo de minimizar possiveis alteragdes do
pH externo causado pelo metabolismo celular. Entre os tampdes “Good” (GOOD et al., 1966),
que sdo conhecidamente compativeis para estudos com células vivas, 0 MES € 0 que possuli
menor valor de pKa (6,1). Portanto, mesmo ndo sendo o tampao mais adequado para oS
experimentos, foi utilizado pela falta de alternativa de tampdo compativel para estudos in

Vivo.

120
110 - OpHS5.7
100 - WpH4.2
90 -
80 -
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T T2 T3 T4 T5

Figura 1 — Efeito de pré-lavagens e diferentes tempos de exposi¢do ao pH baixo na viabilidade
de células BY-2 com 20 h de subcultivo. A solucédo de tratamento foi composta por
2 mM CaCl,, 10 mM KCI e 10 mM MES com pH ajustado para 4,2 e 5,7. As
diferentes combinacdes de exposicdo foram: T1= sem pré-lavagem + 30 min de
exposicao; T2= pré-lavagem de 10 min + 30 min de exposicdo; T3= pré-lavagem de
10 min + 40 min de exposic¢éo; T4= pré-lavagem de 10 min + 60 min de exposi¢éo
e T5= duas pré-lavagens de 10 min cada + 30 min de exposicdo. Apds a incubacao
das células nestas condicdes, a viabilidade celular foi avaliada usando o corante
trypan blue 1:1 (v/v) por 5 min

Os resultados representados na Figura 1 indicaram que a maneira com que as células
sdo expostas ao pH baixo tem influéncia na resposta em termos de viabilidade celular. Ainda

que as diferengas entre os tratamentos ndo tenham se mostrado muito acentuadas, no
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tratamento T5 observou-se uma queda de 25% na viabilidade das células tratadas a pH 4,2 em
relacdo a pH 5,7. Isto ja foi suficiente para que esta condicdo de exposicao fosse adotada para
todos os ensaios seguintes na avaliacdo da sensibilidade celular a pH baixo.

Em ensaios posteriores, verificou-se que células com 24 h de subcultivo possuiam
sensibilidade mais acentuada a pH baixo do que células com 20 h, demonstrando assim,
diferencas ainda maiores em termos de viabilidade celular em rela¢do ao controle a pH 5,7

para as mesmas condicdes descritas do ensaio de exposicao a pH baixo.

5.1.2. Alteracao da sensibilidade de células BY-2 a pH baixo durante a fase lag

Sabendo-se que a sensibilidade de células BY-2 a pH baixo sofre alteracdes no
decorrer da fase lag da cultura, buscou-se confirmar e acompanhar esta alteracdo de
sensibilidade no tempo, inclusive porque 0 momento exato em que isto ocorre pode variar
dependendo das condicGes da cultura, assim como a intensidade da resposta também depende
das condic¢bes de exposicdo das células ao pH baixo.

Foram realizados experimentos em que se avaliou a sensibilidade das células ao pH
baixo em cinco pontos, entre 8 e 24 h depois do subcultivo de células em meio de cultura
novo, a partir de culturas na fase estacionéria. Em cada ponto amostrado, a sensibilidade ao
pH baixo foi avaliada em ensaios onde as células foram expostas as solucdes de tratamento
pH 4,2 e 5,7 (controle) conforme as condi¢des adotadas (tratamento T5, Figura 1).

Observou-se um aumento continuo na sensibilidade das células a partir de 12 h de
cultivo, alcancando os niveis mais altos com 24 h (Figura 2A). O aumento na sensibilidade ao
pH baixo foi um pouco tardio e menos acentuado do que se esperava a partir dos resultados de
Souza (2004), que apresentaram um aumento mais acentuado na suscetibilidade ao acimulo
de Al ja com 16 horas apo6s o subcultivo. No entanto, a relacdo entre a sensibilidade a pH
baixo e a suscetibilidade ao acimulo de Al ndo é necessariamente estreita, e nas curvas de
suscetibilidade ao acumulo de Al obtidas por Souza (2004), apenas foram realizadas
observagdes de queda na viabilidade celular a pH baixo, sem ser realizada a contagem das
células para o calculo da porcentagem de viabilidade. Entretanto, o motivo mais provavel das
diferencas em relacdo ao que se esperava € que durante a execucgdo deste trabalho, as culturas
aparentemente apresentaram grau de sincronizacdo um pouco menor do que as utilizadas por
Souza (2004). Como j& mencionado, estas alteracbes podem ocorrer devido a variages nas
condic@es de cultivo das células.
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E importante considerar que a curva apresentada na Figura 2A provavelmente nio é
resultante de aumentos gradativos da sensibilidade de células individualmente, mas sim
resultante do fato de células atingem um estagio critico de sensibilidade em momentos
distintos (Figura 2B). Assim, o grau de sincronizagdo das células determinara se a curva sera
mais ou menos acentuada.

A avaliacdo de parametros morfométricos indicou que células com 24 h de subcultivo
ndo aumentaram de tamanho em relacdo a células com 12 h, mas ao contrario, apresentaram
area cerca de 15% menor. Celulas com 12 h de subcultivo apresentaram area média de 2376
um? (e.p. = 52,2) enquanto células com 24 h apresentaram area média de 2014 pm? (e.p. =
54,5). No entanto, o indice de circularidade aumentou de 0,705 (e.p. = 0,0068) com 12 h para
0,730 (e.p. = 0,0067) com 24 h, indicando as células ficaram mais arredondadas.

Apds a caracterizacdo da curva de sensibilidade, os demais experimentos foram
realizados em células com 24 horas de subcultivo (periodo de maior sensibilidade ao pH

baixo).
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Figura 2 — Alteracdo da viabilidade de células BY-2 apds o ensaio de exposi¢do a pH baixo
(A). Aliguotas de células foram amostradas ap0s diferentes tempos de subcultivo e
submetidas ao ensaio de sensibilidade a pH 4,2 e 5,7 (controle) que consistiu de
duas pré-lavagens de 10 min cada + 30 min de exposi¢do em solugédo 2 mM CaCl,,
10 mM KCl e 10 mM MES. Os dados sdo médias de 2 a 5 repetic¢Ges. (B) llustracdo
demonstrando que as alteragdes na viabilidade celular ndo sdo gradativas (i), mas
sim resultado de uma medida discreta (ii). Portanto, variagdes neste indice sdo
indicativos da porcentagem de celulas sensiveis ao ensaio de pH baixo em
determinado momento. O aumento gradativo na porcentagem de células sensiveis é

= pH5,7
—-pH4,2
8 12 16 20 24
Tempo de subcultivo (h)
O r ONe!
Q:-)QJ o p° OOOO OOOO ....
050 ©50 O 0 O e eje
00 070 O 0 © @ O 9

~0 0 5) ® ®

500 000 0.0 (00 ¢0.0

A -
oo o0 e0® o
050 S “eCe 0% “eS
C :
O-o Co @0 @0 @ g

O O O e L

v

Tempo (h)

funcéo do grau de sincronizagdo da cultura

38



39

Figura 3 — Fotos ilustrando células BY-2 com 12 h de subcultivo (A) e com 24 h de
subcultivo (B).

5.1.3. Auxina é necessaria para transicdo do estado ndo sensivel para o estado sensivel a

pH baixo

Sabe-se que a auxina é requerida pela cultura de células de BY-2 para o crescimento e
divisdo celular. Na auséncia de auxina, as células ndo se dividem e aumentam em tamanho
(WINICUR; ZHANG; STAEHELIN, 1998). Para verificar se a alteracdo na sensibilidade a
pH baixo depende da presenca de auxina e/ou se a expansdo celular influencia na
sensibilidade das células a pH baixo, ensaios foram realizados onde as células foram
cultivadas na auséncia de 2,4-D.

Como parte da caracterizacdo da transicdo de sensibilidade a pH baixo entre células
com 12 e 24 h, encontrou-se que a presenca da auxina 2,4-D é necessaria para que tal
transicdo ocorra (Figura 4). A viabilidade de células expostas a pH 4,2, cultivadas na auséncia
de 2,4-D foi alta em todos os pontos amostrados em comparagéo as células tratadas a pH 5,7.
Ou seja, células cultivadas na auséncia de 2,4D se mostraram insensiveis a pH baixo,
independente do tempo de cultivo, ao contrario de células cultivadas na presenca desta auxina,
que sofreram alteracdo na sensibilidade a pH 4,2. Células expostas a pH 5,7 ndo sofreram
alteracOes na viabilidade celular em nenhum dos tratamentos.

Conforme mencionado, o 2,4-D é necessario para a progressao normal da cultura pelo
ciclo celular, ndo havendo divisdo na sua auséncia. Curiosamente, outra excecdo foi
encontrada na suposta relagdo entre expansao celular e sensibilidade a pH baixo.
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A avaliagdo de parametros morfométricos indicou que células cultivadas na auséncia
de 2,4D aumentaram de tamanho (Figura 5), mas ndo se tornaram sensiveis a pH baixo.
Células com 24 h de subcultivo na presenca de 2,4-D apresentaram area média de 2014 um?
(e.p. = 54,5) enquanto células na auséncia de 2,4-D apresentaram area média de 3269 pum?
(e.p. = 76,7). A expansao nestas células parece ser mais devagar e de forma ndo homogénea

entre as células, diferente do que normalmente ocorre.
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Figura 4 - Efeito de 2,4D na alteracdo da sensibilidade de células a exposicdo a pH baixo com
o0 tempo de subcultivo. Células foram subcultivadas em meio de cultura MS com e
sem 2,4D. Aliquotas de células foram retiradas apds diferentes tempos de
subcultivo e submetidas ao ensaio de sensibilidade ao pH baixo. A determinacao da
viabilidade celular foi realizada conforme descrito na Figura 2. Médias de 2
experimentos independentes
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Figura 5 — Células cultivadas na presenca e auséncia de 2,4D. Fotos A, B e C — células cultivadas por
12, 24 e 48 h respectivamente na auséncia de 2,4D. Fotos D, E e F - células cultivadas por
12, 24 e 48 h respectivamente na presenga de 2,4D.

5.1.4. A atividade de canais de K" também é necessaria para transicdo do estado n&o

sensivel para o estado sensivel a pH baixo

Sano et al. (2007) demonstraram que se um limiar de potéssio intracelular ndo for
ultrapassado durante a fase lag da cultura, as células BY-2 atrasam o seu progresso no ciclo
celular. Estratégias como o uso de blogueadores de canais de potassio, cultivo das células em
meio com concentracdo de potassio reduzida e estudo da expresséo diferencial de genes que
codificam canais retificadores do influxo e efluxo de potéssio indicaram que a progressao
normal do ciclo celular é dependente da atividade de canais de K.

Com base nos resultados acima citados, e outros mais recentes (SANO et al., 2009) foi
realizada uma avaliacdo do possivel papel de canais de potassio na transi¢do de sensibilidade
ao pH baixo durante o final da fase lag da cultura. Para isto foram usados dois bloqueadores
de canais de K* em conjunto, tetraetilaménio (tetraetylammonium, TEA) + BaCl, que inibem
tanto canais que regulam o influxo quanto o efluxo de K™ e CsCl, bloqueador de canais que
regulam o influxo de K",

Células na fase estacionaria foram subcultivadas em meio MS acrescido de 20 mM de
TEA + 10 mM de BaCl, onde permaneceram por até 24 h.
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Os resultados demonstram que células tratadas com os bloqueadores de canais de K*
por 24 h apresentaram menor queda da viabilidade celular quando submetidas ao ensaio de

sensibilidade a pH baixo do que células controle (Figura 6).
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Figura 6 - Efeito da acdo dos blogueadores de canais de potassio TEA e BaCl, na alteracdo da
sensibilidade de células a exposicdo a pH baixo ao longo do tempo de subcultivo.
Células na fase estacionéria (7dias) foram subcultivadas em meio MS na presenca
de 20 mM de TEA e 10 mM de BaCl,. Aliquotas de células foram retiradas ap6s
diferentes tempos de subcultivo e submetidas ao ensaio de sensibilidade ao pH
baixo. A determinagdo da viabilidade celular foi realizada conforme descrito na
Figura 2. Médias de 2 experimentos independentes

No experimento em que CsCl, foi empregado, tambem foi observado uma queda na
sensibilidade das células a pH baixo apds 24 h (Figura 7), entretanto este efeito foi menor do
que no tratamento TEA + BaCl, (Figura 6).

Baseado nos trabalhos anteriores de Sano et al. (2007; 2009), estes dados indicam que,
de forma semelhante ao progresso no ciclo celular, a atividade de canais de K* afeta a
transicdo de sensibilidade a pH baixo que ocorre no final da fase lag em células BY-2.
Entretanto, para elucidar o grau de envolvimento de cada tipo de canal é necessério o uso de
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outros blogueadores, como por exemplo, os especificos para a inibi¢do da atividade de canais
de efluxo de potéssio.
Estes dados complementam os ensaios em que foram empregados bloqueadores do

ciclo celular e remocéo de 2,4-D.
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Figura 7 — Efeito da acdo do blogueador de canais de potéassio CsCl, na alteracdo da
sensibilidade de células a exposicdo a pH baixo ao longo do tempo de subcultivo.
Células na fase estacionaria (7dias) foram subcultivadas em meio MS na presenca
de 10 mM de CsCl,. Aliquotas de células foram retiradas ap6s diferentes tempos de
subcultivo e submetidas ao ensaio de sensibilidade ao pH baixo. A determinacao da
viabilidade celular foi realizada conforme descrito na Figura 2. Resultados de um
experimento

5.1.5. O aumento de sensibilidade ao pH baixo ocorre antes da transicdo G1/S do ciclo

celular

Utilizando a afidicolina, um inibidor da DNA polimerase que bloqueia a progressao da
fase S do ciclo celular, Souza (2004) mostrou que um aumento na suscetibilidade de células
BY-2 ao acimulo de Al ocorre no final da fase lag da cultura e antes das células entrarem na
fase S. Estes resultados sdo um indicativo indireto de que comportamento semelhante ocorre

com relacdo a sensibilidade ao pH baixo. Lorca e Valdez (2001), também observaram
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mudangas na expressdo diferencial de proteinas em Lactobacillus acidophilus tolerantes a
baixo pH, indicando que hd uma modificacdo na expressdo génica ao longo do ciclo celular.

Juntamente com a afidicolina, a propizamida (inibidor da formacdo de microtdbulos
que impede a progressao das células nos eventos iniciais da mitose) € um dos inibidores mais
utilizados em estudos com células vegetais (DEWITTE; MURRAY, 2003).

A olomoucina e a roscovitina sdo inibidores especificos de CDKs. No trabalho de
Glab et al. (1994) a olomoucina mostrou-se eficiente na inibicdo da proliferacao de células de
Arabdopsis e pettnia em duas situacdes: na passagem da fase G1 para S e da fase G2 para M,
0 que indica que o complexo CDK/ciclina controla estas duas transi¢cbes no ciclo celular
vegetal.

A roscovitina demonstrou inibir a atividade de CDKs (CDK1 e CDK2) em humanos
em concentracBes 10 a 100 vezes menores do que a olomoucina (DE AZEVEDO et al., 1997;
HAVLICEK et al., 1997). Ainda, a reversibilidade e especificidade fazem destas drogas
alternativas para estudos de sincronizagéo celular.

Como ndo se sabe precisamente em que momento do ciclo celular ocorre a mudanca
de sensibilidade do estado ndo sensivel para o estado sensivel a pH baixo, buscou-se usar um
conjunto de inibidores que atuam em pontos diferentes do ciclo celular: a afidicolina e a
hidroxiureia - HU (DOBREV, 2002) que também blogueia o ciclo celular na fase S, antes da
duplicacdo total do DNA; e outros trés inibidores: roscovitina, olomoucina e mimosina
(CHABOUTE et al., 1998) que agem no final da fase G1 do ciclo, em pontos e com
mecanismos de acdo diferentes.

Esta informacdo é interessante, pois abre uma série de perspectivas para estudos
futuros no que diz respeito, por exemplo, a analises de expressdo diferencial de genes e
proteinas, adaptagdes bioquimicas e fisiologicas ao estresse por pH baixo, entre outras
possibilidades.

Os dados obtidos com HU e afidicolina mostraram aumento da sensibilidade
(diminuicdo da viabilidade celular) ao pH baixo mesmo na presenca de ambas as drogas,
como mostra a Figura 8. Portanto, o aumento da sensibilidade ocorreu antes do ponto de
bloqueio das mesmas. A eficiéncia das drogas como bloqueadores foi comprovada pela

auséncia de células em diviséo (IM=0).
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Figura 8 - Efeito dos inibidores do ciclo celular, afidicolina (A) e hidroxiuréia (B), na alteracdo
da sensibilidade de células BY-2 a exposi¢do a pH baixo ao longo do tempo de
subcultivo. As células foram subcultivadas na auséncia e presenca de afidicolina
(15 uM) e hidroxiuréia (30 mM). Aliquotas foram retiradas apos diferentes tempos
de subcultivo e submetidas ao ensaio de sensibilidade ao pH baixo e foi
determinado a viabilidade celular. Os resultados sdo referentes a um dnico
experimento

Os resultados com os inibidores roscovitina e mimosina que atuam no final da fase G1
do ciclo também mostraram aumento da sensibilidade (diminuicdo da viabilidade celular) ao
pH baixo mesmo na presenca destas drogas (Figura 9A e 9B respectivamente), ou seja, da
mesma maneira que ocorreu com a afidicolina e HU o aumento da sensibilidade ocorreu antes
do ponto de bloqueio destas drogas, comprovado pela auséncia de células em divisdo (IM=0).
Células tratadas com mimosina (Figura 9B) mesmo a pH 5,7 apresentaram ligeira queda na
viabilidade celular ao final das 24 horas de cultivo, indicando que existe a necessidade de um

estudo mais detalhado para avaliacdo de possivel toxicidade desta droga.



46

Em células tratadas com olomoucina (Figura 9C) foi encontrado o mesmo padrao
acima mencionado. Entretanto, a presenca de células em divisdo indica que, por motivos
desconhecidos, a droga ndo foi eficiente no bloqueio do ciclo celular, diminuindo a
confiabilidade dos dados obtidos com o uso desta droga.

Com os dados acima apresentados e obtidos até o momento podemos inferir que o
aumento de sensibilidade ao pH baixo ocorre antes do ponto de bloqueio de todas as drogas
testadas até 0 momento, ou seja, antes da transicdo G1/S do ciclo celular.

Entretanto, esta estratégia é de certa maneira limitada para estudos onde se pretende
identificar eventos que ocorrem em pontos especificos do ciclo celular, ja que dependente da
disponibilidade de inibidores que atuem em diferentes pontos do ciclo celular com algum

conhecimento prévio do modo de acdo e possivel toxicidade em células vegetais.
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Figura 9 - Efeito dos inibidores do ciclo celular, roscovitina (A), mimosina (B) e olomoucina
(C), na alteracdo da sensibilidade de células BY-2 & exposicao a pH baixo ao longo
do tempo de subcultivo . As células foram subcultivadas na auséncia e na presenca
de roscovitina (50 puM), mimosina (2 mM) e olomoucina (50 uM). Aliquotas de
células foram retiradas apds diferentes tempos de subcultivo e submetidas ao ensaio
de sensibilidade ao pH baixo conforme a Figura 2. (A) As barras indicam o erro

padrdo da média (n = 3); (B) e (C), resultados referentes a um Gnico experimento
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5.1.6. Alteracdes na osmolaridade intracelular ndo influenciam na transi¢do do estado
nao sensivel para o estado sensivel a pH baixo

Conforme mencionado, uma das hipoOteses deste trabalho é que a sensibilidade
diferencial de células BY-2 ao pH baixo durante a fase lag seja causada por desarranjos na
parede celular, o que pode comprometer sua integridade e tornar as células mais suscetiveis ao
pH baixo. Portanto, o aumento na pressdo de turgor celular pode ser um fator que influencia
na sensibilidade de células a pH baixo. Como foi demonstrado que a atividade de canais de K*
influencia a alteracdo da sensibilidade das células a pH baixo, procurou-se determinar se a
osmolaridade interna das células é alterada durante este periodo.

Assim, a pressdo osmotica (osmolaridade) de células com 12 e 24 horas de subcultivo
foi estimada pelo método de plasmdlise. Concentracdes crescentes de manitol foram
adicionadas as células e a porcentagem de células plasmolisadas foi determinada para cada
concentracdo, permitindo a obtengdo de uma curva de plasmolise em funcdo da concentracao
externa de manitol.

Foram encontradas pequenas diferencas na pressao osmotica das células com 12 e 24 h
de subcultivo (Figura 10). Quando a pressdo osmética do meio foi aumentada pela adi¢éo de
manitol, células com 12 horas exigiram maiores concentracfes de manitol para chegar ao
mesmo grau de plasmdlise em comparacdo a células com 24 h. Isto significa que a pressdo
osmotica das células e, conseqlientemente a pressdo de turgor, sofreu uma pequena reducdo de
12 para 24 h, o que esta de acordo com os dados de Sano et al. (2007).

Assim, constatou-se que alteragdes na pressdo de turgor celular ndo € um fator que
contribui para o aumento de sensibilidade das células a pH baixo entre 12 e 24 h de

subcultivo.
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Figura 10 - Diferencas na pressdo osmética em células BY-2 com 12 e 24 h de subcultivo,
avaliada pelo método de plasmoélise em solucBes com diferentes osmolaridades.
Aliguotas de celulas foram coletadas nos respectivos tempos e incubadas a
concentracdes crescentes de manitol e a porcentagem de células plasmolisadas foi
determinada pela contagem de no minimo 500 células por tratamento. Médias de 2
experimentos independentes

5.1.7. A aplicacdo de H,O, diminui a suscetibilidade de células sensiveis a pH baixo

Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio — ROS (0O,", H,0,, OH®) tém papel
importante na modulacdo da extensibilidade da parede celular (LISZKAY; KENK;
SCHOPFER, 2003; PASSARDI; PENEL; DUNAND, 2004), sendo pela acdo direta destas
espécies reativas com componentes da parede celular ou pela acdo de peroxidases.
Monshausen et al. (2007) demonstraram que a adi¢do de H202 resultou em interrupcéo do
crescimento e inibicdo da ruptura (a pH baixo) dos pélos radiculares enquanto que a remogéo
de ROS via antioxidantes levou a ruptura celular.

Em células BY-2 com 24 horas de cultivo (periodo de maior sensibilidade ao pH
baixo), a adicdo de H,O, no ensaio de sensibilidade a pH baixo resultou em diminuicéo da
sensibilidade celular, comparado com células expostas aos mesmos tratamentos na auséncia

de H,O, (Figura 11). Por sua vez, a adi¢do de acido ascOrbico como agente antioxidante
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praticamente ndo afetou a viabilidade celular. N&o foi observado efeito toxico do peroxido de
hidrogénio, visto que a porcentagem de células viaveis no tratamento com H,0, a pH 5,7 foi
muito proxima (alta viabilidade) ao tratamento sem peroxido no mesmo valor de pH.

Acredita-se que a viabilidade celular mais elevada no tratamento com peroxido de
hidrogénio seja devido a uma mudanca na extensibilidade da parede celular resultante da
interacdo do peroxido com a mesma deixando-a mais rigida e, portanto, menos suscetivel a
acao do pH baixo,conforme ja foi relatado em pélos radiculares (MONSHAUSEN et al.,
2007).
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Figura 11 — Efeito do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio e acido ascorbico na
sensibilidade de células BY-2 no ensaio a pH baixo. Uma hora antes do ensaio de
sensibilidade a pH baixo, foi adicionado ascorbato (100 uM) e peroxido de
hidrogénio (5uM) a culturas com 24 h de subcultivo. Controles ndo receberam
adicdo destes compostos. Aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao
ensaio de sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice de
viabilidade celular. As barras indicam o erro padrdo da média (n = 3)

5.2. Reverséo da sensibilidade a pH baixo induzido por tratamento hipo-osmético

Em células de BY-2 suscetiveis ao acimulo de Al, foi observado que quando
removidas do meio de cultura original e incubadas previamente em um meio minimo de

composicdo semelhante ao utilizado no presente trabalho por cerca de uma hora, as mesmas
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se tornavam menos suscetiveis ao acumulo de Al e a pH baixo (VITORELLO; HAUG, 1999).
Na ocasido, 0s autores sugeriram que isso ocorreu pela parada de crescimento das células em
funcdo de uma sinalizacdo promovida pela deficiéncia de nutrientes do meio minimo.

Entretanto, trabalhos mais recentes mostram que ocorre uma explosao oxidativa em
células em suspensdo quando submetidas a um choque hipo-osmotico (CAZALE et al., 1998;
ROUET; MATHIEU; LAURIERE, 2006). Levando em consideragdo estas informacdes, 0s
resultados obtidos por Vitorello e Haug (1999) foram reavaliados e surgiu a hipotese de que
as respostas observadas tenham sido conseqiéncia de um choque hipo-osmotico ao invés da
deficiéncia de nutrientes no meio minimo, pois as células eram transferidas do meio MS para
um meio de osmolaridade reduzida, composto apenas por 5mM sacarose, 5 MM KCI, 2 mM
CaCl, e 10 MM MES (pH 5,7).

Assim, experimentos foram realizados onde células com 24 horas de subcultivo foram
incubadas por 2 e 4 h em meio minimo, meio MS sem sacarose e 2,4D e por fim meio MS sem 2,4D.
Este experimento teve como objetivo avaliar a possivel influéncia destes componentes do meio de
cultura e as diferencas de osmolaridade causadas pela retirada dos mesmos sobre a sensibilidade das

células a pH baixo.
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Figura 12 — Efeito de pré-tratamentos onde componentes do meio de cultura foram retirados
na sensibilidade de células BY-2 no ensaio a pH baixo. Células com 24 h de
subcultivo foram transferidas para os respectivos tratamentos e incubadas por 2 e 4
h em meio de cultura sem 2,4-D (MS - 2,4-D), sem 2,4-D e sacarose (MS —
sacarose — 2,4-D) e em meio minimo (MM pH 5,7), com adi¢cdo de 5 mM de
sacarose (MM + 5 mM sacarose). Em seguida, aliquotas de células foram coletadas
e submetidas ao ensaio de sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida
determinado o indice de viabilidade celular. Resultados de um Unico experimento
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Os meios em que as celulas foram previamente incubadas (Figura 12) possuem
osmolaridade crescente: MM + 5 mM sacarose (36 mOsm), MS - sacarose - 2,4D (100
mOsm), MS -2,4D (188,5 mOsm). O resultado encontrado neste experimento foi um aumento
na viabilidade de células cultivadas nos meios de menor concentracdo molar quando expostas
a pH 4,2, enquanto que nos tratamentos a pH 5,7 a viabilidade das células manteve-se alta.
Isto indica que a diminuicdo da sensibilidade ao pH baixo, a principio, € devido a um choque
hipo-osmatico e ndo a deficiéncia de nutrientes no meio minimo. Observa-se que 0 aumento
da viabilidade celular é gradual no tempo e acompanha a diminuic¢éo da concentracdo osmolar
do meio de cultura.

Em seguida, foi realizada uma caracterizacdo da resposta celular a pH baixo em
tratamentos com a substituicdo dos sais do meio MS do meio de cultura por concentracdo
equivalente de manitol, um osmolito comumente empregado em experimentos com células
vegetais para aumentar a osmolaridade do meio externo. Este experimento teve como objetivo
confirmar que a diminuicdo da osmolaridade do meio de cultivo causa a reversdao da

sensibilidade a pH baixo e ndo a remocéo de nutrientes (minerais e sacarose) ou 2,4-D.
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Figura 13 — Efeito de pré-tratamento hipo-osmético na sensibilidade de células BY-2 no ensaio
a pH baixo. Células com 24 h de subcultivo foram transferidas e incubadas por
diferentes tempos em meio minimo (MM) e em MM + manitol ajustado para uma
osmolaridade equivalente ao MS completo. O pH destes pré-tratamentos foi de 5,7.
No controle (MS) as células permaneceram no meio de cultura. Em seguida,
aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de sensibilidade a pH
(4,2 e 57) sendo em seguida determinado o indice de viabilidade celular.
Resultados de um Gnico experimento

De maneira similar ao que foi observado no experimento representado na Figura 12,
houve um consideravel aumento na viabilidade das células pré-incubadas em MM e expostas
a pH 4,2 em comparacdo as células cultivadas em MM com manitol (Figura 13). Néao foi
observado nenhum efeito toxico do manitol nos tratamentos. Esta resposta foi
progressivamente maior com o tempo de pré-incubacdo das células. Com 60 min de pré-
tratamento em MM, células expostas a pH baixo apresentaram aproximadamente 70% de
viabilidade.

A diferenca de viabilidade celular ao final do tratamento com MM a pH 4,2
comparada ao controle com meio MS (aproximadamente 50% maior) foi considerada
suficiente para que a partir dai a maioria dos demais ensaios envolvendo tratamento hipo-
osmotico fosse realizada com 60 min de pré-tratamento no respectivo meio.

Apesar desta resposta se manter com o decorrer do tempo durante o experimento (até

120 min), outro motivo pelo qual foi adotado 60 min como tempo padrdo para os demais
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experimentos, é que um intervalo de tempo mais longo poderia comprometer a interpretacdo
dos dados em detrimento de outras possiveis respostas desencadeadas pela condicdo do
tratamento hipo-osmatico em questéo.

Para avaliar se outros osmdlitos teriam efeito sob a resposta ao tratamento hipo-
osmatico, foram utilizados além do manitol, sorbitol e sacarose na substituicdo dos sais do
meio MS também em concentracdo molar equivalente a0 meio MS completo (Figura 14).
Entretanto ha ressalvas quanto ao uso de sacarose para este proposito, por ser utilizada como
constituinte do meio de cultivo original, sendo preferencial o uso de manitol e/ou sorbitol.

Novamente, células cultivadas em meio minimo mostraram menor sensibilidade ao pH
baixo comparado aos tratamentos com osmolitos e ao controle em MS completo, confirmando
gue o tratamento hipo-osmatico é um fator que promove a reversdo do estado sensivel para
ndo sensivel a pH baixo em células BY-2.

Como néo foi observada diferenca expressiva na sensibilidade ao pH baixo entre 0s
tratamentos com os diferentes osmdlitos, foi adotado o manitol para composi¢cdo do meio

minimo na substituicdo dos sais do meio MS nos ensaios seguintes.
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Figura 14 — Avaliacdo de pré-tratamentos na sensibilidade de células BY-2 no ensaio a pH
baixo, onde a osmolaridade do meio completo (MS) foi mantida por substituicao
por diferentes osmolitos. Células com 24 horas de subcultivo foram transferidas e
incubadas por 1 h em meio minimo (MM pH 5,7) na presenca de sorbitol, manitol
ou sacarose (152 mM) de maneira a resultar em solu¢cdo com osmolaridade
equivalente ao meio MS completo. No controle (MS) as células permaneceram no
meio de cultura. Aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de
sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice de
viabilidade celular. Resultados de um Unico experimento

5.3. Modulacdo oxidativa da parede celular induzido por tratamento hipo-osmético

como causa do aumento da tolerancia ao pH baixo

5.3.1. Aplicagdo de H,O; durante o tratamento hipo-osmético

O experimento seguinte teve como objetivo avaliar se a adicdo de perdxido de
hidrogénio teria efeito na diminuicdo de sensibilidade de células com 24h subcultivadas em

MM mais manitol a pH 4,2 (Figura 15), ou seja, se a adi¢do de H,O, poderia atuar no
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enrijecimento da parede celular e por consequéncia tornar as células menos susceptiveis a

exposicao a pH baixo.
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Figura 15 - Efeito da presenca de perdxido de hidrogénio (5 M) nos pré-tratamentos hipo-
osmoticos sobre a sensibilidade de células BY-2 no ensaio a pH baixo. Células com
24 horas de subcultivo foram transferidas e incubadas por 30 e 60 min em meio
minimo (MM), com e sem adicdo de H,O,. O pH destes pré-tratamentos foi de 5,7.
No controle (MS) as células permaneceram no meio de cultura. Em seguida,
aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de sensibilidade a pH
(4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice de viabilidade celular. As barras
indicam o erro padrdo da média (n = 3)

N&o foi observado efeito pronunciado do peréxido de hidrogénio na diminuigdo de
sensibilidade ao pH baixo no tratamento com manitol, nem diferencas entre os tratamentos em
MM e MM+H202 também a pH 4,2 (Figura 16).

Duas hipoteses podem ser consideradas. No primeiro caso, desta resposta estar
relacionada com a possibilidade do manitol atuar como “scavenger” (SCHOPFER, 2001). No
segundo caso, do peroxido de hidrogénio ndo efeito pronunciado no aumento da viabilidade
celular em virtude do préprio tratamento hipo-osmético anteriormente ter desencadeado uma

resposta ja acentuada no aumento da viabilidade, possivelmente via modulacéo oxidativa.
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Figura 16 — Efeito da presenca de perdxido de hidrogénio (5 pUM) nos pré-tratamentos com
meio minimo (com e sem manitol), sobre sensibilidade de células BY-2 no ensaio
a pH baixo. Células com 24 horas de subcultivo foram transferidas e incubadas por
1 h em meio minimo (MM) e meio minimo com manitol (MM + manitol), ambos
com e sem adicdo de H,0,. A adic¢do de manitol (152 mM) teve a fungéo de deixar
a osmolaridade do meio minimo equivalente ao meio completo (MS). O pH destes
pré-tratamentos foi de 5,7. No controle (MS) as células permaneceram no meio de
cultura. Aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de

sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice

viabilidade celular. As barras indicam o erro padrdo da média (n = 3)

de

Para avaliar, mesmo que de maneira indireta, se 0 manitol apresentou este tipo de

atividade, outro experimento foi realizado, porém substituindo o manitol por sorbitol também

na presenca de peroxido de hidrogénio (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito da presenca de perdxido de hidrogénio (5 pUM) nos pré-tratamentos com
meio minimo (com e sem sorbitol), sobre a sensibilidade de células BY-2 no ensaio
a pH baixo. Células com 24 horas de subcultivo foram transferidas e incubadas por
1 h em meio minimo (MM) e meio minimo com sorbitol (MM + sorbitol), ambos
com e sem adicdo de H,0,. A adicédo de sorbitol (152 mM) teve funcédo de deixar a
osmolaridade do meio minimo equivalente ao meio completo (MS). O pH destes
pré-tratamentos foi de 5,7. No controle (MS) as células permaneceram no meio de
cultura. Aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de

sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice

viabilidade celular As barras indicam o erro padrdo da média (n = 3)

de

Houve um aumento na viabilidade de células cultivadas em sorbitol juntamente com

peréxido em relacdo ao mesmo tratamento com manitol. De fato, o manitol pode apresentar

efeito de “scavenger” para ions -OH, entretanto no trabalho de Schopfer (2001) nao

demonstrou efeito na inibicdo da extensibilidade da parede celular pelo menos em

concentracdes até 100 mM e nos resultados do presente ensaio a diferenca entre o0s

tratamentos com manitol e sorbitol mais peréxido ndo foram expressivos ao ponto de

inviabilizar o uso de manitol na substituicdo dos sais de MS para 0s ensaios seguintes.

Possivelmente o peroxido de hidrogénio ndo teve efeito no aumento da viabilidade

celular em condigdes hipo-osmoticas em conseqiéncia de o proprio tratamento ter

desencadeado esta resposta anteriormente.
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5.3.2. Uso de inibidores de NADPH oxidase e de peroxidases

Algumas fontes de ROS em plantas sdo decorrentes do préprio metabolismo celular,
incluindo fotossintese e respiracdo. Outras sao produzidas por vias induzidas durante estresses
abioticos. Entretanto, mais fontes de ROS tém sido identificadas em plantas, incluindo a
atividade de NADPH oxidases e peroxidases ligadas a parede celular (MITTLER et al., 2002)
que participam na producdo de ROS durante processos como morte celular programada e
defesa a patdgenos. As peroxidases podem oxidar varios substratos na presenca de H,0O, e
também produzir ROS. Uma das caracteristicas mais notaveis destas enzimas é estarem
envolvidas tanto em processos de alongamento celular, como em reacfes que restringem o
crescimento. Este aparente paradoxo tem sido extensivamente estudado (PASSARDI;
PENEL; DUNAND, 2004).

Cazalé et al. (1998) demonstrou que uma explosdo oxidativa é induzida por choque
hipo-osmotico em células BY-2. Estes autores sugeriram que esta explosdo oxidativa poderia
promover um enrijecimento da parece celular, mas nao apresentaram evidéncias concretas de
que isto de fato ocorria. Entre outros fatores, esta explosdo oxidativa € dependente de
NADPH oxidase e pode ser blogueado pela acdo de difenileno-ioddnio (diphenylene
iodonium, DPI), inibidor desta enzima.

Para avaliar a possibilidade da ocorréncia de explosdo oxidativa em células BY-2 e se
ROS gerados nestas circunstancias poderiam estar modulando a reversdo de sensibilidade a
pH baixo induzido por choque hipo-osmético, foram usados o inibidor de NADPH oxidase
DPI e dois inibidores de peroxidases, acido salicilhidroxamico (salicylhydroxamic acid,
SHAM) e cianeto de potéssio, KCN.
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Figura 18 — Efeito do inibidor de NADPH oxidase - DPI nos pré-tratamentos com meio
minimo (com e sem manitol), sobre a sensibilidade de células BY-2 no ensaio a pH
baixo. Células com 24 horas de subcultivo foram transferidas e incubadas por 1 h
em meio minimo (MM) e meio minimo com manitol (MM + manitol), ambos com
e sem adicdo de 50 uM de DPI. A adi¢do de manitol (152 mM) teve a funcdo de
deixar a osmolaridade do meio minimo equivalente ao meio completo (MS). O pH
destes pré-tratamentos foi de 5,7. No controle (MS) as células permaneceram no
meio de cultura. Aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de
sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice de
viabilidade celular. As barras indicam o erro padrdo da média (n = 3)

Células tratadas com DPI em meio minimo apresentaram diminuicdo na viabilidade
celular comparadas as células que permaneceram apenas em meio minimo (Figura 18). Isto é
um bom indicio que a inibicdo de NADPH oxidases ndo permitiu a reversdo da sensibilidade
das células a pH baixo induzidas pelo choque hipo-osmoético e, portanto, que NADPH
oxidases estdo envolvidas neste processo.

Também foram testados sob as mesmas condi¢des experimentais os inibidores de

peroxidases: acido salicilhidroxamico - SHAM e cianeto de potassio — KCN.
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Figura 19 — Efeito de inibidores de peroxidases - SHAM e KCN nos pré-tratamentos com meio
minimo (com e sem manitol), sobre a sensibilidade de células BY-2 no ensaio a pH
baixo. Células com 24 horas de subcultivo foram transferidas e incubadas por 1 h
em meio minimo (MM) e MM + manitol, ambos com e sem adi¢do de 100 pM de
SHAM ou 1 mM de KCN. A adicdo de manitol (152 mM) teve a funcéo de deixar a
osmolaridade do meio minimo equivalente ao meio completo (MS). O pH destes
pré-tratamentos foi de 5,7. No controle (MS) as células permaneceram no meio de
cultura. Aliquotas de células foram coletadas e submetidas ao ensaio de
sensibilidade a pH (4,2 e 5,7) sendo em seguida determinado o indice de
viabilidade celular. As barras indicam o erro padrdo da média (n = 3)

Similar aos resultados com DPI, células tratadas com SHAM em meio minimo
apresentaram diminuicdo na viabilidade celular em comparacdo ao controle, no entanto menos
acentuada do que células tratadas com DPI (Figura 19).

Os dados obtidos com SHAM indicam envolvimento de peroxidases na reversao da
sensibilidade das células a pH baixo induzidas pelo choque hipo-osmotico, entretanto estudos
mais detalhados como por exemplo analise da atividade de peroxidases podem ser Gteis para
confirmacéo destes resultados.

O cianeto de potéassio teve efeito inibitorio pouco pronunciado, indicado por valores
mais altos de viabilidade celular em comparacdo aos tratamentos com SHAM e DPI.
Entretanto deve-se considerar que a especificidade destes inibidores pode ser variavel,

portanto, mais estudos com este inibidor sdo necessarios.
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5.4. Estudo complementar de avaliagdo de tampé&o adequado para experimentos a pH

baixo

Estudos celulares a pH baixo requerem atencdo nem sempre dispensada com relagédo
ao uso tampdes edequados para esta condigcdo, na tentativa de minimizar efeitos indesejados
causados por flutuacbes de pH. Esta questdo ndo é tdo simples, pois, além do tampdo ser
eficiente a pH baixo, ndo deve interferir no metabolismo celular (SOARES; DUARTE, 2000),
0 que ocorre com os tampdes conhecidos que possuem valores de pKa adequados. Geralmente

estes tampdes sdo acidos organicos envolvidos no metabolismo celular.

Ainda ha falta de um tampédo mais adequado para estes tipos de ensaios, e por esta
razdo, o tampdo acido-2-morfolinoetanosulfénico (MES) tem sido utilizado na maioria dos
estudos a pH baixo (BIBIKOVA et al., 1998; KOYAMA, 2001; SOUZA, 2004; MERSSELI,
et al., 2005). Este tampdo faz parte de uma classe de tampdes conhecida como “Good
Buffers”. Dentre esta classe, € o que apresenta valor de pKa mais baixo (6,15), sendo portanto
adequado para o tamponamento na faixa de pH entre 5,5 e 6,7. Embora se saiba que nenhum
tampao é totalmente inerte (FERGUNSON et al., 1980), é necessario buscar e avaliar tampdes
com pKa mais apropriados para ensaios onde os tratamentos sdo feitos com pH mais baixos.
Assim, buscou-se avaliar os tampdes homopipes, dimetilglutarato, biftalato de potéassio, e

beta-alanina em ensaios a pH baixo.

5.4.1. Avaliacao dos tamp0es a pH 5,7

Para investigar a possivel toxicidade dos tampfes as células, primeiramente foi
realizada uma avaliacdo do crescimento celular na presenca de cada um dos tampdes a pH 5,7.
Os resultados mostraram que houve crescimento celular apenas na presenca do tampéo
homopipes, que apresentou curva de crescimento semelhante a do controle MES (Figura
20A).

Além disso, células cultivadas com o tampdo homopipes apresentaram alta
viabilidade, também semelhante ao controle MES (Figura 20B). Embora as células ndo
tenham crescido na presenca do tampéo biftalato de potassio e DMGA, a viabilidade celular
foi alta, semelhante ao controle, mas com queda da viabilidade de células cultivadas em

DMGA ap6s o quinto dia de cultivo. Na presenca do tampdo beta-alanina ndo houve
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crescimento celular, mas a viabilidade das células foi relativamente alta no primeiro dia de
subcultivo, caindo progressivamente com o passar do tempo, ou seja, este tampdo também
apresentou efeito toxico as células. Ainda ndo se sabe o motivo pelo qual as células
apresentaram alta viabilidade e nenhum crescimento na presenca dos tampdes biftalato de
potéssio e DMGA. Estudos mais detalhados seriam necessarios para elucidar esta questao.

Outro parametro avaliado foi a variacdo do pH do meio de cultura das células
cultivadas com os tampdes (Figura 20C), e que é resultante da atividade metabdlica das
células. Percebe-se que o tampao homopipes tem comportamento semelhante ao controle
MES. Observa-se uma acidificacdo do meio de cultura nos primeiros dois dias na presenca do
tampdo controle (MES) e homopipes. Esta acidificacdo é caracteristica da cultura em
condi¢des normais, e é seguida por um periodo em que o pH se estabiliza proximo do valor
inicial 5,7. O pH do meio com o tampdo DMGA apresentou flutuacdo acentuada, indicando
afetar as células de modo bem distinto do tampdo MES. J& o pH do meio de cultura com os
tampdes biftalato de potassio e beta-alanina ndo apresentou variacdo de pH acentuada ao
longo do tempo. Entretanto, foi observada uma alcalinizacdo do meio de cultura na presenca
do tampao beta-alanina. Células cultivadas com o tampao biftalato de potassio, que manteve o
pH mais proximo de 5,7 ndo apresentaram crescimento.

Com estes resultados € possivel concluir que com excecdo do tampdo homopipes 0s
demais tamp0es apresentaram algum grau de toxicidade as células.
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Figura 20 — Curva de crescimento (A), viabilidade celular (B) e variacdo de pH no meio de cultura (C)
de células subcultivadas em meio de cultura MS na presenca dos tampdes dimetilglutarato,
homopipes, biftalato de potéssio, beta-alanina e MES (controle) com pH inicial 5,7. As
barras indicam o erro padréo da média (n = 3)
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5.4.2. Avaliacao dos tampdes a pH 4,5

Um problema ao avaliar os tampdes apenas a pH 5,7 € que neste pH existe um
predominio de formas dissociadas do tampdo no meio de cultura, em funcdo dos tampdes
testados possuirem valores de pKa mais baixos do que o controle MES (pKa homopipes 4,4;
pKa DMGA 3,73; pKa biftalato potassio 2,95 e pKa beta-alanina 3,70). Portanto, o
experimento a pH 5,7 avaliou a toxicidade quase exclusivamente da forma dissociada dos
tampdes em estudo. Porém, é necessario avaliar se formas ndo dissociadas apresentam algum
efeito toxico, ja que € esperado maior tendéncia das mesmas entrarem nas células e causarem
alteracdes indesejadas.

Assim, nos experimentos realizados a pH 4,5 para avaliacdo do efeito das formas ndo
dissociadas dos tampdes, verificou-se um atraso no crescimento das células em relacédo a pH
5,7 (Figura 21A). O maior atraso ocorreu na cultura cultivada com homopipes a pH 4.5 em
relagdo a cultivada com MES a pH 4,5.

A viabilidade celular nestas mesmas condi¢fes permaneceu alta (Figura 21B), bem
préxima do observado com o controle (MES pH 5.7).

Quanto a avaliacdo da flutuacdo de pH, observou-se uma tendéncia do pH se manter
mais baixo na presenca do tampdo homopipes (pH inicial 4,5) até o quinto dia de cultivo
(Figura 21C). Ainda ndo se sabe 0 motivo do atraso no crescimento da cultura em presenga do
tampdo homopipes a pH 4.5, porém existe a possibilidade deste atraso ter ocorrido em funcéo
das células terem sido expostas a valores de pH mais baixos ja no inicio do experimento.
Entretanto o crescimento das células em todos os tratamentos igualou-se a partir do 5° e 6°
dias de cultivo.

Os dados de crescimento, viabilidade celular e flutuacdo de pH no meio de cultura
indicam que até o momento ndo houve efeito toxico para as células na presenca do tampdao

homopipes a pH 4,5.
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Figura 21 - Curva de crescimento (A), viabilidade celular (B) e variagcdo de pH no meio de
cultura (C) de células subcultivadas em meio de cultura MS na presencga do tampao
homopipes e MES com pH inicial 4,5.0 meio MS pH 5,7 foi usado como controle.
As barras indicam o erro padrdo da média (n = 3)
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5.4.3. Comparacdo entre MES e Homopipes para avaliar a sensibilidade de células a pH
4,2

Com base nestes resultados preliminares, a proxima etapa foi avaliar o desempenho do
tamp&o homopipes em experimentos a pH baixo. Estes experimentos indicaram que houve um
efeito ligeiramente mais pronunciado da acao do pH (no tratamento a pH 4,2) com homopipes
em relacdo ao tampdo MES no altimo ponto amostrado (Figura 22). Isto ja era esperado, visto
que o tampdo homopipes possui pKa menor que o tampdo MES e por isso teria acdo
tamponante melhor a pH baixo. Entretanto, h4 necessidade da realizacdo de mais testes para
avaliar se este efeito realmente € significativo ou ndo. Contudo, conclui-se até 0 momento que

o tamp&o homopipes € uma boa alternativa para uso em experimentos a pH baixo.
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PH42 —4—  —f—

Figura 22 —Viabilidade de células expostas a pH 4,2 e 5,7 na presenca dos tampdes MES e
homopipes apds 12, 20 e 24 horas de subcultivo nos respectivos tampdes. As barras
indicam o erro padrdo da média (n = 3)
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6. DISCUSSAO

E conhecido que células vegetais apresentam sensibilidade diferenciada ao pH baixo,
ou seja, variacdes ndo genotipicas tem influéncia nesta caracteristica. Tudo indica que estas
diferencas estdo relacionadas com a fase de crescimento e/ou desenvolvimento (KOYAMA et
al., 1995; KOYAMA et al., 2001; VITORELLO; HAUG, 1996).

De fato, células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 sdo bastante sensiveis ao pH
baixo na fase log de crescimento ao contrario de células na fase estacionaria (VITORELLO;
HAUG, 1996). Utilizando o inibidor do ciclo celular afidicolina, Souza (2004) comprovou a
existéncia de uma diferenca na sensibilidade de células BY-2 ao Al no final da fase lag,
detectando um aumento na suscetibilidade ao acimulo de Al 16 horas ap6s o subcultivo. Os
dados obtidos por Souza (2004) déo indicios que o padrdo observado para a sensibilidade ao
Al seja esperado para pH baixo. Entretanto, para que isto seja confirmado, é importante que a
sensibilidade ao pH baixo seja avaliada separadamente do Al.

No presente trabalho foi confirmado que ha uma alteracdo de sensibilidade a pH baixo
em células BY-2 no final da fase lag entre 12 h e 24 h de subcultivo, ou seja, células com 12 h
ainda s@o pouco sensiveis enquanto células com 24 h ja sdo consideravelmente sensiveis a pH
baixo. Comparado aos resultados obtidos por Souza (2004) que avaliou a susceptibilidade ao
Al, esta alteracdo de sensibilidade ao pH baixo foi um pouco tardia. Entretanto, como ja
mencionado, a susceptibilidade ao Al e ao pH baixo podem nédo ser respostas com estreita
relacdo. Além disso, 0 momento exato em que isto ocorre pode variar dependendo das
condicBes da cultura, assim como a intensidade da resposta também depende das condic¢des de
exposicdo das células ao pH baixo. E provavel que o atraso observado tenha sido em
decorréncia de diferencas no grau de sincronizacao das culturas utilizadas nos dois trabalhos.

Com estes dados buscou-se examinar dois aspectos gerais com relagdo a mudanca de
sensibilidade ao pH baixo. Primeiro, definir em que momento durante o ciclo celular e em
quais condic¢des esta mudanca ocorre, e segundo, testar a hipotese de que um choque hipo-
osmatico prévio pode reverter a condigdo de sensibilidade a pH baixo e obter evidéncias de

que a modulagéo oxidativa da parede celular estaria envolvido neste processo.
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As células de BY-2 se tornam mais sensiveis a pH baixo durante a retomada do ciclo celular
e antes do ponto de checagem de G1/S

As células BY-2 utilizadas nos experimentos foram subcultivadas a partir de culturas na
fase estacionaria e estd bem estabelecido que estas se encontram em G0/G; (SANO et al.,
2007). A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que a reentrada ou a retomada do
ciclo celular é necessaria para que ocorra a alteracdo de sensibilidade a pH baixo. Isto pode
ser deduzido pelos experimentos realizados na presenca ou auséncia de auxina (2,4-D) (Figura
6) e nos experimentos realizados com bloqueadores de canais de K* (Figuras 8 e 9).

Sabe-se que a auxina é necessaria para a sinalizacdo para indugdo da divisao celular,
fazendo com que as células entrem novamente no ciclo celular (DAVID et al., 2007). Auxina
pode agir direta ou indiretamente na regulacdo da atividade de quinases dependentes de
ciclinas (CDKs) (JOHN et al., 1993). O trabalho de Magyar et al., 2005 sugere que a auxina
também regula uma das familias de fatores de transcri¢do associados ao ciclo celular, E2FB.
Em células de BY-2, a superexpressdo de E2FB causou aumento da proliferacdo celular
mesmo na auséncia de auxina, e na presenca a superexpressao promoveu a transicdo das fases
G1/S e G2/M. Estes dados confirmam a importancia da auxina no controle do ciclo celular,
embora pouco se sabe a respeito do mecanismo molecular pelo qual a auxina exerce esta
influencia (DEN BOER; MURRAY, 2000; STALS; INZE, 2001).

Neste trabalho, foi confirmado que a auxina é necessaria tanto para a retomada do ciclo
celular quanto para a mudanca do estado ndo sensivel para sensivel. Sem a adicdo de 2,4D as
celulas ndo se dividiram e ndo ficaram sensiveis ao pH baixo (Figura 6).

Com relacgéo ao uso de bloqueadores de canais de K*, Sano et al. (2007) demonstraram
em células BY-2 que estes inibidores impedem a entrada de potéassio na célula e que a
progressdo pelo ciclo celular é atrasada, constatando que um limiar de potassio é requerido
para as células reentrarem no ciclo celular. O emprego dos inibidores de canais de potassio
TEA + BaCl, (Figura 8) e CsCl, (Figura 9) indicou que quando estes canais sdo bloqueados a
alteracdo na sensibilidade ao pH baixo também é atrasada. Baseado em analises de expressao
génica, o canal de potassio NKT1 foi identificado como mediador do influxo de potassio
durante a progresséo do ciclo celular de G, para S. Os resultados obtidos por Sano et al., 2007
sugerem que a regulacdo do turgor através do influxo e efluxo pelos canais de potassio é um
fator que controla a diviséo e a progressao do ciclo celular.

No trabalho de Sano (2007), foi demonstrado que com o uso de bloqueadores de

canais de K" a progressio da cultura atrasou no minimo 2 h e aproximadamente 4 h com o uso
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de CsCl,. Neste estudo, as mudancas na sensibilidade a pH baixo atrasaram em cerca de 6 h
na presenca de bloqueadores de canais de K*, no entanto, para uma melhor estimativa seria
necessario estender o periodo de observacdo para facilitar o calculo desta diferenca.

Quanto a definicdo do periodo do ciclo celular em que ocorre a mudanca de
sensibilidade, os dados obtidos com o uso de inibidores do ciclo celular, mostraram que a
alteracdo de sensibilidade ocorre antes do ponto de checagem da transicdo Gi/S do ciclo
celular. Por outro lado, considerando que se leva pelo menos 12 h para as células comecgarem
a ficar sensiveis a pH baixo, e que com 24 h de subcultivo, quando a sensibilidade ja é
acentuada, ja se observa células em divisdo, pode-se concluir que este evento ocorre no final
da fase G;.

Como ja existe uma porcentagem de células em divisdo com 24 h de subcultivo e, por
se tratar de uma cultura ndo sincronizada, sem a utilizacdo de inibidores ndo seria possivel
inferir adequadamente o momento do ciclo celular em que ocorre a mudanca de sensibilidade.

A afidicolina e a hidroxiureia bloqueiam pontos do ciclo celular préximos entre si. A
afidicolina bloqueia a progressdo da fase S, pela inibicdo da DNA polimerase o, e a
hidroxiureia, um inibidor da enzima ribonucleotideo redutase, inibe a sintese de DNA por
reduzir a quantidade de dNTPs disponiveis para a DNA polimerase na forquilha de replicacdo
(KOC et al., 2004).

Os outros trés inibidores utilizados (roscovitina, olomoucina e mimosina) inibem o
ciclo celular na transicdo da fase G1/S. Drogas que inibem especificamente as ciclinas
dependentes de quinases, (cyclin-dependent kinase; CDK) como a roscovitina e a olomoucina
representam ferramentas Uteis para o estudo de pontos durante o progresso do ciclo celular em
plantas onde a ativagdo de CDKSs é requerida.

No trabalho de Glab et. al (1994) a olomoucina mostrou-se eficiente na inibicdo da
proliferacdo de células de arabidopsis e petdnia em duas situacfes: na passagem da fase G1
para S e da fase G2 para M, o que indica que o complexo CDK/ciclina controla estas duas
transi¢des no ciclo celular vegetal.

A roscovitina demonstrou inibir a atividadide de CDKs (CDK1 e CDK2) em humanos
em concentragdes 10 a 100 vezes menores do que a olomoucina (DEAZEVEDO et al., 1997,
HAVLICEK et al. 1997). Ainda, a reversibilidade e especificidade fazem destas drogas
alternativas para estudos de sincronizagéo celular.

Os resultados mais consistentes foram obtidos com a roscovitina. Primeiro pela

repetibilidade apresentada nos experimentos e segundo por nao serem observadas células em



71

divisdo ap6s o tratamento com este inibidor, o que indica que o mesmo foi eficiente no
bloqueio do ciclo celular.

De maneira similar os resultados com afidicolina e hidroxiureia mostram que
viabilidade de células tratadas com estes inibidores e expostas a pH baixo caiu ao longo do
tempo, ou seja, mesmo impedidas de progredir normalmente pelo ciclo celular, as células
continuaram sensiveis ao pH baixo. Também neste caso os inibidores foram considerados
eficientes, pois ndo foram observadas células em divisdo (Figura 4).

Entretanto, experimentos com mimosina e olomoucina devem ser reavaliados e
repetidos. Células tratadas com olomoucina apresentaram resposta similar aos outros
inibidores quando expostas ao pH baixo. Entretanto, foram observadas células em divisdo
(Figura 5C), indicando que nao houve bloqueio total da progressao destas células pelo ciclo
celular. Células tratadas com mimosina mesmo a pH 5,7 (controle) apresentaram discreta
queda na viabilidade celular, o que pode ser indicio de efeito toxico (Figura 5B).

A melhor definicdo do momento do ciclo celular em que ocorre a alteracdo de
sensibilidade a pH baixo é relevante, pois abre uma série de perspectivas para estudos futuros
no que diz respeito, por exemplo, a analises de expressdo diferencial de genes e proteinas,
adaptacGes bioquimicas e fisiologicas ao estresse por pH baixo, entre outras possibilidades.
Além disto, é possivel relacionar conhecimentos da literatura sobre eventos celulares que
estdo ocorrendo nesta fase para associagdes com possiveis mecanismos causais.

Em raizes, as células mais sensiveis a pH baixo sdo as que se encontram em expansao,
ou seja, células da zona de alongamento e pélos radiculares em crescimento. Células BY-2 na
fase log de crescimento sdo bastante sensiveis a pH baixo (CAPALDI, 2006) e se encontram
tanto em processos de divisdo como de expansdo celular. No presente trabalho, escolheu-se
uma fase inicial da cultura que apresentasse aumento de sensibilidade a pH baixo mas poucas
ou nenhuma célula em divisdo, e também que ndo apresentasse indicios de expansdo celular.
De fato, demonstrou-se que de 12 a 24 h de subcultivo, o tamanho (area) das células néo
aumenta, apresentando na realidade uma pequena queda. Isto pode ter ocorrido possivelmente
devido ao fato de algumas células se encontrarem em divisdo. Entretanto, os indices
morfométricos indicaram que estas células sofreram pequenas alteracGes em seus formatos,
tornando-se mais arredondadas conforme indicado pelo indice de circularidade. Isto mostrou
que a area transversal das células diminuiu, mesmo sem alteracdo no volume celular. Embora
andlises mais cuidadosas sejam necessarias, este € um resultado interessante, pois demonstra

que embora as células ndo tenham expandido, ocorreram alteracdes de formato, que pode ser
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explicada por uma remodelagem da parede celular, de certo modo, a semelhanca do que
ocorre em celulas em expansao.

Outro resultado interessante foi demonstrado no experimento onde as células foram
cultivadas na auséncia de auxina. As células aumentaram de tamanho, mas ndo se tornaram
sensiveis a pH baixo. No caso de células cultivadas sem auxina, a expansdo parece ser
diferente do que normalmente ocorre, mais devagar e de forma ndo homogénea entre as
células. E possivel que nestas células o modo com que a parede é rearranjada seja diferente.

Uma das hipoteses levantadas € de que o pH baixo causa desarranjos na parede, o que
pode permitir a ocorréncia de microrupturas. Ja foi discutido em itens anteriores que o pH
baixo pode causar o rompimento de pélos radiculares. Este fato é de facil visualizagdo em
pélos radiculares. Entretanto, talvez nédo seja em células de crescimento difuso, caso a ruptura
seja muito pequena, e visto que ndo existem relatos deste tipo de observacdo na literatura.
Atualmente, h& grande interesse em se estudar como as células vegetais conseguem perceber
problemas na integridade na parede celular e responder por meio de rearranjos ou
remodelagem na parede.

Recentemente, encontrou-se que o tratamento de raizes de Arabidopsis a pH baixo
induziu um padrdo de expressdo de genes muito parecido com o que se espera de um sistema
de monitoramento e manutencédo da integridade da parede celular (LAGER et al., 2010). O pH
baixo alterou principalmente a expressao de genes relacionados a modificacGes da parede.

Desta maneira, a literatura evidencia que o pH baixo pode gerar estresse na parede e
ameacar a sua integridade de modo a gerar uma resposta através da via de sinalizacdo de
integridade da parede.

Um indicativo de que isto esteja ocorrendo em determinada condi¢do ou tratamento é
quando a adi¢cdo de osmodlitos (suporte osmotico) evita a ocorréncia de determinadas
respostas. Assim, foi demonstrado que a adi¢cdo de osmolitos a células BY-2 reduziu a
sensibilidade ao pH baixo, bem como o acumulo de Al (CAPALDI, 2006).

De maneira contraria, 0 aumento no potencial hidrico (pressdo de turgor) da célula
deveria agravar a sensibilidade de células a pH baixo. Assim, averiguamos a hip6tese de que o
potencial osmético das células (e conseqlientemente a pressao de turgor) poderia aumentar no
intervalo de 12 para 24 h. No entanto, os dados de plasmolise (Figura 10) indicaram que 0
potencial osmotico das células se alterou muito pouco ou até mesmo diminuiu neste periodo,
ndo parecendo ser um fator que explique as diferencas de sensibilidade entre células com 12 e
24 h de subcultivo.
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Isto significa que as diferencas de sensibilidade a pH baixo séo devidas a alteragdes na
parede celular tais como na extensibilidade ou, alternativamente, que as hipdteses aqui
propostas estdo erradas.

O efeito da aplicacdo de H,O, sugere que um enrijecimento da parede pode diminuir a
sensibilidade a pH baixo, e portanto, que a estrutura da parede é fator importante na
determinacdo da sensibilidade a pH baixo. Por ser substrato para peroxidases, o nivel de
peréxido de hidrogénio (H,0;) na parede é importante. Na funcdo classica destas enzimas
(ciclo peroxidativo), um substrato é oxidado para promover a reducdo de H,O, a HO.
Quando substratos das peroxidases sdo componentes da parede, isto comumente resulta na
formagéo de ligacOes entre componentes estruturais, que leva a um enrijecimento da parede

mostrado por diversos trabalhos na literatura.

A sensibilidade a pH baixo pode ser revertida por chogue hipo-osmético prévio: possivel
envolvimento de modulac&o oxidativa da parede

O tratamento prévio de células sensiveis a pH baixo com chogue hipo-osmotico
induziu menor sensibilidade ao pH baixo. Isto corrige a interpretacdo de resultados obtidos
por Vitorello e Haug (1996) que utilizaram tratamentos semelhantes, e atribuiram os efeitos
observados, sobre a capacidade de células acumularem Al e aumento dos niveis de Ca*
préximo a membrana plasmatica, a reducdo do nivel de nutrientes e consequente reducéo do
crescimento celular.

A alteracdo no nivel de nutrientes como causa das respostas observadas pode ser
descartada ja que células tratadas com MM na presenca de osmolitos sem variacdo do
potencial osmotico da solugdo externa, ndo mostraram alteracBes na sensibilidade ao pH
baixo.

Ja foi demonstrado que o tratamento hipo-osmotico de células em suspenséo gera uma
explosdo oxidativa (“oxidative burst”) (YAHRAUS et al., 1995; CAZALE et al., 1998;
ROUET et al., 2006). As atividades de NADPH oxidase e de peroxidases estdo fortemente
implicadas nesta explosdo oxidativa (CAZALE et al., 1998; ROUET et al., 2006) e a ativacdo
desta resposta parece requerer uma elevagdo do calcio citosolico e ativacdo de quinases de
proteinas (TAKAHASHI et al., 1997a; TAKAHASHI et al., 1997b; CAZALE et al., 1998).

O tempo de pré-tratamento hipo-osmotico necessario para reverter a sensibilidade das
células BY-2 a pH baixo (Figura 13) foi consistente com a cinética de explosdo oxidativa
relatado anteriormente (CAZALE et al., 1998; ROUET et al., 2006).
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Infelizmente, ndo foi possivel obter dados consistentes de geracdo de ROS (dados ndo
apresentados). Tentou-se detectar ROS por meio de duas técnicas bem estabelecidas. A
principio, foi utilizado o XTT (3’-[1-phenylamino-carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis[4-methoxy-
6-nitro] benzenesulfonic acid hydrate) como substrato a ser oxidado (MULLER et al., 2009),
no entanto, observou-se coloragcdo muito fraca no meio externo e coloragdo mais intensa
associada com as ceélulas, indicando penetracdo do corante nas células. Outra técnica
empregada foi a oxidacdo de epinefrina (ROUET; MATHIEU; LAURIERE, 2006). No
entanto, esta reacdo é dependente de pH, sendo sensivel a valores de pH mais elevados. Por
outro lado, a geracdo de ROS apopléstico também é dependente de pH, com valores étimos
em torno de 4,5 a 6,5 (FRAHRY; SCHOPFER, 1998).

Os substratos usados nestas técnicas sdo, na realidade, diretamente sensiveis apenas a
O," e OH". Para ocorrer a reacdo com H,O; é necessario a presenca de peroxidases, que pode
ser endogeno ou fornecido. Rouet et al. (2006) examinaram a explosdo oxidativa induzida por
choque hipo-osmético em células de tabaco e de A. thaliana sendo que a deteccdo de ROS
somente foi possivel na presenca de peroxidase de rabanete (horseradish peroxidase) em A.
thaliana.

Apesar de ainda ndo se ter conseguido medir os niveis de ROS apoplasticos, 0 uso de
inibidores de NADPH oxidase (Figura 18) e de peroxidases (Figura 19) demonstrou o
envolvimento destas enzimas na reversdo da sensibilidade a pH baixo por choque hipo-
osmoético prévio.

As NADPH oxidases da membrana plasmatica desempenham papel importante na
geracdo de superoxido (O;"), cujo papel principal é ser fonte de outras ROS. As peroxidases
do tipo Ill da parede desempenham um papel muito mais complexo, sendo enzimas
multifuncionais. Na funcdo classica destas enzimas (ciclo peroxidativo), um substrato é
oxidado para promover a reducdo de H,O, a H,O. Quando os substratos da peroxidase séo
componentes da parede, isto comumente resulta na formacao de ligagcdes entre componentes
estruturais, levando a um enrijecimento da parede.

As peroxidases do tipo Il parecem desempenhar um papel central na modulagéo
oxidativa da parede. S8o uma familia grande de proteinas, possuindo fungdes diversas, que
constituem uma proporcao elevada das enzimas envolvidas com o metabolismo oxidataivo da
parede e até mesmo da célula como um todo. Em A. thaliana, existem 73 genes para
peroxidases do tipo I, enquanto existem pelo menos 289 genes envolvidos com o

metabolismo oxidativo da célula como um todo (GECHEYV et al., 2006).
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7. CONCLUSOES

- As células BY-2 se tornam mais sensiveis a pH baixo durante a reentrada ou
retomada do ciclo celular, no final da fase G1 e antes do ponto de checagem da transicéo
G1/S do ciclo celular. Fatores que impedem ou atrasam a retomada do ciclo celular

apresentam o mesmo efeito sobre a mudanca de sensibilidade a pH baixo.

- A mudanca de sensibilidade a pH baixo durante a retomada do ciclo celular ndo esta
relacionada a um aumento no tamanho celular nem a alteragdes no potencial osmético, mas

possivelmente esté relacionado a mudancas no formato da célula.

- Apesar de ainda ndo se saber exatamente as causas da mudanca de sensibilidade ao
pH baixo, foi demonstrado que a aplicacdo de H,O, reduziu a sensibilidade das células,

sugerindo que alteracdes na parede poderiam estar envolvidos com estes mecanismos.

- A sensibilidade a pH baixo pode ser revertida por choque hipo-osmotico prévio,

possivelmente por meio de uma explosdo oxidativa que levaria a alteracfes da parede.

- As evidéncias indicam que NADPH oxidases e peroxidases do tipo Ill estdo
envolvidas na reversdo da sensibilidade a pH baixo induzida por chogue hipo-osmaético,

reforcando a possibilidade da ocorréncia de uma explosdo oxidativa e modificacbes da parede.

- A avaliacdo dos tampdes indicou que alguns deles podem afetar as células
drasticamente, alterando o balan¢o de compostos absorvidos e podendo inibir a divisao celular
ou mesmo comprometer a viabilidade celular. O melhor tampéo para estudos celulares a pH

baixo foi 0 Homopipes, por ndo apresentar nenhuma aparente interferéncia indesejavel.
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