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RESUMO 
 

Resposta antioxidativa de células in vitro de café (Coffea arabica) submetidas aos metais 
pesados cádmio (Cd) e níquel (Ni)  

 
Foi investigada a resposta antioxidante de culturas em suspensão celular de café (Coffea 

arabica L.) ao cádmio (Cd) e níquel (Ni). As células de café foram tratadas por doze dias com 
zero (controle), 0,05 e 0,5 mM de NiCl2 ou CdCl2. O Cd e o Ni acumularam rapidamente nas 
células e este acúmulo foi diretamente correlacionado com o aumento na concentração de metal 
no meio externo. Em 0,05 mM CdCl2 e 0,05 mM NiCl2, o crescimento foi estimulado, mas em 
0,5 mM CdCl2 e 0,5 mM NiCl2 a taxa de crescimento foi reduzida. As alterações no metabolismo 
do oxigênio ativo foram detectadas pela análise visual, assim como pelo aumento na peroxidação 
lipídica, nos tratamentos com 0,5 mM CdCl2 e 0,5 mM NiCl2. As atividades das enzimas catalase 
(CAT; EC 1.11.1.6), glutationa redutase (GR; EC 1.6.4.2) e superóxido dismutase (SOD; EC 
1.15.1.1) aumentaram após exposição ao Cd, particularmente na maior concentração de CdCl2. A 
atividade da ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi elevada por 0,05 mM CdCl2, mas não 
pode ser detectada em células cultivadas na maior concentração de CdCl2 após 24 h de cultivo, 
enquanto que a guaiacol peroxidase (GOPX; EC 1.11.1.7) não demonstrou um padrão claro de 
resposta ao tratamento com Cd. As atividades das enzimas CAT, GR, APX, GOPX e SOD foram 
aumentadas, particularmente nos períodos iniciais de exposição ao NiCl2 e as atividades foram 
maiores na dosagem 0,5 mM NiCl2, na maioria dos tempos de exposição testados. A análise em 
PAGE não desnaturante seguido pela revelação da atividade enzimática, apresentou uma 
isoenzima da CAT, nove isoenzimas da SOD e quatro isoenzimas da GR. As isoenzimas da SOD 
foram diferencialmente afetadas pelo tratamento com CdCl2 e NiCl2 e uma isoenzima da GR 
mostrou responder especificamente ao CdCl2 e ao NiCl2. Os resultados sugerem que 0,5 mM 
CdCl2 e 0,5 mM NiCl2 podem levar ao estresse oxidativo. O CdCl2 e o NiCl2 a 0,05 mM não 
induziram peroxidação lipídica e a principal resposta aparenta ser via indução das atividades das 
enzimas SOD, CAT e APX nas células tratadas com Cd e das enzimas SOD, CAT, GOPX e APX 
nas células tratadas com Ni, para a remoção das espécies ativas de oxigênio (EAOs), e pela 
indução da GR para garantir a disponibilidade de glutationa reduzida.  A síntese de peptídeos de 
ligação ao Cd, deve também estar relacionada com a inibição da atividade da APX, 
provavelmente devido ao esgotamento da glutationa e ascorbato na maior concentração de CdCl2. 

 
Palavras-chave: Coffea arabica; café; estresse oxidativo; peroxidação lipídica; enzimas 
antioxidantes; cádmio; níquel; catalase; glutationa redutase; superóxido dismutase; guaiacol 
peroxidase; ascorbato peroxidase. 
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ABSTRACT 
 
Antioxidant response of coffee (Coffea arabica) cells to cadmium (Cd) and nickel (Ni) stress 

The antioxidant responses of coffee (Coffea arabica L.) cell suspension cultures to 
cadmium (Cd) and nickel (Ni) were investigated. Coffee cells were treated for twelve days with 0 
(control), 0.05 and 0.5 mM NiCl2 or CdCl2. Cd and Ni accumulated very rapidly in the cells and 
this accumulation was directly correlated with an increase in applied metal concentration in the 
external medium. At 0.05 mM CdCl2 and 0.05 mM NiCl2, growth was stimulated, but at 0.5 mM 
CdCl2 and 0.5 mM NiCl2 the growth rate was reduced. An alteration in activated oxygen 
metabolism was detected by visual analysis as well as by an increase in lipid peroxidation at 0.5 
mM CdCl2 and 0.5 mM NiCl2. Catalase (CAT; EC 1.11.1.6), glutathione reductase (GR; EC 
1.6.4.2) and superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activity increased after Cd exposure, 
particularly at the higher concentration of CdCl2. Ascorbate peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) 
activity was higher at the lower CdCl2 concentration used, but could not be detected in cells 
growing in the higher CdCl2 concentration after 24 h of growth, whilst guaiacol peroxidase 
(GOPX; EC 1.11.1.7) did not show a clear response to Cd treatment. CAT, GR, APX, GOPX and 
SOD activities were increased due to Ni treatment, particularly at earlier NiCl2 exposure times 
and the activities were higher at 0.5 mM NiCl2 for most of exposure times tested. An analysis by 
non-denaturing PAGE followed by staining for enzyme activity, revealed one CAT isoenzyme, 
nine SOD isoenzymes and four GR isoenzymes. The SOD isoenzymes were differently affected 
by CdCl2 and NiCl2 treatment and one GR isoenzyme was shown to specifically respond to CdCl2 
and NiCl2. The results suggest that the higher concentrations of CdCl2 and NiCl2 may lead to 
oxidative stress. CdCl2 and NiCl2 at 0.05 mM did not induce lipid peroxidation and the main 
response appeared to be via the induction of SOD, CAT and APX activities in Cd treated cells 
and SOD, CAT, GOPX and APX activities in Ni treated cells, for the removal of reactive oxygen 
species (ROS), and by the induction of GR to ensure the availability of reduced glutathione.  The 
synthesis of Cd-binding proteins may also be related to the inhibition of APX activity probably 
due to glutathione and ascorbate depletion at higher CdCl2 concentration. 
 
Keywords: Coffea arabica; coffee; oxidative stress, lipid peroxidation; antioxidant enzymes; 
cadmium; nickel; catalase; glutathione reductase; superoxide dismutase; guaiacol peroxidase; 
ascorbate peroxidase. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os metais pesados representam o maior contaminante industrial de solos, plantas e 
animais no ecossistema, com intensos efeitos tóxicos ao homem e outros seres vivos associados à 
sua ampla liberação no ambiente, devido às atividades antropogênicas atuais. Isto tem causado 
grande preocupação, devido ao acúmulo destes metais em plantas cultivadas, levando a perda na 
produção agrícola e podendo afetar a cadeia alimentar de animais e do homem, dependendo da 
concentração ingerida (SALT et al. 1995). A entrada destes na cadeia alimentar de animais e do 
homem tem início principalmente através de sua bioacumulação nas plantas (GHOSHROY et al., 
1998). 

Diferente dos animais, as plantas são sedentárias e são vulneráveis a variação na 
concentração de metais. Todavia, as plantas devem se adaptar as condições impostas para sua 
sobrevivência, resultando na aquisição de uma ampla gama de mecanismos de tolerância a 
metais, com variação genotípica tanto entre as espécies quanto dentro das espécies e ao tipo de 
metal. Devido a isto, tem ocorrido um aumento significante em pesquisas relacionadas a 
contaminação de metais pesados no ambiente e seus efeitos sobre as plantas. Entretanto, são 
relativamente poucos os trabalhos publicados sobre o efeito tóxico desses elementos em cafeeiros 
(MAZZAFERA, 1998). 

Neste trabalho foram estudados dois metais, cádmio (Cd) e níquel (Ni). Estes dois metais 

foram escolhidos em função de sua importância toxicológica e de seu comportamento químico 

diferenciado. Estes metais diferem quanto a sua afinidade por vários quelantes bem como 

possíveis mecanismos de indução de estresse oxidativo (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 

1996; COBBETT, 2000; PERALTA-VIDEA et al., 2002).  

É de se esperar que as propriedades químicas de cada metal determinem mecanismos 

diferentes de estresse oxidativo e de resposta à exposição ao mesmo, conforme demonstrado por 

Cuypers; Vangronsveld e Clijsters (1999). Por ser elemento de transição, o Ni pode participar de 

reações de Haber-Weiss (BRIAT; LEBRUN, 1999), gerando radicais livres diretamente. Dos 

dois, é o único que possui diferentes estados de oxidação. O Cd possui apenas um estado de 

oxidação (2+) e não é elemento de transição (embora o Cd seja freqüentemente tratado como tal), 

pelo menos quanto ao critério de ter um elétron não pareado no seu orbital de valência. Estas 

propriedades influenciam o mecanismo com o qual cada metal gera estresse oxidativo. Além 

disto, nenhum deles é cofator de enzimas antioxidantes, como é o caso de Fe, Mn, Cu e Zn.  



 

 

12
 

Os metais pesados Cd e Ni são elementos que podem causar sérios danos ao metabolismo 

celular, incluindo o estresse oxidativo, devido à intensificação na produção de espécies ativas de 

oxigênio. Plantas expostas aos metais pesados apresentam alterações nas atividades de enzimas 

antioxidantes. Portanto, o estudo dessas alterações pode fornecer dados importantes relativos aos 

níveis de tolerância, especificidade da resposta e níveis dos metais no meio. Todavia, o estresse 

de Cd e Ni não podem ser entendidos sem os processos integrados envolvendo outros ciclos e 

cadeias metabólicas. 

Este trabalho envolve o estudo detalhado da resposta antioxidativa de células de café em 

suspensão submetidas aos tratamentos com os metais pesados Cd e Ni, pela análise da 

peroxidação lipídica, através da quantificação das TBARS, que é um índice do estresse oxidativo, 

e pelas atividades das enzimas catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa redutase 

(GR), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GOPX), que estão entre as principais 

do sistema de defesa antioxidante enzimático. Os sistemas antioxidantes tem a capacidade de 

interromper as cascatas de oxidação descontrolada. Além disso, foi avaliado o efeito destes 

metais pesados sobre o crescimento celular, assim como o estudo dos sintomas visuais 

decorrentes da toxidez dos metais às células de café.  

Considerando a utilização de células de café em suspensão como modelo de estudo, o 

objetivo deste trabalho foi obter informações em relação às concentrações desses metais, o nível 

de estresse oxidativo causado e as respostas das enzimas antioxidantes testadas, de forma a 

caracterizar a relação entre ambos, para que eventualmente estas informações sejam utilizadas 

tanto ao nível de compreensão da resposta antioxidante a metais, como para a elaboração de 

estratégias para manipulação genética ou programas de melhoramento, objetivando a obtenção de 

plantas que proporcionem uma maior segurança alimentar e que não sofram quedas na 

produtividade devido à toxidez destes metais. Além disso, foi considerado o uso benéfico destes 

metais, em cultura de tecidos de plantas, de forma a elevar a eficiência de sistemas de cultivo de 

células.  
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1.1 Poluição ambiental 

  

 A poluição ambiental tem se tornado um problema sério em todo o mundo, de forma que 

diferentes poluentes apresentam-se em áreas distintas, de acordo com características industriais e 

as atividades humanas desenvolvidas.  

Atualmente existe uma grande preocupação com relação aos efeitos a curto e longo prazo 

que muitos poluentes químicos possam ter sobre a saúde pública e o meio ambiente, pois a 

crescente industrialização das últimas décadas tem exposto animais e vegetais a muitos elementos 

químicos potencialmente tóxicos. Entre estes, os metais pesados representam o maior 

contaminante industrial de solos, corpos de água, plantas e animais no ecossistema 

(GHOSHROY et al., 1998), de tal forma que o estudo da toxidez de metais pesados em plantas e 

microrganismos vem atraindo a atenção de muitos cientistas. 

O termo “metal pesado” é aplicado a um grupo heterogêneo de elementos, incluindo 
metais, semimetais e não metais (MELO; DOS SANTOS; RAMALHO, 1997), que possuem 
número atômico maior que 20 ou peso específico maior que 5 g.cm-3 (MALAVOLTA, 1994). 
Alguns deles são nutrientes essenciais aos vegetais, como o Cu, Fe, Mn, Ni, Mo e Zn, outros são 
benéficos ao crescimento das plantas, como o Co, e outros não são essenciais ou não apresentam 
função, caso do Al, Cd, Cr, Se, Hg e Pb (MELO; DOS SANTOS; RAMALHO, 1997). São 
também conhecidos por “elementos traços” ou ainda “metais traços”, por serem naturalmente 
encontrados em concentrações de poucas partes por milhão (MATTIAZZO-PREZOTTO, 1994). 

A importância de se estudar estes metais, deve-se aos seus intensos efeitos tóxicos ao 

homem e outros seres vivos, associados à sua ampla liberação no ambiente. Com o aumento nas 

atividades industriais, a poluição do ambiente com metais pesados tóxicos tem ocorrido em todo 

o mundo (DÖNMEZ; AKSU, 1999), levando à deterioração de alguns ecossistemas (VEGLIO; 

BEOLCHINI, 1997). Para ilustrar a importância da poluição por metais no ambiente, pode-se 

citar que dentre as 20 substâncias tóxicas com maior risco de causar danos aos seres humanos, em 

locais contaminados, conforme levantamento realizado pela ATSDR (Agency for Toxic 

Substances and Disease Registry) e EPA (Environmental Protection Agency) do governo dos 

Estados Unidos da América (E.U.A.), cinco são metais, incluindo os três primeiros lugares da 

lista (ASTDR, 1997 e 1999). 
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O acúmulo de Cd em determinados tecidos da planta pode levar a uma rejeição comercial 

de certos cultivares (VÖGELLI-LANGE; WAGNER, 1996; YANG et al., 2004), além de se 

tornar perigoso à saúde humana (WAGNER, 1993). Rauser (1995) relata que mais de 70% do Cd 

absorvido pelo homem tem origem na ingestão de vegetais. Desta forma, as plantas constituem-se 

o principal ponto de ligação entre metais pesados e o homem, via cadeia alimentar (GALLI; 

SCHUEPP; BRUNOLD, 1996), tornando-se necessário o estudo do efeito dos metais pesados em 

plantas. Sabe-se que em animais a exposição prolongada ao Cd provoca distúrbios renais, 

enfisemas pulmonares, desmineralização óssea, destruição dos eritrócitos e câncer (GHOSHROY 

et al., 1998). Este metal pode se acumular no corpo humano por um período superior a 10 anos 

(SALT et al., 1995).  

Em animais e humanos, o Ni danifica os vasos do músculo cardíaco, rins e sistema 

nernoso central, reduz a imunocapacidade do organismo animal (POULIK, 1997), causa danos ao 

DNA devido a inibição do reparo do DNA (LYNN et al., 1997) e pode levar a morte celular 

(CHEN; WANG; LIN, 2003). O Ni também induz a peroxidação lipídica e o estresse oxidativo 

(CHEN; WANG; LIN, 1998), que é envolvido nos mecanismos moleculares da toxidez e 

carcinogenicidade do Ni em animais (CHEN; WANG; LIN, 2003). 

No Brasil, o monitoramento dos diferentes poluentes ainda é extremamente limitado a 

áreas metropolitanas e aos principais sistemas hídricos, não existindo um levantamento 

abrangente ou estimativas confiáveis do grau do problema da contaminação por metais pesados. 

No entanto, em função do modelo de crescimento industrial, bem como do tipo de indústrias 

instaladas no país, principalmente no estado de São Paulo, não há motivos para se supor que o 

problema seja menor do que em países industrializados. Além disto, existem diversos estudos 

localizados ou regionais que demonstram que a contaminação por metais é um problema sério em 

algumas regiões, como é o caso do estuário de Santos/São Vicente no estado de São Paulo (SP) e 

as baías de Guanabara e de Sepetiba no estado do Rio de Janeiro (RJ) (AMADO FILHO et al, 

1999; CARVALHO; LACERDA, 1991; NETO; SMITH; MCALLISTER, 2000; PERIN et al., 

1997). 

Talvez o único levantamento mais sistemático e abrangente de contaminação por metais 

seja o monitoramento que a CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) 

realiza nas águas superficiais do estado de São Paulo, mas faltavam informações sobre o 

problema de contaminação de solos. Neste sentido, a CETESB recentemente realizou um estudo 
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para determinar valores orientadores quanto à contaminação de poluentes no solo e declarou-se a 

intenção de se realizar levantamentos sistemáticos (CASARINI et al., 2001). De qualquer modo, 

a preocupação da CETESB com metais pesados é evidente. Nesse último estudo, das 37 

substâncias estudadas, 18 são metais pesados. Além disto, dos 27 parâmetros químicos usados 

pela CETESB para avaliar a qualidade de águas superficiais do estado, 11 se referem à análise de 

metais pesados. Os níveis de Cd e Ni no ambiente estão extremamente elevados de acordo com 

dados da CETESB e vários eventos de contaminação também aconteceram recentemente no 

Brasil (CETESB, 2005). Entretanto, o estudo relacionado a esta tese não visou aspectos de 

monitoramento ou controle. 

Quantidades naturais de metais pesados no ambiente são geralmente baixas, porém 

atividades antropogênicas podem aumentar drasticamente estes níveis. As principais fontes de 

poluição com metais pesados são as diversas atividades de metalurgia, incluindo a mineração, 

fundição e galvanoplastia (CHAOUI et al., 1997), curtumes (JORDÃO et al., 1999), gases 

liberados pela queima de combustíveis fósseis, pesticidas (GIMENO-GRACÍA; ANDREU; 

BOLUDA, 1996; LAGRIFFOUL et al., 1998), utilização de lodo de esgoto para fertilização na 

agricultura (CHAOUI et al., 1997), aplicação de fertilizantes com impurezas (CHEN; KAO, 

1995; GALLI; SCHUEPP; BRUNOLD, 1996; IRETSKAYA; CHIEN; MENON, 1998; 

SCHICKLER; CASPI, 1999) e a fabricação e descarte de baterias (PRASAD, 1995; KEFALA; 

ZOUBOULIS; MATIS, 1999). 

Os metais pesados liberados no ambiente terrestre tendem a se concentrar no solo e 
sedimentos, que passam a se tornar um grande reservatório disponível para as raízes das plantas, 
que são muito vulneráveis a variação de concentrações destes elementos. Em ambientes aquáticos 
estes elementos se disponibilizam tanto para as raízes quanto para a parte aérea (PRASAD, 
1995). A disponibilidade desses elementos para as plantas é afetada por uma série de fatores, 
como a textura do solo, tipo de mineral de argila, pH do solo, pH da água, potencial redox e 
outros parâmetros fisiológicos (PRASAD, 1995; MELO; DOS SANTOS; RAMALHO, 1997), 
ressaltando a vantagem de se utilizar suspensão celular como modelo de estudo. 
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1.2 Fitotoxidez dos metais pesados 

 

O efeito danoso dos diferentes tipos de poluentes tem sido estudado com muita atenção 

nos últimos anos. No entanto, estes estudos com plantas concentram-se principalmente no efeito 

no crescimento e na produção. A análise detalhada de aspectos fisiológicos e bioquímicos ainda 

demanda muita investigação. Em plantas, a presença do Cd e do Ni pode diminuir o crescimento, 

reduzir a taxa de fotossíntese e provocar alterações tanto nas atividades enzimáticas quanto 

metabólicas (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1996; COBBETT, 2000; PERALTA-

VIDEA et al., 2002).  

O Cd é o principal contaminante ambiental e um dos mais tóxicos entre os metais pesados 

(CHEN; KAO, 1995). Este elemento químico pertence ao grupo II-B da tabela periódica, 

juntamente com o Zinco (Zn) e o Mercúrio (Hg) (MATTIAZZO-PREZOTTO, 1994). Na planta, 

o Cd pode provocar alterações nas funções dos estômatos, transporte de elétrons, Ciclo de Calvin 

e desordens na estrutura dos grana e na síntese de clorofila (BARCELO; VASQUES; 

POSCHENRIEDER, 1988). O Cd também afeta a fosforilação oxidativa nas mitocôndrias 

(KESSELER; BRAND, 1995). O Cd pode causar inibição da divisão celular e alterações nos 

cromossomos (DAS; SAMANTARAY; ROUT, 1997; SOBKOWIAK; DECKERT, 2003). Este 

metal também pode se ligar a grupos sulfidrila (SH) de enzimas, inibindo sua atividade 

(LAGRIFFOUL et al., 1998). 

Outro contaminante ambiental de plantas e animais é o Ni que pertence ao grupo VIII da 

tabela periódica, juntamente com Ferro e Cobalto (MATTIAZZO-PREZOTTO, 1994). Em altas 

concentrações, este elemento gera efeitos tóxicos na plantas, sendo que os sintomas mais comuns 

são clorose, inibição da fotossíntese e respiração (SCHICKLER; CASPI, 1999), redução da 

biomassa e da produção de sementes (MALAN; FARRANT, 1998). Outros sintomas da 

fitotoxidez do Ni incluem a danificação do sistema radicular, diminuição da atividade 

respiratória, distúrbios da divisão celular, diminuição do teor de ferro, zinco e manganês nas 

folhas (PALACIOS et al., 1998) e interferência na absorção de nutrientes (YANG, 1996). Este 

metal possui alta mobilidade no vegetal, encontrando-se altos níveis em todos os tecidos de 

plantas tratadas com o metal, principalmente nas sementes (MALAN; FARRANT, 1998). 

Pesquisas em plantas mostraram que o Ni é capaz de inibir um grande número de enzimas, como 

as do Ciclo de Calvin, biossíntese de clorofila, metabolismo de nitrogênio, glicólise e assimilação 
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de sulfato (BOUSSAMA et al., 1999). Entretanto, os mecanismos que governam a toxidez do Ni, 

ainda não estão bem esclarecidos (SCHICKLER; CASPI, 1999).  

O Ni, apesar de ser um sério poluente ambiental (SAJWAN et al., 1996) e fitotóxico em 

altas concentrações (L’HUILLIER et al., 1996; PERALTA-VIDEA et al., 2002), é considerado 

menos tóxico a organismos vivos que o Cd. Alguns pesquisadores consideram o Ni um 

micronutriente essencial em certas espécies vegetais, especialmente quando cultivadas em meios 

com uréia (BROWN; WELCH; CARY, 1987), pois o Ni é constitutivo da enzima urease (WITTE 

et al., 2005), e sua deficiência leva a redução da atividade da urease em tecidos de soja, arroz e 

tabaco, levando a um acúmulo de excessivo de uréia, tornando-a fitotóxica (POLACCO, 1977). 

Já o Cd não apresenta função conhecida nos vegetais. 

Apesar da Fitotoxidez dos metais pesados, um grupo de plantas denominadas 

hiperacumuladoras pode crescer em solos contendo metais pesados, sendo capazes de translocar o 

metal das raízes para a parte aérea, onde é acumulado, o que tem indicado um possível uso destas 

na fitorremediação de solos poluídos com metais pesados, através da retirada da parte aérea 

contendo o metal acumulado (ZHU et al., 1999a,b; KIDD; DÍEZ; MARTÍNEZ, 2004; SALT; 

SMITH; RASKIN, 1998). 

  

1.3 Estresse Oxidativo 

 

O acúmulo de oxigênio molecular (O2) na atmosfera da Terra permitiu a evolução de 

organismos aeróbios que utilizam o O2 como aceptor final de elétrons, permitindo então um 

maior ganho energético comparado com a fermentação e a respiração anaeróbica. No 

metabolismo aeróbico, o desdobramento de uma molécula de glicose produz um total de 28 

moléculas de adenosina tri fosfato (ATP), enquanto que o desdobramento anaeróbico da glicose a 

etanol e CO2 produz apenas 8 moléculas de ATP (FOYER; NOCTOR, 2000).  

Em seu estado natural, o O2 molecular é relativamente não reativo, mas a produção de 

espécies ativas de oxigênio (EAOs) como o superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

radicais hidroxil (•OH) e oxigênio “singlet” (O2
1), é uma consequência inevitável do metabolismo 

aeróbico (SCANDALIOS, 1993).  

Em plantas, as EAOs podem ser produzidas em reações ocorridas na mitocôndria, 

cloroplastos e peroxissomos (FOYER; NOCTOR, 2000), em todos os orgãos, incluindo nódulos 
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fixadores de nitrogênio, com as EAOs sendo utilizadas como armas contra patógenos invasores 

na explosão oxidativa (MOLLER, 2001). Entretanto, pouco é conhecido sobre as propriedades de 

limpeza das EAOs do núcleo, que deve conter fatores de transcrição sensíveis ao estado redox 

(DELAUNAY; ISNARD; TOLEDANO, 2000). 

Em geral, o O2
•- pode surgir quando elétrons são mal direcionados e doados ao oxigênio. 

Estima-se que 1% do consumo total de O2 de um tecido vegetal vai para a produção de EAOs 

(MOLLER, 2001). A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, por exemplo, é uma fonte 

de O2
•- bem documentada, assim como a cadeia transportadora de elétrons do aparato 

fotossintético dentro dos cloroplastos. Um problema adicional para os cloroplastos é a 

transferência de energia de excitação da clorofila para o oxigênio, que pode gerar O2
1 (BOWLER 

et al., 1992). Os cloroplastos estão sujeitos ao risco da toxidez do oxigênio uma vez que o O2 

pode ser fotoreduzido a O2
•- e subsequentemente a H2O2 nos tilacóides (MEHLER, 1951). O 

local fotorredutor de O2 nos cloroplastos é o fotossistema I (PSI), e seu produto primário é o O2
•-. 

Todavia, nos tilacóides o H2O2 é fotoproduzido via desproporcionação do O2
•-, mas não 

diretamente através da redução de dois elétrons do O2 (ASADA, 1999).  

As cascatas redox das cadeias transportadoras de elétrons respiratória e fotossintética não 

apenas fornecem a energia para o metabolismo mas também geram sinais redox (FOYER; 

NOCTOR, 2003; APEL; HIRT, 2004). A mitocôndria vegetal respirando ativamente produz altas 

taxas de EAOs, uma cadeia transportadora de elétrons mais reduzida produz mais EAOs, e os 

principais locais de produção são os complexos respiratórios I e III (BARTOLI et al., 2004). Em 

células de mamíferos as mitocôndrias são as principais fontes de EAOs, o que também tem sido 

sugerido para células vegetais não fotossintetizantes (MOLLER, 2001). Como as células de café 

foram cultivadas no escuro neste experimento, provavelmente as mitocôndrias devam ser as 

principais fontes geradoras de EAOs. 

O H2O2 é também um produto da β-oxidação associada a micropartículas de ácidos graxos 

e reações de fotorrespiração peroxissomal (SCANDALIOS, 1993). Os peroxissomos são 

organelas subcelulares com um tipo de metabolismo essencialmente oxidativo. Como os 

cloroplastos e mitocôndrias, os peroxissomos vegetais também produzem O2
•- e existem, a 

princípio, dois locais de geração de O2
•-, um é a matriz da organela, onde o sistema gerador é a 

xantina oxidase, e outro local é nas membranas peroximais dependentes de NAD(P)H. Nas 

membranas peroximais, três polipeptídeos integrais com massas moleculares de 18, 29 e 32 kDa, 
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de uma pequena cadeia transportadora de elétrons, são envolvidas na geração de radicais O2
•- e 

sob certas condições de estresse ao vegetal, a liberação de O2
•- gerado pela membrana peroximal 

pode ser aumentada, produzindo estresse oxidativo (DEL RIO et al., 2002). Os peroxissomos 

conectam rotas metabólicas biossintéticas e oxidativas e compartimentalizam passos letais do 

metabolismo como a formação de EAOs e glioxilato, prevenindo então o envenenamento da 

célula e a reciclagem inútil das EAOs (IGAMBERDIEV; LEA, 2002).  

Na última década, muitos estudos revelaram novas fontes de EAOs nas plantas, incluindo 

as NADPH oxidases, amino oxidases e peroxidases ligadas a parede celular, que participam na 

produção de EAOs durante a defesa contra patógenos e a morte celular programada (PCD) 

(LAM, 2004; LALOI; APEL; DANON, 2004). Além disso, a presença da óxido nítrico sintase 

(NOS) nos peroxissomos vegetais indicam a possível função destas organelas nas células vegetais 

como uma fonte de moléculas sinalizadoras como o óxido nítrico (NO), O2
•- e o H2O2 (DEL RIO 

et al., 2002).  

Todas as EAOs são extremamente reativas e citotóxicas a todos os organismos 

(SCANDALIOS, 1993). É geralmente assumido que o •OH e o O2
1 são tão reativos que suas 

produções devem ser minimizadas. Muitas enzimas do ciclo de Calvin dentro dos cloroplastos 

são extremamente sensíveis ao H2O2, e altos níveis de H2O2 inibem diretamente a fixação de 

CO2. O H2O2 demonstrou ser ativo com oxidases de funções mistas, marcando diversos tipos de 

enzimas para a degradação proteolítica (SCANDALIOS, 1993). Entretanto, o O2
•- e o H2O2 são 

relativamente pouco reativos em comparação com outras EAOs, mas na presença de íons 

metálicos (como o Fe) uma série de reações em cascata são iniciadas resultando na produção do 
•OH na reação de Haber-Weiss [form. (1)] e outras espécies destrutivas como lipoperóxidos 

(BOWLER et al., 1992).              

 

         (1)     

 

O •OH (e seus derivados) são os mais potentes oxidantes conhecidos, sendo hábeis a 

atacar rapidamente, indiscriminadamente e virtualmente todas as macromoléculas, causando 

sérios danos nos componentes celulares (SCANDALIOS, 1993), peroxidação lipídica, 

desnaturação de proteínas, mutação do DNA (BOWLER et al., 1992), lesões no DNA, podendo 

levar a disfunções metabólicas irreparáveis e morte celular (SCANDALIOS, 1993). Em adição, o 

O2
•- + H2O2      Fe2+   ,      Fe3+       OH- + O2 + •OH 
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O2
1, que é formado quando a energia de excitação é transferida ao O2, também produz efeitos 

deletérios (BOWLER et al., 1992). Em vegetais superiores, esta energia é prontamente obtida via 

quanta luminoso por moléculas de transferência como a clorofila (SCANDALIOS, 1993). O O2
1 

pode transferir esta energia de excitação para outras moléculas biológicas ou reagir com elas, 

formando endoperóxidos ou hidroperóxidos (BOWLER et al., 1992). 

Sob condições normais a produção de EAOs ocorre, mas é baixa. Entretanto, fatores 

ambientais adversos que perturbam a homeostase celular elevam a produção de EAOs. Tais 

fatores como a radiação UV e outras formas de radiação, exposição a níveis elevados de 

luminosidade, herbicidas (ex. paraquat), ataque de patógenos (ex. Cercospora), certas injúrias, 

hiperoxia, ozônio, flutuações na temperatura (SCANDALIOS, 1994), seca, concentração elevada 

de sais, extremos de temperatura, poluição do ar (MALLICK; MOHN, 2000) e várias outras 

fontes de estresse são conhecidas como indutores da formação EAOs, na maiorias dos 

organismos aeróbicos. Os metais pesados são outros agentes que induzem a produção de EAOs, 

podendo causar estresse oxidativo (BOWLER et al., 1994). O estresse por metais pesados é 

proporcional ao nível de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), indicando a 

ocorrência de peroxidação lipídica (BHATTACHARJEE, 1998). 

O estresse oxidativo é frequentemente relacionado com outros efeitos metabólicos. Por 

exemplo, o estresse por Cd leva ao fechamento estomatal que limita a disponibilidade do CO2 

para a assimilação fotossintética do carbono (SANDALIO, 2001). Sob tais condições e alta 

luminosidade, a produção excessiva de O2
•- no cloroplasto pode resultar na fotoinibição e danos 

fotooxidativos (SCANDALIOS, 1993).  

O aumento rápido na concentração de EAOs é denominado explosão oxidativa 

(APOSTOL; HEINSTEN; LOW, 1989). Tornou-se evidente que as EAOs geradas durante 

situações de ataque de patógenos e estresse abiótico são reconhecidas pelas plantas como um 

sinal para engatilhar as respostas defensivas, morte celular, desenvolvimento, expressão gênica 

regulada pela oxirredução e a ação de quinases e fosfatases na tradução de sinais redox 

(VRANOVÁ; INZÉ; BREUSEGEM, 2002). 

O estresse oxidativo ocorre quanto há um sério desbalanço em qualquer compartimento 

celular entre a produção de EAOs e a defesa antioxidante, levando a danos. Espécies diferentes 

mostram diferentes respostas a toxidez dos metais (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 

1996). Apesar da informação focada na relação entre os metais pesados e o estresse oxidativo em 
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plantas disponível em anos mais recentes, continua difícil desenhar uma conclusão geral sobre as 

concentrações críticas de metais tóxicos nos solos (ROMERO-PUERTAS et al., 2004). A 

ocorrência de EAOs e sintomas de injúria oxidativa também foi observada em plantas expostas 

ao Cd (ROMERO-PUERTAS et al., 1999; SCHÜTZENDÜBEL et al., 2001) e ao Ni 

(FREEMAN et al, 2004; SINHA; PANDEY, 2003; BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 

2001). 

O processo de produção de EAOs, assim como de alguns de seus produtos, pode afetar 

severamente a integridade funcional e estrutural de membranas biológicas, resultando no 

aumento da permeabilidade da membrana plamática, que leva ao extravazamento de íons K+ e 

outros solutos e pode finalmente causar morte celular (CHAOUI et al., 1997). Os danos 

peroxidativos no plasmalema também levam ao extravazamento do conteúdo celular e dissecação 

rápida, enquanto que danos em membranas intracelulares podem afetar a atividade respiratória na 

mitocôndria, causar falência nos pigmentos, e causar perda da habilidade de fixar carbono nos 

cloroplastos (SCANDALIOS, 1993). 

A indução de peroxidação lipídica é um dos efeitos mais danosos das EAOs e um 

indicativo de sua produção, devido sua reação com ácidos graxos insaturados, causando a 

peroxidação de lipídios de membranas essenciais do plasmalema ou de organelas intracelulares 

(SCANDALIOS, 1993). Foi reportado que a peroxidação lipídica é um efeito primário da toxidez 

dos metais que pode iniciar antes do aparecimento de qualquer sintoma visível de toxidez 

(BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001).  

As substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) são compostas de diversos 

produtos finais de baixo peso molecular formados via decomposição de certos produtos primários 

e secundários da peroxidação lipídica. A análise da quantidade de TBARS é utilizada como um 

índice do estresse oxidativo (LIU et al., 1997). Aumentos nos níveis de TBARS, seguido da 

exposição ao Cd foi observado em Pisum sativum (SANDALIO et al., 2001), Brassica juncea 

(SINGH; TEWARI, 2003), Arabidopsis thaliana (CHO; SEO, 2005), Oriza sativa (HASSAN et 

al., 2005), Hordeum vulgare (WU; ZHANG; DOMINY, 2003), Phaseolus vulgaris (CHAOUI et 

al., 1997) e Helianthus annuus (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1996) e ao Ni em A. 

thaliana, Thlaspi goensigense (FREEMAN et al., 2004), Hydrilla verticillata (SINHA; 

PANDEY, 2003), raízes de Zea mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e parte 

aérea (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998), raízes e parte aérea de Cajanus cajan 
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(RAO; SRESTY, 2000) e raízes de Triticum aestivum (PANDOLFINI; GABBRIELLI; 

COMPARINI, 1992). 

A exposição de plantas de A. thaliana a baixos níveis de MDA, principal componente das 

TBARS (LIU et al., 1997), induziu poderosamente muitos genes em um sistema “microarray”, 

parcialmente em direção daqueles implicados em estresses abióticos ou ambientais (ex. ROF1 e 

XERO2). Em contraste, nenhum dos genes relacionados a patógenos testados responderam ao 

MDA (WEBER et al., 2004). Portanto, mudanças na concentração e/ou localização de MDA não 

ligado in vivo pode afetar fortemente a transcrição relacionada a estresse (WEBER et al., 2004).  

O O2, apesar de essencial para a existência e sobrevivência da vida aeróbica, pode gerar 

estresse oxidativo, devido a uma variedade de mudanças fisiológicas. Estas mudanças devem ser 

maiores nas plantas em relação a outros eucariotos devido ao seu estilo de vida estacionário, sob 

ambientes variando constantemente e porque plantas consomem O2 durante a respiração e geram 

durante a fotossíntese. Além disso, entre todos os organismos, a concentração de O2 é maior nas 

plantas, o que sujeita as plantas a produção potencialmente maior de EAOs e consequentemente, 

de danos oxidativos (SCANDALIOS, 1993). 

Apesar dos organismos aeróbicos disporem de vantagens energéticas significativas 

utilizando o oxigênio molecular como um oxidante terminal na respiração, a presença do 

oxigênio no ambiente celular constitui-se numa ameaça oxidativa constante às suas próprias 

estruturas e processos, devido ao seu potencial de agir como redutor parcial e assim formar as 

EAOs (MALLICK; MOHN, 2000), que podem se tornar altamente destrutivas para células e 

tecidos se sua produção não for estritamente controlada (RICE-EVANS; DIPLOCK; SYMONS, 

1991). Assim, a formação de EAOs é uma consequência inevitável do metabolismo dos 

organismos aeróbicos (ANGELOVA; PASHOVA; SLOKOSKA, 2000) e provocam estresse 

oxidativo devido à sua ação tóxica e mutagênica sobre as células (ANGELOVA; PASHOVA; 

SLOKOSKA, 2000; MALLICK; MOHN, 2000). Os íons dos metais pesados são capazes de 

causar danos oxidativos tanto diretamente, agindo como redutores e assim produzindo as EAOs, 

como indiretamente, inativando o sistema antioxidante da célula (MANNAZZU et al., 2000). 
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1.4 Resposta das plantas ao estresse 

 

O conceito de estresse em plantas pode ser definido como uma condição desfavorável ou 

substância que afeta ou bloqueia o metabolismo, o crescimento, ou o desenvolvimento. Há uma 

diferença entre os efeitos de estresses de longo e curto período, assim como entre eventos de 

baixo estresse, que pode ser parcialmente compensado por aclimatação, adaptação e mecanismos 

de reparo e eventos de estresse alto ou crônico, que podem causar danos consideráveis e devem 

eventualmente, levar a morte celular e da planta (LICHTENTHALER, 1996). Antes da exposição 

ao estresse, assume-se que as plantas estão em certas condições padrões, que são ótimas dentro 

dos limites ajustados para o cultivo, condições luminosas e suplementos minerais do ambiente.  

Três fases distintas entre as respostas das plantas a estresses foram sugeridas por Larcher 

(1987), nas quais uma quarta foi adicionada por Lichtenthaler e Rinderle (1988): 

¾ Fase de Resposta (início do estresse): reação de alarme ou síndrome geral de 

alarme (SGA) (desvio da normalidade funcional, declíneo da vitalidade e 

processos catabólicos excedendo anabolismo); 

¾ Fase de Restituição (continuação do estresse): estágio da resistência (processos de 

adaptação, reparo e reativação); 

¾ Fase Final (estresse de longo período): estágio da exaustão (intensidade do 

estresse muito alta, sobrecarregando a capacidade de adaptação, levando a doença 

crônica ou morte celular); 

¾ Fase de Regeneração: regeneração parcial ou completa das funções fisiológicas 

quando o estressor é removido e os danos não são muito altos. 

No início do estresse quando as plantas são inesperadamente confrontadas com uma 

situação crítica, com um consequente declínio de muitas funções fisiológicas, as vias 

metabólicas, processos de reparo e metabolismo de longo período são ativados, e as adaptações 

morfológicas da SGA (McKERSIE; LESHEM, 1994), que deve também induzir a síndrome de 

aclimatação geral ou síndrome de adaptação geral. Então, a SGA parece representar um esforço 

generalizado do organismo para se adaptar as novas condições (LESHEM; KUIPER, 1996). Em 

tecidos afetados pelo estresse, desenvolve-se a síndrome de adaptação local (SLA), que tem uma 

interação restrita com a SGA e sinais químicos de alarme estão sendo enviado por tecidos 
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estressados, induzindo hormônios adaptativos. Plantas sob estresse de drogas apresentam uma 

reação de SLA que levam a SGA (DAVIES; ZHANG, 1991). 

Os  mecanismos que conferem resistência a íons de metais tóxicos em plantas inclui: 

evitar fisicamente áreas contaminadas, exudação de agentes complexantes na rizosfera, ligação na 

parede celular, efluxo dos íons metálicos do simplasma, prevenção da translocação dos íons 

metálicos para a parte aérea, complexação com vários ligantes no simplasma, transporte dos 

complexos metal-ligante para o interior do vacúolo, estocagem dos íons metálicos no vacúolo 

pela complexação com ligantes vacuolares e formação de enzimas de resistência a metais para 

minimizar a injúria causada pela toxidez (PRASAD, 1995). 

Devido aos diferentes processos metabólicos descritos anteriormente que podem produzir 

EAOs, aumentados pelo estresse de metais pesados, vários mecanismos de defesas tem emergido. 

Estes sistemas de defesa podem remover, neutralizar ou limpar oxi-radicais e seus intermediários. 

As plantas tem desenvolvido muitos mecanismos para prevenir ou amenizar os danos que as 

EAOs podem causar danos em diferentes tecidos (FOYER; NOCTOR, 2003). 

 

1.5 Mecanismos de defesa antioxidante 

 

A primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo em plantas é evitar a produção de 

EAOs. Dessa forma, na mitocôndria vegetal a cadeia transportadora de elétrons é adequadamente 

oxidada mantendo o balanço entre a disponibilidade de substrato e o requerimento de ATP, assim 

como a ativação de oxidases alternativas, proteínas de despareamento e NAD(P)H 

desidrogenases insensíveis a rotenona (MOLLER, 2001). Uma vez formadas, as EAOs devem ser 

desintoxicados tão eficientemente quanto for possível, para minimizar a danificação, portanto, os 

mecanismos de desintoxicação constituem a segunda linha de defesa contra os efeitos deletérios 

das EAOs (MOLLER, 2001). O termo antioxidante descreve qualquer componente capaz de 

neutralizar as EAOs sem sua conversão a radicais destrutivos. As enzimas antioxidantes são 

consideradas todas aquelas que tanto catalizam tais reações quanto as que são envolvidas no 

processamento direto das EAOs. Portanto, a função dos antioxidantes e das enzimas 

antioxidantes é interromper as cascatas de oxidação descontroladas (NOCTOR; FOYER, 1998). 

Finalmente, a terceira linha de defesa contra as EAOs é o reparo dos danos causados (MOLLER, 

2001). 
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1.5.1. Sistema antioxidante não enzimático 

 

O sistema antioxidante não enzimático da célula vegetal é essencialmente composto de 

relativamente altas concentrações de ascorbato, glutationa e α-tocoferol, que são eficientes 

consumidores de oxiradicais (BOWLER et al., 1992). O ascorbato é um antioxidante principal  

que reage com as EAOs (SMIRNOFF; CONKLIN; LOEWUS, 2001). A glutationa (GSH), é 

outro importante agente redox na maioria das células aeróbicas, e desempenha uma rota 

importante em funções fisiológicas, incluindo a regulação redox, conjugação de metabólicos, 

desintoxicação de xenobióticos e homeostase e sinalização celular que engatilha as respostas 

adaptativas. Estas funções dependem da concentração e/ou estado redox da GSH foliar 

(NOCTOR et al., 2002). 

Todas as plantas podem sintetizar o ascorbato, que pode ser acumulado em tecidos 

fotossintéticos e não fotossintéticos. O ascorbato é um antioxidante primário principal, reagindo 

diretamente com •OH, O2
•- e O2

1. O ascorbato é também um poderoso antioxidante secundário, 

reduzindo a forma oxidada do α-tocoferol, um importante antioxidante em fases não aquosas. Em 

adição a sua importância no ciclo ascorbato-glutationa, o ascorbato desempenha um papel na 

preservação da atividade de enzimas que contém íons metálicos prostéticos de transição 

(NOCTOR; FOYER, 1998). O sistema redox do ascorbato consiste de L-ascorbato, 

monodehidroascorbato (MDHA) e dehidroascorbato (DHA). Ambas formas oxidadas do 

ascorbato são instáveis em ambientes aquosos (SMIRNOFF; CONKLIN; LOEWUS, 2001) e elas 

podem ser catabolizadas a produtos de dois e quatro carbonos tais como o oxalato e o tartarato, 

que são acumulados em altas concentrações (LOEWUS, 1988). 

O tripeptídeo GSH (γ-glutamilcisteinilglicina) é a maior fonte de tiol não proteico na 

maioria das células vegetais (XIANG; OLIVER, 1998). A GSH é envolvida em muitas rotas 

importantes (NOCTOR; FOYER, 1998), que inclui a principal rota no transporte sulfúrico, que 

regula a translocação do sulfato na raiz (CREISSEN; EDWARDS; MULLINEAUX, 1994), e 

uma rota central nos mecanismos de defesa das plantas. A GSH é também o substrato para a 

glutationa S-transferase, permitindo a neutralização de xenobióticos potencialmente tóxicos 

(BECK et al., 2003). Além disso, a GSH tem uma função importante na remoção do H2O2 das 

células vegetais, via ciclo ascorbato-glutationa. Em adição a seus efeitos na expressão de genes 
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de defesa, a GSH deve também estar envolvida no controle redox na divisão celular (NOCTOR; 

FOYER, 1998). 

A rota da síntese da GSH foi elucidada e aparenta ser comum a todos os organismos que 

contém GSH (NOCTOR; FOYER, 1998). A GSH é sintetizada do glutamato, cisteína e glicina 

por uma reação em dois passos dependentes de ATP. A primeira reação forma γ-glutamilcysteina 

(γ-EC) do glutamato e cisteína pela enzima γ-glutamilcisteina sintase (γ-ECS), que é codificada 

pelo gene gsh1. A GSH é então sintetizada pela ligação da γ-EC e glicina em uma reação 

catalizada pela enzima GSH sintase (GS), que é codificada pelo gene gsh2 (XIANG; OLIVER, 

1998).  

A GSH pode ser sintetizada no citosol, cloroplasto e mitocôndria (MORAN et al., 2000) e 

a concentração celular pode variar consideravelmente entre espécies e em diferentes órgãos ou 

estágios de desenvolvimento na mesma planta (NOCTOR; FOYER, 1998). Os cloroplastos 

contém altas quantidades de GSH devido seu papel no ciclo ascorbato-glutationa (CREISSEN; 

EDWARDS; MULLINEAUX, 1994). 

Quando a GSH é oxidada como parte de sua atividade antioxidante, ela forma glutationa 

dissulfeto (GSSG), a forma oxidada da GSH (XIANG; OLIVER, 1998). Em resposta ao estresse, 

as plantas podem aumentar a atividade as enzimas da biossíntese de GSH (VERNOUX et al., 

2000) e os níveis de GSH (NOCTOR et al., 2002). A síntese da GSH deve também ser 

estimulada pela indução das enzimas envolvidads na translocação e redução do sulfato (HEISS et 

al., 1999). A modulação do conteúdo de GSH transmite informações sobre diversos mecanismos 

de sinalização que inclui a liberação do Ca2+ ao citosol e o estabelecimento de um potencial 

redox apropriado para o intercâmbio tiol/dissulfeto (GOMEZ et al., 2004). Estes resultados 

suportam a idéia que a concentração de GSH é controlada em múltiplos níveis.  

A síntese de GSH é aumentada com a elevação da concentração de cisteína, sendo o passo 

limitante para a síntese de GSH (GOLDSBROUGH, 1998; NOCTOR; FOYER, 1998).Outro 

controle fundamental da síntese de GSH é a inibição da γ-ECS pela GSH. Estudos in vitro com as 

enzimas de células de Nicotiana tabacum e salsa demonstraram que a γ-ECS vegetal foi inibida 

pela GSH (NOCTOR; FOYER, 1998).  

Sob condições estressantes, a oxidação da GSH a GSSG, ou a síntese de fitoquelatina 

poderia diminuir a concentração de GSH e então estimular a atividade da γ-ECS (NOCTOR; 

FOYER, 1998). Células de Licopersicum esculentum resistente ao Cd contendo níveis de GSH 
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aumentados demonstraram possuir atividades duas vezes maiores de γ-ECS. A exposição de 

raízes ou células cultivadas ao Cd resultou em uma taxa aumentada da síntese de GSH e 

concomitante acréscimos nas atividades de γ-ECS e GS (NOCTOR; FOYER, 1998). 

O Cd pode ser desintoxificado em plantas por uma família de peptídeos ricos em enxofre 

denominados fitoquelatinas (PCs) que são hábeis em complexar o Cd e outros metais pesados 

(COBBETT, 2000). A quelação do Cd por PCs é importante para evitar o acúmulo de íons de Cd 

livres dentro da célula vegetal, prevenindo portanto sua toxidez. No vacúolo, os complexos Cd-

PCs se dissociam e liberam o Cd que pode ser complexado por ácidos orgânicos vacuolares. O 

vacúolo é o maior depósito de Cd dentro da célula vegetal, evitando assim a ação tóxica destes 

metais em outros compartimentos celulares (KROTZ; EVANGELOU; WAGNER, 1989). Os 

íons de Cd livre podem também entrar no vacúolo por meio de um sistema transportador 

Cd2+/2H+ (GRIES; WAGNER, 1998) 

Por outro lado, o Ni induz a produção de PCs, mas a complexação de metais com PCs foi 

apenas demonstrada para Cu, Pb e Cd (KUKKOLA; RAUTIO; HUTTUNEN, 2000). Além disso, 

plantas naturalmente tolerantes a metais não elevam a produção de fitoquelatinas como parte de 

sua defesa contra o Ni (FREEMAN et al., 2004). Entretanto, o Ni pode formar complexo estável 

com GSH (RAO; SRESTY, 2000), histidina (INGLE et al., 2005), ácidos orgânicos (FREEMAN 

et al., 2004) e possivelmente com proteínas de ligação específicas ao metal (SAMANTARAY; 

ROUT;  DAS, 2001), podendo então ser sequestrado no vacúolo, que é o maior depósito de Ni na 

célula vegetal (KRAMER et al., 2000), reduzindo a quantidade de íons livres dentro de outros 

compartimentos celulares, contribuindo para a tolerância ao Ni. 

A estrutura química das PCs sugere que elas não são formadas como resultado direto da 

expressão de um gene de tolerância a metais, mas sim um produto de uma cadeia biossíntética 

(COBBETT, 2000). Os peptídeos são estruturalmente relacionados a GSH e contém um número 

variado (normalmente 2 a 5) de glutamato e cisteína, ligados através do grupo γ-carboxil do 

glutamato. A síntese das PCs pode ser induzida muito rapidamente em células de culturas de 

tecidos e raízes, e é acompanhada pela queda na concentração de GSH, seguido da adição de Cd e 

outros metais pesados (GRILL; WINNACKER; ZENK, 1987) (Figura 1). 

A fitoquelatina sintase (PCS) foi caracterizada como uma específica γ-glutamil cysteina 

dipeptidil transpeptidase (EC 2.3.2.15) (VATAMANIUK et al., 2004), que conduz a conversão 

de GSH a PCs, e foi demonstrado que ela é estimulada pelo Cd (COBBETT, 2000), evidenciando 
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outra importante função da GSH na defesa contra a toxidez dos metais pesados. (COBBETT; 

GOLDSBROUGH, 2002). A. thaliana mutantes cad2 faltando γ-glutamilcisteina sintase são 

sensíveis ao Cd e são desabilitadas a sintetizar GSH, enquanto cad1 mutantes faltando PCS são 

sensíveis ao Cd e acumulam GSH (HOWDEN et al., 1995; COBBETT, 1998). 

Em animais, cianobactéria e fungos, os metais pesados podem ser complexados e 

desentoxificados por metalotioneínas, um grupo de peptídeos ricos em cisteína (cerca de 30%), 

codificados por genes (DI TOPPI; GABBRIELLI, 1999). As metalotioneínas não são tipicamente 

relacionadas a espécies vegetais. Entretanto, em A. thaliana duas metalotioneínas induzidas por 

Cu foram isoladas utilizando anticorpos policlonais (MURPHY et al., 1997). 

A cisteína, hidroquinonas, manitol, vitamina E, alguns alcalóide e β-caroteno, são também 

importantes antioxidantes. Os carotenóides, que são componentes essenciais das membranas do 

tilacóide, podem neutralizar eficientemente o estado excitado da clorofila e/ou O2
1 

(SCANDALIOS, 1993). Em contraste ao ascorbato e GSH, a desintoxicação das EAOs em 

plantas por flavonóides e carotenóides não foi investigada em maiores detalhes. Em A. thaliana, a 

overexpressão da β-caroteno hidroxilase leva a quantidades aumentadas de xantofila no 

cloroplasto e resulta na tolerância ao estresse oxidativo induzido pela alta luminosidade 

(DAVISON; HUNTER; HORTON, 2002). Além disso, o nível de clorofila e o total de 

carotenóides é postulado como um indicador da toxidez de metais pesados para vegetais 

superiores (KRUPA; BARANOWSKA; ORZOT, 1996). 

As antocianinas são consideradas importantes para atenuar a injúria fotooxidativa nas 

folhas, pela proteção dos cloroplastos do excesso de alta energia de quanta e limpeza das EAOs 

(NEILL; GOULD, 2003). De acordo com Neill e Gould (2003), as antocianinas oferecem 

proteção efetiva e versátil sem comprometimento significante da fotossíntese, como observado 

em Lactuca sativa. Krupa; Baranowska e Orzot (1996) demonstraram utilizando as primeiras 

folhas de plântulas de centeio, que o efeito de Cd, Ni, Pb e Zn no conteúdo de antocianina não é 

diretamente relacionado a toxidez individual do metal, uma vez que menos antocianina foi 

acumulada seguido do tratamento com metais mais tóxicos.  
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1.5.2 Sistema antioxidante enzimático 

 

A destruição eficiente do O2
•- e H2O2 requer a ação de diversas enzimas antioxidantes 

atuando em sincronia. Os principais mecanismos de limpeza das EAOs incluem as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), dehidroascorbato 

redutase (DHAR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), glutationa redutase (GR), 

glutationa peroxidase (GPX) e guaiacol peroxidase (GOPX). Em condições de estresse, as EAOs 

podem se acumular nos tecidos resultando na alteração da atividade destas enzimas (CREISSEN; 

EDWARDS; MULLINEAUX, 1994), que são responsáveis pela proteção antioxidante e 

preservação da integridade da célula (LAGRIFFOUL et al., 1998). 

 Os níveis de estresse oxidativo celular são determinados pelas quantidades de O2
•-, H2O2, 

e radicais •OH. O H2O2 pode ser diretamente metabolizado pelas peroxidases, particularmente 

aquelas da parede celular e pela CAT nos peroxissomos (POLIDOROS; SCANDALIOS, 1999). 

No cloroplasto, o O2
•- é convertido pela SOD a H2O2, que é então desentoxificado a H2O e O2 

pelo ciclo ascorbato-glutationa, que envolve a ação de diversas enzimas, incluindo a GR 

(NOCTOR et al., 2002). Em adição, alguns sistemas alternativos canalizadores de elétrons nas 

cadeias transportadoras de elétrons dos cloroplastos e mitocôndrias, podem reduzir a produção de 

EAOs através de oxidases alternativas (AOXs) que reduzem O2 a água (MAXWELL; WANG; 

McINTOSH, 1999). 

A atividade e expressão de genes codificadores de enzimas antioxidantes foram alterados 

em algumas plantas, quando sujeitas a condições ambientais como estresse por baixas 

temperaturas (PINHERO et al., 1997), intensidade luminosa (WILLEKENS et al., 1994), estresse 

salino (FADZILLAH et al., 1997), patógenos (WILLIAMSON; SCANDALIOS, 1992), 

herbicidas (DONAHUE et al., 1997) e diversos gases poluentes (VAN CAMP et al., 1994; 

CONKLIN; LAST, 1995; TORSETHAUGEN et al., 1997; AZEVEDO et al., 1998). 

As respostas dos antioxidantes aos metais pesados, incluindo estresse oxidativo, forneceu 

resultados variados e controversos (SCHÜTZENDÜBEL et al., 2001; PINTO et al., 2003) por 

três razões (GRATÃO et al., 2005): 

¾ Os metais pesados exercem diferentes mecanismos de indução de estresse. 

¾ O sistema antioxidante é compartimentalizado e consequentemente existem 

diferenças entre as diferentes respostas de organelas, células e tecidos.  
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¾ A desintoxicação e complexação dos metais pesados pode reduzir seu efeito 

estimulatório no estresse oxidativo. 

As numerosas fontes de EAOs e um sistema antioxidante complexo, fornecem a 

flexibilidade necessária para o metabolismo antioxidativo. Dados os mecanismos utilizados pelas 

plantas para desintoxicar as EAOs, é claramente importante estabelecer se a exposição de plantas 

a metais pesados causa um efeito estimulatório ou inibidor nas enzimas envolvidas no processo 

de desintoxicação. Um tanto suspreendente, o número limitado de experimentos que foram 

conduzidos com este objetivo, tem frequentemente produzido resultados contraditórios. 

As principais vias de limpeza das EAOs em plantas (Figura 1) são:  

¾ Ciclo água-água nos cloroplastos que inclui a SOD.  

¾ Ciclo ascorbato-glutationa nos cloroplastos, citosol, mitocôndria, apoplasto e 

peroxissomos. 

¾ CAT nos peroxissomos.  

Os mecanismos compensatórios são induzidos se o balanço das enzimas de limpeza é 

modificado. Quando a atividade da CAT é reduzida em plantas, outras enzimas limpadoras de 

EAOs como a APX, GPX e AOX mitocondrial mostraram ter atividade aumentada 

(YOSHIMURA et al., 2000). 

Cloroplastos intactos fotoreduzem O2 sem acúmulo de H2O2 na ausência de CAT. Estes 

resultados indicam que os cloroplastos possuem um sistema para reduzir O2 a água utilizando 

elétrons derivados da água, através do ciclo água-água (Figura 1). A estequiometria da evolução 

do O2 na ausência da CAT nos cloroplastos, indica que o H2O2 derivado do O2
•- fotogerado no 

PSI é reduzido a água via a reação da peroxidase, utilizando o redutor gerado no PSI como 

doador de elétrons. A ocorrência de uma peroxidase específica ao ascorbato nos cloroplastos de 

espinafre, e a dehidroascorbato redutase (DHAR) indicou que o doador de elétrons para esta 

peroxidase é o ascorbato (ASADA, 1999). 

O ciclo água-água é composto das seguintes reações (ASADA, 1999): 

¾ Fotooxidação da água no PSII [form. (2)]. 

¾ Fotoredução do O2 no PSI [form. (3)]. 

¾ Dismutação do O2
•- catalizada pela SOD [form. (4)]. 

¾ Redução do H2O2 pelo ascorbato catalizada pela APX [form. (5)]. 

¾ Redução do ascorbato oxidado [form. (6)]. 
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(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

 

A função mais importante deste ciclo é a limpeza do O2
•- e H2O2 no local de sua geração, 

diminuindo seus tempos de vida para reprimir a produção de •OH e sua interação com moléculas 

alvo. Além disso, o ciclo água-água pode dissipar o excesso de energia de excitação sob estresse 

ambiental (ASADA, 1999). 

O ciclo ascorbato-glutationa, também chamado ciclo Halliwell-Foyer-Asada (Figura 1), é 

uma via eficiente das células vegetais se desfazer do H2O2, em certos compartimentos celulares 

onde este metabólico é produzido e a CAT não está presente (DEL RIO et al., 2002). Este ciclo 

utiliza os antioxidantes não enzimáticos ascorbato e GSH, em uma série de reações catalisadas 

por quatro enzimas antioxidantes: APX, MDHAR ou DHAR e GR (FOYER et al., 1997). A APX 

utiliza duas moléculas de ascorbato para reduzir H2O2 a água, com a concomitante geração de 

duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA). A MDHAR utiliza uma molécula de 

NAD(P)H para reduzir o MDHA a ascorbato. O MDHA é uma molécula com um tempo de vida 

curto, e se não reduzido rapidamente, é desproporcionado a ascorbato e dehidroascorbato (DHA). 

A DHAR utiliza duas moléculas de GSH para reduzir o DHAR a ascorbato, com a geração de 

uma molécula de GSSG. Finalmente, a GR cataliza a redução do GSSG a GSH, utilizando 

NADPH como agente redutor (NOCTOR; FOYER, 1998). 

A ausência da CAT nos cloroplastos exclui esta rota na proteção das enzimas do ciclo de 

Calvin. A mitocôndria aparentemente não possui as enzimas para a síntese de GSH e, portanto, 

deve inportar GSH do citosol (MOLLER, 2001). Durantes ambos estresses biótico e abiótico, a 

mitocôndria pode ser danificada pelo estresse oxidativo, pois ela é muito suscetível a inibição da 

função oxidativa (MOLLER, 2001, MILLAR et al., 2003), sendo protegida pelo ciclo ascorbato-

glutationa. O ciclo ascorbato-glutationa foi também demonstrado no citosol e peroxissomos 

(DEL RIO et al., 2002). 

2 H2O → 4 [e-] + 4 H+ + O2 

2 O2 + 2 [e-] → 2 O2
•- 

2 O2
•- + 2 H+ → H2O2 + O2 

H2O2 + 2 ascorbato (ou 1 ascorbato) → 2 H2O + 2 MDA (ou DHA) 

2 MDA (ou DHA) + 2 [e-] + 2 H+ → 2 ascorbato (ou 1 ascorbato) 
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Figura 1 - Cadeia de limpeza das EAOs: (A) ciclo ascorbato-glutationa, (B) ciclo água-água, (C) CAT, (D) 

mecanismos envolvidos na quelação de Cd e Ni 

 

 

H2O2 

H2O 

 Ascorbato

 APX

O2
-

H2O2 

A

B 

C 

D 

NADP+ 

 GR 
2GSH

GSSG DHA 

MDA 

NAD(P)+

NAD(P)H 

NADPH

Ascorbato 

 DHAR

 MDAR

 SOD 
PSIe-H2O 

H2O2 

O2

 CAT 

NAD(P)H 

NAD(P)+ 

GSSG

GSH
  GR

  Cisteína + Glutamato 

GSH

                         γ-EC 

PCs

+

+

PC + Cd

  Cd

 PCS

γ-ECS

 GS 

  Ni

GSH + Ni



 

 

33
 

1.5.2.1. Superóxido dismutase (SOD) 

 

A Superóxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi inicialmente isolada por Mann e Keilin 

em 1938 de sangue bovino, como uma proteína verde cuja função biológica foi creditada a 

estocagem de Cu. Ao longo dos anos, a enzima teve referências variadas com sendo 

eritrocupreina, indofenol oxidase e tetrazolio oxidase (SCANDALIOS, 1993). A função catalítica 

da SOD foi descoberta por McCord e Fridovich em 1969, com uma proteína Cu/Zn de eritrócitos 

bovinos. Proteínas similares a proteína Cu/Zn com atividade de SOD foram subsequentemente 

isoladas de várias fontes eucarióticas. Proteínas contendo Mn com atividade de SOD foram 

encontradas em procariotos e na mitocôndria de eucariotos e depois, proteínas com Fe de 

Escherichia coli e algas demonstraram possuir atividade de SOD (OLMOS et al., 2003). 

Recentemente, uma classe completamente distinta de SOD que contém Ni (Ni-SOD) foi 

descoberta em Streptomyces e cyanobacteria (BARONDEAU et al., 2004). As enzimas SOD são 

ubiquas, sendo vastamente distribuídas entre organismos consumidores de O2, anaeróbios 

aerotolerantes, e alguns anaeróbios obrigatórios (OLMOS et al., 2003). 

As SODs são consideradas a primeira linha de defesa contra O2
•- e seus produtos de 

reação são H2O2 e O2 (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). Entre os mecanismos 

enzimáticos, a dismutação do O2
•- pela SOD tem sido estudada extensivamente (MILONE et al., 

2003). Nenhuma enzima que faz a redução do O2
•- a H2O2 ou a oxidação do O2

•- a O2 foi 

encontrada até o momento, tanto em plantas quanto em outros organismos (APEL; HIRT, 2004). 

Portanto, a enzima SOD é a única cuja atividade determina a concentração de O2
•- e H2O2, os 

dois substratos da reação de Haber-Weiss, sendo portanto central no mecanismo de defesa, 

prevenindo deste modo a formação do radical •OH (LEÓN et al., 2002). 

O ciclo catalítico da SOD para a dismutação do O2
•- é mostrado abaixo [form. (7 e 8)], 

onde a SOD-Cu(II) e SOD-Cu(I) representam as enzimas oxidada e reduzida, respectivamente. 

 

(7) 

(8) 

 

Três classes de SOD foram reportadas em plantas, que foram classificadas de acordo com 

seu co-fator metálico, manganês (Mn), cobre/zinco (Cu/Zn) ou ferro (Fe) (AZEVEDO et al., 

SOD-Cu(II) + O2
•- → SOD-Cu(I) + O2 

SOD-Cu(I) + O2
•- → SOD-Cu(II) + H2O2
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1998). A Mn-SOD é localizada na mitocôndria, apesar dela ter sido reportada nos cloroplastos de 

algumas plantas (AZEVEDO et al., 1998), enquanto que a Fe-SOD, apesar de observada em um 

número mais limitado de espécies vegetais, é associado aos cloroplastos (VITORIA; LEA; 

AZEVEDO, 2001). Já as abundantes Cu/Zn-SODs são geralmente encontradas no citosol de 

células eucarióticas e cloroplastos (AZEVEDO et al., 1998). A SOD cloroplástica é geralmente a 

SOD mais abundante nas folhas verdes, ao mesmo tempo que em plântulas e material etiolado, as 

SODs citoplásmicas e mitocondriais prevalecem. Esta distribuição presumivelmente reflete 

mudanças ocorridas nos locais subcelulares de formação dos oxiradicais, ou seja, quando as 

reações fotossintéticas tornanm-se dominantes no metabolismo celular, necessita-se de um 

aumento na SOD cloroplastidial (BOWLER et al., 1994). A presença das isoformas Mn-SOD e 

Cu/Zn-SOD em peroxissomos vegetais isolados foram reportadas em Pisum sativum e outras 

espécies vegetais (DEL RIO et al., 2002). 

As SODs são enzimas diméricas com duas subunidades idênticas (CHEN; LIU, 1996). A 

Cu/Zn-SOD é um homodímero e contém um átomo de Cu e um de Zn em cada subunidade. A 

Cu/Zn-SOD é uma enzima estável que é resistente a estresse desnaturantes incluindo 

temperaturas de até 80°C devido a sua estrutura β-barril, com uma baixa quantidade de 

formações α-hélice. A Fe-SOD não é tão termoestável quanto a Cu/Zn-SOD, mas é estável até 

50°C (ASADA, 1999). Dados de sequências sugerem que os três tipos de SOD caem em famílias 

filogenéticas. As Fe-SODs e Mn-SODs são muito relacionadas na estrutura protéica e outras 

características químicas, mas não são relacionadas a Cu/Zn-SODs. Portanto, a Fe-SOD e Mn-

SOD devem estar envolvidas a um ancestral comum, enquanto que a Cu/Zn-SOD evoluiu 

independentemente e mais recentemente (CHEN; LIU, 1996). 

Ambas Cu/Zn-SOD e Fe-SOD são inativadas pelo H2O2, mas a Mn-SOD não é. Esta 

inativação é devido a geração de radical hidroxil no centro de reação da enzima, após a reação 

reversa do ciclo catalítico. O radical hidroxil gerado oxida o resíduo de His ligada ao metal a 2-

oxohistidina, resultando em inibição irreversível (ASADA, 1999). Além disso, a Cu/Zn-SOD é 

inibida reversivelmente pelo KCN, enquanto que as outras enzimas não são (MALLICK; MOHN, 

2000). Este padrão de inativação é utilizado na classificação das diferentes isoenzimas da SOD. 

Ao contrário da maioria de outros organismos, plantas contém múltiplas formas 

enzimáticas (isoenzimas) de SOD. A existência das isoenzimas de SOD, suas localizações dentro 

da célula, tecidos ou organelas, e qualquer mudança que elas devam sofrer durante o 
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desenvolvimento, ou em resposta a vários sinais, implica em rotas metabólicas separadas para 

cada isoenzima de SOD (SCANDALIOS, 1993). O número de izoensimas de cada tipo de SOD 

varia muito de planta para planta, assim como a abundância relativa de cada uma. Todas as 

isoenzimas aparentam ser codificadas pelo núcleo e, quando necessário, são transportadas aos 

seus locais nas organelas por meio de sequências alvo amino terminais (BOWLER et al., 1992).  

Nove genes nucleares (Sod1, Sod2, Sod3.1, Sod3.2, Sod3.3, Sod3.4, Sod4, Sod4A and 

Sod5) codificam as correspondentes isoenzimas de SOD diferencialmente compartimentalizadas: 

SOD-1 (cloroplastidial), todas as SOD-3 (mitocondrial), e SOD-2, SOD-4, SOD-4A e SOD-5 

(citossólicas) (ACEVEDO; SCANDALIOS, 1996; KLIEBENSTEIN; MONDE; LAST, 1998). A 

regulação dos genes de SOD também aparentam ser muito sensíveis a estresses ambientais, 

presumivelmente como uma consequência do aumento de formação de EAOs (BOWLER et al., 

1992). É concebível que altos níveis de estresse oxidativo devem resultar em alta degradação da 

proteína SOD, resultando no requerimento de nova síntese de enzima SOD para manter níveis de 

SOD suficientemente altos para a proteção efetiva (SCANDALIOS, 1993). A ubiquidade do O2
•- 

e H2O2 sugere que eles próprios não direcionam os diversos perfis da expressão gênica da SOD 

(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). 

As células mantém um balanço delicado entre as taxas de geração e remoção do O2
•-. Para 

tal balanço, os organismos envolvem mecanismos regulatórios elaborados para controlar a síntese 

das SODs em resposta a diferentes estímulos oxidativos (SCANDALIOS, 1993). A Mn-SOD 

mitocondrial responde a formação aumentada de oxiradical na mitocôndria, enquanto que a Fe-

SOD cloroplastidial responde a tal evento ocorrido nos cloroplastos e a Cu/Zn-SOD citossólica 

responde a reações localizadas no citosol. O efeito de um estresse particular na expressão gênica 

da SOD é provavelmente governado pela localização subcelular que o estresse oxidativo é gerado 

(BOWLER et al., 1992). Por exemplo, a superexpressão da Mn-SOD mitocondrial de Nicotiana 

plumbagnifolia em N. tabacum (BOWLER et al., 1991) e a overexpressão da Mn-SOD em Z. 

mays (KINGSTON-SMITH; FOYER, 2000), protegeu as plantas transgênicas produzidas de 

danos oxidativos.  

A resposta da atividade da SOD ao estresse de metais pesados varia consideravelmente 

dependendo da espécie vegetal, tecido, estágio de desenvolvimento e tempo de exposição 

(GRATÃO et al., 2005). A atividade da SOD foi maior em Alyssum bertolonii, uma planta 

hiperacumuladora de Ni, que em N. tabacum, tanto com Ni quanto sem Ni no meio de cultivo 



 

 

36
 

(BOOMINATHAN; DORAN,  2002).  A atividade da SOD em folhas de Raphanus sativus 

aumentou em resposta ao tratamento com Cd, enquanto nas raízes não houve variação 

significante da atividade (VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001). Além disso, a revelação da 

atividade da SOD em Glycine max identificou sete isoenzimas nas folhas e oito nas raízes 

(FERREIRA et al., 2002). 

Aumentos na atividade total da SOD foram detectadas após a aplicação de Cd em 

Solanum tuberosum (STROINSKI; KOZLOWSKA, 1997), H. vulgare (GUO et al., 2004), A. 

thaliana (SKORZYNSKA-POLIT; DRAZKIEWICZ; KRUPA, 2003), folhas de O. sativa (HSU; 

KAO, 2004) e plantas acumuladoras do gênero Alyssum (SCHICKLER; CASPI, 1999) e ao Ni na 

planta hiperacumuladora Alyssum maritimum (SCHICKLER; CASPI, 1999), na parte aérea de Z. 

mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998) e em C. cajan (RAO; SRESTY, 2000).  

A atividade da SOD não foi alterada pelo Cd em H. annuus (GALLEGO; BENAVÍDES; 

TOMARO, 1996, 1999). Similarmente, a SOD não foi afetada pelo Ni em N. tabacum 

(BOOMINATHAN; DORAN, 2002), Silene paradoxa (GONNELLI; GALARDI; 

GABBRIELLI, 2001), raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001).  

De outra forma, a atividade da SOD declinou em Amaranthus lividus 

(BHATTACHARJEE, 1998), Phragmitis australis (IANNELLI et al., 2002), H. annuus 

(GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1996), Capsicum annuum (LEÓN et al., 2002) e 

Populus x Canescens, um híbrido de Populus tremula x Populus alba (SCHÜTZENDÜBEL et 

al., 2002), devido a exposição ao Cd, sendo que a atividade da SOD também foi reduzida em 

resposta a exposição ao Ni em A. bertolonii (BOOMINATHAN; DORAN, 2002).  

Estes dados ressaltam a variação existente entre as espécies vegetais, da resposta da SOD 

em relação ao tratamento com os metais pesados Cd e Ni, evidenciando a necessidade de se fazer 

estudos abrangentes, buscando a relação entre dose destes metais e resposta das espécies vegetais 

de maior interesse. 

Uma vez que a ação da SOD resulta na formação de H2O2, ela está também intimamente 

ligada com a atividade da CAT e peroxidases, mantendo portanto a interação com estas e outras 

enzimas e antioxidantes, para garantir um balanço altamente otimizado, de forma a reduzir o 

risco de danos oxidativos. 
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1.5.2.2 Catalase (CAT) 

 

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é uma proteína tetramérica Fe porfirina que catalisa a 

conversão do H2O2 a água e O2 (FRUGOLI et al., 1996), abundante nos peroxissomos. A função 

da CAT no peroxissomo é metabolizar o H2O2 liberado em decorrência da conversão do glicolato 

a glioxalato durante a fotorrespiração (IGAMBERDIEV; LEA, 2002) e decompor o H2O2 

formado durante a β-oxidação de ácidos graxos nos glioxissomos de tecidos de estocagem de 

lipídeos (HOLTMAN et al., 1994). A CAT tem uma taxa catalítica máxima extremamente alta, 

mas uma baixa afinidade pelo substrato, uma vez que a reação requer o acesso simultâneo de 

duas moléculas de H2O2 no sítio ativo. Não há dúvida que a contribuição da CAT na proteção de 

organismos dos danos pelas EAOs é essencial (ZÁMOCKÝ; KOLLER, 1999). A CAT também 

protege a SOD contra a inativação por altos níveis de H2O2 (FRIDOVICH, 1995).  

Iniciamente, pensava-se que a principal função dos peroxissomos era a remoção pela CAT 

do H2O2 tóxico gerado por oxidases diferentes. Em anos recentes, foi demonstrado que os 

peroxissomos estão envolvidos em uma gama de importantes funções celulares em quase todas as 

células eucarióticas (DEL RIO et al., 2002). Em plantas, existem diversos tipos de peroxissomos 

que são especializados em certas funções metabólicas. Os glioxissomos são peroxissomos 

especializados de tecidos de estocagem de lipídeos, onde a CAT decompõe o H2O2 formado 

durante a β-oxidação de ácidos graxos (HOLTMAN et al., 1994). Os glioxissomos tem as 

enzimas do ciclo do glioxalato que convertem os lipídeos de reservas em açúcares, que são 

usados na germinação e crescimento da planta (DEL RIO et al., 2002). Peroxissomos não 

especializados são também encontrados em orgãos que não contém glioxissomos nem 

peroxissomos foliares. A proliferação rápida dos peroxissomos em plantas sob condições de 

estresse abiótico foi confirmada em folhas de P. sativum sujeitas ao Cd (ROMERO-PUERTAS et 

al., 1999; LOPEZ-HUERTAS, 2000). Além disso, a indução dos genes da biogênese dos 

peroxissomos (PEX) por H2O2 foi também demonstrada em células animais e vegetais, indicando 

que o H2O2 é a molécula sinalizadora que leva a proliferação dos peroxissomos (DEL RIO et al., 

2002). 

Três isoenzimas da CAT geneticamente distintas foram caracterizadas em plantas de Z. 

mays (SCANDALIOS et al., 1994), enquanto apenas duas foram identificadas em H. vulgare 

(SKADSEN; SCHULZE-LEFERT; HERBST, 1995). A CAT é codificada por uma família 
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multigênica em A. thaliana que inclui três genes codificando subunidades individuais CAT1, 

CAT2 e CAT3, que se associam para formar a princípio seis isoenzimas diferentes (FRUGOLI et 

al., 1996). Suspeita-se que devido as diferentes funções das catalases, muitas plantas contém 

múltiplas isoenzimas de CAT, de duas em H. vulgare (AZEVEDO et al., 1998) até 12 B. juncea 
(FRUGOLI et al., 1996). As isoenzimas da CAT tem sido estudadas extensivamente em vegetais 

superiores (POLIDOROS; SCANDALIOS, 1999). Uma classe específica da CAT é localizada 

nos tecidos vacuolares e deve estar envolvida na proteção contra estresses ambientais 

(WILLEKENS et al., 1994). As isoenzimas da CAT apresentaram ser reguladas temporariamente 

e espacialmente e devem responder diferencialmente a luz (WILLEKENS et al., 1994; 

SKADSEN; SCHULZE-LEFERT; HERBST, 1995).  

A CAT não é presente nos cloroplastos (ASADA, 1999). A CAT foi encontrada na matriz 

mitocondrial de coração de rato, mas ainda não foi identificada na mitrocôndria vegetal 

(MOLLER, 2001).  

A atividade da CAT mostrou ser variável na presença do Cd. A atividade da CAT 

declinou em folhas de girassol (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1996), P. vulgaris 

(CHAOUI et al., 1997), Phaseolus aureus (SHAW, 1995), Lemna minor (MOHAN; HOSETTI, 

1997), A. lividus (BHATTACHARJEE, 1998), G. max roots (BALESTRASSE  et al., 2001), P. 

australis (IANNELLI et al., 2002) e C. annuum (LEÓN et al., 2002) quando submetidas ao 

tratamento com Cd.  

De outra forma, a CAT aumentou consideravelmente em Agropyron repens (BREJ, 1998), 

H. annuus (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1999), nódulos G. max (BALESTRASSE et 

al., 2001), folhas de O. sativa (HSU; KAO, 2004), variedades tolerantes de S. tuberosum 

(STROINSKI; KOZLOWSKA, 1997), raízes de plântulas de R. sativus (VITORIA; LEA; 

AZEVEDO, 2001) e culturas de calos in vitro de Saccharum officinarum (FORNAZIER et al., 

2002b) tratados com Cd. Em outros casos, a atividade da CAT mostrou permanecer inalterada 

sob estresse de Cd em folhas de G. max (FERREIRA et al., 2002) e em caules de P. vulgaris, 

apesar da atividade da CAT reduzir nas raízes e folhas (CHAOUI et al., 1997).  

Linhagens de células tolerantes ao Ni de Echinochloa colona in vitro tiveram aumento na 

atividade da CAT e linhagens de células não tolerantes ao Ni de E. colona in vitro tiveram 

redução na atividade da CAT após exposição ao Ni (SAMANTARAY; ROUT;  DAS, 2001), 
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mostrando a variação genotípica da resistência ao Ni dentro da espécie e a respectiva correlação 

com a atividade da CAT. 

A elevação da atividade da CAT foi associada com a toxidez do Ni na hiperacumuladora 

T. goensigense (FREEMAN et al., 2004), em raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL 

FERJANI, 2001) e parte aérea (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998). Entretanto, a 

exposição ao Ni reduziu a atividade da CAT em C. cajan (RAO; SRESTY, 2000). A atividade da 

CAT não foi afetada pela presença de Ni em A. bertolonii e N. tabacum (BOOMINATHAN; 

DORAN, 2002). Estes dados demonstraram a variação e importância da CAT na resposta ao 

estresse oxidativo induzido pelo Cd e Ni. 

 

1.5.2.3 Ascorbato peroxidase (APX) 

 

O ascorbato é um composto vegetal chave envolvido na defesa contra danos oxidativos e 

fotooxidativos, através de sua ação como substrato para a degradação da H2O2 pela ascorbato 

peroxidase (APX, EC 1.11.1.11). Além disso, análises indicaram a importância da APX na 

remoção do H2O2 em tecidos fotossintéticos, quando tecidos verdes foram comparados com 

tecidos não verdes. A elucidação da localização celular e a função da APX citossólica em tecidos 

não fotossintéticos de tubérculos de S. tuberosum, demonstrou a função da rota da APX contra 

danos oxidativos em células não fotossintetizantes (ASADA, 1992). 

A APX é uma heme peroxidase com uma sequência de aminoácidos indicando que a APX  

pertence a mesma superfamília de heme-peroxidases (Classe I), como a citocromo C peroxidase 

(CPX). A APX ocorre também em mamíferos e é inibida por cianeto, azida, reagentes 

modificadores de tiol, hidroxiuréia, ρ-aminofenol, e tiols via um mecanismo suicida, enquanto 

que o elícitor ácido salicílico não inibe a atividade enzimática (ASADA, 1999).  

O ciclo catalítico da APX é um mecanismo peroxidase ping-pong. Na conversão do H2O2 

em H2O um intermediário de dois elétrons oxidado da APX é formado [form. (9)], que então 

oxida o ascorbato, sucessivamente produzindo duas moléculas de MDHA, sendo reduzida de 

novo [form. (10 e 11)] (ASADA, 1999). 
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(9) 

(10) 

(11) 

 

A APX e a CAT pertencem a duas diferentes classes de enzimas de limpeza do H2O2 

devido suas diferentes afinidades, com a APX tendo o Km na gama µM e a CAT na gama mM. 

Portanto, enquanto a APX seria responsável pela modulação refinada das EAOs para a 

sinalização, a CAT seria responsável pela remoção do excesso de EAOs gerado durante o estresse 

(MITTLER, 2002), entretanto deve-se considerar o papel da APX no combate ao estresse 

oxidativo gerado em compartimentos que não possuem a CAT, como os cloroplastos. O H2O2 

funciona como uma molécula sinalizadora em plantas e também está envolvido na regulação da 

expressão gênica por estresses abióticos (NEILL et al., 2002), evidenciando a importância da 

APX na modulação fina do H2O2. 

A família da peroxidase APX consiste a princípio de cinco isoformas diferentes (ASADA, 

1992), incluindo isoenzimas do tilacóide, estroma, citosol, peroxissomo e apoplasto (MIYAKE; 

ASADA, 1992; JIMÉNEZ et al., 1997). As várias isoformas da APX respondem diferencialmente 

a sinais metabólicos e ambientais (KUBO et al., 1995) e aumentos na abundância de transcritos 

não foram necessariamente acompanhados por aumentos correspondentes na atividade enzimática 

(MITTLER; ZILINSKAS, 1992). A redução da expressão gênica da APX citossólica é um evento 

importante na morte celular programada induzida por choque térmico de calor em células de 

tabaco BY-2 (VACCA et al., 2004). 

Os cloroplastos contém a APX em duas isoformas, ligadas ao tilacóide (tAPX) e enzimas 

solúveis no estroma (sAPX). A princípio, metade da APX cloroplastidial é tAPX, mas a taxa 

tAPX/sAPX varia de acordo com a espécie vegetal e, possivelmente, idade da folha, mas a taxa 

biossintética das duas APXs é controlada por “splicing” alternativo (ASADA, 1999). A tAPX se 

liga ao estroma do tilacóide onde o complexo PSI está localizado, enquanto que a sAPX está 

localizada no estroma (ASADA, 1999). A tAPX é um fator limitante do sistema antioxidante sob 

estresse fotooxidativo nos cloroplastos a a atividade aumentada da tAPX funciona para manter o 

estado redox do ascorbato sob certas condições de estresse (YABUTA et al., 2002). As plantas 

também contém as isoformas citossólicas de APX (cAPX), que possui uma sequência de amino 

APX-Fe(III)-R + H2O2 → APX-Fe(IV)=O-R+ + H2O 

APX-Fe(IV)=O-R+ + AsA → APX-Fe(IV)=O-R + MDHA 

APX-Fe(IV)=O-R + AsA → APX-Fe(III)-R + MDHA + H2O 
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ácidos diferente quando comparada com as APXs cloroplastidiais, participando na limpeza do 

H2O2 em outros compartimentos que os cloroplastos. A cAPX é um homodímero e seu doador de 

elétrons não é tão específico ao ascorbato, diferente da tAPX e sAPX (ASADA, 1999).  

A atividade da APX mostrou ser aumentada após o tratamento com Cd em Ceratophyllum 

demersum (ARAVIND; PRASAD, 2003), folhas de P. sativum (ROMERO-PUERTAS et al., 

1999), P. aureus (SHAW, 1995), parte aérea de plantas de P. vulgaris (CHAOUI et al., 1997), e 

em plântulas verdes de cevada, entretanto, nas raízes a atividade da APX foi reduzida na maior 

concentração de Cd testada (HEGEDUS; ERDEI; HORVATH, 2001). Efeitos opostos da 

exposição ao Cd na qual a atividade da APX foi inibida, foram também demonstrados em plantas 

de Populus x canescens (SCHÜTZENDÜBEL et al., 2002) e folhas de H. annuus (GALLEGO; 

BENAVÍDES; TOMARO, 1996).  

A atividade da APX aumentou sob tratamento com Ni em raízes de Z. mays 

(BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e parte aérea (BACCOUCH; CHAOUI; EL 

FERJANI, 1998), Alissum argenteum e A. maritimum (SCHICKLER; CASPI, 1999). Entretanto, 

a atividade da APX foi reduzida em decorrência da exposição ao Ni em A. bertolonii e N. 

tabacum (BOOMINATHAN; DORAN, 2002). 

A atividade da APX aparenta ser dependente da concentração do metal aplicado, 

apresentando resultados controversos (BALESTRASSE et al., 2001; ZHANG et al., 2003), 

monstrando a variação da resposta da atividade da APX frente a toxidez dos metais pesados. A 

atividade da APX foi aumentada nas folhas de T. aestivum sensível ao sal sob estresse combinado 

de NaCl e Cd, indicando que ambos fatores abióticos combinados aumentaram a produção de 

H2O2, especialmente nas folhas do genótipo sensível ao sal (MUHLING; LAUCHLI, 2003). 

Além disso, a APX em C. demersum mostrou um aumento muito alto na atividade em plantas 

tratadas com Cd + Zn, quando comparadas com plantas tratadas somente com Cd ou Zn, 

indicando a elevação da atividade antioxidante pelo Zn, contra o estresse oxidativo induzido pelo 

Cd (ARAVIND; PRASAD, 2003). Portanto, a APX desempenha uma importante  rota na 

desintoxicação do H2O2, sob condições de estresse, amenizando a fitotoxidez dos metais pesados 

e outros agentes que causam estresse oxidativo, sendo de vital importância em compartimentos 

celulares que não contém CAT. 
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1.5.2.4 Glutationa redutase (GR) 

 

A glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) é uma flavoproteína que cataliza a redução 

dependente de NADPH da GSSG para a forma reduzida GSH. Apesar da enzima ser sintetizada 

no citoplasma, pode ser direcionada tanto para o cloroplasto quanto para a mitocôndria 

(MULLINEAUX; CREISSEN, 1997). Em vegetais superiores, a GR é envolvida na defesa contra 

o estresse oxidativo, enquanto que a GSH desempenha uma rota importante dentro do sistema 

celular, que inclui a participação no ciclo ascorbato-glutationa (NOCTOR et al., 2002) e a síntese 

de fitoquelatinas (INOUHE, 2005). 

Dois genes codificadores da GR foram identificados em A. thaliana, gr1 e gr2, que 

codificam as isoenzimas de GR citossólica e plastidial, respectivamente (XIANG; OLIVER, 

1998), entretanto nas plantas a maior parte da atividade da GR é localizada nos cloroplastos 

(CREISSEN; EDWARDS; MULLINEAUX, 1994). Embora a GR de folha de P. sativum possa 

ser revelada em uma única banda de 55 kDa em SDS-PAGE, o PAGE de duas dimenções revelou 

a presença de mais de 8 isoenzimas em folhas de N. tabacum e a princípio 6 isoenzimas de GR 

foram detectadas em PAGE nativo revelado para a atividade de GR (CREISSEN; EDWARDS; 

MULLINEAUX, 1994). 

Foi sugerido que a inibição pelo GSSG de enzimas consumidoras de NADPH, a não ser 

aquelas envolvidas na desintoxicação das EAOs, é um resultado da necessidade de conservar o 

NADPH (MOLLER, 2001). A maioria dos estudos determinando a resposta da GR a exposição 

ao Cd ou ao Ni, mostraram que a atividade da GR aumenta como parte da defesa contra o estresse 

destes metais, uma alteração que mostrou ser geralmente dependente da dosagem e variável ao 

longo do tempo. A atividade da GR aumentou na presença do Cd em R. sativus (VITORIA; LEA; 

AZEVEDO, 2001), Crotalaria juncea (PEREIRA et al., 2002), S. tuberosum (STROINSKI; 

KUBIS; ZIELEZINSKA, 1999), plantas de C. annuum (LEÓN et al., 2002), G. max (FERREIRA 

et al., 2002), folhas de S. officinarum (FORNAZIER et al., 2002a), Phaeodactylum tricomutum 

(MORELLI; SCARANO, 2004) e do Ni em C. juncea (CARDOSO et al., 2005), Thlaspi 

goesingense (FREEMAN et al., 2004), A. Argenteum, A. maritimum (SCHICKLER; CASPI, 

1999), C. cajan (RAO; SRESTY, 2000), parte aérea de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL 

FERJANI, 1998) e ecotipos tolerantes e sensíveis ao Ni de S. paradoxa (GONNELLI; 

GALARDI; GABBRIELLI, 2001). Concentrações elevadas de GSH conferiram tolerância ao 
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estresse oxidativo induzido pelo Ni em A. thaliana transgênica (FREEMAN et al., 2004). Tais 

resultados sugerem que a GR está respondendo ao estresse destes metais para manter a glutationa 

em sua forma reduzida para a incorporação em fitoquelatinas que formam complexo com o Cd 

(INOUHE, 2005) e formação de complexo GSH-Ni (RAO; SRESTY, 2000), diminuindo a 

quantidade de íons livres, reduzindo assim a toxidez e/ou ativação do ciclo ascorbato-glutationa 

para a remoção do H2O2 induzido pelos metais (ASADA, 1999), principalmente em 

compartimentos que não possuem a CAT.  

 

1.5.2.5 Guaiacol peroxidase (GOPX) 

 

A guaiacol peroxidase (GOPX, EC 1.11.1.7) isolada de plantas, é distinguível da APX 

tanto na sequência de amino ácidos quanto nas funções fisiológicas (CHEN; SANO; ASADA, 

1992). A GOPX participa em reações metabólicas como a biossíntese de lignina, decomposição 

do ácido indol acético (AIA), e defesa contra patógenos. O mecanismo peroxidase ping-pong da 

GOPX, é o mesmo da APX, mas a GOPX prefere doadores de elétrons aromáticos como o 

guaiacol e o pirogalol, e oxida o ascorbato usualmente em uma taxa ao redor de 1% do guaiacol 

(ASADA, 1999). Entretanto, uma peroxidase que oxida alta taxa de ascorbato com uma 

sequência de amino ácidos similar a GOPX foi encontrada em Camellia sinensis 

(KVARATSKHELIA; WINKEL; THORNELEY, 1997).  

Experimentos baseados no tratamento de plantas aos metais pesados Cd e Ni indicaram 

que a atividade da GOPX é variável entre e dentro das espécies, e depende da concentração de 

metal aplicado e o tempo de exposição. 

O tratamento com Cd mostrou aumentar a atividade da GOPX em P. aureus (SHAW, 

1995), P. vulgaris (CHAOUI et al., 1997), T. aestivum (MILONE et al., 2003) e plantas de C. 

annuum (LEÓN et al., 2002). Entretanto, ocorreram reduções na atividade da GOPX como 

resposta do estresse de Cd em nódulos e raízes de soja (BALESTRASSE et al., 2001), P. sativum 

(SANDALIO et al., 2001) e girassol (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 2002). Em A. 

thaliana, a atividade da GOPX foi particularmente maior na maior e menor concentrações de Cd 

testadas (SKORZYNSKA-POLIT; DRAZKIEWICZ; KRUPA, 2003). 

O tratamento com Ni aumentou a atividade da GOPX em C. cajan (RAO; SRESTY, 

2000), parte aérea de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998), T. aestivum 
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(PANDOLFINI; GABBRIELLI; COMPARINI, 1992), em raízes dos ecotipos tolerantes e 

sensíveis ao Ni de S. paradoxa (GONNELLI; GALARDI; GABBRIELLI, 2001) e em linhagens 

celulares tolerantes ao Ni de E. colona in vitro (SAMANTARAY; ROUT;  DAS, 2001). De outra 

forma, a atividade da GOPX foi reduzida após exposição ao Ni em Pinus sylvestris (KUKKOLA; 

RAUTIO; HUTTUNEN, 2000) e linhagens celulares não tolerantes ao Ni de E. colona in vitro 

(SAMANTARAY; ROUT;  DAS, 2001). Além disso, a atividade da GOPX não foi afetada pelo 

Ni em raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001).  

 

1.6 Aspectos gerais da espécie Coffea Arabica e da cv. Catuaí Vermelho 

 

O café tem grande importância econômica e social para o Brasil, o principal produtor e 

exportador desta mercadoria. O café é a segunda maior mercadoria no mundo depois do petróleo, 

sendo a principal cultura em diversos países. Está estimado que apenas no Brasil, 

aproximadamente seis milhões de pessoas são envolvidas com o negócio do café, desde a 

produção no campo até o comércio do produto final (SILVAROLLA; MAZZAFERA; 

FAZUOLI, 2004).  

No gênero Coffea, que pertence a família rubiaceae, estão reunidas as mais importantes 

espécies de cafeeiros, sendo que apenas as espécies C. arabica e C. canephora têm relevância no 

mercado internacional do produto. A espécie C. arabica representa cerca de 80% da área 

plantada de café no Brasil e aproximadamente 75% do café comercializado mundialmente. Esta 

espécie é utilizada principalmente pela indústria de torrefação e moagem devido à melhor 

qualidade de sua bebida (RUGGIERO, 2002).  

C. arabica é uma espécie tetraplóide (2n = 4x = 44 cromossomos) e autógama, sendo que 

a taxa de fecundação cruzada gira em torno de 10% (CARVALHO; KRUG, 1949). O centro de 

origem desta espécie é o continente africano, mais especificamente a Etiópia (RUGGIERO, 

2002).  

Na década de 30, o Instituto Agronômico de Campinas (IAC) elaborou um extenso 

programa de melhoramento do cafeeiro que vem sendo conduzido até os dias atuais. Desde então, 

um grande número de cultivares foram selecionados e constituem atualmente a base da 

agricultura nacional e de diversos outros países produtores (CARVALHO; FAZUOLI, 1993). O 

cultivar Catuaí Vermelho foi obtido a partir do cruzamento entre as cultivares Mundo Novo IAC 
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379-19 e Caturra Amarelo IAC 476-11. O objetivo deste cruzamento era reunir o vigor vegetativo 

e a elevada produtividade do cultivar Mundo Novo e o porte reduzido do cultivar Caturra 

Amarelo, caracterizado pelo menor comprimento dos internódios, devido a expressão do gene Ct 

(CARVALHO; MÔNACO, 1972). Dessa forma, a cultivar Catuaí Vermelho é caracterizada pelo 

porte baixo em função do comprimento reduzido dos internódios, frutos de coloração vermelho, 

ciclo de maturação dos frutos tardio e susceptibilidade à Hemileia vastatrix, agente causador da 

ferrugem (AGUIAR, 2001), apresentando boa qualidade da bebida (RUGGIERO, 2002). 

 

1.7 Suspensão celular como modelo de estudo 

 

 Na suspensão celular é possível cultivar células em meio líquido, sob condições de 

agitação contínua e temperatura controlada, propiciando o contato integral da célula com o meio, 

evitando possíveis gradientes nutricionais e gasosos no meio de cultura. Independente da espécie 

utilizada é essencial que as células da suspensão se dividam e cresçam ativamente. As células de 

café em suspensão utilizadas neste estudo possuem alta taxa de multiplicação celular, podendo 

servir como modelo de diversos estudos (FILIPPI, 2004). 

 A utilização da suspensão celular como modelo de estudo da análise antioxidante em café 

em resposta a metais pesados, permite diversas vantagens em relação à planta inteira. 

Considerando o fato de o café ser uma planta perene, a utilização da suspensão celular promove 

uma maior facilidade da condução do experimento, principalmente devido a menor necessidade 

de tempo e espaço, reduzindo também o volume de solução contendo o metal pesado, 

contribuindo para diminuir a geração de resíduos.  

Além disso, as condições ambientais são mais controladas na suspensão celular, que não 

sofrem variação de luminosidade, fotoperíodo, temperatura, umidade e outros fatores ambientais 

que podem interferir nos resultados das análises efetuadas com plantas.  

Como os diferentes tecidos de uma planta respondem de forma diferencial a toxidez dos 

metais pesados sobre o metabolismo oxidativo, a possibilidade da obtenção de material mais 

uniforme na suspensão celular permite um maior grau de confiabilidade dos resultados.  

Outro ponto importante, é que a suspensão celular permite controlar os componentes do 

meio de cultura de maneira mais uniforme e controlada em relação ao substrato utilizado para as 

plantas. Além disso, a aplicação dos tratamentos com metais é mais fácil e controlada no sistema 
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de suspensão celular, devido à lixiviação, quelação e outros fatores que podem alterar a 

concentração e disponibilidade dos metais em substratos utilizados para plantas.  

Devido à possibilidade da interferência de microorganismos sobre o metabolismo 

oxidativo , principalmente os fitopatógenos, a suspensão celular apresenta ainda a vantagem das 

condições estéreis de cultivo. 
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2 METABOLISMO ANTIOXIDATIVO DE CULTURAS DE CÉLULAS DE CAFÉ EM 

SUSPENSÃO EM RESPOSTA AO CÁDMIO (Cd) 

 

Resumo 

 

Foi investigada a resposta antioxidante de culturas em suspensão celular de café (Coffea 

arabica L.) ao cádmio (Cd). O Cd acumulou rapidamente nas células e este acúmulo foi 

diretamente correlacionado com o aumento na concentração de CdCl2 aplicado no meio externo. 

Na dosagem 0,05 mM CdCl2, o crescimento celular foi estimulado, mas na dosagem 0,5 mM 

CdCl2, a taxa de crescimento foi reduzida. As alterações no metabolismo do oxigênio ativo foram 

detectadas pela análise visual, assim como pelo aumento na peroxidação lipídica, na maior 

concentração de CdCl2 utilizada. A atividade das enzimas Catalase (CAT; EC 1.11.1.6), 

glutationa redutase (GR; EC 1.6.4.2) e superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) aumentou, 

particularmente na maior concentração de CdCl2. A atividade da ascorbato peroxidase (APX; EC 

1.11.1.11) foi elevada por 0,05 mM CdCl2, mas não pode ser detectada em células cultivadas na 

maior concentração de CdCl2 após 24 h de cultivo, enquanto que a guaiacol peroxidase (GOPX; 

EC 1.11.1.7) não demonstrou um padrão claro de resposta ao tratamento com Cd. A análise por 

PAGE não desnaturante seguido pela revelação da atividade enzimática, apresentou uma 

isoenzima da CAT, nove isoenzimas da SOD e quatro isoenzimas da GR. As isoenzimas da SOD 

foram diferencialmente afetadas pelo tratamento com CdCl2 e uma isoenzima da GR mostrou 

responder mais especificamente ao CdCl2. Os resultados sugerem que o tratamento com a maior 

concentração de CdCl2 induziu estresse oxidativo. O CdCl2 na concentração 0,05 mM não 

induziu estresse oxidativo, e a principal resposta aparenta ser via a indução da atividade da APX, 

SOD e CAT para a remoção das espécies ativas de oxigênio (EAOs), e pela indução da GR para 

assegurar a disponibilidade de glutationa reduzida para a síntese de fitoquelatinas, que também 

deve estar relacionado com a inibição da atividade da APX, provavelmente devido ao 

esgotamento da glutationa e do ascorbato na maior concentração de CdCl2. 

 

Palavras chave: Coffea arabica; Estresse oxidativo, Peroxidação lipídica; Enzimas antioxidantes; 

Cádmio; Catalase; Glutationa Redutase; Superóxido Dismutase; Guaiacol Peroxidase; Ascorbato 

Peroxidase. 
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Abstract 

 

The antioxidant responses of coffee (Coffea arabica L.) cell suspension cultures to 

cadmium (Cd) were investigated. Cd accumulated very rapidly in the cells and this accumulation 

was directly correlated with an increase in applied CdCl2 concentration in the external medium. 

At 0.05 mM CdCl2, growth was stimulated, but at 0.5 mM CdCl2, the growth rate was reduced. 

An alteration in activated oxygen metabolism was detected by visual analysis as well as by an 

increase in lipid peroxidation at the higher CdCl2 concentration. Catalase (CAT; EC 1.11.1.6), 

glutathione reductase (GR; EC 1.6.4.2) and superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activity 

increased, particularly at the higher concentration of CdCl2. Ascorbate peroxidase (APX; EC 

1.11.1.11) activity was higher at the lower CdCl2 concentration used, but could not be detected in 

cells growing in the higher CdCl2 concentration after 24 h of growth, whilst guaiacol peroxidase 

(GOPX; EC 1.11.1.7) did not show a clear response to Cd treatment. An analysis by non-

denaturing PAGE followed by staining for enzyme activity revealed one CAT isoenzyme, nine 

SOD isoenzymes and four GR isoenzymes. The SOD isoenzymes were differently affected by 

CdCl2 treatment and one GR isoenzyme was shown to specifically respond to CdCl2. The results 

suggest that the higher concentrations of CdCl2 may lead to oxidative stress. CdCl2 at 0.05 mM 

did not induce lipid peroxidation and the main response appears to be via the induction of SOD, 

APX and CAT activities for the removal of reactive oxygen species (ROS), and by the induction 

of GR to ensure the availability of reduced glutathione for the synthesis of Cd-binding peptides, 

which may also be related to the inhibition of APX activity probably due to glutathione and 

ascorbate depletion at the higher CdCl2 concentration. 

 

Keywords: Coffea arabica; Oxidative stress, Lipid peroxidation; Antioxidant Enzymes; 

Cadmium; Catalase; Glutathione Reductase; Superoxide Dismutase; Guaiacol Peroxidase; 

Ascorbate Peroxidase. 
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2.1 Introdução 

 

Nas últimas décadas ocorreu um grande consenso sobre a poluição ambiental, devido aos 

efeitos diretos na saúde humana e também uma causa de perda nas produções agrícolas (JARUP, 

2003; SILVA; BARROCAS; JACOB, 2005). O Cd é um poluente tóxico para humanos, animais 

e plantas (SANDALIO et al., 2001), mesmo em pequenas dosagens (BALESTRASSE et al., 

2001). 

A bioconcentração de Cd em plantas agrícolas, hortículas, silvícolas e plantas daninhas, e 

em macrófitos aquáticos é de especial interesse ao bem estar humano, devido ao impacto na 

saúde humana, através da entrada na cadeia alimentar (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 

2005). Naturalmente, as quantidades de Cd nos solos são normalmente baixas, entretanto a 

concentração pode ser significativamente aumentada por atividades como mineração de zinco, 

fundição de ferro, o uso de lodo de esgoto como fertilizante na agricultura (LOMBI et al., 2000), 

a combustão de combustíveis fósseis, pesticidas (YANG; ROSE; BATTARBEE, 2002), 

aplicação de fertilizantes fosfatados (IRETSKAYA; CHIEN; MENON, 1998), impurezas dos 

fertilizantes (SCHICKLER; CASPI, 1999) e processos industriais (GRATÃO et al., 2005a). 

O Cd é um elemento não essencial e altamente tóxico para todas as classes de organismos 

vivos (BAILEY et al., 2003). O impacto da absorção de Cd por células vivas mostrou ser 

drástico, normalmente levando à morte celular, dependendo da dosagem e tempo de exposição ao 

metal (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005). Em geral, o Cd em plantas reduz o 

crescimento, tanto em raízes quanto na parte aérea, devido à supressão na taxa de elongação das 

células (DI TOPPI; GABBRIELLI, 1999). As diferentes espécies vegetais exibem respostas 

variadas a toxidez do Cd (GRATÃO et al., 2005b). Apesar das informações focadas na relação 

entre metais pesados e estresse oxidativo em plantas avaliadas em anos mais recentes, ainda é 

difícil desenhar uma conclusão geral sobre as concentrações críticas de metais tóxicos nos solos 

(ROMERO-PUERTAS et al., 2004). 

O O2 molecular é relativamente não reativo em seu estado natural, mas a produção de 

espécies ativas de oxigênio (EAOs), como o superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

radical hidroxila (•OH) e oxigênio “singlet” (O2
1), é uma consequência inevitável do 

metabolismo aeróbico (GRATÃO et al., 2005b). Todas as EAOs são extremamente reativas e 

citotóxicas a todos os organismos. De maneira geral, é assumido que o •OH e o O2
1 são tão 
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reativos que suas produções devem ser minimizadas (SCANDALIOS, 2005). Sob condições 

normais de crescimento, o acúmulo de EAOs em células é baixo. Entretanto, fatores ambientais 

adversos que perturbam a homeostase celular induzem a produção de EAOs, levando ao estresse 

oxidativo (FIDALGO et al., 2004; ANZA; RIGA; GARBISU, 2005). Os metais pesados, 

incluindo o Cd, também causam estresse oxidativo, conforme foi observado em muitas espécies 

vegetais (SCHÜTZENDÜBEL et al., 2001; BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005; 

DUCIC; POLLE, 2005; GRATÃO et al., 2005b). 

A destruição eficiente das EAOs requer a ação de diversas enzimas antioxidantes atuando 

em sincronia. Os principais mecanismos de limpeza das EAOS das plantas incluem as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase 

(GR) e guaiacol peroxidase (GOPX). Estas enzimas demonstraram serem afetadas pela exposição 

ao Cd em diversas espécies vegetais estudadas (GRATÃO et al., 2005b). As SODs são 

consideradas a primeira linha de defesa contra as EAOs, sendo responsáveis pela dismutação do 

O2
•- para formar H2O2 e O2 (GRATÃO et al., 2005b). A CAT, a APX e a GOPX são enzimas que 

catalisam a conversão do H2O2 a água e O2 (IGAMBERDIEV; LEA, 2002). A GR catalisa a 

redução dependente de NADPH da glutationa oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH) 

(MULLINEAUX; CREISSEN, 1997). A APX e a GR, assim como a GSH, são importantes 

componentes do ciclo ascorbato-glutationa, responsável pela remoção do H2O2 em diferentes 

compartimentos celulares (FOYER; NOCTOR, 2005). A GSH é também o substrato para a 

biossíntese de fitoquelatinas, que são envolvidas na desintoxicação do Cd, através da ligação do 

Cd em grupos sulfidril livres (INOUHE, 2005). 

 Apesar da presença de metais tóxicos, particularmente o Cd (LOMBI et al., 2000), 

publicações recentes propuseram a utilização de lodo de esgoto como um fertilizante para muitas 

culturas, desde que ele contém consideráveis quantidades de nitrogênio (N), fósforo (P) e 

micronutrientes como o zinco (Zn) (BETTIOL; CAMARGO, 2000). O café é a principal cultura 

em diversos países e depois do petróleo, é a segunda principal mercadoria no mundo 

(SILVAROLLA; MAZZAFERA; FAZUOLI, 2004). Seguindo estudos em outras culturas, o lodo 

de esgoto foi testado como fertilizante em café e demonstrou não afetar a qualidade da bebida 

(MARTINS; CAMARGO; BATAGLIA, 2005). 
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Todavia, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do CdCl2 sobre o metabolismo de 

células de café, com atenção especial aos parâmetros fisiológicos relacionados ao crescimento 

celular, peroxidação lipídica e o sistema antioxidante enzimático. 

 

2.2 Resultados 

 

2.2.1 Efeito do CdCl2 no crescimento celular, acúmulo de Cd nas células e indução do 

estresse oxidativo 

 

A análise do crescimento das células em suspensão de café cultivadas em zero (controle), 

0,05 e 0,5 mM CdCl2 baseada na massa fresca, mostrou um estímulo no crescimento considerável 

pela dosagem 0,05 mM CdCl2, enquanto uma inibição do crescimento foi observada na dosagem 

0,5 mM CdCl2, quando comparados ao controle (Figura 1). 

O acúmulo de Cd nas culturas em suspensão celular foi determinado após o cultivo em 

0,05 e 0,5 mM CdCl2. Foi visto que o Cd foi absorvido rapidamente pelas células em ambas as 

concentrações de CdCl2 testadas. Nestas células, ocorreu um acúmulo intenso logo após 12 h de 

exposição ao metal, principalmente na maior concentração de CdCl2, que aumentou até 96 h de 

cultivo (Figura 1). 

Alterações no metabolismo do oxigênio ativo, causado por Cd, foram também detectadas. 

A primeira evidência foi o aparecimento de uma coloração marrom-acinzentada nas células, na 

maior dosagem de CdCl2 (Figura 2). Outro indicativo adicional foi observado pela medição da 

peroxidação lipídica, determinada pela quantidade de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). A dosagem 0,05 mM CdCl2 não afetou o conteúdo de TBARS, indicando que esta 

concentração de Cd não deve ter induzido estresse oxidativo. Entretanto, o tratamento com 0,5 

mM CdCl2 induziu a elevação na quantidade de TBARS após 24 h de exposição ao CdCl2 (Figura 

1). 
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Figura 1 - Crescimento celular (g de massa fresca) (A); Acúmulo de Cd (µg.g-1 de massa seca) (B) e conteúdo de 

TBARS (nmol.g-1 de massa fresca) (C) em células de café crescidas num período de 288 h em três concentrações de 

CdCl2. Zero (controle) CdCl2 (�), 0,05 mM CdCl2 ({) e 0,5 mM CdCl2 (▲).Os valores representam a média de 

quatro repetições ±SEM para crescimento celular, média de duas repetições ±SEM para acúmulo de Cd e média de 

três repetições ±SEM para conteúdo de TBARS 
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              1                              2                              3 
Figura 2 - Culturas em suspensão celular de café cultivadas por 12 dias em zero (controle) CdCl2 (1), 0,05 mM CdCl2 

(2) e 0,5 mM CdCl2 (3) 

 

2.2.2 Atividade da SOD 

 

A revelação da atividade da SOD em PAGE não desnaturante revelou a existência de 

diversas isoenzimas em células de café (Figura 3), incluindo seis Mn-SODs (bandas I, II, III, IV, 

V and VI) e três Fe-SODs (bandas VII, VIII and IX), mas nenhuma isoenzima Cu/Zn-SOD foi 

detectada (Figura 4). A revelação da atividade da SOD revelou duas isoenzimas Mn-SOD 

principais (bands V and VI) nas células de café, com a banda V exibindo um aumento na 

atividade em decorrência à exposição ao CdCl2. Entretanto, a banda VI foi inibida após 12 h e 24 

h de tratamento com 0,05 mM CdCl2, e após 12 h e 192 h de tratamento com 0,5 mM CdCl2. Um 

aumento geral na atividade nas células de café tratadas com CdCl2 foi observado, particularmente 

devido à banda V da SOD. As quatro isoenzimas Mn-SODs menores (bandas I, II, III e IV) foram 

inativadas pelo CdCl2 na menor concentração durante as primeiras 24 h de tratamentos e em 

todos os tempos testados na maior concentração. As isoenzimas Fe-SODs VII, VIII e IX não 
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foram afetadas por qualquer concentração de CdCl2 durante todo o tempo de tratamento (Figura 

3). 

2.2.3 Atividade da CAT 

 

As mudanças na atividade da CAT foram determinadas durante o ciclo de cultivo celular 

em presença de CdCl2. A revelação da atividade da CAT em PAGE (Figura 3) mostrou a 

presença de apenas uma isoenzima da CAT nas células de café em cultura de suspensão celular, 

que também mostrou aumentar em ambas as concentrações de Cd utilizadas, exibindo um padrão 

na variação da atividade quase idêntico ao observado com a análise em espectrofotômetro (Figura 

5).  

A análise da atividade total da CAT indicou que houve um pico de acréscimo após 12 h 

de tratamento em ambas as concentrações de CdCl2 testadas, que foi então reduzido ao nível do 

controle após 24 h de tratamento (Figura 5). Seguindo isto, ocorreu um aumento de três e cinco 

vezes na atividade da CAT nas células tratadas com 0,05 e 0,5 mM CdCl2 respectivamente, 

enquanto que a atividade da CAT no controle não foi alterada ao longo do tempo de cultivo. 

 

2.2.4 Atividade da GR 

 

 A revelação da atividade da GR revelou a presença de quatro isoenzimas da GR nas 

células de café (bandas I, II, III e IV) (Figura 3). Todas as bandas da GR exibiram aumentos na 

intensidade em resposta ao tratamento com CdCl2, mas uma (a banda IV mais eletropositiva) 

aparentou responder especialmente ao CdCl2. 

 A atividade total da GR analisada em espectrofotômetro, aumentou consideravelmente em 

decorrência da concentração e do tempo de exposição ao CdCl2 (Figura 5), exibindo uma 

tendência na variação da atividade similar a da atividade da CAT, particularmente para o controle 

e a concentração 0,5 mM CdCl2. 
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Figura 3 – Perfil da atividade em PAGE da SOD (A), CAT (B) e GR (C) isoladas de células de café. Linha 1, zero 

(controle) mM CdCl2 após 96 h; linha 2, 12 h, linha 3, 24 h, linha 4, 192 h e linha 5, 288 h de cultivo em 0,05 mM 

CdCl2; linha 6, 12 h, linha 7, 24 h, linha 8, 192 h e linha 9, 288 h de cultivo em 0,5 mM CdCl2 
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Figura 4 - Extrato celular de café aplicado no gel e revelado para a identificação das isoenzimas individuais da SOD. 

Linha 1, controle da atividade da SOD; linha 2, tratamento com 5 mM de H2O2 e linha 3, tratamento com 2 mM 

KCN 

 

2.2.5 Atividade da APX 

 

 Após uma queda inicial, a atividade da APX aumentou nas células de café submetidas a 

0,05 mM CdCl2 e alcançou um aumento de três vezes após 288 h de tratamento, em relação ao 

controle (Figura 5). De outra maneira, a atividade da APX nas células sujeitas a 0,5 mM CdCl2 

não pôde ser detectada após 24 h de tratamento e permaneceu no nível zero durante todo o 

experimento (Figura 5). 

 

2.2.6 Atividade da GOPX 

 

 A atividade da GOPX foi também determinada nos extratos das células de café em 

culturas em suspensão expostas ao CdCl2 (Figura 5). A atividade da GOPX exibiu variações 

erráticas durante as primeiras 96 h de exposição ao CdCl2, mas após, a concentração 0,05 mM 

CdCl2 induziu um aumento constante na atividade enzimática. Nas células submetidas a 0,5 mM 

CdCl2, a atividade da GOPX seguiu as tendências das células controle. 
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Figura 5 - Atividade específica da CAT (µmol H2O2 min-1 mg-1 prot) (A); GR (µmol NADPH min-1 mg-1 prot) (B); 

APX (µmol ascorbato min-1 mg-1 prot) (C) e GOPX (U mg-1 prot) (D) em células de café cultivadas num período de 

288 h em três concentrações de CdCl2. Zero (controle) CdCl2 (�), 0,05 mM CdCl2 ({) e 0,5 mM CdCl2 (▲). Os 

valores representam a média de três repetições ±SEM 
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2.3 Discussão 

 

O Cd é um metal tóxico e sua presença no ambiente está constantemente aumentando, 

afetando o crescimento de culturas importantes. O efeito de muitos metais pesados tem sido 

testado no crescimento de espécies vegetais, entretanto, apenas em alguns casos, culturas de 

células em suspensão têm sido testadas, e até o momento não foram encontradas informações de 

estudos de Cd induzindo estresse oxidativo em café. 

Martins; Camargo e Bataglia (2005) fertilizaram plantas de café por quatro anos 

consecutivos com lodo de esgoto e avaliaram a qualidade da bebida em dois anos seguintes. Eles 

não encontraram nenhum efeito depreciativo decorrente da aplicação de lodo de esgoto na 

qualidade do café. Eles consideraram que isto poderia ser interpretado como um aspecto 

benéfico, podendo ser adotado por produtores de café como uma prática agrícola. Infelizmente, 

os autores não avaliaram o acúmulo de metais tóxicos em partes da planta, particularmente nos 

grãos. 

Está demonstrado que o acúmulo de Cd é proporcional à concentração de Cd no meio 

e/ou ao período de incubação em plantas de A. thaliana (WÓJCIK; TUKIENDORF, 2004), 

plântulas de Zea mays (WÓJCIK; TUKIENDORF, 2005) e em culturas em suspensão de Glycine 

max (SOBKOWIAK, R.; DECKERT, 2003). Foi determinado que, o Cd entrou rapidamente nas 

células de café, sendo acumulado em altas concentrações. O destino final do metal não foi 

determinado, mas sabe-se que o Cd pode ser complexado por fitoquelatinas e sequestrado no 

vacúolo (INOUHE, 2005). 

A inibição do crescimento e a redução na produção de biomassa são respostas gerais de 

plantas superiores à toxidez dos metais pesados (GRATÃO et al., 2005b). Em plantas, o Cd pode 

causar a inibição do crescimento da parte aérea e das raízes, conforme observado em diversas 

espécies testadas (SCHÜTZENDÜBEL et al., 2001; VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001; 

FERREIRA et al., 2002; HASSAN et al., 2005; WÓJCIK; VANGRONSVELD; TUKIENDORF, 

2005; WÓJCIK; TUKIENDORF, 2005), mas a rota do Cd com respeito ao crescimento celular 

continua um tema em debate. Alguns estudos demonstraram que o Cd pode tanto estimular ou 

inibir o crescimento de culturas de células in vitro (SOBKOWIAK, R.; DECKERT, 2003). Por 

enquanto, concentrações baixas de Cd mostraram estimular o crescimento de cultura de células 

de Saccharum officinarum (FORNAZIER et al., 2002), G. max (SOBKOWIAK, R.; DECKERT, 
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2003) e o fungo Aspergillus nidulans (GUELFI et al., 2003), que foi substituído por efeito 

inibitório no crescimento com o aumento na concentração e acúmulo de Cd (FORNAZIER et al., 

2002; SOBKOWIAK, R.; DECKERT, 2003; GUELFI et al., 2003). Além disso, uma baixa 

concentração de Cd demonstrou estimular a síntese de DNA (VON ZGLINICKI et al., 1992).  

O Cd e o zinco (Zn) têm propriedades estruturais e químicas similares e está demonstrado 

que o Cd pode substituir funcionalmente o Zn na célula (SOBKOWIAK, R.; DECKERT, 2003). 

O Zn é um metal essencial que é envolvido na ligação de uma vasta gama de fatores de 

transcrição à região regulatória de genes e é também um componente de enzimas que participam 

na replicação do DNA e tradução do mRNA (SOBKOWIAK, R.; DECKERT, 2003). O efeito 

estimulatório da baixa concentração de Cd no crescimento de culturas de células poderia ser 

explicado pela competição entre Zn e Cd pelos mesmos locais de ligação (SOBKOWIAK, R.; 

DECKERT, 2003). 

As culturas de células exibiram um visual marrom-acinzentado apenas no tratamento com 

0,5 mM CdCl2. Este escurecimento pode indicar a oxidação de compostos a quinonas citotóxicas. 

A citotoxidez de quinonas é creditada ser mediada pela sua redução de um elétron a radicais 

semiquinona, que podem se autooxidar e formar EAOs (ELSTNER, 1987).  

Além disso, o Cd produziu um aumento na quantidade de TBARS nas células de café 

apenas no tratamento com 0,5 mM CdCl2. A quantidade de TBARS é um índice da peroxidação 

lipídica, sendo dessa forma, um índice do estresse oxidativo. Aumentos nos níveis de TBARS, 

seguido da exposição ao Cd foi também observado em Pisum sativum (SANDALIO et al., 2001), 

Brassica juncea (SINGH; TEWARI, 2003), A. thaliana (CHO; SEO, 2005), Oriza sativa 

(HASSAN et al., 2005), Hordeun vulgare (WU; ZHANG; DOMINY, 2003), Phaseolus vulgaris 

(CHAOUI et al., 1997) e Helianthus annuus (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1996). A 

peroxidação da membrana celular afeta a sua funcionalidade e integridade e pode produzir danos 

irreversíveis. A peroxidação lipídica pode ser iniciada por EAOs ou pela ação da lipoxigenase 

(SANDALIO et al., 2001). Os danos peroxidativos do plasmalema podem também levar ao 

extravasamento do conteúdo celular e dessecação rápida, enquanto que danos a membranas 

intracelulares podem afetar a atividade respiratória na mitocôndria, causar queda na pigmentação 

e causar perda na habilidade de fixação fotossintética de carbono nos cloroplastos 

(SCANDALIOS, 2005). 
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O Cd é um metal não redox, portanto não pode catalisar reações tipo Fenton, que geram 

EAOs. A mitocôndria vegetal com respiração ativa produz EAOs em altas taxas e uma cadeia 

transportadora de elétrons mais reduzida produz mais EAOs, e os principais locais de produção 

são os complexos respiratórios I e III (BARTOLI et al., 2004). Como as células de café foram 

cultivadas no escuro neste experimento, é provável que o Cd induziu estresse oxidativo devido à 

interferência na atividade mitocondrial. O Cd demonstrou aumentar a geração e acúmulo de O2
•- 

em plântulas de O. sativa (SHAH et al., 2001) e folhas de P. sativum (ROMERO-PUERTAS et 

al., 2004) e H2O2 em folhas de P. sativum (ROMERO-PUERTAS et al., 2004), raízes de Triticum 

aestivum (RANIERI et al., 2005), raízes de Populus x canescens, um híbrido de Populus tremula 

x Populus alba (SCHÜTZENDÜBEL et al., 2002) e em A. thaliana (CHO; SEO, 2005). 

A atividade e expressão de genes codificadores de enzimas antioxidantes demonstraram 

mudar em algumas plantas, quando sujeitas a uma série de condições ambientais (GRATÃO et 

al., 2005b). Dados os mecanismos utilizados pelas plantas para desintoxicar EAOs, é importante 

estabelecer se a exposição de plantas ao Cd causa um efeito inibidor ou estimulante nas enzimas 

envolvidas neste processo de desintoxicação. 

A enzima SOD é a única que a atividade determina a concentração de O2
•- e H2O2, os dois 

substratos da reação de Haber-Weiss, sendo central nos mecanismos de defesa requeridos para 

prevenir a formação do radical •OH (GRATÃO et al., 2005b). Três tipos distintos da enzima 

SOD foram detectados em plantas, podendo ser classificadas de acordo com o cofator metálico, 

Mn, Fe ou Cu/Zn. A Mn-SOD é localizada nas mitocôndrias e peroxissomos, a Fe-SOD é 

associada com os cloroplastos, e a abundante Cu/Zn-SODs está localizada no citosol, cloroplastos 

e peroxissomos (AZEVEDO et al., 1998; DEL RIO et al., 1998). O número de cada tipo de 

isoenzimas da SOD varia de planta para planta, assim como a abundância relativa de cada uma 

(GRATÃO et al., 2005b).  

Nas células de café, as duas bandas principais V e VI, correspondentes a Mn-SODs foram 

detectadas em PAGE não desnaturantes. A banda V exibiu um aumento na atividade, sendo 

responsável pela maioria do aumento na atividade total da SOD nas células de café tratadas com 

Cd. O aumento na atividade da SOD aparenta ser um importante mecanismo para evitar o 

estresse oxidativo causado pelo Cd. Em adição, três bandas menores correspondentes à atividade 

da isoenzima Fe-SOD foram observadas seguindo a eletroforese, mas elas não responderam ao 

tratamento com Cd. As isoenzimas Fe-SOD foram detectadas em plantas, mas não na mesma 
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extensão que as Mn-SODs e as Cu/Zn-SODs, e foi demonstrado estarem associadas com os 

cloroplastos (VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001), todavia, estas isoenzimas, no caso das células 

de café, devem estar associadas com os plastídios. Curiosamente, não foram detectadas 

isoenzimas Cu/Zn-SOD nos extratos de células de café utilizados neste experimento, apesar do 

fato delas serem frequentemente abundantes em plantas (AZEVEDO et al., 1998).  

O aumento da atividade da SOD dependente do Cd foi também reportado em S. 

tuberosum (STROINSKI; KOZLOWSKA, 1997), H. vulgare (GUO et al., 2004), A. thaliana 

(SKORZYNSKA-POLIT; DRAZKIEWICZ; KRUPA, 2003), células cultivadas de Nicotiana 

tabacum (linhagem BY-2) (OLMOS et al., 2003), H. vulgare (WU; ZHANG; DOMINY, 2003), 

plântulas de O. sativa (SHAH et al., 2001), na parte aérea de O. sativa (HASSAN et al., 2005), e 

plantas hiperacumuladoras do gênero Alyssum (SCHICKLER; CASPI, 1999). 

A CAT é uma proteína Fe porfirina tetramérica que catalisa a conversão do H2O2 a água e 

O2, sendo abundante nos peroxissomos (IGAMBERDIEV; LEA, 2002). Nas células de café, o 

CdCl2 induziu um aumento na atividade da CAT em ambas as concentrações testadas. Esta 

elevação na atividade da CAT foi também associada com a toxidez de Cd em Agropyron repens 

(BREJ, 1998), H. vulgare (WU; ZHANG; DOMINY, 2003), B. juncea (SINGH; TEWARI, 

2003), H. annuus (GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 1999), nódulos de G. max 

(BALESTRASSE et al., 2001), variedades tolerantes de S. tuberosum (STROINSKI; 

KOZLOWSKA, 1997), raízes de plântulas de Raphanus sativus (VITORIA; LEA; AZEVEDO, 

2001) e culturas de calos de S. officinarum (FORNAZIER et al., 2002). As plantas contêm 

múltiplas isoenzimas de CAT, desde duas em H. vulgare (AZEVEDO et al., 1998) até mais de 

doze em B. juncea (FRUGOLI et al., 1996), porém, no estudo presente, apenas uma isoenzima 

principal da CAT pode ser detectada segundo a atividade revelada por PAGE não desnaturante. 

 De maneira similar a CAT em células de café, a atividade da GR aumentou em 

decorrência do tratamento com CdCl2, sendo maior quando a concentração e o tempo de 

exposição foram elevados. A maioria dos estudos demonstrou que a atividade da GR é aumentada 

como parte da defesa contra o estresse causado pelo Cd, esta alteração foi demonstrada ser 

geralmente dependente da dose e variável ao decorrer do tempo. Até o momento, a atividade da 

GR aumentou na presença do Cd em R. sativus (VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001), O. sativa 

(CARDOSO et al., 2002), Crotalaria juncea (PEREIRA et al., 2002), Solanum tuberosum 

(STROINSKI; KUBIS; ZIELEZINSKA, 1999), Capsicum annuum (LEÓN et al., 2002), G. max 
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(FERREIRA et al., 2002) e Phaeodactylum tricomutum (MORELLI; SCARANO, 2004). 

Similarmente, o aumento na atividade da GR mostrou ser maior em 40 µM Cd do que em 4 µM 

Cd em raízes e folhas de P. sativum (DIXIT; PANDEY; SHYAM, 2001).  

 Tais resultados reportados na literatura e também observados neste estudo sugerem que a 

GR responde ao estresse por Cd devido ao requerimento de glutationa na forma reduzida, como 

substrato para a síntese de fitoquelatinas, e/ou para o ciclo ascorbato-glutationa que faz a 

remoção do H2O2. Foi demonstrado que o número de isoenzimas da GR varia entre espécies 

vegetais (GRATÃO et al., 2005b). A atividade da GR revelada segundo PAGE não desnaturante 

revelou a princípio três isoenzimas da GR nas células de café não tratadas, com a evidência de 

uma banda IV devido à exposição ao Cd. A última mostrou o maior aumento induzido pelo Cd, 

apesar de todas as bandas exibirem aumento na atividade em células tratadas com Cd. 

A APX demonstrou desempenhar um importante papel na desintoxicação do H2O2 sob 

condições de estresse abiótico (GRATÃO et al., 2005b). As plantas contêm isoenzimas 

cloroplastidiais e citossólicas da APX, que possuem diferentes sequências de aminoácidos 

(ASADA, 1999). Nas células de café, a atividade da APX aumentou no tratamento com 0,05 mM 

CdCl2, mas foi severamente inibida pelo tratamento com 0,5 mM CdCl2. Apesar de estas 

constatações parecerem estranhas, isto também foi observado previamente, quando tratamentos 

com baixas concentrações de Cd levaram ao aumento da atividade da APX em nódulos e raízes 

de G. Max e a atividade foi reduzida em maiores concentrações de Cd (BALESTRASSE et al., 

2001). Esta queda na atividade da APX concomitante com o aumento da concentração de Cd na 

solução nutritiva foi também observada em cloroplastos de Cucumis sativus (ZHANG et al., 

2003). A redução na atividade da APX na maior concentração de CdCl2 deve ter sido ocasionada 

pelo esgotamento da GSH e uma subsequente redução no ciclo ascorbato-glutationa. A redução 

na GSH pode ter sido ocasionada pela síntese de fitoquelatinas induzida pelos íons de Cd. 

Similarmente, as concentrações de ascorbato e GSH demonstraram decair com o aumento na 

concentração de Cd no meio em H. vulgare (WU et al., 2004). 

A GOPX isolada de plantas é distinguível da APX tanto em sequência de aminoácidos 

quanto na função fisiológica, e a GOPX participa em reações metabólicas como a biossíntese de 

lignina, decomposição do ácido indolacético (AIA) e defesa contra patógenos (VEITCH, 2004). 

Muitas peroxidases vegetais demonstraram estar envolvidas na resposta de plantas a uma ampla 

gama de estresses bióticos e abióticos (PASSARDI et al., 2004), incluindo metais pesados 
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(VALÉRIO et al., 2004). O tratamento com Cd demonstrou aumentar a atividade da GOPX em 

Phaseolus aureus (SHAW, 1995), P. vulgaris (CHAOUI et al., 1997) e T. aestivum (MILONE et 

al., 2003). Entretanto, reduções na atividade da GOPX como resposta ao estresse por Cd foi 

observado em raízes e nódulos de G. max (BALESTRASSE et al., 2001) e em H. annuus 

(GALLEGO; BENAVÍDES; TOMARO, 2002). A atividade da GOPX foi detectada nas células 

de café, mas os dados presentes na Figura 4 não mostraram um padrão claro de resposta ao 

CdCl2, quando a concentração e o tempo de exposição utilizados no experimento foram 

considerados. Estes resultados sugerem que nas células de café, a GOPX não é diretamente 

envolvida nos mecanismos de resposta ao Cd. Similarmente, a GOPX não mostrou estar 

relacionada com o estresse oxidativo induzido por Cd em A. thaliana (CHO; SEO, 2005). 

Concluindo, os dados presentes neste estudo demonstraram que o tratamento com 0,05 

mM CdCl2 não induziu estresse oxidativo de acordo com o crescimento celular e o conteúdo de 

TBARS, mesmo que algumas alterações nas atividades enzimáticas foram observadas. A 

tolerância ao estresse oxidativo induzido por Cd deve ser devido ao rápido e significante aumento 

na atividade de algumas das principais enzimas antioxidantes APX, CAT, SOD e GR, que são 

envolvidas na desintoxicação das EAOs.  

Por outro lado, o tratamento com 0,5 mM CdCl2 induziu a produção de EAOs e 

estabeleceu algum nível de estresse oxidativo, apesar dos aumentos nas atividades da CAT, SOD 

e GR. Entretanto, a atividade da APX foi fortemente inibida em decorrência da exposição a 0,5 

mM CdCl2, portanto o estresse oxidativo adicional deve ter sido causado principalmente pela 

queda na atividade da APX. O H2O2 é uma EAO tóxica, mas também funciona como uma 

molécula sinalizadora em plantas, estando também envolvido na regulação da expressão gênica 

por estresses abióticos (NEILL et al., 2002). Desta maneira, enquanto a APX tem uma maior 

afinidade pelo H2O2 que a CAT, a APX deve ser responsável pela modulação fina do H2O2 para a 

sinalização (MITTLER, 2002), e a redução na atividade em decorrência do tratamento com 0,5 

mM CdCl2 pode ter levado a um desbalanço deletério entre a produção e limpeza do H2O2, 

levando a alterações na sinalização em outros processos fisiológicos nas células de café utilizadas 

neste experimento. 

Recentemente, o projeto genoma do café baseado em EST foi completo no Brasil 

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/), onde aproximadamente 140.000 sequências foram 

analisadas a partir de várias bibliotecas diferentes. Entre estas bibliotecas, algumas foram obtidas 
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a partir de suspensões celulares tratadas em com condições de estresse como salinidade, 

alumínio, osmótico e Cd. Todavia, não apenas as variações na atividade como também as 

isoenzimas detectadas segundo a atividade revelada em PAGE, devem ser comparadas com a 

expressão de gene(s), fornecendo informações adicionais, para melhorar o entendimento da rota 

destas enzimas na proteção do café contra os efeitos tóxicos dos metais pesados. Um estudo mais 

compreensivo neste aspecto está em andamento pelo grupo de pesquisa formado pelos 

laboratórios dirigidos pelos professores Ricardo Antunes de Azevedo (ESALQ/USP), Paulo 

Mazzafera (IB/UNICAMP) e Peter Lea (Lancaster University). 

 

2.4. Material e métodos 

 

2.4.1 Precultura das células de café 

 

 Folhas do terceiro e quarto par de folhas de C. arabica variedade Catuaí Vermelho foram 

utilizadas para produzir as culturas celulares (NEUENSCHWANDER; BAUMANN, 1992). Os 

explantes foram mantidos em meio CIM sólido (pH 5.8) contendo sais MS, e suplementado com 

10 mg.L-1 de tiamina-HCl, 100 mg.L-1 de inositol, 30 g.L-1 de sacarose, 4 mg.L-1 de cinetina e 1 

mg.L-1 de 2,4-D. As caloses produzidas em 8 a 9 semanas no escuro e apresentando uma 

coloração amarelo palha e aspectos friáveis foram selecionadas e transferidas para 30 mL de 

meio CIM líquido e mantidas a 100 rpm no escuro, a 25 ± 2 °C. A cada 15 dias, metade do 

volume do frasco foi trasferido para um novo frasco contendo 15 mL de meio CIM. Neste 

estágio, agregados grandes foram eliminados com um forceps, e ao final de dois meses as 

suspensões celulares eram formadas por pequenos agregados homogêneos, com coloração creme. 

 

2.4.2 Tratamento das células 

 

Células com sete dias de idade foram secas por sucção e lavadas com água estéril 

destilada e deionizada, e foram transferidas ao meio CIM na densidade de 4 g de células por 50 

mL-1. O CdCl2 foi então adicionado até atingir as concentrações finais zero (controle), 0,05 e 0,5 

mM, e o cultivo foi feito por um período de até 288 h sob as mesmas condições descritas acima. 
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As células coletadas em períodos distintos do ciclo de crescimento foram secas e lavadas com 

água destilada e deionizada e estocadas a -80 °C para análises sequentes. 

 

2.4.3 Crescimento celular 

 

O crescimento celular foi medido pela determinação da massa celular total em massa 

fresca (g), em distintos intervalos. Estas células foram também utilizadas para análises 

bioquímicas. 

 

2.4.4 Acúmulo de Cd 

 

As células de café expostas a 0, 0,05 e 0,5 mM Cd, foram analisadas seguindo a 

metodologia analítica quantitativa de fluorescência da energia de dispersão de raios-X (EDXRF) 

com a técnica de excitação de radioisótopo, feita no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, 

CENA/USP, sendo analisado conforme descrito por Nascimento-Filho (1999). As amostras de 

células de café foram secas a 60 °C por 14 dias. As amostras foram então maceradas e 

homogeneizadas com H3BO4 na proporção de 1:9, e 1 g do homogeneizado foi utilizado na 

EDXRF. 

 

2.4.5 Peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica foi determinada através da medição da concentração de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme descrito previamente por Buege e Aust 

(1978). As células de café (300 mg) foram maceradas com pistilo e mortar e homogeneizadas 

com 20% (m/v) de polivinilpirrolidona (PVPP) insolúvel e 1,3 mL de 0,1% (m/v) de ácido 

tricloroacético (TCA). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. A seguir, 250 

µL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL da solução contendo 0,5% (m/v) de TBA e 20% (m/v) 

de TCA. Esta mistura foi incubada a 95 °C por 20 min, e a reação foi paralisada por resfriamento 

rápido em banho de gelo e água. A absorbância das TBARS formadas foi determinada em 

espectrofotômetro a 535 nm. As medições foram corrigidas para turbidez inespecífica, subtraindo 
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a absorbância a 600 nm. A concentração de TBARS foi calculada utilizando o coeficiente de 

extinção molar 1,55 x 10-5 mol-1 cm-1. 

 

2.4.6 Extração enzimática 

 

Os passos seguintes foram conduzidos a 4 °C. As células de café foram homogeneizadas 

(2:1 volume de tampão/ massa fresca) em mortar e pistilo, com 100 mM de tampão fosfato de 

potássio (pH 7,5) contendo 1 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM de DL-

ditiotreitol e 5% (m/v) de PVPP insolúvel. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 30 

min e o sobrenadante foi estocado cuidadosamente em alíquotas separadas a -80 °C, antes de 

fazer as análises de CAT, GR, APX, GOPX e SOD. 

 

2.4.7 Ensaio da CAT 

 

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et al. (1998), com 

pequenas modificações. A atividade da CAT foi ensaiada em espectrofotômetro a 25 °C numa 

mistura de reação composta de 1 mL de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5), contendo 

2,5 µL de solução a 30 % (v/v) de H2O2, preparado imediatamente antes do uso. A reação foi 

iniciada pela adição de 15 µL de extrato vegetal e a atividade foi determinada pelo 

monitoramento da degradação do H2O2 a 240 nm por 1 min contra um branco livre de extrato 

vegetal. 

 

2.4.8 Ensaio da GR 

 

A atividade da GR foi determinada conforme descrita por Azevedo et al. (1998). A 

atividade da GR foi ensaiada em espectrofotômetro a 30 °C em uma mistura de reação 

consistindo de 3 mL de 100 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,5) contendo 1 mM de 5,5”-

ditiobis(ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB), 1 mM de glutationa oxidada (GSSG) e 0,1 mM de 

NADPH. A reação foi iniciada pela adição de 50 µl de extrato enzimático. A taxa de redução da 

GSSG foi acompanhada pelo monitoramento do aumento na absorbância a 412 nm durante 2 min. 
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2.4.9 Ensaio da APX 

 

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981), pelo 

monitoramento da taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm, na temperatura de 30 °C. O meio de 

reação era composto de 50 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,0), 0,5 mM de ascorbato, 0,1 

mM de EDTA, 0,1 mM de H2O2 e 100 µL de extrato enzimático, num volume total de 1 mL. A 

reação foi iniciada pela adição de ascorbato. O decréscimo na absorbância foi monitorado a partir 

de 10 até 60 s do início da reação. 

 

2.4.10 Ensaio da GOPX 

 

A atividade da GOPX foi determinada como descrito por Matsuno e Uritani (1972). O 

meio de reação era composto de 250 µL de tampão fosfato-citrato (0,2 mM de fosfato de sódio 

dibásico : 0,1 mM de ácido cítrico) pH 5,0, 150 µL de extrato enzimático e 25 µL de guaiacol a 

0,5% (v/v), que foi agitado com vortex e colocado a 30 °C por 15 min. A reação foi paralisada 

por resfriamento rápido em banho de água e gelo, seguido pela adição de 25 µL de solução de 

metabisulfito de sódio a 2% (m/v). Após ser agitada, a mistura de reação foi mantida por 10 min 

e a atividade da GOPX foi determinada pela leitura da absorbância a 450 nm. Uma unidade de 

atividade enzimática (U) corresponde ao aumento de 0,001 na absorbância por min. 

 

2.4.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)  

 

A eletroforese foi conduzida sob condições não desnaturantes em géis de poliacrilamida a 

9% (m/v), revelados para atividade de SOD, CAT e GR. Uma corrente constante de 30 mA/gel 

foi aplicada por 8 h (géis revelados para atividade de CAT), 4 h (géis revelados para atividade de 

GR) ou 3 h (géis revelados para atividade de SOD) a 4 °C. Os tampões de eletroforese e géis 

nativos foram preparados conforme descrito por Laemmli (1970), exceto o SDS que foi excluído. 

Quantidades iguais de proteína foram aplicadas em cada linha. 
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2.4.12 Revelação para atividade da GR 

 

A atividade da GR em géis nativos foi determinada conforme descrito previamente (LEE; 

LEE, 2000) com modificações conforme descrito por Medici et al. (2004). Os géis foram lavados 

em água destilada e deionizada, e incubados no escuro por 30 min em temperatura ambiente em 

uma mistura de reação contendo 0,25 mM de Tris, 0,5 mM de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), 0,7 mM de 2,6-dicloro-N-(4-hidroxifenil)-1,4-

benzoquinonaimina de sódio (DPIP), 3,4 mM de GSSG e 0,5 mM de NADPH.  

 

2.4.13 Revelação para atividade da CAT 

 

A atividade de CAT em PAGE nativo foi determinada conforme descrito por Woodbury; 

Spencer and Stahmann (1971). Os géis foram incubados em 0,003% (v/v) de H2O2 por 10 min e 

revelados em solução contendo 1% (m/v) de FeCl3 e 1% (m/v) de K3Fe(CN6), por 10 min. 

 

2.4.14 Revelação para atividade da SOD 

 

Após separação eletroforética, a atividade da SOD foi determinada conforme descrito por 

Beauchamp e Fridovich (1971) e modificado por Azevedo et al. (1998). Os géis foram lavados 

em água destilada e deionizada e incubados no escuro por 30 min em temperatura ambiente, em 

uma mistura de reação contendo 50 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,8), 1 mM de EDTA, 

0,05 mM de riboflavina, 0,1 mM de nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% (v/v) de N,N,N”,N”- 

tetrametiletilenodiamina (TEMED). Ao final deste período, a mistura de reação foi retirada dos 

géis, que foram lavados com água destilada e deionizada e então iluminados em água até o 

desenvolvimento de bandas descoloridas relativas à atividade da SOD, num gel de revelação 

púrpura. Para paralisar a reação, os géis foram transferidos para ácido acético a 6% (v/v). 

As isoenzimas de SOD foram classificadas conforme descrito previamente por Azevedo et 

al. (1998). Prévio à revelação de SOD, o gel foi cortado em três fatias; a primeira foi revelada 

para SOD como descrito acima; a segunda e a terceira fatias foram incubadas por 20 min em 100 

mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,8) contendo 2 mM de cianeto de potássio (KCN) e 100 

mM de tampão fosfato de potássio (pH 7,8) contendo 5 mM de H2O2, respectivamente. Ao final 
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deste período, ambas as fatias foram lavadas em água destilada e deionizada e então reveladas 

para atividade de SOD. O pretratamento em H2O2 e KCN antes da revelação para SOD permitiu a 

classificação das isoenzimas de SOD em Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ou Mn-SOD. A Mn-SOD é 

resistente aos dois inibidores, Fe-SOD é resistente ao KCN e inibida por H2O2, e ambos 

inibidores inibem a Cu/Zn-SOD. 

 

2.4.15 Determinação da concentração de proteína 

 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando 

BSA como padrão. 

 

2.4.16 Delineamento experimental 

 

O experimento foi elaborado segundo o delineamento inteiramente casualizado, e os 

resultados expressam a média e o desvio padrão da média (SEM) de 4 repetiões para crescimento 

celular, 3 repetições para TBARS e atividade das enzimas CAT, GR, GOPX e APX ou 2 

repetições para medidas de acúmulo de Cd. 
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3 O NÍQUEL PROVOCA UMA RESPOSTA ANTIOXIDANTE RÁPIDA EM CÉLULAS 

DE Coffea arabica 

 

Resumo 

 

A resposta antioxidante de células em suspensão de café (Coffea arabica L.) ao níquel 

(Ni) foi investigada. O Ni foi acumulado muito rapidamente nas células e o acúmulo pôde ser 

diretamente correlacionado com o aumento da concentração de NiCl2 no meio. Na dosagem 0,05 

mM NiCl2, o crescimento foi estimulado, mas na dosagem 0,5 mM NiCl2, o crescimento foi 

inibido. Foram detectadas alterações na presença de espécies ativas de oxigênio pela análise 

visual das células tratadas com Ni, assim como pelo aumento na peroxidação lipídica, na 

dosagem 0,5 mM NiCl2. As atividades das enzimas Catalase (CAT; EC 1.11.1.6), glutationa 

redutase (GR; EC 1.6.4.2), ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11), guaiacol peroxidase 

(GOPX; EC 1.11.1.7) e superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foram aumentadas, 

particularmente nos períodos iniciais de exposição ao NiCl2 e as atividades foram maiores na 

dosagem 0,5 mM NiCl2, na maioria dos tempos de exposição testados. PAGE não desnaturante 

revelou uma isoenzima da CAT, nove isoenzimas da SOD e quatro isoenzimas da GR. As 

isoenzimas da SOD foram diferencialmente afetadas pelo tratamento com NiCl2 e uma izoenzima 

da GR foi aumentada pelo NiCl2. O NiCl2 na concentração 0,05 mM não induziu peroxidação 

lipídica e a principal resposta aparenta ser via indução da atividade das enzimas SOD, CAT, 

GOPX e APX, para a remoção das espécies ativas de oxigênio e através da indução da GR para 

garantir a disponibilidade de glutationa reduzida. 

 

Palavras chave: Coffea arabica; estresse oxidativo, peroxidação lipídica; níquel; catalase; 

glutationa redutase; superóxido dismutase 

 

 

 

 

 

 



 

 

105
 

Abstract 

 

The antioxidant responses of coffee (Coffea arabica L.) cell suspension cultures to nickel 

(Ni) were investigated. Ni was very rapidly accumulated in the cells and the accumulation could 

be directly correlated with the increase of NiCl2 concentration in the medium. At 0.05 mM NiCl2 

growth was stimulated, but at 0.5 mM NiCl2, the growth rate was reduced. Alterations in the 

presence of reactive oxygen species were detected by visual analysis of the Ni treated cells, as 

well as by an increase in lipid peroxidation at 0.5 mM NiCl2. Catalase (CAT; EC 1.11.1.6), 

glutathione reductase (GR; EC 1.6.4.2), ascorbate peroxidase (APX; EC 1.11.1.11), guaiacol 

peroxidase (GOPX; EC 1.11.1.7) and superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activities were 

increased, particularly at earlier NiCl2 exposure times and the activities were higher at 0,5 mM 

NiCl2 for most of exposure times tested. Non-denaturing PAGE revealed one CAT isoenzyme, 

nine SOD isoenzymes and four GR isoenzymes. The SOD isoenzymes were differentially 

affected by NiCl2 treatment and one GR isoenzyme was increased by NiCl2. NiCl2 at 0.05 mM 

did not induce lipid peroxidation and the main response appeared to be via the induction of SOD, 

CAT, GOPX and APX activities for the removal of the reactive oxygen species and throught the 

induction of GR to ensure the availability of reduced glutathione. 

 

Keywords: Coffea arabica; oxidative stress, lipid peroxidation; nickel; catalase; glutathione 

reductase; superoxide dismutase 
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3.1 Introdução 

 

Os metais pesados podem ser incluidos na principal categoria de poluentes. O Ni é um 

metal pesado amplamente utilizado na manufatura de aço e outras ligas, na manufatura de 

baterias e inventos eletrônicos (CHEN; WANG; LIN, 2003), produtos de petróleo e os produtos 

da combustão de combustíveis fósseis (cinza, resíduos) (POULIK, 1997). O Ni pode contaminar 

o solo principalmente através do lodo de esgoto, compostos industriais e deposição atmosférica, 

especialmente em plantas próximas ao processamento (POULIK, 1997). O acúmulo de Ni em 

áreas agrícolas é um problema primário, uma vez que ele também pode entrar na cadeia alimentar 

do homem e animais. 

Em concentrações traço, o Ni é um elemento necessário para os organismos vivos, devido 

sua função como componente insubstituível da enzima urease, que é responsável pela hidrólise da 

uréia (WITTE et al., 2005). Mais recentemente, o Ni e outros metais mostraram ser cofatores da 

classe enzimática cupim de proteínas vegetais, apesar da maioria das proteínas conter ferro como 

cofator metálico do sítio ativo (DUNWELL; PURVIS; KHURI, 2004). Entretanto, em altas 

concentrações o Ni é um poluente tóxico para humanos, animais e plantas (POULIK, 1997). Em 

animais e humanos, o Ni pode danificar o músculo cardíaco, os rins e o sistema nervoso central, 

além de reduzir a capacidade imunológica (POULIK, 1997), e danificar o DNA, o que pode levar 

a morte celular (CHEN; WANG; LIN, 2003). O Ni também induz a peroxidação lipídica e o 

estresse oxidativo, que são envolvidos nos mecanismos moleculares da toxidez e 

carcinogenicidade do Ni em animais (CHEN; WANG; LIN, 2003).  

O Ni mostrou ser acumulado em tecidos distintos de espécies vegetais hiperacumuladoras 

(BHATIA et al., 2004, BROADHURST  et al., 2004, VINTERHALTER; VINTERHALTER, 

2005), que podem ser utilizadas na fitorremediação de áreas contaminadas com Ni. 

A fitotoxidez do Ni resulta em clorose na folha e redução da biomassa vegetal 

(KUKKOLA; RAUTIO; HUTTUNEN, 2000), taxas de fotossíntese e respiração reduzidas 

(SCHICKLER; CASPI, 1999), baixa germinação de sementes (RAO; SRESTY, 2000), 

crescimento vegetal fraco, queda na produção acompanhada pela translocação de nutrientes 

reduzida, desordens no metabolismo vegetal e, em leguminosas, capacidade de fixação de 

nitrogênio reduzida (POULIK, 1997). Uma pesquisa recente revelou que plantas de canola 

transgênica expressando 1 - aminociclopropano – 1 - ácido carboxílico desaminase de bactéria, 
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exibiram um aumento significante na tolerância ao Ni quando comparada a plantas controle não 

transformadas, quando cultivadas em solos contaminados com Ni (STEARNS et al., 2005). 

Apesar das informações da relação entre metais pesados e estresse oxidativo disponíveis em anos 

recentes, continua difícil desenhar uma conclusão geral sobre as concentrações críticas de metais 

tóxicos nos solos (ROMERO-PUERTAS et al., 2004). 

O O2 molecular é relativamente não reativo em seu estado natural, mas a produção de 

espécies ativas de oxigênio (EAOs), como o superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

radical hidroxil (•OH) e o oxigênio “singlet” (O2
1), é uma consequência inevitável do 

metabolismo aeróbico. Sob condições normais de crescimento, a produção de EAOs nas células 

ocorre em baixa taxa, entretanto, fatores ambientais adversos que perturbam a homeostase celular 

aumentam a produção de EAOs, levando ao estresse oxidativo (GRATÃO et al., 2005). O Ni é 

um agente que pode causar estresse oxidativo em plantas (FREEMAN et al., 2004). As EAOs 

demonstraram induzir a peroxidação lipídica de membranas celulares e o nível de peroxidação 

lipídica medido pela quantidade de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) tem 

sido utilizado como um índice do efeito tóxico do estresse oxidativo (BACCOUCH; CHAOUI; 

EL FERJANI, 2001). As EAOs mostraram ser produzidas como uma resposta geral a distintas 

condições abióticas estressantes (ANZA; RIGA; GARBISU, 2005; FIDALGO et al., 2004). 

A destruição eficiente das EAOs requer a ação de várias enzimas antioxidantes como a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX), a glutationa 

redutase (GR) e a guaiacol peroxidase (GOPX). As SODs são consideradas a primeira linha de 

defesa contra as EAOs, sendo responsáveis pela dismutação do O2
•- gerando H2O2 e O2. A CAT, 

a APX e a GOPX são enzimas que catalizam a conversão do H2O2 a água e O2 (GRATÃO et al., 

2005). A GR catalisa a redução dependente de NADPH da glutationa oxidada (GSSG) para a 

forma reduzida (GSH) (GRATÃO et al., 2005). A APX, a GR e a GSH são componentes 

importantes do ciclo ascorbato-glutationa, responsável pela remoção do H2O2 em diferentes 

compartimentos celulares (FOYER; NOCTOR, 2005, GRATÃO et al., 2005). A GSH é também 

o substrato para a biossíntese de fitoquelatinas, que são envolvidas na desintoxicação de metais 

pesados (INOUHE, 2005). O Ni induz a produção de fitoquelatinas, mas a ligação de metais com 

fitoquelatinas foi apenas demonstrada para Cu, Pb e Cd (KUKKOLA; RAUTIO; HUTTUNEN, 

2000). Além disso, plantas naturalmente tolerantes a metais não elevam a produção de 
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fitoquelatinas como parte de sua defesa contra o Ni (FREEMAN et al., 2004). Entretanto, o Ni 

pode formar complexo estável com a GSH (RAO; SRESTY, 2000). 

O café é a segunda maior mercadoria no mundo depois do petróleo, sendo a principal 

cultura em diversos países. Está estimado que apenas no Brasil, aproximadamente seis milhões de 

pessoas são envolvidas com o negócio do café, desde a produção no campo até o consumidor. 

Pouco é conhecido sobre a resposta antioxidante de café em condições estressantes (DAZA et al., 

1993). Entretanto, um estudo recente indicou que o lodo de esgoto pode ser adotado por 

produtores de café como uma prática agrícola, uma vez que ele não afeta a qualidade da bebida 

(MARTINS; CAMARGO; BATAGLIA, 2005). Este foi um experimento de curto período de 

tempo, porém em períodos maiores, as plantações de café poderiam se tornar intoxicadas pelos 

metais pesados presentes neste fertilizante alternativo. Além disso, há muito pouca informação na 

literatura sobre plantas perenes sujeitas ao estresse por metais pesados. Portanto, o objetivo deste 

trabalho foi estudar o efeito do NiCl2 no metabolismo de células de café em suspensão, com 

atenção especial aos parâmetros fisiológicos relacionados ao crescimento celular, peroxidação 

lipídica e o sistema antioxidante enzimático. 

 

3.2 Resultados 

 

3.2.1 Crescimento celular, acúmulo de Ni e indução de estresse oxidativo 

 

A análise do crescimento de células em suspensão baseada na massa fresca, nas 

concentrações zero (controle), 0,05 e 0,5 mM NiCl2 mostrou um pequeno estímulo do 

crescimento em 0,05 mM NiCl2 após 288 h de crescimento, enquanto que a inibição do 

crescimento foi observada em 0,5 mM NiCl2, quando comparados ao controle (Figura 1). 

O acúmulo de Ni nas células de café foi determinado após o crescimento em ambas as 

concentrações de NiCl2. Este indicou que o Ni entrou rapidamente nas células, alcançando o 

limiar de concentração, com grande acúmulo logo após 12 h de exposição ao metal, 

particularmente em 0,5 mM NiCl2 (Figura 1). É também interessante observar que os níveis de Ni 

determinados nas células tenderam a 10 vezes a proporção da concentração de Ni no meio. 

Foram também detectadas alterações no metabolismo do oxigênio ativo. A primeira 

evidência foi a variação das culturas de células, apresentando um aspecto visual marrom-
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acinzentado nas células tratadas com NiCl2, principalmente na concentração 0,5 mM NiCl2 

(Figura 2). Outra indicação adicional foi observada pela medição da peroxidação lipídica, 

determinada pela quantidade de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Figura 1). 

O tratamento com 0,05 mM NiCl2 apenas produziu algum nível alterado de peroxidação lipídica 

após 96 h de exposição, enquanto que o tratamento com 0,5 mM NiCl2 induziu uma elevação 

rápida e forte na quantidade de TBARS após 24 h de exposição ao NiCl2, que continuou a 

aumentar até 192 h de exposição ao NiCl2. 

 
Figura 1 - Crescimento celular (g massa fresca) (A); Acúmulo de Ni (µg g-1 massa fresca) (B) e quantidade de 

TBARS (nmol g-1 massa fresca) (C) em células de café cultivadas por um período de 288 h em três concentrações de 

NiCl2. Zero (controle) CdCl2 (�), 0,05 mM CdCl2 ({) e 0,5 mM CdCl2 (▲).  Os valores representam a média de 
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quatro repetições ± SEM para crescimento celular, média de duas repetições ±SEM para acúmulo de Ni e média de 

três repetições ±SEM para a quantidade de TBARS 

 

              1                             2                              3 
Figura 2 - Culturas de células em suspensão de café cultivadas por 288 h em zero (controle) NiCl2 (1), 0,05 mM 

NiCl2 (2) e 0,5 mM NiCl2 (3) 

 

3.2.2 Atividade da SOD 

 

A revelação da atividade da SOD em PAGE não desnaturante revelou a existência de 

diversas isoenzimas (Figura 3). As bandas de SOD foram classificadas de acordo com seu cofator 

metálico baseado em seu padrão inibitório ao peróxido de hidrogênio e ao cianeto (dado não 

mostrado). A revelação da atividade da SOD revelou duas principais isoenzimas Mn-SOD 

(bandas V e VI) nas células de café, com a banda V exibindo aumento geral na atividade após a 

exposição ao NiCl2, enquanto que a banda VI foi inibida pelo tratamento com NiCl2 após 12 h de 

tratamento com 0,05 mM NiCl2 e após 12 h e 24 h com 0,5 mM NiCl2. Um acréscimo geral na 

atividade nas células tratadas com NiCl2 foi observado, particularmente devido à banda V de 

SOD. As quatro isoenzimas Mn-SODs menores (bandas I, II, III e IV) não foram detectadas após 

12 h de tratamento em ambas as concentrações de NiCl2 e foram muito fracas após 24 h de 

tratamento com 0,5 mM NiCl2. As isoenzimas Fe-SOD VII, VIII e IX não foram afetadas por 

qualquer das concentrações e tempos de exposições ao NiCl2 testados (Figura 3). 
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3.2.3 Atividade da CAT 

 

A revelação da atividade da CAT em PAGE não desnaturante (Figura 3) revelou apenas 

uma isoenzima da CAT nas culturas de células em suspensão de café, que também variou em 

resposta ao NiCl2, exibindo um padrão similar na variação da atividade ao observado pelo ensaio 

em espectrofotômetro para a atividade total da CAT (Figura 4), que revelou um pico de elevação, 

alcançando 4 e 2 vezes após 12 h nas concentrações 0,05 e 0,5 mM NiCl2, respectivamente, que 

foi reduzida ao nível do controle após 24 h de tratamento. Um aumento adicional na atividade da 

CAT foi também observado em ambas as concentrações após 288 h de exposição, enquanto que o 

controle não exibiu qualquer variação significativa na atividade da CAT durante o tempo total do 

experimento. 

 

3.2.4 Atividade da GR 

 

 A revelação da atividade da GR em PAGE não desnaturante revelou a princípio quatro 

isoenzimas da GR nas células de café (bandas I, II, III e IV), que foram diferencialmente afetadas 

pelo tratamento com NiCl2, particularmente a banda IV da GR, que aparentou responder mais 

especificamente ao NiCl2, principalmente após 12 h de exposição (Figura 3). A atividade total da 

GR mostrou um pico de acréscimo durante as primeiras 24 h de cultivo na presença de NiCl2, 

mas foi reduzida a menores níveis de atividade após este período. A atividade induzida pelo Ni 

permaneceu maior que a atividade da GR no controle durante período total do experimento 

(Figura 4). 
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Figura 3 - Revelação da atividade de SOD (A), CAT (B) e GR (C) em células de café. Linha 1, padrões de SOD 

bovina, CAT de fígado bovino e Saccharomyces cerevisiae em (A), (B) e (C), respectivamente; linha 2, zero 

(controle) NiCl2 após 96 h; linha 3, 12 h, linha 4, 24 h; linha 5, 192 h e linha 6, 288 h de cultivo em 0,05 mM NiCl2; 

linha 7, 12 h, linha 8, 24 h, linha 9, 192 h e linha 10, 288 h de cultivo em 0,5 mM NiCl2 
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3.2.5 Atividade da APX 

 

 Seguindo o tratamento com 0,05 mM NiCl2, a atividade total da APX mostrou um pico de 

aumento na atividade de 4 vezes após 12 h de exposição, seguindo por uma redução em 24 h e 

um pico de acréscimo na atividade adicional em 48 h de tratamento e um acréscimo final na 

atividade após 288 h de tratamento, em relação ao controle (Figura 4). A atividade da APX nas 

células sujeitas a 0,5 mM NiCl2 também exibiu um aumento na atividade, mas em menor 

extensão que o observado para 0,05 mM NiCl2. No final do tempo de exposição ao metal, um 

aumento na atividade foi também observado nesta concentração (Figura 4). 

 

3.2.6 Atividade da GOPX 

 

 A atividade da GOPX foi também determinada em culturas de células em suspensão de 

café expostas ao NiCl2. A atividade da GOPX foi aumentada durante as primeiras 96 h e após 

288 h de exposição a 0,05 mM NiCl2. De outra forma, a atividade da GOPX nos tratamentos com 

0,5 mM NiCl2 foi apenas aumentada em relação ao controle após 288 h de exposição ao NiCl2 

(Figura 4). 
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Figura 4 - Atividade específica da CAT (µmol H2O2 min-1 mg-1 proteína) (A); GR (µmol NADPH min-1 mg-1 

proteína) (B); APX (µmol ascorbato min-1 mg-1 proteína) (C) and GOPX (U mg-1 proteína) (D) em células de café 

cultivadas em um período de 288 h em três concentrações de NiCl2. Zero (controle) CdCl2 (�), 0,05 mM CdCl2 ({) 

e 0,5 mM CdCl2 (▲). Os valores representam a média de três repetições ±SEM 
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3.3. Discussão 

 

O Ni é um metal tóxico e sua presença no ambiente está aumentando constantemente, 

afetando o cultivo de culturas economicamente importantes. Os efeitos de diversos metais 

pesados têm sido testados no cultivo de espécies vegetais, entretanto, apenas em poucos casos, 

culturas de células em suspensão têm sido testadas. Além disso, segundo as informações atuais, 

este é um dos poucos estudos realizados com espécie vegetal perene sujeita à exposição a metal 

pesado. 

 Está demonstrado que a incorporação do Ni é proporcional a concentração de Ni no meio 

e/ou o tempo de incubação em raízes de Zea mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 

2001), Canabis sativa (CITTERIO et al., 2003), Trigonella corniculata (PARIDA; CHHIBBA; 

NAYYAR, 2003), na planta submersa Hydrilla verticillata (SINHA; PANDEY, 2003), Silene 

paradoxa (GONNELLI; GALARDI; GABBRIELLI, 2001), Cajanus cajan (RAO; SRESTY, 

2000) e em culturas de calos de Echinochloa colona tolerantes e não tolerantes ao Ni 

(SAMANTARAY; ROUT;  DAS, 2001). Em Medicago sativa cultivado em solo contaminado 

com uma mistura de 50 ppm de Cd, Cu, Ni, e Zn, o Ni foi o metal pesado presente em maiores 

quantidades na parte aérea (PERALTA-VIDEA et al., 2002). No presente estudo, o Ni entrou 

rapidamente nas células de café e acumulou em altas concentrações. A capacidade de acumular 

Ni depende da concentração de Ni no meio de cultura, com um acúmulo particularmente alto e 

significante observado em 0,5 mM NiCl2. A concentração molar de Ni dentro destas células 

estaria próxima a 16 mM (calculada utilizando a massa seca das células) no final do experimento. 

O destino final do metal no interior da célula não foi determinado, mas sabe-se que o Ni pode 

estar presente como íon no citoplasma ou complexado com GSH (RAO; SRESTY, 2000), 

histidina (INGLE et al., 2005), ácidos orgânicos (FREEMAN et al., 2004) e possivelmente com 

proteínas específicas de ligação ao metal e sequestrado no vacúolo (SAMANTARAY; ROUT;  

DAS, 2001), contribuindo então para a tolerância ao Ni. Foi estabelecido previamente que o 

vacúolo fornece o principal reservatório para o Ni em Thlaspi goensigense (KRAMER et al., 

2000).  

Tal acúmulo foi provavelmente decisivo no efeito sobre o crescimento celular, desde que 

0,5 mM NiCl2 produziu uma redução significante no crescimento das células de café, 
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determinado segundo a massa fresca, enquanto 0,05 mM NiCl2 aumentou ligeiramente o 

crescimento celular. A inibição do crescimento e a redução da produção de biomassa são 

respostas gerais de vegetais superiores à toxidez dos metais pesados (GRATÃO et al., 2005), que 

pode ser ligado a perda no turgor celular, resultando no decréscimo da atividade mitótica e/ou na 

inibição do elongamento celular. Dessa forma, a toxidez do Ni pode causar inibição do 

crescimento da parte aérea e/ou raízes, como observado em diversas espécies vegetais testadas, 

como raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e parte aérea 

(BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998), raízes de S. paradoxa (GONNELLI; 

GALARDI; GABBRIELLI, 2001) e plântulas de P. sylvestris (KUKKOLA; RAUTIO; 

HUTTUNEN, 2000). Em Alissum argenteum e Alissum maritimum, o Ni induziu a redução da 

massa fresca sem o efeito concomitante efeito na massa seca, sugerindo uma mudança no status 

hídrico vegetal, que pode ser o resultado do decréscimo da absorção de água ou aumento da perda 

de água, ambos dos quais podem ocorrer devido a danificação da membrana (SCHICKLER; 

CASPI, 1999). Além disso, em folhas de Brassica oleracea, o Ni promoveu decréscimo na 

suculência e densidade foliar, que indicaram deficiência hídrica real (MOLAS, 1997). Entretanto, 

em baixas concentrações o Ni é considerado um elemento essencial principalmente devido a sua 

função como componente insubstituível da urease (WITTE et al., 2005), e isto pode ser a causa 

da indução do crescimento celular por 0,05 mM NiCl2 nas células de café. Similarmente, o 

crescimento de culturas de células in vitro não tolerantes de E. colona foi estimulado por baixas 

concentrações de Ni, mas declinou com o aumento na concentração de Ni no meio 

(SAMANTARAY; ROUT;  DAS, 2001), de maneira similar ao estímulo do crescimento causado 

por baixas de Cd observado em algumas espécies vegetais (FORNAZIER et al., 2002). 

Em plantas, o sintoma visual de clorose foliar tem sido observado como um efeito geral 

da toxidez do Ni (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001). As culturas de células de café 

tratadas com Ni exibiram uma coloração visual marrom-acinzentada principalmente na 

concentração 0,5 mM NiCl2, que deve ser um indicativo da oxidação celular. Similarmente, 

raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e raízes e caules de C. cajan 

(RAO; SRESTY, 2000) tornaram-se marrom após tratamento com Ni. O escurecimento das 

células de café deve indicar a oxidação de compostos fenólicos a quinonas citotóxicas, que se 

acredita ser mediado pela redução de um elétron a radicais semiquinona que se autooxidam 

formando ROS (ELSTNER, 1987). 
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Além disso, o Ni produziu um grande aumento na quantidade de TBARS nas células de 

café cultivadas em 0,5 mM NiCl2, que é um índice da peroxidação lipídica e todavia, do estresse 

oxidativo. Então, a concentração 0,5 mM NiCl2 mostrou-se tóxica as células de café, levando ao 

estresse oxidativo, que aparentemente não ocorreu no caso da concentração 0,05 mM NiCl2. Está 

reportado que a peroxidação lipídica é um efeito primário da toxidez dos metais, e pode iniciar 

antes do aparecimento de qualquer sintoma visível de toxidez (BACCOUCH; CHAOUI; EL 

FERJANI, 2001).  A elevação na quantidade de TBARS devido à exposição ao Ni foi também 

observada em Arabidopsis thaliana, T. goensigense (FREEMAN et al., 2004), H. verticillata 

(SINHA; PANDEY, 2003), raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e 

parte aérea (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998), raízes e parte aérea de C. cajan 

(RAO; SRESTY, 2000) e raízes de Triticum aestivum (PANDOLFINI; GABBRIELLI; 

COMPARINI, 1992). A peroxidação de membranas celulares afeta severamente sua 

funcionalidade e integridade e pode produzir danos irreversíveis à célula, resultando no aumento 

da permeabilidade da membrana plasmática, que provoca o extravasamento dos íons K+ e outros 

solutos e pode finalmente causar morte celular (CHAOUI et al., 1997). Os danos causados pela 

peroxidação no plasmalema também provoca o extravazamento do conteúdo celular e a 

dissecação rápida, enquanto que os danos a membranas intracelulares podem afetar a atividade 

respiratória na mitocôndria (SCANDALIOS, 2005). A peroxidação lipídica pode ser iniciada 

pelas EAOs ou pela ação da lipoxigenase (SANDALIO et al., 2001). 

Existem numerosos mecanismos pelos quais as EAOs podem ser geradas in vivo. Um 

destes mecanismos é através da reação tipo Fenton, que envolve a redução do H2O2 por um íon 

metálico de transição, como o Ni, formando o radical •OH (LLOYD; CARMICHAEL, 

PHILLIPS, 1998; GOLDSTEIN; CZASPKI, 1990). O radical •OH e seus derivados são os mais 

potentes oxidantes conhecidos, sendo hábeis a atacar rapidamente e indiscriminadamente todas as 

macromoléculas, provocando sérios danos aos componentes celulares (SCANDALIOS, 2005). 

Além disso, os metais pesados podem induzir estresse oxidativo indiretamente, causando 

distúrbios nos cloroplastos, peroxissomos e mitocôndrias (GRATÃO et al., 2005), e o Ni pode 

também ser envolvido nestes processos. Em geral, o O2
•- pode surgir quando elétrons são mal 

direcionados e doados ao oxigênio. Em adição, o O2
1, que é formado quando a energia de 

excitação é transferida ao O2, também produz efeitos deletérios pois o O2
1 pode transferir sua 

energia de excitação a outras moléculas biológicas ou reagir com elas, formando endoperóxidos 
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ou hidroperóxidos (GRATÃO et al., 2005). A mitocôndria vegetal em atividade respiratória 

produz EAOs em altas taxas, sendo que uma cadeia transportadora de elétrons mais reduzida 

produz mais EAOs. Em células de mamíferos, as mitocôndrias são as principais fontes de EAOs, 

o que também é sugerido para células vegetais não fotossintetizantes (MOLLER, 2001). As 

células de café foram cultivadas no escuro neste experimento e o estresse oxidativo induzido 

deve ter sido causado principalmente pela alteração da atividade mitocondrial causada pelo 

estresse do Ni e/ou por reação tipo Fenton mediada pelo Ni. 

A atividade e expressão de genes codificadores de enzimas antioxidantes apresentaram 

mudanças em algumas plantas, quando sujeitas a diversas condições ambientais e a resposta das 

enzimas antioxidantes ao estresse oxidativo induzido por metais pesados forneceu resultados 

variáveis e controversos (SCHÜTZENDÜBEL et al, 2001). As numerosas fontes de EAOs e o 

complexo sistema de limpeza dos oxidantes fornece a flexibilidade necessária ao metabolismo 

antioxidante (GRATÃO et al., 2005). Dados os mecanismos utilizados pelas plantas para 

desintoxicar as EAOs, é claramente importante estabelecer se a exposição de plantas ao Ni causa 

um efeito prejudicial ou estimulatório nas enzimas envolvidas neste processo de desintoxicação. 

A enzima SOD é a unica cuja atividade determina a concentração do O2
•- e do H2O2, os 

dois substratos da reação de Haber-Weiss, sendo portanto, central nos mecanismo de defesa, 

prevenindo deste modo a formação do radical •OH (GRATÃO et al., 2005). O aumento 

dependente de Ni da atividade da SOD em resposta ao tratamento com Ni observado nas células 

de café foi também reportado na hiperacumuladora A. maritimum (SCHICKLER; CASPI, 1999), 

na parte aérea de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998) e em C. cajan (RAO; 

SRESTY, 2000). Recentemente, uma classe completamente distinta de SOD que contém Ni (Ni-

SOD) foi descoberta em Streptomyces e cyanobacteria (BARONDEAU et al., 2004). O número 

de cada tipo de isoenzima de SOD varia muito de planta para planta, assim como a abundância 

relativa de cada uma (GRATÃO et al., 2005). Nas células de café utilizadas neste experimento, 

foram identificadas e classificadas nove isoenzimas da SOD. As duas bandas maiores de SOD, V 

e VI, correnspondentes a Mn-SODs foram detectadas segundo a revelação da atividade em PAGE 

não desnaturante. A banda V mostrou acréscimo na atividade devido ao tratamento com Ni, 

sendo a principal responsável pelo acréscimo global na atividade da SOD nas células de café 

tratadas com Ni. O aumento rápido na atividade da SOD deve ser um dos principais mecanismos 

utilizados para evitar o estresse oxidativo causado pelo Ni nas células de café. A Mn-SOD é 
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localizada na mitocôndria e nos peroxissomos (GRATÃO et al., 2005), e prevaleceu nas células 

de café provavelmente devido ao cultivo das células no escuro, apesar dela ter sido reportada no 

cloroplasto de algumas espécies vegetais (GRATÃO et al., 2005). Além disso, três bandas 

menores de isoenzimas Fe-SOD, VII, VIII e IX, foram observadas nestas células, mas elas não 

responderam ao tratamento com Ni. A Fe-SOD foi observada em plantas, mas não na extensão 

das Mn- SODs e Cu/Zn-SODs, e apresentou-se associada com os cloroplastos (VITORIA; LEA; 

AZEVEDO, 2001). Portanto, estas isoenzimas, no caso das células de café, são provavelmente 

associadas com os plastídeos. Curiosamente, não foram detectadas isoenzimas Cu/Zn-SOD nas 

células de café, uma vez que elas são abundantes entre as espécies vegetais e são tipicamente 

associadas com o citoplasma, cloroplastos e peroxissomos. 

Nas células de café, o NiCl2 induziu um aumento rápido na atividade da CAT em ambas 

as concentrações testadas, mas o aumento foi maior no tratamento com 0,05 mM NiCl2. A 

elevação rápida da atividade da CAT deve ser outro mecanismo principal de proteção contra o 

estresse oxidativo induzido pelo Ni e deve estar associado com a elevação do nível de H2O2 pela 

maior atividade da SOD ou outra fonte de estresse oxidativo induzido pelo Ni. A elevação da 

atividade da CAT foi associada com a toxidez do Ni na hiperacumuladora T. goensigense 

(FREEMAN et al., 2004), em raízes de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e 

parte aérea (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998). Culturas de raízes da 

hiperacumuladora de Ni A. bertolonii têm atividade de CAT constitutivamente elevada e 

sensibilidade reduzida a peroxidação lipídica induzida por Ni comparada com culturas de raízes 

de Nicotiana tabacum (BOOMINATHAN; DORAN, 2002). Estes dados demonstraram a 

importância da CAT na resposta ao estresse oxidativo induzido pelo Ni. Suspeita-se que devido a 

diferentes funções da CAT, muitas plantas contém múltiplas isoensimas da CAT, desde duas 

isoenzimas em H. vulgare (AZEVEDO et al., 1998) até 12 em Brassica juncea (FRUGOLI et al., 

1996), entretanto, no presente estudo apenas uma isoenzima principal da CAT pode ser detectada 

segundo a revelação em PAGE não desnaturante. 

Numa maneira similar a CAT, a atividade da GR nas células de café aumentou 

rapidamente após o tratamento com NiCl2. A maioria dos estudos determinando a resposta da GR 

à exposição ao Ni mostrou que a atividade da GR aumentou, como parte do mecanismo de defesa 

contra o estresse do Ni. Por enquanto, a atividade da GR aumentou na presença do Ni em 

Crotalaria juncea (CARDOSO et al., 2005), T. goesingense (FREEMAN et al., 2004), A. 
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argenteum, A. maritimum (SCHICKLER; CASPI, 1999), C. cajan (RAO; SRESTY, 2000), parte 

aérea de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998) e ecotipos tolerantes e sensíveis 

ao Ni de S. paradoxa (GONNELLI; GALARDI; GABBRIELLI, 2001). Tais resultados 

reportados na literatura e também observado neste estudo, sugerem que que a GR está 

respondendo ao estresse por Ni para manter a glutationa na forma reduzida, priorizando a 

formação do complexo estável Ni-GSH (RAO; SRESTY, 2000) e/ou a ativação do ciclo 

ascorbato-glutationa para a remoção do H2O2 (ASADA, 1999). Concentrações elevadas de GSH 

conferiram tolerância ao estresse oxidativo induzido pelo Ni em A. thaliana transgênica 

(FREEMAN et al., 2004). Em adição, a fitotoxidez do Ni em P. sylvestris causou redução na 

GSH e aumento na produção de GSSH nos espinhos (KUKKOLA; RAUTIO; HUTTUNEN, 

2000), confirmando a importância da GSH, e consequentemente da GR na tolerância ao Ni em 

plantas.  

A revelação da atividade da GR em PAGE não desnaturante revelou a princípio três 

isoenzimas da GR nas células de café controle, com a evidência de uma quarta banda de GR 

(banda IV) nas células de café tratadas com Ni, que se apresentou mais significantemente afetada 

pelo Ni após 12 h de exposição. Além disso, todas as isoenzimas da GR nas células tratadas com 

Ni exibiram mudanças na atividade. Dois genes codificando GR foram identificados em A. 

thaliana, gr1 e gr2, que codificam isoenzimas da GR citossólica e plastidial, respectivamente 

(XIANG; OLIVER, 1998). Apesar de que em plantas a maior parte da atividade da GR ser 

localizada nos cloroplastos, aparentemente nas células em suspensão de café as isoenzimas de 

GR citossólicas são provavelmente predominantes devido ao cultivo no escuro, mas a atividade 

da GR plastidial não pode ser descartada. 

No ciclo ascorbato-glutationa, o H2O2 é reduzido a água via APX. A APX e a CAT 

pertencem a duas diferentes classes de enzimas de limpeza do H2O2 devido suas diferentes 

afinidades, com a APX tendo o Km na gama µM e a CAT na gama mM. Portanto, enquanto a 

APX seria responsável pela modulação refinada das EAOs para a sinalização, a CAT seria 

responsável pela remoção do excesso de EAOs gerado durante o estresse. Além disso, a APX faz 

limpeza do H2O2 em compartimentos que não possuem a CAT, como os cloroplastos. As plantas 

também contêm isoenzimas plastidiais e citossólicas da APX, que possuem diferentes sequências 

de aminoácidos, mas participam na limpeza do H2O2 em diferentes compartimentos (ASADA, 

1999). Nas células de café, a atividade da APX aumentou rapidamente sob o tratamento com 
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NiCl2. A atividade da APX aumentou sob tratamento com Ni em raízes de Z. mays 

(BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 2001) e parte aérea (BACCOUCH; CHAOUI; EL 

FERJANI, 1998), A. argenteum e A. maritimum (SCHICKLER; CASPI, 1999). 

A GOPX isolada de plantas é distinguível da APX em ambos, sequência de amino ácidos 

e função fisiológica. A GOPX participa em reações metabólicas como a biossíntese de lignina, 

decomposição do ácido indolacético (IAA), defesa contra patógenos e as respostas de plantas a 

uma vasta gama de estresses bióticos e abióticos (PASSARDI et al., 2004), incluindo metais 

pesados. A GOPX também pode ser detectada nas células de café e apresentou uma elevação 

geral na sua atividade em resposta ao tratamento com Ni, principalmente na dosagem 0,05 mM 

NiCl2. O tratamento com Ni aumentou a atividade da GOPX em C. cajan (RAO; SRESTY, 

2000), parte aérea de Z. mays (BACCOUCH; CHAOUI; EL FERJANI, 1998), T. aestivum 

(PANDOLFINI; GABBRIELLI; COMPARINI, 1992), e em raízes dos ecotipos tolerantes e 

sensíveis ao Ni de S. paradoxa (GONNELLI; GALARDI; GABBRIELLI, 2001), mostrando a 

importância da GOPX na resposta ao Ni em plantas. 

Os dados deste experimentos indicam que 0,05 mM NiCl2 deve ter induzido as defesas 

antioxidantes pelo rápido aumento da atividade de todas as principais enzimas antioxidantes 

testadas (SOD, CAT, GR, APX e GR), protegendo as células contra os efeitos deletérios das 

EAOs, o que poderia explicar a falta de aumento na peroxidação lipídica. Calos derivados de 

Leucaena leucocephalla (ROUT; SAMANTARY; DAS, 1999) e Trema orientalis 

(SAMANTARAY; ROUT;  DAS, 1999) cultivadas em solos contaminado com Ni exibiram 

maior atividade da CAT e GOPX e maior tolerância ao Ni que os calos obtidos de plantas 

cultivadas em solo não contaminado. 

A tolerância ao Ni mostrou ser associada com a atividade elevada de enzimas 

antioxidantes em Triticum durum, onde uma cultivar tolerante a drogas apresentou maior 

tolerância ao Ni que uma cultivar sensível a drogas (PANDOLFINI; GABBRIELLI; CISCATO, 

1996). Além disso, as enzimas antioxidantes GR, GOPX e APX, apresentaram atividade 

aumentada apenas nas plantas tolerantes a drogas (PANDOLFINI; GABBRIELLI; CISCATO, 

1996). Estes resultados podem confirmar a importância das enzimas antioxidantes na tolerância 

ao Ni. 

As células de café expostas a 0,5 mM NiCl2 exibiram danos oxidativos baseados na 

avaliação visual e no aumento dos níveis de TBARS, levando a inibição do crescimento celular. 
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Este efeito deve ser devido a redução nos níveis dos mecanismos de tolerância ao Ni, que inclui o 

aumento insuficiente na atividade das enzimas antioxidantes testadas, que foram em geral 

menores quando comparado as atividades detectadas nos tratamentos com 0,05 mM NiCl2. 

Portanto, com a elevação na concentração do Ni, um maior aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes seria necessário para amenizar o estresse oxidativo induzido pelo Ni e manter a 

tolerância ao Ni nas células de café cultivadas em 0,5 mM NiCl2. Em calos não tolerantes de E. 

colona, as atividades da CAT e GOPX foram inibidas com a elevação da concentração de Ni no 

meio de cultura, mas em calos tolerantes, o aumento nas atividades da CAT e APX foram 

observados como consequência da elevação da concentração de Ni (SAMANTARAY; ROUT;  

DAS, 2001), sugerindo que acréscimos nas enzimas antioxidantes foram necessários para a 

tolerância ao Ni em altas concentrações de Ni. Além disso, a atividade da CAT decresceu durante 

tratamento com Ni em S. paradoxa sensível ao Ni, mas o acréscimo na atividade da CAT em 

resposta ao tratamento com Ni foi observado num ecotipo tolerante ao Ni, onde apenas a parte 

aérea do ecotipo sensível ao Ni demonstrou um aumento na quantidade de TBARS após a mesma 

exposição ao Ni (GONNELLI; GALARDI; GABBRIELLI, 2001), mostrando a correlação entre 

sensibilidade ao Ni, peroxidação lipídica e resposta de enzimas antioxidantes. 

Apesar do H2O2 ser uma EAO tóxica, ele também funciona como uma molécula 

sinalizadora e está também envolvido na regulação da expressão gênica por estresses abióticos 

(NEILL et al., 2002). Além disso, é suposto que a morte celular mediada pelo O2
1 não é resultado 

direto dos danos per se, mas até certo ponto é geneticamente programada via EXECUTOR1 

(FOYER; NOCTOR, 2005). Portanto, a toxidez gerada por 0,5 mM NiCl2 pode ter levado a um 

desbalanço deletério na produção e limpeza das EAOs, levando a alterações na sinalização de 

outros processos fisiológicos nas células de café. Estudos sequentes com outras enzimas 

antioxidandes e compostos antioxidantes, como GSH, ascorbato e tocoferol, poderiam fornecer 

mais informações a respeito da resposta ao estresse oxidativo induzido pelo Ni em culturas de 

células em suspensão de café. 

Será importante investigar mais detalhadamente a indução do crescimento celular por 

baixas concentrações de Ni em células de café, que poderia ser utilizado para elevar a eficiência 

das culturas in vitro. Além disso, estudos futuros considerando também a influência do Ni na 

embriogênese somática, poderiam prover novas informações dos efeitos benéficos do Ni no 

cultivo de cultura de tecidos e células e na regeneração de espécies vegetais cultivadas. Foi 
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também demonstrado que baixas concentrações de Ni induziram o crescimento de calos, uma alta 

frequência de embriogênese somática e uma elevada taxa de sobrevivência após transferência das 

plantas ao solo em Setaria italica (ROUT; SAMANTARY; DAS, 1998). 

 

3.4 Material e Métodos 

 

3.4.1 Suspensão celular 

 

 Folhas do terceiro e quarto par de folhas de C. arabica variedade Catuaí Vermelho foram 

utilizadas para produzir as culturas celulares (NEUENSCHWANDER; BAUMANN, 1992). Os 

explantes foram mantidos em meio CIM sólido (pH 5,8) contendo sais MS, e suplementado com 

10 mg.L-1 de tiamina-HCl, 100 mg.L-1 de inositol, 30 g.L-1 de sacarose, 4 mg.L-1 de cinetina e 1 

mg.L-1 de 2,4-D. As caloses produzidas em 8 a 9 semanas no escuro e apresentando uma 

coloração amarelo palha e aspectos friáveis foram selecionadas e transferidas para 30 mL de 

meio CIM líquido e mantidas a 100 rpm no escuro, a 25 ± 2 °C. A cada 15 dias, metade do 

volume do frasco foi transferido para um novo frasco contendo 15 mL de meio CIM. Neste 

estágio, agregados grandes foram eliminados com um forceps, e ao final de dois meses as 

suspensões celulares eram formadas por pequenos agregados homogêneos, com coloração creme. 

 

3.4.2 Tratamento das células e crescimento celular 

 

Células com sete dias de idade foram secas por sucção e lavadas com água estéril 

destilada e deionizada, e foram transferidas ao meio CIM na densidade de 4 g de células por 50 

mL-1. O NiCl2 foi então adicionado nas concentrações finais zero (controle), 0,05 e 0,5 mM e as 

células foram cultivadas por 288 h sob as mesmas condições de cultivos descritas acima. As 

células coletadas em distintos períodos durante o ciclo celular, foram secas por sucção e lavadas 

com água estéril destilada e deionizada, pesadas para a determinação de massa celular e estocadas 

a -80 °C para análises sequentes. 
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3.4.3 Acúmulo de Ni 

 

A análise quantitativa do Ni foi conduzida utilizando energia de fluorescência da 

dispersão de raios-X (EDXRF) com a técnica de excitação de radioisótopos conforme descrito 

previamente (NASCIMENTO-FILHO, 1999). As amostras de café foram secas a 60 °C por 14 

dias. As amostras foram maceradas e homogeneizadas com H3BO4 na proporção 1:9 (m/m) e 1 g 

do homogeneizado foi utilizado na EDXRF. 

 

3.4.4 Peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica foi determinada pela medição da concentração de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme descrito previamente (BUEGE; AUST, 

1978). As células (300 mg) foram homogeneizadas com pistilo e mortar com 20% (m/m) de 

polivinilpirrolidona (PVPP) insolúvel e 1,3 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O 

homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min. 250 µL do sobrenadante foi adicionado 

a 1 mL de 0,5% (m/v) de ácido tiobarbitúrico (TBA) e 20% (m/v) de ácido tricloroacético (TCA). 

Esta solução foi incubada em banho quente a 95 °C por 20 min, e a reação foi paralisada pelo 

resfriamento rápido em banho de água e gelo. A absorbância das TBARS formadas foi 

determinada em espectrofotômetro a 535 nm. As medidas foram corrigidas para turbidez 

inespecífica pela subtração da absorbância a 600 nm. A concentração das TBARS foi calculada 

utilizando o coeficiente de extinção molar 1,55 x 10-5 mol-1 cm-1. 

 

3.4.5 Extração enzimática 

 

Os passos seguintes foram conduzidos a 4 °C. As células de café foram homogeneizadas 

(2:1 volume de tampão/ massa fresca) em mortar e pistilo, com tampão fosfato de potássio 100 

mM (pH 7,5) contendo 1 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM de DL-

ditiotreitol e 5% (m/v) de PVPP insolúvel. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 30 

min e o sobrenadante foi estocado cuidadosamente em alíquotas separadas a -80 °C, antes de 

fazer as análises de CAT, GR, APX, GOPX e SOD. 
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3.4.6 Ensaio da CAT 

 

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et al. (1998), com 

algumas pequenas modificações. A atividade da CAT foi ensaiada em espectrofotômetro a 25 °C 

em uma mistura de reação contendo 1 mL de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5), 

contendo 2,5 µL de solução a 30% (v/v) de peróxido de hidrogênio (H2O2), preparado 

imediatamente antes do uso. A reação foi iniciada pela adição de 15 µL de extrato vegetal e a 

atividade enzimática foi determinada pelo monitoramento da degradação do H2O2 a 240 nm 

durante 1 min contra um branco livre de extrato vegetal. 

 

3.4.7 Ensaio da GR 

 

A atividade da GR foi determinada conforme descrito por Azevedo et al. (1998). A 

atividade da GR foi ensaiada em espectrofotômetro a 30 °C em uma mistura consistindo de 3 mL 

de tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de 5,5”-ditiobis(ácido 2-

nitrobenzóico) (DTNB), 1 mM de glutationa oxidada (GSSG) e 0,1 mM de NADPH. A reação foi 

iniciada pela adição de 50 µL de extrato enzimático. A taxa de redução da GSSG foi seguida pelo 

monitoramento do aumento na absorbância a 412 nm durante 2 min. 

 

3.4.8 Ensaio da APX 

 

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981), pelo 

monitoramento da taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm a 30 °C. O meio de reação continha 

tampão fosfato 50 mM (pH 7,0), 0,5 mM de ascorbato, 0,1 mM de EDTA, 0,1 mM de H2O2 e 100 

µL de extrato enzimático, num volume total de 1 mL. A reação foi iniciada pela adição do 

ascorbato. O decréscimo na absorbância foi monitorado de 10 a 60 s. 

 

3.4.9 Ensaio da GOPX 

 

A atividade da GOPX foi determinada conforme descrito por Matsuno e Uritani (1976). O 

meio de reação continha 250 µL de tampão fosfato-citrato (0,2 M de fosfato de sódio dibásico: 
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0,1 M de ácido cítrico) pH 5,0, 150 µL de extrato enzimático e 25 µL de 0,5% (v/v) de guaiacol, 

que foi misturado em vortex e incubado a 30 °C por 15 min. A reação foi paralisada por 

resfriamento rápido em banho de água e gelo, seguido pela adição de 25 µL da solução de 

metabisulfito de sódio a 2% (m/v). Após misturar em vortex, a mistura de reação ficou em 

repouso por 10 min e a atividade da GOPX foi avaliada pela leitura da absorbância a 450 nm. 

Uma unidade de atividade enzimática (U) corresponde ao aumento de 0,001 na absorbância por 

min. 

 

3.4.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 

 

Os tampões de eletroforese e os géis foram preparados conforme descrito previamente 

(LAEMMLI, 1970), exceto que o SDS foi excluído. A eletroforese foi conduzida sob condições 

não desnaturantes em géis de poliacrilamida a 9% (m/v), para a revelação da atividade de CAT, 

GR e SOD. Uma corrente de 30 mA/gel foi aplicada por 8 h (géis para revelação da atividade de 

CAT), 4 h (géis para revelação da atividade de GR) ou 3 h (géis para revelação da atividade de 

SOD) a 4 °C. Quantidades iguais de proteína foram colocados em cada linha. 

 

3.4.11 Revelação da atividade da SOD 

 

Após separação eletroforética, a atividade da SOD foi determinada conforme descrito por 

Beauchamp e Fridovich (1971) e modificado por Azevedo et al. (1998). Os géis foram lavados 

em água destilada e deionizada e incubados no escuro por 30 min em temperatura ambiente, em 

uma mistura de reação contendo tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,8), 1 mM de EDTA, 

0,05 mM de riboflavina, 0,1 mM de nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% (v/v) de N,N,N”,N”- 

tetrametiletilenodiamina (TEMED). Ao final deste período, a mistura de reação foi retirada dos 

géis, que foram lavados com água destilada e deionizada e então iluminados em água até o 

desenvolvimento de bandas descoloridas relativas à atividade da SOD, num gel de revelação 

púrpura. Para paralisar a reação, os géis foram transferidos para ácido acético a 6% (v/v). 
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3.4.12 Revelação da atividade da CAT 

 

A atividade da CAT em géis nativos foi determinada conforme descrito por Woodbury; 

Spencer and Stahmann (1971). Os géis foram incubados em 0,003% (v/v) de H2O2 por 10 min e 

revelados em uma solução contendo 1% (m/v) de FeCl3 e 1% (m/v) de K3Fe(CN6) por 10 min. 

 

3.4.13 Revelação da atividade da GR 

 

A atividade da GR em géis nativos foi determinada conforme descrito previamente (LEE; 

LEE, 2000) com modificações conforme descrito por Medici et al. ( 2004). Os géis foram lavados 

em água destilada e deionizada, e incubados no escuro por 30 min em temperatura ambiente em 

uma mistura de reação contendo 0,25 mM de Tris, 0,5 mM de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), 0,7 mM de 2,6-dicloro-N-(4-hidroxifenil)-1,4-

benzoquinonaimina de sódio (DPIP), 3,4 mM de GSSG e 0,5 mM de NADPH.  

 

3.4.14 Determinação da concentração de proteínas 

 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando 

albumina sérica bovina (BSA) como padrão. 

 

3.4.15 Delineamento experimental 

 

O experimento foi baseado em um delineamento experimental do tipo inteiramente 

casualizado. Os dados foram analisados estatisticamente e os resultados expressam a média e o 

desvio padrão da média (±SEM) de 4 repetições independentes para crescimento celular, 3 

repetições independentes para TBARS, atividade de CAT, GR, GOPX e APX, ou duas repetições 

independentes para as medidas de acúmulo de Ni. 
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