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TRANSPORTE E HOMEOSTASE DE Ca® EM PROTOPLASTOS ISOLADOS DE

CELULAS DE Citrus sinensis

RESUMO

Protoplastos isolados a partir de cultura de células de Citrus sinensis em
suspensao foram utilizados como modelo experimental para o estudo do
transporte e da homeostase de Ca*" em células vegetais. Fluxos de Ca® foram
acompanhados por observagdo das alteragdes de Ca®" livre do meio, utilizando-
se o indicador de Ca** arsenazo lll, que é sensivel a baixas concentra¢des desse
jon. Alteragbes na concentragdo de Ca* citossolico foram acompanhadas por
microscopia confocal de fluorescéncia, utilizando-se o indicador de Ca*
fluorescente, indo-1. Protoplastos incubados na presen¢a de 20pM de Ca®’ livre
apresentaram-se praticamente inativos para a captagdo do ion, uma vez que a
baixa concentragdo externa de Ca® nédo foi suficiente para gerar um gradiente
capaz de impulsionar a entrada do ion na celula. Entretanto, quando o Ca* foi
removido do meio por adicdo de EGTA , o efluxo de Ca* foi estimulado por
antagonistas de calmodulina como trifluoperazina (TFP), clorpromazina (CP) e
calmidazolium, de uma maneira dose-dependente. A eficiéncia com que os
diferentes antagonistas de calmodulina induziram o efluxo de Ca** em
protoplastos de C. sinensis indicaram que este processo foi resultante de um
efeito inespecifico na membrana dos protoplastos e ndo devido a uma acgéo anti-
calmodulina. As concentragdes utilizadas dos compostos anti-caimodulina nao
interferiram na integridade dos protoplastos, eliminando a possibilidade de que o
aumento de Ca®* no meio, induzido por estes compostos, seria devido a lise
celular. O efluxo de Ca*" induzido por TFP foi inibido quando os protoplastos

foram pré-incubados com verapamil ou nifedipina, antagonistas de canais de Ca*
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do tipo voltagem-dependente. A inibigdo por verapamil foi mais eficiente do que
aquela provocada por nifedipina. Esse efluxo também ndo ocorreu quando os
protoplastos foram lavados com EGTA. Apés este tratamento, foi observado que
a captagéo de Ca® pelos protoplastos estava estimulada e que esta captagao foi
inibida por La*. Protoplastos incorporados com indo-1 e lavados com EGTA
apresentaram um aumento transiente na concentragdo de Ca® citossdlico,
quando expostos a uma alta concentragdo de Ca®* externa. Os resultados deste
trabalho indicam que a membrana plasmatica dos protoplastos de C. sinensis
contém um canal de Ca*" do tipo voltagem-dependente, mais sensivel as
fenilalquilaminas do que as dihidropiridinas. Ainda, os protoplastos parecem
conter uma segunda classe de canal de Ca*, sensivel ao lantanio, que € ativado
pela deplegédo de Ca®". A observagéo de que a deplegao de Ca** dos protoplastos
induziu tanto um estimulo no influxo de Ca® através da membrana plasmatica,
como um aumento transiente do Ca®*' citossélico, quando estas células foram
novamente expostas a esse ion, sugere a existéncia de um mecanismo

capacitativo para a entrada de Ca** nesse tipo de céluia.
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Ca® TRANSPORT AND HOMEOSTASIS IN CELL Citrus sinensis ISOLATED

PROTOPLASTS

SUMMARY

Isolated protoplasts from suspension-cultured Citrus sinensis cells were
used as an experimental model for the study of the Ca®* transport and
homeostasis in plant cells. Ca*" fluxes were accompanied through the medium
free Ca*" alterations using the Ca®" indicator arsenazo Ill that is sensitive to low
concentrations of that ion. Citosolic free Ca®" concentration changes were
accompanied through fluorescence confocal microscopy, using the fluorescent
Ca® indicator, indo-1. In the presence of 20uM free Ca® protoplasts were
practically inactive for the uptake of that ion, since the low external Ca*
concentration did not generate a enough gradient able to impel the entrance of
the ion inside of the cell. However, when Ca®*" was removed from the medium
through the EGTA addition, the Ca® efflux was stimulated by calmodulin
antagonists such as triffuoperazin (TFP), chlorpromazin (CP) and calmidazolium,
in a dose-dependent manner. The efficiency in which the different calmodulin
antagonists induced the Ca®" efflux from the C. sinensis protoplasts indicated that
this process resuited from an unspecific effect in the protoplast membrane and not
due to an anti-calmodulin action. The used concentrations of the anti-calmodulin
compounds did not interfere with the protoplasts integrity, eliminating the
possibility that the Ca** increase in the medium, induced by these compounds,
would be due to cellular lysis. The Ca* efflux induced by TFP was inhibited in
protoplasts preincubated with verapamil. Verapamil was more efficient than
nifedipine, known antagonists of voltage-dependent Ca®* channels, to inhibit this

efflux. That efflux did not also happen when the protoplasts were washed with
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EGTA. After EGTA-washing Ca*" uptake by the protoplasts was stimulated in a
La*-sensitive manner. EGTA-washed protopiasts, incorporated with indo-1,
presented a transient increase in citosolic free Ca®* by exposure to a high external
Ca* concentration. The present results indicate that the piasma membrane of the
Citrus sinensis protoplasts contain a voltage-dependent type of Ca** channel more
sensitive to the phenylaikylamines than to the dihydropyridines family blockers.
The protoplasts seem also to contain a second class of Ca® channel, La*-
sensitive, that is activated by Ca®" depletion. The observation that the Ca**
depletion of the protoplasts induced both, an stimulus in the Ca®" influx through
the plasma membrane and a transient increase in citosolic Ca®, by further
exposition of the cells to that ion, suggest the existence of a capacitative

mechanism for Ca** uptake in that cell type.



1. INTRODUGAO

O Ca* apresenta um papel essencial no crescimento e desenvolvimento
de vegetais, uma vez que alteracdes na concentragao citossdlica de Ca* regulam
uma enorme variedade de processos celulares, através da agao de proteinas que
sd0 moduladas por este ion. Assim, 0 Ca®** tem sido consideradc um dos
elementos mais importantes em muitos sistemas de transdugdo de sinal em
vegetais (TREWAVAS & GILROY, 1991; BUSH, 1995; TREWAVAS & MALHO,
1987). Embora a elevagdo da concentragdo do Ca® citoplasmatico seja
geralmente responsavel por desencadear a resposta fisiolégica, niveis elevados
de Ca* por um periodo prolongado podem inviabilizar a sobrevivéncia da célula
(CLAPHAM, 1995). Assim, a habilidade da célula vegetal em manter baixas
concentragdes de Ca”* citoplasmatico, bem como, de restaurar as elevagdes
resuitantes de estimulos desencadeados por sinalizadores, é um requerimento
essencial para a fungéo desse fon como regulador de varios processos celulares.
No estado de repouso a concentragdo citoplasmatica de Ca** é da ordem nM,
enquanto que no interior das organelas e no meio extracelular, a concentragao
livie de Ca** esta na faixa de #M ou mM (BUSH ef al., 1989; DUPONT et al.,
1990). Acredita-se que transportadores localizados na membrana plasmatica,
bem como nas membranas das organelas, sejam responsaveis pela manutengéo
dos baixos niveis de Ca*" livre citoplasmatico, contra um alto gradiente de Ca*" do
lado extracitossélico. Como o efluxo de Ca** do citoplasma para o meio
extracelular, ou para o interior das organelas, ocorre contra seu gradiente
eletroquimico, este processo requer energia, devendo ser catalisado por
proteinas de membrana que utilizam ATP ou uma forga motriz para dirigir o

movimento de Ca®. Ao contrario, o influxo de Ca® para o citoplasma é
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energeticamente favoravel, e deve ser mediado por canais de Ca”, que sao
poros que podem ser abertos ou fechados. A manutengdo da concentracido de
Ca”® citossélico, bem como a resposta a estimulos que alteram sua concentragao,
séo resultados da regulagdo das vias de efluxo e influxo, caracteristicas para
cada tipo de célula.

O presente trabalho estuda os sistemas de transporte de Ca®*" da
membrana plasmatica bem como o efeito do contelido de reservas internas de
Ca*" na captagdo e homeostase citossélica desse ion em protoplastos derivados
de celulas de Citrus sinensis mantidas em cultura liquida. O conhecimento dos
sistemas responsaveis pela manuten¢io da homeostase citoplasmatica do Ca?*
permitira estudos futuros sobre vias de transdugéo de sinal nesse sistema, onde

o Ca*" participa como segundo mensageiro.

1.1. A TRANSDUGAO DE SINAIS

As célutas vegetais sdo capazes de perceber sinais exogenos tao diversos
como luz (ASSMANN et al., 1985; SERRANO et al., 1988: QUAIL ef al., 1995;
SMITH, 1995, VON ARMIN & DENG, 1996; CHORY, 1997; JINKINS, 1997),
temperatura (KNIGHT ef al, 1996), vento (BRAAM & DAVIS, 1990: KNIGHT et
al, 1992), toque (BRAAM & DAVIS, 1990; KNIGHT ef al., 1991: TREWAVAS &
KNIGHT, 1994), gravidade (POOVAIAH et al, 1987, BELYAVSKAYA, 1996),
horménios (FELLE, 1988; GILROY et al, 1990; McAINSH et al, 1990:
SCHROEDER & HAGIWARA, 1990; GILROY & JONES, 1994: MILLNER, 1995
BLEECKER & SCHELLER, 1996; VAN DER MEULEN et al, 1996; KENDE &
ZEEVAART, 1997), ataque de patdgenos (BOLLER, 1995; GIRAUDAT, 1995
DMITRIEV et al., 1996; GELLI & BLUMWALD, 1997; ZIMMERMANN et al., 1997),
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estresse osmético (ALLEN & SANDERS, 1984), etc. Os mecanismos pelos quais

diversos sinais exégenos induzem uma resposta bioldgica eram, até
recentemente, muito pouco conhecidos em sistemas vegetais (TREWAVAS &
MALHO, 1897). Entretanto, na Gltima década, houve uma explosdo no estudo da
transducgao de sinais em células vegetais (GILROY & TREWAVAS, 1994; STONE
& WALKER, 1995; WARD et al., 1995; IRVINE & CULLEN, 1996; JENSEN, ef al.,
1996, TREWAVAS & MALHO, 1997). O crescente avango no esclarecimento das
vias de sinalizagio em plantas tem mostrado que existe uma grande
complexidade e interacéo entre os sistemas sinalizadores, a semelhanc¢a do que
se observa em células animais (WILSON et al, 1997). Entretanto, apesar desses
avancos, o que se entende hoje sobre transdugdo de sinal em vegetais € muito
mais rudimentar que em animal (BRAUN & WALKER, 1996; VITORELLO &
HAUG, 1996; BAUER et al., 1997), embora tanto a célula animal quanto a vegetal
detectem vérios estimulos diferentes, transduzam essas informagbes para
componentes intracelulares apropriados e respondam pela alteragcdo do seu
metabolismo, crescimento e desenvolvimento (BRAUN & WALKER, 1996). Assim,
0s mecanismos gerais de transducao de sinais em sistemas vegetais podem ser
resumidos seguindo-se o esquema (Figura 1), ja bem estabelecido para células
animais.

O mecanismo de transdugédo de sinal se inicia através da interagao de
sinais (ambientais ou quimicos) com receptores especificos, que frequentemente
se localizam na membrana plasmatica (SCHIMIDT & EBEL, 1987; KOGEL et al.,
1991; BOLLER, 1995; BRAUN & WALKER, 1996), mas podem também ocorrer
no citossol (GINSBURG et al., 1992) ou no ntcieo (TREWAVAS & KNIGHT,
1994; MULLIGAN et al, 1997). A formagdo do complexo receptor-sinalizador
desencadeia uma cascata de eventos que vao modificar a atividade celular efou a

expresséo génica resuitando numa resposta biolégica (MULLIGAN et al., 1 997).
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Resposta Fisioldgica

FIGURA 1. Transdugdo de sinal em células vegetais (adaptado do esquema

desenvolvido por MUTO, 1992).
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Uma célula pode ter mais de um tipo de receptor ou, varios tipos de células
podem ter diferentes conjuntos de receptores para 0 mesmo sinalizador, cada um
deles induzindo uma resposta diferente (DOHLMAN et al,, 1987, LEFKOWITZ &
CARON, 1988; ASHKENAZI et al, 1989). Também o mesmo receptor pode
ocorrer em diferentes tipos celulares e a ligagdo da mesma molécula sinalizadora
pode iniciar diferentes respostas em cada tipo de célula (HART et al, 1988;
ASHKENAZ! et al., 1989).

Alguns sinais induzem a modificagéo da atividade de uma ou mais enzimas
ja presentes na célula alvor provocando uma resposta rapida (minutos ou
segundos). Em células animais, a maioria das moléculas sinalizadoras que
induzem alteragbes rapidas sdo sollveis em agua se ligando a receptores
localizados na membrana plasmatica (CHINKERS ef af., 1989). Oufras moléculas
sinalizadoras aiteram primariamente o padrao de expressdo génica. Geralmente
as moléculas desta segunda classe, por serem lipossolaveis, atravessam a
membrana plasmatica e se ligam a receptores soliveis presentes no citoplasma
ou no nucleo. O complexo resultante, atuando no DNA, induz a sintese de
proteinas responsdveis pela resposta fisioldgica. Este tipo de sinalizagdo induz
uma resposta mais lenta e duradoura na célula alvo (CZECH et al, 1988:
CZECH, 1989).

Sinalizadores que se ligam a receptores de membrana plasmatica,
geralmente ativam uma enzima ou um grupo de enzimas, denominados
transdutores, que geram um incremento na concentracdo de um sinalizador
intracelular denominado segundo mensageiro (STERNWEIS & SMRCKA, 1992;
CLAPHAM, 1995). Segundos mensageiros incluem AMP ciclico (cAMP) (SIBLEY
& LEFKOWITS, 1985; MUTO, 1992; STONE & WALKER, 1995), GMP ciclico
(cGMP) e 1,2-diacilglicerol (DAG) (STONE & WALKER, 1995), inositol 1,4 5-
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trifosfato (Ins-P;) (HOTH & PENNER, 1992; McDONALD et al., 1993; PETERSEN

& BERRIDGE, 1994; ALLEN et al., 1995; CLAPHAM, 1995; DeLISLE et al., 1995;
PUTNEY Jr., 1997); ADP ciclico ribose (cADPR) (ALLEN ef al., 1995; WU et al.,
1997) e Ca® (HEPLER & WAYNE, 1985, POOVAIAH & REDDY, 1987,
RASMUSSEN, 1989; MUTO, 1992; GILROY & TREWAVAS, 1994). O aumento na
concentragéo intracelular de um ou mais destes segundos mensageiros
desencadeia uma rapida alteragdo na atividade de uma ou mais enzimas ou
proteinas nao enzimaticas, geraimente atuantes em pontos estratégicos do
metabolismo. A remogéo ou degradacao do sinalizador reduz o nivel do segundo
mensageiro finalizando a resposta fisioldgica (TAYLOR & MARSHALL, 1992;
FINCH & GOLDIN, 1994).

Outros receptores podem néo utilizar segundos mensageiros, modificando
diretamente a atividade de proteinas citoplasmaticas fosforilando-as {proteinas
quinases) ou promovendo remocdo de fosfato destas proteinas (proteinas
fosfatases) (KLOTZ, 1982; HUNTER, 1987, COHEN, 1989). As proteinas
quinases sdo ha muito tempo reconhecidas por atuarem como amplificadoras,
propagadoras e integradoras de sinais primarios (COHEN, 1982; RANJEVA &
BOUDET, 1987). Ainda, em outros casos, a ligagdo ao receptor altera sua
conformacéo abrindo um canal especifico para fons na prépria proteina. O fluxo
resultante de ions altera o gradiente ibnico através da membrana,
desencadeando a sinalizagido {(BERRIDGE, 1995).

A ligacgao de sinalizadores em receptores da membrana plasmatica, resulta
muitas vezes na interagdc direta com ftransdutores, que s&o membros da
superfamilia das GTPases, como as proteinas-G e membros da familia Ras (MA,
1994; LIN ef al., 1996). Receptores que tem sua agédo através de proteinas-G ou

de tirosina quinase podem utilizar via de transdugdo mediada por Ca*
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(FRIESSMUTH et al., 1989; BOSSEN et al., 1990; BIRD & PUTNEY Jr., 1993).

Para ambos os tipos de receptores, sinais exdgenos ativam o receptor resuitando
na produgao de Ins-P; citossélico. Este se liga entdo a um receptor para Ins-P,
que provoca a liberagdo de Ca*" de reservas intracelulares, normalmente do
reticulo endoplasmatico, em céiulas animais (BERRIDGE & IRVINE, 1989:
PUTNEY Jr. et al, 1989; PUTNEY Jr., 1987), provocando um aumento na

concentragéo de Ca** citoplasmatico (BERRIDGE, 1993).

Em muitos tipos de células animais, principalmente em células nao
excitaveis, apé's estimulagdo prolongada da liberagdo de Ca® de estoques
intracelulares observa-se um aumento na velocidade de influxo de Ca®* através
da membrana plasmatica. Visando explicar este fenémeno, PUTNEY Jr. (1986)
propds a teoria capacitativa que estabelece que a entrada de Ca®* nessas células
seria regulada pelo conteido de Ca® de reservas internas. Varios canais na
membrana plasmatica permedveis ao Ca® sao ativados pela deplegdo de
estoques intracelulares. O mais bem caracterizado foi descrito por HOTH &
PENNER (1992) mostrando que a deplegdo de estoques de Ca®', por
mecanismos independentes, induziu ativacdo de uma corrente interna sustentada
de Ca® em células de animais superiores que chamaram de lgrac (calcium
release-activated current). A Icrac € ativada por véarios processos que resultam na
deplecéo dos estoques de Ca”’; é altamente seletiva ao Ca®": & inativada por
altos niveis de Ca*" intracelular e tem uma condutdncia extremamente baixa
(FASOLATO et al., 1994; CLAPHAN, 1995). Embora, a existéncia de correntes do
tipo Icrac j@ tenha sido demonstrada em muitos tipos de células, a natureza do
mecanismo de permeagédo ao Ca® ainda nao foi elucidada (BERRIDGE, 1995).

O aumento transiente da concentragio de Ca*' livre citossélico durante a

transdugéo de sinal, independente do mecanismo, pode desempenhar varias
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fungbes. O mecanismo mais simples é a ligagdo de Ca®*" em proteinas
especificas, como por exemplo, proteinas quinases dependentes de Ca®, que
podem regular varias atividades celulares, (HETHERINGTON & TREWAVAS,
1982; HUNTER, 1987; HARPER ef a/, 1991: STONE & WALKER, 1995). Um
outro mecanismo envolve uma proteina ligante de Ca®* a caimodu!ina, cuja
expresséo ¢ regulada pelo Ca®, isto &, desreprime os genes que controlam sua
sintese. A calmodulina (e algumas outras proteinas similares) sao inativas no seu
estado livre e se ativam quando complexadas com Ca®. O complexo Ca?-
calmodulina interage com outras proteinas estruturais que fixam o complexo Ca*'-
calmodulina, conhecidas como proteinas ligantes de caimodulina
(RAGHOTHAMA et al., 1985; LING & ZIELINSK!, 1989; MEANS, 1994; JAMES ef
al, 1995). Na verdade, estas proteinas ligantes de calmodulina, assim como as
proteinas quinases dependentes de Ca®*, sio proteinas que fosforilam enzimas
regulatorias fundamentais, quando em contato com ATP. Proteinas fosfatases

agem de maneira oposta nestas enzimas-chave, ativando-as ou inibindo-as.

1.2. TRANSDUGAO DE SINAIS EM CELULAS VEGETAIS

Recentemente tem-se conseguido progredir na identificagdo de
mecanismos de recepgdo inicial e de elementos envolvidos na cascata de
sinalizagao em vegetais (KUROSAKI & NiSHI, 1993: WARD et al., 1995). Varios
exemplos tém mostrado que plantas, assim como animais, usam receptores da
superficie celular para sinalizar a presenga de seus ligantes extracelulares
iniciando a via de transdugdo de sinal (BRAUN & WALKER, 1996). Receptores
para etileno (BLEECKER & SCHALLER, 1996; KENDE & ZEEVAART, 1897), luz
vermelha (FURUYA & SCHAFER, 1995) e luz azul (SHORT & BRIGGS, 1994
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AHMAD & CASHMORE, 1996; CHORY, 1997) ja foram identificados. Receptores

citossélicos de Ca** como calmodulina e proteina quinase dependente de Ca*
(HARPER ef al, 1991) e muitos receptores tipo-proteina quinase (STONE &
WALKER, 1995) ja foram isolados e sequenciados. Fortes candidatos a
receptores para 4cido abcisico (GIRAUDAT, 1995), auxina (MILLNER, 1995
BENNETT ef al, 1996), citocininas (KAKIMOTO, 1996) e luz azul (SHORT &
BRIGGS, 1994) ja foram sequenciados ou investigados em detalhes. Receptores
para InsP;, cADP-ribose e elicitores flingicos ja foram detectados, mas ainda nao
purificados (BROSNAN & SANDERS, 1990: ALLEN & SANDERS, 1994;
NURNBERGER et al., 1994; ALLEN et al., 1995; WU et al., 1897). A identificacéo
destes receptores e a elucidagdo de suas propriedades tém contribuido para o
esclarecimento da regulagéo do crescimento e desenvolvimento de vegetais.

O envolvimento de GTPases pode aumentar enormemente a flexibilidade
das vias de transdugao de sinais. Proteinas G com alta afinidade e especificidade
ja foram identificadas em varias células vegetais (JACOBS et al., 1988; BOSSEN
et al, 1990; EINSPAHR & THOMPSON, 1990). Proteinas de varias plantas
apresentam reagao cruzada com anticorpos para a subunidade o da proteina G
de mamiferos e o gene para esta proteina foi encontrado em Arabidopsis thaliana
(MA ef al.,, 1990). Evidéncias recentes sugerem que as respostas a luz azul, luz
vermetha (MUTO, 1992: BOWLER ef al., 1894; NEUHAUS ef al,, 1997), auxina,
giberelina, elicitores fiingicos e o controle da abertura estomatica em células
guarda, séo todas mediadas por GTPases (TREWAVAS & MALHO, 1997). Ainda,
as GTPases participam na sintese protéica, secrecio e ciclo celular (JACOBS,
1997).

Quando as células séo sinalizadas, o compartimento citoplasmaético recebe

esta informagéo através da alteragdo na concentracdo de uma grande variedade
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de segundos mensageiros. Em 'piantas muitos segundos mensageiros operando
em um ou outro sistema de sinalizagao tém sido identificados. Mobilizagdo de
Ca*" dependente de Ins-P; ja foi demonstrada em vactolo (GELL] & BLUMWALD,
1993; ALLEN & SANDERS, 1994; ALLEN ef a/., 1995: LOMMEL & FELLE, 1997)
células guarda (GILROY et af., 1990: KEARNS & ASSMANN, 1993; LEE ef al,
1996), protoplastos (RINCON & BOSS, 1987) e tubos de pélen (FRANKLIN-

TONG et al,,19986). Ins-P, foi capaz de induzir a abertura de canais de Ca* de

vesiculas de tonoplasto de raizes de aveia (SCHUMAKER & SZE, 1987), de
vacuolos intactos de células de Acer (RANJEVA et al., 1988) e beterraba
(ALEXANDRE et al., 1990; ALEXANDRE & LASSALES, 1990; 1992), provocando
a liberagéo de Ca** para o meio. A primeira indicagdo de que fosfoinositideos
poderiam estar envolvidos em vias de transducéo de sinais em plantas veio da
observacao de que a elevagio artificial de InsP3; em células guarda elevou o nivel
de Ca* citossélico provocando o fechamento do estdmato (GILROY et al., 1890).
O envolvimento de fosfoinositideos na via de transdugéo de sinal que regula o
crescimento do tubo polinico também ja foi demonstrado (FRANKLIN-TONG et
al, 1996). Recentemente cADP-ribose foi identificada como a molécula
sinalizadora na resposta de plantas ao Acido abscisico, o principal horménio
envolvido na resposta a estresse, como frio, seca e salinidade. Foi mostrado que
cADP-ribose exerce seu efeito por provocar a liberagdo de Ca® de reservas
internas (WU ef al., 1997), provaveimente do vactolo (ALLEN ef al., 1995).
Respostas devidas ac cAMP tém sido relatadas em uma variedade de
sistemas, entre elas inciui-se a estimulagdo da abertura estomatica de Vicia faba
(CURVETTO et al., 1994), estimulagdo da absorgdo de Ca® em cultura de
células de cenoura (KUROSAK! & NISHI, 1993: KUROSAK! of al., 1994),

aumento de volume de protoplasto de trigo estiolado (BOSSEN et al, 1890),
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alongamento do tubo polinico de lirioc (TEZUKA et al., 1993) e estimulacéo da
atividade de proteina quinase em folhas de arroz ( KOMATSU & HIRANO, 1993).

Embora pouco se conheca sobre a fung@io da calmodulina em plantas,
seus genes e a propria proteina de vérias espécies vegetais ja foram isolados e
seu papel regulatorio em células vegetais comeca a ser esclarecido (LING &
ZIELINSKI, 1989; BRAAM & DAVIS, 1990; BAUM et al,, 19986: YANG et al.,1996).
Varias enzimas e proteinas dependentes de Ca®/calmodulina ja foram
identificadas em vegetais, como proteinas quinases, Ca*-ATPases e NAD-
quinase, miosina V, cinesina, canais de Ca®" e glutamato descarboxilase (ALLAN
& TREWAVAS, 1987; BAUM et al., 1996; YANG et al., 1996).

A atividade de muitas enzimas vegetais é modulada pela fosforilagao
(RANJEVA & BOUDET, 1987; MUTO, 1992) e mais de setenta genes para
proteinas quinases vegetais ja foram identificados. Proteinas fosfatases também
ja foram identificadas em células vegetais. Entretanto, o papel preciso de
proteinas quinases e fosfatases durante o crescimento e desenvoivimento

vegetal, foi elucidado em apenas alguns casos (STONE & WALKER, 1995).

1.3. Ca®* COMO SEGUNDO MENSAGEIRO EM CELULAS VEGETAIS

O calcio ja é considerado em muitos tipos celulares como o elemento mais
importante no processo de transdugéo de sinal e vem emergindo com esta funcéo
em células vegetais (TREWAVAS & GILROY, 1991; BUSH, 1995: WARD ef al.,
1985; TREWAVAS & MALHO, 1997). Alteragdes na concentracdo de calcio livre
citossélico ja foram observadas em resposta a diferentes estimuios como luz
(CHAE ef al, 1990; RUSS et al., 1991; BOWLER ef al., 1994: MILLAR ef al.,
1994), elicitores (KNIGHT et al,, 1991; TAKAGI & NAGAI, 1992: BACH et al.
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1993), frio (KNIGHT et al. 1996), toque e vento (KNIGHT et al, 1992;

TREWAVAS & KNIGHT, 1994; HALEY ef al.,, 1995), acido abcisico (GILROY et
al., 1990; MaCAINSH et al., 1990; SCHROEDER & HAGIWARA, 1990; IRVING et
al., 1992; CURVETTO et al., 1994; ALLEN & SANDERS, 1994; TAKAHASHI! et
al., 1997, WU et al., 1987), auxina (FELLE, 1988), citocinina (HAHM &
SANDERS, 1991; GOUVEA et al, 1997), giberelina (BUSH & JONES, 1987;
GILROY & JONES, 1992) e despolarizacdo da membrana (THULEAU et al.,
1994b). Pesquisas recentes mostram também que, mecanismos independentes
de Ca%, juntamente com processos dependentes de Ca®" (GILROY, 1996),
podem controlar respostas celulares como a ativagdo do fitocromo que leva ao
desenvolvimento do cloroplasto e a producgéo de pigmentos (MILLAR ef al., 1894)
e regulacdo hormonal da atividade secretéria em protoplasto de aleurona de
cevada (GILROY, 1996).

Evidéncias experimentais demonstram que o Ca*" influencia a germinagao,
o crescimento e a senescéncia induzidos por hormdnios vegetais (TAKAGI &
NAGAI, 1892) e esta também envolvido na via de transdugdo de sinal que leva ao
crescimento do tubo de pdlen. Varios grupos jad mostraram que existe um aito
gradiente de Ca*" citossélico na extremidade de crescimento dos tubos polinicos
(JAFFE et al., 1975, RATHORE et al, 1991; MILLER ef al., 1992; MALHO et
al.,1994; PIERSON et al., 1994). A elevada concentracdo de Ca®’ citossdlico
nesta regido parece resultar do aumento do influxo de Ca** { PIERSON et al.,
1994) resultante da ativacdo de canais da membrana plasmatica, sensiveis a
lanténio (MALHO et al., 1994).

Influxo de Ca*" através de canais de cation existentes na membrana
plasmatica de células de plantas superiores parece ser um dos mecanismos

mais comuns que resulta na elevagéo do nivel de Ca*" citoplasmatico e ativagéo
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de cascatas de sinalizagdo (SCHROEDER & THULEAU, 1991). O Ca*

extracelular parece ser o principal responsavel pelo aumento de Ca®* citossélico
durante o potencial de agdo e a regulagdo do turgor em Charophyta
(WILLIAMSON & ASHLEY, 1982). influxo de Ca** externo, induzido por &acido
abcisico (ABA) precede e controla o fechamento de estdmatos (MCAINSH et al,
1990; SCHROEDER & HAGIWARA, 1890: IRVING ef al., 1992; VAN DER
MEULEN et al, 1996). A forma ativa do fitocromo, obtida pela acdao da luz
vermelha, ativa o influxo de Ca** via canais presentes na membrana plasmatica
(MEHTA, et al., 1993; BOWLER et al., 1994: NEUHAUS et al., 1997).

A existéncia de canais de Ca®" dependentes de voitagem que s&o ativados
pela despolarizagdo da membrana plasmaética ja foi descrita em células vegetais
(PING et al, 1992a; HUANG et al., 1994; THULEAU ef al., 1994a; 1994b).
THULEAU et al. (1994a) observaram que protoplastos derivados de células de
cenoura possuem canais de Ca®* dependentes de voltagem, quiescentes, que
podem ser ativados através de estimulo elétrico. Foi sugerido que estes canais
poderiam ser rapidamente recrutados em vias de transdugdo dependentes de

Ca**

1.4. HOMEOSTASE DO Ca® EM CELULAS VEGETAIS

Vérios trabalhos mostram que uma grande variedade de estimulos
induzem alteragdes na concentragdo de Ca® citossélico em vegetais. Embora
estas alteragbes tenham sido medidas em um numero relativamente pequeno de
tipos celulares, elas tém mostrado enorme variabilidade na amplitude, cinética e
distribuicdo espacial (BUSH, 1995). E importante ressaltar que, apesar do Ca®'

ser um segundo mensageiro importante na transdugéo de sinal, niveis elevados
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de Ca® intracelular por um tempo prolongado podem causar a morte celular
(CLAPHAM, 1995). Assim, a habilidade da célula vegetal em manter
concentracdes baixas de Ca® citoplasmatico & um requerimento essencial para a
fungdo desse cation divalente como regulador de processos celulares
fundamentais (ALLAN & TREWAVA, 1987;: POOVAIAH & REDDY, 1987; EVANS,
1988; GILROY et al., 1993; BUSH, 1993; 1995).

No estado de repouso, a concentragdo de Ca® citoplasmatico € mantida a
um nivel bastante baixo (30 a 200nM). Por outro lado, a concentragédo de Ca® no
meio extracelular (apoplasto), vaclolo (DuPONT et al, 1990; GELLI &
BLUMWALD, 1993) e reticulo endoplasmatico (BUSH & SZE, 1986; BUSH et al.,
1989, BYGRAVE & BENEDETTI!, 1996) estd na faixa de 1,0uM a 10,0mM.
Acredita-se com isto que, transportadores localizados nas diferentes membranas
sejam responsaveis pela manutencio dos baixos niveis de Ca? livre no
citoplasma; peias distintas alteracées do Ca®* citossélico durante eventos de
sinalizagdo onde ele participa como segundo mensageiro, bem como pelo
restabelecimento de sua concentragdo basal apés a sinalizacao (EVANS, 1988:;

EVANS et al,1991; BUSH, 1995).

1.5. SISTEMAS DE TRANSPORTE DE Ca** EM CELULAS VEGETAIS

A Figura 2 apresenta os sistemas de transporte envolvidos na manutengao

da homeostase citossélica de Ca®* em uma célula vegetal ideal.

A membrana plasmatica contém uma H*-ATPase eletrogénica (sistema 1)
que acidifica o meio extracelular, gerando um gradiente eletroquimico de H* que

é utilizado para dirigir a troca Ca*/H" pela Ca* -ATPase (sistema 2) (RASI-
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FIGURA 2. ldentificacdo e localizagéo dos sistemas de transporie envolvidos na
manutengdo da homeostase citossolica de Ca** em uma célula vegetal idealizada
(adaptada de JOHANNES ef al/, 1991). 1-4 sdo sistemas de transporte
localizados na membrana plasmaética; 1, H'-ATPase eletrogénica; 2, Ca*-
ATPase; 3, canal de Ca*" voltagem-dependente; 4, canal de Ca®* ou K* voltagem-
independente. 5-9 s&o sistemas de transporte localizados no tonoplasto: 5, H'-
ATPase eletrogénica; 8, antiporte Ca**/H*; 7, canal de Ca*' operado por InsP; 8,
canal de Ca** operado por cADPR; 9, canal de Ca* voltagem-dependente. 10,
canal de Ca” localizado na membrana interna da mitocéndria. 11, canal de Ca®*
localizado na membrana do tilacéide do cloroplasto. 12, Ca**-ATPase localizada

na membrana do reticulo endoplasmatico.
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CALDOGNO et al.,, 1987, 1989; KASAI & MUTO, 1990; FELLE et af, 1992). A

presenca de um sistema de transporte de Ca® dependente de ATP ja foi
identificada em fragdes microssomais ou fragbes de membrana plasmatica
parcialmente purificada de varias plantas superiores (GROSS & MARME, 1978;
KUBOWICS et al., 1982; COCUCCI, 1886; BUTCHER & EVANS, 1987; GIANNIN!
et al., 1987, MALATIALY et al., 1988; PALIYATH & THOMPSON, 1988; RASI-
CALDOGNGO et al., 1987; 1989; WILLIAMS et al., 1990). A Ca*"-ATPase presente
na membrana plasmatica de células vegetais parece ser estruturaimente

semelhante aquela encontrada em células animais (RASI-CALDOGNO et al.,

1989; BELYAVSKAYA, 1996).

Uma das primeiras evidéncias de que o Ca* estaria envolvido na
regulagao do metabolismo e transdugdo de sinal em células vegetais foi
demonstrada com o uso de agentes farmacoldgicos que, em células animais
biogueiam ou promovem a abertura de canais de Ca® operados por voltagem.
Esses agentes incluem as dihidropiridinas como nifedipina, as fenilalquilaminas
como 0 verapamil e as benzotiazepinas como o diltiazem. Em células animais
esses agentes bloqueiam a entrada de Ca* por se ligarem a regides especiﬁcaé
da subunidade a4 de canais de Ca® operados por voltagem (TSIEN & TSIEN,
1990). Estudos de potencial de agdo com a alga Charophyta, mostraram que a
captacéo de Ca” podia ser bloqueada por nifedipina (SHIINA & TAZAWA, 1987)
enquanto que, protoplastos derivados de raizes de cenoura tiveram a captagéo
de calcio bloqueada por antagonistas da série das fenilalquilaminas (GRAZIANA
et al, 1988). A habilidade das fenilalquilaminas se ligarem a proteinas de
membranas foi inclusive utilizada na tentativa de se identificar este canal de Ca*
em células vegetais (GRAZIANA ef al., 1988: HARVEY et al., 1989; THULEAU et

al., 1993). Assim, é aceito que a membrana plasmatica de células vegetais
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contém uma classe de canal de Ca*" do tipo operado por voltagem (sistema 3)

embora medidas elétricas da atividade desses canais tém sido raras (THULEAU

et al., 1994b).

O lanténio é capaz de bloquear tanto respostas fisiolégicas como o influxo
de calcio em muitos processos, incluindo germinagao de esporos (TESTER &
MAC-ROBBIE, 1990), organogénese (HUSH et al, 1991), choque térmico
(KNIGHT et al., 1991) e o ritmo circaﬁiano (LONERGAN, 1990). Embora o La*
possa exercer esses efeitos através dos canais de Ca” do tipo 3 (Fig. 2), tem se
observado que este ion € um eficiente bloqueador de canais de K* (TESTER &
MAC-ROBBIE, 1990; KETCHUM & POOLE, 1991). Assim, acredita-se que a
entrada de Ca®* na céiula vegetal possa também ocorrer através de canais de K’
(sistema 4) ou outros tipos de canais ndo seletivos como aqueles operados por
tensdo (BUSH, 1995).

A membrana do vactolo contém uma H*-ATPase eletrogénica (sistema 5)
responsavel por estabelecer um gradiente eletroquimico de H” transmembrana,
com potencial elétrico positivo e pH acido no interior do vactolo (KASAI & MUTO,
1990; LOMMEL & FELLE, 1997). O antiporte Ca*/H" da membrana vacuolar
(sistema 6) & capaz de remover o Ca* citoplasmaticc para dentro do vacuolo,
utilizando o gradiente de H" gerado pela H*-ATPase (BLACKFORD et al., 1990).
Um antiporte Ca*/H" foi primeiramente detectado em tonoplasto de aveia
(SCHUMAKER & SZE, 1987; 1990) e beterraba (BLACKFORD ef al., 1990).

A existéncia de classes distintas de canais de Ca® co-residentes no
tonoplasto, capazes de liberar Ca*" para o citossol, ja foram identificadas em
vegetais. Um primeiro tipo & sensivel ao ins-P; (sistema 7) (SCHUMAKER & SZE,
1987, RANJEVA ef al, 1988; ALEXANDRE et al, 1990; ALEXANDRE &

LLASSALLES, 1990; 1992) e apresenta uma grande similaridade com o localizado
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no reticulo endoplasmatico de células animais (BERRIDGE & IRVINE, 198%9:

ROSS et al, 1989). Apesar da diferenca de localizagdo, os canais de Ca®*

sensiveis ao InsP,, de células animais e vegetais, apresentam propriedades

similares. O efluxo de Ca®* em ambos & inibido por glicosaminoglicancheparina
(BROSNAN & SANDERS, 1990; GHOSH et al., 1988) e, em ambos 0s casos, o

InsP, se liga com alta afinidade (Ky < 100 nM) ao receptor solubilizado

(SUPATTAPONE et al., 1988).

Observagdes de que cADP-ribose era capaz de induzir a liberagdo de Ca®
de vacuolos de beterraba (ALLEN ef al, 1995: MUIR & SANDERS, 1996)
sugeriram a existéncia de um canal de Ca®' sensivel & cADP-ribose no tonoplasto
(sistema 8). Recentemente foi demonstrado que este tipo de canal é o
responsavel pela elevagdo de Ca* citoplasmatico na resposta ao estresse
desencadeada pelo acido abcisico (WU et al., 1997). Esta foi considerada uma
descoberta que podera contribuir para a elucidagdo de vias de sinalizagdo em
celulas animais que contém este tipo de canal sensivel a cADP-ribose, capaz de
liberar Ca®* de reservas internas (PENNISI, 1997). Este tipo de canal em células
animais estd localizado na membrana do reticulo endoplasmatico e tem a
liberagdo de Ca” inibida por rianodine, sendo por isto denominado de receptor
para rianodine (TSIEN & TSIEN, 1990).

Dois tipos de canais de Ca* operados por voltagem ja foram identificados
na membrana do vacuolo (sistema 9). Um primeiro tipo, que se abre quando o
potencial elétrico é negativo dentro do vactolo, foi encontrado em batata doce
(PANTOJA et al., 1992) e fumo (PING ef al., 1992b). Um segundo tipo é ativado
quando o potencial elétrico dentro do vactiolo é positivo (BUSH, 1995). A funcio
destes canais em plantas ainda ndo é conhecida.

A captagdo de Ca* pela mitocondria (sistema 10) em resposta ac
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gradiente eletroquimico de H* gerado pela respiragdo, pode ter um papel
importante na homeostase do Ca®* na célula vegetal uma vez que, varias
espécies vegetais apresentam este sistema de transporte (MARTINS &
VERCESI, 1985; MARTINS et al., 1986; CARNIERI ef al., 1987; MARTINS et a/.,
1993; SIEWERT & MARTINS, 1 996). A capacidade de transporte de Ca® pela
mitocdndria vegetal varia entre as diferentes espécies (DIETER & MARME, 1980:
CHEN & LEHNINGER, 1983; MARTINS & VERCESI, 1985: CARNIER! ef al.,
1987) bem como em tecidos e idade dentro da mesma espécie (DIETER &
MARME, 1980). Em tecidos fotossintetizantes canais de Ca?* presentes na
membrana do tilacéide do cloroplasto (sistema 11) sd@o responsaveis pela
captacdo de Ca® utilizando o potencial desenvolvido durante a fotossintese
(KREIMER et al., 1985a; 1985b). A importéncia do fransporte de Ca” pelo
cloroplasto na regulacéo da concentragéo do Ca** citoplasmatico ndo estad muito
clara devido & sua baixissima afinidade pelo Ca® (Km aparente = 189uM)
(KREIMER et al., 1985a). Entretanto, as mitocondrias e cloroplastos podem ser
fonte de Ca®" citossoblico, quando o potencial eletroquimico de membrana destas
organelas & diminuido, o que favorece a saida de Ca®* pelo reverso das vias de
influxo (sistemas 10 e 11).

A Ca®-ATPase presente na membrana do reticulo endoplasmatico
(sistema 12) é capaz de bombear Ca* para o lumen do reticulo, as custas da
hidrélise de ATP (BUCKOUT, 1983; BUSH & SZE, 1986: BUSH et al.,1989;
EVANS et al., 1991). Esse sistema de transporte, bem como a Ca*-ATPase da
membrana plasmatica, apresentam aita afinidade por Ca** (Km < 1M} e sédo por
isso considerados como os principais sistemas responsaveis pela manutencéo do
Ca® citoplasmatico basal (BUSH & SZE, 1986; BUSH et al., 1989: BUSH, 1993).

Alem destes sistemas, 0 mecanismo de entrada de Ca® para o vacuolo, através
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do acoplamento dos sistemas 5 e 6 (H-ATPase e antiporte Ca*/H") &

considerado importante para manter a homeostase do Ca®* a longo prazo
(EVANS et al,, 1991) e para recompor a concentragdo de Ca* citoplasmatico
(FELLE et al., 1992). Embora o sistema de entrada de Ca?* para o vacuolo seja
de baixa afinidade, Km>10uM (MUTO, 1992 BUSH, 1995), esta organela, que
chega a ocupar 90% do volume celular, contém a maior parte do Ca* intracelular,
mostrando sua grande capacidade de acumuiar esse ion.

As alteragbes na concentragdo de Ca®* livre citossélico durante a
transducao de sinal, sdo provavelmente iniciadas através de mudang¢as na
atividade de canais de Ca* que catalizam o influxe passivo desse fon dos
compartimentos extra e intracelulares ‘para o citossol (JOHANNES et al,, 1991).
Muitas investigagGes nesta area tém sido feitas usando-se compostos conhecidos
como inibidores de alguns sistemas responséveis pela manutengdo do balango
de Ca® livre citossolico. Tais compostos podem se ligar ao céicio (quelantes
como EGTA) ou competir pelo seu sitio de ligagéo (lanténio), ou ainda interagir
com moléculas do sistema de tfransporte de calcio (bloqueadores de canais de
Ca*) (BELYAVSKAYA, 1986). A acéo de inibidores de canais i6nicos, ja4 bem
estabelecida em células animais, tém sido amplamente utilizada para a
caracterizacéo de sistemas de transporte de Ca** na célula vegetal, presumindo-
se que esses tranportadores idnicos teriam propriedades semelhantes em plantas
e animais (THOMINE et al. 1994), Embora bloqueadores de canais de Ca*
inibam uma variedade de respostas fisiologicas (SCHROEDER & THULEAU,
1991; HETHERINGTON et al., 1992; TERRY et al,, 1992: WILKINSON ef al.,
1992; WILKINSON & DUNCAN, 1992; 1993a; 1993b), pouco se conhece a

respeito dos componentes moleculares de canais de Ca? em vegetais.



1.6, pETERM!NAGf\O DA CONCENTRAGAO DE Ca® ¢ciTossOLICO

Tentativas de medir a concentragdo de Ca®* citossélico em células
vegetais usando técnicas desenvolvidas para células animais, t&8m encontrado
dificuldades impostas pela composigao da céluia vegetal (DARJANIA ef al. 1993).
A geragdo de corantes sensiveis ao Ca® (como quin-2, fura-2 e indo-1)
desenvolvido por R. TSIEN e seu grupo (TSIEN, 1981; TSIEN ef al, 1982;
GRYNKIEWICZ et al., 1985; TSIEN & POENIE, 1986), que tém sido ampiamente
utilizados em diferentes tipos de células animais, ndo tem tido 0 mesmo sucesso
em vegetais. Com excegéo de quin-2, que foi introduzido em células vegetais por
eletroporacdo (GILROY et al. 1986), a forma esterificada acetoximetil destes
corantes ndo € capaz de penetrar nas células vegetais em uma forma que os
torne Gteis para as medidas do Ca®" citoplasmatico. Muitas células vegetais ndo
contém as estearases necessarias que permitam o acimuio do corante no
citoplasma e a penetragdc no vacuolo pode interferir com as medidas do Ca®
citoplasmatico.

A presenga da parede celular também se apresenta como um obstaculo a
penetragdo dos indicadores de Ca*" (DARJANIA et al, 1993). Entretanto, este
problema pode ser superado pelo uso de protoplastos, que s@o células vegetais
completas, porém desprovidas da parede celular.

Visando superar as limitagbes impostas pela célula vegetal, BUSH &
JONES (1987) desenvolveram uma técnica ndo disruptiva para medir o Ca*'
citoplasmatico nestas células. Protoplastos de aleurona de cevada foram
capazes de acumular e reter o corante indo-1, na sua forma sensivel ao Ca®'
(nao esterificada), em pH acido. Nesta faixa de pH, as formas idnicas do corante

indo-1, que é um Aacido fraco, permearam a membrana plasmatica com mais



2
facilidade que em pH 7.0. Uma vez no citoplasma, que tem pH neutro, o corante &

retido devido as espécies i6nicas de baixa permeabilidade predominantes neste
pH.

Adaptando-se a metodologia descrita por BUSH & JONES (1987), para a
incorporagdo de indo-1 em meic acido, foi mostrado recentemente que a
concentragdo citoplasmatica de Ca®* em protoplastos isolados de C. sinensis em
repouso € da ordem de 150 nM, podendo ser elevada a 350 nM na presenca de
citocinina e alto Ca* extracelular (GOUVEA et al., 1997). Entretanto, a
microscopia convencional de fluorescéncia nao permite um acompanhamento das
variagbes dos niveis de Ca* citossélico em tempos continuos, o que pode ser

feito através da microscopia confocal de varredura.
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2. OBJETIVOS

Considerando-se a importancia do ion calcio na transducdo de sinais em
células vegetais, o presente trabalho se desenvolveu com os seguintes objetivos:

1. Estudar o transporte de Ca® por protoplastos isolados a partir de
células de Cifrus sinensis cultivadas in vitro

2. Identificar as classes de canais de Ca® existentes na membrana
plasmatica dos protoplastos utilizando bloqueadores e antagonistas de canais de
ca*

3. Analisar o efeito da deplegdo do Ca® intracelular na captacdo bem
como ha concentragioc citossdlica de Ca®* dos protoplastos

Os resuitados deste estudo poderao contribuir para a elucidacdo de vias

de transdugao de sinais em plantas, mediadas pelo Ca®".



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENGAO E MANUTENGAO DA CULTURA DE CELULAS DE cC.

sinensis

Uma cultura de células em suspensac & um meio rapido de propagacéo
clonal em larga escala que contém células livres e agregados de células,
dispersos, facilitando o isolamento de protoplastos.

Cuituras de células em meio liquido de Citrus sinenses (L) Osbeck cv. Pera
(laranja pera) foram estabelecidas e mantidas em meio de MURASHIGE &
SKOOG (1962) com vitaminas de MURASHIGE & TUCKER (1869}, acrescido de
sacarose 50g/i, myo-inositol 0,1g/l, extrato de maite 0,5¢/1, 6-benzil aminopurina
(6BA)10mg/l (TABELA 1), sob agitacdo constante de 150 rpm em agitador série
25 (New Brunswick Scintific Co., Inc.) a 26 °C, no escuro.

Para o estabelecimento da cultura iiquida, calos embriogénicos (250-500
mg) derivados de cultura de nucelos foram colocados em erlenmeyer de 250 mi
contendo 50 mi do meio de cultura liquido. Nos primeiros 10 dias o meio foi
trocado em intervalos de 2-3 dias para eliminag&o de substancias fendlicas que
escurecem o meio e sdo prejudiciais ao desenvolvimento celular. Apébs 2
semanas as células foram decantadas, ¢ sobrenadante foi descartado e o mesmo
volume do meio foi reposto a cada 3-5 dias até que os pedagos de calos iniciais
fossem quebrados em pedacos menocres mas continuassem em crescimento.
Nesse pericdo a quantidade de células aumentou, produzindo uma grande
quantidade de material celular, até atingir um ponto maximo aos 14 dias. Uma
vez estabelecida, a cultura de células em suspensio foi repicada a cada 14 dias

para uma propaga¢ao continua.



TABELA 1. Meio de cultura utilizado para manutencdo de suspensao celular de
C. sinensis. Nutrientes de MURASHIGE e SKOOG (1962) e vitaminas de
MURASHIGE e TUCKER (1969).

MACRONUTRIENTES CONCENTRACAO
NH4NO3 20,60mM
KNO3 18,80mM
CaCl2.2H20 3,00mM
MgS04.7H20 1,50mM
KH2PO4 11,25mM

MICRONUTRIENTES

extrato de malte

H3BO3 100,00uM
MnS04.4H20 100,00uM
NaEDTA 100,00u:M
FeS04.7H0 100,00uM
ZnS04.7H20 30,00uM
CoCl2.6H20 0,10uM
CuS04.5H20 0,10puM
Na2Mo04.2H20 1,00uM
Ki 6,00uM
VITAMINAS
tiamina 30,00uM
acido nicotinico 40,00uM
piridoxina 48,60uM
OUTROS
sacaropse 146,00mM
inositol 555,00uM
6-BA 44, 00uM

0,50g/L
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Calos e células de C. sinensis em suspensio foram gentilmente cedidos
pela Dra. Beatriz M.J. Mendes do CENA-USP.

A manutengao da cuitura de células in vitro requer condigdes assépticas.
Os procedimentos utilizados para esterilizagido do meio foram: filtragdo utilizando-
se membrana de millipore com poro de 0,22pm e esterilizagdo por calor Gmido
(autoclave, 20 min a 121 °C). Para a vidraria a esterilizagao foi feita por calor
seco (forno, 2h & 180 °C). Todos os procedimentos com manipulacdo de células
foram realizados dentro de um aparelho de fluxo laminar o quail mantém uma area
estéril fazendo circular o ar através de um sistema de filtros. Antes da utilizacao,

o fluxo laminar teve sua superficie limpa com aicool a 70%(viv) e luz ultravioleta

por 30 min.

3.2. ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS DE C. sinensis

O protoplasto, € um estado transitério obtido em laboratério, em que as
células séo desprovidas de parede celular. O isolamento de protoplastos foi feito
através do tratamento das células de C. sinensis com enzimas que digerem a
parede celular, sob uma presséo osmética adequada, de acordo com o método
desenvolvido por D’'ULTRA VAZ ef al. (1993).

Antes do tratamento enzimatico foi realizada uma plasmélise das células.
Estas foram filtradas e incubadas (2g/10mi) em um controlador de pressao
osmotica - sais de CPW - (TABELA 2), contendo manitol a 13% (p/v) e MES
20mM a pH 5,6 (CPW 13M). As células permaneceram incubadas nesse meio
por um periodo de 1 hora, sob agitacao constante de 50 rpm, a 26 °C, no escuro.
A seguir foram novamente filtradas e mantidas por 16h em CPW 13M contendo

celulase a 1% (p/v), macerase a 0,2% (p/v) e driselase a 0,1% (p/v). Os



TABELA 2. Composi¢éo da solugéo de sais inorganicos de CPW (FREARSON et
al., 1973; POWER et al., 1989), pH 5,8, utilizada para isolamento de protoplastos
de C. sinensis.

SAIS CONCENTRACAO
KH2PO4 0,20mM
KNO3 1,00mM
CaCl2.2H20 10,00mM
MgS04.7H20 1,00mM
Ki 1,00mM

CuS04.5H20 0,10mM
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protoplastos foram separados das células nao digeridas e restos celulares
através de filtracdo em peneira de 45 mesh. O filtrado obtido foi centrifugado a
60xg por 4 min. O sobrenadante contendo restos celulares e a solucao
enzimatica foi descartado e o precipitado, ressuspenso em CPW 13M, foi
centrifugado a 60xg por 4 min. Esse procedimento foi repetido por mais frés
vezes.

Apés isolamento, os protoplastos foram purificados em um gradiente de
sacarose/manitol para a obtencéo de protoplastos livres de impurezas. A solugéo
com protoplastos obtida acima, foi aplicada sobre uma solugdo de CPW 13M
acrescida de sacarose a 25% (p/v): cerca de 4mL da solugdo de sacarose 25%
foram colocados em um tubo de centrifuga de 8mL e a solu¢do contendo os
protoplastos, cerca de 1ml, foi colocada na parte superior. Em seguida o
gradiente foi centrifugado a 60xg por 8 min & temperatura ambiente e os
protoplastos na interface das solugdes, que permaneceram viaveis, foram
coletados com uma pipeta Pasteur e lavados por 3 centrifugagdes sucessivas a
60xg por 4 min em tampao HEPES 10mM a pH 7,2 contendo manitol a 13% (p/v)
e KCI 5mM.

3.3. VIABILIDADE DOS PROTOPLASTOS

A viabilidade dos protoplastos foi determinada utilizando-se TRYPAN
BLUE a 0,01% (p/v) que juntamente com observacbes morfolégicas permitem
avaliar a integridade estrutural das membranas. Esse ensaio permite medir a
habilidade das células vivas que por possuirem membranas intactas sio capazes
de excluir esse corante permitindo a quantificagdo do nimero de células viaveis

pela diferenca entre o nimero de celulas coradas, e portanto invidveis, e o
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numero de células ndo coradas, viaveis. A contagem das células foi feita com o
auxilio de uma camara de Newbauer e o nimero de protoplastos (ppts)

encontrados foi expresso em ppts. x 10%/mL.
3.4. TRATAMENTO DOS PROTOPLASTOS COM EGTA

Em experimentos com o objetivo de depletar o Ca®* de reservas internas,
os protoplastos (5x10%mL) foram incubados 3 vezes por 20 min em meio
contendo manitol a 13% (p/v), KCl 5mM, HEPES 10mM a pH 7,2 e EGTA 100uM.

A troca do meio foi feita por precipitagdo dos protoplastos com centrifugacdes a

60xg por 4 min.
3.5. MEDIDAS DO FLUXO DE Ca*

O fluxo de Ca* foi verificado utilizando-se arsenazo Il como indicador de
Ca** (SCARPA, 1979). Os protoplastos (2-5x10%mL) foram incubados em 1mL de
meio contendo manitol a 13% (p/v), KCI 5mM, tampao HEPES 10mM a pH72e
arsenazo lil 40pM. Adigbes de outros compostos durante os experimentos estio
especificadas nas legendas das figuras.

A concentragdo de Ca® livie do meio de reacdo foi determinada pela
diferenca de absorbancia entre 675 e 685 nm usando-se um espectrofotdmetro
de duplo feixe AMINCO SLM DW-2000. A concentragdo de Ca® no meio de
reagao foi calculada através de um programa de computador (INESI ef al., 1980)
adaptado de acordo com FABIATO & FABIATO (1878) e as constantes de
dissociagdo tomadas segundo SCHWARZEMBACK et al. (1957). Para a remogaoc

de Ca” do meio de reagéo, esse foi submetido a um tratamento “overnight” com
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cheiex 100.

3.6. TRATAMENTO DE PROTOPLASTOS COM INDICADOR DE Ca*
FLUORESCENTE

O carregamento dos protoplastos de C. sinensis com o indicador
fluorescente sensivel ao cdicio, indo-1, foi feito através do metodo descrito por
BUSH & JONES (1987) e adaptado para protoplastos e células permeabilizadas
de C. sinensis por GOUVEA et al. (1997). Protoplastos foram incubados por 2h,
no escuro, a temperatura ambiente, em meio contendo acido dimetilglutarico
20mM a pH 4,5, contendo manitol 0,52M, KCI 50mM e indo-1 20uM. A seguir a
suspenséo foi centrifugada a 60xg por 4 min e lavada trés vezes com tampéo

Tris-HCI 20mM a pH 7,2, contendo manitol 0,52M e KCI 50mM.

3.7. MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

As medidas de flucrescéncia foram analisadas em microscopio confocal de
varredura laser UV duplo da Bio-Rad, modelo MCR-1024 UV acoplado a um
microscépio fluorescente Zeiss Axiovert-100. O indicador foi excitado com laser
argdnio UV (50 mW a 351 nm) usando-se um filtro bloqueador padrao da Bio-Rad
IN1 (380LP dicréico) e um IN2 (440LP dicroico) e os filtros de emiss&o 405/35 e
460LP. A quantificacéo da concentragéo de Ca** foi feita através da razao entre a
imagem obtida a 405nm e aquela obtida a 460nm usando um programa da Bio-
Rad TCSM (Time Course Scanning Microscopy).

Uma objetiva de imersdo em agua 40X-C-apochromat da Zeiss, de

abertura numérica 1,2 foi utilizada para se obter as imagens confocais do



31
microscopio invertido e a impressora Codonics NP 1600 foi utilizada para imprimir

as imagens obtidas.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Protoplastos isolados a partir de células de Cifrus sinensis mantidas em
cultura liquida foram utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.
Protoplasto isolado é um instrumento mais conveniente para se medir fluxos de
Ca®" através da membrana plasmatica de plantas visto que nesse sistema as
paredes celulares, que t8m uma alta capacidade e afinidade para ligar cations
divalentes, séo eliminadas (REID & TESTER, 1992). A eliminagdo da parede
celular permite que os protoplastos sejam manipulados como células animais sem
no entanto perderem a potencialidade de uma célula vegetal completa.

As células de C. sinensis se mostraram bastante adequadas como fonte
de protoplastos j& que apresentarmn um crescimento relativamente rapido,
chegando a dobrar o nimero inicial de células a cada 14 dias. Para um bom
andamento deste trabalho foi imprescindivel a facilidade de se manter as células
em suspensdo. Além disso foi obtido um bom rendimento na preparagéo de
protoplastos (1-2x10” protoplastos/g de céiula).

Analise morfolégica realizada através da obten¢ao de imagens confocais
da luz transmitida mostraram que as células de C. sinensis crescem como
microcalos, apresentando uma parede celular espessa, um formato oval e um
didmetro médio de 25,7um (Fig. 3A e 3B). Apds tratamento enzimatico para
digestdo da parede celular, os protopiastos derivados apresentaram um didmetro
médio de 21 £ 5,0um, normalmente contendo um vactolo que variou em tamanho
(Fig. 3C e 3D)

A utilizacdo de células mantidas em cultura in vifro como fonte de
protoplastos garantiu com que o material de trabalho fosse proveniente de um

Onico tipo celular. Muitos estudos de transdugdo de sinal em plantas tém



FIGURA 3. Imagens sob luz transmitida de células e protoplastos isolados de C.

sinensis. A, B: células em suspenséao. C, D: protoplastos isolados.
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encontrado dificuidades quando tecidos intactos s&o utilizados. Por exemplo, as
primeiras analises sobre o conteudo de fosfolipideos em células vegetais
sugeriram que as quantidades de PIP,, o precursor para a sintese de Ins-Ps,
eram muito baixas para que eles tivessem um papel sinalizador. Entretanto,
estudos subsequentes mostraram que o problema da concentragéq de PIP;
provinha da diluicio, apenas um tipo de célula, que pode estar em pequeno
ndmero em determinado tecido vegetal, ser4 competente para transduzir um sinal
especifico, num determinado tempo. Assim, somente estas células terdo niveis
apropriados dos intermediarios sinalizadores e seus respectivos receptores
(DROBAK, 1993). No caso do cAMP, embora j& tenha sido demonstrado que os
vegetais contém elementos para a resposta ao cAMP e proteinas que se ligam a
este segundo mensageiro, indicando a capacidade para resposta, as quantidades
de cAMP que tém sido detectadas em células vegetais (geraimente tecidos
intactos) € considerada muito baixa para um papet sinalizador (ASSMANN, 1995).
Novamente, este problema poderia ser resolvido se ensaios com cAMP fossem

realizados com um mesmo tipo de célula, como os utilizados para resolver o

problema do ins-P;.

41. EFLUXO DE CALCIO INDUZIDO POR ANTAGONISTAS DE
CALMODULINA

Fluxos de Ca** em protoplastos isolados a partir de cultura de células de
C. sinensis em suspenséo, foram acompanhados através das alteragées do Ca**
livre do meio, utilizando-se o indicador de Ca® arsenazo lll. Este indicador é
sensivel a baixas concentracbes deste ion (SCARPA, 1979), ja tendo sido

utilizado com éxito para medir o transporte de Ca*" tanto por mitocdndrias
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(VALLIERES et al., 1975, CROMPTON et al., 1976), reticulo sarcoplasmatico

(CHIU & HAYNES, 1977; HERBETTE et al., 1977), vesiculas (JOHNSON &
SCARPA, 1976; TU et al, 1996), lipossomas (WEISSMAN et al, 1976;
ANANTHANARAYANAN et al., 1992; BRINBLE & ANANTHANARAYANAN, 1992;
1993), como também por células intactas (DIPOLO et al., 1976; MILLED! et al.,
1977, BRINKLEY et al., 1977).

Quando protoplastos de C. sinensis foram incubados na presencga de 20uM
de Ca” livre, nao foi possivel observar variagdes na concentragdo de Ca® do
meio através desta metodologia, indicando uma baixa capacidade de captacéo de
Ca*" pelos protoplastos nestas condigdes (Fig. 4). Assim, a concentragdo externa
desse fon nao foi suficiente para gerar um gradiente capaz de impulsionar a
entrada do mesmo para a célula. Entretanto, quando o Ca®* do meio externo foi
removido pela adigdo de EGTA, um quelante de Ca® (McAINSH et al., 1990;
SCHROEDER & HAGIWARA, 1990; DARJANIA ef al, 1993; AYLING &
CLARKSON, 1996; DMITRIEV et al., 1996; ISHIHARA et al,, 1996}, a metodologia
utiizada foi bastante sensivel para se estudar o efluxo de Ca* dos protoplastos,
induzido por diferentes tratamentos. Assim, com a diminuicdo de Ca®" livre do
meio, o efluxo do ion de protoplastos isolados de C, sinensis foi bastante
estimulado pela adicdo de clorpromazina, um antagonista da calmodulina
(MEHTA et al, 1993, QIU et al, 1994, BELYAVSKAYA, 1996), (Fig. 4). A
velocidade de efluxo de Ca* foi dependente da concentracdo utilizada, sendo
que uma velocidade maxima de efluxo foi observada utilizando-se 50uM de
clorpromazina (Fig. 5).

Os resultados da Fig. 6 mostram que outros antagonistas de calmodulina
como trifluoperazina (GILROY ef al., 1987; BATTEY & VENIS, 1988: GONZALEZ-
DAROS et al., 1993; KUROSAKI et al,, 1994; SUN et al., 1994; ISHIHARA et al.,
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FIGURA 4. Efeito de clorpromazina (CP) no efluxo de Ca** por protoplastos
isolados de C. sinensis. A suspens3o de protoplastos (2x10° células/mL) foi
adicionado arsenazo ill (40uM)}, em seguida, o Ca*" livre do meio foi quelado com
EGTA {100uM) e CP (50uM) adicionados conforme indicado. A variag&o do ca*
livre do meio de incubacgdo foi acompanhada pela medida da diferenga de

absorbancia do arsenazo i, entre 675 e 6385 nm.
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FIGURA 5. Efeito da concentragio de clorpromazina na liberacdo de Ca® por
protoplastos de C. sinensis. O efluxo de Ca* foi determinado na presenca de
varias concentragdes de CP. Os resultados foram expressos em porcentagens

em relagéo a taxa maxima de efluxo, obtido com 50uM de CP.
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FIGURA 6. Inducdo do efluxc de Ca®™ em protoplastos de C. sinensis por
antagonistas de calmodulina. Experimentos realizados de acordo com o descrito
na fig. 4. Trifluoperazina (TFP, 50uM), clorpromazina (CP, 50uM) ou

calmidazolium (CALM, 1uM) foram adicionados onde indicado pela seta,
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1996) e calmidazolium (BUTCHER & EVANS, 1987; KRUGER et al, 1990;
GONZALEZ-DAROS ef al,, 1993) também foram capazes de induzir o efluxo de
Ca®" em protoplastos de C. sinensis. A eficiéncia com que os antagonistas de
calmodulina induziram esse efluxo foi clorpromazina > trifluoperazina >
calmidazolium. Embora o calmidazolium tenha sido utilizado numa concentracao
menor que os outros compostos, este antagonista ¢ cerca de 150 vezes rﬁais
potente que a trifluoperazina como um inibidor de fosfodiesterase de cérebro
dependente de calmoduiina (GRETZEN et al., 1982). Protoplastos de C. sinensis,
entretanto, se mostraram menos sensiveis & ag&o do calmidazolium.

As concentragdes nas quais a clorpromazina induziu eficientemente o
efluxo de céicio, bem como a pequena sensibilidade dos protoplastos de C.
sinensis ao calmidazolium, considerado um potente antagonista da calmodulina
(GRETZEN et al, 1982), sugeriram que as respostas a estas drogas foram
provavelmente o resultado de um efeito n&o especifico nas membranas dos
protoplastos e néo devido & um efeito anti-calmodulina. Efeitos ndo especificos
de drogas anti-calmodulina em vegetais, quando utilizadas em concentragées
elevadas, ja foram observadas em protoplastos de cenoura (GILROY ef al. 1987)
e em mitocOndrias, reticulo endoplasmatico e cloroplastos isolados de células
vegetais (MOORE & AKERMAN, 1984).

Como pode ser observado nas Figs. 4 e 6, a adicdo de CP elevou o Ca®
livre do meio de 0,1 para 5,0 uM. Considerando-se o volume dos protoplastos
utilizados (didmetro médio de 2145,0 um, n=50), 0 nimero de células utilizadas
no experimento (2x10% e a concentragdo atingida de Ca** extracelular com a
adicéo de CP (em um volume de meio de reagdo de 1 mL), se esse Ca*" tivesse
sido proveniente do citoplasma, a concentragdo de Ca®' livre citoplasmatico

destas células estaria na faixa de 0,5-2,5mM (considerando protoplastos sem
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vacuolo e protoplastos com 80% do volume citoplasmatico ocupado por vactolos,
respectivamente). Entretando, sabe-se que a concentragdo de Ca* livre
citoplasmatico estd numa faixa nM e especificamente para protoplastos de C.
sinensis foi mostrado por nosso grupo ser 150 nM (GOUVEA et al., 1997). Assim,
este calcio deve ser proveniente de reservas internas mantidas nas organelas,
onde a concentragio de Ca*" esta na faixa de uM a mM (BUSH et al., 1989:
DuPONT et al., 1990).

E conhecido que drogas anti-calmodulina, por serem substancias
lipofilicas, t&ém a propriedade de interagir com membranas celulares e, em altas
concentragoes, podem provocar a lise celular (YAMAGUCH ef af., 1985; LUXNAT
& GALLA, 1986). A Fig. 7 mostra que a CP n3o interferiu na integridade dos
protopiastos de C. sinensis nas concentragdes em que promoveu o efluxo de Ca®*
(Fig. 5). Estes resultados eliminam a possibilidade de que, 0 aumento do Ca®

externo, induzido por CP estaria ocorrendo devido a lise dos protoplastos.

4.2. INIBIGAO DO EFLUXO DE CALCIO POR BLOQUEADORES DE
CANAIS

Bloqueadores de canais de Ca*" foram utilizados com a finalidade de
verificar se os antagonistas de calmodulina estariam facilitando o efluxo de Ca®"
nos protoplastos de C. sinensis através de canais especificos. Nifedipina, um
bloqueador de canal de Ca®" pertencente a classe das dihidropiridinas, tem a
capacidade de bloquear movimento de Ca® através da membrana plasmética
(BEAN, 1989; WILKINSON ef al, 1992) e tanto nifedipina quanto verapamil
(DMITRIEV et al., 1996) tém sido aplicados como inbidores especificos de canais

de Ca” (TAKAGI & NAGAI, 1988; HEDRICH & SCHROEDER, 1989; HARVEY ef
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FIGURA 7. Efeito da concentragdo de clorpromazina (CP) na lise de protoplastos
de C. sinensis. Os protoplastos foram submetidos a varias concentragbes de CP
por um periodo de 15 min. A contagem do numero de células foi feita antes e
depois de cada tratamento através de observagdes microscépica em camara de

Newbauer.



al., 1989; BRINDLEY, 1990; THOMINE et a/., 1994).

O efluxo de Ca® induzido por TFP foi parcialmente inibido quando 0s
protoplastos foram previamente incubados com verapamil ou nifedipina (Fig. 8).
Estes resultados indicaram que, pelo menos parte do efiuxo de Ca*" induzido por
antagonistas de calmodulina, parece ter ocorrido através de canais de Ca®
presentes na membrana plasmatica.

Verapamil foi mais eficiente do que a nifedipina, na preven¢éo do efluxo de
Ca®" induzido por TFP (Fig. 8). Resultados anteriores de outros grupos
mostraram que as drogas pertencentes a classe das fenilaquilaminas, como o
verapamil, s&@o geralmente mais eficientes inibidores para plantas
(ANDREJAUSKAS et al., 1985, GRAZIANA et al,1988). O efeito inibitério do
verapamil no efluxo de Ca® induzido por clorpromazina foi acentuado com o
tempo de pré-incubacdo (insercdo da Fig. 9) e com a concentragao do inibidor
(Fig. 9). A sensibilidade do efluxo de Ca*" a bloqueadores como o verapamil e a
nifedipina indicaram que a membrana plasmatica dos protoplastos de C. sinensis
contém um canal do tipo voltagem-dependente (canal 3 da Fig. 2) que é mais

sensivel as fenilalquilaminas do que as dihidropiridinas.

4.3. EFEITO DE EGTA NO EFLUXO DE CALCIO INDUZIDO

O efluxo de Ca® provocado por antagonistas de calmodulina foi prevenido
quando os protoplastos foram previamente lavados com tampéo contendo EGTA
(conforme descrito em Materiais e Métodos). Os dados apresentados na Fig. 10
mostram gue, quando os protoplastos de C. sinensis foram previamente lavados
com 100uM de EGTA, o efluxo de Ca* estimulado por TFP foi completamente

inibido em relagdo ao controle. O tratamento de céiulas animais com EGTA tem
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FIGURA 8. Efeitc de verapamil e nifedipena no efluxo de Ca® induzido por
trifluoperazina {(TFP). Protoplastes (2x10° células/mL) foram preincubados por 30
minutos com verapamil (50uM) ou nifedipina (50uM) e TFP foi adicionada, onde
indicado pela seta, apés remogédo de Ca”* do meio de reagdo (pela adigdo de
EGTA). {A) controle + TFP; (B) nifedipina + TFP; (C) verapamil + TFP;

(D) controle - TFP.
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FIGURA 9. Inibigdo do efluxo de Ca® por verapamil: efeito da concentragéo e do
tempo de pré-incubagfio. O efluxo de Ca®* induzido por clorpromazina em
protoplastos de C. sinensis, foi determinado apos pré-incubagio de 20min. com
diferentes concentragdes de verapamil. O inset da figura mostra o efeito do

tempo de pré-incubagio com 50 uM de verapamil.
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sido utilizado para depletar o Ca*" da célula (HOTH & PENER, 1992; LAUZAQ et

al., 1996). Assim, a deple¢éo de Ca** de estoques intracelulares poderia explicar
a diminuigo no efluxo de Ca** induzido por antagonistas de calmodulina, apés

pré-tratamento dos protoplastos com EGTA.

4.4. CAPTACAO DE Ca® POR PROTOPLASTOS DE C. sinensis: EFEITO DA
DEPLECAO DE CALCIO

Apoés tratamento dos protoplastos com EGTA foi possivel detectar uma
diminuigdo no Ca** livre do meio de reacdo com o indicador arsenazo-ill,
mostrando que este tratamento induziu um estimulo na captagio de Ca*'. Na
tentativa de identificar o canal de Ca** que estaria sendo ativado por esse
tratamento, foi analisado o efeito do verapamil e nifedipina no influxo de Ca*®
observado apés tratamento com EGTA. Entretanto, estes bloqueadores nio
foram eficientes em inibir essa captagdo mesmo utilizando-se altas
concentragbes e pré-incubando-se os protoplastos com as referidas drogas
(dados néo apresentados). Estes resultados sugeriram que os canais do tipo 3
(Fig. 2) nao estariam envolvidos no influxo de Ca®* estimuiado pelo tratamento
com EGTA.

Com a finalidade de confirmar a hipétese de que um outro tipo de canal
estaria envolvido no influxo de Ca®, foi adicionado 40uM de La® aos
protoplastos (Fig. 11) e observou-se uma inibigéo significativa do influxo de Ca®
sugerindo que a captagéo estimulada do Ca®' nesse tipo de célula é sensivel a
esse ion. Esse efeito antagénico do La* j4 é conhecido em células vegetais
(SHARMA ef al., 1992; TRIVEDI & ERDEI, 1992) e esse fon é considerado um

potente bloqueador do influxo de Ca** em células internodais de Chara corallina
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FIGURA 11. Efeito de LaCl; no influxo de Ca*" por protoplastos de C.sinensis
lavados com EGTA. Protoplastos (5x10°%mL) tratados com EGTA foram
centrifugados (100xg, 4min) e o pellet ressuspenso em 1mL de um meio de
reacao contendo 40uM de arsenazo lll. O tratamento com lantanic foi feito pela
pré-incubacdo dos protoplastos em 30uM de LaCl;, por 30min e depois

cenirifugando-se a suspensac como no controle.
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(REID & TESTER, 1992), protoplastos de Amaranthus (TERRY et al,1892),

raizes de mitho (MARSHALL ef al, 1994), tubo polinico de Agapanthus
umbellatus (MALHO ef al, 1994) e em vesiculas de coleoptie de milho
(MARKOVA et al., 1995). |

Em varios tipos de células animais n&do-excitaveis, a ativagdo de
receptores acoplados & hidrélise de fosfoinositideos, provoca inicialmente uma
liberagso de Ca® de estoques intracelulares sensiveis ao Ins-P; (McDONALD et
al., 1993). A estimulagao prolongada da célula resulta na deplegéo do estoque
intracelular de Ca®" o que induz a um estimulo da captagdo de Ca* pela
membrana plasmatica, um processc que € inibido por lantanio (BERRIDGE &
IRVINE, 1989; BERRIDGE, 1995). Sabe-se hoje, que este processo denominado
entrada capacitativa de Ca* (PUTNEY, 1990; 1987), pode ser induzido por
diferentes tratamentos que levam a deplegdo do estoque intracelular de Ca®",
como o tratamento das células com EGTA (HOTH & PENNER, 1992; LAUZAO ef
al., 1998). Assim, o tratamento dos protoplastos de C. sinensis com EGTA, pode
ter depletado estas células de Ca*" e o estimulo observado na captagéo desse
ion sugere que estas células poderiam apresentar um mecanismo capacitativo

para a entrada de Ca*".

4.5. MEDIDAS DE CALCIO CITOPLASMATICO EM PROTOPLASTOS DE C.

sinensis UTILIZANDO INDO-1

As variagBes temporais na concentragdo de Ca® livre citossélico em
protoplastos de C. sinensis incorporados com indo-1 foram acompanhadas
através de microscopia confocal de fluorescéncia. Analises preliminares
utitizando esta metodologia, mostraram que a autofluorescéncia apresentada

pelos protoplastos foi praticamente nula, n&o interferindo portanto com os



49
comprimentos de onda emitidos pelo indicador indo-1 ligado ao Ca*. Na Fig. 12

s&o apresentadas as imagens confocais da luz refletida e da fluorescéncia dos
protoplastos incorporados com indo-1. Utilizando esta metodologia foi possivel
observar as oscilagdes na concentragido de Ca®* citossélico dos protoplastos,
quando estes foram submetidos a variagdes do Ca®* externo. A Figura 13
compara as variagdes de Ca®' citossélico dos protoplastos controle com as dos
protoplastos pré-tratados com EGTA, quando expostos a uma alta concentracao
de Ca® externo, em fungéo do tempo. Quando os protoplastos incorporados com
indo-1 foram expostos a uma alta concentragio de Ca®* externo (1mM), néao foi
observado aumento na intensidade de fluorescéncia do indicador nos primeiros
minutos de exposi¢do. A determinagdo da concentragcao de Ca® citossélico
mostrou que a concentragéo basal desse fon é de ~150nM e que, o aumento da
sua concentra¢do externa ndo altera o Ca*' livre citossélico destas céluias no
periodo observado. Diferentemente, quando os protoplastos foram previamente
tratados com EGTA, com o objetivo de se depletar o Ca* da célula, obteve-se
uma fluorescéncia basal e uma resposta 4 variagio do Ca®* externo, diferente do
controle. A concentragéo basal de Ca®" citossélico das células pré-tratadas com
EGTA foi mais baixa, estando na faixa de 80nM. Quando estas celulas,
depletadas de Ca*", foram expostas a uma alta concentragdo de Ca®" externo,
observou-se um rapido aumento na concentracdo de Ca® citossolico, que foi
mantido por cerca de cinco minutos, retornando aos niveis iniciais apos este
periodo. A Figura 14 apresenta as imagens de fluorescéncia dos protoplastos
incorporados com indo-1, em diferentes tempos, apds pré-tratamento com EGTA
e subsequente exposicdo a uma alta concentracdo de Ca** externa. A flutuagao

dos niveis de Ca®" citossélico destas células é interpretada como resuitante de
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FIGURA 13. Variacdo da concentracdo de Ca”* citossolico em protoplastos de
C. sinensis incorporados com o indicador fluorescente de Ca® indo-1. (A)
controle, {B) protoplastos pré-tratados com EGTA 1mM e expostos a 1mM de

Ca*" externo onde indicado pela seta.
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FIGURA 14. Imagens confocais fluorescentes do Ca”* citossélico de protoplastos
de C. sinensis depletados de Ca**. Os nlimeros no canto superior direito de cada
imagem representam o tempo (em min) apds a adicdo de 1mM de Ca*" ao meio
de incubacdo. As imagens foram coloridas para indicar a concentracdo de Ca™*

de acordo com a escala apresentada.
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um estimulo na sua captagdo pela membrana plasmatica, induzido pela deplegao
de Ca*". Em muitos tipos de células animais, durante o processo de reposicdo de
estoques intracelulares, ha um aumento associado na concentragdo de calcio
citossélico pela ativagdo de sua entrada na célula pelos canais da membrana
plasmatica (SCHOROEDER, 1992; WIESNER et al., 1996). O aumento da
concentragdo de Ca®* citossdlico nos protoplastos depletados do mesmo
estimularia em seguida a sua captagdo pelas organelas para reposigdo das
reservas de Ca®" celular, o que resultaria numa diminuigdo dos niveis de Ca*
citossolico neste periodo. Estes resultados estdo de acordo com as observacdes
da Fig. 11 em que a capacidade de captacdo de Ca* pelos protoplastos de C.
sinensis foi aumentada apés tratamento destes com EGTA e corroboram para
fortalecer a hipotese da existéncia de um mecanismo capacitativo para a entrada
de Ca*' nestes protoplastos. Este mecanismo pode ser importante para repor as
reservas de Ca®" na célula, resultantes de mecanismos de sinalizagio ou outras
condigbes que tenderiam a depletar a célula de Ca®, bem como poderia explicar
a grande variabilidade observada nas caracteristicas cinéticas de captagio de
Ca® por células vegetais.

Apesar da abundéncia de cdicio nos tecidos vegetais e das pequenas
quantidades requeridas por muitos processos celulares, o suprimento de Ca*'
para a planta precisa ser ininterrupto (GILROY et al. 1993). Em situacbes de
estresse, que tenderiam a depletar as células de Ca®, a manutengdo da
homeostase celular do Ca*" pode ser facilitada pela operagdo de um mecanismo
capacitativo para a sua entrada na célula. Existe uma grande variedade de
mecanismos de entrada de Ca* na célula e a entrada capacitativa pode ser uma
possibilidade adicional para esse tipo de célula.

A funcdo regulatéria do Ca*" tem sido demonstrada em muitos processos
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fisiologicos, particularmente em células animais. Os conhecimentos em plantas
sao menos avangados, porém, & crescente o0 numero de observagbes sobre a
participagéo do Ca*" nos mais variados mecanismos de transdugéo de sinais em
células vegetais, participagéo esta que ocorre através de alteragdes do nivel de
Ca® citossolico das células. Como niveis de Ca® citossélico s&o importantes no
controle das fungdes celulares e como alteragdes nos niveis de Ca** citossélico
s&o sensiveis a alteragées no fluxo de Ca®" através da membrana plasmatica, é

de grande importancia o estudo do fluxo de Ca** nas células, o que este estudo

procurou abordar.
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5. CONCLUSOES

1. Protoplastos de C. sinensis isolados a partir de cultura de células em
suspenséo constituem-se num modelo eficiente para estudar o transporte e a
homeostase de Ca®*" em células vegetais, uma vez que neste sistema a parede
celular, que tem alta afinidade por Ca®" é eliminada. Além disto, a cultura in vitro,
assegura a utilizagdo de um Gnico tipo de célula.

2. O transporte de Ca** por protoplastos de C. sinensis pode ser estudado
observando-se as alteragbes da concentragdo do Ca®* livre do meio de reagao
utilizando-se o indicador de Ca*" arsenazo I, que é sensivel as baixas
concentracdes desse ion.

3. Alteragdes temporais na concentragdo de Ca® citoplasmatico podem ser
acompanhadas pela utilizagdo de microscopia confocal de fluorescéncia, em
protoplastos isolados de C. sinensis incorporados com o indicador fluorescente
indo-1.

4. O efluxo de Ca* por protoplastos de C. sinensis pode ser induzido por
antagonistas de calmodulina. Embora estes compostos, nas concentragdes
utilizadas, néo causem a lise celular, sua agdo nao esta relacionada a um efeito
anti-calmodulina e sim a altera¢gdes na permeabilidade da membrana dos
protopiastos.

5. O efluxo de Ca* pelos protopiastos, induzido por drogas anti-
calmodulina, pode ser parciaimente bloqueado por inibidores de canais de Ca%,
indicando que pelo menos parte do efluxo induzido ocorre através de canais de
Ca* presentes na membrana plasmatica.

6. A sensibilidade ao verapamil e a nifedipina, do efluxo induzido de Cca”,

sugere que a membrana plasmatica dos protoplastos de C. sinensis apresenta
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canais de Ca** do tipo voltagem-dependente.

7. Estimativas da quantidade de Ca®' liberada pelos protoplastos, sob agao
das drogas anti-calmodulina, considerando-se o volume dos protoplastos e a
concentragéo citoplasmética de Ca®* destas células, sugerem que o Ca” liberado
é proveniente de reservas internas.

8. A deplegdo de Ca® dos protoplastos, por tratamento com EGTA, um
quelante de Ca®, resulta num estimulo da captacdo de Ca*, por um canal
sensivel a lantdnio, distinto do tipo sensivel as fenilalquilaminas e
dihidropiridinas.

9. Protoplastos de C. sinensis previamente depletados de Ca®* apresentam
um aumento transiente na concentragio citossélica de Ca”*, quando expostos a
uma aita concentragao externa desse ion.

10. A observagéo de que a deplecdo de Ca* de reservas internas é
seguida de um estimulo no influxo de Ca*" através da membrana plasmatica
resuitando num aumento transiente na concentragdo de Ca* citossélico, quando
estas células s&o novamente expostas ao ion, permite-nos propor um mecanismo

capacitativo para a entrada de Ca®* nesse tipo de célula.
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