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Introducéo

Fosfolipideos sdo mais que componentes estruturais de
membranas, podendo ser co-fatores essenciais para
enzimas de membranas, precursores de sinais ou
moléculas sinalizadoras por si [1]. Durante exposi¢do ao
estresse, 0 maior papel dos fosfolipideos deve ser como
precursores para geragdo de moléculas mensageiras
secundarias [2,3]. Recentemente, evidéncias tém
mostrado que as células vegetais contém uma variedade
de vias de sinalizagdo baseada em fosfolipideos,
incluindo fosfolipase C (PLC), D (PLD), A, (PLA,) e
uma via mais nova incluindo a formac&o de diacilglicerol
pirofosfato (DGPP) e fosfatidilinositol 3,5-bisfosfato (Pl
(3,5)P,). A formacdo de acido fosfatidico (PA) tem sido
ligada a uma variedade de tratamentos e respostas das
plantas, e a maioria deles envolve estresse bidtico ou
abidtico, o que sugere PA como uma molécula
sinalizadora para o estresse geral [1]. As plantas parecem
ter desenvolvido uma via Unica de atenuagdo para PA,
através de sua fosforilagdo a DGPP, uma molécula que
tem sido encontrada em todas as plantas avaliadas [4],
sendo o seu nivel aumentado em resposta a uma
variedade de estimulos.

Estudos sobre o efeito do Al nas propriedades fisicas
dos lipideos de membranas mostraram que o Al diminui
a fluidez dos lipideos membranares [5, 6]. Estas
mudancas na fluidez das membranas podem alterar
varias funces celulares como permeabilidade e atividade
da ATPase que depende da fluidez. [7].

O objetivo deste trabalho foi a investigacdo do efeito
do Al sobre o padrdo de fosforilagdo de lipideos da
membrana plasmatica que devem estar atuando nas vias
de sinalizacdo de plantas de arroz submetidas ao estresse
por Al.

Material e métodos

A. Material Vegetal e Condigdes de Cultivo

Sementes de arroz (Oryza sativa L.), cultivares 1AC
1289 (sensivel) e Caiap6 (tolerante) foram desinfestadas

superficialmente com hipoclorito de sddio 3 % por 20
min., lavadas com agua destilada e deionizada por 1 h,
trocando-se a 4gua por seis vezes ou mais.
Posteriormente foram colocadas em tela de nylon
suspensa em bandejas plasticas contendo 5 L de agua
destilada e deionizada, onde permaneceram por 6 dias
para germinacdo. Em seguida a agua foi trocada por
solucéo contendo CaCl, 200uM e AICI; (0 uM, 80 uM),
com o pH ajustado a 4,0 £ 0,01, onde permaneceram por
48 h com temperatura e luz controlada (fotoperiodo :14
horas; densidade de fluxo fotossintético : 300 pmol m? s°
1+ temperatura de 28 + 3° C e umidade relativa do ar de
70 £ 20 %). Apos o tratamento, as pontas das raizes (1
cm) foram seccionadas com uma lamina de bisturi e
imediatamente armazenadas a temperatura de 0 °C.

B. Extracéo e Fracionamento das Membranas

Aproximadamente 5 g de massa fresca de apice das
raizes foram macerados em tampéo de extracdo, filtrado
em gaze e centrifugado a 3000 rpm, 4 °C por 15 min. O
sobrenadante foi recolhido em tubos e completado o
volume com tampdo de extracao, centrifugado a 100.000
g, 4° C por 30 min.. O precipitado foi ressuspenso em
tampéo contendo DTT (ditiotreitol) 2 mM e PMSF
(fenilmetil sufonil fluoride) 2 mM. Esse material foi
centrifugado em solucdo de sacarose duas fases, a
inferior constituida de 46% e a superior de 30 %, a
100000 g, 4° C por 1,5 h com aceleracdo e desaceleracéo
do rotor de 5. As bandas resultantes correspondentes a
membranas plasmatica na interface 30 /40 % do
gradiente e tonoplasto foram separadas em aliquotas de 1
mL e armazenadas em nitrogénio liquido.

As fracbes obtidas pelo fracionamento foram
quantificadas pelo método de Lowry [8] para proteinas e
avaliadas a atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica para garantir que a fracdo estivesse
enriquecida de membranas.

C. Preparacao de [-*P]ATP

A marcagdo de ATP com *P na posicao y foi realizada
como o descrito por [9]. Brevemente, o procedimento
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consiste em promover a ligacdo covalente de *Pi
(ortofosfato radioativo) ao ADP, formando assim [y -
2pATP.

D. Ensaio da atividade de lipideos-cinases presentes
nas membranas, extracdo de lipideos e analise de [
2p]-lipideos.

As membranas foram incubadas no meio utilizado para
ensaios de fosforilagéo de lipideos. O meio de reagdo (1
mL) continha Mes-Tris 30 mM (pH 7.0), MgCl, 1,1 mM
ou EDTA 1 mM para condicdes de livre Mg?*, ouabaina
0,5 mM, NaN3 10 mM, EGTA 0,5 mM, e 0,1 mg/mL de
proteina de MBL. A reagdo foi iniciada com a adi¢éo de
[y-3*P] ATP 1 mM (atividade especifica ~10° cpm/nmol)
ao meio e a incubagdo ocorreu a 37 °C. Apds 20 min, a
reacdo foi parada com a solucdo de extracdo, para dar
inicio a etapa de extracdo dos lipideos. As condicGes
experimentais foram escolhidas para reproduzir os meios
de reacdo empregados no estudo de reagdes de transporte
ibnico, potencialmente  moduladas por lipideos
sinalizadores e seus precursores e metabélitos.

A extracdo de lipideos totais foi realizada como
descrita por [10]. Os lipideos extraidos foram separados
e analisados por cromatografia em camada fina (TLC)
com corrida unidimensional em cromatoplacas de silica
gel (60 F254, Merck), usando um sistema de solvente
contendo cloroférmio: acetona: metanol: &cido acético:
agua (120:45:39:36:24; v/v) [10]. As cromatoplacas
foram previamente ativadas a 110 °C por 10 min, e todo
o0 volume do extrato lipidico foi aplicado. Ap6s a corrida
e a evaporacdo completa dos solventes, um filme para
raio X Kodak X-Omat foi exposto a cromatoplaca e o
cassete mantido em freezer durante 72 h. Apds este
periodo, o filme foi revelado e a cromatoplaca exposta a
vapores de iodo para a visualizagdo dos fosfolipideos. As
areas correspondentes ao &cido fosfatidico (PA) e ao
fosfatidilinositol-4-fosfato (PtdIns(4)P), dois importantes
lipideos sinalizadores, eram marcadas na cromatoplaca,
sobrepondo-a com o correspondente autorradiograma
para delinear a area radioativa.

Para a quantificacdo da radiagdo presente na area dos
lipideos marcados, a silica da regido da cromatoplaca
contendo o lipideo foi cuidadosamente raspada com
bisturi e colocada diretamente em vials, contendo
solucdo cintiladora (POPOP:Tolueno; 4 g/L). A radiacdo
foi, entdo, quantificada em cpm (cintilagdes por minuto)
em um cintilador liquido.

Resultados

A Fig. 1 mostra o padrdo de fosfolipideos marcados
com P ap6s fosforilagdo com [y-*PJATP e separagio
por TLC. O tratamento com Al diminuiu o nivel de acido
fosfatidico (PA) nas duas cultivares, Caiapd apresentou
81 % do controle e IAC1289 apresentou 58 %, enquanto
fosfatidil inositol - 4 - fosfato (PIP) foi afetado
distintamente, nas membranas de Caiapd, ocorrendo um
estimulo na marcacdo com fdsforo de 32 % a mais,
enquanto em IAC 1289 ocorreu um decréscimo induzido
pelo Al, apresentando apenas 24 % do controle.

Ceramida -1- fosfato (C1P) apresentou um padrdo
similar a PIP, tendo um estimulo de 16% para Caiap6 e
um decréscimo para IAC 1289, apresentando valores de
37 % do controle (Tabela 1).

Discussao

PA pode ser gerado pela ativacdo de fosfolipases
presentes na membrana plasmatica, por um hormdnio
extracelular, por um elicitor patégeno ou, simplesmente,
por resposta a um estresse fisico [1, 2]. A formagdo de
PA pode resultar tanto das atividades de PLC/DGK e/ ou
PLD. Baseado no fato de que *Pi oriundo do [y-*P]ATP
é lentamente incorporado aos fosfolipideos estruturais, e
estd prontamente disponivel para fosforilar diacilglicerol
(DAG), PA, fosfatidil inositol (PI) e PIP para produzir
seus respectivos derivados **P — marcados, diacil glicerol
cinase (DGK) deve fosforilar DAGp.c com o **P;, sendo
entdo o PA formado pela via PLC.

As reducgdes nos niveis de PA podem, ser devido ao
efeito de uma enzima acido fosfatidico fosfatase (PAP)
que gera DAG que pode, entdo, regular inimeros
eventos, como ativar PKC. A membrana plasmatica de
plantas contétm DGK e Pl cinase muito ativas e
PIPcinase detectavel produzindo PA, PIP e PIP, como
produtos. Devido ao estresse que as membranas sofreram
com o Al, é provavel que o estoque de DAG oriundo da
PLC ja& tenha sido fosforilado a PA antes do
fornecimento de [y-**P]JATP, portanto, 0s niveis de PA
marcado com ¥P foram menores, além de ter sido usado
para a sintese de DAG via PAP.

Outra justificativa para tais decréscimos nos niveis de
PA seria pela agdo da PLA, gerando &cido lisofosfatidico
(LPA), cujo efeito estimulador da atividade da H*-
ATPase tem sido mostrado [11]. Outra evidéncia da
atividade da PLA, por Al vem do fato que produtos de
sua atividade estimulam 1,3 B-D- glucan sintase [12], a
enzima envolvida na sintese de calose, um marcador da
sensibilidade ao Al em diversas espécies [13].

O aumento em PIP assim como ceramida -1-fosfato,
apenas em Caiapd (cv. tolerante), pode estar associado a
sua maior tolerdncia. Mesmo para PA, a cv. Caiapd
mantém niveis mais elevados que IAC 1289. Sabe-se que
PA ¢é uma molécula envolvida na sintese de lipideos
membranares e, portanto, esta diferenga pode somar a
tolerancia em Caiapé.

Em trabalho realizado por [14] foi verificado que a
atividade da PLC em raizes de trigo foi fortemente
inibida por Al, assim como a sintese de seu substrato
PIP,, que é sintetizado a partir de PIP. Isto pode levar a
efeitos profundos tanto na divisdo celular, como
alongamento celular, através do bloqueio do Ca®*
mediado por IP; necessério para a complementacdo dos
eventos do crescimento celular, como pela interferéncia
na dindmica do citoesqueleto relacionada ao crescimento
que depende da presenga tanto de PIP, como de IP;. Em
trigo (cv. tolerante) existe uma forte interacdo entre Al e
componentes lipidicos da membrana plasmatica, sendo
notado uma maior interagdo com PIP, [15], este dado
somado a outros de atividade enzimatica desenvolvidos
no mesmo trabalho, levaram os autores a sugerir que a
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membrana plasmatica e ndo os dominios de ligacéo
enzimaticos seja o sitio mais provavel de toxidez de Al
nas plantas. Esta possibilidade também ndo deve ser
excluida no presente trabalho, pois o efeito do estresse
por Al deve ser gerado por um conjunto de fatores, que
se diferenciam com maior intensidade nas cultivares/
espécies sensiveis.

Ainda que por uma via sinalizadora indefinida, o
envolvimento de moléculas de lipideos no estresse por
Al foi nitidamente indicado pelos dados deste trabalho.
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Figura 1. Autoradiograma de fosfolipideos marcados com
¥p da fosforilagdo in vitro de membrana plasmatica isolada
do &pice de raizes de arroz cultivadas em AICIl; 80 uM por
48h. Caiap6 controle (coluna 1), Caiapd Al (coluna 2), IAC
1289 controle (coluna 3), IAC 1289 Al (coluna 4), da
esquerda para a direita.
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