Integridade membranar: a resposta da membrana plasmética
ao stress térmico e aos solventes organicos em células de

beterraba

A membrana plasmatica é uma estrutura fluida, constituida por lipidos e proteinas, e
delimita a célula de todos os organismos vivos. Tem uma funcdo primordial de barreira
seletiva, regulando a troca de substancias entre a célula e o seu ambiente. A membrana
€ uma estrutura fragil, sendo integra apenas em meio aquoso e em determinada gama de
temperatura. Neste artigo apresenta-se um protocolo simples que permite explorar a
estrutura e a fungdo da membrana plasmatica, examinando a sua sensibilidade as
variagGes de temperatura e o impacto dos solventes organicos. Utilizando células da raiz
de beterraba (Beta vulgaris) como modelo, e focando especificamente o pigmento
betalaina, foi induzido o stress térmico e quimico para avaliar a rutura da membrana. O
estudo procurou aprofundar a compreensédo dos estudantes sobre a integridade da

membrana e as suas implicag8es para sistemas bioldgicos mais alargados.
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D INTRODUGAO

A membrana plasmatica, uma estrutura dindmica crucial para a homeostase celular, desempenha um papel
fundamental no controlo do transporte transmembranar, acomoda numerosas proteinas recetoras e
organiza os processos metabdlicos. E composta por uma bicamada lipidica formada por fosfoglicerideos,
esfingolipidos, glicolipidos e colesterol. As membranas também fornecem o meio ambiente no qual as
proteinas integrais da membrana se localizam, estédo especificamente orientadas e sdo montadas de forma
especifica. Associadas estéo, ainda, proteinas periféricas integrando um mosaico fluido, conforme o modelo

proposto por Nicolson e Singer em 1972 (Simon, 1974) (Figura 1).
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FIGURA 1: Esquema representativo da membrana plasmatica da célula animal, segundo o
modelo de mosaico fluido de Nicolson e Singer.

Este modelo descreve a natureza dinamica da membrana, enfatizando o movimento das proteinas dentro
da matriz lipidica. Os lipidos da membrana caracterizam-se por ser moléculas anfipaticas, isto €, exibem
uma porcao hidrofilica e uma por¢éo hidrofébica. A natureza anfipatica é fundamental para a estrutura das
membranas bioldgicas. Quando uma suspensédo de fosfolipidos é mecanicamente dispersa nhuma solugao
aquosa, os fosfolipidos agregam-se numa de trés estruturas: micelas esféricas, lipossomas ou bicamadas. A
bicamada caracteristica da membrana plasmética das células é uma estrutura fluida, fruto das ligacdes
intermoleculares hidrofobicas que se formam entre as por¢des apolares. A bicamada €, entdo, estabilizada
através das interacdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio que se formam entre as por¢des polares e a
agua. A fluidez da membrana depende da temperatura, do comprimento das cadeias de acilo hidrofébicas e
do seu grau de saturacao, isto €, do nimero de ligacdes duplas C=C (Alberts, 2014; Alberts et al., 2014;
Lodish et al., 2016; Urry et al., 2021). A membrana plasmatica é seletivamente permeavel, permitindo a

comunicacdo com 0 ambiente circundante.

Sensibilidade da membrana plasmatica as condic¢@es fisicas e quimicas

A sensibilidade da membrana plasmética a temperatura, as variagbes de pH e aos solventes organicos é
fundamental para o seu bom funcionamento. A inducéo de stress quimico ou fisico pode causar a disrupgéo
da membrana. Por exemplo, alteragfes de pH causam quebra de ligacdes quimicas das proteinas,
designadamente interacdes eletroestaticas, existentes na estrutura terciaria e quaternaria, o que altera a
conformacgédo das proteinas, determinando, portanto, a sua desnaturacdo. A desnaturacdo, por seu lado,
origina, sempre, um aumento de permeabilidade da membrana.

Por seu lado, temperaturas extremas, quer muito elevadas quer muito baixas, induzem stress nas
membranas bioldgicas, podendo originar a sua disrupcdo. Com o aumento da temperatura, a energia

cinética das moléculas aumenta, assim como as colisdes entre as moléculas, determinando também uma
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dilatacéo dos espacos livres entre elas, incrementando, portanto, a permeabilidade. Por outro lado, a quebra
de ligacdes por pontes de hidrogénio das proteinas aumenta o tamanho dos poros proteicos, aumentando
também a permeabilidade. Eventualmente, a temperatura origina a destruicdo da estrutura da membrana
(Vodopich & Moore, 2023).

Quando a temperatura desce abaixo dos 37 °C, os lipidos podem sofrer uma transicdo de fase de um
estado liquido (fluido) para um estado gelatinoso (semi-sdélido), analogo a transicdo liquido-sélido quando a
agua liquida congela. A estas temperaturas a taxa de difusédo dos lipidos diminui drasticamente (Lodish et
al., 2016). As membranas séo, de facto, sensiveis também ao arrefecimento, tornando-se permeaveis
guando expostos a temperaturas entre 0 e 10°C, aumentando a saida de solutos do interior para o exterior
da célula. Esta fuga, induzida pelo frio, € atribuida a mudanca de fase em todos os fosfolipidos da
membrana (Simon, 1974). Se a temperatura continuar a baixar, o congelamento causa a cristalizagédo das
moléculas de agua em gelo cristalino, o que origina a expansao das moléculas na estrutura cristalina,
devido ao alinhamento das pontes de hidrogénio. Esta expansao origina a quebra das pontes de hidrogénio
entre os lipidos e as moléculas de agua circundantes, o que contribui para a rutura da membrana (Vodopich
& Moore, 2023). Mesmo quando a variagdo da temperatura ndo causa a perda de integridade fisica da
membrana, a sua modificacdo causa alteracdes na capacidade de efetuar a difuséo simples, uma vez que a
temperatura influencia a proximidade entre os fosfolipidos e, portanto, a fluidez da membrana.

As bicamadas formam-se em meio aquoso e a estabilidade destas bicamadas depende da presenca da
agua para a formacao das intera¢gfes hidrofobicas. Os lipidos membranares sédo, como vimos, anfipaticos.
Esta caracteristica determina a sua solubilidade em solventes orgénicos. Os solventes organicos polares
(metanol, etanol, acetona) e apolares (hexano, cloroférmio) podem dissolver os lipidos e, portanto, causam
a disrupcdo da membrana plasmatica e a lise celular. Os solventes polares interagem com a porcao polar
dos fosfolipidos, substituindo as pontes de hidrogénio que estes formavam com a agua. A porgdo apolar dos
solventes organicos (cadeias de acilo) tem afinidade pela por¢do apolar dos fosfolipidos. A interacdo dos
solventes organicos com as membranas induz efeitos varios, tais como alteracdes nas propriedades
mecanicas de permeabilidade e difusédo (Patra et al., 2006).

Os alcoois de cadeia curta, como o etanol, ttm um forte efeito nas propriedades das membranas e o efeito
depende tanto do comprimento da parte hidrofobica do alcool como da concentragcdo. As moléculas de
etanol, sendo anfipaticas tém afinidade pela porcéo polar dos lipidos membranares, mas também pela
porcéo apolar, conseguindo penetrar a bicamada. Assim, o etanol tem tendéncia para se localizar no interior
da bicamada, e nao diretamente na interface agua-membrana. O etanol estabelece pontes de hidrogénio
com a porcao polar dos lipidos membranares; a por¢ao apolar do etanol liga-se a por¢éo apolar dos lipidos,
determinando um aumento da desordem das cadeias acilo (Patra et al., 2006). O etanol também pode levar
a formacao de fases interdigitadas, quando as cadeias de acilo de um folheto da bicamada interpenetram o
outro folheto, diminuindo a espessura da bicamada e resultando no desaparecimento do plano médio da
bicamada (Vierl et al., 1994).

A acetona € também um solvente organico polar, mas exibe muito menor polaridade do que o etanol pelo
facto de compreender um grupo carbonilo no centro da molécula, enquanto o etanol exibe um grupo
hidroxilo na extremidade da molécula. Os fosfolipidos da membrana toleram a presenca de acetona em
baixas concentracdes. O aumento da concentracdo resulta, no entanto, na desordem do empacotamento

dos fosfolipidos e no aumento da fluidez da membrana. A porcao polar das moléculas de acetona interage
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com a porc¢do polar das cabecas dos lipidos, afastando-as. Além disso, a regido da cauda acilo dos lipidos
da membrana também se torna menos densa. O mecanismo molecular da acdo da acetona na bicamada
fosfolipidica tem muitas caracteristicas comuns com os efeitos do etanol (e de outros alcoois de cadeia
curta) (Posokhov & Kyrychenko, 2013), sendo, porém, menos pronunciado.

Finalmente, a dissolucdo dos solventes organicos na bicamada lipidica ira interagir com as proteinas
transmembranares e fazer com que estas alterem a sua conformacdo. A alteracdo da forma de uma
proteina transmembranar ir4 alterar o seu funcionamento. Assim, ndo s6 ocorre o aumento da fluidez
membranar como se altera a forma como a membrana interage com as proteinas, perturbando o seu

funcionamento.

As células de beterraba (Beta vulgaris) como modelo experimental

O tecido da raiz da beterraba (Beta vulgaris) pode ser usado como modelo para investigar a integridade da
membrana plasmatica. Contém grandes quantidades de um pigmento designado betalaina, de cor rosa-
forte, também designada por vermelho de beterraba. Este pigmento é um glucésido solGvel e hidrolisa-se
em glucose e betanidina. As betalainas sdo pigmentos alcaldides que se encontram em algumas familias
de plantas pertencentes a ordem Caryophyllales, mas em nenhuma outra planta. Do ponto de vista
alimentar, séo interessantes uma vez que sao fortes antioxidantes (Singh et al., 2017) .

Nas células saudaveis, o pigmento encontra-se dissolvido no interior do vacuolo da célula, que é grande e
esta rodeado pelo tonoplasto, uma membrana de natureza lipidica e proteica, enquanto toda a célula esta
rodeada pela membrana plasmatica. A indu¢do de stress nas duas membranas determina o derrame de
pigmento para fora das células, observando-se a presenc¢a de cor no liquido circundante. Assim, é possivel
monitorizar o stress fisico e/ou quimico através da alteracao de cor induzida neste liquido.

Este trabalho visou criar um protocolo experimental simples para o estudo da integridade da membrana
plasmética para estudantes do ensino secundario ou ensino superior. O protocolo centra-se na avaliagdo do
stress térmico, explorando os efeitos de temperaturas extremas na integridade da membrana, utilizando
células de beterraba como bioindicador. Além disso, investiga-se o impacto de diferentes solventes em
diversas concentracdes sobre a membrana, procurando compreender a sua influéncia na solubilidade dos
lipidos e na desnaturagdo das proteinas. O impacto das condi¢des fisicas e quimicas € monitorizado pela
libertagdo de betalaina, utilizada como indicador de rutura da membrana. Assim € possivel correlacionar os

efeitos observados com a temperatura e os solventes.

D METODOLOGIA

O trabalho pratico foi desenvolvido no ambito das aulas praticas da Unidade Curricular de Biologia Celular,
do curso de licenciatura em Biologia Marinha (Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar, Politécnico
de Leiria). Cada uma das trés turmas praticas, de cerca de 12 estudantes, foi dividida em 3 grupos,

permitindo fazer um triplicado (n=3).

Os dois protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com o trabalho de Vodopich & Moore

(2023), com as necessarias adaptacoes.
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Efeito de stress térmico sobre a membrana plasmatica
Materiais

3 Placas de aquecimento com agitacdo (ARE, Velp, Italia)
Frigorifico combinado (RB34C672DWW, Samsung, Portugal)
Voértex (ZX3, Velp, Italia)

Gobelé de 100 mL com agua destilada

Gobelé de plastico de 500 mL

6 Tubos de ensaio

Suporte de tubos de ensaio

3 TermOmetros

Tabua e faca

Régua

Pinca

Pipeta de 10 mL e pera (ou pipeta de Pasteur)

Raiz de beterraba (Beta vulgaris)

Métodos

educacgéo ambiental e ensino experimental das ciéncias

Com uma faca cortaram-se 6 paralelepipedos de raiz de beterraba, com cerca de 0,5 cm de lado x 3 cm de

comprimento, todos do mesmo tamanho, usando por¢des de raiz de cor intensa e uniforme (Figura 2).

th\unml;
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FIGURA 2: A esquerda, corte da beterraba; a direita, detalhe dos paralelepipedos.
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Colocaram-se os paralelepipedos num gobelé de plastico de 500 mL com cerca de 200 mL de agua
destilada, e agitou-se manual e vigorosamente, durante cerca de 15 segundos, para remover o pigmento
libertado pelas células danificadas pelo corte. Repetiu-se esta operacdo até os paralelepipedos nao

libertarem mais pigmento.

Numeraram-se 6 tubos de ensaio de 1 a 6 e escreveu-se a temperatura, conforme indicado?!: Tubo 1: 80°C;
Tubo 2: 60°C; Tubo 3: 40°C; Tubo 4: 20°C; Tubo 5: 5°C; Tubo 6: -20°C. Em cada tubo de ensaio colocou-

se, com uma pinga, um paralelepipedo de beterraba.

Nos tubos de ensaio 1, 2, 3 e 4 os paralelepipedos foram
submetidos ao tratamento quente, tendo sido adicionados 10 mL
de agua destilada. O tubo de ensaio n.° 1 foi colocado no gobelé
com agua previamente aquecida a 80+2°C, numa placa de
aquecimento com agitacdo (Figura 3). O tubo de ensaio n.° 2 foi
colocado no gobelé com agua previamente aquecida a 60+2°C,
numa outra placa de aquecimento. O tubo de ensaio n.° 3 foi

colocado no gobelé com agua previamente aquecida a 40+2°C,

numa terceira placa de aquecimento. Em cada um dos gobelets foi

colocado um termémetro para controlo da temperatura.

O tubo de ensaio n.° 4 foi deixado a temperatura ambiente (cerca

de 20°C). Os 4 tubos foram deixados em repouso durante 20
FIGURA 3: Placas de aquecimento com
minutos. Ao fim deste tempo foram colocados num suporte de  gobelés com agua a 80°C. No interior do
gobelés foram colocados os tubos de
ensaio contendo o paralelepipedo de
raiz de beterraba, durante 20 minutos.

tubos de ensaio.

Nos tubos de ensaio 5 e 6, os paralelepipedos foram submetidos

ao tratamento a frio. O tubo n.° 5+1°C foi colocado no frigorifico (a cerca de 5°C). O tubo n.° 6 foi colocado
no congelador (a cerca de -20£1°C). Os dois tubos foram deixados em repouso durante 30 minutos. Ao fim
deste tempo, foram adicionados 10 mL de agua destilada a cada tubo de ensaio, a temperatura ambiente e

aguardaram-se 20 minutos.

No final os tubos de ensaio foram agitados no vértex, até atingirem uma cor uniforme. A intensidade de cor
pode ser avaliada por espetrofotometria (a 460 nm). Uma vez que o laboratério utilizado ndo dispde de
espetrofotémetro, a intensidade de cor relativa foi quantificada numa escala entre o zero (auséncia de cor) e

o 10 (vermelho), conforme a Figura 4, e registada em tabela.

0 1 2 3 4 5 10

FIGURA 4: Escala de intensidade de cor relativa da betalaina.

1 As temperaturas (méxima e minima) foram ajustadas em relag&o ao protocolo original, para permitir a rutura completa
da membrana plasmatica e o derrame de grande quantidade de pigmento.
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Efeito dos solventes organicos sobre a membrana plasmatica

Materiais

SolucBes de acetona 1%, 25% e 50%
Solucdes de etanol 1%, 25% e 50%?2
Voértex (ZX3, Velp, Italia)

7 Tubos de ensaio

Suporte de tubos de ensaio

6 Pipetas de 10 mL e peras ou pipetas de Pasteur
Gobelé 500mL com agua destilada
Tébua e faca

Régua

Pinca

Raiz de beterraba (Beta vulgaris)

Métodos

Com uma faca cortaram-se, de novo, 7 paralelepipedos de raiz de beterraba, com cerca de 0,5 cm de lado x
3 cm de comprimento, todos do mesmo tamanho, usando por¢des de raiz de cor intensa e uniforme (figura
2). Colocaram-se os paralelepipedos num gobelé de plastico de 500 mL com cerca de 200 mL de 4gua
destilada, e agitou-se manual e vigorosamente, durante cerca de 15 segundos, para remover o pigmento
libertado pelas células danificadas pelo corte. Repetiu-se esta operacdo até os paralelepipedos néo
libertarem mais pigmento. Numeraram-se 7 tubos de ensaio de 1 a 7 e escreveu-se 0 solvente e a
concentracdo, conforme indicado: Tubo 1: 1% acetona; Tubo 2: 25% acetona; Tubo 3: 50% acetona; Tubo
4: 1% etanol; Tubo 5: 25% etanol; Tubo 6: 50% etanol; Tubo 7: 4gua destilada.

Em cada tubo de ensaio colocou-se, com uma ping¢a, um paralelepipedo de beterraba. Ao tubo n.° 1 foram
adicionados 6 mL de uma solucéo de 1% de acetona. Ao tubo n.° 2 foram adicionados 6 mL de uma solugéo
de 25% de acetona. Ao tubo n.° 3 foram adicionados 6 mL de uma solugéo de 50% de acetona. Ao tubo n.°
4 foram adicionados 6 mL de uma solucdo de 1% de etanol. Ao tubo n.° 5 foram adicionados 6 mL de uma
solugéo de 25% de etanol. Ao tubo n.° 6 foram adicionados 6 mL de uma solucdo de 50% de etanol. Ao tubo
n.° 7 foram adicionados 6 mL de agua destilada. Aguardaram-se 10 minutos, a temperatura ambiente,

agitando os tubos de ensaio, periodicamente, no vértex até atingir uma cor uniforme.

A intensidade de cor relativa foi quantificada numa escala entre o zero (auséncia de cor) e o 10 (vermelho),

conforme a Figura 4, e registada em tabela.

2 Apesar do protocolo original sugerir o uso de metanol optou-se pelo etanol, dada a menor toxicidade e a maior
solubilidade dos lipidos neste solvente.
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D RESULTADOS

Os resultados obtidos para o ensaio de temperatura podem ser observados na Figura 5, na qual se observa

facilmente a variagdo de cor relativa. A raiz de beterraba derrama maior quantidade de pigmento a 80°C,

tubo onde se regista a cor mais intensa, seguida dos 60°C e dos -20°C.

| ISl ANAN

80°C | 60:C | 40-C 20°C 5« -20<C

FIGURA 5: Ensaio do stress térmico - cor obtida pelo derrame de
betalaina nas células da raiz de beterraba.

Os resultados obtidos nos diferentes grupos de estudantes foram bastante consistentes (Tabela 1),
registando-se uma intensidade de cor relativa acima dos 9 para a temperatura de 800C, entre os 7,33 e 0s
8,67 para os 60°C, e entre os 6,67 e os 8,00 para os -20°C. De registar, também, a quase total auséncia de
pigmentos entre os 20 e os 5°C, observando-se uma cor muito suave (até uma intensidade relativa de 3) a
40°C.

TABELA I: Intensidade de cor relativa, numa escala de zero a dez, obtida pelo derrame de

betalaina de células danificadas submetidas a stress térmico. Valores médios e desvio
padréo (n=3).

Intensidade de cor
Temperatura (°C)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tubo 1 80 9,33+1,15 9,67 + 0,58 10,00 £ 0,00
Tubo 2 60 8,33+1,15 8.67 £ 0,58 7,33 +0,58
Tubo 3 40 1,67 + 0,58 3,00 + 2,00 1,33+0,58
Tubo 4 20 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,33 +0,58
Tubo 5 5 0,00 £ 0,00 0,67 + 0,58 0,00 + 0,00
Tubo 6 -20 6,67 + 0,58 7,00 + 1,00 8,00 £ 1,00

Aplicada uma ANOVA unidirecional aos dados, verificou-se que existem diferencas estatisticamente
significativas a medida que a temperatura baixa, até se atingir os 20°C (temperatura ambiente). Nao se
registam diferencas entre os 20 e os 5°C, voltando a existir uma diferenca estatistica entre os 5 e os -20°C
(Figura 6).
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FIGURA 6: Intensidade de cor relativa média, para as diferentes temperaturas testadas
(80°C, 60°C, 40°C, 20°C, 5°C e -20°C). Valores relativos a média e desvio padrdo de trés
testes independentes efetuados em triplicado. Letras diferentes representam diferencas
significativas entre amostras (ANOVA, p<0,05).

Quanto aos solventes organicos, os resultados evidenciam um maior derrame de pigmento nas raizes de
beterraba submetidas a etanol do que as que foram submetidas a acetona, sendo os resultados

dependentes da concentracdo de pigmento (Figura 7).

etanol = etanol | destilada

FIGURA 7: Ensaio dos solventes organicos - cor obtida pelo derrame de
betalaina nas células da raiz de beterraba.

Os resultados dos trés grupos encontram-se registados na Tabela Il. Os resultados dos trés grupos foram,
de novo, bastante uniformes. Para as solucbes de 1% de solvente ndo se obteve, praticamente, registo de
cor, notando-se, portanto, a presenca residual de pigmento na solu¢éo. Para a solucdo de 25% de acetona
a intensidade relativa de cor variou entre os 2,33 e 0s 3 e para a solu¢do de 25% de etanol variou entre os 4
e 0s 4,67. Ja para a solucdo de 50% de acetona a intensidade de cor foi muito mais intensa, tendo variado
entre os 8,33 e 0s 9,67, enquanto para a solugédo de 50% de etanol se verificou intensidade maxima de cor,

variando entre os 9,67 e os 10.
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TABELA IlI: Intensidade de cor relativa, numa escala de zero a dez, obtida pelo derrame
de betalaina de células danificadas submetidas a stress térmico. Valores médios e desvio
padrao (n=3).

. Intensidade de cor
Solvente organicos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tubo 1 1% acetona 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,67 + 0,58
Tubo 2 25% acetona 3,00 + 0,00 2,33+ 0,58 2,67 +0,58
Tubo 3 50% acetona 8,67 + 0,58 8,33 + 0,58 9,67 + 0,58
Tubo 4 1% etanol 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,67 + 1,15
Tubo 5 25% etanol 4,00 + 1,00 4,67 + 0,58 4,67 £2,52
Tubo 6 50% etanol 9,67 + 0,58 10,00 £ 0,00 9,67 £ 0,58
Tubo 7 Agua destilada 0,00 £ 0,00 0,33 +0,58 0,67 £ 0,58

Aplicada uma ANOVA unidirecional aos dados, verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas entre o controlo negativo (agua destilada) e 1% de solvente, tanto a acetona como o etanol,
verificando-se, portanto que esta concentracdo de solvente ndo interfere com a integridade da membrana.
Existem diferengas significativas entre o controlo e a solugdo de 25% de acetona e entre esta e a solugéo
de 25% de etanol, observando-se a presenga de pigmento, em maior concentra¢do na solugcéo de etanol.
Existem também diferencas significativas para a solugéo de 50% de acetona e a solucdo de 50% de etanol,

registando-se, de novo, valores mais elevados para o etanol (Figura 8).
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FIGURA 8: Intensidade de cor relativa média, para diferentes solventes (acetona e etanol) em
concentragdes diversas (1%, 25% e 50%). Valores relativos a média e desvio padrao de trés
testes independentes efetuados em ftriplicado. Letras diferentes representam diferengas
significativas entre amostras (ANOVA, p<0,05).
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DISCUSSAO

multados obtidos permitem-nos perceber a sensibilidade das membranas bioldgicas a fatores quimicos
e fisicos, utilizando a raiz de beterraba uma vez que o derrame do pigmento betalaina do interior do vacuolo

das células da raiz de beterraba é proporcional aos danos causados na membrana plasmatica.

As variacdes observadas na intensidade da cor, em resposta a diferentes temperaturas, podem ser
explicadas pelo impacto da temperatura nos aspetos estruturais e funcionais da membrana plasmatica. A
temperaturas elevadas (80°C), o movimento molecular e as colisbes aumentam, levando potencialmente a
uma maior rutura da bicamada lipidica e das estruturas associadas. Por outro lado, a temperaturas
extremamente baixas (-20°C), a diminuigdo do movimento molecular e a potencial formacéo de cristais de
gelo também podem levar a rutura da membrana, induzida pela quebra das pontes de hidrogénio lipido-
agua. A intensidade de cor observada a 80°C, 60°C e a -20°C sugere que o0 stress induzido pela

temperatura influencia a integridade da membrana, provocando a libertacdo de pigmento.

A quase auséncia de pigmentos entre 20 e 5°C indica uma faixa de temperatura em que a membrana
permanece estavel. No entanto, a ligeira presenca de cor a 40°C sugere um efeito de stress ligeiro na
integridade da membrana a partir desta temperatura. Assim, a beterraba, sendo uma espécie de climas

temperados, tem uma temperatura 6tima abaixo dos 40°C até aos 5°C.

A composicdo da componente lipidica da membrana de muitas espécies, designadamente de plantas,
algas, bactérias e animais ectotérmicos, entre outros organismos, pode mudar em resposta a condicdes
ambientais como a temperatura, o stress hidrico, etc. Estas alteracBes sdo necessarias para ajustar as
caracteristicas fisicas das estruturas membranares, de modo que possam desempenhar as suas funcfes
fisiolégicas necessarias quando os fatores ambientais se alteram (Quinn, 1988). Para permitir adaptar-se as
variagbes de temperatura, a membrana plasmética sofre alteragbes na composicdo quimica dos
fosfolipidos, no grau de satura¢@o, no comprimento das cadeias de acidos gordos, na ramificagdo e na
concentragdo de colesterol, entre outras modificages (Sajbidor, 1997; Subczynski et al., 2017). Por
exemplo, os niveis de insaturacédo de acidos gordos aumentam a temperaturas mais baixas (Hirobumi et al.,
1976). O aumento do grau de insaturacéo leva a uma maior fluidez da membrana, uma vez que as cadeias
de carbono fletem devido as liga¢gBes duplas cis C=C, reduzindo o grau de empacotamento e ordenac¢ao das
moléculas. Da mesma forma, cadeias de carbono mais curtas determinam a formacao de menor nimero de
interacdes hidrofébicas, aumentando a fluidez da membrana (Alberts et al., 2014). O menor grau de
empacotamento e ordenagdo da membrana permite que a transicdo de fase ocorra a temperaturas
inferiores, pelo que aumenta a resisténcia dos organismos a temperaturas baixas. O inverso ocorre quando
0s organismos estdo expostos a temperaturas elevadas, aumentando o grau de saturacdo e comprimento

das cadeias de carbono.

Relativamente aos solventes orgéanicos, a resposta diferencial & acetona e ao etanol pode ser atribuida a
natureza destes solventes e as suas interacdes com a membrana plasmética. A quase auséncia de
pigmento a 1% de concentracdo de solvente confirma o impacto minimo na integridade da membrana a

concentracdes mais baixas.

As diferengas estatisticas observadas sublinham os efeitos dependentes da concentragdo de acetona e

etanol na libertacdo do pigmento betaleina. O etanol, sendo um solvente mais polar, pode interagir tanto
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com as regides hidrofilicas como com as regides hidrofobicas dos lipidos anfipaticos da membrana. Além
disso, o etanol pode afetar as proteinas, levando a sua desnaturacdo e a subsequente libertacdo de
pigmentos. A acetona, apesar de também ser um solvente polar, apresenta menor polaridade. Esta
polaridade reduzida resulta numa interacdo menos eficaz com a por¢do polar da membrana, levando a um

impacto mais suave na integridade da membrana em comparacao com o etanol.

Os alcoois alifaticos, de cadeia curta, sdo particularmente nocivos para as membranas biolégicas. Os danos
causados nas membranas bioldgicas devem-se as pontes de hidrogénio que estes alcoois estabelecem
com a porcdo polar dos lipidos e, uma vez no interior da membrana, as interacbes apolares que
estabelecem com a porgdo hidrofébica dos lipidos, provocando a desagregacdo da membrana e a
libertacéo dos lipidos. Esta desagregacédo e libertagéo é tanto maior quanto maior a cadeia de carbono do
alcool e quanto maior a concentragdo do solvente. Assim, 0 metanol € menos eficaz do que o etanol e este

menos do que o propanol (Gustafson & Tagesson, 1985; Patra et al., 2006).

No que se refere a acetona, esta favorece a particdo da membrana na regido hidrofébica da bicamada, na
proximidade das ligacbes éster dos fosfolipidos e no inicio das cadeias de hidrocarbonetos. De novo, este
efeito € tanto mais pronunciado quanto mais concentrado for o solvente. Um aumento de concentracdo de
acetona, como observado, conduz a uma desordenacao drastica do empacotamento dos fosfolipidos. As
moléculas de acetona afastam a porcdo polar dos lipidos o que origina, também, um aumento da é&rea
média por molécula. Além disso, a regido da cadeia de carbono da membrana também se torna menos
densa. Todos estes efeitos determinam o aumento da fluidez da membrana e, eventualmente, a sua rutura
(Posokhov & Kyrychenko, 2013).

Alguns organismos vivos demonstraram a capacidade de se adaptarem a solventes organicos toxicos,
designadamente algumas estirpes bacterianas. Diversos mecanismos contribuem para a toleréncia dessas
estirpes aos solventes, como sejam modificacdes na composicdo da membrana citoplasmatica e da
membrana externa, que ajudam a neutralizar os efeitos dos solventes na estabilidade e na taxa de difusdo
das membranas. Um outro mecanismo diz respeito ao ajuste na taxa de producdo de fosfolipidos para

acelerar os processos de reparacdo membranar (Isken & de Bont, 1998).

D APLICACOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho pratico proporciona aos estudantes uma oportunidade para aplicar e consolidar os conceitos
tedricos relacionados com a integridade da membrana plasmatica e com as respostas celulares a diferentes
fatores de stress, como as variagdes térmicas e a exposi¢do a solventes organicos. A libertagdo diferencial
de pigmentos de betalaina em resposta a temperaturas extremas oferece uma compreensao pratica de
como os fatores ambientais influenciam a saude celular.

No estudo sobre os efeitos dos solventes orgénicos, os alunos podem relacionar a teoria com a
pratica, observando como a concentracdo e 0 tipo de solvente influenciam a permeabilidade das
membranas. A interpretacdo dos resultados, destacando as diferencas entre a acetona e o etanol, permite,
ainda, a compreensdo dos mecanismos de interacdo entre os solventes e as membranas celulares. Uma
ampla discussédo dos resultados incentiva os estudantes a pensar criticamente, considerando as

implicag8es bioldgicas e as aplicagbes praticas dos conceitos aprendidos.
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