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RESUMO 

 

PAVIANI, V. Efeito do extrato de Azadirachta indica (nim) sobre resposta de 
hipersensibilidade mediada por ácido salicílico em células de Rubus fruticosus. 
2010. 122 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto. Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2010. 
 

As plantas, assim como outros organismos, possuem a capacidade de se 
defenderem contra ataque de patógenos. Uma das respostas desencadeadas pelo 
reconhecimento do patógeno pelas células vegetais é a reação de 
hipersensibilidade (RH) , que envolve a morte imediata das células do sítio primário 
de infecção, oferecendo resistência ao crescimento do patógeno. Muitas evidências 
sugerem a participação da mitocôndria neste processo de morte celular programa. O 
nim (Azadirachta indica) é conhecido devido as suas propriedades medicinais e 
inseticidas, sendo que os estudos sobre a ação inseticida dessa planta restringem-
se a análise de seus mecanismos de ação sobre insetos e também de seus efeitos 
sobre trabalhadores rurais que fazem uso de produtos a base de nim. Entretanto não 
há na literatura pesquisada, trabalhos de seus impactos sobre o sistema vegetal. A 
partir dos resultados previamente obtidos em nosso laboratório e com as análises 
dos dados da literatura, consideramos de grande importância dar continuidade a 
esse estudo do efeito do nim como elicitor, avaliando quais mecanismos que levam 
ao fenômeno de resistência vegetal. O extrato de nim (EB) foi preparado a partir das 
sementes, sendo caracterizado bioquimicamente pela quantificação de compostos 
fenólicos, açúcares e proteínas. A atividade antioxidante foi avaliada sendo possível 
observar que o extrato das sementes de nim possui forte atividade antioxidante de 
maneira dose-dependente com IC50 de 14,85 mg/mL. Para os ensaios biológicos foi 
utilizado EB nas concentrações de 0,1 a 5 mg/mL isolado ou em associação com AS 
a 1 µmol/L ou 1 mmol/L. Para determinação da morte celular foi observado o efeito 
do EB nas concentrações de 5 e 0,1 mg/mL isolado ou em associação com AS 1 
µmol/L nos tempos de 0 a 8 horas. Diante dos resultados foi observado que o EB na 
concentração de 0,1 mg/mL isolado ou em associação com AS 1 µmol/L foi capaz de 
causar morte celular em células de Rubus fruticosus de forma mais significativa do 
que o EB isolado ou em associação com AS na concentração de 5 mg/mL. No 
tempo de 8 horas, foi observado uma porcentagem de morte celular de 64 % para 
células elicitadas com EB 0,1 mg/mL isolado e 71 % para células elicitadas com EB 
0,1 mg/mL em associação com AS. A diminuição da produção de EROs e da 
produção de AS endógeno bem como o aumento da produção de compostos 
fenólicos foi observado em células intactas elicitadas com EB isolado. No entanto 
quando a células foram elicitadas com EB em associação com AS observamos uma 
diminuição da produção de compostos fenólicos com o aumento da produção de AS 
endógeno. Em mitocôndrias isoladas foi avaliado o consumo de oxigênio, o potencial 
de membrana e a produção de EROs com o EB isolado e sua associação com AS 1 
mmol/L. Foi observado que o EB isolado ou em associação com AS foi capaz de 
diminuir a velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória sendo este 
efeito mais acentuado quando o nim foi administrado juntamente com AS, onde a 
porcentagem de inibição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia 
respiratória na presença de EB em associação com AS foi de 79 % no estado 3 da 
respiração e 62 % no estado 4. Sobre o potencial de membrana observamos que o 
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EB isolado ou em associação com AS foi capaz de diminuir o potencial de 
membrana, porém de forma pouco significativa. Para a produção de EROs 
observamos que o EB isolado foi capaz de diminuir a produção de EROs em 
mitocôndrias isoladas em cerca de 55 a 20 % na presença de antimicina A e 39 a 10 
% na presença de rotenona, porém quando o EB foi administrado juntamente com 
AS observamos uma diminuição da produção de EROs somente para o EB nas 
concentrações de 0,5; 1 e 5 mg/mL. Com os resultados apresentados neste trabalho 
e os resultados obtidos anteriormente em nosso laboratório é possível sugerir que o 
extrato das sementes de nim possui um efeito protetor sobre células de Rubus 
fruticosus. 
 

Palavras Chaves:  Resposta de hipersensibilidade. Morte celular programada. 
Mitocôndrias. EROs. Nim. Azadirachta indica. Rubus fruticosus. 
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ABSTRACT 

 
 

PAVIANI, V. Effect of Azadirachta indica extract (neem) on hypersensitivity 
response mediated by salicylic acid in cells of Rubus fruticosus. 2010. 122 f. 
Dissertation (Master´s degree) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto. Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2010. 
 
 
Plants, like other organisms, have the capacity to defend themselves against attack 
by pathogens. One of the responses triggered by pathogen recognition by plant cells 
is the hypersensitive response (HR) , which involves the immediate death of cells in 
the primary site of infection, providing resistance to the pathogen growth. In this 
regard, it has been well established that mitochondria are involved in cell death. The 
neem tree (Azadirachta indica) is known due to its medicinal and insecticidal 
properties; studies on the insecticidal action of this plant had been restricted to the 
analysis of their action mechanisms on insects and their effects on rural workers who 
use neem-based products. However, its impact on plant systems has not been 
addressed. Considering previous results from our laboratory and literature data we 
assessed the effects of neem as elicitor, particularly the mechanisms leading to the 
phenomenon of plant resistance. The neem extract (EB) was prepared from the 
seeds, characterized biochemically by quantification of phenolic compounds, sugars 
and proteins. The extract showed strong dose-dependent antioxidant activity (IC50 of 
14.85 mg/mL). EB concentrations of 0.1-5 mg/mL, alone or in association with 1 
µmol/L or 1 mmol/L SA (salicylic acid), were used for the biological assays. For cell 
death assays, EB was employed in concentrations of 0.1 and 5.0 mg/mL, alone or in 
association with 1 µmol/L SA, during 0-8 hours. EB (0.1 mg/mL), alone or in 
association with 1 µmol/L SA, induced Rubus fruticosus cell death more efficiently 
than EB alone or in association with 5 mg/mL SA. After 8 hours, a 64% of death of 
cells elicited with 0.1 mg/mL EB and 71% of death of cells elicited with 0.1 mg/mL EB 
in association with SA, was observed. Decrease in ROS generation and production 
of endogenous SA, as well as increased production of phenolic compounds, was 
observed in intact cells elicited with EB alone. However, when cells were elicited with 
EB in association with SA, a decreased production of phenolic compounds and an 
increased production of endogenous SA, was observed. In isolated mitochondria, it 
was measured oxygen consumption, membrane potential and ROS production for EB 
alone or in association with 1 mmol/L SA. In either conditions, EB decreased oxygen 
consumption by the respiratory chain, an effect more pronounced in association with 
SA: ~79 % inhibition for state 3 and ~ 62 % for state 4 respiration. Also, either neem 
alone or in association with SA decreased mitochondrial membrane potential, as well 
as ROS generation to an extent of 55-20% in the presence of antimycin A and 39-
10% in the presence of rotenone; in association with SA, EB decreased ROS at 5, 1 
and 0.5 mg/mL. Together with our previous study, these results suggest that neem 
seeds extract has a protective effect on Rubus fruticosus cells by scavenging, via 
phenolic compounds, reactive oxygen species generated by SA, thereby decreasing 
its action as cell death inducer. 
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Keywords:  Hypersensitivity response. Programmed cell death. Mitochondria. ROS. 
Neem. Azadirachta indica. Rubus fruticosus. 
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

 
Os inseticidas sintéticos vêm sendo utilizados à séculos na agricultura. 

Porém, o uso abusivo e indiscriminado pode levar a vários distúrbios maléficos ao 

homem e ao meio ambiente. Entre os problemas ambientais temos: contaminação 

do solo, rios e aqüíferos, intoxicação de animais e pessoas, desequilíbrio biológico e 

a formação de resíduos químicos que podem levar a contaminação dos produtos 

agrícolas e também favorecer a resistência das pragas (SHUMUTTERER, 1990; 

NEVES et al., 2003; SINGH & ABHILASH, 2009). 

Devido a estes motivos o interesse por inseticidas naturais, em doses e 

quantidades adequadas, biodegradáveis e que sejam seletivos para determinados 

organismos sem afetar outros, vem crescendo com o passar dos anos (SAITO, 

2004; MORGAN, 2008). 

Embora estes inseticidas naturais possuam uma toxicidade baixa em relação 

aos inseticidas sintéticos, testes toxicológicos e de fitotoxicidade são sempre 

indispensáveis. Visto que estes produtos, a base de substâncias naturais, também 

contêm compostos biologicamente ativos que podem gerar efeitos inesperados ao 

ambiente (SAITO, 2004). 

É bem conhecido que as plantas apresentam mecanismos de defesa contra 

patógenos e herbívoros, porém pouco se sabe sobre o efeito de fatores agronômicos 

tais como níveis de nitrogênio no solo, quantidade de água e inseticidas sobre os 

mecanismos de defesa das plantas (OLSON et al., 2009). 

O entendimento sobre os mecanismos de defesa em plantas é importante, 

pois têm auxiliado na busca de novos métodos para o controle de pragas que sejam 

menos agressivos às plantas, assim como ao meio ambiente (SAITO, 2004). Os 

mecanismos de defesa em plantas podem ser desenvolvidos por uma variedade de 

estímulos bióticos e abióticos. Entretanto, a resistência induzida raramente fornece 

um controle total da infecção, sendo necessário muitas vezes, a utilização de 

substâncias que protejam as plantas (WALTERS, 2009). 

Desse modo é fundamental avaliar o efeito de determinados compostos 

bioinseticidas, em induzir respostas de defesa em plantas, para que seja possível 

utilizar estas substâncias de maneira mais adequada.  
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1.1 O Nim Azadirachta indica. 

 

A Azadirachta indica é uma árvore perene popularmente conhecida como nim. 

Pertence a família Meliaceae, subfamília Melioideae, ordem Rutales e subordem 

Rutineae. É nativa da Índia podendo ser encontrada hoje em muitos países da Ásia 

e em regiões tropicais, sendo utilizada a séculos principalmente na Índia como 

planta medicinal, inseticida e adubo. Dados etnofarmacológicos afirmam que cada 

parte desta planta possui uma atividade biológica que pode ser explorada (BISWAS 

et al., 2002; MARTINEZ, 2002). 

Possui de 15 a 20 metros de altura, com um tronco semi-reto a reto de 30-80 

cm de diâmetro, cor marrom-avermelhado, vivendo cerca de 200 anos ou mais. A 

sua madeira é clara e o diâmetro de sua copa pode variar de 8 a 12 metros podendo 

atingir até 15 metros. Seu sistema radicular é composto de uma raiz pivotante e 

raízes laterais auxiliares, que proporciona a esta planta, sustentação e possibilita a 

retirada de água e nutrientes de áreas mais profundas do solo. Suas folhas são do 

tipo imparipinadas, com folíolos de coloração verde, as flores são brancas e de cor 

creme e arranjam-se em inflorescências de cerca de 25 cm de comprimento. O fruto 

pode ter de 1,5 a 2,0 cm de comprimento, e este quando se desenvolve apresenta 

cor verde tornando-se amarelo à medida que o fruto amadurece. A produção dos 

frutos é iniciada em 4 a 5 anos sendo que esta árvore se torna altamente produtiva 

quando está com 10 anos. A polpa do fruto é macia, amarga e quando rompe libera 

a semente que apresenta cor marrom (VAN DER NAT et al., 1991; MARTINEZ, 

2002; MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005). 

O nim é uma planta que se desenvolve em clima tropical podendo se adaptar 

bem em regiões de clima subtropical, porém a produção de seus frutos fica 

comprometida. Para ter um bom desenvolvimento ela necessita de solos profundos 

e bem drenados (MARTINEZ, 2002). 

As pesquisas realizadas por Iqbal e colaboradores (2010) nos mostram que a 

poluição liberada por usinas ou fábricas pode dificultar a taxa fotossintética das 

folhas do nim, podendo afetar o metabolismo de nitrogênio e os processos de 

crescimento desta planta. Mudanças nas células da madeira também foram 

observadas. O autor sugere que estes efeitos podem ser estratégias de defesa 

desenvolvida por esta planta para superar as condições de estresse. 
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Trabalhos realizados visando a análise das sementes de Azadirachta indica 

após criopreservação, armazenagem de substâncias a baixas temperaturas, aponta 

uma taxa de sobrevivência das sementes de 45 % após 12 meses de preservação. 

No primeiro mês a taxa foi de 94-96 %, indicando que as sementes de nim 

apresentam uma boa viabilidade quando estas são expostas a baixas temperaturas 

(VARGHESE & NAITHANI, 2008). 

Muitos compostos ativos já foram encontrados e isolados do nim dentre eles 

destaca-se a salanina, azadiractina, 14-epoxiazadiradiona, meliantrol, azadirona, 

zafaral e outros (LEY et al., 1993; KUMAR et al., 1996; SIDDIQUI et al., 2004). 

A azadiractina, principal composto ativo encontrado, concentra-se 

principalmente nos frutos podendo também estar presente, em menor quantidade, 

em outras partes da planta (MARTINEZ, 2002). Pertence a um grupo de 

triterpenóides e acredita-se que estes são derivados de intermediários esteroidais. 

Como nos mostra a Figura 1 esta molécula complexa contém vários centros 

estereogênicos. São compostos fotossensíveis e contêm uma alta densidade de 

átomos de oxigênio (LEY, 1994).  

 

 

 

Figura 1 Estrutura da molécula de azadiractina. 
(Martinez, 2002) 

 

Yakkundi e colaboradores (1995) afirmaram que a produção de azadiractina 

se inicia apenas depois da 9ª semana de desenvolvimento do fruto, alcançando a 

produção máxima por volta da 17ª semana. Estudos sobre a variação do conteúdo 

de azadiractina durante a estocagem das sementes revelam que a quantidade de 

azadiractina pode ser influenciada por alguns fatores tais como: temperatura, 

umidade e luz. Fato este que pode ser confirmado através de experimentos que 

demonstraram que a azadiractina, sobre condições de armazenagem, pode ter seu 
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conteúdo diminuído em 55 % quando exposto a luz. Demais análises envolvendo 

nim, de diferentes procedências, mostraram que os efeitos genéticos também 

podem influenciar a produção de azadiractina (SIDHU et al., 2003). 

Trabalhos realizados por Sarais e colaboradores (2009), nos quais foi 

avaliada a persistência da azadiractina e outros limonóides do nim sobre as folhas e 

frutos de pêssego, apontaram que apenas 22 % dos princípios ativos do nim foram 

encontrados nas camadas epicuticular dessas folhas e frutos, sendo que estes 

resíduos não foram encontrados na cutícula indicando que estes componentes 

presentes no extrato não são capazes de penetrar na polpa dos frutos. 

Azadirachta indica possui varias atividades farmacológicas e é utilizada na 

agricultura para controle de insetos e como remediador do solo. Recentemente 

relatou-se que o nim possui a capacidade de diminuir a atividade da urease e a 

nitrificação, em diferentes tipos de solo, reduzindo assim o risco de perdas de 

nitrogênio (MOHANTY et al., 2008). Outros estudos demonstraram que as cascas de 

nim possuem uma boa eficiência em remover metais como zinco, de soluções 

aquosas, podendo ser utilizado para descontaminação de rios (ARSHAD et al., 

2008; KING et al., 2008).  

Dentre as atividades farmacológicas estudadas pode-se citar: atividade anti-

helmíntica, quimiopreventiva, efeitos gastroprotetores, antifúngico e antibacteriano, 

cardioprotetor e antioxidante (MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005). 

Investigações utilizando extratos aquosos das folhas e cascas de nim nos 

mostram que os extratos possuem uma forte atividade anti-úlcera e anti-secretora de 

ácidos gástricos in vivo, inibindo em cerca de 98 % as lesões gástricas em ratos. 

Este efeito protetor pode ser atribuído a atividade anti-inflamatória e antioxidante do 

nim que diminui o estresse oxidativo e a peroxidação lipídica, causando uma inibição 

da liberação de histamina e aumento do tempo de vida das células que protegem a 

mucosa gástrica (MAITY et al., 2009). 

 

1.1.1 Efeito antioxidante 

 

Os extratos aquosos das folhas, cascas e sementes do nim demonstraram 

possuir forte atividade antioxidante e quimiopreventiva para várias linhagens de 

células cancerígenas.  
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O efeito da azadiractina e dos limonóides do nim sobre células de 

coriocarcinoma (BeWo) mostra uma inibição no crescimento destas células e com as 

análises morfológicas foi possível observar a fragmentação e condensação do 

núcleo. Um aumento nas espécies reativas do oxigênio (EROs) e uma diminuição da 

razão Bcl-2/Bax com a expressão do Apaf-1 e caspase-3 forneceu evidências que os 

limonóides do nim podem estar induzindo apoptose mediada por vias mitocondriais 

(KUMAR et al., 2009). 

A atividade antioxidante e os efeitos de proteção contra a peroxidação 

lipídica, em hemácias e células pBR322 foram avaliados utilizando extratos de nim 

preparados com diferentes solventes. Todos os extratos das folhas de nim foram 

capazes de reduzir os radicais: DPPH▪, ABTS▪ -, superoxido (O▪ -), hidroxil (OH▪) e o 

óxido nítrico à formas não radicalares de maneira dose-dependente. A proteção 

contra a peroxidação lipídica foi observada para alguns extratos e segundo o autor 

pode ser atribuída a habilidade de alguns compostos em inibir vários radicais livres 

(MANIKANDAN et al., 2009). 

 

1.1.2 Efeito inseticida 

 

Extratos de muitas plantas têm sido utilizados na agricultura para controle de 

pragas e doenças, por produzirem substâncias chamadas metabólitos secundários 

que além de participarem ativamente no crescimento e desenvolvimento da planta, 

possuem a capacidade de repelir ou atrair outros organismos. Os efeitos do extrato 

de nim sobre insetos, ácaros e nematóides despertou o interesse de pesquisadores 

e agricultores como um meio eficaz para o controle de pragas. Diversos estudos 

demonstraram que o nim exerce uma variedade de efeitos sobre vários insetos, 

porém seu mecanismo de ação na célula vegetal ainda não está totalmente 

esclarecido (BISWAS et al., 2002). 

Os produtos a base de nim interferem em várias fases da vida do inseto, 

podendo ter função direta ou indireta sobre as pragas, sendo que os efeitos indiretos 

se acumulam durante os estágios de desenvolvimento do inseto podendo finalmente 

causar a morte. A azadiractina torna o alimento impalatável, agindo diretamente nos 

quimiorreceptores das larvas. Quando administrada juntamente com o alimento, a 

azadiractina pode, por sua vez, diminuir o consumo do alimento (MARTINEZ, 2002). 



Introdução 26 

 

O efeito regulador do crescimento é bem documentado. O princípio ativo 

presente no nim mostrou alterar os teores de ecdisona, hormônio que estimula a 

síntese de determinadas proteínas responsáveis pela metamorfose do inseto. 

Possivelmente por interferir na síntese e liberação de determinados hormônios 

essenciais para a síntese do hormônio ecdisona alterando assim sua produção. A 

atividade do nim sobre a reprodução de insetos ainda não é bem definida, mais é 

provável que a azadiractina afete os processos relacionados à maturação tanto de 

machos quanto de fêmeas (MARTINEZ, 2002). 

Estudos descritos na literatura nos mostram que o uso de inseticidas químicos 

na agricultura pode causar drásticos efeitos na divisão celular de plantas submetidas 

a estes produtos. Recentes investigações realizadas por Ganguly e colaboradores 

(2010), onde foi avaliado o efeito dos inseticidas organofosforados e do extrato de 

nim sobre o comportamento cromossomal, níveis de proteínas nas folhas e atividade 

das enzimas antioxidantes da espécie Lathyrus sativus (leguminosa), mostram que 

tanto os inseticidas naturais quanto os inseticidas organofosforados foram capazes 

de induzirem mudanças no ciclo celular das plantas, sendo que os inseticidas 

sintéticos foram capazes de induzir mudanças cromossomais de forma mais 

significativa que o extrato de nim. A expressão de enzimas antioxidantes também foi 

aumentada pelos dois inseticidas. Segundo o autor este efeito pode ser proveniente 

de estratégias de defesa desenvolvidas pela planta durante a exposição destas aos 

inseticidas. 

 

1.2 Mecanismos de defesa em plantas 

 

As plantas, assim como outros organismos, vivem em um ambiente complexo 

no qual interagem, com vários outros organismos e estão freqüentemente sujeitas a 

determinadas agressões que podem ser causadas por agentes abióticos como 

radiação UV, metais pesados, variações de temperatura, umidade e produtos 

tóxicos, como também por agentes bióticos que são: fungos, bactérias, vírus, 

nematóides, insetos e herbívoros.  

As relações entre plantas e microrganismos podem tanto ser benéficas como 

prejudiciais aos vegetais. Para sobreviver as agressões causadas pelos organismos 

patogênicos as plantas tiveram que desenvolver certos mecanismos de defesa, os 
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quais são adaptações que permitem que as mesmas sobrevivam, mesmo tendo 

muitas vezes seu desenvolvimento comprometido (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999; 

VAN DAM, 2009).  

A maioria dos organismos patogênicos penetra na planta por meio das folhas, 

raízes, através de ferimentos ou outras aberturas. Uma rígida e complexa parede 

celular que atua como barreira para muitos agressores é observada em células 

vegetais, todavia alguns microrganismos conseguem vencer esta barreira por 

possuírem determinadas substâncias como toxinas e enzimas que degradam a 

parede (MUNDY et al., 2007). A presença de substâncias produzidas por 

fitopatógenos, conhecidas como elicitores podem também desencadear uma série 

de sinais que levam a ativação de mecanismos de defesa em plantas infectadas 

(HAMMERSCHMIDT, 1999).  

Segundo Della Mea e colaboradores (2007), o bom desenvolvimento de um 

organismo multicelular depende do equilíbrio entre os sinais que causam destruição 

da célula e dos sinais que comandam a diferenciação e proliferação das células. 

Pesquisas envolvendo diferentes interações planta-patógeno mostram, que os 

vegetais podem desenvolver diversas vias de sinalização capazes de deter seus 

agressores sendo estas vias dependentes do tipo de agente agressor (VAN DAM, 

2009). Entre elas estão a síntese de substâncias com atividade antimicrobianas 

(metabólitos secundários), acúmulo de glicoproteínas, produção de radicais livres, 

alterações na composição da parede celular e a síntese de proteínas relacionadas a 

defesa e estas por sua vez, podem codificar genes específicos que são ativados por 

complexos mecanismos (BRUGGER et al., 2006). 

Os mecanismos de resistência são geralmente divididos em dois grupos 

principais: 1- resistência constitutiva ou pré-formada, aquela que já está presente na 

planta antes do contato com o agente agressor, recebida por herança dos 

ancestrais. 2- resistência pós-formada, a qual é produzida somente após contato. As 

respostas pós-formadas podem ser locais, resposta de hipersensibilidade (RH) , 

ou manifestadas além do local de infecção, resposta sistêmica adquirida (RSA) 

(PASCHOLATTI & LEITE, 1995; STICHER et al., 1997; HAMMERSCHIMIDT, 1999). 
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1.2.1 Resposta de Hipersensibilidade (RH) e Morte c elular programada 

(MCP) 

 

A morte celular programada é definida como uma seqüência de eventos que 

levam a destruição controlada e organizada das células, sendo este evento celular 

importante para limitar o desenvolvimento do patógeno na planta (REAPE, 2008; 

MCCABE, 2010). 

Em plantas, a morte celular programada engloba um conjunto de mecanismos 

com características morfológicas que são bem definidas, tais como: a degradação 

nuclear e condensação da cromatina seguida da perda do DNA, degradação dos 

cloroplastos e o rompimento do vacúolo o qual libera enzimas (nucleases e 

proteases) que causam acidificação do pH, contribuindo para o rompimento do 

núcleo e do vacúolo (GUNAWARDENA et al., 2004). 

Tanto em plantas como em animais, a morte celular programada é um 

mecanismo de grande importância para o desenvolvimento do organismo por 

controlar o número de células, formar ou eliminar células indesejadas. Uma das 

principais diferenças entre a morte celular em plantas e animais é a ausência de 

fagocitose pelas células vizinhas (LAM, 2004; MUNDY et al., 2007). 

Durante as interações que ocorrem entre patógeno e hospedeiro, há uma 

complexa cascata de transdução de sinais que é ativada, quando da detecção de 

um patógeno. Um dos mecanismos mais bem aceitos de reconhecimento planta-

patógeno foi proposto por H. H. Flor, na década de 50, que denominou sua hipótese 

de teoria gene-a-gene . De acordo com esta teoria, os patógenos possuem um gene 

dominante, denominado de gene de avirulência (gene Avr)  que seria 

complementar a um gene dominante da planta, o gene de resistência (gene R) . Os 

produtos do gene Avr, mais tarde denominado de elicitor raça-específico, são 

reconhecidos pelos produtos dos genes R (receptores) e tal reconhecimento 

desencadeia as respostas de defesa exibidas pela planta durante interação não 

compatível. A partir deste momento, diversos sinais são enviados através das 

células vegetais, provocando diversas respostas fisiológicas. 

A resposta de hipersensibilidade é uma das mais bem estudadas reações de 

defesa desencadeada pelas plantas quando estas são agredidas por 

microrganismos invasores (PARK, 2005). Pode ser definida como morte celular 

rápida e localizada, com a finalidade de restringir ou mesmo impedir o crescimento 



Introdução 29 

 

do patógeno, sendo freqüentemente controlada por interações diretas ou indiretas 

entre os genes de resistência da planta e os genes de avirulência do patógeno.  

Geralmente é reconhecida como pontos marrons ou células mortas no local 

de contato do patógeno. As lesões e a quantidade de células mortas variam com o 

tipo e a quantidade de microrganismos agressores. Porém é importante ressaltar 

que todos os mecanismos de defesa associados a resposta de hipersensibilidade 

podem ocorrer mesmo não havendo a morte celular (HEATH, 2000). Recentes 

estudos mostraram que a autofagia, um processo de degradação que ocorre na 

maioria dos eucariotos incluindo as plantas, é também necessária para o 

desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade durante a resposta de defesa em 

plantas (Kumar et al., 2009).  

Talvez o primeiro evento que ocorra, após o reconhecimento do patógeno 

pela planta seja a despolarização da membrana plasmática e o fluxo de íons . De 

um modo geral ocorre influxo de íons cálcio (Ca2+) para o citoplasma via ativação de 

canais de cálcio e, simultaneamente, efluxo de íons H+ e K+. Este mesmo 

mecanismo foi observado em cultura de células em suspensão de tabaco elicitadas 

por oligogalacturonídeos (MATHIEU et al.,1991; KAWANO E MUTO, 2000; KUMAR 

et al., 2009). A Figura 2 nos mostra um resumo esquemático da via de transdução 

de sinais desenvolvida quando células de tabaco foram elicitadas por uma 

substância chamada criptogeína, uma proteína de baixa massa molecular liberada 

pelo fungo Phytophthora cryptogea. 
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Figura 2 Resumo esquemático da via de transdução de sinal que leva a morte celular.  
(Adaptado de BRUGGER et al., 2006). NO-óxido nítrico; PK-proteína cinase; MAPK-proteína cinase 
mitógeno ativada. 
 

A formação de espécies reativas de oxigênio (EROs)  também é um 

importante sinal para a ativação dos mecanismos de defesa das plantas. Nas 

células, a produção de EROs ocorre normalmente como conseqüência de seu 

metabolismo, no entanto quando as plantas são submetidas a situações de estresse 

esta produção pode ser potencializada. 

A produção de EROs inicia-se quando o oxigênio molecular absorve energia e 

forma uma espécie eletronicamente excitada chamada de oxigênio singleto (1O2). 

Durante a redução tetravalente do oxigênio a água, tem-se a formação do radical 

superóxido (O2
.-), do peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH▪) 

(CHAVES et al, 2003). 

O principal radical produzido é o superóxido (O 2
.-), que pode reagir com 

várias outras moléculas, preferencialmente íons metálicos e moléculas que possuem 

centros ferro-enxofre, podendo também desencadear a produção de outras EROs 

(BARTOSZ, 2009). Nas plantas o íon superóxido pode ser produzido por meio da 

NADPH-oxidases/sintases, peroxidases da parede celular e como resultado da 



Introdução 31 

 

transferência de elétrons que ocorre nas mitocôndrias e cloroplastos (CLEMENTS & 

SAFFREY, 2001; GERSHENZON, 2002).  

O peróxido de hidrogênio , embora não seja um radical livre, ele é um 

metabólito derivado do oxigênio e é extremamente prejudicial, pois é capaz de 

atravessar as camadas lipídicas. Nas plantas o H2O2 pode atuar como molécula 

sinalizadora durante o desenvolvimento da planta, adaptação ao estresse e 

favorecer a rápida resposta de defesa nos vegetais. Ele é formado pela dismutação 

do O2
.- catalisada pela enzima superóxido desmutase (CHAVES et al., 2003; HILLE 

& GECHEV, 2005). 

O radical hidroxila (OH ▪) embora tenha um curto tempo de vida, é um dos 

radicais mais fortes e possui uma grande afinidade por biomoléculas. Ele pode ser 

formado quando o peróxido de hidrogênio reage com íons ferro (Reação de Fenton) 

ou quando alguns metais de transição catalisa a reação entre peróxido de hidrogênio 

e superóxido (Reação de Haber-Weiss) (CHAVES et al., 2003).  

Para controlar os níveis de EROs e proteger as células que estão em 

condições de estresse, os tecidos vegetais contêm muitas enzimas captadoras de 

radicais livres, tais como: a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase 

e glutationa peroxidase. Além de uma série de compostos de baixa massa molecular 

que atuam como antioxidantes, por exemplo: ascorbato, glutationa e compostos 

fenólicos (BLOKHINA et al., 2003). Os compostos fenólicos são produtos do 

metabolismo secundário e consistem em um grande número de compostos, tais 

como flavonóides, taninos, ésteres hidroxicinamatos, ligninas, entre outros (GRACE 

& LOGAN, 2000).  

Os polifenóis possuem a estrutura química ideal para a captação de radicais 

livres e têm se mostrado mais eficientes como antioxidantes do que o ascorbato, em 

estudos realizados in vitro (BLOKHINA et al., 2003).  

As propriedades antioxidantes dos polifenóis são provenientes da sua alta 

reatividade como doadores de hidrogênio ou de elétrons e também da habilidade de 

seus radicais em estabilizar e re-localizar os elétrons desemparelhados dos radicais 

livres, além da capacidade de agir como redutor de alguns metais, como por 

exemplo, ferro durante a reação de Fenton (RICE-EVANS et al., 1999).  

Estudos têm demonstrado que compostos fenólicos podem estar envolvidos 

na captação de peróxido de hidrogênio (H2O2) durante sinalizações em plantas, 

onde esta molécula é necessária (TAKAHAMA & ONIKI, 1997). Como a geração de 
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EROs é extremamente importante durante a morte celular associada à RH, 

provavelmente os compostos fenólicos também estão envolvidos no controle deste 

fenômeno nas células vegetais. 

 

1.3 Participação da mitocôndria nos mecanismos de d efesa 

 

1.3.1 Mitocôndria 

 

Os principais processos responsáveis pela conversão de energia livre nas 

células são realizados pelas mitocôndrias. Estas organelas são fundamentais para 

as células eucarióticas e possuem toda a maquinaria necessária para a respiração 

celular e produção de ATP. 

Normalmente as mitocôndrias medem cerca de 0,5 a 0,1 µm de diâmetro e 

até 3,0 µm de comprimento e apresentam formas esféricas ou formas de bastão. 

Assim como os cloroplastos, elas são consideradas organelas semi-autônomas 

devido ao fato das mesmas possuírem ribossomos, RNA e DNA que codificam 

algumas proteínas mitocondriais (TAIZ & ZEIGER, 2003). 

Semelhante as mitocôndrias animais, as mitocôndrias vegetais possuem 2 

membranas celulares: a membrana mitocondrial externa,  lisa, permeável a 

pequenas moléculas e íons que são capazes de se movimentar através da 

membrana por poros formados por proteínas denominadas porinas e a membrana 

mitocondrial interna  que possui “pregas” denominadas cristas mitocondriais.  

Diferente da membrana mitocondrial externa a membrana interna é 

impermeável a maioria das moléculas e íons, somente as moléculas que possuem 

transportadores específicos poderão se movimentar através desta membrana, e por 

ser maior do que a membrana externa está apresenta mais que 50 % das proteínas 

mitocondriais. O espaço aquoso compreendido entre a membrana mitocondrial 

interna e externa é denominado espaço intermembranas . A fase aquosa 

compreendida dentro da membrana mitocondrial interna é denominada de matriz 

mitocondrial  e ela contém as enzimas do ciclo do ácido cítrico, o complexo da 

piruvato desidrogenase, as vias de oxidação dos aminoácidos e da β-oxidação dos 

ácidos graxos (NELSON & COX, 2002). 
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1.3.2 Cadeia transportadora de elétrons em plantas 

 

A cadeia respiratória mitocondrial em plantas, assim como em animais, é 

formada por transportadores de elétrons localizados na membrana mitocondrial 

interna. Esses transportadores são proteínas de membrana, integrais (complexos) 

ou móveis, compostas por grupos prostéticos que atuam como centros de oxido-

redução, recebendo e doando elétrons. Os elétrons seguem numa seqüência de 

transportadores que é definida pelo aumento progressivo da afinidade por elétrons 

de cada transportador (NELSON & COX, 2002).  

Como pode ser visto na Figura 3, nos vegetais a cadeia transportadora de 

elétrons contém quatro complexos (I-IV) com características semelhantes à cadeia 

respiratória de outros organismos, porém em vegetais é possível observar a 

presença de cinco enzimas que não estão presentes em mitocôndrias animais: duas 

NADH e duas NADPH desidrogenase, sendo uma NADH e NADPH localizadas na 

face externa e uma NADH e NADPH localizadas na face interna da membrana 

mitocondrial interna, que não realizam o bombeamento de prótons e são insensíveis 

a rotenona e uma oxidase alternativa (AOX) (MOLLER, 2001). 

 

 

 
Figura 3 Cadeia transportadora de elétrons em plantas. 
(Mariano, 2005). 
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A fosforilação oxidativa em plantas tem início quando os elétrons 

provenientes do NADH são doados ao complexo I (NADH desidrogenase) ou 

quando elétrons provenientes do FADH2 são doados ao complexo II (succinato 

desidrogenase). Os complexos I e II transferem seus elétrons à ubiquinona, uma 

coenzima que se difunde livremente pela parte hidrofóbica da membrana. A 

ubiquinona reduzida (ubiquinol) segue até o complexo III (complexo de citocromo 

bc1) onde doa seus elétrons, passando para a forma oxidada. O complexo III por sua 

vez transfere esses elétrons ao complexo IV (citocromo oxidase) através do 

citocromo c, uma proteína periférica móvel, localizada na parte externa da 

membrana mitocondrial interna. No complexo IV o oxigênio, aceptor final de elétrons 

da cadeia respiratória, é reduzido a água por redução tetravalente. A passagem de 

elétrons pelos complexos da cadeia induz o bombeamento de prótons da matriz para 

o espaço intermembranas: quatro prótons são bombeados pelo complexo I, quatro 

pelo complexo III e dois pelo complexo IV. Dessa forma o fluxo de elétrons que 

ocorre através dos complexos da cadeia respiratória gera um gradiente 

eletroquímico de prótons através da membrana mitocondrial interna (TAIZ & 

ZEIGER, 2003).  

A energia livre contida no gradiente eletroquímico de prótons pode ser 

utilizada para síntese de ATP, por um complexo enzimático localizado na membrana 

interna, chamado F0F1-ATP sintase. A F0F1-ATP sintase, também chamada de 

complexo V, é formada por dois componentes principais F0 (proteína periférica) e F1 

(proteína integral de membrana). Quando o ADP se encontra ligado ao complexo 

F0F1-ATP sintase, os prótons passam por esse complexo e a energia produzida é 

utilizada para sintetizar ATP. Portanto o complexo V catalisa a síntese de ATP a 

partir de ADP e Pi (fosfato inorgânico) acoplada ao retorno de prótons do espaço 

intermembrana para a matriz mitocondrial (NELSON & COX, 2002; TAIZ & ZEIGER, 

2003). 

Bonner e Voss em 1961 observaram pela primeira vez a atividade das NADH 

e NADPH desidrogenase alternativas. Em seus estudos foi possível evidenciar que 

as mitocôndrias de plantas eram capazes de oxidar o NADH e o NADPH 

externamente adicionado. Estudos realizados posteriormente mostraram também 

que certos inibidores do complexo I não eram capazes de inibir totalmente a 

oxidação do NADH. Posteriormente com as pesquisas realizadas por Roberts e 

colaborados (1995) foi possível confirmar a presença de diferentes NADH e NADPH 



Introdução 35 

 

desidrogenases com afinidade por diferentes substratos, o que permitia diferentes 

taxas de oxidação do NADH e NADPH em diferentes tecidos sob diferentes 

condições. 

As NADH e NADPH desidrogenases localizadas na parte externa da 

membrana mitocondrial interna possuem a capacidade de oxidar o NADH e o 

NADPH exógeno e transferir seus elétrons direto para a ubiquinona. Por sua vez as 

NADH e NADPH desidrogenases internas oxidam o NADH e o NADPH proveniente 

da matriz mitocondrial competindo assim com o complexo I.  

A oxidase alternativa (AOX) é uma enzima mitocondrial encontrada em 

plantas que catalisa a oxidação do ubiquinol reduzindo diretamente o oxigênio 

molecular a água. Com isso dois sítios de bombeamento de prótons (complexo III e 

IV) são contornados e a energia que seria utilizada para produzir ATP é liberada na 

forma de calor. Estudos realizados afirmam que a AOX pode prevenir o prolongado 

estado de redução da ubiquinona diminuindo assim a probabilidade da produção de 

EROs (MATSUKAWA et al., 2009). 

Apesar das NADH e NADPH terem sido descobertas já a alguns anos, pouco 

é conhecido sobre elas. Alguns estudos sugerem que a atividade da NADH interna e 

externa e a AOX é aumentada quando a atividade do complexo I é completamente 

ou parcialmente inibida por inibidores específicos (MOLLER, 2001). 

 

1.3.3 Mitocôndria e morte celular programada em pla ntas 

 
Vários estudos envolvendo fatores bioquímicos, morfológicos e genéticos têm 

apontado que em animais a mitocôndria exerce um papel chave na morte celular 

programada, integrando diversos sinais de estresse celular que levam a morte da 

célula (LAM et al., 2001). Em plantas, evidências apontam que a mitocôndria está 

associada à manifestação da resposta de hipersensibilidade, principalmente por 

causar mudanças no estado redox das organelas, levando a disfunção metabólica 

das células (MUR et al., 2007). A liberação de proteínas mitocondriais tem tido 

grande importância na morte celular e é bem caracterizada em alguns modelos 

experimentais, pois estas proteínas são capazes de ativar reações metabólicas que 

causam a degradação de importantes macromoléculas. 

O principal evento que leva a morte celular, através da mitocôndria, envolve a 

liberação do citocromo c da mitocôndria para o citoplasma, onde este interage com 
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Apaf1 (fator ativador de apoptose) resultando na ativação de proteínas pró-caspases 

que causam a morte celular em animais (Figura 4) (FERRI & KROEMER, 2001).  

 

 
Figura 4 Representação esquemática do envolvimento da mitocôndria na morte celular. 
(Adaptado de NELSON & COX, 2007). 

 

O papel do citocromo c na morte celular em plantas ainda não está 

completamente esclarecido. Em alguns modelos de culturas de células de plantas foi 

observado a liberação do citocromo c da mitocôndria após estímulos de morte tais 

como: aquecimento e tratamentos com algumas substâncias como ceramida, 

heparina dentre outras (MCCABE, 2010). Este efeito também foi avaliado por Sun e 

colaboradores (1999), onde seus estudos mostraram que a liberação do citocromo c, 

e a ativação de um substrato especifico para metacaspase ocorre de maneira dose-

dependente quando protoplastos de tabaco foram elicitados com uma vitamina K 

chamada menadiona. 

Outros estudos demonstraram que em plantas há algumas proteases com 

características semelhantes às caspases denominadas de metacaspases. Vários 

inibidores específicos para caspases bloquearam o processo de morte celular em 

plantas sugerindo que estas proteases podem estar envolvidas neste processo (DEL 

POZO & LAM, 1998; VAN BREUSEGEM et al., 2007 HEREDIA et al., 2008; 

GALLOIS et al., 2008). 
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Durner e colaboradores (2004) reforçam as evidências que a mitocôndria está 

envolvida na morte celular. Em seus trabalhos, utilizando células em suspensão de 

Arabidopsis, foi observado que o aumento da concentração de cálcio e o estresse 

oxidativo contribuem para a abertura do poro de transição de permeabilidade e a 

despolarização da membrana mitocondrial interna levando ao inchaço mitocondrial e 

a morte das células (KRAUSE & DURNER, 2004). 

Alterações mitocondriais relacionadas à morte celular também foram 

avaliadas por Panda e colaboradores (2008), onde células de tabaco foram tratadas 

com alumínio e a toxicidade causada foi avaliada através da análise de mitocôndrias 

isoladas. Foi possível observar que o alumínio levou a alterações nos parâmetros 

mitocondriais, tais como: inibição da taxa de respiração associada com uma queda 

na concentração de ATP, aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e abertura do poro de transição de permeabilidade, os quais finalmente 

causaram a morte das células analisadas. 

A transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) tem sido demonstrada ser 

um evento essencial no processo de morte celular (LAM et al., 2001). A TPM é 

induzida pelo acúmulo de Ca2+ intramitocondrial associado ao aumento do estresse 

oxidativo, o que ocasiona um aumento da permeabilidade inespecífica da membrana 

mitocondrial interna. Essa elevada permeabilidade permite a passagem de íons, 

suporte osmótico e moléculas de baixa massa molecular (mm < 1,5 kDa) o que leva 

ao inchamento mitocondrial seguido da ruptura das membranas mitocondriais 

(VERCESI, 1995).  

Outra evidência para o envolvimento das mitocôndrias de plantas na 

regulação da morte celular, associada à RH, é proveniente de estudos envolvendo a 

enzima oxidase alternativa (AOX), uma proteína presente na membrana mitocondrial 

interna (MMI) que não é encontrada em mitocôndrias animais. A AOX catalisa o 

fluxo de elétrons diretamente da ubiquinona para o oxigênio, criando um fluxo de 

elétrons alternativo sem a participação dos complexos III e IV da cadeia 

transportadora de elétrons, resultando assim numa via de fluxo eletrônico insensível 

a cianeto. A ativação da AOX por tratamento das mitocôndrias com cianeto durante 

a RH pode ajudar a diminuir a morte celular durante a fase propagativa da formação 

da lesão, restringindo assim o tamanho desta (CHIVASA & CARR, 1998; WHELAN 

et al., 2009). 
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1.3.4 Produção e mecanismos de controle da produção  de EROs em 

mitocôndrias 

 
Em plantas as organelas que possuem uma alta atividade metabólica e um 

intenso fluxo de elétrons tais como cloroplastos e as mitocôndrias são os principais 

sítios de produção de espécies reativas de oxigênio (MITTLER et al., 2004). 

Quando o oxigênio é consumido nos tecidos de plantas estima-se que uma 

pequena fração dele é reduzido incompletamente gerando as espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (MOLLER, 2001). Diferentemente do oxigênio atmosférico que é 

não reativo devido a sua distribuição eletrônica, as espécies reativas de oxigênio por 

terem a sua configuração instável são capazes de interagir com várias moléculas 

essenciais para o organismo como lipídeos, proteínas e DNA, levando ao aumento 

da permeabilidade da membrana, diminuição da atividade de algumas enzimas e a 

mutações que podem destruir as células (MITTLER, 2002; BLOKHINA et al., 2003). 

Em mitocôndrias animais, é bem relatado que a primeira EROs formada pela 

mitocôndria, resultante da redução monovalente do oxigênio, é o ânion superóxido 

(O2
▪). Este por sua vez sofre ação das enzimas superóxido dismutase localizadas na 

matriz (Mn-SOD) e no espaço intermembranas (Cu/Zn-SOD) sendo transformado em 

peróxido de hidrogênio (H2O2). O peróxido de hidrogênio gerado na matriz pode ser 

detoxificado pelos sistemas glutationa/NADPH ou, quando em excesso, pode se 

difundir pelas membranas mitocondriais e ser removido por sistemas antioxidantes 

citosólicos como catalase, glutationa e tioredoxina peroxidase dentre outros. Quando 

o H2O2 não é metabolizado pelos sistemas antioxidantes, ocorre a formação do 

radical hidroxil (OH▪), na presença de Fe2+ (Reação de Fenton), que é uma molécula 

extremamente reativa (KOWALTOWSKI et al., 2009). 

Os dois principais sítios de produção de EROs em mitocôndrias são o 

complexo I, através do transporte reverso de elétrons (do complexo II para o 

complexo I), e por meio do ciclo da coenzima Q no complexo III (MOLLER, 2001). 

Na Figura 5 podemos observar a produção de EROs e os mecanismos de 

detoxificação de EROs. 
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Figura 5 Vias mitocondriais de produção de EROs e sistemas enzimáticos antioxidantes em 
mitocôndrias de plantas. 
(Adaptado de Moller, 2001 e Noguchi & Yoshida, 2008 por De Souza, 2009). 
 

Em mitocôndrias de vegetais pouco se sabe sobre a produção de EROs, 

entretanto algumas características são conhecidas. De acordo com Moller (2001) as 

mitocôndrias de plantas produzem O2
-▪ e H2O2 em proporção igual ou até maior do 

que as mitocôndrias animais. A quantidade de EROs produzida por mitocôndrias 

vegetais é menor na presença de ADP (estado 3 da respiração) do que na ausência 

de ADP (estado 4).  

Uma forma de minimizar a produção de EROs pelas mitocôndrias é evitar a 

alta redução da cadeia transportadora de elétrons principalmente nos complexos I e 

III. Em alguns casos a adição de KCN pode tanto inibir completamente a produção 

de EROs - podendo sugerir a produção pelo complexo III - e em outros casos pode 

ocorrer um aumento na produção de EROs, indicando que o complexo I e/ou outras 

desidrogenases são os principais sítios de produção de EROs (MOLLER, 2001).  

Korshunov e colaboradores (1998) também observaram que a produção de 

EROs pode diminuir pela ativação da UCP por ácidos graxos, com isso é possível 
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sugerir que o desacoplamento moderado pode ser uma forma de diminuir a 

produção de EROs.  

Segundo Purvis e colaboradores (1995) a produção de EROs diminui quando 

a oxidase alternativa é ativada. Quando é adicionado KCN foi observado que a 

produção de O2
-▪, pela mitocôndria que estava oxidando o NADH pode ser 

completamente inibida indicando que a NADH desidrogenase externa não produz 

EROs. 

Em plantas os mecanismos enzimáticos que levam a detoxificação de EROs 

envolvem a presença de algumas enzimas como: catalase, superóxido dismutase, 

glutationa peroxidase e ascorbato peroxidase. Através da ação destas enzimas 

antioxidantes o organismo mantém a concentração de EROs dentro dos limites 

fisiológicos normais. A primeira enzima que atua é a superóxido dismutase que 

converte o radical O2
-▪ a H2O2. Por sua vez a catalase, o ciclo da 

ascorbato/glutationa e o sistema tioredoxina/tioredoxina redutase podem converter o 

H2O2 em H2O. Entretanto se a produção de EROs estiver acima dos limites 

fisiológicos necessários para a sobrevivência do organismo é observado o fenômeno 

de estresse oxidativo que leva a sérios danos as células (MOLLER, 2001; HIRT & 

APEL, 2004; RIBEIRO et al., 2005). 

 

1.4 Ácido salicílico e morte celular  

 

O ácido salicílico é um composto natural que exerce um papel central nos 

processos fisiológicos e em certas respostas de defesa em plantas (SHIRASU et al., 

1997; ZHU & SHIN, 2008). Ele pode influenciar a germinação das sementes, 

crescimento celular, abertura dos estômatos, expressão de genes associados a 

senescência e a produção de frutos (KLESSIG et al., 2009).  

Os eventos iniciais desencadeados pela interação planta-patógeno envolvem 

dentre outros mecanismos a síntese do ácido salicílico, do metil jasmonato e do 

etileno. Estes por sua vez regulam a expressão de um conjunto de genes que 

codificam proteínas e enzimas que produzem metabólitos responsáveis pela defesa 

da planta (DHONDT et al., 2002).  

O papel do AS na sinalização durante as respostas de defesa em plantas foi 

primeiramente observado por White e colaboradores, onde em seus experimentos 
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foi possível observar que folhas de tabaco, quando incubadas com AS ou aspirina 

causavam uma estimulação da expressão de genes PR relacionados a defesa e 

estas plantas tiveram resistência ao vírus mosaico do tabaco (TMV), causando 90 % 

de redução das lesões (RASKIN, 1992). 

Estudos mostraram claramente que o AS é uma molécula essencial para 

desenvolvimento tanto da resposta de hipersensibilidade (RH) como da resistência 

sistêmica adquirida (RSA). Deste modo tem sido proposto que o AS tem a 

capacidade de se ligar as enzimas catalase e ascorbato peroxidase que são 

responsáveis pela detoxificação do H2O2 inibindo-as. Com isso tem-se o acúmulo 

proposital destas espécies levando a resistência em plantas (DURRANT & DONG, 

2004).  

Esse efeito também foi observado por Zhue e colaboradores (2009) onde o 

pré-tratamento de sementes de arroz com AS inibiu a atividade da catalase e 

aumentou os níveis de peróxido de hidrogênio, aumentando a resistência em plantas 

tratadas com cádmio, portanto aliviando o estresse oxidativo e aumentando a 

tolerância destas plantas ao cádmio.  

A aplicação de AS exógeno também tem mostrado aumentar a resistência em 

plantas. O efeito do AS exógeno aplicado em raízes de tomate que foram infectadas 

pelo fungo Fusarium oxysporum f. foi avaliado por Mandal e colaboradores (2009). 

Seus estudos tiveram como objetivo verificar se o AS era capaz de induz resistência 

as plantas que foram inoculadas com o fungo. Com os resultados foi verificado que o 

AS exógeno aumentou a concentração de AS endógeno, e a atividade das enzimas 

fenilalanina amônia liase (PAL) e da peroxidase (POD) em raízes de tomate. O 

aumento da atividade destas enzimas juntamente com o aumento da concentração 

de AS foi responsável pela indução da resistência ao fungo diminuindo 

significativamente a severidade da doença. 

A biossíntese do ácido salicílico nas plantas, pode ocorrer por duas vias 

enzimáticas distintas que exige o corismato. O corismato é um metabólito primário 

derivado da fenilalanina e pode ser convertido a AS pela via do corismato, 

considerada a mais importante durante a RSA, ou pela via dos fenilpropanóides que 

é responsável pela produção rápida de AS associada com a morte celular local (RH) 

(LEE et al., 1995; WILDERMUTH et al., 2001; KLESSIG et al., 2009). Um resumo 

esquemático da via de biossíntese do ácido salicílico está representado na Figura 6. 
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Figura 6 Biossíntese do ácido salicílico em plantas. 
(Adaptado de WILDERMUTH et al., 2001). 
 

A produção de compostos fenólicos, AS endógeno e a atividade de proteínas 

relacionadas a patogênese foram avaliadas em células de Rubus fruticosus 

submetidas ao tratamento com AS exógeno por De Souza 2005. Em seus resultados 

foi possível observar que o AS na concentração de 1 µmol/L foi capaz de levar a 

uma diminuição da produção de compostos fenólicos. Entretanto para a produção de 

AS endógeno foi observado um aumento de 50 % na produção de AS endógeno em 

células de Rubus fruticosus tratadas com AS durante 1 horas. Uma indução da 

atividade de duas enzimas relacionadas a patogênese a laminarinase (β-1,3 

glucanase), enzima que degrada polímeros presentes na parede celular, e da 

quitinase, que catalisa a hidrolise de quitina um componente estrutural encontrado 

na parede celular, foi verificada também em células de Rubus fruticosus.  

O efeito do AS sobre a produção de EROs em células intactas de Rubus 

fruticosus foi observado por De Souza 2007. Em seus estudos foi verificado que o 

AS na concentração de 1 µmol/L causou um aumento de 30 % na produção de 

espécies reativas de oxigênio em células intactas elicitadas com AS durante o tempo 

de 15 minutos.  

Estudos afirmam que o ácido salicílico também está envolvido nas vias de 

sinalização que ocorrem na mitocôndria durante a resposta de defesa 
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desencadeada pela planta. A hipótese sugerida é que a oxidase alternativa pode 

estar envolvida na resistência induzida, pois se observou que a inibição da oxidase 

alternativa induzida por AS causou diminuição da resistência ao vírus do tabaco 

(TMV) em células tabaco (ALVAREZ, 2002).  

Matos e colaboradores (2009) também estudaram o efeito do AS em 

mitocôndrias isoladas de sementes de soja (Glycine max (L.) Merr. cv Cresir) e com 

seus resultados foi observado que o AS é capaz de alterar alguns parametros 

mitocondriais pois a adição de AS no sistema em estudo foi capaz de induzir a 

modificações na composição de ácidos graxos das membranas mitocondriais e a 

diminuição da capacidade de oxidação do NADH. 

Experimentos utilizando mitocôndrias isoladas sugerem também que o AS 

exerce vários efeitos sobre os parâmetros mitocondriais de células de Rubus 

fruticosus. Foi observado que o AS, nas concentrações testadas dissipou 

completamente o potencial elétrico de membrana gerado por mitocôndrias, bem 

como diminuiu a produção de EROs induzida por antimicina A e cálcio. Além disso, o 

AS foi capaz de modular a velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia 

respiratória na presença de succinato e NADH respectivamente (DE SOUZA, 2009).  

A literatura conta com estudos que mostram os efeitos biológicos do nim 

como bioinseticida. Porém, pouco se sabe sobre seu impacto sobre o metabolismo 

vegetal, a literatura apenas o trata como não nocivo, nas concentrações de campo.  

Gumiero (2008), mostrou que o extrato de nim apresentou uma forte atividade 

antioxidante devido ao alto conteúdo de compostos fenólicos encontrados. Em 

células intactas de Rubus fruticosus o nim causou um aumento de compostos 

fenólicos intracelulares e açúcares redutores juntamente com a diminuição das 

espécies reativas de oxigênio. Com isso pode-se concluir que em células de Rubus 

fruticosus o nim possa estar atuando como antioxidante e protetor.  

Todos estes resultados nos motivaram a dar continuidade aos estudos 

envolvendo o extrato de nim em células intactas de Rubus fruticosus e também 

observar se o nim é capaz de alterar alguns parâmetros mitocondriais em 

mitocôndrias isoladas de células de Rubus fruticosus em presença ou não de AS 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Devido ao fato do nim ser amplamente utilizado na agricultura e de haver 

poucos relatos na literatura sobre seus efeitos em sistemas vegetais, o objetivo geral 

deste trabalho é dar continuidade aos estudos do efeito do extrato de Azadirachta 

indica, nim, sobre resposta de hipersensibilidade, em cultura de células de Rubus 

fruticosus, analisando os possíveis mecanismos do efeito protetor sugerido pelos 

resultados obtidos até o momento em nosso laboratório. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

� Obter o extrato hidroalcóolico (EB), a partir de sementes moídas de 

nim; 

� Caracterizar bioquimicamente o extrato com a quantificação de 

fenólicos totais, proteínas totais, açúcares totais e açúcares redutores; 

� Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto; 

� Determinar a viabilidade e morte celular em células de Rubus 

fruticosus elicitadas com AS e EB, isolado ou em associação; 

� Determinar a liberação de EROs em células intactas de Rubus 

fruticosus elicitadas com AS e EB, isolado ou em associação; 

� Determinar o efeito de AS e EB sobre a produção de AS e compostos 

fenólicos intracelulares em células de Rubus fruticosus; 

� Avaliar em mitocôndrias isoladas o efeito do EB isolado ou associado 

com AS sobre: 

    - A respiração; 

    - Potencial de membrana; 

    - Produção de Espécies reativas de oxigênio. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Equipamentos: 

 

- Agitador AS 850 (Biolafitte) 

- Agitador de tubos, modelo AP 56 (Phoenix) 

- Autoclave, modelo SB Luperco (Phoenix) 

- Balança analítica, modelo BG 4000 (Gehaka) 

- Balança analítica, modelo Libror AEL-40 SM (Shimadzu) 

- Bomba a vácuo, modelo 141 (Primar) 

- Capela de fluxo laminar (Engelab) 

- Centrífuga, modelo 5810R (Eppendorf) 

- Centrífuga, modelo J2-21 (Beckman) 

- Câmara de Neubauer (Bioblock) 

- Eletrodo tipo Clark em oxígrafo (Gilson Medical Eletronics) 

- Espectrofluorímetro, modelo F-4500 (Hitachi) 

- Espectrofotômetro DU-70 (Beckman) 

- Espectrofotômetro ERS 300 banda – X 

- Espectrofotômetro, Spectronic 20 (Genesys) 

- Estufa, modelo 002 (Fanem) 

- Homogeneizador Van potter-Elvehjem  

- Leitor de microplacas, modelo EIA muti-well reader (Sigma Diagnostics) 

- Liofilizador, modelo 202 (Virtis) 

- Manta aquecedora, modelo 202 (Fisatom) 

- Microscópio óptico (Olympus CH2) 

- Rotaevaporador (Tecnal) 

- Sonicador Vibra Cell (Sonic & Materials Inc.) 

- Sistema de filtração MILLI-Q (Millipore) 
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Soluções e Reagentes:  

 

Todos os reagentes citados foram comprados da marca Sigma-Aldrich, exceto 

o Coomassie Blue R250 utilizado para a quantificação de proteínas totais, que 

pertence à marca Biorad. 

 

3.1 Preparação do extrato bruto (EB), a partir de s ementes de Azadirachta 

indica, nim (SCALIZE, 2003) 

 

As sementes de nim foram cedidas pela Dra Sueli Martinez do Instituto 

Agronômico do Paraná (IAPAR) – Londrina – PR., sendo colhidas em abril de 2008 

na cidade de Xambrê – Paraná. 

O extrato hidroalcóolico foi preparado de acordo com o fluxograma 

apresentado na Figura 7. As sementes foram selecionadas pela sua integridade, 

pesadas e lavadas em água corrente sendo posteriormente secas em estufa a 37°C 

por 24 horas, moídas em liquidificador doméstico e diluídas em uma solução de 

etanol:água (1:1 v/v). 

 A mistura foi deixada sob agitação por aproximadamente 20 minutos, sendo 

a seguir filtrada a vácuo. O extrato foi concentrado em rotaevaporador e liofilizado. O 

material liofilizado foi suspenso em água para as análises de caracterização 

bioquímica e ensaios biológicos posteriores.  
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Figura 7 Fluxograma do preparo do extrato das sementes de nim. 
 
3.2 Análise em espectrofotômetro de varredura do ex trato de nim 

  
Alíquotas do extrato na concentração de 2 mg/mL, foram submetidas a 

análise de varredura em espectrofotômetro DU-70 e os espectros obtidos foram 

comparados com os resultados previamente obtidos em nosso laboratório onde se 

utilizou como padrão azadiractina A 1 mg/mL (SIGMA). O aparelho foi zerado com 

água deionizada como branco e o tempo de varredura foi de aproximadamente 10 

minutos. 

 

3.3 Caracterização bioquímica do extrato de nim 

 

3.3.1 Determinação do teor de Compostos fenólicos  

 
Princípio do método:  O método Folin Ciocalteau (1977), é baseado em 

reações de óxido-redução. O reagente de Folin é composto por uma mistura de 
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tungstato, molibdato e ácido fosfórico. Estas substâncias apresentam camadas de 

valência livre, portanto eles são capazes de oxidar uma série de compostos dentre 

eles compostos fenólicos e polifenóis que se encontram sob condições alcalinas. 

Está oxidação causa uma mudança de cor do amarelo para o azul sendo facilmente 

monitorada por espectrofotometria (IKAWA et al., 2003). 

Metodologia:  Para a determinação dos compostos fenólicos foram utilizados: 

ácido acético glacial 7 %, reagente de Folin-Ciocalteau diluído 1:5 (v/v), solução de 

Na2CO3 saturado, água deionizada e o extrato bruto. Para curva analítica utilizou-se 

padrões de ácido gálico nas concentrações de 100 a 1000 µg/mL e como branco 

utilizou-se água deionizada. 

Foi pipetado 50 µL dos padrões, das amostras e dos controles em triplicatas 

em tubos de 2 mL. A seguir adicionou-se 50 µL ácido acético, 50 µL reagente Folin, 

50 µL Na2CO3 e completou-se o volume para 1 mL acrescentando-se 800 µL de 

água deionizada. As amostras foram mantidas em repouso por 90 minutos, sob 

abrigo da luz e procedeu-se a leitura em espectrofotômetro no comprimento de 725 

nm (SLINKARD & SINGLETON, 1977). 

 

3.3.2 Determinação do teor de açúcar total  

 

Princípio do método: Os açúcares apresentam vários grupos hidroxila, estes 

podem ser facilmente desidratados quando colocados em contato com ácidos 

concentrados formando furfural (quando o açúcar for uma pentose) ou 

hidroximetilfurfural (quando o açúcar for uma hexose). O furfural e/ou o 

hidroximetilfurfural são moléculas incolores e são capazes de reagir com fenóis 

produzindo compostos coloridos. A mudança de cor da solução é medida na região 

visível e é proporcional a quantidade de açúcares presentes na amostra (DUBOIS et 

al., 1956). 

Metodologia:  Para a quantificação de açúcares totais foi utilizado o método 

de fenol sulfúrico (1956), onde foram pipetados 0,5 mL de amostra, padrão ou 

branco (água deionizada) em tubos de ensaio longo. Em seguida adicionou-se 0,5 

mL de fenol 5 % em água, sendo posteriormente homogeneizadas em mixer. Foi 

acrescentado 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado e as amostras foram resfriadas 

por 10 minutos.  
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A leitura foi procedida em espectrofotômetro com comprimento de onda 490 

nm. A quantidade de açúcares foi determinada através da curva analítica preparada 

com solução de glucose nas concentrações de 20 a 100 µg/mL. 

 

3.3.3 Determinação do teor de açúcares redutores  

 
Princípio do método:  Os açúcares que contêm grupos hidroxila do carbono 

anomérico não envolvidos em ligações químicas possuem a capacidade de reduzir 

íons metálicos tais como cobre e ferro. Com o aquecimento dos açúcares redutores 

com o reagente de ferricianeto que contêm íons ferro, o ferro é reduzido e o açúcar é 

oxidado, sendo possível observar uma mudança de coloração que é proporcional a 

quantidade de açúcar redutor presente na amostra (KIDBY & DAVIDSON, 1973). 

Metodologia:  Para a analise dos açúcares redutores pelo método de 

ferricianeto (1973), utilizou-se como reagente ferricianeto de potássio e padrões de 

glucose nas concentrações de 5 a 250 µg/mL para confecção da curva analítica. 

Adicionaram-se em tubos de ensaio 100 µL dos padrões, das amostras ou do 

controle (água deionizada) e 3 mL de reagente de ferricianeto. Em seguida, estas 

foram aquecidas, em banho-maria, a 100°C por sete m inutos sendo posteriormente 

resfriadas em banho de gelo. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro no 

comprimento de 420 nm. Traçou-se a curva analítica para, calcular as 

concentrações de açúcares nas amostras.  

 

3.3.4 Determinação do teor de proteínas totais  

 
Princípio do método: A determinação do teor de proteínas totais pelo 

método de Bradford (1976), se baseia na interação do corante de Coomassie com 

as proteínas que contêm aminoácidos com cadeias laterais ácidas, a interação do 

corante com as proteínas causa um deslocamento de equilíbrio do corante para a 

forma aniônica que causa uma mudança de cor que é absorvida em 600 nm. 

Metodologia: Na quantificação das proteínas foi utilizado o reagente de 

Coomassie Brilhant Blue G-250, padrões de albumina bovina nas concentrações de 

5 a 25 µg/mL para confecção da curva analítica e amostras do extrato bruto.  

Pipetou-se 160 µL dos padrões, amostras ou controle em microplacas, em 

seguida adicionou-se 40 µL do reagente Coomassie e incubou-se em temperatura 
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ambiente por 5 minutos. A leitura foi realizada em leitor de microplacas no 

comprimento de 600 nm. 

 

3.3.5 Avaliação da atividade antioxidante pela técn ica de ressonância 

paramagnética nuclear 

 

Os experimentos para avaliação da atividade antioxidante foram realizados na 

Faculdade de Filosofia Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Departamento de Física 

e Matemática em colaboração com o Prof. Dr. Oswaldo Baffa Filho e sob a 

orientação da Dra. Ângela Mitie Otta Kinoshita. 

A técnica de ressonância paramagnética nuclear ou ressonância do spin 

eletrônico (ERP) é uma técnica muito eficiente para quantificação de radicais livres, 

pois esta técnica torna possível a detecção de espécies que contêm elétrons 

desemparelhados (espécies paramagnéticas). A energia absorvida é monitorada e 

convertida no espectro ERP (BACIC et al., 2008).  

Metodologia: A avaliação da atividade antioxidante foi feita de acordo com 

Renew e colaboradores (2005) com algumas modificações. As medidas de 

ressonância paramagnética foram realizadas em espectrofotômetro ERS 300 banda 

– X. O espectro foi registrado com freqüência de modulação: 100000 Hz, amplitude 

de modulação de 2G, com potência de microondas de 50 mW, com tempo de 

varredura de 60 segundos.  

Para as análises foram utilizadas soluções de extrato bruto de nim (EB), nas 

concentrações de 0,5 a 150 mg/mL. 60 µL de uma solução etanólica de 1 mmol/L de 

DPPH (radical 1,1 difenil-2-picrilidrazila) reagiu com 60 µL de EB, sendo os 

espectros registrados 120 segundos após o inicio da reação. 

 

3.4 Preparação das células cultivadas de Rubus fruticosus. 

 

Para os ensaios biológicos foram utilizadas células de Rubus fruticosus 

cultivadas in vitro a partir de calos cedidos pelo Dr. Paul Joseleau do Centre de 

Recherches sur les Macromolécules Vegétales (CERMAV), Grenoble, França, pela 

técnica de suspensão celular (HUSTACHE et al., 1975).  

As células foram cultivadas em meio Heller, que é composto por 

macronutrientes, ou seja, elementos que estão em grande quantidade no meio 
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(cálcio, potássio, magnésio, sódio e fósforo) e micronutrientes, que estão em 

pequenas quantidades (alumínio, cobre, boro, manganês, níquel e zinco), ambos na 

forma de sais cujas concentrações estão descritas na Tabela 1. Além destes 

componentes foi adicionado ferro (FeCl3.6H2O 1 mg/L), vitamina B12 (cloridrato de 

tiamina 1 mg/L) e glucose como fonte de carbono (50 g/L). Os frascos com os 

inóculos foram mantidos sob agitação contínua de 60 ciclos/minuto, a 25°C, sob 

iluminação durante 12 horas, sendo retirados para os testes biológicos na fase 

exponencial de crescimento, entre 18-21 dias de subcultura.  

 

Tabela 1 Quantidades de macro e micronutrientes utilizados para preparação do 

meio de cultura de Rubus fruticosus. 

 

Macronutrientes Quantidade 
(mg/L) 

Micronutrientes Quantidade 
(µg/L) 

CaCl2 56,5 AlCl3.6H2O 0,054 

KCl 750,0 CuSO4.5H2O 0,030 

MgSO4 121,5 H3BO3 1 

NaNO3 600,0 KI 0,010 

NaH2PO4 108,7 MnSO4.H2O 0,075 

  NiCl2.6H2O 0,030 

  ZnSO4.7H2O 1 

 

3.4.1 Contagem e viabilidade celular 

 

A contagem das células foi realizada em câmara de Neubauer com utilização 

de microscópio óptico (aumento de 10X) tendo sua viabilidade testada através do 

corante azul de Evans (KANAI & EDWARDS, 1973). Foram adicionados 20 µL de 

azul de Evans a 1 % (m/v) a 200 µL de suspensão celular, e a porcentagem de 

células viáveis foi determinada pelo número de células não coradas (viáveis) para 

cada 10 células contadas.  
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3.4.2 Determinação de morte celular em células de Rubus fruticosus 

elicitadas com AS e EB . 

 

Para determinação de morte celular foram utilizadas células em suspensão 

entre 18-21 dias de subcultura. Estas células foram filtradas em membrana de 100 

µm, sendo em seguida lavadas com o tampão citrato de sódio 50 mmol/L, pH 5,9, 

contendo 2 % de sacarose. 

Aproximadamente 1 g destas células foram pesados e colocados em 10 mL 

do tampão em frascos pretos para evitar o efeito da luz como elicitor. As amostras 

foram deixadas em repouso por 2 horas antes do inicio dos ensaios, para minimizar 

o estresse metabólico causado durante a preparação. Em seguida foi adicionado 1 

mL dos elicitores nas seguintes concentrações AS 1 µmoL/L, EB 5 mg/mL e 0,1 

mg/mL e água deionizada como controle. As suspensões foram mantidas em 

temperatura ambiente durante o período de 1 a 8 horas, sob agitação. 

Cada elicitação foi realizada em triplicata e as induções foram interrompidas 

nos tempos indicados de 0, 2, 4, 6 e 8 horas colocando-se as amostras no gelo. 

Aproximadamente 40 µL da suspensão de células foram corados com 20 µL do 

corante azul de Evans (1 % m/v). As leituras foram realizadas em microscópio óptico 

com aumento de 10 X, e a porcentagem de células viáveis foi determinada pelo 

número de células não coradas. 

 

3.4.3 Determinação da produção de AS endógeno em cé lulas de Rubus 

fruticosus elicitadas com AS e EB . 

 

As análises do teor de ácido salicílico em células intactas de Rubus fruticosus 

foram realizadas por espectrofluorescência segundo SCHOCH e colaboradores 

(2002) utilizando células em suspensão durante a fase exponencial de crescimento 

entre 18-21 dias. 

As suspensões celulares foram preparadas em frascos pretos com a 

finalidade de evitar o efeito da luz como elicitor. Foram suspensas 1,08 g de células 

em 15 mL de tampão citrato de sódio 50 mmol/L, pH 5,9, contendo 2 % de sacarose. 

Estas células foram mantidas em repouso por 2 horas para evitar o estresse 

metabólico causado durante a preparação. Após este período foram acrescentados 

1 mL dos elicitores: extrato bruto (EB) nas concentrações de 5; 1; 0,5; e 0,1 mg/mL 
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isolado ou em associação com AS na concentração de 1 µmol/L. Para controle dos 

experimentos as amostras foram elicitadas com 1 mL água deionizada. As 

suspensões celulares foram mantidas sobre agitação no período de 1 hora. Em 

seguida as induções foram interrompidas colocando-se as amostras em banho de 

gelo. Após as células serem decantadas, o sobrenadante (meio extracelular) foi 

retirado para posterior análise de compostos fenólicos extracelulares totais.  

As células decantadas (meio intracelular) foram lavadas 4 vezes com tampão 

Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,2. Em seguida 5 mL das células no mesmo tampão foram 

sonicadas 5 vezes a 60 W, por 25 segundos. O homogenato foi centrifugado a 

12.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi  dialisado em membranas de 

ultrafiltração com poro de 10 KDa e 3 mL dos filtrados foram utilizados para 

quantificação de ácido salicílico.  

Para curva analítica foi utilizado AS nas concentrações de 0,25 a 10 µmol/mL. 

Tanto para a determinação da curva analítica quanto para a quantificação de AS 

endógeno foi utilizado comprimento de onda de excitação de 258 nm e a emissão foi 

feita nos comprimentos de onde de 280 a 550 nm. A abertura de fenda foi de 5 nm 

para excitação e 10 nm para emissão. E os resultados foram expressos através da 

média de 6 experimentos independentes. 

 

3.4.4 Determinação da produção de compostos fenólic os em células de 

Rubus fruticosus elicitadas com AS e EB . 

 
Para a quantificação de compostos fenólicos foi utilizado o método Folin-

Ciocalteau 1977, descrito no item 3.3.1 e as células foram preparadas como descrito 

no item 3.4.3 e os resultados obtidos foram expressos através da média de 6 

experimentos independentes. 

  

3.4.5 Determinação das espécies reativas de oxigêni o (EROs) em 

células intactas de Rubus fruticosus elicitadas com AS e EB . 

 

As espécies reativas de oxigênio foram determinadas conforme descrito por 

Lee e Murata (2001) e seus colaboradores, com algumas modificações, utilizando 

como sonda fluorescente o diacetato de 2,7-diclorofluoresceína (H2DCF-DA).  
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As células de Rubus fruticosus foram retiradas do meio de cultura para os 

experimentos na fase exponencial de crescimento entre 18-21 dias sendo lavadas 

com tampão citrato de sódio contendo 2 % de sacarose e filtradas em membranas 

de 100 µm. Para cada experimento pesou-se 28,8 mg de células que foram 

suspensas em 2 mL de tampão citrato de sódio contendo 2 % de sacarose, segundo 

a padronização realizada anteriormente em nosso laboratório por De Souza (2007).  

O sistema foi mantido em repouso em tampão por 2 horas. Em seguida, 1,8 

mL da suspensão celular foram transferidos para uma cubeta e juntamente com 

H2DCF-DA 2 µmol/L foram incubados por 20 minutos. Após este período 

acrescentou-se o elicitor AS 1 µmol/L em associação com extrato bruto de nim nas 

concentrações de 5; 1; 0,5 e 0,1 mg/mL, os quais foram analisados em experimentos 

independentes. 

Cada amostra foi submetida a cinética com um tempo de corrida de 20 

minutos. A fluorescência foi medida em fluorímetro com comprimento de onda de 

excitação de 503 nm e emissão de 529 nm e abertura de fenda de excitação de 5 

nm e emissão 10 nm. Para o controle dos experimentos as análises foram feitas 

utilizando água deionizada como controle e os experimentos são representados 

como média de 6 experimentos independentes.  

 

3.5 Isolamento de mitocôndrias de células de Rubus fruticosus. 

 

As mitocôndrias de células de Rubus fruticosus foram isoladas através de 

centrifugações diferenciais baseadas em uma técnica de isolamento de mitocôndrias 

de culturas embriogênicas de Araucaria angustifólia (Mariano, 2005), com algumas 

modificações realizadas por De Souza 2009, como mostrado na Figura 8.  

Esta técnica permite a separação de organelas baseando-se na diferença de 

velocidade com que as partículas se sedimentam no fundo de um tubo de 

centrifugação. O comportamento de uma partícula num campo de centrifugação 

depende de seu tamanho, de sua densidade e de sua forma. Assim sendo, utiliza-se 

uma série de estágios de centrifugação com velocidades sucessivamente maiores, 

cada um produzindo um precipitado e um sobrenadante (BRACHT & IWAMOTO, 

2003). 
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As células de Rubus fruticosus foram filtradas e transferidas para um béquer 

na presença do meio de extração  gelado, contendo sacarose 250 mmol/L, HEPES 

10 mmol/L, EGTA 2 mmol/L, cisteína 3 mmol/L e BSA 0,2 g %. As células foram 

então homogeneizadas utilizando-se homogeneizador van Potter-Elvehjem (3 vezes 

com o pistilo apertado, com repouso de 1 minuto entre um ciclo e outro). O 

homogenato foi filtrado através de uma membrana de 100 µm e centrifugado por 10 

minutos a 1000 x g. Logo após o sobrenadante foi centrifugado por 10 minutos a 

15000 x g e o precipitado foi suspenso em meio de isolamento , composto por 

sacarose 250 mmol/L, HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), EGTA 0,25 mmol/L e BSA 0,2 g 

%, sendo então centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi 

centrifugado pela última vez a 15000 x g por 10 minutos sendo que o precipitado 

(fração mitocondrial) foi ressuspenso em 1 mL do meio de ressuspensão , 

composto por sacarose 250 mmol/L, HEPES 10 mmol/L e BSA 0,2 g % de modo a 

obter-se uma suspensão correspondente a cerca de 15-20 mg de proteína por mL, 

que foram determinadas pelo método de Lowry et al. (1951). A qualidade das 

mitocôndrias isoladas foi testada através da determinação da razão de controle 

respiratório (RCR), obtido pela razão entre a velocidade de respiração no estado 3 e 

estado 4 (CHANCE & WILLIAMS, 1955).  
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Figura 8 Protocolo para o isolamento de mitocôndrias das células de Rubus fruticosus. 
(De Souza, 2009) 

 

3.5.1 Avaliação do efeito do extrato bruto das seme ntes de nim (EB) 

isolado ou em associação com AS sobre mitocôndrias de Rubus 

fruticosus. 

 

O extrato bruto obtido de sementes de nim (EB), em diferentes 

concentrações, isolado ou em associação com AS 1 mmol/L, foi testado diretamente 

sobre as mitocôndrias isoladas para a determinação do consumo de oxigênio e do 

potencial de membrana utilizando diferentes substratos, inibidores e desacopladores 

listados na Tabela 2. 
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Tabela 2 Compostos utilizados para análise do efeito do EB e do AS sobre as 

mitocôndrias de Rubus fruticosus. 

 

Substrato (S), Inibidor (I) e 
Desacoplador (D) 

Concentrações utilizadas para cada 
mg/mL de proteína mitocondrial 

Succinato (S) 5 mmol/L 

Rotenona (I) 2 µmol/L 

Oligomicina (I) 2,5 µmol/L 

GTP (I) 1 µmol/L 

FCCP (D) 1 µmol/L 

KCN 1 mmol/L 

SHAM (I) 2 mmol/L 

 

3.5.2 Determinação do consumo de oxigênio 

 

O consumo de O2 pelas mitocôndrias incubadas com elicitores foi 

determinado a uma temperatura de 28oC com eletrodo tipo Clark em dispositivo 

polarográfico.  

O eletrodo de Clark é constituído por cátodo de platina acoplado a um ânodo 

de prata que circunda a platina. Revestindo o terminal há uma membrana de teflon e 

entre a membrana de teflon e o eletrodo, adiciona-se uma solução saturada de 

cloreto de potássio que faz a ponte eletrolítica entre os dois metais. Quando uma 

diferença de potencial de 0,8 volt é aplicada entre os dois metais o oxigênio é 

reduzido de acordo com as reações: 

 

Ânodo: 4 Ag + 4 Cl- → 4 AgCl + 4e- 

Câtodo: 4 H+ + 4e- + O2 → 2 H2O 

4 Ag + 4 Cl- + 4 H+ + O2 → 4 AgCl + 2 H2O 

 

Dentro de uma determinada faixa de polarização a concentração de oxigênio 

e o fluxo de elétrons, ou seja, a corrente elétrica gerada é proporcional a 

concentração de oxigênio (BRACHT & IWAMOTO, 2003). 

O sistema reacional foi constituído por sacarose 250 mmol/L, KCl 2 mmol/L, 

HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), EGTA 500 µmol/L, NaH2PO4 1 mmol/L, ADP 400 
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nmol/L, BSA 0,2 g % e 1 mg/mL de proteína mitocondrial. Este meio reacional foi 

suplementado com succinato 5 mmol/L como substrato oxidável. Nessas condições 

experimentais, a respiração mitocondrial foi avaliada na presença do substrato, 

inibidores e desacopladores descritos na Tabela 2. As velocidades respiratórias 

foram expressas em ng átomo de oxigênio consumidos por miligrama de proteína 

mitocondrial por minuto, na presença do EB isolado em diversas concentrações ou 

em associação com AS 1 mmol/L, considerando-se que a solubilidade do oxigênio 

em água a 28oC e 1 atm é de 253 µmol/L (ESTABROOK, 1967). 

 

3.5.3 Determinação do potencial de membrana mitocon drial ( ∆∆∆∆ψψψψ) 

 

O potencial de membrana foi acompanhado pela espectrofluorescência da 

safranina O em fluorímetro Hitachi F-4500 utilizando-se os comprimentos de onda de 

495 nm (excitação) e 586 nm (emissão) com abertura de fenda de 5 nm (excitação e 

emissão). O sistema de incubação foi composto por sacarose 250 mmol/L, EGTA 

500 µmol/L, KCl 2 mmol/L, NaH2PO4 1 mmol/L, HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), BSA 

0,2 g %, rotenona 5 µmol/L e safranina O 5 µmol/L. A medida do potencial de 

membrana foi iniciada com succinato 5 mmol/L. A calibração para os ensaios de ∆ψ 

foi realizada através das variações na fluorescência causadas por adições 

consecutivas de KCl. O ∆ψ foi calculado em função das concentrações de KCl 

adicionadas (0,15-5 mmol/L) e da concentração mitocondrial interna de K+ (120 

mmol/L), através da equação de Nernst: ∆ψ = log 60 [K+
int] [K

+
ext]

- 1 (AKERMAN & 

WIKSTRON, 1976).  

A captação da safranina O pelas mitocôndrias ocorre em decorrência do 

potencial de membrana, acompanhada pela diminuição do sinal de fluorescência no 

meio. No início quando o potencial ainda não está formado, a safranina distribui-se 

nos dois lados da membrana mitocondrial interna. Quando um substrato oxidável 

como succinato é adicionado, ocorre uma mudança de cargas, fato que provoca 

passagem da safranina para a matriz, o que é acompanhado pela diminuição da 

emissão de luz pela safranina O (AKERMAN & WIKSTRON, 1976).  
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3.5.4 Determinação da produção das espécies reativa s de oxigênio 

 

A detecção da geração de EROs foi realizada em espectrofluorímetro Hitachi 

F-4500, com comprimento de onda de 503 nm (excitação) e 529 nm (emissão) e 

aberturas de fenda de 5 nm (excitação) e 10 nm (emissão). Avaliou-se EB isolado 

em diferentes concentrações ou em associação com AS 1 mmol/L, em presença ou 

não de rotenona 2,5 µmol/L ou antimicina A 1 µmol/L. As mitocôndrias isoladas 

foram colocadas em meio contendo sacarose 250 mmol/L, KCl 2 mmol/L, NaH2PO4 

1 mmol/L, HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), 2,7-diclorofluoresceína (H2DCFDA) 2 µmol/L 

e cálcio 2 mmol/L. A produção basal de EROs foi determinada monitorando-se a 

fluorescência por 10 minutos a 28 ºC após adição de succinato 10 mmol/L, servindo 

como controle. 

O DCFH2-DA é uma sonda não fluorescente que atravessa facilmente a 

membrana mitocondrial, sendo hidrolisada por esterases intracelulares ou da matriz 

mitocondrial a 2’,7’- diclorodiidrofluoresceína (DCFH2) que é incapaz de atravessar a 

membrana mitocondrial acumulando-se assim no interior das células. Na presença 

de diversas EROs a DCFH2 é oxidada a 2’,7’- diclorofluoresceína que apresenta 

fluorescência intensa (BASS et al., 1983). 

 

3.6 Análise estatística 

 
Para análise estatística foram utilizados dados experimentais obtidos de 

diferentes preparações independentes. As comparações foram realizadas utilizando 

ANOVA (one-way) seguidas pelo teste de Dunnett (Comparação das amostras 

versus controle) e quando necessário foi utilizado o teste de Bonferroni 

(Comparação de pares selecionados de colunas) utilizando como software 

GraphPad Prism 5. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Obtenção e caracterização bioquímica do extrato  hidroalcóolico de nim 

 

Em nosso laboratório, vem sendo desenvolvido estudos com moléculas 

elicitoras para o entendimento dos mecanismos de defesa vegetal. Os dados 

descritos na literatura nos mostram que o nim apresenta um grande potencial 

bioinseticida, porém poucos relatos descrevem seu efeito em plantas. Essa falta de 

dados fez com que passássemos a utilizá-lo como um dos nossos focos de estudo e 

este trabalho aqui apresentado dá continuidade a estas análises. 

Para obtenção do extrato de Azadirachta indica foi utilizado solvente 

hidroalcóolico (1:1 v/v) nas proporções indicadas anteriormente, a fim de se obter o 

extrato bruto das sementes amplamente utilizado nas lavouras. 

Dentre as várias formas de preparo do extrato de nim descritas na literatura, o 

método utilizado em nosso laboratório para o preparo do extrato mostrou-se bem 

eficiente devido ao bom rendimento obtido de 19 %. A partir de 130 g de sementes 

secas foi possível obter uma massa de aproximadamente 25,23 g de extrato. 

A padronização da preparação do extrato de Azadirachta indica foi realizada 

anteriormente em nosso laboratório por Gumiero (2008) e os extratos obtidos 

apresentaram um rendimento médio de 4,7 %. Esta diferença de rendimento pode 

ser proveniente de algumas modificações na preparação do extrato tais como: 

aumento da quantidade de solvente utilizada, aumento do tempo de extração e tipo 

de equipamento utilizado para a moagem.  

Para a moagem das sementes foi utilizado liquidificador doméstico e neste 

tipo de sistema foi observado que a perda de massa das sementes em virtude da 

pulverização foi muito baixa aproximadamente 1,5 %. Na padronização realizada 

anteriormente por Gumiero na qual a pulverização foi realizada por moinho de facas 

está perda foi bem mais acentuada cerca de 50 g, advindo deste fato o rendimento 

inferior de extrato durante o processo de preparação.  

A Tabela 3 nos mostra os resultados da caracterização bioquímica do extrato 

de nim através da quantificação de compostos fenólicos, proteínas totais, açúcar 

total e açúcar redutor. 
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Tabela 3 Caracterização bioquímica do extrato de nim obtido das sementes moídas 
 

 Proteínas 
totais 

(mg/mL) 

Compostos 
fenólicos 
(mg/mL) 

Açúcar total 
(mg/mL) 

Açúcar 
redutor 
(mg/mL) 

 

Extrato 

bruto 

 

8,62 

 

9,85 

 

20,02 

 

16,82 

 

De acordo com a Tabela acima podemos verificar que a quantidade de açúcar 

total e açúcar redutor presente no extrato apresentou a maior porcentagem (13,35 % 

e 11,21 %) comparada com os outros compostos analisados no extrato bruto. A 

percentagem entre açúcares totais e redutores comprovam a presença de 

carboidratos de baixa massa molecular como mono e dissacarídeos, resultado este 

que está de acordo com aqueles obtidos por Gumiero (2008) e deve-se ao tipo de 

extração realizada utilizando 50 % de etanol, o qual favorece a extração de 

oligossacarídeos. 

Nas análises colorimétricas realizadas por Gumiero também foi possível 

observar a presença de açúcares e fenólicos em grandes quantidades. Os açúcares 

foram analisados por CLAE e os picos obtidos, quando comparados com padrões, 

pode-se determinar serem de glucose, manose e maltose. Desta forma foi possível 

concluir com suas análises que os picos eram correspondentes a mono e 

dissacarídeo, porém sua estrutura não pode ser estabelecida. Pelas análises de 

massas foi sugerido tratar-se de fenólicos glicosilados.  

Uma variedade de monossacarídeos tem sido identificada nos extratos de nim 

dentre eles pode-se destacar: D-glucose, D-galactose, L-arabinose e L-fucose, 

manose e xilose (VAN DER NAT et al, 1991).  

Na literatura podemos encontrar dados que afirmam que os extratos das 

folhas de nim apresentam altos conteúdos de carboidratos totais sendo que sua 

quantidade pode variar com o tipo de extração realizada. Pesquisadores também 

afirmam que a atividade antimicrobiana dos extratos analisados está relacionada 

com o alto conteúdo de carboidratos presentes nos extratos (HELMY et al., 2007). 

Com relação ao conteúdo de proteínas totais estes apresentaram menor 

porcentagem (5,74 %) em relação aos demais componentes encontrados no extrato 

bruto. Van der Nat e colaboradores (1991) em uma revisão apontam que as 
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proteínas contidas no extrato de nim apresentam-se fortemente ligadas aos 

carboidratos e que técnicas utilizadas para separação destes compostos não tem 

sido bem sucedidas. 

Recentes estudos afirmam que o conteúdo de compostos fenólicos 

encontrados no nim está intimamente correlacionado com sua atividade 

antioxidante. Sithisarn e colaboradores (2007) avaliaram o conteúdo de compostos 

fenólicos presentes em espécies de Azadirachta indica de diferentes localizações e 

os valores encontrados variam de 12-97 mg/mL. Nossas análises revelaram uma 

quantidade de compostos fenólicos inferior a relatada por Sithisarn 

(aproximadamente 10 %), porém, avaliação da atividade antioxidante do nim mostra-

nos que o extrato das sementes de nim possui uma boa atividade antioxidante, 

podendo esta atividade estar correlacionada com os fenólicos presentes no extrato.  

O gráfico da Figura 9 reúne a quantidade de fenólicos, proteínas e açúcares 

encontrados no extrato das sementes de nim. Os resultados foram expressos em 

porcentagem e são representados como média de três experimentos: 

 

 

Açúcar total Açúcar redutor Fenólicos totais Proteínas Totais 
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Figura 9 Avaliação dos componentes do extrato bruto obtido a partir das sementes de nim.  
As dosagens foram realizadas com o extrato hidroalcoolico (1:1 v/v) das sementes de nim na 
concentração de 150 mg/mL.  
 

O extrato preparado foi submetido à análise de varredura para verificar o 

comprimento de onda de absorção dos compostos presentes no extrato. De acordo 

com os experimentos realizados pode-se verificar que o extrato apresentou um pico 

máximo de absorção em 279 nm, o que segue o mesmo perfil dos resultados obtidos 
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anteriormente por Gumiero (2008), onde seu extrato apresentou o maior pico de 

absorção em 271 nm e o padrão de azadiractina apresentou seu maior pico em 254 

nm. 

A identificação e a quantificação da azadiractina dos extratos por CLAE foi 

realizada por Gumiero (2008) e de acordo com os resultados, em todos os 

cromatogramas obtidos, tanto o EB quanto o padrão de azadiractina, mostraram o 

mesmo pico com tempo de retenção semelhante por volta de 9,5 minutos, podendo 

desta forma sugerir a presença da azadiractina nas mesmas proporções 

encontradas em preparações anteriores do extrato bruto.  

 
4.2 Avaliação da atividade antioxidante do extrato de Azadirachta indica 

 

Os antioxidantes são compostos que possuem a capacidade de proteger as 

células contra os danos causados pelas espécies reativas de oxigênio tais como, 

radical superóxido e radical hidroxila dentre outros. Atualmente grande atenção tem 

sido dada a estes compostos, pois estes podem prevenir sérios danos oxidativos 

que podem levar a graves distúrbios biológicos (MOON et al., 2009; ORHAN et al., 

2009).  

Em plantas, os sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos podem 

exercer um papel muito importante por participar no crescimento e desenvolvimento 

das plantas além de atuar nos mecanismos de defesa desenvolvido pelas plantas, 

protegendo-as contra o estresse oxidativo causado pelas EROs (HONG-BO et al., 

2008). Seus mecanismos de ação podem incluir: barreiras físicas para a geração de 

EROs e sua chegada até os alvos biológicos, seqüestros dos metais catalisadores 

da formação de radicais livres, sistemas catalíticos que neutralizem estes radicais 

formados, dentre outros mecanismos que podem atuar em conjunto (KARADAG et 

al., 2009).  

A atividade antioxidante do extrato de nim pode ser atribuída a presença de 

compostos fenólicos (SINGH et al., 2005). Há estudos que revelam que estes 

compostos podem ser encontrados no nim em várias partes da planta, sendo a 

maior quantidade presente nas sementes, e o potencial antioxidante destas 

substâncias se deve principalmente as suas propriedades de óxido-redução as quais 

podem neutralizar os radicais livres (DEGÁSPARI & WASZCZNSKY, 2004).  
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O potencial antioxidante do nim foi avaliado pela capacidade do extrato EB 

em diminuir a quantidade do radical livre DPPH diminuindo a intensidade do sinal 

ERP gerado, como pode ser visto no gráfico das Figuras 10 e 11. Na Figura 10 é 

possível observar que com concentração zero de EB a intensidade do pico central 

foi maior, sendo diminuída com o aumento da concentração do extrato, sendo que 

na concentração de 150 mg/mL o sinal de ERP foi completamente suprimido. 

Com o gráfico apresentado na Figura 11 onde temos a intensidade do sinal de 

ERP em função da concentração do EB, é possível observar que o extrato 

apresentou uma forte atividade antioxidante de maneira dose-dependente com IC50 

na concentração de 14,85 mg/mL. 
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Figura 10 Espectros de Ressonância do Spin Eletrônico do DPPH após reação com extrato bruto 
(EB) em diversas concentrações. 
60,0 µL de EB foram reagidos com 60,0 µL de DPPH 1 mmol/L, o espectro foi registrado 3 minutos 
após a incubação do extrato com o radical DPPH e as medidas de ressonância paramagnética foram 
realizadas em espectrofotômetro ERS 300 banda – X, utilizando freqüência de modulação: 100000 
Hz, amplitude de modulação de 2G, com potência de microondas de 50 mW e tempo de varredura de 
60 segundos. 
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Figura 11 Gráfico da intensidade do sinal de ERP versus a concentração do extrato de nim. 
As condições experimentos foram as mesmas citadas na Figura 10. 
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A atividade antioxidante do extrato das sementes de nim foi avaliada 

anteriormente nos estudos realizados por Gumiero (2008), através do teste de 

quimioluminescência, onde a quimioluminescência gerada é dependente da 

concentração de radicais livres, e quando uma substância antioxidante é adicionada 

ao sistema em estudo, uma diminuição da quimiluminescência pode ser observada, 

o que pode ser relacionado a diminuição da produção de EROs (KROL, 1994). 

De acordo com Gumiero (2008) alíquotas do EB em várias concentrações, 

reagiram com a enzima HRP (Horseradish peroxidase) na presença de H2O2 sendo 

capaz de oxidar o luminol produzindo a quimioluminescência que foi detectada em 

luminômetro. Em seus resultados foi possível observar uma diminuição da 

quimioluminescência com aumento da concentração do EB. Porém nesta situação 

não foi possível detectar qual mecanismo o extrato de nim apresenta sua atividade, 

sendo sugerido também que o extrato de nim possa estar atuando como modulador 

da enzima HRP impedindo que ela exerça seu papel, obtendo uma porcentagem de 

inibição de EROs aparentemente maior devido a diminuição na produção destas 

espécies. Entretanto quando foi avaliado o efeito do EB na produção de EROs em 

células de Rubus fruticosus foi observado uma diminuição da produção de EROs 

pelas células, demonstrando desta forma que o extrato de nim foi capaz de exibir 

atividade antioxidante. 

 A espectrofotometria de ressonância paramagnética nuclear permite a 

detecção de espécies paramagnéticas, ou seja, espécies que possuem elétrons 

desemparelhados, tais como radicais livres. Quando uma solução de DPPH é 

reagida com uma substância capaz de doar um elétron ou um átomo de hidrogênio 

como os polifenóis, o DPPH pode aceitar um elétron ou um átomo de hidrogênio 

(Figura 12) e ser reduzido a sua forma não reativa.  
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Figura 12 Estrutura do DPPH em (A) – radical livre DPPH e em (B) – sua forma não radicalar. 
(Molyneux, 1994). 
 

Como o extrato de nim possui uma grande quantidade de compostos 

fenólicos acredita-se que os fenólicos presentes no extrato possa estar transferindo 

um átomo de hidrogênio ou um elétron ao DPPH reduzindo este composto e 

diminuindo o sinal de ERP, dessa forma com base neste experimento nós podemos 

sugerir que o nim atua como “scavenger” ou captador de radicais livres. 

Estes resultados estão de acordo com os resultados apresentados por 

Manikandan e colaboradores (2009) onde o extrato de nim também foi capaz de 

reduzir o radical DPPH pela capacidade do extrato de nim em doar um átomo de 

hidrogênio ao DPPH. 

 

4.3 Ensaios com células intactas de Rubus fruticosus. 

 

Estudos desenvolvidos no laboratório de bioquímica vegetal (FCFRP – USP) 

por De Souza (2005) e De Souza (2007) tem mostrado que as células de Rubus 

fruticosus frente a diferentes tipos de elicitores como, metil jasmonato, o 

polissacarídeo (F-1) obtido de sementes de paineira (Chorisia speciosa) e o ácido 

salicílico (AS), desenvolve mecanismos que são essenciais para as respostas de 

defesa em plantas, tais como: produção de EROs e de compostos fenólicos, 

ativação de enzimas relacionadas a defesa e liberação de fragmentos que podem 

atuar como sinalizadores para o espessamento da parede. Diante do conhecimento 

do efeito de alguns elicitores neste sistema biológico é que nós consideramos 

((BB)) ((AA)) 
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relevante dar continuidade aos estudos do efeito de nim utilizando como modelo 

biológico células em suspensão de Rubus fruticosus. 

Segundo Martinez (2002) concentrações de até 10 mg/mL de extrato bruto 

são utilizadas na lavoura para controle de insetos e não foi observada nenhuma 

toxicidade aos trabalhadores rurais que estão diretamente em contato com este 

extrato.  

No entanto em estudos realizados por Gumiero (2008) as soluções de EB na 

concentração de 10 mg/mL apresentaram-se muito viscosas inviabilizando a 

utilizando do EB nesta concentração nos ensaios com células intactas. Assim foi 

utilizado EB nas concentrações de 5; 1; 0,5 e 0,1 mg/mL para os ensaios biológicos. 

 

4.3.1 Determinação da produção de AS endógeno em cé lulas de Rubus 

fruticosus elicitadas com EB isolado ou em associação com AS . 

 

Estudos realizados por De Souza (2005) mostraram que o AS exógeno é 

capaz de levar a um aumento da produção de AS endógeno em células de Rubus 

fruticosus. Este aumento ocorreu em virtude do aumento da concentração de AS 

exógeno, e do tempo de elicitação, sendo que a melhor resposta ocorreu para as 

células que foram elicitadas com AS 1 µmol/L, onde durante o tempo de elicitação 

de 1 hora um aumento de 50 % foi observado e em maiores tempos de elicitação 

este aumento da produção de AS endógeno chegou alcançar 95 %. Com base 

nestes estudos e na literatura que nos mostra que, um aumento da produção de AS 

está envolvido nos mecanismos de defesa em plantas principalmente na RSA, foram 

realizados experimentos para avaliar o efeito do EB isolado e do EB em associação 

com AS 1 µmol/L em células de Rubus fruticosus.  

O efeito do EB isolado ou em associação com AS foi comparado com o 

controle no qual se utilizou água deionizada como elicitor (Figura 13) e também foi 

comparado com as amostras elicitadas com AS isolado na concentração de 1 µmol/L 

(Figura 14 A e B). 

Com os estudos apresentados neste trabalho nós podemos verificar que o AS 

1 µmol/L foi capaz de levar a um aumento de aproximadamente 20 % na produção 

de AS endógeno. Nós observamos também que quando as células foram elicitadas 

com EB isolado, em todas as concentrações testadas, o nim foi capaz de diminuir a 

produção de AS endógeno em cerca de 34, 20, 7 e 5 % para as concentrações de 5; 
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1; 0,5 e 0,1 mg/mL respectivamente, quando comparado com controle no qual 

utilizou água deionizada como elicitor. Porém para as amostras que foram elicitadas 

com EB em associação com AS nós observamos um aumento na produção de AS 

endógeno de 14, 32, 38 e 55 % para as concentrações de 5; 1; 0,5 e 0,1 mg/mL 

respectivamente quando comparada as células que foram elicitadas com água 

deionizada (Figura 13).  
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Figura 13 Efeito do extrato bruto isolado ou em associação com AS sobre a % produção de AS 
endógeno em células de Rubus fruticosus. 
As células foram mantidas em tampão citrato de sódio 50 mmol/L, pH 5,9, contendo 2 % de sacarose. 
1,08 g de células foram colocadas em 15 mL de tampão, 2 horas após 1 mL dos elicitores AS 1 
µmol/L e nim isolado e em associação com AS nas concentrações indicadas acima foram adicionados 
nas suspensões. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante (fração intracelular) foi 
submetido a analise por espectrofluorescencia com λ excitação de 258 nm e λ emissão 280 a 550 
nm. A abertura de fenda foi de 5 nm e 10 nm (excitação/emissão). Os resultados são representados 
como média de 6 experimentos independentes. 
 

Quando comparamos o efeito do EB isolado com AS 1 µmol/L isolado foi 

possível observar uma inibição de 42, 30, 23 e 21 % na produção de AS endógeno 

para concentrações de 5,0; 1,0; 0,5 e 0,1 mg/mL respectivamente (Figura 14 A). 

E para as amostras que foram elicitadas com EB em associação com AS a 

diminuição na produção de AS endógeno foi de 48, 39, 36 e 32 % para 

concentrações de 5,0; 1,0; 0,5 e 0,1 mg/mL respectivamente quando comparada 

com as células que foram elicitadas com AS 1 µmol/L (Figura 14 B). 
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Figura 14 Efeito do nim isolado (A) ou em associação com AS (B) sobre a produção de AS 
endógeno.  
As condições experimentais são as mesmas descritas na Figura 13 e os resultados são 
representativos de 6 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo 
teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós teste Dunnet onde comparou-se as amostras versus 
AS (*) sendo que *** refere-se a P < 0,001. 

 

Na literatura é bem relatado que o aumento da produção de AS endógeno ou 

aplicação de AS exógeno causa um aumento da expressão de proteínas 

relacionadas a defesa com a subseqüente indução da RSA em diversos modelos 

biológicos (SMITH et al., 2008). Estes resultados foram observados em células de 
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Rubus fruticosus onde a aplicação de AS exógeno levou a um aumento da atividade 

de algumas enzimas relacionadas ao sistema de defesa em plantas (DE SOUZA, 

2005). 

Com os resultados apresentados neste trabalho e os resultados obtidos por 

De Souza (2005) e baseando-se na literatura, pode ser concluído com este 

experimento que o AS exógeno isolado ou em associação com nim, neste sistema 

celular, pode ser um potente indutor de resposta sistêmica adquirida pelo fato de se 

observar um aumento da produção de AS endógeno em relação ao controle. 

Entretanto quando o nim é administrado isoladamente sobre as células de Rubus 

fruticosus, a produção de AS endógeno torna-se inibida em relação ao controle, 

sugerindo desta forma que o nim possa estar minimizando o desenvolvimento da 

RSA por diminuir a produção de AS endógeno, conferindo assim as células um 

efeito protetor. 

 

4.3.2 Determinação da produção de compostos fenólic os intra e 

extracelular em células intactas de Rubus fruticosus na presença de 

EB e AS. 

 

Compostos fenólicos podem exercer várias funções nas plantas, tais como: 

proteger as plantas do ataque de predadores, fornecer uma maior estabilidade das 

ligações cruzadas da parede celular, porque alguns intermediários fenólicos podem 

estar ligados as pectinas presentes na parede celular, atuar como sinal molecular 

regulando a divisão e expansão celular e atuar como antioxidantes naturais 

(TAMAGNONE et al., 1998). Com base nisto, o efeito do nim isolado ou em 

associação com AS sobre a produção de compostos fenólicos foi avaliado tanto para 

a fração extracelular (Figura 15 A e B) como para a fração intracelular (Figura 18 e 

19), com a finalidade de avaliar se o nim e o AS interferem na produção de 

compostos fenólicos em células de Rubus fruticosus.  

Como detectado neste trabalho o nim possui uma grande quantidade de 

compostos fenólicos, e estes fenólicos podem atuar como antioxidantes. Em virtude 

disso, experimentos controles utilizando o nim nas concentrações utilizadas nos 

ensaios biológicos, porém sem a presença de células, foram realizados com a 

finalidade de verificar se a quantidade de compostos fenólicos extracelulares 

presentes nas amostras são provenientes do nim ou se estes compostos fenólicos 
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foram produzidos e liberados pelas células. Os resultados são apresentados na 

Figura 15 A e B. 
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Figura 15  Concentrações de compostos fenólicos extracelulares em amostras elicitadas com nim 
isolado (A) ou em associação com AS (B) em comparação com experimentos controle. 
As células foram mantidas em tampão citrato de sódio 50 mmol/L, pH 5,9, contendo 2 % de sacarose. 
1,08 g de células foram colocadas em 15 mL de tampão, 2 horas após 1 mL dos elicitores nas 
concentrações indicadas foram adicionados nas suspensões, estas suspensões foram lavadas com 
tampão tris-HCL 50 mmol/L , pH 7,2. Após decantaram o sobrenadante foi retirado para a análise de 
fenólicos totais no meio extracelular. Para os experimentos controle o EB e AS nas concentrações 
indicadas acima foram adicionados em 15 mL de tampão tris-HCL 50 mmol/L. A quantidade de 
compostos fenólicos foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteau e os resultados são 
representativos de 6 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo 
teste não paramétrico TWO-WAY ANOVA e pós teste Bonferroni onde comparou a quantidade de 
compostos fenólicos presentes nas amostras elicitadas com EB e AS versus os experimentos controle 
onde não se utilizou células, sendo *** refere-se P < 0, 001 e * refere-se a P < 0,05. 
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Como podemos observar na Figura 15 A e B uma quantidade considerável de 

compostos fenólicos foi encontrada nos experimentos controle onde não se utilizou 

células.  

Quando comparamos a quantidade de compostos fenólicos presentes nos 

experimentos controle (sem células) onde se utilizou nim na concentração de 5 

mg/mL isolado ou em associação com AS, com as amostras que foram submetidas a 

elicitação, nós podemos observar que a quantidade de fenólicos encontrada nos 

experimentos controle (sem célula) foi superior a quantidade encontrada nas frações 

extracelulares. Efeito semelhante também foi observado para os experimentos 

utilizando nim em associação com AS nas concentrações de 1; 0,5 e 0,1 mg/mL. 

Já para o EB isolado nas concentrações de 1; 0,5 e 0,1 mg/mL a quantidade 

de compostos fenólicos encontrada nas amostras elicitadas foram muito 

semelhantes aos experimentos controle.  

A literatura nós mostra que a produção de compostos fenólicos está 

associada a condições de estresses e podem também atuar como antioxidantes 

neutralizando as espécies reativas de oxigênio (GOULD, 2004). Diante disso, e com 

os experimentos que comprovam a diminuição na concentração de compostos 

fenólicos na fração extracelular, nós podemos sugerir a principio que estes 

compostos podem estar sendo internalizados pelas células.  

A capacidade do EB e do AS em estimular a produção de compostos 

fenólicos dentro das células também foi determinada através da análise das frações 

intracelulares, e os resultados são apresentados na Figura 16 e 17. 
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Figura 16 Porcentagem de produção de compostos fenólicos intracelulares das amostras elicitadas 
com EB isolado ou em associação com AS. 
As células foram mantidas em tampão citrato de sódio 50 mmol/L, pH 5,9, contendo 2 % de sacarose. 
1,08 g de células foram colocadas em 15 mL de tampão, 2 horas após 1 mL dos elicitores AS 1 
µmol/L e EB isolado e em associação com AS nas concentrações indicadas acima foram adicionados 
nas suspensões. As amostras foram sonicadas e centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para 
dosagem de fenólicos totais pelo método Folin-Ciocalteau. Os resultados são representativos de 6 
experimentos independentes. 
 

De acordo com os resultados apresentados na Figura 16, nós podemos 

verificar que o EB isolado em todas as concentrações foi capaz de aumentar a 

liberação de compostos fenólicos quando comparada as células que foram elicitadas 

com água deionizada. A quantidade de compostos fenólicos encontrada foi de 249, 

245 e 218 µg/mL o que representa um aumento de 96, 94 e 74 % para as 

concentrações de EB 5; 1 e 0,5 mg/mL respectivamente. Já as amostras elicitadas 

com EB 0,1 mg/mL a concentração de fenólicos encontrada não apresentou 

diferença significativa em relação as células que foram elicitadas com água 

deionizada.  

Para as amostras elicitadas com EB em associação com AS em todas as 

concentrações foi possível observar uma diminuição da produção de compostos 

fenólicos em relação as células que foram elicitadas com água deionizada. Sendo 

que o nim 5 mg/mL em associação com AS foi capaz diminuir a concentração de 

fenólicos em 68 %. As demais concentrações também foram capazes de diminuir a 
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liberação de compostos de fenólicos em 30, 29 e 17 % para as concentrações de 1; 

0,5 e 0,1 mg/mL respectivamente. 

Quando comparamos o efeito do EB isolado com AS isolado é possível 

observar que o EB apresentou uma quantidade de compostos fenólicos superior em 

relação ao AS, sendo está diferença mais significativa para as células elicitadas com 

nim nas concentrações de 5 e 1 mg/mL (Figura 17 A). Já as amostras que foram 

elicitadas com EB em associação com AS somente o nim na concentração de 5,0 

mg/mL foi capaz de diminuir a concentração de compostos quando comparada as 

células que foram elicitadas com AS isolado, as demais concentrações 1; 0,5 e 0,1 

mg/mL causaram um aumento da produção de compostos fenólicos porém este 

aumento só foi significativo para a concentração de 0,1 mg/mL (Figura 17 B). 
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Figura 17 Concentração de compostos fenólicos encontrados no meio intracelular. (A) – EB isolado e 
(B) – EB em associação com AS. 
As condições experimentais estão descritas na Figura 16. Os resultados são representados como 
média de 6 experimentos independentes e as análises estatísticas foram realizadas pelo teste não 
paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós teste Dunnet onde comparou-se as amostras versus AS (*) 
sendo que *** refere-se a P < 0,001, ** refere-se a P < 0,01 e * refere-se a P < 0,05. 
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Em experimentos realizados por De Souza 2007, foi possível observar que o 

AS é capaz de causar um aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

em células de Rubus fruticosus. Como os compostos fenólicos são capazes de atuar 

como antioxidantes devido as suas propriedades de óxido-redução as quais 

desempenham um importante papel na neutralização e capitação dos radicais livres 

e com base em nossos experimentos acredita-se que, quando EB é administrado 

juntamente com AS os fenólicos liberados podem estarem sendo utilizados para 

captação das espécies reativas de oxigênio geradas pelo AS, ocorrendo uma 

diminuição dos compostos fenólicos nas células. 

 

4.3.3 Determinação da produção de EROs em células i ntactas de Rubus 

fruticosus na presença de EB e AS . 

 

A determinação da produção das espécies reativas de oxigênio em células 

intactas foi realizada por análise fluorimétrica utilizando EB isolado ou em 

associação com AS 1 µmol/L e H2DCFDA como sonda fluorescente, seguindo a 

padronização realizada anteriormente por De Souza (2007). 

Neste trabalho, foi observado que o extrato bruto também causou uma 

diminuição da produção das espécies reativas de oxigênio. Pois as amostras que 

foram elicitadas com EB isolado nas concentrações de 5; 1; 0,5 e 0,1 mg/mL uma 

inibição de 64, 40, 27 e 24 % foi observada respectivamente (Figura 18 A).  

Embora seja bem relatado na literatura que o AS é capaz de aumentar a 

produção de EROS, quando avaliamos o efeito do EB em associação com AS 

(Figura 18 B), podemos observar que o EB e AS causaram uma diminuição da 

produção de EROs de maneira dose dependente e representado estes resultados 

em porcentagem podemos dizer que o EB na concentração de 5 mg/mL em 

associação com AS 1 µmol/L foi capaz de causar uma inibição da produção de 

EROs de cerca de 63 %. As demais concentrações causaram uma diminuição da 

produção de EROs de 37, 24 e 17 % para as concentrações de 1; 0,5 e 0,1 mg/mL 

respectivamente. 
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Figura 18 Efeitos do EB isolado (A) e do EB em associação com AS (B) sobre a produção de EROs 
em células intactas de Rubus fruticosus. 
28,8 mg de células foram colocadas em 2 mL de tampão citrato de sódio 2 % de sacarose, pH 5,9. 
H2DCF-DA na concentração de 2 µmol/L foi utilizado como sonda fluorescente. A produção de EROs 
foi monitorada por espectrofluorescencia no λ excitação de 503 e emissão 529, fendas de 5 e 10 
(excitação/emissão). Os resultados são representativos de 4 experimentos independentes e as 
análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós teste 
Dunnet onde comparou-se as amostras versus controle (*), sendo *** refere-se a P < 0,001. 
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Em células intactas de Rubus fruticosus já foi avaliada a produção de EROs 

na presença de diferentes tipos de elicitores (DE SOUZA, 2007). Em seus 

experimentos foi observado que os elicitores AS, metil jasmonato e F-1 estimularam 

a produção de EROs sendo que o AS na concentração de 1 µmol/L se mostrou mais 

eficiente pois este foi responsável por um aumento de 30 % na produção das EROs.  

Na literatura dados revelam que este aumento da produção de EROs causado 

pelo AS pode ser proveniente da capacidade do AS em inibir enzimas que causam a 

degradação das espécies reativas de oxigênio.  

O efeito do EB em células intactas de Rubus fruticosus foi avaliado 

primeiramente por Gumiero (2008), onde em seus estudos foi realizado o 

fracionamento do EB em três diferentes frações, uma contendo somente o princípio 

ativo azadiractina (AZA), outra contento grande quantidade de açúcares e fenólicos 

(L2 inicial) e uma última contendo grande quantidade de lipídeos e outras 

substâncias. Com seus resultados foi verificado que os efeitos biológicos em células 

intactas de Rubus fruticosus foram diferenciados e estes se devem principalmente a 

fração rica em compostos fenólicos e açúcares (L2 inicial) sendo que a azadiractina 

principal composto ativo encontrado no nim não foi responsável pelos efeitos em 

células de Rubus fruticosus. Tanto as frações L2 e L2 inicial foram responsáveis 

pelo aumento da liberação de compostos fenólicos intracelulares, aumento da 

liberação de açúcares redutores para o meio extracelular e uma diminuição da 

produção das espécies reativas de oxigênio com aumento da concentração do 

extrato, com isso foi sugerido que o EB pode atuar sinergicamente como 

antioxidante e protetor das células e cause liberação de fragmentos de parede 

celular como mecanismo de defesa celular.  

Com a alta taxa de liberação de compostos fenólicos observada, bem como a 

alta capacidade de inibição da produção de EROs que nim apresentou, podemos 

dizer que este efeito protetor do nim pode ser proveniente da sua alta concentração 

de compostos fenólicos, bem como a sua alta capacidade de liberação e de 

internalização de compostos fenólicos pelas células os quais podem ser 

responsáveis pela inibição da produção de EROs conferindo um efeito protetor a 

célula. 
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4.3.4 Determinação de viabilidade e morte celular em célu las de Rubus 

fruticosus elicitadas com AS e EB  

 

A morte celular programa é uma forma bem caracterizada de morte celular 

que vem sendo muito estudada. Ela é essencial tanto para o desenvolvimento como 

para indução de respostas de defesa. Diversas substâncias são conhecidas como 

indutores de morte celular em plantas tais como: fitoalexinas, poliaminas, arpina 

(elicitor bacteriano) e ácido salicílico (KUC, 1995; KRAUSE & DURNER, 2004; SHI & 

SHUN, 2008; YODA et al., 2009). 

O efeito do extrato EB e do ácido salicílico isolado ou em associação com AS 

sobre a viabilidade celular foi avaliado em células intactas de Rubus fruticosus em 

diferentes tempos de elicitação (Figura 19). As concentrações de EB foram de 5,0 e 

0,1 mg/mL e o AS foi utilizado na concentração de 1 µmol/L. Estas concentrações 

foram escolhidas devido ao fato de observarmos grandes diferenças nas respostas 

biológicas em células elicitadas com nim 5 mg/mL e 0,1 mg/mL. 
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Figura 19 Determinação da morte celular mediada por EB e AS em células de Rubus fruticosus. 
As células foram mantidas em tampão citrato de sódio 50 mmol/L, pH 5,9, contendo 2 % de sacarose. 
1 g de células foram colocadas em 10 mL de tampão, 2 horas após 1 mL dos elicitores AS 1 µmol/L, 
EB 5 e 0,1 mg/mL isolado e em associação com AS foram adicionados nas suspensões. Água 
deionizada foi utilizada como controle. Os resultados são representativos de 6 experimentos 
independentes e as análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico TWO-WAY 
ANOVA e pós teste Bonferroni onde comparou-se as amostras versus controle, sendo que *** refere-
se a P < 0,001. 
 

O tratamento das células com os elicitores, nim e AS, no tempo inicial de 0 a 

2 horas não apresentaram mudanças significativas na porcentagem de morte celular 

quando comparado ao controle, porém a partir desse tempo a porcentagem de 

morte celular aumentou de forma acentuada para as amostras que foram elicitadas 

com AS 1 µmol/L e nim 0,1 mg/mL em associação ou não com AS 1 µmol/L.  

Como pode ser observado no tempo de 4 horas a porcentagem de células 

mortas na presença de nim 0,1 mg/mL isolado ou em associação com AS e AS 1 

µmol/L foi de aproximadamente 49, 53 e 62 %, respectivamente, mantendo-se esta 

porcentagem no tempo de 6 horas. No tempo de 8 horas a viabilidade das células na 

presença de EB 0,1 mg/mL, EB 0,1 mg/mL em associação com AS e AS caiu 

significativamente e a porcentagem de morte celular alcançou 64 % para células 
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elicitadas com nim 0,1 mg/mL e 71 % para as células elicitadas com nim 0,1 mg/mL 

em associação com AS e AS 1 µmol/L. Com estes resultados observamos que o EB 

na concentração de 0,1 mg/mL isolado ou em associação com AS e o AS 1 µmol/L 

com o passar do tempo pode levar a morte celular.  

As células elicitadas com nim 5 mg/mL isolado ou em associação com AS, a 

porcentagem de morte celular caiu de 48 % para 38 % em relação ao controle, 

podendo sugerir que o nim isolado em sua maior concentração exerce um efeito 

protetor para o sistema em estudo (Figura 19). Nós acreditamos que este efeito 

protetor pode ser proveniente da alta concentração de compostos fenólicos 

presentes no extrato e pela capacidade do mesmo em aumentar a produção de 

compostos fenólicos intracelular e diminuir a concentração de AS endógeno 

diminuindo também o estresse oxidativo causado pela produção de EROs. 

É bem conhecido que o ácido salicílico pratica um papel central na resistência 

sistêmica adquirida, um tipo de morte celular que envolve a expressão de genes de 

defesa que podem proteger as plantas durante semanas ou até meses. Um dos 

mecanismos pelo qual o AS induz resposta de defesa em plantas esta relacionado 

com a capacidade do AS em aumentar a expressão de proteínas relacionadas a 

defesa e de diminuir a atividade de algumas enzimas responsáveis pela degradação 

do H2O2, podendo levar a um aumento deste composto na célula (CORINA VLOT, 

2009). Estudos realizados com cultura de células de Arabidopsis revelam que o 

ácido salicílico foi capaz de induzir a morte celular em células tratadas com ácido 

salicílico (GARCIA-HEREDIA et al., 2008).  

Com base neste estudo podemos sugerir que nossos resultados estão de 

acordo com os resultados observados na literatura, pois o ácido salicílico foi capaz 

de causar morte celular em nosso sistema biológico, porém quando o mesmo foi 

associado com nim na concentração de 5 mg/mL seu efeito indutor de morte celular 

não pode ser observado, isto reforça a idéia que o nim em sua maior concentração 

protege as células do efeito do ácido salicílico.  

 

4.4 Ensaios em mitocôndrias isoladas de células de Rubus fruticosus. 

 

A padronização do isolamento das mitocôndrias de células de Rubus 

fruticosus bem como a caracterização das funções mitocondriais das mesmas foi 

realizada por De Souza (2009).  
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Os resultados obtidos a partir da caracterização das funções mitocondriais 

são de extrema importância para dar continuidade aos estudos dos efeitos de 

determinadas substâncias sobre as mitocôndrias de Rubus fruticosus bem como 

para compreender alguns mecanismos relacionados a morte celular e a resposta de 

hipersensibilidade em plantas. 

Foi evidenciado neste trabalho que o nim e o AS desempenham diferentes 

respostas biológicas em células intactas de Rubus fruticosus que podem estimular 

alguns mecanismos que culminam na morte celular, no caso do AS, bem como 

prevenir o desenvolvimento de mecanismos que levem à morte celular conferindo 

assim um efeito protetor as células (no caso do nim). Observou-se também que 

embora o AS seja um potente indutor de morte celular, seu efeito pode ser atenuado 

ou até mesmo inibido quando as células são submetidas ao tratamento com nim e 

AS. Com base nestes resultados e tendo também como base os estudos da 

literatura que nos mostram que a mitocôndria pode estar envolvida nos mecanismos 

que levam a morte celular e o desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade 

em plantas, é que está segunda parte de nosso trabalho vislumbrou analisar se, o 

nim e o AS podem exercer seus efeitos a nível mitocondrial, principalmente no que 

diz respeito a produção de EROs pois estas são produzidas essencialmente pelas 

mitocôndrias e cloroplastos e são moléculas chaves que podem contribuir para o 

desenvolvimento da morte celular. 

 

4.4.1 Determinação do consumo de oxigênio 

 

A compreensão das funções mitocondriais foi impulsionada a partir do 

momento em que houve a possibilidade de avaliar de maneira continua as variações 

do consumo de oxigênio em um meio contendo mitocôndrias isoladas (BRACHT & 

IWAMOTO, 2003). 

Quando mitocôndrias isoladas são colocadas em uma solução isosmótica 

adequada (meio de reação) numa câmara de incubação acoplada a um eletrodo de 

oxigênio é possível monitorar a concentração de oxigênio e o fluxo de elétrons 

presente neste meio de maneira proporcional a corrente elétrica gerada em um 

polarógrafo. 

Quando um substrato é adicionado inicia-se a passagem de elétrons pela 

cadeia respiratória e isso impulsiona a saída de prótons para o espaço 
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intermembranas criando um gradiente eletroquímico que torna a matriz mitocondrial 

negativa e o espaço intermembranas positivo. Na presença de Pi e um substrato 

oxidável, por exemplo succinato, inicia-se um lento consumo de oxigênio (estado de 

repouso). Quando o ADP é adicionado tem-se a síntese de ATP pela ATP sintase 

acoplada ao retorno de prótons para matriz mitocondrial fato que provoca um 

aumento na velocidade de consumo de oxigênio (estado 3). Assim que todo ADP 

adicionado tiver sido consumido a respiração volta ao estado basal (estado 4). 

Porém quando um agente desacoplador (FCCP) é adicionado este atua como um 

carregador de prótons através da membrana mitocondrial interna, dissipando o 

gradiente de prótons e estimulando respiração. 

Estes estados respiratórios acima foram observados em mitocôndrias 

isoladas de células de Rubus fruticosus e estão representados na Figura 20. A 

velocidade de consumo de oxigênio está representada em ng átomos de O.min-1.mg-

1. de proteína mitocondrial (Figura 20 A) e a Figura 20 B representa a média da 

velocidade de consumo de oxigênio representativo de 6 experimentos 

independentes. 
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Figura 20 Consumo de oxigênio por mitocôndrias isoladas de células de Rubus fruticosus em 
diferentes estados respiratórios. 
O meio de reação continha sacarose 250 mmol/L, KCl 2 mmol/L, HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), BSA 
livre de ácidos graxos 0,2 g %, GTP 1 µmol/L, EGTA 500 µmol/L, MgCl2 5 mmol/L e 1 mg/mL de 
proteína mitocondrial. A câmara de reação continha um volume de 1,8 mL e a reação foi procedida a 
25°C. FCCP 1 µmol/L, KCN e SHAM 1 mmol/L e ADP 400 nmol/L foram adicionados ao meio. Os 
gráficos são representativos de 6 experimentos independentes. 

 

A energização por succinato da fosforilação oxidativa e o efeito de diferentes 

inibidores e desacopladores foram testados na respiração de mitocôndrias de 
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células de Rubus fruticosus antes de avaliar o efeito do EB e do AS sobre estas, 

com a finalidade de verificar se a cadeia transportadora de elétrons estava 

apresentando um bom funcionamento. Células de Rubus fruticosus cultivadas em 

meio sólido também foram utilizadas para a obtenção das mitocôndrias isoladas e 

posterior análise dos parâmetros mitocondriais sendo possível observar que não 

houve diferenças significativas quando comparada com testes realizados no qual 

utilizou-se células de Rubus fruticosus em suspensão para o isolamento das 

mitocôndrias. 

A adição de ADP na concentração de 400 nmol/L permitiu o cálculo do 

controle respiratório (RCR), determinado pela razão entre as velocidades de 

consumo de oxigênio no estado 3 e no estado 4. A Tabela 4 nos mostra os valores 

de RCR na presença de succinato como substrato oxidável. 

 
Tabela 4 Efeito do substrato succinato sob as mitocôndrias isoladas. 
 

Substrato Estado 3 Estado 4 RCR 

Succinato 72,0 31,0 2,32 

 

De acordo com a Tabela, podemos observar que a razão do controle 

respiratório (RCR) foi de 2,32.  

O isolamento e caracterização de mitocôndrias vegetais com bom grau de 

acoplamento enérgico é complexo devido ao fato das células vegetais possuírem 

vacúolos os quais possuem uma grande variedade de metabólitos que podem ser 

prejudiciais a estas organelas. Além disso, a presença de uma parede celular rígida 

exige procedimentos mais drásticos para romper as células, com isso a 

probabilidade de danos a membrana mitocondrial aumenta. Portanto, torna-se de 

extrema importância calcular o RCR, pois este representa quão funcionais e integras 

estão as mitocôndrias (BRACHT & IWAMOTO, 2003). 

O complexo I (NADH-ubiquinona oxidorredutase) é responsável pela 

transferência de elétrons do NADH proveniente do ciclo do ácido cítrico. Sua 

presença foi demonstrada em experimentos anteriores realizados por De Souza 

(2009) através da oxidação de glutamato/malato/piruvato que são substratos que 

produzem NADH.  
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De acordo com a Figura 20, com a adição de succinato, um substrato oxidável 

especifico para o complexo II, podemos observar um aumento na velocidade de 

consumo de oxigênio demonstrando assim a presença do complexo II mitocondrial. 

A presença dos complexos III (ubiquinol-citocromo c oxidorredutase) e 

complexo IV (citocromo c oxidase) foi demonstrada pela inibição parcial da 

respiração por antimicina A e cianeto de potássio em experimentos realizados por 

De Souza (2009) com mitocôndrias isoladas de Rubus fruticosus. 

Diferentemente das mitocôndrias de mamíferos, mitocôndrias de plantas 

possuem vias adicionais para o transporte de elétrons. A enzima responsável por 

esta via alternativa de transporte de elétrons é denominada oxidase alternativa 

(AOX). Através desta via os elétrons passam da ubiquinona para a oxidase 

alternativa sem passar pelos complexos III e IV, assim dois locais de bombeamento 

de prótons são contornados, e a energia livre que deveria ser conserva é dissipada 

como calor (JUSZCZUK & RYCHTER, 2003; TAIZ & ZEIGE, 2003).  

A presença da oxidase alternativa (AOX) em mitocôndrias de Rubus 

fruticosus já havia sido sugerida de acordo com experimentos anteriores realizados 

em nosso laboratório por De Souza (2009) e foi também observada no presente 

estudo, pois como podemos observar na Figura 20 com adição do ácido 

salicilidroxinâmo (SHAM) ocorreu uma inibição parcial do consumo de oxigênio 

quando as mitocôndrias foram colocadas em contato com o SHAM inibidor da AOX. 

A função da oxidase alternativa em plantas ainda não é totalmente conhecida, 

mais alguns estudos sugerem que esta enzima atua como uma via de “escoamento 

energético” oxidando os substratos que estão em excesso na cadeia respiratória 

(TAIZ & ZEIGE, 2003). Alguns estudos apontam que a AOX ajudaria na diminuição 

da formação de EROs evitando a superredução dos componentes da cadeia 

transportadora de elétrons. Isso foi demonstrado quando células de plantas que 

tinham uma superexpressão dos genes da AOX apresentaram níveis de EROs 

menores do que as células controle (MAXWELL et al., 1999; MOLLER, 2001).  

A presença da proteína desacopladora (UCP) em mitocôndrias de Rubus 

fruticosus também foi demonstrada em estudos realizados por De Souza (2009), 

através da adição de BSA e GTP em sistemas contendo as mitocôndrias isoladas 

produzindo um aumento do potencial eletroquímico de membrana.  
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4.4.2 Efeito do extrato EB em diferentes concentraç ões e do AS sobre a 

respiração celular 

 

Alterações na velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória 

podem estar envolvidas nos processos de morte celular principalmente por 

causarem mudanças nos estados redox destas células (PANDA et al., 2008). Diante 

disso diferentes concentrações de nim foram testadas sobre as mitocôndrias 

isoladas de Rubus fruticosus.  

Devido ao fato do AS ser uma importante molécula envolvida na morte celular 

associada a resposta de hipersensibilidade, consideramos também importante 

avaliar o efeito do AS em associação com EB sobre a respiração celular.  

Segundo De Souza (2009) o AS em concentrações de 0,5 a 5 mmol/L foi 

capaz de diminuir ou aumentar a velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia 

respiratória dependendo do substrato utilizado (succinato ou NADH) e acredita-se 

que a diminuição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeira respiratória na 

presença de succinato, se deve a capacidade do AS em interagir com complexos II e 

III por intermédio da ubiquinona (DE SOUZA, 2009). Com base em seus 

experimentos a concentração intermediaria de AS 1 mmol/L foi utilizada em nossos 

experimentos 

A velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória na presença do 

extrato EB isolado ou em associação com AS 1 mmol/L foi avaliada no estado 3 da 

respiração (Figura 21 A e B) e no estado 4 (Figura 23 A e B) utilizando succinato 

como substrato oxidável, com a finalidade de verificar se o extrato de nim e o AS 

afetam a respiração mitocondrial. 
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Figura 21 Efeito do EB e AS sobre o consumo de oxigênio de mitocôndrias isoladas no estado 3 da 
respiração, (A) EB isolado, (B) EB em associação com AS 1 mmol/L. 
O meio de reação está descrito na Figura 20. A velocidade de consumo de O2 foi representada em ng 
átomos de O.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. A figura é representativa de 6 experimentos 
independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY 
ANOVA e pós teste Dunnet onde comparou-se as amostras versus controle, sendo *** refere-se a P < 
0,001. 
 

Para o extrato bruto isolado na concentração de 5 e 1 mg/mL a velocidade de 

consumo de oxigênio pela cadeira respiratória foi inibida em 12 e 13 % 

respectivamente e para as menores concentrações (0,5 e 0,1 mg/mL) a inibição da 



Resultados e Discussão 91 

velocidade de consumo de oxigênio foi mais acentuada cerca de 28 %, diante destes 

resultados nós podemos observar que o nim em suas menores concentrações 

tiveram um efeito mais acentuado do que o nim em suas maiores concentrações. 

Para o nim associado com AS na concentração de 5 mg/mL no estado 3 da 

respiração nós observamos uma inibição da velocidade de consumo de oxigênio 

pela cadeira respiratória de cerca de 79 %, este feito foi semelhante para a 

concentração de 0,1 mg/mL. Já as concentrações intermediarias de 1,0 e 0,5 mg/mL 

a velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória foi inibida porém de 

forma menos acentuada aproximadamente 65 %. 

Como observamos na Figura 22 tanto o nim isolado como o nim em 

associação com AS foram capazes de inibir a velocidade de consumo de oxigênio 

pela cadeia respiratória no estado 3 da respiração e uma grande diferença de 

inibição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória foi 

observada para as mitocôndrias que foram submetidas ao efeito do nim isolado e ao 

efeito do nim em associação com AS, pois o nim quando administrado juntamente 

com AS foi capaz de causar uma inibição mais acentuada da velocidade de 

consumo de oxigênio do que o nim isolado. 
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Figura 22 Porcentagem de inibição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória 
na presença de nim isolado versus nim em associação com AS 1 mmol/L no estado 3.  
O meio de respiração foi o mesmo descrito na Figura 20. Os resultados são representativos de 6 
experimentos independentes, e as análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico 
TWO WAY-ANOVA e pós teste de Bonferroni onde avaliou-se o efeito do nim isolado versus nim em 
associação com AS, sendo *** P < 0,001. 
 

Tanto o nim isolado quanto o nim em associação com AS causaram uma 

diminuição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeira respiratória no 

estado 4 (Figura 23). 

O nim isolado na concentração de 5 mg/mL foi capaz de causar uma inibição 

na velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória de aproximadamente 

48 %. Para as concentrações de 1; 0,5 e 0,1 mg/mL esta inibição foi menos 

acentuada, cerca de 34 % para concentrações de 1, e 0,5 mg/mL e 25 % para a 

concentração de 0,1 mg/mL, indicando que o nim em sua maior concentração foi 

capaz de causar um efeito mais acentuado que o nim em suas menores 

concentrações (Figura 23 A). 
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Figura 23 Efeito da concentração EB e AS sobre o consumo de oxigênio de mitocôndrias isoladas no 
estado 4 da respiração, (A) EB isolado, (B) EB em associação com AS 1 mmol/L. 
O meio de reação está descrito na Figura 20. A velocidade de consumo de O2 foi representada em ng 
átomos de O.min-1.mg-1 de proteína mitocondrial. A figura é representativa de 6 experimentos 
independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY 
ANOVA e pós teste Dunnet onde comparou-se as amostras versus controle (*), sendo *** refere-se a 
P < 0,001, ** refere-se a P < 0,01 e * refere-se a P < 0,05. 
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Para o nim em associação com AS a porcentagem de inibição da velocidade 

de consumo de oxigênio no estado 4, também foi mais acentuada do que o efeito do 

nim isolado. Nós observamos que o nim na concentração de 5 mg/mL juntamente 

com AS causou uma inibição de 62 % e as concentrações de 1; 0,5 e 0,1 mg/mL a 

velocidade de consumo de oxigênio foi inibida em cerca de 43, 38 e 23 % 

respectivamente (Figura 23 B). 

Comparando-se o efeito do nim isolado com o efeito do nim em associação 

com AS sobre o estado 4 da respiração nós também observamos que o nim quando 

administrado juntamente com AS causaram uma inibição mais acentuada do que o 

nim isolado (Figura 24) porém as analises estatísticas revelaram que está diferença 

não foi significativa. 
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Figura 24 Porcentagem de inibição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória 
na presença de nim isolado versus nim em associação com AS 1 mmol/L no estado 4.  
O meio de respiração foi o mesmo descrito na Figura 20. Os resultados são representativos de 6 
experimentos independentes, e as análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico 
TWO WAY-ANOVA e pós teste de Bonferroni onde avaliou-se o efeito do nim isolado versus nim em 
associação com AS. 
 

Comparando os efeitos do EB isolado ou em associação com AS sobre o 

estado 3 e o estado 4 da respiração foi possível verificar que o nim isolado possui 

um efeito mais acentuado sobre o estado 4 da respiração ou seja quando as 

mitocôndrias não estão fosforilando o ADP e o nim em associação com o AS foi 

capaz de causar uma inibição da velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia 
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respiratória de forma mais acentuada no estado 3 da respiração ou quando as 

mitocôndrias estão sintetizando o ATP. 

De acordo com os estudos realizados por Panda e colaboradores (2008) foi 

verificado que uma inibição da cadeia respiratória pode levar a uma disfunção do 

estado redox, que pode finalmente causar a morte celular nas células de tabaco. 

Com os nossos experimentos não foi possível estabelecer mecanismos 

exatos que expliquem o porquê o nim e o AS são capazes de diminuir a velocidade 

de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória. Mais de acordo com estudos 

prévios realizados por Vandameri (2008), em que foi avaliado o efeito da flavona nas 

funções mitocondriais hepáticas, a diminuição da velocidade de consumo de 

oxigênio se deve a alguns mecanismos como: a restrição parcial do fluxo de elétrons 

pela cadeia transportadora de elétrons que pode ser gerado pela inibição parcial de 

algumas enzimas envolvidas, alteração da fluidez da membrana mitocondrial e 

inibição da síntese de ATP. 

 

4.4.3  Efeito do extrato bruto (EB) e do AS sobre o  potencial de 

membrana mitocondrial 

 

Quando um agente desacoplador como o FCCP é adicionado em uma 

suspensão contendo mitocôndrias, devido as suas características hidrofóbicas, ele 

atravessa a membrana mitocondrial, liberando um próton na matriz mitocondrial e 

dissipando desta forma o gradiente de prótons (NELSON & COX, 2002). 

Nos experimentos apresentados no item 4.5.2 o nim isolado ou em 

associação com AS diminuíram a velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia 

respiratória. Pode-se observar aqui também o comprometimento da manutenção do 

∆µH+ (Figura 25). Se o fluxo de elétrons por meio da cadeia respiratória é reduzido, o 

mesmo ocorre com bombeamento de prótons através da membrana, 

comprometendo a formação do gradiente eletroquímico de prótons. A Figura 25 

mostra que com a adição de succinato é gerado um potencial elétrico que pode ser 

verificado pela captação da safranina pelas mitocôndrias com diminuição da 

fluorescência da safranina O livre. Porém quando o FCCP é adicionado ocorre um 

colapso total do potencial de membrana, com a liberação da safranina e 

conseqüente aumento da fluorescência. Com estes resultados pode-se sugerir o 

acoplamento das mitocôndrias (Figura 25). 
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Para avaliar o efeito do nim sobre o potencial de membrana mitocondrial foi 

utilizado EB nas concentrações de 0,1; 0,5; 1 e 5 mg/mL isolado ou em associação 

com AS e os resultados estão apresentados nas Figuras 25 A e B. Com o EB 

isolado nas concentrações de 0,1 e 0,5 mg/mL não foi possível observar diferença 

nas respostas. Já as concentrações de 1 e 5 mg/mL pode-se evidenciar uma 

diminuição do potencial de membrana, porém de forma pouco acentuada, quando 

comparado com FCCP (Figura 25 A). Já quando comparamos o efeito do nim em 

associação com AS com o FCCP é possível observar em todas as concentrações 

uma diminuição do potencial de membrana, porém está diminuição foi mais lenta do 

que a diminuição causada por EB isolado (Figura 25 B).  
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Figura 25 Efeito do nim sobre o potencial de membrana mitocondrial. (A) - EB isolado (B) - EB 
associação com AS. 
Cerca de 1 mg/mL de proteína mitocondrial foram incubadas a 25°C em 2 mL do mesmo meio 
reacional composto de sacarose 250 mmol/L, EGTA 500 µmol/L, KCl 2 mmol/L, NaH2PO4 1 mmol/L, 
HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), BSA 0,1 g %, rotenona 5 µmol/L e safranina O 5 µmol/L. O potencial de 
membrana foi gerado pela oxidação do succinato 5 mmol/L. O FCCP 1 µmol/L, AS 1 mmol/L e o nim 
nas concentrações indicadas foram colocados 400 segundos após a estabilização do potencial. E os 
traçados são representativos de 4 experimentos independentes. 
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Estudos realizados por De Souza (2009) nos mostram que o AS e o Ca2+, 

diminuem o potencial de membrana mitocondrial de maneira dose-dependente. 

Sendo que para o AS o potencial foi mais sensível, pois na concentração de AS 1 

mmol/L o potencial foi quase que totalmente desfeito. 

Porém quando o AS foi colocado em contato com nim nós não observamos 

diferenças significativas em relação ao FCCP. Dessa forma podemos sugerir que o 

potencial de membrana foi mais sensível ao EB isolado do que quando o mesmo foi 

colocado em associação com AS. 

Em células animais já foi relatado que a diminuição do potencial eletroquímico 

de membrana está associada a morte celular. Estudos realizados por Krause & 

Durner (2004) demonstram que a arpina, um elicitor bacteriano pode levar a morte 

celular associada com disfunções dos parâmetros mitocondriais. A arpina diminuiu o 

potencial eletroquímico de membrana e a síntese de ATP e aumentou a 

porcentagem de células mortas, sugerindo assim a participação da mitocôndria no 

processo de morte celular em plantas, porém muitos estudos precisam ser 

realizados para confirmar o papel da mitocôndria na morte celular em plantas.  

Certamente existe uma associação entre a queda do potencial de membrana 

causada pelo extrato de nim e a diminuição da velocidade de consumo de oxigênio 

pela cadeia respiratória. Os resultados mostram que o nim exerce um efeito inibidor 

da respiração em mitocôndrias isoladas de Rubus fruticosus e causa uma queda do 

potencial de membrana quando administrado isoladamente, na presença de 

succinato como substrato oxidável.  

É bem relatado que o AS diminui a velocidade de consumo de oxigênio pela 

cadeia respiratória devido ao fato deste ser uma molécula apolar e ter a capacidade 

de penetrar na MMI e interagir com o radical semiquinona, doando seu próton a este 

intermediário. A protonação deste radical pode impedir o fluxo normal de elétrons e o 

bombeamento de prótons para o espaço intermembranas dissipando o potencial e 

impedindo a redução monoeletrônica do oxigênio a água (DE SOUZA, 2009). 

Como já foi verificado que o nim possui a capacidade de doar um próton ao 

radical DPPH reduzindo este radical, pode ser possível que o nim também, como o 

AS tenha a capacidade de doar um próton ao radical semiquinona impedindo o fluxo 

normal de elétrons pela cadeia respiratória, porém estes resultados são meramente 

especulativos.  
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Embora o presente estudo não possibilite concluir sobre mecanismos, eles 

são relevantes a medida que a inibição da cadeia respiratória, juntamente com 

outros fatores, pode estar relacionada com a morte celular em plantas. 

 

4.4.4 Efeito do extrato EB e do AS na produção de E ROs em 

mitocôndrias de Rubus fruticosus.  

 

A literatura apresenta vários estudos onde é demonstrado o forte poder 

antioxidante dos extratos de nim (SITHISAM, et al., 2005; SITHISARN et al., 2007; 

MANIKANDA et al., 2008). Estudos mostram que o nim possui atividade 

quimiopreventiva e antioxidante contra várias linhagens de células cancerígenas 

(BALASENTHIL et al., 1999; MANIKANDA et al., 2008).  

Conforme mencionado anteriormente a alta produção de EROs pode 

comprometer as funções mitocondriais e celulares, o que está diretamente 

relacionado com os mecanismos envolvidos na morte celular programada e ativação 

de sistemas antioxidantes (JONES, 2000; FLEURY et al., 2002). Para avaliar a 

atividade antioxidante do extrato de nim em mitocôndrias isoladas de células de 

Rubus fruticosus foram realizadas análises na presença de cálcio (2 mmol/L) para 

estimular a produção de EROs, visto que a produção basal de EROs por estas 

mitocôndrias é muito baixa.  

Em nossos experimentos foi observado que tanto a rotenona quanto 

antimicina A foram capazes de estimular a produção de EROs significativamente. No 

entanto esta produção foi mais alta na presença de antimicina A. Estes resultados 

estão de acordo com os resultados apresentados por De Souza (2009) onde em 

seus resultados foi observado que a antimicina A estimulou fortemente a produção 

de EROs sugerindo dessa forma que as EROs formadas em mitocôndrias de Rubus 

fruticosus podem ser produzidas pelo complexo III, principalmente pelo radical 

semiquinona. 

O efeito do extrato de nim sobre a produção de EROs foi verificado utilizando-

se várias concentrações de extrato EB (0,1, 0,5, 1 e 5 mg/mL) isolado ou em 

associação com AS 1 mmol/L. Os resultados apresentados nos mostram o efeito do 

nim isolado sobre a produção de EROs na presença de rotenona (Figura 26 A) e 

antimicina A (Figura 26 B). Nestas condições o nim foi capaz de diminuir a produção 

de EROs de maneira-dose dependente.  



Resultados e Discussão 100 

(A)

0 100 200 300 400 500 600
0

50

100

150

200

250

Rotenona

EB 5 mg/mL

EB 0,5 mg/mL
EB 0,1 mg/mL
Suc/Cálcio

EB 1 mg/mL

TEMPO (s)

U
R

F
Suc/Cálcio Suc/Rot 0,1 0,5 1,0 5,0

0

50

100

150

200

Nim [mg/mL]

U
R

F

 

 

(B)

0 100 200 300 400 500 600
0

100

200

300

400
Antimicina A
EB 0,1 mg/mL

EB 0,5 mg/mL

EB 5 mg/mL

Suc/Cálcio

EB 1 mg/mL

TEMPO (s)

U
R

F

Suc/Cálcio Suc/AA 0,1 0,5 1,0 5,0
0

100

200

300

400

Nim [mg/mL]

U
R

F

 
Figura 26 Efeito do extrato bruto e do AS sobre a produção de EROs induzida por cálcio e inibidores 
da cadeia transportadora de elétrons em mitocôndrias isoladas. (A) – Rotenona e (B) – Antimicina A. 
O meio de incubação foi composto por cerca de 1 mg/mL de proteína mitocondrial que foram 
incubadas a 25°C em 1,8 mL do mesmo meio reacional composto de sacarose 250 mmol/L, KCl 2 
mmol/L, NaH2PO4 1 mmol/L, HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), succinato 5 mmol/L e H2DCFDA 2 µmol/L. 
Rotenona 5 µmol/L ou antimicina A 1 µmol/L foram adicionados. 
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Quando calculamos a porcentagem de inibição da produção de EROs é 

possível verificar que o nim isolado foi capaz de inibir a produção de EROs na 

presença de antimicina A de forma mais acentuada do que na presença de rotenona 

(Figura 27 A e B). 

Na presença de antimicina A o EB 5 mg/mL foi capaz de causar uma inibição 

da produção de EROs de 55 %. Sendo que o EB nas concentrações de 1; 0,5 e 0,1 

mg/mL esta inibição foi de 43, 34 e 20 % em relação controle (antimicina A + 

succinato) (Figura 27 B). 

Já na presença de succinato e rotenona observamos que o EB na 

concentração de 5 mg/mL inibiu a produção de EROs em 39 %, o EB nas 

concentrações de 1,0 e 0,5 mg/mL inibiram a produção de EROs em 26 e 14 % 

respectivamente. E para a concentração de 0,1 mg/mL o nim foi capaz de inibir a 

produção de EROs em apenas 10 %, resultado este pouco significativo em relação 

ao controle onde utilizou-se succinato mais rotenona. 
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Figura 27 Porcentagem de inibição da produção de EROs em mitocôndrias isoladas utilizando EB 
isolado. (A) – Rotenona e (B) – Antimicina A. 
O sistema de incubação foi o mesmo descrito na Figura 26. E os resultados são representativos de 6 
experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico 
ONE-WAY ANOVA e pós teste Dunnet onde comparou-se as amostras versus controle (*), sendo *** 
refere-se a P < 0,001 e * refere-se a P < 0,05. 
 

Tem sido relatado em estudos realizados anteriormente em nosso laboratório 

(DE SOUZA, 2009) que o AS é capaz de diminuir a produção de EROs devido ao 

fato do AS interagir com o radical semiquinona e doar um próton a este radical, 

sendo este fenômeno responsável pela desativação do radical e conseqüente 

diminuição da produção de EROs.  
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Em nossos estudos foi observado que o EB em associação com AS tanto na 

presença de rotenona como na presença de Antimicina A, foi capaz de diminuir a 

produção de EROs para as concentrações de 5; 1 e 0,5 mg/mL. Para a 

concentração de 0,1 mg/mL nós observamos que o nim foi capaz de aumentar a 

produção de EROs, porém este efeito não muito significativo (Figura 28 A e B). 
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Figura 28 Efeito do nim em associação com AS sobre a produção de EROs em mitocôndrias 
isoladas. (A) – Rotenona e (B) – Antimicina A. 
O meio de incubação foi composto por cerca de 1 mg/mL de proteína mitocondrial foram incubadas a 
25°C em 1,8 mL do mesmo meio reacional composto de sacarose 250 mmol/L, KCl 2 mmol/L, 
NaH2PO4 1 mmol/L, HEPES 10 mmol/L (pH 7,2), succinato 5 mmol/L e H2DCFDA 2 µmol/L. Rotenona 
5 µmol/L ou antimicina A 1 µmol/L, EB nas concentrações indicadas acima e AS 1 mmol/L foram 
adicionados. 
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Figura 29 Porcentagem de produção de EROs em mitocôndrias isoladas na presença de nim em 
associação com AS 1 mmol/L. (A) – Rotenona e (B) – Antimicina A. 
O meio de incubação esta representado na Figura 28. Os resultados são representativos de 6 
experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico 
ONE-WAY ANOVA e pós teste Dunnet onde comparou-se as amostras versus controle (*), sendo *** 
refere-se a P < 0,001, ** refere-se P < 0,01 e * refere-se a P < 0,05. 
 

Na presença de nim na concentração de 5 mg/mL juntamente com AS 1 

mmol/L, quando utilizamos rotenona observamos que a porcentagem de inibição foi 

de aproximadamente 48 % e para concentração de nim 1 mg/mL observamos uma 

taxa de inibição menor cerca de 14%. Já o nim na concentração de 0,5 mg/mL 

juntamente com AS observamos que seu efeito foi pouco significativo cerca de 10 %. 

No entanto observamos que o nim 0,1 mg/mL em associação com AS um aumento 

da produção de EROs 7 % foi observado (Figura 29 A). 

Com antimicina A observamos que a porcentagem de produção de EROs 

para as mitocôndrias que foram submetidas ao tratamento com nim juntamente com 
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AS foi muito semelhante com os resultados onde se utilizou rotenona. O nim em sua 

maior concentração causou uma inibição da produção de EROs de cerca de 56 %. 

Na presença de nim em associação com AS nas concentrações de 1,0 e 0,5 mg/mL 

esta inibição foi menos significativa cerca de 18 e 6 % respectivamente. E o nim 0,1 

mg/mL em associação com AS causou um aumento da produção de EROs porém 

de forma pouco acentuada cerca de 4 % (Figura 29 B). 

Em estudos realizados por Hua Wu e colaboradores (2009) onde foi avaliado 

a produção de espécies reativas de oxigênio e o papel das enzimas antioxidantes 

em embriões de milho mostraram que, a produção de EROs pode estar associada a 

mudanças do metabolismo energético, pois foi observado que uma diminuição nos 

níveis das enzimas antioxidantes estava associada a diminuição dos níveis 

metabólicos. Foi descoberto ainda que altas taxas de velocidade de consumo de 

oxigênio pela cadeia respiratória podem levar a um aumento da produção das 

espécies reativas de oxigênio pela cadeia respiratória. 

Com os resultados obtidos neste trabalho ainda não foi possível definir qual o 

mecanismo exato pelo qual o nim e o AS diminuem a produção de EROs por 

mitocôndrias isoladas. É possível que exista uma relação entre a diminuição da 

velocidade de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória e a diminuição da 

produção de EROs. Além do mais, devido ao nim possuir uma grande quantidade de 

compostos fenólicos, acredita-se que estes sejam responsáveis pela forte atividade 

antioxidante deste extrato. Foi possível concluir também se o nim exerce um efeito 

protetor a nível celular, pois nim foi capaz de diminuir as EROs produzidas tanto 

pelas mitocôndrias isoladas como pelas células intactas, além de inibir a 

porcentagem de morte celular quando as células intactas foram tratadas com o nim 

em sua maior concentração. 
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5 CONCLUSÃO 

 
Com os resultados apresentados neste trabalho nós podemos concluir a 

principio que: 

 

• De acordo com a caracterização bioquímica foi possível verificar que o extrato 

de nim possui um alto conteúdo de mono e dissacarídeos em função dos 

valores de açúcares totais e açúcares redutores que foi de aproximadamente 

20 mg/mL e 16 mg/mL, respectivamente; 

• O extrato das sementes de nim também apresentou uma forte atividade 

antioxidante o qual tem um comportamento dose-dependente, sendo que esta 

função antioxidante, provavelmente, está relacionada a quantidade alta de 

compostos fenólicos (9,859 mg/mL) encontrada no extrato de nim; 

• Em células intactas foi possível observar que o nim em baixas concentrações 

e o AS possuem a capacidade de causar morte celular em células de Rubus 

fruticosus em longos tempos de elicitação, sendo este efeito mais acentuado 

quando o extrato é administrado em associação com AS. Em contrapartida foi 

possível observar que o nim em sua maior concentração gerou um efeito 

protetor as células, pois foi observado uma diminuição na porcentagem de 

morte celular quando comparado ao controle; 

• Produção de AS endógeno para as células que foram elicitadas com o nim 

diminuiu com o aumento da concentração de extrato de nim, entretanto 

quando o extrato foi administrado com AS observamos um aumento da 

produção de AS com a diminuição da concentração do extrato; 

• O EB isolado também foi capaz de aumentar a produção de compostos 

fenólicos intracelulares porém quando o mesmo foi administrado em 

associação com AS foi observado uma diminuição da concentração de 

compostos fenólicos; 

• Sobre a produção de EROs em células intactas foi possível observar que 

tanto o nim isolado como o nim em associação com AS foi capaz de diminuir 

a produção das espécies reativas de oxigênio de maneira dose-dependente; 



Conclusão 107 

• Sobre os parâmetros mitocondriais, o nim em todas as concentrações isolado 

ou em associação com AS 1 mmol/L diminuiu a velocidade de consumo de 

oxigênio pela cadeia respiratória; 

• O potencial de membrana mitocondrial foi diminuído na presença de EB 

isolado ou em associação com AS, porém, quando o mesmo foi administrado 

com AS 1 mmol/L esta diminuição ocorreu de forma mais lenta; 

• A geração de espécies reativas de oxigênio pelas mitocôndrias foi inibida pelo 

extrato de nim isolado, de maneira dose-dependente, porém quando o nim foi 

administrado com AS observarmos uma diminuição da produção de EROs 

para as concentrações de 5 ; 1 e 0,5 mg/mL. 
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