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INTRODUCAO

A Taxonomia, ciéncia de classificacdo dos seres vivos, estabelece critérios para
classificar todos os animais e plantas em grupos de acordo com suas caracteristicas
fisioldgicas, evolutivas, anatdmicas e ecoldgicas. Carl Linnaeus formalizou a
classificagdo bioldgica com seu sistema de nomenclatura binomial que designa cada
organismo a um nome de género e espécie. A taxonomia de Linnaeus é considerada um
sistema natural de classificacdo para organismos vivos uma vez que todos 0s seres
vivos sdo descendentes de um Unico ancestral comum e foram se diferenciando um do
outro por meio de uma série de eventos de especiagdo, num processo conhecido por
evolucdo. Consequentemente, alguns grupos de espécies sdo mais relacionados do que
outros e podem ser classificados dentro do mesmo género, familia, ordem, etc. O estudo
das relacGes evolutivas (ou seja, relagbes filogenéticas) de um grupo de organismos é
denominado filogenia.

Estima-se que a biodiversidade total da Terra seja de 10 milhdes de espécies.
Desde o inicio da taxonomia, entretanto, apenas cerca de 15% da diversidade de
espécies de animais e vegetais foram descritas (Figura 1), constatacdo que ficou
conhecida como impedimento taxondmico (Solé-Cava, 2008). A identificagdo de
espécies por meio desta abordagem, para ser empregada como rotina, apresenta algumas
limitacdes significativas:

1. Tanto a plasticidade fenotipica quanto a variabilidade genética nos caracteres
empregados para o0 reconhecimento de espécies podem levar a uma identificacdo
incorreta da espécie,

2. Omisséo de taxa cripticos morfologicamente, os quais s&0 comuns em varios
grupos,

3. Chaves morfoldgicas frequentemente sdo eficientes somente para um estagio
do ciclo de vida e assim muitos individuos ndo podem ser identificados,

4. O uso de chaves de identificagdo muitas vezes demanda a necessidade de

recorrer a especialistas para ndo comprometer a identificagéo e



5. Falta de estimulos ao trabalho dos taxonomistas.

A limitacdo herdada no sistema de identificacdo baseada na morfologia e a
escassez de taxonomistas especializados resultaram na baixa taxa de identificagdo de
espécies animais e vegetais até 0 momento. Dessa maneira, 0 ritmo de descoberta e
descrico de espécies é lento diante da velocidade da taxa de extingdo. Portanto, é
provavel que muitas desaparecam sem terem sido conhecidas.

Known Biodiversity Estimated Biodiversity

Approximately 1.7 miflion named 10 million species
species of plants and animais.
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Figura 1. Biodiversidade conhecida e estimada.

A fim de tentar resolver o problema do impedimento taxondmico, Hebert et al.,
em 2003, propuseram o programa Consortium for the Barcodes of Life (CBoL), que
pretende padronizar e automatizar a identificagdo e descricdo de toda biodiversidade
apenas com uma sequéncia de DNA, utilizada de forma semelhante aos codigos de
barras, sendo por isso denominada de DNA barcode. Para identificar correta e
rapidamente as espécies de animais, foram selecionados cerca de 700 pares de bases
(pb) do gene mitocondrial citocromo c oxidase I, COI, cuja sequéncia completa tem
aproximadamente 1.545 pb (Figura 2). Para plantas, os marcadores do cloroplasto, rbcL
(rubisco large subunit) e matK, tém sido delimitados como regido padréo para cddigo

de barras.
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Figura 2. DNA mitocondrial, evidenciando a
regido do gene citocromo c oxidase I, COI.

DNA barcode

O DNA barcode é uma sequéncia curta de DNA, facilmente identificada, e
caracteristica de cada espécie. A regido do gene que est4 sendo usada por quase todos 0s
grupos de animais € de 648 pb do gene mitocondrial citocromo c oxidase I, COI
(Figura 2), e esta se mostrando altamente eficaz na identificacdo de aves, insetos,
peixes, e outros grupos de animais. A vantagem de usar COI é que a regido é curta o
suficiente para ser sequenciada de forma rapida e barata e ainda longa o suficiente para
identificar variacdes entre as espécies.

De acordo com o International Barcode of Life Project, iBOL

(http://ibol.org/about-us/what-is-dna-barcoding/), DNA barcodes foi criado para chamar

a atencdo da comunidade cientifica, quando em 2003 o grupo de pesquisa de Paul
Hebert da Universidade de Guelph publicou o artigo cientifico “Biological
identifications through DNA barcodes”. Neste artigo, eles propuseram um novo
sistema de identificagdo e descobrimento de espécies utilizando um pequeno trecho de
DNA de uma regido padronizada do genoma. Essa sequéncia de DNA pode ser usada
para identificar diferentes espécies, da mesma maneira que um scanner de supermercado
usa as listras pretas do codigo de barras UPC (Universal Product Code) para identificar
suas compras (Figura 3). O cddigo de barras emprega 10 numeros alternados em 11
posicOes para gerar 100 bilhdes de identificadores Unicos. No caso do DNA barcodes,
pode haver até quatro possibilidades de nucleotideos (adenina, timina, citosina e

guanina) em cada posi¢cdo, mas com uma cadeia de sitios muito mais longa que 11



posicoes. Por exemplo, a combinacgdo de apenas 15 dessas posicdes criaria um bilhdo de
codigos unicos, um nimero muito maior do que o de espécies conhecidas (Hebert et al.,
2003).
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Figura 3. Analogia entre 0 DNA barcodes e o cédigo de barras
convencional.

Para armazenar essa enorme quantidade de sequéncias do DNA barcodes para
todas as espécies existentes, foi criado o BOLD, The DNA Barcode of Life Data

System (http://www.boldsystems.org/). Nesse banco de dados, estdo incluidas outras

informacdes além da sequéncia do DNA barcodes, como: fotos do espécime (voucher),
local de coleta, dados taxondmicos e informacdes moleculares (eletroferogramas e
primers utilizados).

A identificacdo das espécies, no BOLD, é realizada por meio de comparacGes de
uma sequéncia de interesse com sequéncias previamente depositadas no banco. Essa
comparacdo é feita por métodos de distancia genética, segundo o modelo padrdo de
substituicdo molecular Kimura-2-parametros, K2P (Kimura, 1980), sugerido por
Hebert et al. (2003), uma vez que essa medida de distancia é a mais eficaz quando
distancias genéticas sdo baixas. Em seguida, uma arvore neighbor-joining (NJ) é
construida com as 100 sequéncias mais similares & sequéncia de interesse. O
procedimento NJ foi considerado como método padréo de inferéncias filogenéticas nos
estudos de DNA barcodes (Hebert et al., 2003) devido sua alta eficiéncia e rapidez em
analises de espécies em larga escala (Kumar e Gadagkar, 2000). Finalmente, a espécie é
atribuida aquela cuja sequéncia barcodes se mostrou mais similar. De acordo com dados
publicados, a identificagdo de espécies de insetos, aves e mamiferos apenas pode ser
aceita se houver similaridade com alguma sequéncia armazenada no BOLD maior do

que 97%, 98% e 98%, respectivamente. Em outras palavras, caso a diferencga seja maior



que 3% ou 2%, ndo é possivel identificar a amostra e seria necessério realizar analises
mais detalhadas (Rubinoff, 2006).

Um critério adotado pelo BOLD para a delimitacdo de espécies se baseia em
valores limites para as divergéncias nucleotidicas intra e interespecificas. Um dos
limites é de 3% (valor estabelecido para insetos), em que valores de divergéncia intra-
especifica abaixo deste limite determinam uma Unica espécie e valores de divergéncia
interespecificas acima, apontam para diferentes espécies. O outro limite, que surge
como uma atualizagdo do primeiro, sugere que a média da divergéncia nucleotidica
entre espécies pertencentes ao mesmo género deve ser 10 vezes superior a media da
divergéncia intra-especifica encontrada para as mesmas espécies. A observacdo destes
critérios permite, assim, determinar se estamos perante a mesma espécie ou espécies

diferentes

Caracteristicas da regido barcodes:
— Flanqueada por sequéncias nucleotidicas semelhantes em todas as
espécies,
— Fécil isolamento e seqiienciamento,
— Baixa variabilidade intra-especifica (todos os individuos de uma espécie
apresentam sequéncias idénticas/ semelhantes de DNA),
— Elevados niveis de variacdo ENTRE espécies,

— Pequena o suficiente para ser seqiienciada rapida e economicamente.

Aplicacbes do DNA barcodes
— Ferramenta para identificagdo de espécies:
= vetores de doencas, pestes agricolas, espécies invasoras (organismos
perigoso)
» indicadores ambientais, espécies protegidas (espécies ameacadas)
= usando exemplares pequenos, danificados, conteldos estomacais,
amostras fecais (identificacdo de espécie derivada de amostras ndo-

reconheciveis)

— Ferramenta para complementar estudos filogenéticos:

» Identificagfo taxondmica em nivel de espécies

— Ferramenta para melhorar a taxonomia em nivel especifico:



» associagdo de todos os estagios da histéria de vida, géneros
(determinacdo da espécie que deu origem a alguma larva especifica;
inclusdo ou ndo de espécimes similares morfologicamente em uma

mesma espécie; identificagdo de organismos dimorficos)

— Ferramenta de triagem para sinalizar potenciais novas espécies:
= espécies cripticas

= espécies ainda ndo descritas

— Ferramenta para conservagao, biosseguranca e biopirataria:
= preservacdo da biodiversidade global
» identificacdo de espécies invasoras ou introduzidas

= deteccdo de fraudes alimentares

LimitacOes/ Desvantagens do DNA barcodes

Apesar de ser uma abordagem que promete identificar rapida e eficientemente
todas as espécies, o DNA barcodes apresenta algumas limitagcbes que devem ser
consideradas. A primeira delas baseia-se no fato de ser uma metodologia que utiliza
apenas um marcador molecular para classificar e identificar os organismos, deixando de
lado a taxonomia tradicional. Alguns pesquisadores alertam para o fato de que o gene
COlI pode ndo ser informativo o suficiente para descrever toda a diversidade bioldgica.
Isso ocorre porque o DNA mitocondrial apresenta algumas caracteristicas que
restringem a possibilidade de realizar inferéncias sobre o limite entre as espécies, como
a heranca materna, retencdo de polimorfismo ancestral (subestimagdo do nimero de
espécies), heterolpasmia e copias nucleares do gene COI (superestimagdo do nimero de
espécies). Em alguns casos, portanto, seria necessario incluir o estudo de um marcador
nuclear.

Outra limitagdo da técnica recai em alguns grupos animais que apresentam baixa
diversidade na sequéncia de DNA, ou seja, mais de uma espécie compartilha a mesma
sequéncia nucleotidica, provavelmente devido a divergéncia entre as espécies ter
ocorrido a relativamente pouco tempo. No entanto, diversos estudos realizados
sugeriram que o barcodes é capaz de identificar inequivocamente a maioria das espécies
animais. Apenas aproximadamente 2-5% das espécies reconhecidas apresentam
sequéncias barcodes compartilhadas ou sobrepostas com outras espécies proximamente

relacionadas.



O principal pressuposto para a efetividade do DNA barcodes é de que as
divergéncias intra-especificas sempre sejam menores que as interespecificas, 0 que se
chama de barcoding gap. Existem casos, no entanto, em que pode ocorrer sobreposicao
nos niveis de variacdo intra e interespecificos de alguns tdxons, o que atrapalha a

identificacdo de um organismo pertencente a esse grupo (Figura 4).
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Figura 4. Esquema do barcoding gap. A distribuicdo da variagdo intra-especifica € mostrada em
vermelho e da interespecifica, em amarelo. (A) Mundo ideal para DNA barcodes, com distribui¢des
discretas e sem sobreposicdo. (B) Uma versdo alternativa com significante sobreposicdo, sem gap.
(Fonte: Meyer e Paulay, 2005).

DNA barcoding compreende uma regido pequena e altamente variavel do
genoma mitocondrial, denominada de COI ou citocromo c oxidase 1. Com milhares de
copias por celula, essa sequéncia mitocondrial pode ser rapidamente amplificada por
PCR (Polymerase Chain Reaction, Reacdo em Cadeia da Polimerase) até mesmo de
espécimes muito pequenos ou degradados. Primeiramente, uma amostra do tecido
animal deve ser coletada, tomando o cuidado para preservar o espécime sempre que
possivel e anotando a localizagdo geogréafica do local de sua coleta. Um inseto inteiro ou
uma amostra de musculo sdo fontes adequadas. Em seguida, o DNA é extraido da
amostra de tecido do animal, e a por¢do barcodes do gene COI é amplificada por PCR
com primers especificos. A sequéncia amplificada é entdo seqiienciada em sequienciador
automatico em uma ou em ambas as direcdes. As sequéncias resultantes sdo utilizadas
em busca em bancos de dados de DNA. Uma estreita correspondéncia entre duas
sequéncias identifica rapidamente uma espécie que ja esta representada no banco de
dados (Figura 5).
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Figura 5. Procedimentos de analise do DNA barcodes.

A seguir, serdo apresentados o0s métodos e protocolos utilizados

laboratorialmente na obtencdo e analise de sequéncias barcodes.

Metodologia experimental

1. Extracdo de DNA de insetos (Bombyx mori)

Identificar no tubo a espécie/raca e sua humeragao.

Macerar a mariposa em nitrogénio liquido (marca de 250 uL — tubos de 2 mL);
Adicionar de 500 pL a 750 uL de tamp&o de extracao;

Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante (~ 750 pl) para novos tubos;

o g A~ W D oE

Adicionar ao sobrenadante 750 uL de tampdo para proteinase K e 1,5 uL de

proteinase K;

~

Incubar as amostras a 37°C por 3 horas ou a 60°C por 1 hora (com agitacéo);
8. Separar as amostras em dois tubos;

9. Acrescentar a cada tubo 750 pL de cloroférmio (ou 0 mesmo volume);
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Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante para novo tubo e adicionar 350 uL de fenol e 350uL de
cloroférmio (1 fenol:1 cloroférmio);

Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante para novo tubo (1,5 mL) para precipitacéo;

Para precipitar: usar NaCl 5 M ( [final] = 0,2 M) e etanol 100% (2x volume) ou
isopropanol (0,7x volume).

Obs: Nesta fase, se tiver pouco sobrenadante, usar etanol no dobro do volume. Se
tiver mais que 500 pL de sobrenadante, usar isopropanol

Fechar os tubos presos em um barbante e mergulha-los em nitrogénio liquido durante
30 segundos;

Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante;

Lavar o pellet com etanol 70% ou 80% (=~ 70 a 100 uL);

Colocar os tubos para secar;

Ressuspender o pellet em TE 1X + RNAse;

Purificacdo do DNA

Obs: completar o volume com TE para 200 pL antes de iniciar a purificagéo.
Adicionar 1 fenol :1 cloroférmio: 100 pL de fenol e 100 pL de cloroférmio;
Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante para novo tubo e adicionar cloroférmio no mesmo volume
(200 pL);

Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Transferir o sobrenadante para novo tubo e precipitar com NaCl 5 M (14 uL) e
etanol 100% (2x volume) ou ISOPROPANOL (0,7x volume);

Mergulhar as amostras em nitrogénio liquido durante 30 segundos;

Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante;

Lavar com etanol 70% e deixar secar;

Ressuspender o pellet com TE 1X (autoclavado 2x de 45’ e filtrado);

Manter as amostras em freezer.



A. Tampao de extragao

Solugdes [inicial] [final]
200 pL de Tris-HCI pH 7,5 1M 10 mM
240 pL de NaCl 5M 60mM
400 uL de EDTA pH 8,0 05M 10 mM
6.250 pL de sacarose 16% 5%
24 uL de espermidina 125mM 0,15mM
60 uL de espermina 50mM 0,15mM

Completar volume com &gua mili-Q para 20 mL

B. Tampéo para proteinase K

Solugdes [inicial] [final]
4.000 pL de Tris-HCI pH 9,0 1M 02 M
1.200 uL de EDTA pH 8,0 05M 30 mM
2.000 puL de SDS 20% 2%
6.250 pL de sacarose 16% 5%

Completar volume com &gua mili-Q para 20 mL

2. Amplificacdo do DNA gendmico por PCR (Reacdo em cadeia da

polimerase)

Introducéo

Em 1985, foi descrita a metodologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR,
de polymerase chain reaction). Seu idealizador, Kary Mullis, recebeu, por isso, o
Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1993. A PCR permite a produgéo de grandes
quantidades de um determinado segmento de DNA in vitro a partir de uma pequena
quantidade de DNA-molde, evitando assim a necessidade de introdugéo (clonagem) do

DNA de interesse em bactérias.

Objetivo: amplificar a regido barcodes do gene mitocondrial COI, por meio de PCR.

10



Material:

* Oligonucleotideos (primers) especificos (5 mM)

* DNA-molde (DNA de Bombyx mori) contendo o alvo
» dNTPs (desoxirribonucleotideos): dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (1 mM)
» Tampéo para Tag DNA-polimerase (10X)

» Tag DNA-polimerase (1 U/ul)
* MgCl; (50 mM)

Os iniciadores ou primers sdo oligonucleotideos complementares a sequéncias

do DNA. Nesse caso, serdo utilizados primers descritos por Hebert et al. (2004) que

flanqueiam a regido padréo do barcodes (Figura 1). O segmento de DNA amplificado

inclui a seqliéncia nucleotidica situada entre dois primers de aproximadamente 650 pb.

LepF1: 5'-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3'
LepR1: 5-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3'

A temperatura de anelamento dos iniciadores ao DNA-molde na PCR ¢é definida

com base na Tm. Geralmente, ela deve ser de cerca de 20 a 25°C abaixo da Tm dos

iniciadores.

Estimativa da Tm de iniciadores

A seguinte formula pode ser utilizada para estimar a temperatura média de fuséo (Tm)
de um iniciador: Tm (°C) =4 x(G+C)+2x (A +T)

Procedimentos:

1. Pipetar as seguintes solugdes em um tubo de centrifuga de 0,5 mL:

Quantidades para uma reagéo:
Agua miliQ
Tampéo (10X)*
dNTPs (1 mM)
Primer LepF1 (5 mM)
Primer LepR1 (5 mM)
MgCl; (50 mM)
Tag DNA-polimerase (1 U/pl)

8,25 uL
1,5 uL
0,5 pL
0,5 uL
0,5 uL
0,75 pL
15puL
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DNA molde (60 ng/ul) 1.5 ul
Volume final 15 uL

*20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, estabilizantes,
da marca Invitrogen.

Nota: Uma unidade enziméatica da DNA-polimerase é definida como a quantidade de
enzima necesséria para catalisar a incorporacdo de 10 nmol de dNTP durante 30 min a
74°C.

2. Colocar a reagdo em um termociclador com a seguinte programacéo de ciclos de

temperatura:
Passo | Temperatura Tempo
1 94°C 1 min Temperatura Inicial/Denaturagcdo do DNA
2 94°C 40 seg Denaturagdo
3 60°C 40 seg Temperatura de Anelamento dos primers
4 72°C 1 min Extensdo ou Amplificagdo do DNA
) Voltar para o passo 2 - 35 X
6 72°C 30 min Extenséo Final
7 4°C indefinidamente | Armazenamento

3. Preparar 5 pL do produto da reagdo de PCR para eletroforese em gel de agarose.

4. Submeter as amostra a eletroforese em gel de agarose 1,5% .

3. Eletroforese em gel de agarose

Objetivo: preparar gel de agarose para analise de acidos nucléicos previamente

amplificados por PCR.

Materiais:

» TBE 5X (Composicao para 1 litro)
54 g de tris-HCI

27,5 g de acido bérico

12



20 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0

* Gel de agarose 1,5%, 100 mL
100 mL de TBE 1X

1,5 g agarose

* Brometo de etideo (1 mg/ml)

Usar 1uL para cada 10 mL de gel.

Cuidado! O brometo de etideo é mutagénico e cancerigeno. N&o tocar nos géis corados
com brometo de etideo sem a devida prote¢do. Use sempre luvas para manusear o frasco

e 0 gel com brometo de etideo.

* Transiluminador ultravioleta e mascaras de protecao

Procedimentos

» Preparacéao do gel:

Preparar a solucdo de agarose em frasco de Erlenmeyer e aquecé-la (até a fervura) em
forno de microondas até a sua completa solubilizagdo. O frasco deve ser agitado
freqlientemente para homogeneizagéo e para evitar transbordamento.

Apos a solubilizagdo, a solugdo de agarose deve ser resfriada por alguns minutos e a ela
devem ser adicionados solucdo de brometo de etidio (1 mg/ml). Depois disso, agitar a
solucdo e verté-la sobre uma placa-molde de gel com o pente j& montado. Aguardar a

polimerizacéo a temperatura ambiente.

» Preparacdo das amostras:

Em parafilme misturar 5 pl de cada amostra amplificada de DNA mais 3 pl de loading
buffer 6X.

« Eletroforese:

1. Colocar o gel de agarose na cuba de eletroforese e submergi-lo em TBE 1X.
2. Aplicar as amostras no gel com uma micropipeta
4. Submeter as amostras a eletroforese a uma voltagem de 100V, por aproximadamente

60 min.
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5. Visualizar as amostras de DNA resolvidas eletroforeticamente colocando o gel sobre
transluminador com iluminacdo ultravioleta (Cuidado! O ultravioleta pode causar
queimaduras e é mutagénico. Ndo visualizar os géis sem as devidas precaucbes de

seguranca).

@ Preparar gel de agarose semi-sélido com cubas para amostras de DNA.

=) Derramar agarose derretida
na superficie da placa com

o pente na posigao.
o PO Gel de agarose Rante

:> { ) — 05 mm

Placa de vidro

@ Remover o pente apts solidificagéo
da agarose e colocar o gel
na camara de eletroforese.

© Colocar as solugdes de
DNA nas cubas de gel.

Eletrodo de
fic de platina

Tampéo

@ Ligar fonte de energia e
comegcar a eletroforese.

eletrédio +

eletrédio
' /__. |

[ 4 L T

Ez /  Corante i I
Fonte de energia

4. Clonagem e transformacéao

© Remover o gel da camara,
corar com brometo de
etidio e fotografar
sob iluminagao UV,

Introducéo

A clonagem molecular é o processo de construcdo de moléculas de DNA
recombinantes e da sua propagacdo em hospedeiros apropriados que possibilitam a
selecdo do DNA recombinante. A clonagem molecular permite isolar e amplificar uma
sequéncia particular de DNA a partir de uma mistura complexa de fragmentos, porque
se formam moléculas de DNA recombinante independentes que replicam numerosas

vezes no hospedeiro.

Objetivo: aumentar a quantidade de DNA amplificado por PCR, no caso uma regido do

gene COl, para posterior seqlienciamento.

Materiais:
» Meio LB s6lido, 500 mL:
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5 g NaCl;

2,5 g Extrato de levedura;

5 g Triptona-bacto;

7,5 g Agar Select.
Diluir em 400mL de &gua destilada com agitador em um becker. Completar volume
para 500mL com agua destilada.
* Meio LB liquido, 250mL.:

2,5 g NaCl;
1,25 g Extrato de levedura;
2,5 g Triptona-bacto.

» Meio SEC:

1 mL de meio LB liquido
10 uL de MgCl> 1M
10 uL de MgS0O4 1M
100 pL de glicose 1M
* Meio LB solido para placa:

40 mL de meio LB solido
400 pL de ampicilina 5 mg/mL
80 uL de X-gal 20 mg/mL
20 pL de IPTG 20 mg/mL
Verter 20 mL em duas placas de Petri autoclavadas.

Procedimentos:
1. Ligacéo do produto de PCR ao vetor de clonagem pGEM:

* Kit: pPGEM®-T Easy Vector Systems, Promega.
5 uL de tampdo*

1 pL de ligase*

1 pL de vetor pGEM*
2pL do produto PCR
1pL de agua miliQ

2. Transformagc&o por choque térmico

- Descongelar bactérias competentes no gelo por 10 minutos;

- Colocar em um tubo 5pL da ligagdo em 50uL das bactérias. Misturar 2x com o
pipetador;

- Manter no gelo por 30 minutos (nesse tempo fazer o meio SEC)

- Efetuar choque térmico: 2 minutos a 42°C e em seguida 2 minutos no gelo;
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- Adicionar 450uL de meio SEC;

- Incubar durante 1 hora a 37°C sob leve agitacdo (70 rpm) (Nesse tempo derreter o LB
solido e preparar o meio solido para placa);

- Plaguear em placa de Petri contendo meio sélido e incubar a 37°C durante
aproximadamente 16 horas. Colocar 100 pL de cultura em cada placa contendo 20mL
de meio s6lido;

- Coletar coldnias brancas e transferi-las para tubos individuais contendo 5 mL de LB
liquido e 50 pL de ampicilina;

- Incubar a 37°C por 70 rpm durante aproximadamente 16 horas.

3. Preparacéo do DNA plasmidial por STET e CTAB
- Fazer conserva e estocar no freezer -80°C
Conserva: 850 uL da cultura + 150 pL de glicerol

- Centrifugar 1,5 mL da cultura por 2 min a 8.000 rpm. Descartar o0 sobrenadante.
Repetir o processo adicionando mais 1,5 mL da cultura no mesmo tubo;

- Ressuspender em 300 pL de STET no vortex;

- Adicionar 6 pL de lisozima (50 mg/mL) e incubar por 5 min a temperatura ambiente;

- Manter as amostras por 1 ¥2 min em 100°C;

- Centrifugar 10 min a 14.000 rpm;

- Transferir o sobrenadante para novo tubo;

- Adicionar 4 pL de CTAB 5%. Misturar gentilmente até que a solucdo fique turva.
Obs: deixar o CTAB 5% no banho-maria a 37°C por aproximadamente 10 min para
eliminar os cristais;

- Centrifugar 5 min a 14.000 rpm;

- Descartar o sobrenadante e deixar secar

- Ressuspender em 300 pL de NaCl 1,2M no vértex e aquecer a 37°C por 1 min;

- Precipitar o DNA com 750 pL de etanol absoluto;

- Centrifugar por 10 min a 14.000 rpm e descartar o sobrenadante;

- Lavar com 100 pL de etanol 70% gelado;

- Secar em temperatura ambiente

- Ressuspender em 100 pL de TE com RNase;

- Deixar por no minimo 1 hora ou ho maximo 2 horas;

- Aplicar as amostras em gel de agarose 0,7%.

16



5. Amplificacdo do DNA clonado por PCR

Procedimentos:
1. Amplificagdo por PCR:

Quantidades para uma reacao:

Agua miliQ 17,65 pL
Tampéo (10X)* 2,5 uL
dNTPs (1 mM) 0,8 uL
Primer M13F (10 mM) 0,8 uL
Primer M13R (10 mM) 0,8 uL
MgCl, (50 mM) 1,25 uL
Tag DNA-polimerase (1 U/pl) 0,2 uL
DNA molde (60 ng/ul) 1,0 uL
Volume final 25 uL

2. Termociclador:

Passo | Temperatura Tempo
1 94°C 4 min
2 94°C 30 seg
3 55°C 30 seg
4 72°C 1 min
) Voltar para o passo 2 - 25 X
6 72°C 10 min
7 4°C indefinidamente

6. Purificacdo do produto de PCR por PEG (Polietilenoglicol)

Objetivo: retirar impurezas, como excesso de primers e dNTPs, da rea¢éo de PCR para

posterior uso em sequenciamento de DNA.
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Materiais:
* PEG, 50 mL:
- 10 g de polietilenoglicol 8.000 (MW=6.000 a 8.000) (20% PEG)
- 7,3 gde NaCl (NaCl 2,5 M)
- Agua Milli-Q para 45 mL
Misturar e deixar o PEG entrar na solu¢éo.PEG leva 20 min para entrar na solugéo.
Apo6s 0s 20 min, complete com &gua para 50 mL.

Filtrar com filtros 0,2 um

* Etanol 80% (Merck)

Procedimentos:

(Obs: considerando um volume de 25 pL de produto de PCR)

1. Verifique a qualidade do produto de PCR em gel de agarose;

2. Adicione 25 pL de solugdo de PEG (PEG 20% NaCl 2,5 M) em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL;

3. Transfira o produto de PCR para os tubos contendo PEG e misture muito bem com o

pipetador;

4. Incube a 37°C por 15 minutos.

5. Centrifugue a 12.000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. Coloque os tubos
fechados com a alca da tampa voltada para a parte externa do rotor (assim vocé sabera
onde sedimentard o pellet j& que ndo seré possivel vé-lo) ;

6. Retire o sobrenadante SUAVEMENTE com o auxilio de um micropipetador P200 e
descarte-o;

7. Adicione 40 pL de etanol (Merck) 80% gelado. Centrifugue por 2 minutos a 12.000
rpm;

8. Retire o sobrenadante SUAVEMENTE com o auxilio de um micropipetador P200 e
descarte-o;

9. Repita 0s passos 7 e 8.

10. Deixe evaporar o etanol residual utilizando o banho seco, estufa ou deixe sobre a
bancada. N&o deve existir nenhum trago (visivel ou cheiro) de etanol;

11. Ressuspenda o pellet entre 5 e 15 pl* de 4gua Milli-Q. Pipete varias vezes!!!

*0 volume de &gua dependera da concentragdo inicial do PCR;

12. Quantifique o produto purificado em gel de agarose (1-2ul da amostra).
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7. Sequenciamento

Introducéo

Sequenciamento de fragmentos de genes permite a avaliagdo direta de
polimorfismos de DNA, fornecendo o melhor tipo de dado para inferéncias filogenéticas
e determinacdo de relacOes de parentesco entre individuos e populacbes. Basicamente,
dois métodos tém sido utilizados para determinar a seqiiéncia de nucleotideos de DNA:
1) o método de degradacdo quimica de DNA, desenvolvido por Maxam e Gilbert e 2) o
meétodo enzimatico de Sanger ou de terminacdo da cadeia com didesoxirribonucleosideo
trifosfato. Embora o primeiro método tenha tido ampla aplicacdo inicialmente, o
segundo tem sido o mais utilizado atualmente.

Ambos os procedimentos de sequenciamento de DNA dependem da produgéo de
uma populacdo de fragmentos de DNA que tenham uma ponta em comum (todos
comecam exatamente no mesmo nucleotideo) e terminem em todas as posices
possiveis (cada nucleotideo consecutivo) na outra ponta. Esses fragmentos sdo entdo
separados com base no tamanho por eletroforese em gel. Nos dois casos, quatro reagdes
bioquimicas separadas sdo feitas simultaneamente, cada uma gerando um conjunto de

fragmentos que terminam em uma das quatro bases (A, G, C ou T) no DNA.
Método de Maxam e Gilbert ou Método Quimico

Criado por Allan Maxam e Walter Gilbert, esse método envolve a degradaco
quimica do DNA, marcado em uma extremidade, de forma que uma populagdo de
fragmentos é gerada e analisada em gel de poliacrilamida.

As pontas 5’ do DNA s&o marcadas com **P, o DNA é clivado, os fragmentos
sdo isolados pelo tamanho, e entdo o duplex de DNA é separado, com um filamento
especifico sendo descartado, para produzir uma populacdo de filamentos idénticos
marcados em uma ponta. A mistura é entdo dividida em quatro amostras, sendo cada
uma delas submetida a um reagente quimico diferente que destr6i uma ou duas bases
especificas. Os quatro reagentes destroem (1) s6 G, (2) Ae G, (3) T e C, ou (4) apenas
C. A perda de uma base torna a sequéncia agucar-fosfato da cadeia de DNA mais
sensivel a quebrar nesse ponto. As condi¢cbes dos tratamentos quimicos para

modificagdes das bases e clivagem séo feitos das seguintes formas:
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(1) Para G, um tratamento com dimetil sulfato metila o nitrogénio 7 da guanina,
que se abre entre os carbonos 8 e 9. Um tratamento com piperidina remove a base
modificada;

(2) Para G+A, um tratamento com &cido formico enfraquece as ligagdes
glicosidicas. Protonando os nitrogénios dos anéis de purina. Esses séo, entéo, removidos
com piperidina;

(3) Para T+C, um tratamento om hidrazina cliva os anéis de timina e citosina.
Um tratamento com pipeidina remove as bases modificadas;

(4) Para C, hidrazina, na presenca de NaCl, faz com que sé a citosina seja
modificada e possa ser deslocada por tratamento com piperidina

A concentracéo do reagente é ajustada, de modo que apenas cerca de 1 em 50
bases-alvo sdo destruidas. Isso significa que dentro de uma determinada amostra em
alguns filamentos apenas um nucleotideo serd destruido. Para tais filamentos, os
comprimetos dos fragmentos serdo determinados pela distancia da ponta 5’ marcada até
0 nucleotideo em particular que foi perdido na sequéncia. Como este é um evento
aleatorio em cada um dos agentes destruidores de base, cada ocorréncia dessa base em
particular ira produzir um fragmento marcado de tamanho distinto. Quando esses
pedacos sdo separados em colunas diferentes de um gel de poliacrilamida, de acordo
com o tipo de reagente no qual estavam, eles sdo dispostos por ordem de comprimento,
e a base destruida em cada sitio pode ser determinada notando-se em que coluna(s) a
banda aparece. Portanto, a sequéncia de bases no filamento pode ser lida com facilidade

pelo padréo de bandas no gel (Figura 1).

20



WM Sample DNA

o Preparation of homogeneous
single-strand DNA

AGC

o Addition of *?P as 5’ phosphate

"ATTGACTTAGCC

o Cleavage at specific nucleotides

G reaction |A reaction, | T reaction, |C reaction
with some |with some
G cleavage | C cleavage
(underlined)| (underlined)

v
"ATTGACTTAGCC “ATTGACTTAGCC ATTGACTTAGCC *ATTGACTTAGCC

ATTGACTTA ATTGACTTA ATTGACTTAGC *ATTGACTTAGC
ATT “ATTGACTT ATTGACTTAG “ATTGACTTAG
"ATTG ATTGACT “ATTGA
| ATT ATTGAC

ATTGA

AT

A
E " o Electrophoresis
ragmen ;

length o Fladioaultography

Vifisia (bases)

. B 13
oligonucleotide —~ 1=
iz

10

@

8 e ] A

(SR AT . N

e Read
sequence

Figura 1. Sequenciamento pelo método de Maxam-Gilbert.

Método de Sanger ou Método Enzimatico

O método de sequienciamento mais usado hoje em dia foi desenvolvido por Fred
Sanger, e utiliza a sintese de DNA in vitro na presenga de nucleotideos radioativos e
finalizadores especificos de cadeia para gerar quatro populacbes de fragmentos
marcados radioativamente que terminam em As, Gs, Cs e Ts. Os finalizadores de cadeia
mais frequentemente usados no procedimento de seqlienciamento S840 0S
didesoxirribonucleosideo trifosfatos (ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP). Os
didesoxirribonucleosideo trifosfatos ndo apresentam a hidroxila no carbono 3’ (Fig. 4).
Os respectivos trifosfatos de nucleotideos de didesoxi (ddNTPs) podem ser
incorporados a uma cadeia em crescimento, mas terminam a sintese, pois ndo tem a 3’-

hidroxila necesséaria para se ligar ao trifosfato do nucleotideo seguinte. Lembre-se que
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as DNA polimerases necessitam de uma ponta 3’-OH livre para fazer o elongamento da
nova fita de DNA. Se um didesoxirribonucleotideo é adicionado a extremidade de uma
cadeia, ele ird bloquear a extensdo desta cadeia devido a falta de 3’-OH. Usando
ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP como finalizadores de cadeia em quatro reacdes
separadas de sintese de DNA, podem ser geradas quatro populacfes de fragmentos, e
cada populacédo conterd cadeias que terminam na mesma base (A, G, Cou T)

Em uma reacdo, a proporcdo de dNTP:ddNTP é mantida em aproximadamente
100:1. Em qualquer um dos tubos, serdo produzidos varios comprimentos de cadeia,
cada um correspondendo ao ponto no qual o ddNTP respectivo do tubo foi incorporado,
terminando o crescimento da cadeia.

O DNA a ser seqlienciado é hibridizado com um primer. A fita complementar ¢é
sintetizada na presenga dos quatro desoxirribonucleosideos normais (dATP, dGTP,
dCTP e dTTP), mais um unico tipo de didesoxirribonucleosideo (ddATP, ddGTP,
ddCTP ou ddTTP), o qual ndo possui a 3’-hidroxila, e de DNA polimerase. A nova fita
de DNA sintetizada ¢ marcada radioativamente ou por marcacdo da extremidade do
primer ou por incorporagdo de um desoxirribonucleosideo marcado durante a sintese.
Quatro reacgdes separadas sdo feitas, uma para cada didesoxirribonucleosideo trifosfato.

Apbs os fragmentos de DNA gerados nas quatro reagdes paralelas serem
liberados dos filamentos-molde por desnaturacdo na presenca de formamida, eles
podem ser separados por eletroforese em gel de poliacrilamida e suas posi¢es no gel
podem ser detectadas por auto-radiografia. Lendo a escada produzida pela auto-
radiografia dos géis de poliacrilamida, pode-se determinar a sequéncia completa de

nucleotideos de uma cadeia de DNA (Figura 2).
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Sequenciamento automatico

Hoje em dia, todo seqiienciamento de DNA em larga escala é feito por méaquinas
de sequenciamento automatizado de DNA que usam o procedimento de finalizacdo de
cadeia didesoxi descrito anteriormente, mas com algumas modificagdes: (1) uso de
corantes fluorescentes no lugar de is6topos radioativos para detectar cadeias de DNA;
(2) a separacéo dos produtos de todas as quatro reagOes didesoxi de finalizagdo de
cadeia por eletroforese em um unico gel ou tubo capilar; (3) uso de fotocélulas para
detectar a fluorescéncia dos corantes & medida que eles passam através do gel ou do
tubo capilar; e (4) a transferéncia direta da saida da fotocélula para um computador, que
analisa automaticamente, registra e imprime os resultados.

Os sequlienciadores de DNA analisam automaticamente as fitas de DNA que sé&o
marcadas com qualquer um dos quatro didesoxirribonucleosideos terminadores (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP) marcados com compostos fluorescentes, que séo usados para
identificar cada uma das posicoes dos diferentes nucleotideos na cadeia. Utilizando-se
terminadores marcados, uma Unica reacdo € realizada e aplicada em um gel (placa ou
capilar). Os fragmentos de DNA marcados sdo separados em gel de acordo com o
tamanho. Um feixe de laser rastreia o gel, excitando os marcadores, que emitem luz em
um comprimento de onda especifico, de acordo com o corante utilizado. A luz é
coletada e o padréo de espectro analisado com ajuda de programas que permitem gerar
as sequéncias de DNA.

Um corante fluorescente diferente é usado para marcar os produtos de cada uma
das quatro reagBes de seqlienciamento com término de cadeia por didesoxi. Como
resultado os produtos das quatro reagBes podem ser distinguidos por sua fluorescéncia a
medida que passam por um gel ou por um tubo capilar. Os corantes fluorescentes
podem ser acoplados aos primers ou diretamente aos didesoxirribonucleosideos

trifosfatos.

Objetivo: determinar a sequéncia de DNA da regido barcode por meio de seqtienciador

automatico.

Procedimentos:
1. Preparar reacdo de seqlienciamento:

4 uL do mix (DYEnamic ET Dye Terminator, MegaBace, GE Healthcare)
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1 uL do primer M13F ou M13R
5 uL do produto de PCR (DNA) purificado com PEG

2. Colocar os tubos contendo as amostras em termociclador programado para a seguinte

ciclagem:

Passo Temperatura Tempo
1 95°C 30 seg
2 55°C 15 seg
3 60°C 1 min
4 Voltar para o passo 1 — 25 X
5 4°C indeterminado

8. Purificacdo da reacdo de sequenciamento

Objetivo: purificar as reagdes de seqlienciamento, de modo a ficarem livres de primers

e dNTPs, para serem lidas em seqlienciador automatico

Procedimento:

1. Em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL) adicionar:

© 00 N o O B~ DN

10 pL da amostra de DNA amplificada para o sequenciamento,
10 uL de &gua Milli-Q

2 uL de acetato de am6nio 7,5 M

55 uL de etanol 100% (Merck; gelado)

. Misturar por inverséo 15X ;

. Deixar em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente e no escuro;
. Centrifugar a 12.000 RPM por 20 minutos a 4°C.

. Descartar sobrenadante VAGAROSAMENTE em papel;

. Adicionar 150 pL de etanol 70% (gelado);

. Centrifugar a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C;

. Descartar sobrenadante;

. Repetir os passos 6, 7 e 8;
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10. Secar em temperatura ambiente no escuro;

11. Adicionar 10 uL de agua Milli-Q;

12. Transferir o DNA para placa de seqlienciamento;

13. Guardar em freezer -20°C até o momento do seqlienciamento.

14. Sequenciar em sequenciador automatico MegaBace

9. Analise das sequéncias nucleotidicas e bioinforméatica

Introducéo
O seqlienciamento nos fornece a sequéncia de bases nucleotidicas de uma
determinada regido do genoma que esta sendo estudada. No entanto, para manipular e

analisar estas sequéncias faz-se necessério o uso de ferramentas da bioinformatica.

Procedimentos:

1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST é provavelmente a ferramenta computacional mais utilizada em biologia
molecular e bioinformatica. Tem a funcdo de buscar seqiiéncias armazenadas nos
bancos de dados pela similaridade entre a estrutura priméria da seqliéncia query e as
seqiiéncias armazenadas no banco.

E uma ferramenta online, disponibilizada no site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/.

Para nucleotideos, a opg¢do “nucleotide blast” (blastn) busca uma sequéncia
nucleotidica no banco de dados com base na seqiiéncia query, O programa libera
resultados com representacdo gréafica dos alinhamentos, suméario com uma descrigdo em
uma linha de cada hit bem como os alinhamentos com seus respectivos parametros

calculados.

2. Edicdo das sequéncias nucleotidicas
Nem sempre o sequencimento fornece sequéncias com 100% de confianca. Para
reparar erros advindos do seqiienciamento, recomenda-se fazer a edicdo dessas

sequéncias, o que compreende verificar o cromatograma gerado pelo sequenciador,
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buscando por picos duvidosos e com erros (N). O programa BioEdit é um editor de
seqiiéncias que roda em ambiente Windows e que pode ser utilizado para editar, alinhar
e manipular sequéncias. Pode ser obtido gratuitamente em
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html. Devido sua interface grafica, facilita a

edicdo manual das seqiiéncias.

3. Alinhamento de multiplas sequéncias
O alinhamento de trés ou mais sequéncias nucleotidicas pode ser realizado por
meio do programa ClustalWw, disponivel online em

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. E utilizado para identificar regides

conservadas e sitios polimarficos ao longo da sequéncia.

4. Andlises de distancia genética

Quando as sequéncias alinhadas sdo comparadas baseadas em modelos que
reflitam sua semelhanca, é possivel quantificar as diferencas entre elas por meio de
valores numeéricos. Baseado nesse principio, a distancia genética entre pares de
sequéncias pode ser estimada a fim de identificar as espécies, utilizando o modelo de
evolugéo de Kimura-2-parametros e o algoritmo de Neighbor-Joining.

Foi padronizado para estudos de DNA barcodes o emprego do modelo de
substituicdo molecular Kimura-2-parametros, K2P (Kimura, 1980). K2P é o melhor
modelo a ser adotado quando as distancias genéticas dos organismos em estudo s&o
baixas. Nesse modelo é considerada a razdo de transicOes e transversdes, levando em

conta o desvio na direcdo das substituicdes mais comuns, as transigdes.

5. Construcao da arvore filogenética

O procedimento Neighbor-Joining, NJ, foi considerado como método padréo de
inferéncias filogenéticas nos estudos de DNA barcodes (Hebert et al., 2003) devido sua
alta eficiéncia e rapidez em andlises de espécies em larga escala (Kumar e Gadagkar,
2000). A vantagem desse algoritmo é ndo assumir que a taxa de evolugdo entre as

sequéncias que compdem o conjunto de dados seja constante.
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Tanto para a obtencéo dos valores de distancia genética quanto para a construcgéo
da é&rvore filogenética Neighbor-Joining, utiliza-se o programa MEGA (Molecular

Evolutionary  Genetics _Analysis), o qual pode ser obtido em

http://www.megasoftware.net/.
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INTRODUCAO

Proteinas HMG (High Mobility Group)

As proteinas HMGs participam da estrutura e da plasticidade funcional da
cromatina, mas sua funcdo biol6gica em diferentes processos ainda ndo é bem
conhecida. Devido & importancia da participacéo dessas proteinas no desenvolvimento e
na tumorigénese, uma area ampla de investigacdo vem se fortalecendo na compreenséo
de suas interagdes no metabolismo celular (Hock et al., 2007).

As HMGs sdo agrupadas em uma superfamilia pela sua similaridade nas
propriedades fisicas e quimicas e porque todas agem como elementos estruturais que
afetam processos DNA dependentes na cromatina. Essa superfamilia é dividida em trés
familias: HMGN (anteriormente denominada HMG14-17), HMGA (anteriormente
denominada HMG Y/1) e HMGB (anteriormente denominada HMG1/2).

As HMGN tém a extremidade carboxiterminal &cida e motivos carregados
positivamente, 0s quais se ligam com os nucleossomos e provocam uma alteragdo tanto
da estrutura local quanto supra-molecular da fibra da cromatina. A familia. HMGA
abriga quatro membros (HMGA1, HMGA2; HMGAlc e HMGA2), que possuem
multiplos motivos de ligagdo ao DNA AT-hooks. A HMGB é constituida de trés
variantes (HMGB1; HMGB2 e HMGB3), as quais possuem dois motivos funcionais
HMG-box, os quais penetram no sulco menor do DNA e curvam a molécula. Os
segmentos caracterizados como HMG-box das HMGB também tem afinidade por
segmentos intrinsecamente curvos no DNA (DNA bent) (Ugrinova et al., 2007). As
caudas carboxi-terminal tanto da HMGA como HMGB séo capazes de interagir com

outras moléculas e estruturas ndo usuais do DNA.

3 A HMGAL1 possivelmente direciona o complexo de iniciacdo da

replicacdo em mamiferos, e a participacdo das HMGs na estruturaco de



sitios iniciadores da replicagdo ainda € um aspecto a ser explorado em diferentes

sistemas bioldgicos.

Proteina HMGB1

As proteinas HMGB1 sdo expressas nas células de todos os vertebrados, e também sdo
encontradas em bactérias, leveduras e plantas. Este grupo de proteinas, inicialmente foi
considerado como exclusivamente nuclear, no entanto, atualmente sabe-se que estas
proteinas sdo encontradas no citoplasma (como em células hepéticas e do sistema
nervoso) e em alguns casos também no ambiente extracelular.

Vérios processos biologicamente importantes estdo relacionados com as
proteinas HMGB1 (Tabela 1). Dentre eles, interacbes com a forma B do DNA,
interagdes com fatores de transcrigdo e formas alternativas do DNA (DNA supercoiled e
minicirculos) sdo apenas alguns exemplos de sitios de reconhecimento das HMGBL,
que apresentam maior ou menor afinidade por estas estruturas. Distor¢Oes diretas na
estrutura do DNA, por mecanismos de bending ou looping, o que altera a topologia do
DNA também sdo relatadas (Paull et al., 1993; Sheflin and Spaulding, 1989).

Tabela 1. Fungdes celulares conhecidas envolvendo a proteina HMGB1

. Controle do desenvolvimento

. Diferenciag&o celular

. Recrutamento de proteinas envolvidas na transcri¢éo

. Recrutamento de proteinas envolvidas na diferenciacéo

. Remodelamento dos nucleossomos

. Participacdo de morfogénese sexual

~N| o o B W N

. Mediadora na resposta inflamatéria

Recentemente alguns autores tém demonstrado a presen¢a das HMGB1 no meio
extracelular, e sua fungéo nestes processos extracelulares como uma citocina mediadora
de processos inflamatorios. Além disso, a administragdo de proteinas HMGB1 em
animais normais desencadeia respostas inflamatdrias classicas, como anorexia, perda de
peso, febre, lesdes pulmonares agudas, disfuncdo da barreira epitelial, arritmia e morte
(Yang et al., 2005). As proteinas HMGB1 possuem um par de motivos homologos de

ligacdo ao DNA chamados de HMG-boxes, A e B, encontrados em varias proteinas
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conhecidas como familia das proteinas HMG-box (Thomas e Travers, 2001). O dominio
HMG-box € especifico de células eucaritticas.

Tomando como base as caracteristicas de ligagdo ao DNA e a sequéncia
priméria da proteina, as proteinas HMG séo divididas em duas grandes subfamilias. A
primeira subfamilia inclui proteinas com vérias HMG-boxes, como por exemplo, as
HMG-1 e HMG-2, que apresentam afinidade inespecifica por DNA. A segunda
subfamilia € composta por proteinas com um Unico dominio HMG, e possuem a
capacidade de ligacdo sequéncia-especificas a variantes com 0 motivo consenso
(AIT)(AIT)CAAAG.

A estrutura geral das proteinas HMGB1, mostrando as duas HMG-boxes (A) e
(B) com afinidade a fragmentos de DNA e o dominio &cido C-terminal, com afinidade &

sequéncias de RNA é representado na Figura 1.

AA 9 85 88 162 186 216

N — HMG-Box A HMG-Box B (—Jcauda acidal— ¢’

Dominios de ligacao ao DNA

Figura 1. Modelo estrutural da proteina HMGB1. Adaptado de Yang et al. (2005).
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Figura 2. Estrutura geral da proteina HMGB1 de Mus musculus. (Kiefer, et
al., 2009; Kopp and Schwede, 2004.)

Phe37 : I

Figura 3. A esquerda estrutura da HMGB1-Box A, mostrando as hélices I-111
em vermelho. A direita estrutura da HMGB1-Box B (azul claro) ligada ao
DNA (azul escuro).
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ROTEIRO DE AULA PRATICA

1. Expressao Heterologa e Purificacdo da Proteina HMGB1

A proteina HMGB1 humana esta clonada no vetor de expressdo da QIAGEN
denominado pQE-80L. Este plasmideo foi desenvolvido especificamente para clonagem
e expressdo de proteinas utilizando como hospedeiro a bactéria Escherichia coli. A série
pQE-80L foi desenhada de forma a apresentar 6 residuos de histidina (6xHis-tagged) na
extremidade N-terminal da proteina produzida, o que torna possivel a purificagdo desta
proteina utilizando colunas de purificagdo preenchidas com uma resina de niquel. Além
do mais, a sintese da proteina é modulada com IPTG, o qual se liga no operador lac,

possibilitando o controle da transcrigdo do gene e producéo da proteina.

Xhol [0]
i) T5 promoter; lac operator
@ bla \ EcoRl
EIRBS I
Bgl (121}
5] *?' plaﬂhrlinkerf
T oxHis tag

O ori

Elements present in QlAexpress pQE Vectors

Element Description

[l COptimized promoter/operator  Consists of the phage T3 promoter and two iac operator sequences, which increase the probability of [ac repressor binding and
element ensure efficient repression of the powerful TS promoter

H Synthetic ribosomal binding Foar efficient translation
site RBSI

E] BxHis-tag coding sequence Either 5" or 3' to the polylinker cloning region

A Translational stop codons In all reading frames for convenient preparation of expression constructs

ETWO strong transcriptional tg from p_hage lambda, and T1from the rrn8 operon of E. coll, to prevent read-through transcription and ensure stahility of the
terminators expression construct

[ ColE origin of replication From pER322

beta-lactamase gene {Hia) Confers ampicillin resistance

Fonte: http://www.giagen.com/products/protein/expression/giaexpressexpressionsystem/cis-

repressedpgevector.aspx?ShowInfo=1
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Protocolo:
- Inocular uma colénia isolada em 10mL de LB AMP (100pg/mL), overnight & 37° C

sob agitacao.

No dia seguinte:

1. Inocular em 1L de meio LB AMP (100ug/mL) e crescer a 37° C sob agitagdo (~200
rpm) até D.O.g00nm £ 0,6

2. Induzir a suspensdo com 0.5mM IPTG (500uL IPTG 1M por litro) & 25° C por 5h;

3. Centrifugar 7700g (8000 RPM no rotor Sorvall SL-250T) por 10min, & 4° C;

4. Guardar o pellet no -80° C (pode ser no -20°C).

No dia seguinte:
1. Ressuspender cada litro de cultura em 30mL de Tampdo de Lise + PMSF
(Concentracéo final 1mM) + Benzamidina (Cf 0,5mM)

Tampéo de Lise: 50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
10 mM Imidazol
Ajustar para pH 8.0 com NaOH.

2. Adicionar Lisozima (Cf 1mg/mL) e incubar a mistura 1h a temperatura ambiente
(TA) sob leve agitagdo.

Obs.: alguns protocolos utilizam sonicagdo para lisar as células antes de
passarem pela coluna de afinidade.

3. Adicionar Triton X-100, DNase e RNase a mistura para uma concentragdo final de

1%, 5pg/mL e 5pg/mL, respectivamente.

Incubar a TA por 1h sob leve agitagao;

Centrifugar 12000RPM por 30 min. & 4°C.

Filtrar o sobrenadante clarificado (filtro 5,0uM).

Passar a mostra na coluna 1 ou 2 vezes.

© N o 0 B

Lavar com Tampdo de Lavagem (£30mL)
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Tampé&o de Lavagem: 50 mM NaH;PO4
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
Ajustar para pH 8.0 com NaOH.

9. Eluir em 2mL de Tampéo de Eluicéo e recolher 4 fragfes de 500pL;

Tampéo de Eluicdo: 50 mM NaH,PO4
300 mM NacCl
250 mM Imidazol
Ajustar para pH 8.0 com NaOH.

10. Correr um gel SDS-PAGE 8% para visualizar quais as fragdes mais ricas em
proteina 10 a 15pL de cada fracéo;
11. Juntar as fracBes mais ricas e trocar Tampé&o de Elui¢do por Tampdo de Diélise em

concentradores de amostra.

Tampdo de Didlise:  10mM Tris-HCI pH 7,6
50mM KClI
0,1mM EDTA pH 8,0
0,5mM DTT

12. Recolher as fracBes a partir dos concentradores e analisar através de dosagem

enzimética pelo método do BSA e anélise imunoldgica atraves de Western Blot.
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2. Eletroforese de Proteinas - SDS PAGE
2.1 Fundamentos da Eletroforese

Eletroforese pode ser definida como “o movimento de moléculas eletricamente
carregadas, pela aplicacdo de um campo elétrico, através de um suporte”. Como a
velocidade em que as moléculas se movem em um campo elétrico depende de suas
cargas, forma e tamanho, a eletroforese tem sido amplamente estudada como ferramenta
para separacdo molecular. Como ferramenta analitica, a eletroforese € simples e
relativamente rapida. E usada para analise, separacdo e purificacdo de moléculas
grandes como proteinas e &cidos nucléicos, mas também pode ser adaptada para a
separacdo de moléculas mais simples (desde que carregadas) como agucares simples,
aminodcidos, peptideos, nucleotideos e até mesmo ions. Métodos de deteccdo de alta
sensibilidade tém sido desenvolvidos para monitorar e analisar separagdes
eletroforéticas.

A eletroforese de macromoléculas normalmente é realizada aplicando-se uma
fina camada de amostra em uma solugéo estabilizada em uma matriz porosa. Sob a
influéncia de uma voltagem aplicada, os diferentes tipos de moléculas presentes em uma
amostra movem-se através da matriz com velocidades diferentes. Ao fim da separagéo,
as moléculas de tamanho diferentes sdo detectadas em diferentes posi¢es na matriz.
Diferentes tipos de matriz podem ser utilizados, desde papel, acetato de celulose, geéis
compostos por agarose ou poliacrilamida. Nos geéis de poliacrilamida e agarose, a matriz
pode ser tamanho-seletiva no processo de separagdo, controlando-se a concentragdo dos
componentes do gel. Ao final da separacéo, as bandas podem ser coradas com diferentes
tipos de produtos (Ex. Brometo de etideo para DNA, Coomassie Brillant Blue para
proteinas) visualizadas e escaneadas por diferentes processos. No SDS-PAGE, as
amostras de proteinas migram em uma condigdo desnaturante, pela acdo do SDS

(Dodecilsulfato de sédio) e outros componentes no sistema (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de montagem do cassete de transferéncia por Western Blotting. Adaptado do manual
de instrucdes do sistema Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio Rad).

2.2 Preparacgdo de Gel de Poliacrilamida — SDS PAGE para a separacéo de proteinas

A) Tampéo de corrida (tank buffer) (0.025 M Tris, 0.192 M Glicina, 0.1% SDS, pH 8.3,

10 litros).

B) Gel de Separacdo a 12 % (Resolving gel ) para 10 ml.
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componente Volume em ml

Agua dest. 3.3
30% sol. 4
Acrilamida/bisacrilamida

1.5M Tris (pH 8.8) Tampdo 2.5
inferior

10% SDS 0.1
10% Perssulfato de am6neo 0.1
TEMED 0.004

C) Gel de Empilhamento a 5 % (Stacking gel ) para 5 ml

componente Volume em ml
Agua dest. 3.4
30% sol. 0.83
Acrilamida/bisacrilamida
1.5M Tris (pH 8.8) Tampéo 0.63
inferior
10% SDS 0.05
10% Perssulfato de am6neo 0.05
TEMED 0.005

D) Preparo das amostras

Misturar as amostras protéicas com tampédo de amostra (q.s.p. 1X (loading buffer-
3X). Ferver as amostras por 5 minutos. Aplicar no gel seguindo a ordem estabelecida e
correr a eletroforese até as amostras passarem pelo gel de empilhamento (60 volts) e

depois aumentar a voltagem (100 volts) acompanhando a migragao.

3. Western blotting
3.1 Fundamentos do Western blotting

O Western Blotting localiza, com o uso de anticorpos especificos, proteinas que
foram previamente separadas atraves de eletroforese em gel (Figura 3). O blot utiliza
membranas, normalmente de nitrocelulose ou PVDF (polyvinylidene fluoride). O gel é

colocado em contato com a membrana e a aplicacdo de uma corrente elétrica forga as
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proteinas a se moverem do gel para a membrana e se aderirem a ela. A membrana entéo
é uma réplica do padrdo de proteinas no gel, e é subsequentemente corada com o
corante de Ponceau — S e incubada com anticorpos especificos que irdo se ligar a

proteina de interesse e localiza-la entre as demais proteinas.

SDS PAGE em gel de Transferéncia das proteinas Incubacdocom Deteccdo do anticerpo
paliacrilamida para membrana de anticorpo especifico & da proteina
nitrocelulose de interesse

Saro

Positivo Negative
r T 1
1 2 34 567 891011 12
200 =
134 — '

B — -

ane

ne__ .-_‘

Figura 3. Esquema geral do Western Blotting. Adaptado do manual de instrucdes do
sistema Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio Rad).

3.2 Procedimento (Prepare o tamp&o de transferéncia anteriormente e mantenha em
geladeira)

A) Tampéo de transferéncia para Western (submerso): (14.4 g glicina, 3 g Tris, 900 ml
de &gua destilada,100 ml metanol) - Metanol é muito toxico, use luvas durante o prepare

e manuseio. pH final: 8.3 Resfriar (4° C) antes de usar.

B) Montagem do sistema de transferéncia

1. Retire o (s) cassette (s) do mini-gel (placas e gel) do sistema Bio-Rad apés a
migracéo das proteinas na eletroforese.

2. Remova o (s) gel (is) das placa com cuidado pois as placas de vidro
(principalmente a placa fina) é muito fragil. Com auxilio da espatula verde de
plastico (Bio-Rad) remova o gel de empilhamento completamente. Lave o gel
com agua destilada para remover o excesso de SDS.

3. Coloque o gel de separagdo em tampéo de transferéncia por 15 minutos.
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4. Molhe a membrana de nitrocelulose com agua destilada estéril e coloque em
tampdo de transferéncia por 15 minutos. Coloque também os papéis de filtro
Whatman e esponjas espagadoras em tampé&o de transferéncia por 15 minutos.

5. Monte o cassete de transferéncia de acordo com a ordem abaixo, com todas as
partes previamente equilibradas em tampé&o de transferéncia por pelo menos 15
minutos.

6. Montar o sistema de acordo com a Figura 4 (Tenha certeza de que ndo ficaram
bolhas de ar entre o gel e a membrana, retirando as bolhas rolando a extremidade
de uma pipeta ou tubo de ensaio sobre a membrana):
Apdbs a montagem, coloque o cassete no sistema e coloque o sistema de resfriamento no
interior da cuba. Mantenha a cuba refrigerada durante o procedimento. Ligue o sistema
(70 volts) por 40 minutos depois aumente a voltagem (100 volts) por mais 20 minutos.

Verifique se h4 pequenas bolhas se formando nos eletrodos (eletrolise).

Ponceau-S stain

C) Coloracédo de Ponceau-S. (0.5% Ponceau S (w/v) 1% &cido acético (v/v). Complete
para 100 ml com &gua destilada). A coloragdo de Ponceau-S € importante por ser
temporaria, vocé poderd comparar sua membrana apds a deteccdo com anticorpos com a

coloracéo de Ponceau-S. Este corante pode ser re-utilizado varias vezes.
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Unidade de refrigeracéc

Cuba para tampéo

Figura 4. Esquema de montagem do cassete de transferéncia por Western Blotting. Adaptado

do manual de instrucdes do sistema Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio Rad).

1.
2.

Incube a membrana por 5 minutos no corante. Recupere o corante e guarde.
Descore a membrana em um recipiente com &gua destilada, troque a agua e
repita por 3X. (ou ate ficar completamente limpa).

Com o pissete, lave a membrana até que a mesma fique branca e as proteinas
sejam visiveis (lave dos dois lados). Corte a membrana do tamanho adequado,
deixando uma margem de 0,5 cm de todos os lados (a tesoura deve estar limpa,
manipular a membrana com luvas e pingas limpas).

Descore com mais &gua destilada para remover o corante residual.

Neste ponto, a membrana deve ser escaneada ou fotografada, para uso futuro em
analise de imunoblotting, ou desidratadas, envoltas em papel e armazenadas a

4°C para uso futuro.
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D) Analise em Immunoblotting — Detec¢do com ECP Plus Westwern Blotting reagents.

Antes de iniciar esta etapa do protocolo, incube a membrana em TBS-T até a remocéo

completa do Ponceau-S (normalmente 10 min. sdo suficientes)

1.

10.

Blogueie a membrana incubando em solucdo a 4% (w/v) de leite em po
desnatado (Molico) em TBS-T 0.1% (v/v) Tween 20 (TBS-T) for 1 hora a
temperatura ambiente.

Lave a membrana duas vezes com TBS-T (sem leite). (Enquanto é feita a
lavagem preparar o anticorpo primario).

Diluir o anticorpo priméario em TBS-T/leite (4%) . Diluicéo apropriada (1:2000).
Incubar a membrana em contato com a solugdo do anticorpo priméario em
saquinho pléastico vedado por 1 hora em temperatura ambiente (ou overnight a 3
~8 °C) sob agitacdo (a diluico do anticorpo primario pode ser diferente
dependendo do material).

Lavar a membrana 3 X, por 5 minutos com TBS-T. Nas lavagens usar ~(4
mL/cm2). Enquanto é feita a lavagem preparar anticorpo secundario.

Diluir o anticorpo secundario em TBS-T/leite (4%). Diluicdo apropriada
(1:10.000). Incubar com anticorpo secundério a temperatura ambiente por 1 hora
(a diluicéo do anticorpo primério pode ser diferente dependendo do material).
Lavar a membrana 3 X, por 5 minutos com TBS-T. Preparar a solugéo de
revelagdo (Misturar os reagentes A e B em uma relagéo de 40:1, por ex. 0,5 mL
da sol. A + 12.5 uL da sol. B, suficiente para duas membranas). Misturar os
reagentes imediatamente antes de sua utilizacéo, no escuro.

Coloque a membrana em uma placa de Petri limpa, com o lado das proteinas
para cima. Pipete a solugdo de revelacdo sobre a membrana e incline a placa em
Vvarios sentidos para que a solucdo cubra toda a superficie da membrana. Incube
a membrana na solugdo de revelagéo por 3 minutos, cobrindo a membrana com
papel aluminio para evitar a luz (ligar o Storm).

Com um pissete, lave a membrana abundantemente com agua destilada, usando
pressao para retirar a substancia de revelagéo.

Coloque a membrana entre duas folhas de plastico transparente apoiado em uma
superficie limpa, e com papel higiénico remova as bolhas de ar cuidadosamente.
Detectar no Storm (canal azul) ou nos dois canais (azul e vermelho, para
confirmagdo do padrdo se necessario) — lado das proteinas para baixo. Se a

imagem aparecer muito escura, repita os passos de lavagem da membrana com
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agua destilada e pissete, sempre trocando as folhas de pléstico para proteger a
membrana e realizando nova deteccéo, até que o “background” esteja claro e as

bandas sejam visiveis.
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ANALISE ESTRUTURAL IN SILICO

INTRODUCAO

Este estudo visa apresentar as bases de dados repositorias de estruturas
(primaria, terciaria e quaternaria) de proteinas de diversos organismos e, a partir delas,
demonstrar as ferramentas de bioinformatica mais comumente aplicadas ao estudo das
proteinas e, principalmente, como processar as informagdes fornecidas por tais
ferramentas.

Inicialmente iremos mostrar que a partir da sequencia de um gene, é possivel
predizer a sequencia de uma proteina e, a partir dela, chegar ao seu nivel de
enovelamento maximo. A partir da sequencia de aminodcidos, é possivel predizer
alguns parametros fisico-quimicos que predizem seu comportamento in vitro e assim,
facilitam o seu entendimento e comparagé&o.

Se esta proteina for de interesse da &rea medica, é possivel utilizar sua estrutura
para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas cronicas e
infecciosas, por meio de uma técnica chamada de varredura virtual ou “virtual
screening”.

Este material foi estruturado na forma de tutorial de forma a explorar algumas
das principais bases de dados repositorias de estruturas e as ferramentas de

bioinforméticas mais comumente utilizadas em protedmica.
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BASES DE DADOS (REPOSITORIO DE SEQUENCIAS)

1) Bancos de dados Primarios
Sao repositérios que armazenam informacgdes obtidas diretamente de
técnicas experimentais como sequenciamento, difracdo de raios-X, NMR. Seu
conteldo é submetido por pesquisadores (autores), 0s quais S0 responsaveis e
tem total controle sobre o conteido submetido.
Sao exemplos de bancos priméarios, o GenBank, PIR, EMBL, DDJB,
SNP, GEO, PDB.

2) Bancos de dados Secundarios

Sao repositorios construidos a partir do banco de dados primario. Seu
contedo e informacgBes sdo resultantes da analise e processamento dos
primarios. Seu contedo é controlado por curadores como o European
Bioinformatics Institute (EBI) e o Swiss Institute of Bioinformatics (SIB).

Sdo exemplos de bancos de dados secundérios: Refseq, RefSNP,
UniGene, NCBI Protein, Structure, Conserved Domain, SwissProt, Pfam,
etc.

EXERCICIOS:

1) Explorando os bancos de dados primarios. Acesse: http://pir.georgetown.edu/

PIR foi criado em 1984 pela Fundacgdo Nacional de Pesquisa Biomédica (NBRF)

- COHESRTILM MEMEER

FProtein Information Hesource
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Banco primario de seqiiéncias de proteinas.
The Protein Information Resource (PIR) é um sistema publico integrado de recursos

de bioinformatica para apoiar pesquisas em gendmica, protedmica, pesquisa em biologia

de sistemas e estudos cientificos

Sequéncias depositadas tém varias notagdes

A ConsoNUM mEmEER
Protein Information Resource

- s -
bioldgicas, como:

INTEGRATED PROTEIN INFORMATICS RESOURCE FOR

GENOMIC, PROTEOMIC AND SYSTEMS BIOLOGY RESEARCH

» A funcdo da proteina;

ﬁ SRR « Informagdes de homologia,

» Sequéncias relacionadas (features).

and relationships Uniarc proteins

. -5 &
* Browse PRO = Functional analysis and BioThesaurus
* Annotate with RACE-PRO _ * Bibliography mapping

*Sample PRO report* *Sample protein report™ *Sample Biblio. report™
d o SEEEEY am

O _OTHER RESOURCE P PEPTIDE SEARCH QT TExTsearcH ]
[ —— oATARASE: Praclass

Promove a notacéo funcional de proteinas.

1) Explorando os bancos de dados secundarios. Exemplos:
SWISS-PROT e TrEMBL

m e« SWISS-PROT foi criado em 1986

EMBL-EBI pelo Departamento de Bioguimica

Swiss Institute of
Bioinformatics

Médica da Universidade de
Genebra e EMBL.
TrEMBL
Su."sq;@ e Atualmente é mantido pelo Swiss
Institute of Bioinformatics (SIB) e
EBI/EMBL.

e Este banco mantém um alto nivel
de anotagdes, como a descrigéo e a
funcdo da proteina, estrutura dos
seus dominios, modificacbes pos-
traducdo, além de ter uma estrutura
que facilita 0 acesso
computacional a diferentes campos

de informagdes.
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Acesse: http://us.expasy.org/sprot/

e TrEMBL é um suplemento do SWISS-PROT que contém todas as traducgdes das

entradas de sequéncias codificantes de nucleotideos do EMBL.
» Asentradas do TrEMBL sdo menos extensivamente notadas do que aquelas do
SWISS-PROT, mas séo movidas para 0 SWISS-PROT assim que uma notagao

confidvel seja disponivel.

Acesse: http://www.expasy.org/
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EMBL/GenBank/DDBJ, Ensembl, other
sequence resources

E uma colaboragdo entre o Instituto Europeu de Bioinformatica (EBI), o
Instituto Suico de Bioinformaética (SIB) e o Protein Information Resource (PIR).

As bases de dados do UniProt sdo Knowledgebase UniProt (UniProtKB), o
UniProt Reference Clusters (UniRef), e 0 UniProt Achive (UniParc).

O banco de dados UniProt Metagenomic and Environmental Sequences
(UniMES) é um repositorio de dados desenvolvido especificamente para metagendémica
e dados ambientais.
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O National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi
fundado em 1988 e é parte da United States National Library of Medicine
(NLM), uma filial do National Institutes of Health (NIH) e est&
localizado em Bethesda, Maryland, USA
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Tutorial 1
Problematizacdo: Vocé sequenciou o gene de uma proteina a partir do cDNA. Agora

deseja descobrir a sequencia de aminoacidos desta proteina, sua funcdo e propriedades.

Ferramentas: Swiss tools / Translate
UniprotKB / Blast

Exerciciol:
1) Busque nas bases de dados UniprotKB e NCBI as seqiéncias da proteina human
HMGBL ou outras de seu interesse (Blast) (exemplos: HIV protease).
2) Copie e cole as sequéncias no formato FASTA usando o WordPad.
3) Alinhe as sequéncias usando o UniprotKB/Alignment
4) Explore as similaridades entre elas selecionando as propriedades dos

aminodcidos.

Tutorial 2. Explorando as ferramentas de bioinformatica proteomica do expasy.

Exercicio 2:
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Usando a ferramenta expasy/ProtParam, insira o cddigo da sequéncia da proteina
encontrada no SwissProt, ou copie e cole a sequencia da proteina encontrada no NCBI

(formato Fasta).

1) Analise os pardmetros fisico-quimicos encontrados e discuta com seus colegas o

significado de cada um deles.

Questdes aplicadas:

1) Considerando que
Abs = g.d.c

qual seria a concentragdo molar de uma solucéo estoque de HMGBL purificada?
Considere que 10 microlitros da solugdo estoque foram diluidos em 1000

microlitros de tampéo, cuja mistura forneceu uma Abs de 0,013.

2) Como a HMGBL estaria carregada em uma solucéo de pH 7,0?

Exercicio 3:

Objetivo: Identificar a familia, dominios e subdominios da proteina.

1) Usando a ferramenta expasy/InterPro Scan, insira a sequéncia da proteina de
interesse no formato Fasta.
2) Analise os parametros fornecidos e discuta com seus colegas o significado de

cada um deles a partir da probabilidade encontrada.

Exercicio 4:

Objetivo:Identificar a familia da proteina e seus sitios funcionais.
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) ExPASy - PROSITE - Mozilla Firefox
o

b slice | ] HotMail gratuito @ Sites Sugeridos

iprot orgfiobs /BAGC fasta ills EXPASY - PROSITE al

,Ei _ seanen| PROSITE | tor

ExPASy Proteomics Server

Swiss Institute of
Bioinformatics

Databases Tools Sewices Mirors About Contact
“ouare here: ExPASY CH > Databases » PROSITE

2 Home ScanProsite ProRule Documents Downloads Links Funding
prcSite
AN

» Database of protein domains, families and functional sites

PROSITE consists of documentation entries descrising protein domains, families and functional sites as well as associated patiems and profiles to identify them (More details | References / Disclaimer f Commercial users]
FROSITE is complemented by ProRule, 3 collection ofrules based on profiles and patterns, which increases the discriminatory power of profiles and patiems by providing addiional information about funetionally andior
structurally critical amino acids More details].

Release 20.67, of 05.0¢t-2010 (1598 documentation entries, 1308 patterns, 309 profiles and 898 ProRule)

PROSITE access
&g PDOC00022, PS50083, SH3, zinc finger

Browse:
« by documentation entry
O add wildcard ™

* by ProRule description
* by taxonomic scope
* by number of positive hit
PROSITE tools
Scan a sequence against PROSITE patterns and profiles - quick scan

* ScanProsite - advanced scan

(Cutput includs graphical visw and featura detection) « PRATT - allows to interactively generate conserved patterns from a series of
unaligned proteins.

+ MyDomains - Image Creator "

‘ E L B |[EL] [ Ot

- allows to generate custom domain figures.
Concluida
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1) Usando a ferramenta expasy/PROSITE, insira a seqiiéncia da proteina de
interesse no formato Fasta.

2) A qual familia pertence sua proteina?

Exercicio 5:

Objetivo: Identificar a localizagdo celular da proteina.

1) Usando as ferramentas expasy/PSORT (para bactérias e archaea) ou TargetP

(para outros organismos), insira a sequéncia da proteina de interesse no formato
Fasta.

2) Analise os parametros fornecidos e discuta com seus colegas o significado de
cada um deles.

Exercicio 6:

Obijetivo: Prever o padrdo de enovelamento (folding) da estrutura secundaria a partir da
seqliéncia de aminoacidos.

1) Usando as ferramentas expasy/GOR e expasy/Jpred insira a sequéncia da
proteina de

interesse no formato Fasta. Interprete os resultados.

2) Discuta como estes resultados poderiam ser utilizados na comparacdo de
estruturas.
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Exercicio 7:

Objetivo: Colorir a sequéncia de amino&cidos de acordo com seu interesse.

1) Usando as ferramentas expasy/Protein Colourer, insira a sequéncia da proteina
de interesse no formato Fasta e depois selecione os aminoacidos que deseja

colorir.

2) Qual a finalidade deste procedimento?
TU

2 BRENDA || &

The Comprehensive Enzyme Information System Bininformatics

BRENDA ¢ o principal banco de dados de dados funcionais de enzimas, disponivel
para a comunidade cientifica.

Possui um acervo com mais de 5.000 enzimas diferentes.

E mantido e desenvolvido pelo Instituto de Bioquimica e Bioinformatica da
Universidade Técnica de Braunschweig, na Alemanha.

E um repositério de dados sobre a fungio da enzima sfo extraidos diretamente da
literatura primaria por cientistas formados em Biologia ou Quimica.

As verificagOes de forma e consisténcia sdo feitas por programas de computador.
Cada conjunto de dados sobre uma enzima classificada é verificado manualmente por

pelo menos um biélogo e um quimico.

Acesse: http://www.brenda-enzymes.org
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Exercicio 8:

Q

T
Braunschweig
Dept. of
Bicinformatics

~

<

1) Buscar o E.C., 0 Ky, 0 pH 6timo e temperatura ideal da catalase bovina (Bos

taurus) e de fungo (Aspergillus. agaricus), na sua forma livre.

2) Busque estas informacdes para outras enzimas de seu interesse.

FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA NAO VINCULADAS A
REPOSITORIOS:

Acesse: http://www.cbs.dtu.dk/services/

O Center for Biological Sequence Analysis (CBS) na Universidade

ANA Técnica da Dinamarca foi fundado em 1993 e realiza pesquisas basicas

no campo da bioinformética e de sistemas bioldgicos.
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Conciuido

Exercicio 9:
Obijetivo: Predizer o Pepel celular, a Classe enzimatica e a Categoria ontologica do gene

a partir de uma sequiéncia de aminoacidos.

Método: Utilizar o CBS/ProtFun 2.2 server para produzir predi¢des ab initio da funcédo

da proteina a partir de sua sequencia.

1) Usando a ferramenta ProtFun, insira a sequéncia da proteina de interesse no
formato Fasta.

2) Analise os parametros fornecidos e discuta com seus colegas o significado de
cada um deles a partir da probabilidade encontrada.

Exercicio 10:
Objetivo: Utilizar a ferramenta CBS/TMHMM para predizer a posicdo da proteina em

relagdo a membrana.

Tutorial 2: Modelagem molecular por homologia.
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A modelagem de uma proteina (proteina-problema) pelo método da homologia
baseia-se no conceito de evolugcdo molecular. Isto é, parte-se do principio de que a
semelhanga entre as estruturas primérias desta proteina e de proteinas homdlogas de
estruturas tridimensionais conhecidas (proteinas-molde) implica em similaridade
estrutural entre elas. Os métodos correntes de modelagem de proteinas por homologia
implicam basicamente em quatro passos sucessivos (Santos Filho & Alencastro, 2003):

a) identificaco e selecdo de proteinas-molde;

b) alinhamento das sequéncias de residuos;

c) construcéo das coordenadas do modelo;

d) validagdo.

Exercicio 11:
Objetivo: Predizer a estrutura 3D de uma proteina a partir de sua sequencia de
amino4cidos.

1) Utilizando a ferramenta CBS/CPHmodels, insira a sequencia de aminoécidos da

proteina de seu interesse para ser modelada.
Protein structure from sequence: distance constraints
Exercicio 12: Validacdo do modelo:
Problematizacdo: O modelo gerado por homologia pode conter erros estereoquimicos,
e, portanto, precisa ser validado antes de ser analisado e utilizado em futuros estudos.
Objetivo: Utilizar os servidores de validagdo para checar a qualidade estereoquimica do
modelo:
Lista de servidores de validacéo:

http://xray.bmc.uu.se/fembo2001/modval/links.html

Acesse VADAR: http://redpoll.pharmacy.ualberta.ca/vadar/
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OUTROS REPOSITORIOS DE DADOS RELACIONADOS A PROTEOMICA:

BANCO DE DADOS DE ESTRUTURAS 3D

O Protein Data Bank (PDB) é o (nico repositorio de informagbes em todo o
mundo sobre as estruturas 3D de macromoléculas bioldgicas, incluindo as proteinas e

acidos nucléicos. A seguir, veremos um breve histérico desta importante base de dados:

1971 - Inicio do PDB no Brookhaven National Laboratory com 7 estruturas.
1998 — O Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) se tornou
responsavel pela manutenc¢édo do PDB.

2010 — o RCSB PDB é membro do wwPDB, um esforco colaborativo do PDBe (UK),

PDBj (Japéo), and BMRB (USA) para assegurar que o arquivo PDB seja global e
uniforme.

Este banco de ados, somente aceita depdsito de estruturas determinadas
experimentalmente por Cristalografia de raios-X, NMR ou Microscopia eletronica.

Acesse: http://www.pdb.org

) RCSB Protein Data Bank - Mozilla Firefox
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% Home Hide standards
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limitation, Viruses, with their tiny genomes, often contain genes that encode long
polyproteins, which are ther chopped into a bunch of functional pieces by enzymes. Inteins

% Deposition Hide

All Deposit Services
Electron Microscopy
w-ray | HMR
Validation Server
BioSync Beamline

Related Tools ‘;“ o are anather way that cells make several proteins from one gene,
- Full Article...
m Py Protein Structure Initiative Featured Molecule: ~

Concluida
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Exercicio 13:

Procure a estrutura de sua proteina (ou relacionadas) utilizando a ferramenta
Advanced Search, Macromolecule name (HMGB1) ou baixe uma estrutura pelo
identificador (pdbid): 1KD2 e 1HVC. Explore a estrutura utilizando o visualizador

Jmol.

BANCO DE DADOS DE PRODUTOS QUIMICOS (SMALL MOLECULES)

Na medida em que a estrutura de pequenas moléculas oriundas de metabolismo
secundario de plantas, animais e mocrorganismos ou até mesmo por meio de sintese
quimica vdo sendo encontrados e suas estruturas quimicas vao sendo definidas, elas sdo
depositadas em bases de dados especificas, e podem ser utilizadas para pesquisa de
novos farmacos com agdes bioldgicas sobre proteinas especificas. A ferramenta de
bioinformética relacionada a esta area da protedmica € chamada de varredura virtual
“virtual screening”.

Abaixo estd uma lista de alguns dos principais repositérios de pequenas

moléculas:

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Maybridge:  http://www.maybridge.com

National Cancer Institute: htc.wustl.edu/library/NCI/1400.html

MDL Mentor: http://mentor.library.wisc.edu/

Chemistry Library (UW-Madison): http://chemistry.library.wisc.edu/resources/

Exercicio 14:
Objetivo: Explorar a base de dados pubchem na procura de candidatos a inibidores da

HIV protease.

Inibidor mais conhecido: A79, A 76928 (CID 446148)

IUPAC: (2S)-N-[(2S,3S,4S,5S)-3,4-dihydroxy-5-[[(2S)-3-methyl-
2-[[methyl(pyridin-2-ylmethyl)carbamoyl]Jamino]butanoyl]amino]-
1,6-diphenylhexan-2-yl]-3-methyl-2-[[methyl(pyridin-

2-ylmethyl)carbamoyl]amino]butanamide
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Exercicios Aplicados:

Exercicio 15:

Vocé isolou uma proteina a partir de células em cultura infectadas com um retrovirus
desconhecido.

Ap0s o sequenciamento de aminoacidos, vocé obteve o seguinte resultado:

>NEWP
PQITLWQRPLVTIRIGGQLKEVLLDTGADDTVLEEMNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQYDQILI
E1CGHKAIGTVLVGPTPVNI IGRNLLTQIGCTLNFGGSSGPQITLWQRPLVTIKIGGQLKEALL
DTGADDTVLEEMSLPGRWKPKMIGGIGGFIKVRQYDQILIEICGHKVIGTVLVGPTPVNIIGRN
LLTQIGCTLNF

Obijetivos:
1) Descobrir se a proteina é do virus ou foi produzida pela célula em resposta a
infeccao.
2) Descobrir se a proteina é inédita (nova).
3) Decobrir qual a funcdo (familia) desta proteina.
4) Predizer sua estrutura terciaria/quaternaria por modelagem por homologia.

Métodos:

2) Descobrir se a proteina é inédita (nova).
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Ferramenta: Alinhamento Blast (expasy/UniprotKB)
3) Descobrir qual a funcéo (familia) desta proteina.

Ferramenta: Prot Fun (at CBS Prediction Server)

O output desta ferramenta ird sugerir se a proteina pertence ao virus ou a célula
hospedeira
4) Predizer sua estrutura terciéria por modelagem por homologia.

Ferramenta: CPHmodels (at CBS Prediction Server)

Salvar o resultado (query.pdb)

Observagdo: CPHmodels 3.0 € um servidor para modelagem de proteina por
homologia, porém, ndo é o ideal. O reconhecimento do alvo (template) é baseado
nos perfis de alinhamento, guiado pela predicdo de exposicdo de estrutura

terciaria.

5) Validagdo do modelo gerado.

Ferramenta: VADAR: http://redpoll.pharmacy.ualberta.ca/vadar/

TUTORIAL 3

Objetivo: Identificar possiveis Motivos (Motif) estruturais na proteina.

Ferramenta: Hyts Motif Scan

Faz varreduras nos bancos de dados de motivos

Acesse: http://myhits.isb-sib.ch/cqgi-bin/motif scan

TUTORIAL 4
Problematizacdo:Vocé descobriu que sua proteina foi produzida pelo virus. Agora
deseja descobrir se os inibidores de proteases antivirais podem ter alguma chance de se

ligar a esta proteina.

Objetivo: Fazer docagem “docking” da proteina modelada com as principais drogas

antivirais conhecidas.
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Método:

Ferramenta: Patchdock server (at http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/ )
Inputs:

Receptor: query.pdb  Ligand: ligand.pdb

Docking — Ferramenta de “Drug discovery”
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/

{2 PatchDock Server: An Automatic Server for Molecular Docking - Windows Internet Explorer

] tau.acd v [Bl[4][x] e |[2]-

Arquive  Editar  Exibit  Favoritos  Ferramertas  Ajuda

n - . = : _—
T Favortos [P patchDock Server: An Automatic Server for Molecular ... fi v E) [ - Pégna - Seguranca - Ferramentas - @)~

PATCHDOCKE # I -

Molecular Docking Algorithm Based on Shape Complementarity Principles
[About PatchDock] [Web Server] [Download] [Help] [FAQ] [References]

~

Type PDB codes of receptor and ligand molecules or upload files in PDB format

(PDB:chainld e.g. 2kai:AB) or upload file: [ [ Procwar. |
(PDB:chainld e.g. 2kai:I) or upload file: I:l

(the results are sent to this address)

Receptor Molecule:
Ligand Molecule:

e-mail address:

iHHH

Clustering RMSD:
Complex Type: Enzyme-inhibitor v Be sure to give receptor and ligand in the corresponding order!

Advanced Options:
[Show][Hide]

FireDock - Fast Interaction Refinement in Molecular Docking

€ Internet i - Hmio0% <

Os resultados s&o enviados por e-mail

OBS: Os resultados mais provaveis sao apresentados em ordem de melhor ajuste

Visualizacdo de macromoléculas em 3D:

Utilizar o Jmol para visualizar as estruturas

Download at: http://jmol.sourceforge.net/download/
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FUNGOS E CONTROLE DA POLUICAO AMBIENTAL

Jaqueline da Silva Coelho-Moreira
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INTRODUCAO

As moléculas orgéanicas de dificil degradacdo, denominadas “recalcitrantes”,
podem ser de origem natural, sintetizadas pelo metabolismo dos organismos, ou
sintética, produzidas por inddstrias e estranhas ao ambiente e, por esta razdo, sdo
denominadas “xenobidticas” (do grego xenos = estrangeiro). Desde o inicio do século
XX, moléculas xenobio6ticas vém sendo lancadas no ambiente e compreendem varios
tipos de compostos oriundos principalmente de atividades industriais e da agricultura,
como por exemplo, agrotoxicos, corantes, farmacos, polimeros e plasticos. Muitos dos
xenobidticos e/ou seus produtos de degradagdo representam potenciais ameagas aos
organismos vivos, podendo provocar desde sérias intoxicacOes até efeitos mutagénicos
em diversos organismos da comunidade bioldgica afetando a estrutura e funcionamento
do ecossistema, além da satde humana. Por estas razdes, hd um crescente interesse em
desenvolverem novas tecnologias para descontaminar ambientes poluidos por
xenobidticos.

Este mini-curso ird abordar o0s processos biolégicos de descontaminagdo
ambiental baseados na utilizacdo de fungos filamentosos, uma tecnologia conhecida
como biorremediacdo.

Visto que, as atividades industriais e a agricultura sdo as principais fontes
poluidoras do ambiente e que as classes de moléculas xenobidticas sdo inimeras, 0
nosso mini-curso tem como foco duas classes de compostos amplamente utilizados

nestas atividades, os corantes e os agrotoxicos da classe dos herbicidas.
Corantes

Os corantes sintéticos sao muito utilizados em diversos tipos de industrias, como
a téxtil, farmacéutica, alimenticia, cosméticos, papel, entre outras.
Aproximadamente 10.000 tipos de corantes e pigmentos séo utilizados nas

indUstrias e mais de 7x10° toneladas de corantes sintéticos sdo produzidos anualmente



no mundo. Em 1996 a produg&o mundial de corantes foi de 8x10° toneladas (Heinfling
et al., 1998).

A principal caracteristica dos efluentes gerados nas industrias téxteis é presenca
de uma &gua residual contendo elevada carga organica, cor acentuada e compostos
toxicos (figura 1), a0 homem e ao meio ambiente (Paschoal e Tremiliosi-Filho, 2005).

De acordo com a estrutura dos corantes e 0 seu potencial toxico, genotdxicos e
mutagénico, a maioria deles representam um perigo para todas as formas de vidas,
podendo afetar varios Orgdos e sistemas dos animais, causar reagOes alérgicas,
dermatoses, além de propriedades carcinogénicas e mutagénicas que sdo atribuidas

principalmente aos corantes com ligagdes azo ou nitro-amino, 0s quais podem causar

tumores de figado e bexiga de animais em experimentos.

T L A R
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Figura. 1: Empresa téxtil despejando efluente no ribeirdo Jacaré em éarea rural de
Itatiba-SP (2007). Foto Gustavo Franco

Herbicidas

Desde 2008, o Brasil ocupa 0 posto de maior consumidor de agrotoxicos do
mundo. O consumo destes compostos vem crescendo a cada ano; em 2011 houve um
crescimento de 10% em relagdo ao ano anterior. As vendas foram impulsionadas
principalmente pelas culturas de soja, cana, milho, algodao, café e pastagem (Sindag,
2012).

63



Atualmente, os agrotéxicos da classe dos herbicidas estdo entre 0s mais
utilizados, juntamente com os inseticidas e fungicidas (figura 2).

| FHerbicidas WFungicidas  Inseticidas  WAcaricidas M Outros |

147 334

3.455

2750

Figura 2. Estimativa do mercado de agrotdxicos acumulado
em 2011 (Milhdes R$). Fonte: Sindag, 2012.

Descontaminacdo do ambiente

Apesar da grande diversidade de substancias quimicas lancadas no ambiente, existe
uma atenuacdo natural da poluicdo em locais contaminados. Na verdade, VArios
processos quimicos, fisicos e bioldgicos podem ocorrer para evitar o acumulo de
poluentes no ambiente. Estes processos incluem a volatilizagdo, oxida¢do abiotica,
hidrélise e biodegradacdo por microrganismos nativos (Gianfreda & Rao, 2004). No
entanto, dependendo da estrutura quimica da molécula, do modo e quantidade correta de
aplicacdo e das caracteristicas gerais do ambiente, ocorre o acumulo a indices

considerados toxicos (Chowdhury et al. 2008).

Compostos quimicos poluentes podem ser eliminados do ambiente por incineragéo,
lavagem dos solos e outras técnicas convencionais. Contudo, estes métodos apresentam
altos custos e impactos negativos sobre o ambiente. A biorremediacdo mostra-se como
uma alternativa competitiva, pois, 0 uso de sistemas bioldgicos pode apresentar baixo

custo e minimo impacto ambiental em relagdo aos processos convencionais.
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Biodegradagéo e Biossorgao

7

A biorremediagdo é uma tecnologia alternativa de tratamento de locais
contaminados com xenobi6ticos e baseia-se no uso de sistemas bioldgicos, como
bactérias, fungos e enzimas, na degradacéo de poluentes ambientais. Por ser uma forma
natural de degradacdo de compostos quimicos, promove um tratamento adequado,
sendo de baixo custo e de minimo impacto ambiental em relacdo as técnicas

convencionais de remediagao.

Os corantes e herbicidas, de uma forma geral, apresentam uma estrutura
complexa, quimicamente e fotoliticamente estvel e resistente aos processos de
degradacdo naturais. No caso dos corantes, mesmo em com baixas concentragdes, 0s
efluentes gerados apresentam altas quantidades de compostos organicos e coloragdo
intensa na agua.

O ideal é que os produtos da biodegradacéo tenha estrutura menos recalcitrantes
em relacdo a molécula original ou na mineralizagdo (conversdo total dos compostos
organicos) do xenobidtico, produzindo compostos quimicos simples como: CO,, H,0,
NHs, SO, PO, (Gaylarde et al., 2005).

Nas Ultimas décadas, a possibilidade de utilizar fungos basidiomicetos em
estratégias de biorremediacdo tem obtido éxito nas pesquisas devido a habilidade destes
fungos de degradar uma grande variedade de poluentes ambientais altamente
persistentes por meios inespecificos. Dentre os basidiomicetos mais utilizados estdo 0s
que causam a podrid&o branca da madeira.

Como um dos processos de biorremediagdo, a biossor¢cdo desempenha uma
significante funcdo na remocédo de xenobioticos de 4guas contaminadas. A biossorcéo €
um processo fisico-quimico que envolve a adsor¢do de um composto quimico na
superficie celular de um material biolégico que pode estar vivo ou morto (fungos,
bactérias e algas). Os principais atrativos da biossorcdo sdo a alta seletividade e
eficiéncia, baixo custo e bom desempenho de remocéo (Aksu, 2005). Outro processo
comumente utilizado é a bioacumulacdo, baseado na incorporagdo do composto dentro

da célula viva.
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Biorremediacéo por fungos da podriddo branca da madeira (White rot fungi)

Os fungos sdo importantes componentes da microbiota e apresentam atividade
degradativa de amplo espectro, podendo secretar grande diversidade de enzimas
extracelulares, o que os torna capazes de metabolizar os mais diversos tipos de
moléculas, incluindo compostos xenobidticos. Em seu ambiente natural, os fungos
degradam polimeros contidos na madeira como a celulose, hemicelulose e lignina, a
partir dos quais obtém energia para seu crescimento e reproducdo. Os fungos da
podridao branca (figura 3) sdo o0s Unicos microrganismos capazes de degradar todos 0s

polimeros da madeira, incluindo a lignina.

IS | o

Figura 3: Trametes villosa (Sw.) Kreisel (Foto: A. M. Gugliotta).
Fonte:http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br

A lignina é um polimero aromético e heterogéneo que fornece resisténcia ao tecido
vegetal (figura 4). Sua complexa e irregular estrutura quimica faz da lignina muito
resistente ao ataque de enzimas, sendo impossivel sua absorcdo e degradagdo por

mecanismos intracelulares. Por isso, os fungos da podriddo branca da madeira
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desenvolveram mecanismos muito inespecificos, baseados em enzimas extracelulares,

para a degradacdo da lignina.
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Figura. 4: Estrutura quimica da lignina

Foi com o entendimento do sistema enzimatico de degradacédo da lignina por fungos
da podriddo branca que se propds que 0s mesmos poderiam ser utilizados na degradagao
de poluentes ambientais. Esta capacidade deve-se a semelhanca entre as estruturas da

lignina e alguns compostos organicos sintéticos (Figura 5).
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Figura 5: Comparacdo entre a estrutura quimica da lignina e de alguns compostos xenobio6ticos.
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As enzimas microbianas mais importantes nos processos de biorremediagéo séo a
lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase (Lac). A natureza
inespecifica do processo de degradacdo permite que essas enzimas sejam utilizadas na

degradacdo ou mineralizagdo de compostos com alta persisténcia.

Entre os fungos filamentosos, Phanerochaete chrysosporium tornou-se um sistema
modelo para o estudo da degradacdo de xenobidticos sendo conhecida sua capacidade
de degradar muitas classes de compostos, inclusive pesticidas, tais como bentazon,
diuron, isoproturon e isoxaflutol (Castillo et al. 2000, Castillo et al. 2001, Fratila-
apachitei et al. 1999, Mougin et al. 2000). O sucesso desta espécie de basidiomiceto tem
estimulado estudos sobre outros fungos ligninoliticos com potencial para a
biorremediacdo. E o caso de Pleurotus pulmonarius, Coriolus versicolor e Tremetes
versicolor (Masaphy et al. 1996, Hiratsuka et al. 2001, Uhnakova et al. 2009). Grande
parte dos estudos aponta as enzimas ligninoliticas extracelulares como principais

responsaveis pelos processos degradativos de moléculas poluentes.

Isolamento de microrganismos a partir do solo

O isolamento de microorganismos permite o estudo detalhado de suas vias
metabolicas, enzimas e produtos intermedidrios. E o isolamento permite detectar que
tipo de degradacdo estd ocorrendo no ambiente (catabdlica ou cometabdlica) (Melo e
Azevedo, 1997).

Na mineralizagdo, a biomassa da populacdo aumenta as custas do substrato e
este diminui de concentracdo. Neste caso, as moléculas sdo quebradas em moléculas
inorganicas, tais como CO,, CO, H,0, NHj3, H,S e HCI. Sendo este, portanto, o Gnico
meio de se eliminar totalmente o composto xenobiodtico do ambiente.

No caso do cometabolismo, ndo ha dispéndio de energia. Neste caso, 0

crescimento microbiano requer a presenca de um substrato secundério como fonte de
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carbono e energia, podendo transformar a molécula sem retirar dela a energia para o seu
desenvolvimento.

As populacdes degradadoras de pesticidas representam uma pequena fracdo da
parcela total de microorganismos. Eles podem ser isolados de solos, 4guas, sedimentos e
areas contaminadas com pesticidas, ou ainda, pode-se recorrer a reas agricolas com
histdrico de aplicacéo de pesticidas.

Um caminho mais rapido e direto é realizar o isolamento seletivo de um
determinado grupo de microorganismos previamente testados como eficientes agentes
degradadores.

A comunidade microbiana, o nimero e o tipo de microorganismos encontrados
sdo definidos pelas particularidades do reservatério do qual foram isolados, o solo. As
influéncias mais comuns & atividade microbiana sdo: a localizacdo geogréfica, a
temperatura, umidade, pH e aeracdo do solo, logo, também afetam diretamente na
degradacéo de pesticidas no solo.

A procura de microorganismos degradadores de xenobidticos pode estar
direcionada as areas de aplicabilidade de pesticidas e o insucesso deste isolamento pode
estar relacionado a recalcitrancia da molécula em estudo, dificultando a sua degradac&o.

Quando o objetivo da coleta é somente o isolamento de microorganismos Uteis
com potencial de degradacdo, geralmente, procede-se a coleta diretamente da &rea de
estudo, coletando-se pequenas sub-amostras e homogeneizando-as, para posterior
analise. Deve-se observar também no ato da coleta informacdes adicionais do local, tais
como: o tipo e o horizonte do solo para referéncias futuras.

Do mesmo modo, o transporte e 0 armazenamento do material devem ser feitos
com cuidado para que a populacdo microbiana ndo se altere. O ideal seria que as
condi¢des da amostra fossem mantidas em laboratério nas mesmas do ambiente, mas
como isso é improvavel, recomenda-se proceder ao isolamento imediatamente apos a
coleta ou poucos dias ap6s, sendo que o ideal € que as andlises sejam feitas em até 6
horas apds a coleta.

Recomenda-se coletar as amostras nos cinco primeiros centimetros do solo, pois
é nessa profundidade que a maioria dos microorganismos habita. Se na area amostrada
ndo se encontrar um grande nimero de microorganismos, pode-se recorrer ao
isolamento a partir de solo rizosférico ou raizes.

Técnicas de enriquecimento do solo e suplementacdo do meio de cultura com o

pesticida em estudo tem a vantagem de estimular os microorganismos com potencial de
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utilizagcdo do composto, como fonte de nutrientes, com vantagem seletiva em detrimento
a0s outros microorganismos que abundam naquele solo.

Um problema que surge no enriquecimento de solos é a toxicidade,
insolubilidade em agua, volatilidade das substancias xenobioticas. Os meios de cultura
para isolamento geralmente s&o compostos de uma solugdo de sais minerais
suplementada com o composto xenobidtico em estudo, que é usado como fonte de
carbono. Um diagndstico rapido para identificar biodegradadores é observar a mudanga
de coloragdo do meio de cultura ou halo de degradagdo ao redor das col6nias, em funcéo
do uso de indicadores &cido-base.

Um exemplo ilustrativo é o herbicida 2,4-D, usando-se o indicador vermelho de
bromocrezol em um meio de sais minerais com 2,4D como Unica fonte de carbono e
extrato de levedura como fator de crescimento. A oxidagdo microbiana do 2,4D resulta
na produgdo de HCI, mudando a cor do meio de vermelho (pH 7,0) para amarelo (pH
5,2).

Inicialmente, quando os microorganismos sdo expostos a um determinado
xenobidtico, geralmente hd um periodo inicial de adaptacdo onde nenhuma mudanga é
observada. E essa fase de adaptacdo finaliza quando o inicio da biodegradagdo é

detectado.
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INTRODUCAO

A biomassa lignoceluldsica constitui a maior fonte de carboidratos poliméricos
naturais do mundo que, ap6s hidrolise a agucares monoméricos, podem ser fermentados
para producdo de importantes produtos, incluindo o bioetanol. Entretanto, tanto a
hidrdlise quimica quanto a enziméatica dos polissacarideos é altamente problemaética,
tendo em vista que na natureza os carboidratos poliméricos estdo intrinsecamente
unidos a lignina, um polimero fendlico altamente recalcitrante. A lignina é de dificil
degradacdo porque é um polimero tridimensional interconectado através de diversas
ligacbes carbono-carbono e outras ligagdes que ndo sdo hidrolisdveis em condigdes
bioldgicas. A remogdo da lignina tem sido considerada um pré-requisito para uma
utilizagdo eficiente dos carboidratos dos materiais lignocelulsicos (BORTOLAZZO,
2011; SMITH et al., 1987).

Diversas estratégias para a conversdo de materiais lignocelulésicos em aglcares
fermentesciveis tém sido demonstradas em escala laboratorial e piloto. O conceito geral
envolve pré-tratar a matéria bruta para, entdo, submeté-la a hidrolise enzimética. Pré-
tratamentos fisico-quimicos tais como tratamentos &cidos e alcalinos e a exploséo a
vapor sdo bastante conhecidos para melhorar a conversdo da biomassa celulésica em
aclcares monoméricos. Entretanto, estes tratamentos requerem grande quantidade de
energia e frequentemente geram produtos toxicos, tornando-os invidveis
economicamente e ambientalmente indesejaveis. Pré-tratamentos brandos e
ambientalmente adequados com baixa ou nenhuma produgdo de poluentes séo

desejaveis e tém sido objeto de varios estudos. Dentro deste conceito, encaixam-se 0s



pré-tratamentos biolégicos dos materiais lignoceluldsicos. Tais tratamentos exploram a
habilidade de certos microrganismos em degradar a parede celular das plantas
(CANILHA et al., 2009; AGUIAR & FERRAZ, 2011).

Os fungos filamentosos estéo entre os organismos mais utilizados na producéao
de enzimas com interesse biotecnoldgico. Estas enzimas sdo amplamente utilizadas nas
indUstrias farmacéuticas, de alimentos, de papel, téxtil, na producdo de etanol, etc. No
processamento do &lcool, os fungos e suas enzimas podem ser inseridos nos processos
de pré-tratamento bioldgico e de sacarificagdo enzimatica da celulose e hemicelulose
(CONCEICAO et al., 2005).

Os basidiomicetos causadores da podriddo branca da madeira sdo considerados
0S organismos mais aptos para degradar a lignina, por produzirem um sistema
enzimatico extracelular ndo especifico consistindo em enzimas oxidativas,
especialmente as lacases e as peroxidases (lignina peroxidase e manganés peroxidase),
além da producéo de enzimas como as feruloil esterases, que removem fendlicos ligados
aos carboidratos (AGUIAR & FERRAZ, 2011).

Dentro deste contexto, o bioetanol ou etanol de segunda geragdo (produzido a
partir da biomassa lignoceluldsica) vem sendo mundialmente considerado uma
importante alternativa ao uso da gasolina. O potencial da transformagéo de componentes
da biomassa em acucares baseia-se na hidrélise enzimética completa da celulose
visando a producéo de etanol. A hidrélise enzimatica ocorre atraves da acdo de enzimas
celuloliticas na biomassa. As enzimas celuloliticas sdo produzidas por diferentes
microrganismos, sendo fungos filamentosos os mais eficientes produtores. Assim, 0
desenvolvimento de tecnologias que permitem produzir etanol a partir de residuos
agroindustriais lignocelulésicos podera diminuir o problema do seu descarte na
indstria, tornando o residuo comercial (SOCCOL et al., 2011; CANILHA et al., 2009).

ESTRUTURA E COMPOSICAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignoceluldsica é uma mistura complexa de polimeros naturais de
carboidratos conhecidos como celulose, hemicelulose, além de lignina e pequenas
quantidades de outras substancias, como extrativos e cinzas. Estes materiais
lignoceluldsicos representam a fragdo mais expressiva da biomassa vegetal e a maior
fonte de compostos orgéanicos da biosfera. Estas fragbes perfazem mais de 90% da

massa seca total e, em nosso planeta, varios componentes da biomassa estdo disponiveis
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para a conversdo em bioprodutos. Dentre estes podem ser inclusos partes da planta
(semente, caule), constituintes da planta (lipideos, proteinas, fibras, etc.), bioprodutos
processados, material de origem marinha, residuo industrial, etc. (SMITH et al., 1987,
CANILHA et al., 2009).

A celulose € o componente mais abundante nos materiais lignoceluldsicos e
corresponde cerca de 50% da massa seca total. Trata-se de um polimero linear,
possuindo porcbes amorfas e cristalinas, formado exclusivamente por moléculas de
anidro-glicose unidas por ligagdes B-(1,4)-glicosidicas (FENGEL & WEGENER, 1989;
HENRIKSSON & LENNHOLM, 2009; CASTRO & PEREIRA, 2010) (Fig. 1). A
estrutura linear, conferida pela configuracdo das ligagdes glicosidicas, possibilita a
formacé&o de ligagOes de hidrogénio intra e intermoleculares e acarreta na agregagao das
cadeias celuldsicas em “fibrilas elementares” com alto grau de cristalinidade. Estes
agregados conferem elevada resisténcia a tensdo, tornam a celulose insolivel em um
grande numero de solventes e explicam, pelo menos em parte, a sua resisténcia a
degradagdo microbiana (DING & HIMMEL, 2006; MATTHEWS, 2006).

OH aH
oH !

e A e N e T % on
L-}H""'--J{--"j‘r"'--.d oH _\l.--""_'n:ll"'-\-:.,--""D"'H-\.L{';?-""- o {H_\---"'-‘l;""-\.-pf"’

- o

S "
OH oH—" o

Fig. 1 Estrutura da fragdo celulésica (CASTRO & PEREIRA, 2010).

As hemiceluloses séo polissacarideos ramificados e de menor massa molar que a
celulose. S0 compostas por Varios agucares como a glicose, manose, galactose e xilose,
além de pequenas quantidades de arabinose, acidos urdnicos e grupos acetila. O maior
polimero de hemicelulose é o xilano (Fig. 2). O teor de hemicelulose em diferentes tipos
de materiais lignocelulésicos pode variar de 20 a 25% (FENGEL & WEGENER, 1989;
GUIMARAES et al., 2006). Estruturalmente, a hemicelulose é mais parecida com a
celulose do que com a lignina e é depositada na parede celular em um estgio anterior a

lignificagdo. Sua estrutura apresenta ramificacbes e cadeias laterais que interagem
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facilmente com a celulose, dando flexibilidade e estabilidade ao agregado (RAMOS,
2003).

.] xiloze * arabinose [,:__::I Acido glucurdnico . dalactose -.. acetil

Fig. 2 Representagdo esquematica do xilano (VRIES & VISSER, 2001).

Comparada as celuloses, as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a
hidrdlise &cida, pois oferecem uma maior acessibilidade aos &cidos. Sua natureza
quimica varia nas plantas em relacdo ao tipo de tecido vegetal e espécies a quem
pertencem. As madeiras em geral possuem de 20-30% de hemicelulose na composicao
geral, enquanto que nas gramineas esse valor é de 20-40% (SJOSTROM, 1992).

A lignina difere significativamente dos polissacarideos, pois €, de fato, uma
macromolécula aromatica formada a partir do acoplamento radicalar de alcoois hidroxi-
cinamilicos (Fig. 3). Em massa, esse componente representa cerca de 20-30% do
material lignocelulésico seco (RALPH et al., 2004).
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Fig. 3 Representagdo do polimero de lignina (BOERJAN et al., 2010).
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A lignina ¢ uma macromolécula complexa e constitui a fracdo nao
polissacaridica mais abundante da lignocelulose. Envolve as microfibrilas celulésicas,
conferindo protecdo a degradacdo quimica e/ou bioldgica, e pode formar ligacGes
covalentes com a hemicelulose. Engquanto as paredes celulares de gramineas apresentam
0s menores teores de lignina, aquelas de madeiras de coniferas (softwoods) sdo as mais
ricas neste componente (KUHAD et al., 1997).

Os componentes citados anteriormente estdo intimamente associados e/ou

ligados quimicamente, formando a parede celular dos vegetais lenhosos (Fig. 4).

Parede celular

Microfibrila

Lignina

Celulose

-,

Fig. 4 Arquitetura da parede celular vegetal.

A parede celular em questdo apresenta baixa porosidade, o que impede a
infiltracdo de moléculas de elevada massa molar, como as proteinas. Justamente a
ultraestrutura coesa e a parede celular ndo porosa correspondem a grande barreira ao
processo biodegradativo. Dessa forma, o grupo de organismos aptos a degradar 0s
materiais lignoceluldsicos € bastante restrito. Estes organismos desenvolveram sistemas
metabdlicos complexos que permitem desestruturar a parede celular e despolimerizar
seus componentes, gerando substancias susceptiveis ao metabolismo intracelular dos
mesmos (FENGEL & WEGENER, 1989; AKTHAR et al., 1998).
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FUNGOS DA PODRIDAO BRANCA DA MADEIRA E ENZIMAS
LIGNOCELULOLITICAS

Os fungos sdo microrganismos unicelulares (leveduras) ou multicelulares
(filamentosos). Em termos ecoldgicos, os fungos filamentosos promovem dois tipos
majoritarios de biodeterioragdo dos materiais lignocelulésicos: a podriddo castanha (ou
parda) e a podridao branca. Na podriddo castanha, o substrato remanescente apresenta-
se quebradico, com tonalidade escura e forma culbica. Isto acontece devido ao fato
destes fungos degradarem preferencialmente a celulose, ficando o residuo remanescente
enriquecido em lignina. A madeira, quando é atacada por fungos promotores da
podriddo branca, apresenta uma textura fibrosa, coloragéo clara e ndo existe fratura
cubica (Fig. 5) (BORTOLAZZO, 2011).

Fig. 5. (a) Podriddo castanha (Coniophora puteana) (b) Podriddo branca (Phellinus contiguus)
(PALA, 2007).

Os fungos secretam grande diversidade de enzimas no ambiente que sé&o
utilizadas para auxiliar na sua nutricdo, desta maneira sdo responsaveis pela
deterioracdo de varios materiais naturais, refinados ou processados. Nas ultimas
décadas, a utilizacdo dos fungos filamentosos e seus metabolitos nos processos de
biorremediacdo vém crescendo em virtude do alto potencial degradativo, biossortivo
(metais pesados e corantes) e dos mecanismos de resisténcia em condi¢cbes ambientais
adversas (CONCEICAO et al., 2005).

Entre os sistemas degradativos estdo relativamente bem descritas algumas
enzimas que podem atuar sobre os componentes de forma isolada. Como exemplo,
podem ser mencionadas as celulases, que sdo divididas em endo-1,4-B-glicanases
(hidrolisam ligagcOes glicosidicas ao acaso, gerando oligbmeros) e celobio-hidrolases
(hidrolisam os oligdbmeros gerados pelas endo-1,4-B-glicanases, liberando moléculas de

celobiose). Um grupo finalizador da hidrélise é composto pelas 1,4-p-glicosidases, que
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hidrolisam a celobiose a glicose. Ainda dentro do complexo celulolitico h& a celobiose-
desidrogenase que oxida varios aglcares como celobiose, lactose, oligdbmeros de glicose
e, inclusive, a celulose (AGUIAR & FERRAZ, 2011).

A biodegradacdo de polioses envolve a agdo de enzimas frequentemente
classificadas de acordo com os distintos substratos. O sistema hemicelulolitico
requerido para a hidrélise da hemicelulose é mais complexo que o sistema celulolitico,
j4 que a hemicelulose apresenta natureza heterogénea. As xilanases rompem ligacoes
entre unidades monoméricas de xilose, enquanto as mananases atuam sobre ligacdes
entre moléculas de manose, respectivamente. A B-xilosidase e a f-manosidase hidroli-
sam dimeros de xilose e manose, respectivamente. Outras enzimas importantes sdo as a-
glicuronidases e acetil-esterases, que atuam sobre ligacOes de &cidos urdnicos e grupos
acetila com moléculas de agUcares, respectivamente (CANILHA et al., 2009).

Um vasto grupo de enzimas esta relacionado & biodegradacéo da lignina. No
entanto, até os dias de hoje, existem inimeras ddvidas sobre a real participagdo de cada
grupo e a fungdo que cada um deles exerce no processo global de oxidagdo que leva a
lignina até didxido de carbono e dgua. De forma geral, é possivel classificar as enzimas
envolvidas na degradacdo de lignina em pelo menos dois subgrupos: um contém as
enzimas dependentes de peroxido: lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase
(MnP) e o outro subgrupo contém enzimas que sdo cuproproteinas e independentes de
peroxido para atuarem, as lacases (FREITAS, 2008).

Em termos gerais, as enzimas do complexo ligninolitico podem ser ordenadas
segundo suas capacidades oxidativas: LiPs > MnPs > Lacases. Estas enzimas sdo
comumente produzidas por fungos causadores de podriddo branca; no entanto, existem
algumas espécies que sdo eficientes na degradacdo de lignina, mas que produzem so-
mente uma, duas ou as trés enzimas simultaneamente. J& os fungos causadores de
podriddo parda sd&o conhecidos como ndo produtores de fenoloxidases
(BORTOLAZZO, 2011).

As LiPs podem abstrair elétrons de estruturas aromaticas ndo fendlicas, dando
origem a radicais cation. As MnPs sdo dependentes de Mn®* e séo capazes de abstrair
elétrons apenas de estruturas fendlicas. A Figura 6 mostra os ciclos cataliticos
simplificados dessas duas enzimas (AGUIAR & FERRAZ, 2011).
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Fig. 6. Ciclo catalitico simplificado da LiP (A) e MnP (B); S = substrato aromatico, FOH =
substrato fendlico (AGUIAR & FERRAZ, 2011).

Nos dois casos, a enzima € ativada pela oxidacéo por H,O, levando a formacéo
do composto | (CI) que é um oxocomplexo deficiente em 2 elétrons. A reducéo do Cl
até a enzima nativa ocorre por meio de duas etapas, com a abstracdo de 1 elétron de
cada vez. No caso das LiPs, a reducdo de Cl a Cll e também de Cll a CO pode ocorrer
por meio da oxidacdo de substratos fendlicos e ndo fendlicos levando a formacdo de
radicais cation (Fig. 6A). Por outro lado, as MnPs dependem de Mn** para a reducéo de
Cll a CO (Fig. 6B). O composto | pode ser reduzido ao composto Il & custa da oxidagao
direta de uma estrutura fenélica ou de um atomo de Mn?*, mas o fon Mn** parece o elo
preferencial de transferéncia de elétrons. O Mn®" formado é bastante reativo, podendo
atuar como um mediador da MnP e é normalmente estabilizado por quelantes
produzidos pelo préprio fungo, como o &cido oxélico. O complexo Mn**-oxalato, por
sua vez, pode ser reduzido a custa da oxidacdo de outra estrutura fendlica (AGUIAR &
FERRAZ, 2011).

As lacases atuam pela abstracéo de um elétron de fendis, em fungdo da reducéo
de Cu?* a Cu®* que, por sua vez, reduz O, a H,0, permitindo que a enzima atue de
forma ciclica (Fig. 7). A estequiometria do ciclo envolve 4 Cu- (normalmente ligados a
uma Unica proteina ou a 2 cadeias proteicas acopladas), 4 substratos fenélicos, 4 prétons
e 1 molécula de O. Entretanto, estas enzimas também podem degradar estruturas
aromaticas ndo fendlicas por meio da oxidagéo de alguns mediadores sintéticos como o
hidroxibenzotriazol (HBT) ou mesmo naturais, como derivados do &cido benzoico e
fons Mn?* (BORTOLAZZO, 2011; AGUIAR & FERRAZ, 2011).
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Fig. 7. Ciclo catalitico das lacases; FOH = substrato fenolico (AGUIAR & FERRAZ, 2011).

BIOCOMBUSTIVEIS

A energia pode ser considerada como algo essencial para a vida humana, seja
para iluminacdo, industrias, veiculos, etc. Dentre as formas de obtencéo de energia estdo
o0s combustiveis, principalmente os combustiveis de origem féssil, sendo que o consumo
de energia mundial utilizando esta fonte supera 0s 50% (ANEEL, 2008).

Os combustiveis fosseis causam problemas ambientais, como o aquecimento
global, poluicdo de rios e oceanos, além de ser um alarme a sua escassez para as
proximas décadas, se fazendo necessaria, portanto, a busca por maneiras alternativas de
produgdo de combustiveis. Algumas destas ja estdo bem estabelecidas, como, por
exemplo, o gas natural e o etanol, que sdo menos poluentes e consideradas fontes
renovaveis de carbono. O etanol perfaz 40% do mercado de combustiveis de veiculos
leves no Brasil, e esse valor tende a aumentar devido & crescente busca por formas
sustentaveis de energia (MACEDO, 2007). O etanol ou bioetanol é o alcool etilico
(C,HsOH) produzido atraves da fermentacdo dos aclcares encontrados em produtos
vegetais (BASTOS, 2007).

O Brasil € o maior produtor do mundo de cana, matéria-prima utilizada na
producdo do etanol, porém, existem outras fontes para a producgao deste biocombustivel,
como etanol de milho (EUA), etanol de beterraba (Alemanha), etanol de sorgo sacarino
(Africa), etanol de trigo (Europa), etanol de mandioca (MACEDO, 2007).

Para a producdo de bioetanol é necesséria uma sequéncia de eventos. A
producéo de etanol a partir de cana-de-agUcar inicia com a moagem da cana, que libera
0 subproduto conhecido como *“garapa”, com grande concentracdo de sacarose; segue a
producdo do melago, com aguecimento e adicdo de fermentos bioldgicos (bactérias:
Zymomonas mobilis, Erwinia amylovora, Spirocaheta litoralis, Thermanaerobacter

ethanolis e leveduras: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ellipsoideus,
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Schizosaccharomyces pombe), que serdo responsaveis pela transformacédo do aglcar em
etanol. A etapa final consiste em uma destilagéo fracionada (SILVA, 2010).

A agroindustria é grande fornecedora de biomassa ndo aproveitada, sendo
responsavel por grande parcela dos chamados rejeitos industriais. Esta elevada
disponibilidade de fibras lignoceluldsicas abre uma grande oportunidade para avangos
tecnoldgicos que agreguem valores aos produtos da agroinddstria. Bastos (2007) aponta
a utilizagdo da biomassa lignoceluldsica como um novo conceito na producéo de alcool,
também chamado de etanol de segunda geracdo, pois no seu processamento S&o
utilizados residuos de produtos naturais, principalmente proveniente da agroindustria
(bagaco de cana, sabugo de milho, casca de arroz, palha de trigo, entre outros). Além
disso, a produgéo de alcool a partir dos residuos lignoceluldsicos tem sido considerada,
em escala mundial, como uma forma vidvel para a producédo de um combustivel que
substituiria os combustiveis derivados de petréleo (ALVIRA et al., 2010; SOCCOL et
al., 2011).

Porém, esse modo de producéo de alcool enfrenta problemas. O principal deles é
a remoc&o dos agUcares fermentaveis da estrutura da fibra, devido a lignina, molécula
altamente recalcitrante e de dificil degradacdo, que prejudica também a degradacéo
quimica ou enzimética da celulose (HIMMEL et al., 2007).

Assim, degradar a lignina tem sido uma etapa limitante na producéo de &lcool de
segunda geracao. Vérios tipos de pré-tratamento da fibra tém sido propostos: quimicos -
tratamentos &cidos (GUPTA et al., 2009) e tratamentos alcalinos (CARILLO et al.,
2005); fisicos - explosdo a vapor (OHGREN et al., 2006) e pré-tratamentos biol6gicos
(CARDONA et al., 2010; SHRESTHA et al., 2008). Os tratamentos fisico-quimicos
utilizados nas fibras muitas vezes s&o prejudiciais ao meio ambiente, por este motivo,
tratamentos mais brandos sdo desejaveis, entre estes, destacam-se 0s biolégicos, pois
causam pouca ou nenhuma poluicéo ao ambiente (CANILHA et al., 2009).

No que diz respeito ao pre-tratamento bioldgico das fibras lignoceluldsicas, um
dos possiveis processos para a degradacdo da lignina e posterior sacarificagdo é a
utilizagdo dos fungos da podriddo branca, que, como j& foi mencionado, possuem um
arsenal de enzimas com capacidade ligninolitica: lacases e peroxidases. Estas enzimas
atuam sobre a lignina degradando-a, facilitando assim a atividade da celulase nas fibras
(CONCEICAO et al., 2005). Assim, os agucares liberados apos o pré-tratamento,
seguido da sacarificacdo com celulases, podem ser utilizados para vérias finalidades,

dentre elas a producéo de etanol de segunda geracdo (CASTRO, 2010).
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OBJETIVOS DO MINICURSO

- Selecionar isolados de basidiomicetos quanto a producéo de enzimas extracelulares
(lacase, celulase e xilanase);

- Acompanhar o crescimento de trés espécies dos isolados de basidiomicetos em
diversos residuos agroindustriais (farelo de trigo, bagaco de milho, sabugo de milho,
bagaco de laranja, casca de maracuja e bagaco de cana);

- Analisar enzimas extracelulares (lacase, xilanase e celulase) nos extratos brutos de
cultivos selecionados;

- Desenvolver tratamentos bioldgico e enzimatico em biomassa lignoceluldsica visando
a liberacdo de agucares fermentaveis;

- Quantificar os aclcares redutores a partir dos tratamentos realizados na biomassa
lignocelulésica;

- Relacionar o crescimento dos basidiomicetos na biomassa lignocelulésica com a

liberacdo de agUcares fermentaveis.

MATERIAIS E METODOS

1- Avaliacdo do potencial enzimatico — selegdo de isolados

A avaliacdo da capacidade de produgdo de fenoloxidases (lacase) e de enzimas
hidroliticas (xilanase e celulase) por isolados de basidiomicetos sera realizada em meio
agar solido em placas de Petri através da visualizacdo de halos em meios especificos
compostos por:

(a) Guaiacol a 0,2%, farelo de trigo a 0,01% e agar a 1,8% (lacase) (OKINO et
al., 2000),

(b) RBBxylan a 0,05%, extrato de levedura a 0,67% e agar a 1,8% (xilanase)
(BASARAN et al., 2000) e

(c) Carboximetilcelulose a 0,2%, peptona a 0,02%, NaNOs a 0,2%, K;HPO4 a
0,1%, MgSO, a 0,05%, KCI a 0,05% (celulase). A solucdo para revelacdo do halo neste
teste serd preparada com iodo a 1% e iodeto de potéssio a 2% (KASANA et al., 2008).
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Os isolados usados para o experimento serdo: Ganoderma lucidum, Pleurotus
ostreatus CCBO01, P. pulmonarius CCB19, P. pulmonarius CCB20, Trametes sp. e

Lentinus edodes.

2- Cultivos de basidiomicetos em diferentes residuos lignocelulésicos

Trés isolados de basidiomicetos selecionados quanto & producédo de enzimas
através do teste em placas serdo cultivados em seis residuos agroindustriais (farelo de
trigo, casca de maracuja, bagaco de cana, bagaco de milho, bagaco de laranja e sabugo
de milho) por meio de fermentacéo no estado sdlido.

Para os cultivos, 4 g de cada residuo serdo adicionados em frascos Erlenmeyers
de 125 ml. Os substratos serdo umedecidos com meio mineral de Vogel (1959) para
atingir umidade inicial de 80%. Cada frasco serd inoculado com trés discos de agar-
batata-dextrose completamente colonizados com micélio. Os cultivos ficardo em estufa
a 28°C, no escuro e sem agitagéo por 10 dias, quando, entéo, seréo interrompidos com a
adicdo de 20 ml de &gua destilada, homogeneizacéo e agitagdo por 20 minutos a 8°C. O
contetdo liquido de cada frasco serd filtrado, com a utilizacdo de gaze e funil, e o
filtrado obtido — extrato enzimético bruto - serd centrifugado e congelado para

posteriores andlises enzimaticas. Cultivos abiéticos serdo realizados para controle.

3- Analises enziméaticas
As enzimas lacase e celulase serdo determinadas nos extratos brutos obtidos do

experimento anterior.

1) Lacase: A atividade da lacase serd determinada a 40°C usando o acido 2,2’-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) como substrato. A mistura
de reagdo conterd 200 pl de ABTS (10 mM), 100 pl do filtrado em 1,7 ml de
tampé&o acetato de sddio 50 mM (pH 4,0 ou 5,0). O aumento da absorbancia sera
monitorado a 420 nm (PELAEZ et al., 1995).

2) Celulase e Xilanase: As atividades de celulase e xilanase serdo determinadas a
40°C utilizando-se os substratos carboximetilcelulose e xilano, respectivamente,
a 1%, pela liberacdo de acucares redutores, utilizando o método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959).
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4- Tratamentos bioldgico e enziméatico da biomassa lignocelulésica para obtengéo

de acucares fermentaveis

O tratamento biol6gico sobre a biomassa lignoceluldsica com fungo da podridéo
branca da madeira se desenvolverda com o crescimento de um basidiomiceto
selecionado, a partir dos experimentos anteriores, em cultivos similares aos supracitados
no item 2 da metodologia. Os indculos consistirdo em quatro discos de agar-batata-
dextrose colonizados com micélio. Os cultivos serdo realizados em frascos Erlenmeyers
de 250 ml contendo 10 g do material lignocelulésico escolhido dentre os seis residuos
testados, adicionados de glicose, extrato de levedura e solugédo mineral de Vogel (1959).
A umidade inicial dos cultivos serd de 80% e 0s mesmos serdo mantidos em estufa a
28°C por 30 dias.

Apoés o tratamento da biomassa com o fungo, a mesma serd submetida ao
tratamento com a enzima celulase comercial (Sigma C8546), para ocorrer a degradagdo
dos polimeros da celulose do meio em acgucares fermentaveis. Apos os 30 dias de
cultivo, a biomassa lignoceluldsica sera homogeneizada e seca a 50°C até peso
constante e em seguida triturada (60 mesh). O tratamento enzimético sera realizado com
5% da biomassa devidamente seca e triturada em tampdo citrato de sédio (pH 5,0), a
37°C, durante 48 horas, agitacdo de 150 rpm, com 5 U/ml de celulase (SILVA et al.,
2011). Durante o tratamento, serdo retiradas aliquotas para analises de agUcares

redutores, que serdo determinados pelo método do DNS (MILLER, 1959).
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INTRODUCAO

A agroindustria tem se expandido cada vez mais para atender a crescente
demanda populacional por alimentos. Dentro desse contexto, o Brasil, com sua
economia fortemente baseada no agronegdcio, contribui para a geracdo de grande
quantidade de residuos agroindustriais resultantes das atividades de processamento
(ALBUQUERQUE, 2009).

Esses residuos, em muitas situacdes, representam um grave problema, pois,
aparentemente sem aplicacdo vidvel sdo descartados diretamente no ambiente
(ALBUQUERQUE, 2009).

Os alimentos ndo aproveitados ao longo da cadeia produtiva representam 1,4%
do Produto Interno Bruto (PIB), 0 que ultrapassa a quantia de R$ 17,25 bilhes de reais.
Aproximadamente 64% do que se planta no Brasil é perdido ao longo dessa cadeia,
sendo: 20% na colheita, 8% no transporte e armazenamento, 15% na indUstria de
processamento, 1% no varejo e 20% no processamento culinario e habitos alimentares
(BANCO DE ALIMENTOS, 2006).

Os residuos agroindustriais sdo constituidos pelos restos de plantas néo
aproveitados comercialmente ou condicionados pela maturidade da cultura ou oferta da
matéria-prima (MATOS, 2005).

A industria alimenticia, que até entdo ndo demonstrava maior preocupacéo com
0 reaproveitamento de residuos, vem se mostrando aberta ao dialogo para empregar 0s
resultados das novas pesquisas nas etapas produtivas, uma vez que estéo verificando a

real possibilidade de agregar valor ao seu negécio (ALENCAR, 2009).

De acordo com Alencar (2009), do Departamento de Agroinddstria, Alimentos e

Nutricdo da USP, muitos residuos sdo ricos em compostos bioativos, amplamente



reconhecidos pelas suas propriedades promotoras de salde e aplicacdes tecnoldgicas,
tais como antioxidantes e antimicrobianos, representando, portanto, potenciais fontes

naturais destas substancias.

O estudo desses compostos bioativos de alimentos inspirou o conceito de
alimentos funcionais. Compostos bioativos séo constituintes extranutricionais e ocorrem
tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos, o interesse neles cresce a cada ano
(ALENCAR, 2009).

Estudos epidemiol6gicos, que abordam principalmente uma dieta rica em
alimentos de origem vegetal, apresentam resultados interessantes, sugerindo que esses
alimentos s&o capazes de exercer influéncia na redugéo do risco do desenvolvimento de
doencas crbnicas ndo transmissiveis, como cardiovasculares, canceres, distarbios
metabodlicos, doencas neurodegenerativas e enfermidades inflamatérias (CARRATU e
SANZINI, 2005).

Os compostos fendlicos compdem um grupo de compostos secundarios ou
aleloquimicos. Do ponto de vista estrutural, pode-se definir composto fendlico como
uma substancia que possui uma hidroxila ligada a um anel aromatico. As plantas
produzem diferentes grupos quimicamente heterogéneos desses compostos que, de
acordo com sua diversidade quimica, desempenham inGmeras funcdes (TAIZ &
ZIEGER, 2002).

De acordo com Soares (2002) os compostos fendlicos encontrados em muitas
plantas possuem propriedades antioxidantes e alguns estudos avaliaram seu potencial

antioxidante tanto na conservacédo de alimentos lipidicos quanto nos organismos.

Esses compostos englobam uma gama enorme de substancias (fendis simples,
acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas) que sdo na maioria das
vezes, de grande polaridade, muito reativas e suscetiveis a acdo de enzimas. Na familia
dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fenolicos encontrados em
todo o reino vegetal. Estes fendlicos estdo divididos em dois grandes grupos: 4cidos
fendlicos e flavondides (SOARES, 2002).

Os é&cidos fendlicos sdo divididos em trés grupos: 1- &cidos benzoicos (Cs-C1),
sdo os mais simples encontrados na natureza como por exemplo, &cido salicilico, &cido
galico, acido vanilico entre outros; 2 - &cidos cindmicos (Ce-Cs), exemplo, &cido

caféico, acido ferdlico, acido o-cumarico entre outros; 3 - cumarinas que sdo derivadas
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do &cido cindmico por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumérico (SOARES,
2002).

Os flavondides possuem uma estrutura basica formada por Cs-Cs3-Cs, sSendo 0s
compostos mais diversificados do reino vegetal. Neste grupo encontram-se as flavonas,
flavondis, antocianinas, isoflavonas, dependendo do lugar, nimero e combinacéo dos

grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002).

Deste modo, um grande nimero de efeitos farmacoldgico e bioldgico é atribuido
aos flavondides. A relacdo entre atividades bioldgicas e estrutura quimica de
flavondides em varios sistemas também tem sido extensivamente revisada (RICE-
EVANS, 1996).

Os compostos fendlicos mais estudados sdo: o acido caféico, o acido galico e o
eldgico. Esses compostos sdo importantes na dieta alimentar para a diminuicdo da
peroxidacdo lipidica (Halliwell et al., 1995). Os flavondides miricetina, quercetina e
rutina foram mais efetivos do que a vitamina C na inibicdo dos danos oxidativos
induzidos pelo per6xido de hidrogénio - H,O, no DNA de linfécitos humanos
(NOOROZI et al., 1998).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagdo de diversos substratos, de
moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formacdo de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange a eliminacdo de radicais
importantes na etapa de propagacdo, como alcoxila e peroxila, através da doacdo de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacédo em cadeia (SOARES,
2002).

2- METODOLOGIA

2.1 Materiais
Serdo utilizados extratos de residuos da casca e sementes de uva tinta derivados

do processamento de suco de uva integral e extrato de suco de uva tinta integral.

91



2.2. Extracdo dos Compostos Fenolicos

Extracdo etandlica (40%). Sera utilizada uma curva padrdo de &cido galico
(Figura 1) para a quantificacdo dos fendis. Os resultados serdo expressos em mg de
4cido galico por 100 g™ de amostra.

0,6

y =0,0011x +0,0105 /
0,4

( Ri= [},993/4/

- /

o 100 200 300 400 500

Absorbancia
Figura 1 — Curva padrdo de acido galico (concentragdo x absorbancia).
- Pesar 5g de amostra;
- Adicionar 20 mL de solu¢&o hidroalcodlica (40%);
- Submeter solu¢do a agitacdo constante a temperatura ambiente por uma hora;

OBS: se necessario realizar a diluicdo das amostras.

2.3. Determinacéo de Compostos Fendlicos por Folin-Ciocalteu’s phenol
Metodologia de Singleton e Rossi (1965), adaptada por Daves (2003). A

absorbancia deve ser medida em 765 nm.

- Pipetar 30 pL de extrato das amostras diluidas adequadamente em um tubo de

ensaio;
- Pipetar 2,370 pL de agua destilada e acrescentar ao tubo;
- Pipetar 150 pL do reagente Folin-Ciocalteu.

Apdbs um periodo de dois minutos, adiciona-se 450 uL de carbonato de sédio a
15%. Agitam-se os tubos e acondiciona-0s no escuro, a temperatura ambiente por duas

horas.

2.4. Atividade Quelante do fon Ferroso

(SENEVIRATHNE et al., 2006 — Food Sci Tech Int. 12-1, 27-38; KUDA et al., 2005 -
J. of Food Comp. and Analysis. 18, 625-633; DECKER and WELCH, 1990 — J. Agric.
Food Chem. 38, 674-677)
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v Em cada tubo de ensaio, colocar:

0,7 mL de amostra (extrato) - diluido ou ndo

0,7 mL de agua Dest.- Controle

0,7 mL de EDTA - 0,5 mM - Controle Positivo

*Fazer sempre em duplicata o controle e as amostras

Apos, adicionar:

+ 0,7 mL de agua destilada.

+ 175 pL de Cloreto Ferroso (FeCl,) - 0,5 mM.

Medir Assonm (Abs 1)

Apos a leitura Absl, adicionar nos tubos:

+ 175 pL de Ferrozine - 2,5 mM.

Esperar 20 min a Temperatura Ambiente

Medir Assonm (Abs 2)

* Branco - H,O Dest. para “zerar”

* Controle - H,O Dest.

* EDTA - 0,5mM foi usado como Controle Positivo

Obs:

Fe " combina-se com a Ferrrozine - apresentando uma coloragio roxa
EDTA é um quelante potente - a amostra fica incolor
Controle - H,O Dest. apresenta uma intensa coloragéo roxa
A atividade é dada como:

Atividade quelante do ion ferroso (%) = [(1 — (A2 am — Al am)/(A2 cont — Al

cont)) x 100]

2.5. Determinacdo de Flavondides Totais

(ALOTHMAN, BHAT & KARIM, 2009, FOOD CHEMISTRY, 115, 785-788)

v Em cada tubo de ensaio, colocar:
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250 pL de amostra diluida adequadamente ou de cada padréo (No branco colocar 4gua)

1000 pL &gua destilada
75 pL NaNO; 5% em &gua
v Apb6s 5 min, adicionar:
75 pL AICI; 10% em 4gua
v Apb6s 6 min, colocar:
500 pL NaOH [1M]
Adicionar 600 pL de &gua destilada,
Agitar vigorosamente (vortex) e Ler imediatamente a Asio nm
Catequina utilizada como Padrdo (Figura 2)

Curvade calibragéo

0.57
0.4+

0.34

Abs.510nm

0.24

0.1

0.0 T T T T 1
0 25 50 75 100 125

Catequina pg/ml

Figura 2 — Catequina - Padrao

2.6. Ensaio DPPH - atividade antioxidante

1/slope: 242,8

r’=0,9982

O meétodo DPPH consiste na reducdo do radical DPPH de coloragdo purpura,

que, ao receber um elétron ou um radical hidrogénio, muda sua coloracdo de violeta

para amarelo (difenil-piricril-hidrazina) (Figura 3), ficando estavel e com o

desaparecimento da absor¢do que pode ser avaliada pelo decréscimo da absorbancia

(ROGINSKY e LISSI, 2005).
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1)

2)

3)

4)

Figura 3 — Redugdo do radical DPPH para amarelo.

A eficéacia anti radical foi avaliada com o método DPPH, como descrito por
Mensor et al. (2001).

Com base em valores de compostos fendlicos totais (Folin-cicalteu), seis
diferentes concentrag@es (5, 10, 25, 50, 125 e 250 ppm, em etanol), do extrato serdo
utilizados para realizar o DPPH . Os valores de ECso serdo calculados por regresséo
linear de parcelas onde a abscissa representa a concentracdo de extratos vegetais
testados e ordenada a porcentagem média de atividade antioxidante de trés ensaios

separados (Sim & Sil, 2008). BHT sera utilizado como padrao na concentracdo de 100

ppm.
Para preparar DPPH a 0,3mmol/L

Diluir 0,012g de DPPH em 100mL de metanol (baldo volumétrico)
PREPARO DAS AMOSTRAS:
AMOSTRA: 2,5mL de extrato de amostra + 1mL de solugédo DPPH,;

BRANCO: 2,5mL de extrato de amostra + 1mL do mesmo solvente utilizado na
extracdo (cada amostra e diluicdo terdo seu branco para ser utilizado na esquagéo
final).

CONTROLE (-): 2,5mL do mesmo solvente utilizado na extragdo+ 1mL de solugéo
DPPH;

CONTROLE (+): 2,5mL do padrdo (BHT a 100ppm) + 1mL de solugdo de DPPH;
Apos o preparo das amostras, deixa-las sobre a auséncia da luz, armazenadas por 30

minutos, passado o tempo da reacdo medir a absorbancia em espectrofotdmetro a 518
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nm a qual seré convertida em porcentagem da atividade antioxidante (% AA) utilizando

a seguinte equacéo

Calculo de Porcentagem da Atividade Antioxidante

AA% =100 -

(Absamostra B Absbranco))(:l'oo
AbScontrole

sendo: AbSimostra € @ absorbéncia da amostra, AbSpance € @ absorbancia do

controle em branco e Abscontrole € @ absorbancia do controle negativo.
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INTRODUCAO
1. “Western blotting”

“Western blotting” (WB), também conhecido como “imunobloting”, ¢ uma
técnica usada para a deteccdo e anélise de proteinas. A amostra pode ser uma mistura de
proteinas complexas como um extrato de tecido ou células, mas pode também ser uma
amostra de proteina purificada. A amostra de interesse é usualmente submetida a
tratamento preliminar antes de ser separada pela eletroforese.

Apos preparo, a amostra € aplicada ao gel de eletroforese para separacéo das
proteinas, e ap6s, as mesmas sdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose, poli-
fluoreto de vinilideno (PVDF) ou nilon & qual ficardo ligadas. Apds bloqueio da
superficie remanescente da membrana prevenindo ligacbes ndo especificas dos
anticorpos, a membrana é incubada com o anticorpo primério que especificamente liga-
se a proteina de interesse. Os anticorpos ndo ligados sédo removidos por lavagem. Os
complexos antigeno-anticorpo sdo depois reconhecidos por anticorpos secundarios
(assim designados por ligarem-se aos anticorpos primarios). A detecgdo destes
complexos é possivel, devido aos anticorpos secundarios serem conjugados com
enzimas, como a fosfatase alcalina ou peroxidase rabano silvestre (horseradish), que
utilizam substratos cromogénicos ou luminescentes.

Apesar de os detalhes do protocolo de WB poderem variar de aplicacdo a
aplicacdo, com adaptacBes de acordo com caracteristicas especificas da proteina em
estudo, todos seguem alguns passos bésicos:

1. Preparagdo da amostra

2. Eletroforese em gel
3. Transferéncia
4

Bloqueio de sitios inespecificos



5. Ligagdo dos anticorpos
6. Deteccédo

1.1 Preparo da amostra

Em principio, toda fonte de proteina, de simples células ao tecido todo, como
matrizes extracelulares, fluidos biolégicos e proteinas secretadas in vitro, estdo abertas a
analise por WB. Enquanto fontes como células de mamiferos em suspensdo sdo
facilmente rompidas sob condi¢Bes suaves e prontamente liberam suas proteinas, € mais
dificil extrair proteinas de células embebidas profundamente em tecidos intactos como
dentro de tumores solidos. Extracdo de proteinas de plantas, bactérias e fungos séo
também complicadas pela presenca da parede celular rigida e rica em carboidrato que
rodeia e protege a célula viva.

Independente da fonte e da proteina de interesse, o principal deve ser a escolha
de um procedimento de extragdo agressivo o suficiente para acessar e romper a célula
sem alterar irreversivelmente as proteinas em estudo, e a0 mesmo tempo, obter
suficiente producdo de material a um aceitavel nivel de pureza. Deve-se usar um
procedimento de extracdo que seja tdo suave quanto possivel, pois ruptura vigorosa do
tecido ou célula pode desnaturar diretamente a molécula de interesse, formar complexos
proteicos permanentes, causar modificagdes quimicas, ou levar a liberacdo de enzimas
proteoliticas compartimentalizadas. Em geral, métodos suaves sdo empregados quando
a amostra consiste em células cultivadas que sdo lisadas facilmente ou células
sanguineas, enquanto métodos vigorosos sdo empregados para a ruptura de células de
plantas ou bactérias, ou células de mamiferos embebidas em tecido conectivo.

E importante extrair as proteinas lentamente, sob refrigeracéo (banho de gelo) e
na presenca de um tampdo para manter o pH, forga i6nica e a estabilidade prevenindo a
degradacdo proteica. A proteina alvo é uma entre muitas milhares presentes na amostra,
além de écidos nucleicos, polissacaridios, e lipideos, que podem interferir na analise. As
vezes pode ser util isolar a proteina especifica da amostra usando técnicas como a

imunoprecipitagdo, principalmente para detectar pequenas quantidades de proteinas.

Por outro lado, a andlise de proteinas em abundéncia pode ser realizada
satisfatoriamente usando amostras nativas. A escolha do método de extracdo depende

primariamente da amostra e se a andlise € em toda a célula ou somente em um
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componente de uma fragdo subcelular particular. Algumas opgles de extragdo de

proteinas sao:

1.1.1 Lise baseada em detergente: E o0 mais frequente dos métodos de escolha para o
tratamento de células de mamiferos. A suspensdo de células é gentilmente centrifugada
e ressuspensa em solucdo de lise contendo detergente. As membranas sdo solubilizadas
liberando seus conteudos.

1.1.2 Lise por congelamento/descongelamento: Este método é aplicavel para
suspensdo de células bacterianas ou de mamiferos. E um método simples e de baixo
custo. As células séo destruidas por repetida formacdo de cristais de gelo. O método é
usualmente combinado com lise enzimética. As celulas em suspensdo séo rapidamente
congeladas no nitrogénio liquido, descongeladas, ressuspensas por pipetagem em
tampé&o de lise a temperatuta ambiente e o processo € repetido por varias vezes. Entre 0s

ciclos a amostra é centrifugada e o sobrenadante descartado.

1.1.3 Choque osmético: E um dos métodos menos agressivos, sendo suficiente para a
lise de suspensdo de células de mamiferos ou bacterianas sem o uso de detergente. O
meétodo, frequentemente combinado com ruptura mecénica, baseia-se na mudanga do
meio de maior osmolaridade para o de menor osmolaridade e é bem adequado para
aplicacdo na qual o lisado serd subsequentemente fracionado em componentes

subcelulares.

1.1.4 Ultrasonicacdo: E frequentemente utilizado em suspenséo de células. As células
sdo rompidas por maior frequéncia de ondas sonoras (20 a 50 KHz) via uma sonda
inserida na amostra, causando a ruptura da membrana das células proximas & ponta da
sonda. As suspensdes de células devem ser sonicadas em curtos periodos para evitar
aquecimento da amostra, e as amostras devem ser resfriadas entre os periodos. Este
protocolo é util para preparacdo de amostra em pequena escala. Apesar de simples, a
ultrasonicagdo é um metodo vigoroso de preparacdo. A liberagdo do DNA pode levar a
uma viscosidade maior da amostra que dificulta o processamento. A viscosidade pode

ser diminuida pela adi¢do de DNase.
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1.1.5 Metodo mecanico: As proteinas podem ser extraidas das células e tecidos usando
um sistema de moagem. Por exemplo, células podem ser rompidas passando através de
uma abertura estreita. Isso pode ser alcancado manualmente ou usando o Polytron. O
Polytron atrai o tecido para o local que contém laminas rotativas. Diferentes eixos de

capacidade sdo disponiveis, permitindo tamanhos de amostra t&o pequenos quanto 1 ml.

1.1.6 Digestdo enzimatica: E frequentemente usada para extracio de proteinas de
bactérias, leveduras ou outros organismos com membranas celulares circundadas por
uma estrutura de protecdo. E também usada para extracdo de proteinas de células de
eucariotos embebidas em tecido fibroso, como por exemplo, onde a colagenase pode ser
apropriada para a quebra do colageno fibrilar. As enzimas destroem paredes, capas,
cépsulas, capsideos, ou outras estruturas que ndo séo facilmente rompidas pelo método
mecanico somente. A digestdo enziméatica é frequentemente seguida pela
homogeneizagdo, sonicagdo, ou vortex vigoroso em tampdo de lise. Exemplos de

enzimas: Lisozima para células bacterianas, zimolase para leveduras, etc.

1.1.7 Descompressao explosiva: Esta técnica é mais usualmente aplicada para
bactérias, leveduras ou células de plantas. As células sdo equilibradas com gas inerte,
como o nitrogénio a alta pressdo (5500 KPA/800 psi). A amostra é transferida da
cAmara de alta pressdo através de um orificio na cAmara. E um método eficiente para

volumes grandes.

1.1.8 Kits de preparacdo de amostras: GE Healthcare oferece varios produtos para a

extracdo de células de mamiferos, leveduras, bactérias e tecidos animais.

1.2 Eletroforese em gel

A eletroforese se baseia no fato de todas as proteinas apresentarem uma carga
elétrica global quando colocadas num meio de pH diferente do seu ponto isoelétrico.
Deste modo é possivel provocar a migracdo de proteinas sujeitando-as a um campo
elétrico. Esta migracéo ira variar de acordo com a proteina, uma vez que € influenciada
pelo tamanho, carga, forma e composi¢do quimica de cada molécula.

Os géis de poliacrilamida tém poros de dimensGes moleculares, sendo que a

separacdo nessas malhas é baseada tanto nos principios da filtragdo em gel como na
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mobilidade eletroforética das moléculas. Nesse sentido, na eletroforese em gel, as
grandes moléculas tém sua migragdo retardada com relagdo as moléculas de menor
tamanho. Existem diversos sistemas de analise através de eletroforese em gel de

poliacrilamida.

- Eletroforese em condigdes ndo-desnaturantes: normalmente empregada quando a
analise da atividade biolégica deve ser testada. Assim, a manutencdo da proteina na sua
conformacao se faz necessaria, evitando o uso de agentes desnaturantes.

- Eletroforese em condicOes desnaturantes: emprega na maioria das vezes o
detergente i6nico forte SDS (dodecil sulfato de sddio) em combinagdo com um agente
redutor (por exemplo, o B-mercaptoetanol) e calor (aquecimento da amostra a 100°C).
Nessas condicbes, as proteinas da amostra tornam-se  completamente

dissociadas/desagregadas, preservando apenas sua estrutura primaria (SDS-PAGE).

>0 %

Desnaturacgéo da
proteina

WL

N\ﬁ Ligacdo de SDS
sSD= com a proteina

OOOAAND  ANPANOAAD

Pequenas moléculas Grandes moléculas
movem-se mais movem-se mais
rapidamente no gel lentamente no gel

Os polipeptideos desnaturados ligam-se ao SDS e tornam-se carregados
negativamente. A migracdo do complexo SDS-proteina através do gel de poliacrilamida
da-se em fungdo do tamanho do polipeptideo, uma vez que a quantidade de SDS ligado
a proteina independe de sua sequéncia primaria de aminoacidos e é proporcional a sua

massa molecular (tamanho). Na saturagdo, cerca de 1,4 g de SDS é ligado por grama de
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proteina, o que corresponde a cerca de uma molécula de SDS para cada 2 residuos de
aminodcidos. Nessas condi¢des, a mobilidade relativa de uma proteina varia linearmente
com o logaritmo de sua massa molecular.

Os géis de poliacrilamida sdo constituidos pela polimerizacéo da acrilamida e da
N,N’-metilenobisacrilamida, que é induzida por radicais livres. O persulfato de aménio
(PSA) presente na solugéo se decompde naturalmente formando radicais livres.

O PSA ativa o TEMED, deixando-o com um elétron desemparelhado. Este
radical reage entdo com uma molécula de acrilamida, transformando-a também num
radical. Este, por sua vez, reage com um outro mondmero de acrilamida, dando origem
a novo radical e assim sucessivamente até formar um polimero com ligagGes cruzadas
(“crosslinked™).

A formacdo do polimero entre acrilamida ligada a N, N’-metilenobisacrilamida
determina a dimensdo dos poros formados (malha) no gel e depende da quantidade de
ligacOes cruzadas, variando em funcdo da concentracdo de acrilamida e N, N’-
metilenobisacrilamida. O nimero de ligagdes controla o tamanho dos poros do gel e
determina o intervalo de massa molecular das proteinas que podem ser separadas nesse
gel. O comprimento médio das cadeias é determinado pela concentracdo relativa da
acrilamida e a quantidade de bisacrilamida. Portanto a relacdo entre a quantidade de
acrilamida e bisacrilamida determina as propriedades fisicas do gel, que dardo subsidios
para separacdo nesse tipo de gel. Géis com 15% de acrilamida sdo utilizados para
separar proteinas de baixa massa molecular, enquanto géis de menor concentragdo de
acrilamida, até 7.5%, sdo utilizados para separar proteinas de alta massa molecular. Veja

tabela abaixo:

Acrilamida Proteinas KDa
5% 60-350
10% 15-200
15% 10-100

Os géis de poliacrilamida devem ser preparados entre duas placas de vidro, pois
necessitam de um ambiente isento de oxigénio (inibidor da reacdo) para se polimerizar.
O sistema SDS-PAGE consiste de dois géis que apresentam composicdo e fungdo
diferentes: o gel concentrador e o gel separador. O gel concentrador € constituido por
uma malha de grande porosidade (gel de poliacrilamida a 5%). Sua func&o é compactar
a amostra em um pequeno volume, depositando-a sobre a superficie limite do gel

separador. O gel separador apresenta uma malha de poros menores (poliacrilamida na
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faixa de 8% a 20%) e funciona separando os complexos SDS-proteina em funcdo de
suas massas moleculares (efeito de peneiramento molecular). O desenvolvimento de
geis de duas fases permite que as misturas proteicas colocadas em cada pogo sejam
concentradas antes da corrida no gel, aumentando-se assim, significativamente, a

resolucdo das proteinas.

)

j—NHZ

acrilamida

0 0
AL

N, N’-metilenobisacrilamida

A carga elétrica aplicada na solucdo é efetuada atraves de eletrodos (que séo
colocados na solugdo). Um ion migra através da solugdo na direcdo ao eletrodo de carga
oposta. Portanto, uma particula carregada positivamente (cition) migra para o polo
negativo (catodo), enquanto as particulas negativas (&nions) migram para o polo
positivo (&nodo).

A separagdo depende de vérios fatores que influenciam e que podem ser
resumidas em: Forca aplicada nas particulas (voltagem), carga da particula, pH do meio,
condutividade do meio, resisténcia da matriz, conformacao da particula, forca iénica do
meio, temperatura, etc.

O pH da solucéo é escolhido de tal forma, que a particula a ser separada pela
eletroforese, se mantenha em um estado méximo de carga, para sua maxima separagéo.

A forca exercida em uma particula carregada depende do campo elétrico,
voltagem (ou volts por centimetro), e a carga da particula. Em qualquer sistema elétrico,
a corrente produzida é proporcional & voltagem aplicada. A voltagem, condutividade, e

a corrente, portanto, estdo todas relacionadas. Se a condutividade esta aumentada pelo
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aumento da concentracdo salina, a corrente se mantém constante e a voltagem deve
decrescer. Se a voltagem decresce, reduz a forca elétrica nas particulas carregadas,
diminuindo o movimento das macromoléculas. O aumento do tempo seria necessario
para uma separagéo, e a resolugdo diminui devido ao aumento da difuséo.

Na maioria dos casos, 0 sistema SDS-PAGE € realizado com um sistema de
tampao descontinuo, no qual o tampdo nos reservatorios da cuba de eletroforese
apresenta pH e forca idnica diferentes do tampé&o usado para confeccionar o gel. Quando
a amostra é aplicada, os complexos SDS-proteina sdo arrastados por uma fronteira de
ions em movimento, que é criada quando a corrente elétrica passa através dos eletrodos,
do pélo negativo em direcdo ao pélo positivo. A combinacdo do sistema descontinuo de
tampd& com grande porosidade do gel concentrador promove o efeito de
empacotamento da amostra, o qual é crucial para a alta resolucdo desse sistema de
separagéo.

Depois de separadas num gel de poliacrilamida, as proteinas podem ser

visualizadas por coloracdo do gel com uma solucdo de Coomassie azul.

Marcadores:

A corrida simultanea de proteinas de peso molecular conhecido (marcador de
pesos moleculares), permite determinar para cada gel a relagdo entre peso molecular e
distancia de migracdo. Para proteinas com pesos moleculares dentro da gama util é
possivel estabelecer uma relacdo linear entre o logaritmo do peso molecular e a

distancia de migracéo no gel.

g PM(kDa) | Dist (mmj
— & —— 97,0 5,0
E — 4 66,0 9,0
— == = |
= —
e — 450 15,0
N == — 30,0 17.0
— - 20,1 21,0
- e
— 14,4 28,0
— ‘- i —

Log,,[Peso Molecular (kDa) = -0,0375 Dist.(mm) + 2,16
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1.3 Transferéncia (“blotting”)

Seguindo a eletroforese, a proteina pode ser transferida do gel de eletroforese
para a membrana. O termo “blotting” se refere a técnicas de transferéncia de proteinas
presentes em um gel de SDS-PAGE para uma matriz como uma membrana de
nitrocelulose ou fluoreto de polivinilidina (PVDF). Obtém-se entdo, apdés a
transferéncia, as proteinas ligadas e imobilizadas nesta membrana. Esta etapa tem a
vantagem de permitir maior acessibilidade as proteinas ligadas a superficie da
membrana, quando comparada a estas dentro da matriz do gel. Além disso, quando as
proteinas estdo imobilizadas em uma fina membrana podem ser muito mais rapidas as
reacOes de coloragéo e descoloracéo, lavagem, incubacéo, etc.

Ha uma variedade de métodos que podem ser usados, sendo 0 mais comumente
usado a eletroeluicdo ou transferéncia eletroforética, por causa de sua eficiéncia e
rapidez. Este método usa a mobilidade eletroforética das proteinas para transferi-las do
gel para a membrana. A transferéncia eletroforética de proteinas envolve a passagem
das proteinas contidas no gel de poliacrilamida em contato direto com um pedaco de
nitrocelulose ou outro adequado, montados em um “sanduiche” de papel de filtro
colocado entre 2 eletrodos submersos em uma solugéo de conducéo. Quando uma
corrente elétrica é aplicada, as proteinas movem-se do gel de poliacrilamida para a
superficie da membrana, onde as proteinas tornam-se hermeticamente ligadas. O
resultado é a membrana com uma copia do padréo de proteina que estava originalmente
no gel de poliacrilamida.

A eficiéncia da transferéncia pode variar dramaticamente entre proteinas,
baseada na habilidade da proteina migrar do gel e a propensédo de ligar-se & membrana
sob um particular conjunto de condicdes. A eficiéncia da transferéncia depende também
de fatores como a composicdo do gel, contato completo do gel com a membrana, a
posicdo dos eletrodos, o tempo de transferéncia, tamanho e composicdo das proteinas, a
intensidade do campo e a presenca de detergente e alcool no tampdo. Otima
transferéncia é geralmente obtida em tampdes com baixa forca idnica e com baixa
corrente elétrica.

Depois da transferéncia, a proteina total sobre a membrana é freqlientemente
corada com um corante como Ponceau, para checar a eficiéncia da transferéncia; o gel
também pode ser corado para confirmar que a proteina moveu-se do gel, mas isto ndo

assegura ligacdo da proteina @ membrana. Devido ao fato de os corantes interferirem
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com a ligacdo do anticorpo e deteccdo, é ideal um corante que seja facilmente removivel

como o Ponceau.
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Esta etapa € realizada para evitar reacGes inespecificas, pois a membrana usada

em WB tem uma gande afinidade por proteinas. Portanto, depois da transferéncia das

proteinas do gel para a membrana, é importante bloquear a superficie remanescente da

membrana prevenindo ligagcdes ndo especificas dos anticorpos de deteccdo durante os

passos subsequentes. Uma variedade de tampdGes de blogueio que véo do leite ao soro

normal para proteinas purificadas tém sido usadas para bloquear sitios livres sobre a

membrana. Os tampdes de bloqueio aumentam a sensibilidade do ensaio pela reducéo

da interferéncia de fundo.

Concentracdo recomendada | Tampéo
Soro albumina  bovina | 0,2 - 5% TBS /PBS
(BSA)
Leite livre de gordura 3-5% TBS /PBS
Caseina 1% TBS
Soro 1-5% TBS /PBS
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1.5 Ligacao dos Anticorpos

A separacdo de proteinas por SDS-PAGE permite determinar a abundancia
relativa de proteinas numa amostra, se estas se encontrarem bem separadas no gel. A
identificacéo e quantificagéo de proteinas é realizada por
imunodetecgdo/imunoquantificacdo. Uma variagdo comum envolve imunodeteccéo
direta ou indireta. Com o método de deteccéo direta, 0 anticorpo primério que é usado
para detectar um antigeno sobre a membrana € marcado com uma enzima ou tintura
fluorescente. Este método de deteccdo ndo € muito usado sendo preferivel o método
indireto por varias razes: No método indireto, o anticorpo primério é adicionado
primeiro para ligar-se ao antigeno. Este é seguido pelo anticorpo secundario marcado
que € dirigido contra o anticorpo priméario. Marcadores incluem biotina, sondas
fluorescentes como a fluoresceina e a rodamina, e enzimas conjugadas como peroxidase
rbano silvestre (horseradish) ou fosfatase alcalina. O método indireto oferece muitas
vantagens sobre o método direto:

- Anticorpo secundério pode amplificar o sinal.
- Uma variedade de anticorpos secundarios marcados é disponivel.
- Um anticorpo secundério pode ser usado com muitos anticorpos primarios.

- Marcagdo ndo afeta a imunoreatividade do anticorpo primario.
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A escolha do anticorpo primario para WB depende do antigeno a ser detectado e
quais anticorpos estdo disponiveis para este antigeno. Em geral o anticorpo primario, o
qual se liga a proteina alvo na membrana, ndo € diretamente detectavel. Portanto,
anticorpos secundarios ou outros reagentes de deteccdo podem ser usados para a
deteccao.

Anticorpos para WB sdo tipicamente usados em dilui¢cdes de 1/100 — 1/500.000
de uma solucdo estoque de 1 mg/ml, sendo a diluicdo Otima determinada
experimentalmente. Sistemas de deteccdo mais sensiveis requerem menos anticorpos
que sistemas menos sensiveis e podem resultar em ganho substancial sobre o custo do
anticorpo e permitir que uma limitada quantidade de anticorpos seja usada em mais

experimentos. Usando menores quantidades de anticorpos ha o beneficio adicional de
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diminuir ligagbes inespecificas, pois uma limitada quantidade de anticorpo mostra
aumento da especificidade com maior afinidade. O uso de detergentes auxilia também a
diminuir a inespecificidade. Lavagens com detergentes entre 0s anticorpos primario e

secundario devem ser realizadas.

Detergente Concentracéo recomendada Tampéo

SDS 0,02 - 0,05% TBS /PBS
Triton X-10 1% TBS / PBS
Tween 20 0,05-0,1% TBS/PBS
NP,D 0,02 - 0,05% TBS /PBS

1.6 Deteccdo e documentacéao:

Anticorpos conjugados as enzimas oferecem uma maior flexibilidade na
deteccdo e documentacdo para WB, por causa de uma variedade de substratos
disponiveis. Embora eles requeiram passos extras, podem ser extremamente sensiveis
quando otimizados com substrato apropriado. Fosfatase alcalina e peroxidase s&o as
duas enzimas mais usadas como marcadores para deteccéo de proteinas. Uma matriz de
substratos cromogénicos, fluorogénicos ou quimioluminescentes estdo disponiveis para
uso com essas enzimas. Fosfatase alcalina oferece uma vantagem distinta sobre outras
enzimas, sua taxa de reagdo permanece linear permitindo que a rea¢éo proceda por um
periodo mais longo. Infelizmente, 0 aumento no tempo de reacdo frequentemente leva
ao aumento de sinais inespecificos. Peroxidase conjugada a anticorpos é considerada
superior ao conjugado anticorpo-fosfatase alcalina com respeito a atividade especifica
devido ao tamanho pequeno da enzima peroxidase e compatibilidade com as reagoes de
conjugacdo. Em adicdo, a maior taxa de atividade, boa estabilidade, baixo custo e ampla
disponibilidade fazem da peroxidase a enzima de escolha para muitas aplicagdes.

No caso da deteccdo de proteinas em baixa concentragdo um complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase pode ser utilizado. Nesse caso o anticorpo secundario
biotinilado reage com vérias moléculas de estreptavidina conjugada & peroxidase,

aumentando a sensibilidade do método.

Métodos de deteccdo

1.6.1 Colorimétrico: Um método de deteccdo/documentacdo simples é o uso de
substratos cromogénicos. Apesar de ndo serem td0 sensiveis como 0s outros substratos,
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0 substrato cromogénico permite direta visualizagdo da ligagéo. Infelizmente, substratos
cromogeénicos tendem a desaparecer & medida que a membrana seca ou quando estocado
tornando-o pouco vidvel para documentacdo. No entanto, pode-se fazer fotocopia ou
escanear para fazer uma réplica permanente do resultado. Um exemplo é o uso da 3 -3’
diaminobenzidina (DABI) que é oxidada pelo perdxido de hidrogénio na presenca da
peroxidase dando um produto insoldvel de cor marrom que precipita no local onde estéo

as proteinas.

1.6.2 Fluorescéncia: E o método mais recente. Os anticorpos secundarios sio marcados
com um fluorocromo. O sinal fluorescente pode ser detectado diretamente usando um
“scanner” a laser ou uma camera equipada com apropriada fonte de luz e filtros.
Independente do método de deteccdo, a intensidade do sinal correlaciona-se com a
quantidade de proteina e pode ser visualmente estimado ou quantificado usando analise
em software. O uso de anticorpos conjugados a um fluorocromo em um imunoensaio
requer poucos passos porque ndo ha desenvolvimento de substrato no ensaio. Apesar de
0 método ser répido, ele requer equipamento especial para detectar e documentar o sinal
fluorescente devido a necessidade de fonte de luz de excitacdo. Os avangos recentes na
imagem digital e o desenvolvimento de novos fluorocromos como o infravermelho e
pontos quanticos, tém aumentado a sensibilidade do uso de sondas fluorescentes para
WB.

1.6.3 Quimioluminescéncia: E o método de deteccdo mais comumente usado, baseado
sobre anticorpos secundérios conjugados com enzima peroxidase. Sobre a adi¢do de um
peroxido — reagente base, a enzima catalisa a oxidacdo do luminol resultando na
emissdo de luz. O sinal luminoso pode ser capturado usando uma carga da imagem da
camera acoplada com base em dispositivo ou pela exposicdo ao filme de raios-X.
Substratos quimioluminescentes diferem de outros substratos no qual o sinal é um
produto transitério da reacdo enzima-substrato e persiste somente enquanto a reacéo
esti ocorrendo. Se o substrato é usado ou a enzima perde a atividade, entdo a reagéo
cessa e o sinal € perdido. Entretanto em ensaios bem otimizados usando dilui¢cdes
apropriadas de anticorpos e substrato suficiente, a reacdo pode produzir saida estavel de
luz por 1 a 24 horas dependendo do substrato, permitindo detecgdo sensivel e
consistente que pode ser documentada com raios-X ou equipamento de imagem digital.

Destes métodos de documentagdo, o raios-X € o metodo mais sensivel em parte porque
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o filme é mais densamente revestido com moléculas foto-reativas que a imagem digital
que tem fotosensores. Também, o filme é colocado em contato direto com a membrana,
separado somente por uma folha pléstica fina e transparente, permitindo que mais fotons
de luz colidam com a emulsdo do filme que com o sensor digital que est& localizado
atrds de uma ou mais lentes focais. Por esta razdo, o tempo de exposicdo aos filmes é
mais curto que o requerido para o equipamento digital. Infelizmente, parte da
sensibilidade ser4 perdida quando a varredura digital do filme for feita para fins de
publicacdo. Imagens digitais contornam este passo fazendo imagem digital direta da
membrana, economizando tempo no processamento da imagem e manipulagédo dos

dados.

OBJETIVO
e Conhecer todas as etapas da metodologia de “Western Blotting” que permite

detectar e analisar proteinas.

ROTEIRO DOS EXPERIMENTOS

1. Preparo da amostra
1.1 Solucoes:

1.1.1Tampé&o de homogeneizagéo

Tris 50 mM 0,6055 g
NacCl 600 mM 3,5064 g
EDTA 1mM 0,0372 g
Agua miliQ q.s.p. 100 ml

1.1.2 Inibidores de proteases: devem ser adicionados imediatamente antes da
adicdo dos tampdes de lise (para extragdo de enzimas, eletroforese) para evitar-se
que as proteases intracelulares digiram as proteinas de interesse. Usar pelo menos
leupeptina (ou aprotinina ou TLCK) e PMSF. As solugbes estoques de inibidores

devem ser conservadas no freezer (-20°C).

- Leupeptina (Sigma L8511, hemissulfato): preparar solucdo-estoque de 5

mg/ml em 4gua miliQ. Manter a solugdo estoque a -20°C.
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- Aprotinina (Sigma A1153, liofilizada): preparar solugdo estoque a 5 mg/ml

preparada em agua miliQ. Manter a solugéo-estoque a -20°C.

- TLCK (Sigma T7254, cloridrato de N-Tosil-L-Lisina Clorometil Cetona;):
preparar solucdo estoque a 20 mM (73,86 mg/10 ml em &gua de agua miliQ).
Manter a solucéo estoque a -20°C.

- PMSFE (Fluoreto de Fenil-Metil Sulfonila; Sigma P7626; PM: 174,19
g/mol): o PMSF ¢ extremamente instavel na agua e NAO PODE ser preparado
em sopas de inibidores de proteases, devendo ser preparado sempre em
solucdes-estoque ISOPROPANOLICAS e adicionado aos tampdes de lise no
momento do uso. Preparar uma solucéo-estoque a 100 mM em isopropanol

(174,2 mg/10 ml de isopropanol). Manter a solucéo-estoque a -20°C.

1.1.3 Tampéo de lise para eletroforese com inibidores de proteases:

Para cada 100 ml de tampdo de homogeneizagdo adicionar 0S seguintes

inibidores de proteases:

40 pl de solugéo estoque de leupeptina 5 mg/ml (concentracdo final: 2 pg/ml).
40 pl de solucéo estoque de aprotinina 5 mg/ml (concentracéo final 2 pg/ml).
100 pl de solugéo estoque de TLCK 20 mM (concentragéo final 20 uM)

100 pl de PMSF 100 mM (concentragdo final 100 pM). No momento do uso,
adicionar 1 pl de solugdo estoque isopropandlica por ml de tampéo de lise

(concentragdo final 100 uM).

1.1.4 Tampé&o de amostra

Agua miliQ 3,8 ml
Tris HCI pH 6,8 0,125M 1,0 ml
Glicerol 0,8 ml
SDS 10% 1,6 ml
2-mercaptoetanol 0,4 ml
Azul de bromofenol 1% 0,4 ml

OBS: Armazenar o tamp&o de amostra a 4°C. Devido a quantidade de SDS pode
ser que a 4°C o liquido torne-se “meio viscoso”, entdo antes do uso deixar fora
da geladeira £ 15 min.

113



1.2 Procedimento:

1.2.1 Coletar o figado, cortar um pedago em torno de 600 mg e pesar;

1.2.2 O restante do figado pode ser congelado e armazenado em nitrogénio liquido;

1.2.3 Transferir o pedaco de figado para um tubo de centrifuga mantido em gelo, e

adicionar tampéo de lise gelado, na proporcédo de 3,0 ml para 600 mg de
figado;

1.2.4 Levar ao Politron para macerar o tecido;

1.2.5 Apds macerar todos os tecidos, transferir o extrato para tubos “eppendorf” de
2 ml e manter em gelo;

1.2.6 Adicionar 100ul de Triton-X 10%, homogeneizar manualmente e aguardar
30 min em gelo;

1.2.7 Calibrar os tubos e centrifugar por 30-40 min. / 12.000 rpm / 4°C;

1.2.8 Pipetar a proteina (liquido sobrenadante abaixo do disco de gordura) —
aliquotar em 02 eppendorfs de 0,6 ml (armazenar a -80°C ou nitrogénio
liquido);

1.2.9 Apods a dosagem de proteinas, fazer a diluicdo da amostra com tampéo de
homogeneizacéo de forma a obter 50 a 75 pg de proteinas em 30 pl (volume
de cada pocinho do gel)

1.2.10 Preparar a amostra que serd aplicada em SDS-PAGE: misturar 50 pl da
amostra (sobrenadante) com 50 pl de tamp&o de amostra. Aquecer a 95°C
por 4 min em banho-maria. Usar na eletroforese ou armazenar a -80°C ou
nitrogénio liquido. (OBS: se congelar, aquecer novamente a 95°C antes de
usar).

2. Dosagem de proteinas totais pelo método de Bradford (Biorad)
2.1 Preparo da solucéo de soro albumina bovina (BSA) para a curva padréo:
2.1.1 Pesar 10 mg de BSA e diluir em 10 ml de &gua miliQ — solucdo padrdo 1

mg/ml
2.1.2 Fazer as seguintes diluigdes com a solugdo padrao :

Concentragéo 0,2 mg/dl 0,4 mg/dl | 0,6 mg/dl 0,8 mg/dl 0,9 mg/dl
Solucdo padréo | 0,1 ml 0,2 ml 0,3 ml 0,4 ml 0,45 ml
(Img/ml)

Agua miliQ 0,4 ml 0,3 ml 0,2 ml 0,1 ml 0,05 ml

2.2 Preparo do reagente:

2.2.1 Preparar diluindo uma parte de reagente concentrado com 4 partes de agua

miliQ;

2.2.2  Filtrar em papel Whatman #1 (ou equivalente) para remover as particulas;
2.2.3 Este reagente diluido pode ser usado por aproximadamente 2 semanas quando

mantido a temperatura ambiente.
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2.3 Ensaio

2.3.1 Em tubos de ensaio pipetar 20 pl de cada padrdo (5 diluicbes) e de cada
amostra (diluida 1:50 — 10 pl de amostra + 490 pl de tamp&o);
2.3.2 Adicionar 1,0 ml de reagente diluido em cada tubo e homogeneizar;
2.2.3 Fazer os testes em triplicata;
2.2.4 Incubar a temperatura ambiente por pelo menos 5 min;
2.2.5 Medir a absorbancia em 595 nm;
2.2.6 Construir o grafico no Excel e determinar a equacéo da reta para o célculo da
concentragdo da amostra.
Estabilidade da reagéo = 1 hora.
Linearidade do método: 50 a 500pug/ml

3. Eletroforese
3.1 Reagentes

3.1.1 Acrilamida 30%/ Bisacrilamida 0,8%
- 30 g de acrilamida
- 0,8 g de N,N — metileno — bisacrilamida
- Completar o volume para 100 ml de agua miliQ

3.1.2 TRIS-HCI 0,5M pH 6,8 /SDS
- 6,05 g trizma base
- 0,4 gde SDS
- Dissolver ambos em 40 ml de 4gua miliQ. Ajustar o pH para 6,8 com
HCI e completar o volume para 100 ml.

3.1.3 TRIS-HCI 1,5M pH 8,8
- 18,17 g trizma base
- Dissolver em 40 ml de agua miliQ. Ajustar o pH para 8,8 com HCl e
completar o volume para 100 ml.

3.1.4 Tampao de eletroforese (4X concentrado)
- 12 g de trizma base
- 57 g de glicina
-4 gde SDS
- Completar o volume para 1.000 ml com &gua miliQ.

OBS: Né&o guardar na geladeira, sempre no armario, devido ao SDS que
ndo pode ser refrigerado.

Tampé&o de corrida (1X): Para 4 géis preparar 1.100 ml (275 ml de tampdo 4 X
concentrado e 825 ml de 4gua miliQ)

3.1.5 Tampéo de transferéncia
- 5,82 g de trizma base
- 2,93 g glicina
-0,375g SDS
- 200 ml de metanol
- Completar o volume para 1.000 ml com &gua miliQ
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3.2 Montagem do sistema (Equipamento BioRad)

Antes de preparar o gel é necessario montar o sistema na cuba. Para isso, as
placas de vidro (o par) devem ser limpas com élcool 70 % e, logo apds, posicionadas no
sistema (verde) sobre uma bancada reta. O sistema é entdo fixado através de “presilhas”

(2 laterais — verdes e 1 em cima). Pode-se colocar agua para ver se hd vazamento.

3.3 Preparacao do gel

Gel de separacéo Tris 0,375 M pH 8,8

Compostos 7,5% (2 géis) 7,5% (4 géis) 12% (2 géis)
Agua miliQ 4,85 ml 9,7 ml 3,35 ml
Tris1,5M - HCI pH 8,8 2,5 ml 5,0 ml 2,5 ml

SDS 10% (estoque) 100 pl 200 pl 100 pl
Acrilamida 30%/Bisacrilamida 0,8% 2,5 ml 5,0 ml 4,0 ml
Persulfato de amdnio 10% 50 pl 100 pl 50 pl
TEMED 5ul 10 pl 5 ul

TOTAL 10 ml 20 ml 10 ml

e O TEMED é armazenado a 4°C e o persulfato de aménio a 10% no congelador.
Lembrar-se de tirar o persulfato de amoénio (10%) do congelador para ir
descongelando na hora do preparo do gel.

e Colocar o TEMED por ultimo, pois ele é o catalisador da reag&o.

e Colocar sempre uma pequena quantidade de 4gua miliQ sobre o gel de separacéo

jé entre as placas, pois o oxigénio “impede” a solidificagdo do gel.
Esperar por volta de 30 a 50 min até o gel de separacéo se solidificar, entdo, desprezar a
agua e secar a superficie com papel filtro absorvente. S6 entdo aplicar o gel de

empacotamento sobre o gel de separagéo.

.Gel de Empacotamento pH 6,8

Compostos Volume p/ 2 géis Volume p/ 4 géis
Agua miliQ 1,05 ml 2,1 ml

Tris 0,5 M — HCI pH 6,8/SDS 0,630 ml 1,26 ml
Acrilamida 30%/Bisacrilamida 0,8% 0,330 ml 0,660 ml
Persulfato de amdnia 10% 13 pl 26 pl

TEMED 10 pl 20 pl

TOTAL 2,0 ml 40 ml

e Posicionar o0 pente adequado no gel de empacotamento e esperar solidificar por
30 a 50 min.

116



e Nunca deixar formar bolhas entre os geis; elas impedem a transferéncia de
corrente elétrica durante a corrida.

e Depois de o gel solidificar, retirar as “presilhas” e montar o sistema que encaixa
na cuba de eletroforese.

e Tirar 0s pentes e secar 0s pocinhos (com cuidado) com “tirinhas de papel
absorvente”.

e ApoOs isso, colocar o sistema dentro da cuba de transferéncia (corrida). Colocar
antes = 500 ml de tampdo de eletroforese (uso) e dar uma “balancadinha” para
retirar as bolhas abaixo do gel.

e Encher os “pocinhos” com tampé&o de eletroforese (uso) e aplicar as amostras no
fundo dos pocinhos (méximo 30 pl) com a pipeta de HAMILTON (lava-la bem
com agua miliQ entre as aplicagBes das amostras).

e Completar o volume da cuba com o restante dos 1100 ml de tamp&o de

eletroforese.

3.4 Corrida (eletroforese propriamente dita)

e Antes de aplicar a corrente no sistema, verificar se a tampa estd devidamente
posicionada, assim como os eletrodos.
LEMBRAR: polo positivo — vermelho polo negativo — preto

¢ Inicialmente deve-se aplicar uma corrente de 80 V, até o corante penetrar no gel
de empacotamento e formar uma linha (£ 30 min).

e Esta linha indica que as proteinas estdo todas posicionadas no inicio do gel de
separagdo, prontas para corrida. Neste momento, deve-se aplicar uma corrente
de 100 V. A corrida ter terminado quando a linha azul sair do gel. (x 1,5h ap6s

0 inicio).

4. Transferéncia de proteinas para nitrocelulose

OBS: Lembrar-se de marcar (cortar) o canto esquerdo inferior do gel, lado que corre
0s pesos moleculares conhecidos.

4.1 Com o tampdo de transferéncia equilibre o gel de acrilamida por 20 a 60 min;

4.2 Corte a membrana e o papel de filtro do tamanho do gel e umedega no tampé&o
por 5-10 min;
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4.3 Retire a cobertura de seguranca do equipamento (semi-dry) e prepare 0
“sanduiche” do gel como a seguir:

e No espaco da base do fundo (anodo — polo negativo) colocar:
- Papel de filtro pré-umidecido
- Membrana pré-umidecida
- Gel equilibrado
- Papel de filtro pré-umidecido

OBS: Usar o “rolinho” entre as camadas para retirar as bolhas.

4.4 Assegure que o0 sanduiche esteja tocando o topo do catodo (polo positivo) e
cubra cuidadosamente;

4.5 Corra o blot;

Gel pequeno: 14 V por 15 min

4.6 Desligue a fonte de energia, retire os eletrodos, e remova o blot.
5. Imunodetecgdo SNAP i.d. (GE Healthcare)

5.1 Solucdes:

5.1.1 Solugéo de bloqueio: Leite com baixo ou nenhum teor de gordura a 0,5% (0,5
g/ 100 ml) em tamp&o TBS contendo 0,1% de tween 20 (100 pl/ 100 ml).
Centrifugar antes de usar, pois é essencial que as solucbes estejam
completamente solubilizadas e livres de qualquer matéria particulada.

5.1.2 Anticorpo primario e secundéario: diluir em TBS contendo 0,1% de tween 20
(TBS-T) e 0,5% de leite com baixo ou nenhum teor de gordura.

Tampéo TBS pH 7,6 — 1 litro (Tris 20 mM)

Tris 2,42 g
Cloreto de sédio 8040
Agua miliQ q.s.p. 1,0 litro

Acertar pH para 7,6

Tampéo TBS — Tween (0,1%) - TBS-T
Tampéo TBS 50ml
Tween 20 50 pl

5.2 Procedimento:
5.2.1 Abrir a tampa do suporte de membrana, tomando cuidado para ndo danificar a
superficie branca interna;
5.2.2 Molhar a superficie branca do suporte de membrana com agua miliQ. Se
usar somente um espago de um suporte duplo ou triplo, o espago ndo usado
deve ser molhado também;
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5.2.3 Colocar a membrana de nitrocelulose pré-molhada no centro do suporte com
o lado da proteina virado para baixo. A membrana ndo deve exceder o
tamanho do espago;

5.2.4 Passar gentilmente o rolo sobre a membrana para remover as bolhas;

5.2.5 Colocar o espagador (ndo € necessario molhar) em cima da membrana e rolar
de novo para garantir o contato do espagador com a membrana;

5.2.6 Fechar o suporte;

5.2.7 Abrir a tampa do sistema e colocar o suporte na cdmara. Alinhar as abas do
suporte com os entalhes da cAmara. Fechar e travar a tampa;

5.2.8 Adicionar solucédo de blogueio:

e 30 ml para espaco simples
e 15 ml para espaco duplo
e 10 ml para espaco triplo

5.2.9 Aplicar o véicuo até a solugdo ter sido totalmente aspirada. Desligar o vacuo;

5.2.10 Adicionar volume adequado de anticorpo primério, sobre toda a superficie
da membrana:

e 3 ml paraespago simples
e 1,5 ml para espago duplo
e 1,0 ml para espago triplo

OBS: Usar concentragdes 3 a 5 vezes maiores de anticorpos que o habitual.

5.2.11 Incubar 10 min a temperatura ambiente (a solugdo deve ser absorvida pelo
suporte ficando a superficie seca). Aplicar o vacuo;
5.2.12 Com o vacuo continuo lavar 3 vezes com o tampdo TBS-T (volumes
abaixo):
e 30 ml para espago simples
e 15 ml para espaco duplo
e 10 ml para espaco triplo
5.2.13 Adicionar volume adequado de anticorpo secundério, sobre toda a superficie
da membrana:
e 3 ml paraespago simples
e 1,5 mlpara espaco duplo
e 1,0 ml para espago triplo

OBS: Usar concentragdes 3 a 5 vezes maiores de anticorpos que o habitual

5.2.14 Incubar 10 min a temperatura ambiente (a solugdo deve ser absorvida pelo
suporte ficando a superficie seca). Aplicar o vacuo;
5.2.15 Com o vacuo continuo lavar 3 vezes com o tampdo TBS-T (volumes
abaixo):
e 30 ml para espago simples
e 15 ml para espaco duplo
e 10 ml para espaco triplo

5.2.16 Desligar o vacuo. Remover a membrana e incubar com reagente apropriado
para detecgéo.

5.2.17 Revelacédo em DABI e H,0;, — 1 comprimido de DABI (10 mg/ml) + 20 pl de
H,O, + 50 ml de TBS-T (reagdo no escuro).
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INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenga de Chagas, é um protozoario
da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, caracterizado pela presenga de um
flagelo e uma mitocondria, descoberto em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas. (NEVES, 2005; SILVA JUNIOR et al., 2010). A distribuicio dos vetores e
reservatorios silvestres do T. cruzi nas Americas se estende desde os Estados Unidos a
Argentina e Chile (COURA & VINAS, 2010).

Dados da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) indicam a existéncia de 16-18
milhdes de infectados pelo T. cruzi, contudo, Pinto Dias (2007) estima que em cerca de
18 paises endémicos existam de 12-14 milhGes de individuos infectados com uma
incidéncia anual de 200.000 casos e milhares de mortes, e aproximadamente 100
milhGes de pessoas vivendo em &reas de risco. No Brasil, predominam os casos crénicos
da doenga de Chagas decorrentes de infec¢cbes adquiridas no passado, com
aproximadamente trés milhdes de individuos infectados.

Os insetos vetores sdo percevejos da ordem Hemiptera pertencentes a familia
Reduviidae, sendo que machos e fémeas s6 se desenvolvem e procriam realizando a

hematofagia desde a primeira fase da vida até adulto. Cinco espécies tém especial

importancia na transmissdo da doenca ao homem. Por ordem de importancia: Triatoma



infestans, T. braziliensis, Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T. sordida
(NEVES, 2005).

O ciclo de vida do T. cruzi envolve a passagem obrigatoria por hospedeiros
vertebrados (homem e mamiferos) e invertebrados (triatomineos), em uma série de
diferentes formas de desenvolvimento. As tripomastigotas sanguineas ingeridas pelo
inseto vetor se diferenciam em epimastigotas proliferativas, que por sua vez se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas no intestino posterior do inseto. As formas
metaciclicas invadem as células do hospedeiro vertebrado e se transformam em formas
amastigotas, que sofrem novo processo de diferenciagdo em tripomastigotas,
responsaveis pela disseminagéo da infeccdo (SILVA JUNIOR et al., 2008).

As formas habituais de transmissdo da doenca de Chagas humana reconhecidas
sdo aquelas ligadas diretamente ao vetor, a transfusdo de sangue, & via congénita
(CARLIER, 2007), e mais recentemente, as que ocorrem via oral, pela ingestdo de
alimentos contaminados (PINTO DIAS, 2006). Mecanismos menos comuns envolvem
acidentes de laboratério, manejo de animais infectados (HERWALDT, 2001),
transplante de 6rgdos (CAMPOS et al., 2008) e pelo leite materno (PINTO DIAS,
2006). Clinicamente a infeccdo é caracterizada por uma fase aguda, seguida da fase
cronica, na qual a maioria dos pacientes se mantém assintomaticos, (DANTAS et al.,
2006). Os sinais e sintomas, na fase aguda, se manifestam em casos mais extremos,
normalmente na maioria dos pacientes esta fase passa despercebida por ndo ter sido
reconhecida ou devido & escassez ou auséncia de manifestacbes clinicas (PRATA,
2001). Cerca de 60-70% dos pacientes nunca desenvolvem a doenca clinicamente
aparente, esses pacientes apresentam a forma indeterminada da doenga, em que O
paciente se apresenta assintomatico. (PRATA, 2001; RASSI JUNIOR et al., 2010). Os

restantes 30-40% dos pacientes podera posteriormente evoluir para uma doenga grave e
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morte prematura. As manifestacdes clinicas tipicas desta fase estdo relacionadas com o
envolvimento do coragéo, esdfago, colon, ou uma combinagdo e estdo agrupadas em
trés formas principais: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva. Normalmente 10-30 anos
apods a infeccdo inicial surgirdo os sintomas clinicos da fase cronica (DANTAS et al.,
2006; RASSI JUNIOR et al., 2010).

A quimioterapia especifica com os medicamentos disponiveis, 0s nitroderivados
nifurtimox (Lampit®) ou, preferencialmente, o benzonidazol (Rochagan® ou
Radanil®) tém sido indicado para o tratamento da fase aguda (PRATA, 2001, SILVA
JUNIOR et al., 2008), com uma taxa de cura de 50-70% (CANCADO, 1985), em
individuos cronicamente infectados a taxa de cura é baixa (8-20%) (CANCADO, 1985,
GALVAQO et al., 1993, COURA & CASTRO, 2002). Esses compostos podem causar
toxicidade sistémica (TONIN et al., 2010) com sérios efeitos colaterais, sendo 0s mais
importantes hipersensibilidade (rash, febre, edema generalizado, linfoadenopatia, dores
musculares e nas articulagbes), depressdo da medula dssea (neutropenia, purpura
trombocitopénica), polineuropatia periférica. A dose diéria para benzonidazol é 5-7
mg/kg de peso corpdreo e 8-10 mg/kg de peso corpdreo para o nifurtimox durante 30 ou

60 dias (PRATA, 2001).

2. OBJETIVOS
GERAL

Proporcionar aos alunos conhecimentos sobre técnicas basicas utilizadas para
investigar atividade bioldgica de substancias naturais e sintéticas frente ao protozoério

T. cruzi.

ESPECIFICOS
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- Verificar uma possivel atividade tripanocida do composto sobre a forma epimastigota
de T. cruzi;

- Verificar a citotoxicidade do composto sobre a linhagem de células animal LLCMKj;

- Verificar a alteracdo da membrana plasmatica em citometria de fluxo;

- Verificar se o composto causa alteragdes na morfologia do protozoério através de

microscopia eletronica de varredura.

3. MATERIAL E METODOS
MEIO LIVER INFUSION TRYPTOSE (LIT)

O meio LIT foi desenvolvido por Yeager e utilizado por Camargo (1964) para
estudos de crescimento e diferenciagdo em T. cruzi. Desde entdo tornou-se o0 meio mais
utilizado para o cultivo da forma epimastigota. Possui em sua formulagdo infuséo de
figado, triptose, hemina, glicose e varios sais, sendo suplementado com 10% de soro

fetal bovino.

ENSAIO ANTIPROLIFERATIVO

O ensaio antiproliferativo € uma das etapas experimentais iniciais na busca de
substancias com atividade tripanocida. Como objetivo geral do experimento busca-se
determinar o valor de ICs, para dada substancia, ou seja, a concentracdo de droga na
qual ocorra a inibicdo de 50% dos protozoarios apds 96 h de tratamento, quando

comparado a um grupo controle.

Pesagem e diluicédo das drogas

= Pesar a droga utilizando tubos Eppendorf® estéreis (1 mg para compostos
isolados e 10 mg para extratos e fragdes);

» Adicionar 100 pL de Dimetilsulféxido (DMSO) ao eppendorf, agitar até
completa dissolucdo da droga e completar com 900 pL de meio LIT (solucéo
estoque: 1 mg/mL);

= Identificar 4 outros tubos eppendorf estéreis (Concentra¢fes: 500, 100, 50 e 10
pg/mL) para realizar a diluigdo da droga;

= Adicionar aos tubos identificados, respectivamente, 500, 800, 500 e 800 pL de
LIT;

= Homogeneizar e transferir 500 pL da solucéo estoque para o tubo 1 (C: 500

Hg/mL);
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Homogeneizar o tubo 1 e transferir 200 pL deste para o tubo 2 (C: 100 pg/mL);
Homogeneizar o tubo 2 e transferir 500 pL deste para o tubo 3 (C: 50 pg/mL);
Homogeneizar o tubo 3 e transferir 200 pL deste para o tubo 4 (C: 10 pg/mL).

Padronizacédo do indculo

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y serdo previamente
cultivados em meio LIT suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
por 4 dias a 28°C;

Homogeneizar o tubo de cultura, retirar 20 pL e adicionar o volume a um
eppendorf contendo 980 L de formalina 3%;

Contar as formas epimastigotas presentes no quadrante central (regido A) da
Cémara de Neubauer (Fig. 1), obter a média dos dois campos de contagem,
multiplicar pela diluicdo (50) e pelo fator de correcdo da camara(10%), obtendo-

se um nimero X de protozoarios;

Figura 1. Hematimetro ou Camara de Neubauer.

O in6culo para a realizacdo do ensaio antiproliferativo deve ser de 10°
parasitas/mL, sabendo que em 1 mL existe um nimero X de parasitos realiza-se
uma regra de 3 para descobrir qual volume V é necessério utilizar para obter 10°
parasitos/mL;

Como o experimento em geral é montado simultaneamente para duas drogas em
uma placa de 24 pocos, € preciso padronizar o volume real (VR) de inoculo a ser

coletado para 25 mL (volume V x 25= VR).

Preparo do pool

O pool deve ser preparado em um tubo falcon, sendo composto por 10% de SFB
(2,5 mL), 10% da droga (2,5 mL distribuido diretamente nos po¢os), o volume
de indculo calculado e meio LIT em q.s.p. para 25 mL, além de 33,75 pL de

gentamicina.
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Montagem e Leitura do experimento

Transferir 100 pL de cada eppendorf contendo as drogas para dois pogos (ensaio
em duplicata) da placa, para os pogos controle transferir 100 pL de LIT;
Adicionar 900 pL do pool a cada pogo, obtendo-se uma concentragéo final 10
vezes menor que a obtida no eppendorf;

Homogeneizar a placa e incubar a 28 °C por 96 h;

Apbs o tempo de ensaio realizar a contagem de parasitos em camara de

Neubauer.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O Ensaio de citotoxicidade ¢ uma metodologia de ampla utilizacdo que permite

verificar o qudo toxica € uma substancia para determinada célula. Em nosso caso

usaremos células da linhagem LLCMK; (Célula epitelial de rim de Macaca mulata)

como modelo.

Obtencéo da monocamada de células

Usar garrafas de cultura média com tapete de células fechado como fonte de
indculo;

Retirar o meio de cultura (DMEM) das garrafas e lavar o tapete de células com
PBS;

Adicionar tripsina as garrafas e permitir que a enzima aja por aproximadamente
30s;

Observar as células ao microscopio invertido e caso estejam arredondadas bater
no fundo da garrafa para completo descolamento do tapete de células;

Adicionar meio de cultura até formar uma suspensdo de 10 mL, reservar em
gelo;

Transferir 100 pL desta suspensdo para um eppendorf contendo 900 pL de meio;
Homogeneizar o contelldo do eppendorf e proceder a contagem em Cémara de
Neubauer (Fig 1), contando apenas as células presentes nos quatro quadrantes
laterais (regides B) de cada campo, dividindo o nimero total contado por quatro
obtendo uma média;

Multiplicar a média pelo fator de correcfo da camara (10%) e pela diluigdo (10);
Proceder os calculos tal como no ensaio antiproliferativo, sabendo que para o

experimento de citotoxicidade € ideal um inoculo de 2,5x10° células;
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Preparar o pool contendo o volume de indculo calculado, 10% de SFB, Meio de
cultura em q.s.p. 10 mL e 12,5 pL de gentamicina;

Distribuir 100 puL. da suspensdo homogeneizada em cada poco, deixando trés
pOGos vazios para usa-los como branco;

Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 24 h.

Tratamento das células

Pesar e diluir as drogas em DMSO tal como no ensaio antiproliferativo;

Preparar as diluicdes em eppendorf, utilizando meio de cultura com gentamicina,
visando obter concentragdes finais de 500, 100, 50, 10 e 1 pg/mL;

Apos a formacdo da monocamada de células retirar o meio de cultura dos pogos
e transferir 100 pL de cada eppendorf para os respectivos poGos (ensaio em
triplicata);

Manter pelo menos 3 pocos da placa sem a adi¢do da droga (controle);

Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 96 h.

Leitura do experimento

Apo6s o tempo de incubacdo retirar 0 meio de cultura, lavar cada po¢o com 100
uL de PBS, retirar o PBS ¢ adicionar 50 pL de &cido tricloroacético 10%;

Manter em geladeira por uma hora ao abrigo da luz;

Desprezar o acido tricloroacético e lavar em agua corrente por 5 vezes, sendo a
ultima em &gua destilada, apds isto deixar a placa secar a temperatura ambiente;
Adicionar 50 pL/poco de sulforodamina B (0,4% p/v em 1% de solucdo aquosa
de acido acético);

Manter a placa por 30 min em geladeira ao abrigo da luz;

Lavar a placa por 3 vezes com &cido acético 1% para completa remocdo do
corante;

Adicionar 150 pL/poco de tampéo Tris-base 10 mM;

Agitar cuidadosamente a placa e realizar a leitura em Leitor de ELISA a 530 nm.

DETERMINACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA POR
CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é uma técnica que possibilita a andlise simultanea de

multiplas caracteristicas celulares em amostras em suspensdo. Podem ser analisados
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parametros como: tamanho celular (FSC), granulometria (SSC) e comprimentos de onda
especificos. Esta técnica baseia-se na capacidade do iodeto de propideo intercalar o
DNA e emitir fluorescéncia. Ceélulas com membrana plasméatica integra séo
impermeéveis ao iodeto de propideo, enquanto aquelas com dano de membrana sdo
permeaveis a este marcador.

- Tratar as células da mesma forma como foi no ensaio antiproliferativo, incubando por
24h;

- Recolher as células, centrifugar e lavar com PBS por 2x;

- Adicionar 50pL de solucdo de iodeto de propideo em PBS (2ug/mL) & suspensdo
celular;

- Agitar e incubar a temperatura ambiente por 5 min.;

- Realizar a leitura em citdmetro de fluxo BD FACSCALIBUR® no canal de leitura
FL2.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) fornece imagens tridimensionais
do material avaliado, cuja a qual é formada pela interacéo inicial de um feixe de elétrons
com a amostra em condicbes de alto vicuo. Nesta interagdo elétrons secundarios
provenientes da amostra sdo arrancados e coletados por uma sonda para formar uma
imagem da topografia do material (SOUZA, 1998). Dentre as suas varias aplicacdes, a
microscopia eletronica de varredura permite avaliar a morfologia celular de micro-

organismos expostos a compostos biologicamente ativos.

— Lavar as células em PBS a temperatura ambiente 3 vezes;

— Preparar uma solucgéo de glutaraldeido & 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,1
M;

— Adicionar ao pellet 1 mL da solugéo de glutaraldeido (fixacdo propriamente dita);

— Deixar em temperatura ambiente no minimo 1 h ou na geladeira por até 48 h;

— Lavar as células fixadas com tampdo cacodilato de sédio a 0,1 M 3 vezes;

— Lavar o suporte (chip ou laminula) com acetona e depois com agua;

— Aderir as celulas previamente fixadas neste suporte com poli-L-lisina;

— Lavar 3 vezes com o tampdo cacodilato de sédio a 0,1 M;

— Desidratar em etanol 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100% (10-15 min cada um, exceto em
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100%, que deve-se deixar no &lcool por 2 ou 3 vezes este tempo);
Realizar ponto critico;
Metalizar com ouro;

Observar no Microscopio Eletronico de Varredura Shimadzu SS-550.
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1. TRATO GASTRINTESTINAL E SISTEMA NERVOSO ENTERICO (SNE)

O sistema digestorio consiste em: cavidade oral, esdfago, estdbmago, intestinos
delgado e grosso, glandulas associadas: salivares, figado e pancreas, além da vesicula
biliar. Este sistema tem a funcdo de obter dos nutrientes ingeridos, moléculas
necessarias para manutencdo, crescimento e demais necessidades energéticas dos
organismos (Junqueira e Carneiro, 2011). Somente o tubo digestério tem cerca de 9
metros de comprimento e est4 subdividido em regides morfologicamente distintas:
esofago, estdbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco,
colon, reto e canal anal) (Gartner e Hiatt, 2003).

Existem quatro camadas histologicas que constituem o tubo digestorio: mucosa,
submucosa, muscular externa e serosa (ou adventicia), sendo estas inervadas por nervos
parassimpaticos e simpéticos, assim como por fibras sensitivas (Gartner e Hiatt, 2003).
Tais camadas ou tanicas sdo semelhantes em toda extensdo do trato gastrintestinal,
entretanto apresentam algumas modificacOes e especializagdes regionais:

a) Mucosa: Composta por um revestimento epitelial, abaixo do qual ha um tecido
conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos, denominado lamina
prépria e uma camada muscular que a envolve, denominada muscular da mucosa
(Gartner e Hiatt, 2003; Junqueira e Carneiro, 2011);



b) Submucosa: Camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado sem a presenga
de glandulas (exceto no esdfago e duodeno), apresentando vasos sanguineos e
linfaticos bem como o plexo nervoso submucoso ou de Meissner (Gartner e
Hiatt, 2003);

c) Muscular externa: Corresponde a uma espessa camada de musculo liso (exceto
na porcao inicial do esdfago) responsavel pela atividade peristaltica (Gartner e
Hiatt, 2003), subdividida em duas subcamadas: uma mais interna onde a
orientacdo das fibras musculares € geralmente circular, sendo denominada
circular interna e outra mais externa de orientacdo longitudinal, denominada
longitudinal externa. Entre estas duas camadas, observa-se o plexo nervoso
mioentérico ou de Auerbach (Junqueira e Carneiro, 2011).

d) Serosa ou adventicia: Camada que envolve a muscular externa, composta de
tecido conjuntivo que pode (serosa), ou ndo (adventicia), estar circundada pelo
epitélio pavimentoso simples (mesotélio) do peritdnio visceral (Gartner e Hiatt,
2003);

A inervagdo deste tubo alimentar é atribuida extrinsecamente aos componentes
simpético e parassimpatico, e intrinsecamente ao SNE, presente desde o esdfago ao anus
o0 qual atua de forma independente, sendo que suas fungdes sdo moduladas pelo Sistema
Nervoso Autonomo (Gartner e Hiatt, 2003).

O SNE possui aproximadamente 10° neurdnios sensoriais, motores e
interneurdnios, distribuidos nos dois plexos ganglionados principais: 0 mioentérico e o
submucoso (fig. 1). Embora espacialmente separados a conexao entre os dois sugere que
eles compreendem uma unidade integradora (Furness, 2005). Tais neurdnios controlam
a motilidade intestinal e a secrecdo, iniciando reflexos em resposta ao contetdo luminal
e a tensdo do musculo liso (Furness et al., 1999). Normalmente, estes neurdnios
organizam-se em grupos de neurbnios denominados “ganglios”, podendo ocorrer
neurdnios isolados, como em roedores (Gabella, 1989). Ao assumir a organizagéo
ganglionar, esses neurdnios sdo revestidos externamente por tecido conjuntivo,

ricamente vascularizado, separando-os do tecido muscular circundante (Gabella, 1979)
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Plexo miocentérico

Circular interna

Longitudina
externa

Fig. 1: Principais plexos nervosos do sistema nervoso entérico. Fonte: Furness, 2005 (adaptado).

Os neurdnios ganglionares e os seus feixes de fibras nervosas no SNE séo
providos por numerosas células gliais (Furness, 2005). Tem sido bem estabelecido que
estas células desempenham um papel relevante na fisiologia e fisiopatologia do trato
gastrointestinal (Ruhl et al., 2004). Este papel est4 relacionado com sua atuacdo na
homeostase do intestino, bem como serve de elo entre sistema nervoso e imunolégico
(Ruhl et al. 2004) e ainda, atua no controle do fenétipo neuroquimico (Aubé et al.,
2006).

Além disso, semelhante aos neur6nios do sistema nervoso central, 0s neurdnios
do SNE séo bastante diversificados fenotipicamente sendo que mais de 16 populac6es
neuronais distintas ja foram identificadas e classificadas pela sua morfologia, contetdo
de neurotransmissor, propriedades eletrofisiolégicas de neurbnios sensoriais,
interneurdnios ascendentes e descendentes e neurdnios motores excitatorios e inibitorios
(Grundy e Schemann, 2005).

Os neurdnios sensoriais, atualmente denominados como neurdnios intrinsecos
primérios aferentes (IPANSs), traduzem e codificam informacBes sobre o ambiente
quimico e estado fisico do tecido que eles inervam (Costa, 2000). Os neurbnios
motores, por sua vez, podem ser divididos em dois grupos, 0s excitatorios e 0S
inibitorios. Os principais neuromediadores encontrados nos neurdnios excitatorios sdo a
acetilcolina e as taquicininas. J& 0s neurdnios inibitérios possuem Varios
neuromediadores, como NO (6xido nitrico), VIP (peptideo vaso ativo) e adenosina
trifosfato (Furness et al., 1995). Finalmente, os interneurdnios sdo identificados em
todas as camadas do trato gastrintestinal, sendo que sua constitui¢cdo neuroquimica varia

muito, dependendo do 6rgdo em questdo (Furness et al., 1995).
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2. MODELOS EXPERIMENTAIS
2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é uma sindrome metab6lica de etiologia multipla,
caracterizada pela deficiéncia relativa ou absoluta da insulina em exercer sua agdo sobre
6rgdos-responsivos-alvo, consequentemente a glicose permanece em concentragdo alta
no sangue, com anormalidades observadas no metabolismo de lipidios, proteinas e
carboidratos (Xiang et al., 2010).

Existem duas formas principais de diabetes: dependentes de insulina ou tipo | e
ndo dependentes de insulina ou tipo Il (Voet et al., 2002). O tipo | ocorre quando ha
falta de insulina na corrente sanguinea, ocasionado pela destruicdo das suas células
produtoras. O tipo Il ocorre quando ha escassez de receptores de insulina nas células
normalmente responsivas ao hormdnio, também conhecidas como células resistentes a
insulina (\Voet et al., 2002).

Modelos animais tém sido extensivamente utilizados em pesquisas sobre o
diabetes, como por exemplo, a administracdo de agentes quimicos B-citotoxicos como a
aloxana e a estreptozotocina (Reis e Alcolado, 2005) que consiste numa maneira
eficiente para promover o diabetes tipo | e assim, torna-se possivel o estudo de
mecanismos fisiopatoldgicos, atividade hipoglicemiante e anti-diabetogénica de certos
compostos. A estreptozotocina (STZ) é um antibiético, de natureza glicosamina-
nitrosuréia, com propriedades tdxicas, isolada de Streptomyces achromogenes e é
captada pelas células B-pancreéticas através de transportadores de glicose GLUT-2
(Xiang et al., 2010). Vérios mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo da
estreptozotocina sobre danos as células B-pancredticas, Bolzadn e Bianchi (2002)
relataram que a STZ interfere no metabolismo energético das células B-pancreéticas,
comprometendo a biossintese de insulina e resultando em apoptose celular.

Em nosso laboratério, para o estabelecimento do modelo animal de diabetes
mellitus realizamos uma injegdo endovenosa (veia peniana) de STZ dissolvida em
tampéo citrato 10 mmol/L (pH 4,5), em ratos submetidos a um jejum prévio de quatorze
horas, na dosagem de 35 mg/kg de peso corporal. Posteriormente, 0s animais S&o
mantidos em jejum por duas horas para que ndo haja competigdo da STZ com a glicose
circulante pelas células B-pancreéticas. Apds quatro dias de inducéo, o sangue coletado
dos animais é usada para mensuracdo da glicemia através da determinacdo fotometrica
da glicose por meio de glicoso-colorante-oxidorredutase (glicosimetro Accu-Chek

Active, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BW, Alemanha) e/ou também pode ser
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realizado o método da glicose oxidase (Bergmeyer e Bernet, 1974), sendo considerados
diabéticos todos os ratos que apresentarem glicemia acima de 210 mg/dl. Além disso,
mantendo os animais em gaiolas metabdlicas individuais, é possivel acompanhar o
estabelecimento da doenga medindo além da glicose, sintomas tipicos do diabetes
mellitus, tais como: polidria (aumento da excre¢do de urina), polidpsia (aumento da
ingestdo de &gua) e polifagia (aumento da ingestdo de racéo).

Geralmente, os primeiros sinais e sintomas do diabetes comecam aparecer
nos ratos desde os primeiros dias de inducdo da doenca. Desse modo, o periodo
experimental varia conforme o modelo de diabetes que se queira adotar, ou seja, uma
semana caracteriza diabetes agudo e quatro semanas ou mais caracterizam o diabetes

cronico.

2.2. Restri¢éo alimentar

Estudos tém mostrado que uma moderada reducdo no consumo cal6rico
pode retardar o envelhecimento, reduzindo doencas cronicas relacionadas a idade
(diabetes, cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas) e estendendo o tempo
de vida de varias espécies de fungos, parasitas, moscas e mamiferos (Sohal e
Weindruch, 1996; Mattson et al., 2003; Bordone e Guarente, 2005).

Por este motivo, a restricdo caldrica tém se tornado objeto de estudo de
Varios pesquisadores nos ultimos anos, uma vez que esta pratica tem se mostrado capaz
de reduzir a taxa de formacdo de tumores, aumentar a eficiéncia do sistema imune
(Wachsman, 1996), reduzir o metabolismo celular e a apoptose (Zhang e Herman,
2002), melhorar a sinalizacdo neurotréfica (Thrasivoulou et al., 2006), aumentar a
plasticidade neuronal (Mattson et al., 2002, 2003), a longevidade e a sobrevivéncia de
neurdnios (Johnson et al., 1998; Cowen et al., 2000) e principalmente contribuir para
amenizar os efeitos do estresse oxidativo gerado durante o processo de respiragao
celular, reduzindo o nivel de radicais livres (Barja, 2002, 2004; Bokov et al., 2004;
Gredilla e Barja, 2005).

Em células com elevado consumo de oxigénio, como 0s neur6nios, 0s
radicais livres sdo responsaveis por danos celulares cumulativos e irreversiveis,
podendo provocar perda da fungdo celular até morte por necrose ou apoptose (Imai e
Nagakawa, 2003). Estes danos podem causar alteracdes estruturais e funcionais do trato

gastrointestinal (TGI) durante o processo de envelhecimento.Desta forma, animais
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submetidos a restricdo cal6rica podem se tornar modelos experimentais para estudos
sobre o envelhecimento.

A restricdo caldrica é definida como a dieta em que a quantidade diaria de
alimento ingerido é menor do que a que o animal seria capaz de ingerir até ficar
completamente saciado. A restricdo pode ser feita tanto controlando a quantidade de
alimento fornecido, quanto através da manipulagdo dos componentes da dieta. As
pesquisas conduzidas com restrigdo caldrica tém utilizado diminui¢éo da quantidade de
alimento sem manipulacdo da quantidade e qualidade calérica das dietas. Entretanto, a
restricdo dietaria ndo deve vir acompanhada de nenhum grau de desnutricdo (Masoro et
al.,1992), assim como, se a dieta for manipulada deve manter os componentes

nutricionais necessarios para manutencéo do animal (Weihe, 1987).

2.3. Dietas hipercaldricas e obesidade

Para melhor compreensédo do papel de cada um dos elementos envolvidos na
fisiopatologia do desenvolvimento da obesidade, pesquisadores utilizam-se de diversos
modelos experimentais, que podem fornecer subsidios para intervengdes e tratamentos
destes quadros (Kanasaki et al., 2011). Alguns tipos de obesidade experimental s&o
classificados de acordo com sua etiologia.

Entre os modelos desenvolvidos os que mais se aproximam da obesidade e
sindrome metab6lica em humanos, sdo os de obesidade exdgena, onde os animais sao
alimentados com dietas que apresentam valores caldricos mais elevados que a dieta
padrdo para roedores, podendo ser rica em gorduras ou em carboidratos, ou ainda ser
altamente palatavel, o que induz a uma hiperfagia persistente (Cesaretti et al., 2006).
Destas dietas, a dieta de cafeteria, que mais se aproxima da realidade humana. Neste
modelo experimental, é ofertado ao animal juntamente com a racéo padrdo, alimentos
altamente caldricos e palataveis, tais como bacon, castanhas, leite condensado,
refrigerantes, chocolate, amendoim, pdo branco, biscoitos, entre outros produtos
industrializados, que tendem a provocar um incremento da ingestdo caldrica desses
animais bem como, aumento do peso corporal e da adiposidade, alem de desencadear
um quadro de sindrome metabdlica. Além disso, disfungBes endoteliais, alteracbes
hepéticas e alteracbes no trato gastrointestinal também foram observadas mediante

consumo da dieta de cafeteria na fase adulta (Cesaretti et al., 2006; Scoaris et al., 2010).
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2.3. Isquemia/Reperfusdo Mesentérica

A isquemia ocorre quando um 6rgdo ndo é suprido em quantidade suficiente de
sangue, como resultado de choque, doenca vascular ou transplante de 6rgdos. Os danos
causados pelo processo de isquemia e reperfuséo (I/R) ocorrem inicialmente pela falta
de circulacdo adequada para suprir as necessidades metabdlicas dos 6rgdos envolvidos
(Cerqueira et al., 2005; Chang et al., 2006). A isquemia mesentérica pode ser
subdividida em cronica, quando os sintomas isquémicos sdo provenientes de doencga
arteriosclerdtica de longa data, e aguda, que é baseada na etiologia da oclusdo,
embolicas, tromboticas ou ndo oclusivas (Chang et al., 2006).

A isquemia mesentérica aguda € resultado de um decréscimo repentino no fluxo
sanguineo intestinal decorrente de uma oclusdo vascular mesentérica, ocluséo da artéria
ou veia mesentérica superior, que gera uma hipoperfusdo no intestino delgado podendo
levar ao infarto, apresentando taxa de mortalidade de aproximadamente 70% (Tendler,
2003).

Em nivel celular a isquemia causa danos funcionais nas mitocondrias, reducéo
de regulacdo da transferéncia idnica e acidez intracelular. Além disso, alteracbes na
permeabilidade da membrana e liberagdo de enzimas degradativas e radicais livres que
podem levar & apoptose e necrose tecidual (Chang et al., 2006).

Se a isquemia mesentérica é detectada precocemente, uma intervencgao
terapéutica é possivel, caso contrario, técnicas cirurgicas sao necessarias, assim como na
suspeita de infarto intestinal (Berland e Oldenburg, 2008). Estas medidas devem ser
tomadas para reestabelecer os fluxos sanguineos e evitar necrose tecidual e distdrbios
metabolicos que podem culminar com disfuncéo do 6rgéo e morte.

Entretanto, danos teciduais causados pela alteragdo do fluxo sanguineo intestinal
estdo relacionados também com a reperfusdo (Bulkley, 2009) em condicdes clinicas
como transplantes, cirurgias e diversos estados patoldgicos (Rivera et al., 2009). Curtos
periodos de isquemia mesentérica resultam em aumento da permeabilidade
microvascular, enquanto uma isquemia prolongada pode resultar em ruptura da barreira
mucosa intestinal através principalmente de metabolitos de oxigénio reativo (Berland e
Oldenburg, 2008) como radical superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila e
neutrofilos polinucleares (Berland e Oldenburg, 2008; Sehirli et al., 2009).

O superoxido pode entdo formar peroxido de hidrogénio, e, secundariamente, o

radical hidroxila pela reagdo de Harber-Weiss. As espécies reativas de oxigénio (ROS)
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geradas a partir da I/R induzem a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares e
mitocondriais que é uma das causas de lesdo na mucosa (Takizawa et al., 2011).

Em estudos de lesdo mesentérica por I/R foram detectadas alteracbes na forma
neural, no arranjo dos neurdnios, na intensidade de coloracdo do plexo mioentérico
(Bolekova et al., 2011), alteragdo de suas propriedades e até mesmo causa sua morte
(Sehirli et al., 2009; Lindestro e Elblad, 2004). As alteragdes funcionais dos neurénios
entéricos levam, entdo, a alteracbes na motilidade intestinal (Calcina et al., 2005;
Lindestro e Elblad, 2004).

Estruturais AlteracBes Funcionas
Disfungdo Lesao or " Restauragio .
Celular p Reversio | S:: 'l‘l‘:‘e’o J
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Dl eperfusdo bt e
Tecidual p pﬁ:ﬂ:"o
Necrosede
il Efeitos Acentuado

irreversivelmente edema celular

_/ Deletérios .
lesadas "

http://hassylacarvalho.blogspot.com.br/2011/03/lesao-por-isquemia-reperfusao.html

2.3. Envelhecimento

O processo de envelhecimento é uma caracteristica Unica do ciclo de vida de
todos os organismos multicelulares, no qual a capacidade funcional de uma variedade
de sistemas fisioldgicos sofrem prejuizos progressivos durante a fase p6s-maturacional,
atenuando a habilidade de manutencdo da homeostase, resultando em morte (Sohal et
al., 2002). Promove alteragBes morfoquantitativas na populacdo neuronal e glial entérica
(Phillips et al., 2004; Marese et al., 2007) , na expressao de neurotransmissores (Phillips

et al., 2003) e organizacdo dos plexos, podendo levar a sintomas como reducdo do
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tempo de esvaziamento géstrico e dos movimentos peristalticos, atividades moduladas
pela inervacdo intrinseca do trato gastrointestinal (Wade & Cowen, 2004).

Apesar da redugdo quantitativa dos neurdnios mioentéricos, pesquisas
demonstram um aumento significativo da area do corpo celular, relacionado ao
envelhecimento (Marese et al., 2007; Schoffen e Natali, 2007) que pode ser atribuido a
reorganizagdo dos neurdnios remanescentes, demonstrando a capacidade plastica
neuronal no tecido nervoso completamente diferenciado. Estas alteragcbes estéo
relacionadas principalmente & producéo de radicais livres e redugdo dos antioxidantes
intracelulares provocando danos neuronais cumulativos e irreversiveis causando a morte
celular por necrose ou apoptose (Imai e Nagakawa, 2003).

Para o estudo destas alteragcdes, modelos de envelhecimento séo utilizados
em nosso laboratdrio. Os ratos sdo mantidos em biotério pelo tempo determinado para o
experimento, com condic¢Oes de temperatura e ciclo dia/noite de 12 horas controlados.
Marese et al., 2007, utilizaram animais com 21, 60, 90, 210, 345 e 428 dias. Outro
estudo em andamento (Santi-Rampazzo, AP), foram utilizados animais com 7, 12 e 23
meses de idade. Frequentemente, os modelos de envelhecimento séo associados a outros
que visam amenizar 0s prejuizos causados pela idade, como por exemplo, a

suplementag&o dos animais com compostos antioxidantes ou restri¢do alimentar.

2.3. Antioxidantes

Neurodnios sdo considerados particularmente vulnerveis aos danos causados pelo
acumulo de radicais livres devido ao seu grande tamanho, alto nivel de atividade
metabdlica e relativamente pobre defesa antioxidante (Sohal e Weindruch, 1996).
Varias espécies de radicais livres, denominadas espécies reativas ao oxigénio (ROS),
sdo normalmente produzidas no corpo para realizar fungdes especificas. Sdo geradas
principalmente nas mitocondrias durante o processo de respiragdo celular, apresentam
elétrons desemparelhados, o que as torna altamente reativas para reagir com as demais
substancias bioldgicas do organismo (Kuyvenhoven e Meinders, 1999). O superoxido
(02-), o peroxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO) séo trés espécies reativas
a0 oxigénio que sdo essenciais para a fisiologia normal, mas que acredita-se que possam
acelerar o processo de envelhecimento e mediar a degeneragdo celular em estados
patoldgicos (Vincent et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre em um sistema celular quando a producdo de

moléculas de radicais livres excede sua capacidade antioxidante. N&o ocorrendo a
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remogao, os radicais livres atacam e danificam proteinas, lipidios e &cidos nucléicos
diminuindo sua atividade levando a perda de metabolismo energético, sinalizagéo
celular, transporte e outras fungdes principais (Vincent et al., 2004). As substancias
antioxidantes, que permitem a manutencdo do equilibrio interno do organismo,
impedindo a formacdo dos radicais livres ou neutralizando as espécies ja formadas,
sofrem reducgéo durante o processo de envelhecimento ou patologias, favorecendo ainda
mais a ocorréncia do estresse oxidativo (Kuyvenhoven e Meinders, 1999).

Embora humanos e outros organismos possuam defesas antioxidantes e sistemas
de reparos contra danos oxidativos, estes sistemas ndo sdo capazes de evitar todos 0s
danos produzidos. No caso de um deshalan¢o dos mecanismos de protegdo antioxidante,
pode ocorrer uma deterioracdo das fungdes fisiologicas, resultando em doengas e
aceleracdo do envelhecimento. Por esta razdo, os antioxidantes em dietas e ou
suplementos sdo de grande interesse como possiveis agentes protetores contra danos
oxidativos (Peralta et al.,2008).

Pesquisas com antioxidantes tém sido frequientes, e uma gama de compostos séo
utilizados para tal finalidade, podemos citar como exemplo: Ginkgo biloba (Da Silva et
al., 2011), Vitaminas C (Freitas et al., 2008) e Vitamina E (Pereira et al., 2008), L-
Glutamina (Pereira et al., 2011) e com extrato aquoso do cogumelo-do-sol, Agaricus
brasiliensis (Antigo A. blazei), em andamento (Santi-Rampazzo, AP). Vale ressaltar
que os modelos utilizados possuem particularidades em relacdo a tratamento e forma de

administracdo do antioxidante estudado.

2.4. Fumonisina

Fumosinas s&o micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium, com
destaque para F. verticillioides que ocorre como contaminante de colheitas de milho em
diversas partes do mundo. Grande interesse econdmico e cientifico tem sido dado ao
estudo das fumosinas devido a grande importancia do milho como base alimentar para
animais e para populacdes humanas. As fumosinas ja& foram confirmadas como
causadoras de lesbes aos sistemas nervoso, imunoldgico, cardiovascular e respiratorio,
ao figado, os rins e como agente cancerigeno. Através de animais intoxicados em
fazendas e de modelos experimentais, especialmente com uso de células em cultura, foi
demonstrado que as fumosinas podem induzir a morte de diversos tipos de neuronios,

como células do hipotalamo, cortex cerebral e neuroblastoma. Sabe-se também que as
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fumosinas podem levar a morte e provocar alteragcdes na producdo de moduladores
inflamatorios em células nervosas gliais.

Recentemente tem-se levantado evidéncias epidemioldgicas e experimentais de
que as fumosinas podem ter efeito teratogénico por induzirem defeitos no tubo neural.
O intestino é também um alvo das fumosinas, uma vez que alguns estudos tém
demonstrado efeitos deletérios tais como ruptura do metabolismo de esfingolipidios e
alteragdes no tamanho das vilosidades e criptas intestinais, mas nenhum estudo abordou
especificamente o sistema nervoso entérico. Neste estudo pretende-se avaliar os efeitos
da alimentacdo com ragdo suplementada com fumosina sobre os neurdnios e células
gliais do plexo mioentérico. Para isto, 24 ratos Wistar, machos, adultos com 60 dias de
vida serdo alimentados por 60 dias com dietas variando apenas os niveis de fumosinas
B1 (0; 2 e 6 mg/kg).

3. METODOS DE EVIDENCIAGAO NEURONAL
3.1. Método de Giemsa

Os ribossomos sdo as organelas mais caracteristicas do citoplasma neuronal,
podendo estar ligados as cisternas do reticulo endoplasméatico rugoso ou arranjados em
rosetas e espirais. A coloracdo neuronal pelo método de Giemsa adaptado por Barbosa
(1978) explora a afinidade do corante de Giemsa, feito a base de azul de metileno, por
estruturas acidas como os ribossomos e reticulo endoplasmético rugoso tédo abundantes
no citoplasma neuronal. Como o corante tem afinidade pela maquinaria de sintese
proteica do neurdnio, pode-se usar essa técnica para se fazer inferéncias indiretas sobre
0 estado da sintese de proteinas nos neurdnios. As células em maior atividade de sintese
proteica tenderdo a apresentar maior afinidade pelo corante em relacdo aquelas com

menor atividade de sintese proteica.
3.2. Métodos Histoquimicos

3.2.1. NADH e NADPH-DIAFORASE
NADH-DIAFORASE

Esta técnica baseia-se na atividade de enzimas mitocondriais capazes de

transferir elétrons do NADH para aceptores de elétrons. Durante o funcionamento
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normal das mitocéndrias o transporte de elétrons é acoplado as reacdes da fosforilacéo
oxidativa para a sintese de ATP. Entretanto, para a marcagéo neuronal, segmentos do
trato gastrointestinal sdo incubados em um meio contendo um doador de elétrons
NADH e um aceptor artificial de elétrons conhecido como nitro blue tetrazolium (NBT)
que quando reduzido se converte em um precipitado de cor purpura chamado de
formazana. Quando o tempo de incubacdo dos segmentos é limitado, por exemplo 45
minutos para todas as amostras, a quantidade de formazana produzida sera proporcional
a acdo das enzimas mitocondriais transferidoras de elétrons dos neurdnios das
respectivas amostras. Assim, a técnica explora o funcionamento do metabolismo
energético dos neurdnios. Usando o mesmo tempo de incubagao, aqueles neurénios com
maior quantidade e/ou maior atividade das enzimas mitocondriais deverdo exibir maior
marcagdo em relacdo a neur6nios com menor quantidade e/ou menor atividade das

enzimas mitocondriais.

NADPH-DIAFORASE

Esta técnica baseia-se na atividade da enzima 6xido nitrico sintetase neuronal,
uma enzima que produz o neurotransmissor Oxido nitrico & partir do aminoéacido
arginina. O Oxido nitrico € um importante neurotransmissor inibitério no sistema
nervoso entérico. Essa técnica permite o estudo da subpopulacdo de neurdnios
nitrérgicos entéricos. Para a marcacdo neuronal segmentos do trato gastrointestinal séo
incubados em um meio contendo um aceptor artificial de elétrons conhecido como nitro
blue tetrazolium (NBT) e NADPH um doador de elétrons, entdo a enzima 6xido nitrico
sintetase neuronal se encarrega de transferir elétrons do NADPH para o NBT que
quando reduzido se converte em um precipitado de cor parpura chamado de formazana

marcando de azul parpura os neur6nios.

3.3. Métodos Imunohistoquimicos

Métodos de coloracdo imunohistoquimica sdo amplamente utilizados
atualmente. O reagente pivd, comum a todas as técnicas imunohistoquimicas é o
anticorpo. SolugBes contendo anticorpos (antisoros) especificos para um grande
niamero de antigenos teciduais tém expandido a quantidade e qualidade do repertdrio
imunohistoldgico.

Para a melhor compreensdo dos métodos imunohistoquimicos, é necessario um

conhecimento bésico de alguns principios de imunologia.
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1. Antigenos

Apresentam duas propriedades fundamentais: a primeira € a imunogenicidade,
que € a capacidade de induzir a formagéo de anticorpos, e a segunda é a reatividade
especifica, o que significa que o antigeno é capaz de reagir com o anticorpo que por ele
foi induzido. A reagdo entre um antigeno e seu anticorpo € uma das mais especificas em
toda a biologia, e é a razdo pela qual as reagfes imunohistoquimicas sdo mais precisas
do que as técnicas de histoquimica de rotina.

Um antigeno €, entdo, uma substancia estranha ao hospedeiro, que estimula a
formac&o de um anticorpo especifico e que reagira com este anticorpo produzido. Esta
reagdo envolve a formacdo de complexos imunes compostos por diversas moléculas de
antigenos e anticorpos. Estes complexos podem se tornar muito grandes e formar

precipitados que podem ser caracterizados por diversas técnicas.

1. Anticorpos

Um anticorpo é formado em resposta & exposicdo a um antigeno e reage
especificamente com este antigeno, formando imunocomplexos, quer no préprio
organismo, ou em condi¢Bes laboratoriais. Pertencem a um grupo de proteinas
chamadas imunoglobulinas (lg). Compreendem cinco maiores classes, listadas em
ordem decrescente de quantidade encontrada no plasma ou soro: imunoglobulina G
(19G), IgA, IgM, IgD e IgE. Cada imunoglobulina é composta de duas cadeias pesadas
(H) idénticas e duas cadeias leves (L) também idénticas. SolugBes de anticorpos
utilizadas em coloragBes imunohistoquimicas contém principalmente anticorpos da

classe 1gG, com menores quantidades das demais classes

2. Tipos de solugdes contendo anticorpos
Existem diversos preparados contendo anticorpos, adequados para a utilizagdo

nas técnicas de imunohistoquimica.

SORO TOTAL:

e Producdo mais simples, e por isso 0 mais comum e mais barato. O soro de um
animal contendo um anticorpo € centrifugado com o objetivo de separar as
células do soro, e qualquer anticorpo contaminante é retirado mediante absorcéo.

e Contém anticorpos especificos contra o antigeno com o qual o animal foi

imunizado, mas também contém anticorpos que sdo o produto do funcionamento
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normal do sistema imune do animal. Estes ndo deverdo interferir com os
procedimentos de coloracdo. A maioria das fracdes do soro total é constituida de

componentes séricos como enzimas, eletrélitos e proteinas.

FRACAO COM ANTICORPOS:

Esta solugdo contém principalmente anticorpos, quer sejam especificos contra o
antigeno desejado, mas também os de ocorréncia natural, além de uma
quantidade muito pequena de proteina sérica residual. Neste tipo de preparagéo,
purifica-se apenas a fragdo de imunoglobulina. A remogéo da grande maioria das

proteinas reduzir a chance de reagdes inespecificas em varias técnicas.

PREPARADO ANTIGENO-ANTICORPO ESPECIFICO:

E uma solugdo contendo somente anticorpos dirigidos contra um antigeno
especifico. Ndo é obtido comumente e apresenta especificidade superior a

necessaria para a maioria dos procedimentos.

PREPARADO COM ANTICORPO CONJUGADO:

Neste caso, a solu¢do contém o anticorpo especifico, ligado quimicamente a um
determinado tipo de marcador. Este marcador pode ser fluorescente
(fluoresceina e rodamina) ou uma enzima (fosfatase alcalina e peroxidase).
Infelizmente, no processo quimico da conjugacdo, pequenas quantidades de
anticorpos e de marcadores podem ser destruidos. Isto pode reduzir a
especificidade destes reagentes. Uma alternativa entdo, é a utilizacdo de
imunocomplexos que constituem a combinagdo de um antigeno e seu anticorpo
especifico, utilizando-se a afinidade natural que estas moléculas tem entre si.
Estes complexos séo especialmente preparados de forma a se manterem soluveis
e ndo formarem precipitados nas solugbes (ex: complexo peroxidase-
antiperoxidase — PAP, que consiste da enzima peroxidase (antigeno) e um

anticorpo especifico para a antiperoxidase).
3. ANTICORPOS MONOCLONAIS E POLICLONAIS

Epitopo ou Determinante antigénico= é a parte estrutural de um antigeno que

reage com um anticorpo.
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Monoclonais: S&o anticorpos produzidos por uma linhagem especificos de
células B (clone), portanto imuno e quimicamente idénticos, e que agem sobre um
epitopo em especial, localizado sobre o antigeno contra o qual eles sdo dirigidos.

Policlonais: S&o produzidos por diferentes celulas B e, em consequéncia, sdo
imuno e quimicamente distintos. Eles reagem com varios epitopos de um antigenos

contra o qual sdo dirigidos.

4. REACAO CRUZADA DOS ANTICORPOS
A reacdo cruzada de um anticorpo geralmente denota sua interacdo especifica
com um epitopo idéntico, encontrado em duas ou mais moléculas diferentes de

antigenos.

6. DILUICOES E INCUBACAO

Usualmente, o fabricante oferece produtos pré-diluidos para o uso, ou
recomenda dilui¢Bes que sejam compativeis com outras varigveis, tais como o método,
tempo de incubagdo e temperatura. Dilui¢Oes corretas irdo contribuir para a qualidade
da coloragdo, se elas forem preparadas cuidadosamente e consistentemente. S&o
melhores determinadas, selecionando-se primeiro, um tempo de incubagédo fixo, e

depois realizando uma série de diluigBes experimentais, com pequenos volumes.

A coloragdo alcancada pelo uso de diferentes dilui¢des sera freqlientemente
idéntica ou semelhante. Neste caso, o custo do reagente pode vir a ser um fator

importante na escolha da dilui¢éo ideal.

Incubagdes:

Tempo de incubacgédo: a maior concentracdo de anticorpos especificos (e maior
afinidade) permite um menor tempo de incubacao.

O tempo de incubag&o para o anticorpo primério pode variar de 1,5 minutos a 48
horas, sendo de 20-30 minutos, o tempo mais usado. Incubagdes do anticorpo primério
por 48 horas permitem, mais do que qualquer coisa, uma grande economia, porque
diluicbes muito altas de antisoro podem ser usadas. O equilibrio normalmente néo é
alcancado antes de 20 minutos. Tempos de incubacdo inconsistentes podem causar

variagdes na intensidade e qualidade total da coloracéo.
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Temperatura de incubacdo: o equilibrio nas reagbes antigeno-anticorpo é
alcangado mais rapidamente a 37°C, em comparagdo com a temperatura ambiente. Por
iISSO muitos pesquisadores preferem incubar em temperatura maior. Um aumento na
temperatura de incubacdo permite uma maior diluigdo do anticorpo. Se a dilui¢do néo é

aumentada, o tempo de incubagdo pode ser menor.

Metodos de Coloracao

Existem muitos métodos imunoenzimaticos que pode ser usados para localizar
antigenos. A escolha é baseada nas necessidades individuais de cada laboratorio, tais
como o tipo de espécimen a ser investigada, o grau de sensibilidade necesséria, o tempo

de processamento e 0 custo.

Método Direto

Nesta técnica, um anticorpo priméario é quimicamente ligado a uma enzima
(anticorpo conjugado). O anticorpo conjugado € a seguir incubado com a amostra de
tecido e reagird com o antigeno. A subsequente aplicacdo de um substrato cromogénico
implicard na producdo de um produto final colorido que se precipitard no local,

revelando desta forma, a presenca do antigeno.

Método Indireto (dois passos)

Neste método um anticorpo primario ndo conjugado se liga ao antigeno. Um
anticorpo secundério, marcado com uma enzima, é aplicado contra o anticorpo primario
(agora considerado o antigeno), seguido pela solucéo do substrato cromdgeno.

Este método é mais versatil do que o método direto porque uma variedade de
anticorpos priméarios a partir da mesma espécie, podem ser usados com 0 mesmo
anticorpo secundario marcado. O procedimento é também algumas vezes mais sensivel
que o método direto, porque alguns anticorpos secundarios parecem reagir com
diferentes epitopos localizados no anticorpo primario. Como consequéncia disto, mais

moléculas de enzima se ligam no sitio do antigeno, o que resulta na maior sensibilidade.

Método Indireto (trés passos)

Neste método, um segundo anticorpo conjugado com enzima € adicionado ao

previamente descrito. O anticorpo primario e o anticorpo secundério conjugado s&o
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aplicados seqliencialmente, seguidos por um terceiro anticorpo conjugado com
enzima, especifico para o anticorpo secundario.

A terceira camada de anticorpo tem a funcdo de amplificar o sinal. A enzima
adicional colocada no sitio do antigeno produz uma maior intensidade de coloragéo. A
amplificacdo do sinal é particularmemnte importante quando os antigenos tem um

numero limitado de epitopos.

Coloracéo Inespecifica de Fundo

E a coloragfo positiva, em determinada amostra, que nio resulte de interagio
antigeno-anticorpo.

A causa mais comum é a ligacdo de proteinas aos elementos de tecido
conjuntivo e coldgeno com fortes cargas elétricas. Os anticorpos séo proteinas. Caso a
primeira solugéo de proteinas aplicadas ao tecido seja 0 anticorpo primario, este pode
ser inespecificamente absorvido nestes locais com intensas cargas elétricas. O anticorpo
secundéario vindo a seguir liga-se ao primério, e desta forma, ocorrerd a reacdo de
coloracéo. A coloracéo positiva destes locais deve-se ndo a existéncia de antigeno nos
tecidos, mas a ligacéo inespecifica de anticorpos ao colageno no tecido conjuntivo.

Como evitar: atraves da adi¢do de uma solugdo de proteina indqua & amostra,
antes da aplicagdo do anticorpo primario. Esta proteina preencherd estes componentes
teciduais ricos em cargas elétricas, ndo deixando espaco para a absorcéo inespecifica do
anticorpo priméario. A fonte mais comum de solugdo protéica utilizada para esta
finalidade é o soro ndo-imune da mesma espécie animal que produziu o anticorpo
secundario. Este cuidado permite a prevencdo da coloracdo falso-positiva devido a
ligacdo do anticorpo secundério com componentes na solugéo protéica.

A adicéo de albumina do soro bovino (BSA) 2-5% aumentara a concentracdo
de proteinas e reduzira ainda mais a coloragdo inespecifica. O soro ndo imune é
aplicado a amostra tecidual por 10 a 20 minutos. Esta etapa ndo € seguida por uma
lavagem, mas 0 soro em excesso € apenas escoado, permanecendo uma delgada camada
envolvendo o tecido quando da aplicagio do anticorpo primario. E necessario que
permane¢a uma quantidade pequena do soro, caso contrario o anticorpo primario sera
significativamente diluido, resultando em reducdo da intensidade de coloragdo do

antigeno em pesquisa.
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4. PROTOCOLOS

4.1. Giemsa

1 — Lavagem do segmento em solucéo salina.

2 — Preenchimento do volume intestinal e imersdo em solucdo fixadora de Giemsa por,
no minimo, 24 horas.

3 — Microdissecacdo sob estereomicroscopio com trans-iluminacdo, retirando-se as
tlnicas mucosa e submucosa e preservando-se as tinicas muscular externa e serosa.

4 — Coloragdo pelo corante de Giemsa, a base de azul de metileno, em tampéo fosfato de
Sorensen 0,1 N (pH 6,9), durante 24 horas, a temperatura ambiente.

5 — Desidratacdo em série de concentracdes crescentes de alcoois.

6 — Diafanizacéo através da passagem em xilol.

7 — Montagem do preparado de membrana entre lamina e laminula com resina sintética

Permount.

4.2. Azul cuprolinico

Coleta: Lavar os segmentos removidos em PBS, fazer bexiga com paraformaldeido 4%
pH 7.4 e deixar nesta solucdo por 2 horas. Apés este periodo, abrir a bexiga, lavar 2X
em PBS e armazenar na geladeira em PBS+ azida sodica 0.04% enquanto aguarda
disseccéo.

1) Lavar os preparados de membrana 3 X ( 5 minutos cada ) com &gua destilada;

2) Lavar os preparados de membrana 2X (5 minutos cada) com Tampédo acetato de
sodio 0,05 M pH 5,6;

3) Incubar cada membrana em Meio N°1:

5 ml de Tampé&o acetato de sodio 0,05 M p.H. 5,6 + 100 pl de solugédo saturada (33
%)K; Fe(CN)s-[Ferricianeto de Potéssio] em &gua destilada, por 30 minutos a
temperatura ambiente;

4)Lavagem 3 X 1 minuto cada com agua destilada;

5) Incubar cada membrana em Meio N°2:

5 ml de Tampéo acetato de sodio 0,05 M p.H. 5,6 + 1M Mg Cly, 15 pl de Triton X-
100 (concentragdo final 0,3%) e 5 pl de DMSO-[Dimetilsulféxido-(CH3),SO]

(concentracdo final 0,1%)- 10 minutos a temperatura ambiente;

6)Colocar os preparados em papel filtro para secar;

*OBS: A partir deste momento ndo usar instrumento de metal,
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7) Incubar cada membrana em Meio N°3:
5 ml de Tampé&o acetato de sodio 0,05 M pH 5,6

0,025g de Azul Cuprolinico
1,017g de MgCl,
*Este meio tera o pH final de 4,9. (ja esté pronto, é o corante)
*Colocar os preparados nesse meio em tubos de vidro (5ml) ou em eppendorf (1ml);
8) Colocar em posicdo padrdo no microondas (de acordo com Ginneken et al, 1999);
9) Irradiagdo de 90W por 5 minutos (testar o microondas antes pois a temperatura nao
pode passar de 45°C que enruga a membrana)
10) Deixar no microondas desligado por 15 minutos;
11) Colocar os preparados no Tampéao acetato de sodio 0,05 M p.H.5,6 enriquecido
com 1M MgCl; por 2 minutos;
12) Lavar 3 X 5 minutos cada com PBS.

13) Montagem em glicerol

SOLUCOES
TAMPAO ACETATO DE SODIO 0,05 M pH 5,6 :

PARA 1 LITRO:

4,14 g de acetato de sddio;

0,41 ML de 4cido acético;

Completar com &gua destilada;

Manter na geladeira.

SOLUCAO SATURADA DE K3Fe(CN)s:
10 ML de agua destilada

3,3 g de K3Fe(CN)s

Aquecer até 50°C.

TAMPAO ACETATO DE SODIO 0,05 M pH 5,6+ CLORETO DE MAGNESIO
M

50 ML de Tampdo acetato de sodio 0,05M pH5.6

10,165 g MgClI2

Envolver em papel aluminio.

PBS 0,1 M pH 7,4 + Azida Sodica 0,04%:

29 de Azida sodica + 5 litros de PBS.
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4.3. NADH-DIAFORASE e NADPH-DIAFORASE

NADH-DIAFORASE

1 — Lavagem e preenchimento da luz intestinal com solugdo tampdo de Krebs, por 20
minutos, a temperatura ambiente.

2 — Imersdo em solucdo de Krebs, por 20 minutos.

3 — Imersdo, por 5 minutos, em solugéo de Triton-X 100, a 0,3% em solucdo de Krebs.

4 — Lavagem em solucéo de Krebs por 10 minutos.

5 — Incubagéo por 45 minutos em 100 mL de solugéo contendo: 25 mL de solugéo de
nitro blue tetrazolium (NBT) a 0,5 mg/mL em &gua destilada; 25 mL tampd&o fosfato de
sodio 0,1M pH 7,3; 50 mL de 4gua destilada e 0,5 mg/mL de beta-NADH.

6 — Interrupgéo da reacdo com formol tamponado a 10% e fixagdo com a mesma
solucéo.

7 — Microdissecacdo sob estereomicroscopio com trans-iluminacdo, retirando-se as
tlnicas mucosa e submucosa e preservando-se as tinicas muscular externa e serosa.

8 — Desidratacdo em série de concentracdes crescentes de alcoois.

9 — Diafanizacéo através da passagem em xilol.

10 — Montagem do preparado de membrana entre lamina e laminula com resina sintética

Permount.

NADPH-DIAFORASE

1 - Lavagem e preenchimento da luz intestinal com solugéo tamp&o fosfato de sdédio
(PBS) 0,1M pH 7 4.

2 — Fixacéo por imersdo em solucdo de paraformaldeido 4% dissolvido em PBS 0,1M
pH 7,4 por 10 minutos.

3 — Lavagem em solugéo de PBS 0,1M pH 7,4 por 10 vezes de 10 minutos cada.

4 — Incubagdo por duas horas em solugdo contendo para cada 100 mL: 25 mg NBT, 50
mg beta-NADPH, Triton-X 100 0,3% em tampé&o Tris-HCI 0,1M pH 6,0.

5 — Lavagem em solugéo de PBS 0,1M pH 7,4 por 3 vezes de 5 minutos cada.

6 — Imersdo em solugdo de paraformaldeido a 4%.

7 — Microdissecacdo sob estereomicroscopio com trans-iluminacdo, retirando-se as
tlnicas mucosa e submucosa e preservando-se as tinicas muscular externa e serosa.

8 — Desidratacdo em série de concentracdes crescentes de alcoois.

9 — Diafanizacéo através da passagem em xilol.
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10 — Montagem do preparado de membrana entre lamina e laminula com resina sintética

Permount.

4.4. Imunohistoquimica
Coleta de Material:
Retirar o segmento de interesse
Lavagem do segmento — PBS
Fixacdo: Paraformoldeido - 3 hs
Lavagem do material com PBS — (2x 10 min)

Manter o material no PBS com azida sddica para posterior dissec¢ao.

Disseccédo
Apos a disseccdo, manter as membranas em PBS com azida. Realizar a primeira

lavagem (2x 500 uL por 5 min) em PBS + Triton

Bloqueio
Preparar a solucédo de bloqueio e manter as membranas por uma hora.

Solucdo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA

Anticorpo Primério:
Incubar em anticorpo primario por 48hs.

Solucéo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA + anticorpo 1°

Anticorpo Secundério:
Realizar a segunda lavagem — (3x 500 uL por 5 min) em PBS + triton
Adicionar a solugdo contendo o anticorpo secundario. Incubar por 2hs.

Solugéo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA + anticorpo 2°

Montagem das laminas:

Apos a terceira lavagem — ( 3x 500 uL por 5 min)
5. ESTUDO MORFOQUANTITATIVO E ANALISE ESTATISTICA

Apés a realizacdo do experimento, que envolve as etapas de tratamento,
eutanasia e realizacdo das técnicas descritas acima, faz-se necessario determinar as

melhores estratégias de obtencdo dos dados e anélises dos mesmos. Duas categorias de
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analise sdo extensivamente utilizadas: Andlise quantitativa, que fornece informacdes de
densidade ou numero de células/ganglio e analise morfométrica, que se refere a medida
do perfil neuronal ou glial, ou seja, a area média do corpo celular.

7

Em primeiro lugar, é interessante determinar a regido do segmento que esta
sendo estudado. Para isso, € realizada uma divisdo didatica considerando a
circunferéncia intestinal (Figura 1.A). ApOs seccionado na regido mesentérica, o
preparado de membrana apresenta duas regides mesentéricas (M - mais externas), uma
regido antimesentérica (AM — mais central) e duas regifes intermediarias (I), que se
intercalam entre M e AM (Figura 1.B). Estas regibes podem ser determinadas nas

ldminas com auxilio de uma régua e canetas para retroprojetor.

Figura 1. Divisdo didética da circunferéncia intestinal.

A quantificacdo neuronal por densidade se baseia na contagem ou captura de
imagens em campos aleatérios dentro da regido (ou regides) escolhida para estudo.
Quando a objetiva utilizada para analise é de 20X, utiliza-se 32 campos microscopicos,
geralmente em capturas de imagens nas ldminas de imunofluorescéncia. Para a
contagem direta no microscépio utiliza-se objetiva de 40X e 80 campos microscopicos
(este nimero pode variar dependendo da pesquisa que esta sendo realizada). Pode-se
realizar a analise em apenas uma regido (I ou AM), ou dividir a quantidade de imagens
abrangendo ambas regifes, o importante é seguir um padrdo para todos 0s animais. A
regido mesentérica (M) é pouco utilizada por sofrer injurias durante o processamento,
tornando a visualizagdo celular mais complexa. Apés a captura das imagens realiza-se a
contagem de todos os neurdnios, obtendo-se uma soma que, juntamente com a soma da
area analisada, sera convertida em neurdnios/cm?, neurdnios/mm?2 ou neurdnios/area

total analisada.
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Para a quantificagdo por ganglio, realiza-se a captura e contagem de 50 ganglios
aleatorios/animal e os valores sdo expressos como neurdnios/ganglio e/ou glias/ganglio.
No caso de dupla-imunomarcacéo para neurdnios e células da glia, os resultados podem
ainda ser expressos como relagéo glia/neurdnio.

Para a analise morfométrica sio mensuradas areas (um?) dos corpos celulares de
100 neurdnios ou células gliais/animal por meio do programa Image-Pro Plus versdo
4.5-Media Cibernetics.

Andlises estatisticas

Os dados devem ser analisados quanto a sua distribuicdo (normalidade)
através do teste Kolmogorov-Smirnov (KS). Dados paramétricos sdo submetidos a
Analise de Variancia (one-way ANOVA) e o pods teste de Tukey com o auxilio do
programa estatistico GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc.). Dados nao-
paramétricos sdo analisados por delineamento em blocos com o programa Statistica
(StatSoft). O nivel de significancia adotado é de 5% e os resultados podem ser

expressos como média + desvio padrdo ou media + erro padrdo.
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre a biologia dos peixes quando comparado com outros
grupos de vertebrados é pouco conhecida, notadamente sobre a evolugdo, sistemética e
distribuicdo de muitos grupos neotropicais. Possivelmente, uma das principais raz6es
para essa caréncia seja o elevado nimero de espécies - cerca de 24.600 - o que equivale,
aproximadamente, ao nimero de espécies de todos os demais vertebrados (NELSON,
2006).

A grande diversidade de ambientes ecoldgicos existentes na América do Sul
permitiu uma grande irradiacdo evolutiva, possuindo hoje esta regido uma ictiofauna
muito rica, contendo cerca de 60 familias e, aproximadamente 2800 espécies conhecidas
(SCHAEFFER, 1998). Entretanto, estima-se que existam cerca de 8.000 espécies de
peixes de agua doce neotropicais. Essa fauna extremamente complexa é do ponto de
vista evolutivo, um grande produto do mundo biolégico.

Nas duas ultimas décadas a Citogenética vem contribuindo significativamente
para um melhor conhecimento da biodiversidade em peixes neotropicais, apresentando
uma somatoria de informagdes e descobertas relativas a processos evolutivos nesse
grupo, tais como rearranjos cromossémicos, polimorfismos estruturais e/ou numéricos,
poliploidia natural, sistemas de cromossomos sexuais, distribuicdo geografica de
espécies/populacbes. Hoje, estima-se que existam disponiveis para a citogenética, 475
espécies de Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de
Gymnotiformes, 199 espécies de 4gua doce, ndo peretencem a superordem Ostariophysi
e apenas 109 espécies de éagua salgada. (OLIVEIRA et al, 2009). Entretanto,
importantes subsidios tém sido fornecidos para um melhor entendimento das relacoes
evolutivas entre espécies e populagdes, assim como para a caracterizacdo de complexos
de espécies, em associagdo com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e
biologia molecular (ARTONI et al., 2000).



A associacdo entre a Citogenética e a Sistematica, tem se mostrado, em muitos
casos, extremamente importante, complementando o0s estudos de identificacao,
distribuicdo e de relacionamento entre grupos naturais, normalmente baseados apenas
em caracteres morfométricos e meristicos. Além disso, o conhecimento da estrutura dos
cromossomos, através de mapeamento de sequéncicas génicas utilizando técnicas de
FISH (Hibridag&o fluoescente “in situ™) aplicados em diferentes grupos de peixes tem
contribuido grandemente para o conhecimento do genoma dessa classe de vertebrados e

suas implicagOes evolutivas.
OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizacdo citogenética de peixes com base no cariétipo, bem como de

técnicas de bandamentos cromossdmicos usuais (AgNOR e C).

Objetivos especificos

e Obter cromossomos mitéticos através da técnica de suspensdo celular.

e Caracaterizar a morfologia cromossdmica da espécie alvo.

e Empregar as técnicas de bandeamento cromossémico como distribuicdo das
regides de heterocromatina constitutiva (banda C) e regibes organizadoras de
nucléolos (Ag-NORs).

e Conhecer as técnicas de citogenética molecular como Hibridagdo Fluorescente

“in situ” (FISH) e suas aplicagdes.

MATERIAS E METODOS

1. Analises citogenéticas
As analises citogenéticas de cromossomos mitdticos serdo feitas com base em

técnicas convencionais e de bandeamentos cromossomicos.

2. Estimulacdo de mitoses:
Para obtencdo de um maior nimero de mitoses, sera utilizada uma técnica de

estimulacdo celular através da injecdo de uma solucdo de fermento bioldgico, descrita

inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios e répteis, utilizada por Lee e Elder
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(1980) para pequenos mamiferos e por Oliveira et al. (1988) para peixes. O
procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Preparar uma solugdo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte
proporcao: 0,5 g de fermento, 0,5 g de aglcar e 7 ml de agua destilada.

2. Incubar a solugéo em banho-maria (40°C) por cerca de 20 minutos.

3. Injetar a solucdo dorso-lateralmente no peixe na proporcéo de 1 ml por 100 g
de peso do animal.

4. Deixar o animal em aquério bem aerado por 48 ou 72 horas.

3. Preparacao de Cromossomos Mitéticos:
As preparacdes do material, para andlise dos cromossomos mitoticos, serdo

feitas utilizando-se a porcdo cefalica do rim, de acordo com a técnica “air drying”

descrita por Egozcue (1971) e modificada para peixe por Bertollo (1978).

4. Técnica “Air Drying” (BERTOLLO et al., 1978):
Injetar intraperitonialmente solugdo aquosa de colchicina (0,0025%) na

proporcdo de 1 ml/100g do peso do animal; Deixar o peixe em aquério bem aerado por
30 a 60 minutos, sacrificando-o e retirando os 6rgdos desejados; hipotonizar o tecido em
solucdo de KCI (0,075) e fixar em fixador (3 partes de alcool metilico: 1 parte de &cido
acético). Apds obter uma da suspensdo celular, pingar 3 a 4 gotas em uma lamina e
deixar secar . As laminas com a suspensdo celular serdo coradas com Giemsa diluido a
5% em tampdo fosfato pH 6,8, durante 5 minutos, para anélise convencional e

submetidas a diferentes tratamentos de bandeamentos cromossdmicos.
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Processamento do material

Retira-se e dissocia-
se orim %
Colchicina

(40 min) } - P
g ’) ‘ KCI (solucéo hipotonica)
|

\ i e

Armazenamento <:j 3 lavagens com fixador (&cido

em eppendorfs acético/metanol)

5. Bandeamentos Cromossomicos:
5.1 Técnica De Nitrato De Prata (AgNOR) - HOWELL e BLACK (1980)

De posse da ldmina j& contendo o material para andlise, hidrolisa-la por 3
minutos em HCI 1N a 60°C, em estufa. Lavar em agua corrente e secar ao ar. Pingar
uma gota de solucdo aquosa de gelatina em dois pontos distintos da lIamina, sobre estas
gotas adicionar uma gota de agua deionizada. Adicionar sobre as gotas anteriores, duas
gotas de solucdo de nitrato de prata (AgNO3), e cobrir a Iamina com laminula. Incubar
em estufa a 60°C por um periodo de 3-5 minutos, ou até que a solugdo adquira uma

coloracéo caramelada. Lavar em agua corrente e secar ao ar, analisar em microscopio.
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5.2.1 Bandeamento C - SUMMER (1972)
Tratar a lamina ja contendo as gotas do material para analise, com HCI em

temperatura ambiente em estufa, por 15 minutos. Lavar a ldmina em agua corrente e
secar ao ar. Incubar em solugdo salina de 2xSSC, a 60°C em banho-maria por 15
minutos. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Incubar a ldmina por 30 segundos em
solucdo de hidroxido de béario (BaOH),em banho-maria a 42°C, com o BaOH sendo
recém preparado e filtrado. Lavar a Iamina rapidamente em solucdo de HCI, e depois em
agua deionizavel, deixar secar ao ar. Incubar a 1dmina em solucdo salina de 2xSSC a
60°C, por 1 hora. Lavar em agua corrente e secar ao ar. Corar com Giemsa 5% durante

5-10 minutos. Lavar em agua corrente

165



© ® N o O

6 Hibridacao in situ por fluorescéncia — FISH
6.1 Preparacgédo da sonda:

Marcacdo da sonda: método de nick translation utilizando o Kit BioNickTM
Labeling System (Invitrogen). Mix para uma lamina: 1ul de DNA (200ng/ul); 1ul de
dNTP mix; 1 ul de enzima mix; H,O para completar 9ul.

Misturar bem, centrifugar brevemente e incubar por 30 minutos a 16°C (no
termociclador);

Parar a reacdo com a adicao de 1ul de Stop Buffer;

Acrescentar 1/10 do volume (1pl) de acetato de S6dio 3M e o dobro do volume (22ul)
de etanol 100% gelado;

Misturar invertendo o tubo, centrifugar rapidamente e colocar no freezer — 70°C por 1
hora;

Centrifugar por 15 minutos a 15.000 rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante e adicionar 50 ul de etanol 70% gelado;

Centrifugar por 5 minutos a 15.000 rpm a 4°C;

Descartar o0 sobrenadante com cuidado e deixar secar;

Ressuspender em 6ul de agua Milli Q.
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6.2. Preparacéo cromossomica:

Usar laminas recém preparadas, ou descongelar as laminas em temperatura
ambiente uma hora antes do uso. Desidratar as laminas em alcool 70, 85 e 100%

gelados, por 5 minutos cada.

6.3. Desnaturagéo dos cromossomos:

1.

Preparar 60 mL de formamida 70% em concentracéo final de 2xSSC, pH 7,0 a 67°C.

2. Verificar temperatura e pH.
3.
4

Desnaturar as laminas por 2 min (dependendo da qualidade do material).

Desidratar em série alcodlica gelada, 70, 80 e 100%, 2 minutos cada.

Solugéo de hibridagéo:

Em um tubo Eppendorf contendo 6ul da sonda adicionar 15ul de formamida
(concentragdo final 50%), 6ul de sulfato de dextrano 50% (concentracdo final 10%) e
3ul de 20xSSC (concentracdo final de 2xSSC).

Desnaturar a sonda a 95°C por 5 minutos e passar imediatamente ao gelo.

6.4. Hibridacao

1.

Colocar 30ul de solugdo de hibridacdo sobre a laminula e inverter a ldmina sobre a
laminula.

Manter as Idminas com o material voltado para baixo em cAmara umida (2xSSC) a 37°C
overnight.

Remova a laminula.

Lavar em 2xSSC, pH 7,0 a 72°C, em banho sem agitacdo, por 5 minutos.

Transferir para PBD a temperatura ambiente para proceder a detecgao.
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7. Medidas cromossémicas:
Os cromossomos terdo sua morfologia estabelecida de acordo com a relagdo de

bragos (RB), segundo as proporgdes propostas por Levan et al. (1964), e serdo
classificados em: metacéntricos (RB de 1,00 a 1,70), submetacéntricos (RB de 1,71 a
3,00), subtelocéntrico (RB de 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB maior que 7,00).

7.1 Montagem dos cariotipos:
Feitas as medidas cromossomicas e estabelecido o nimero de cromossomos

metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A),
0s cromossomos serdo arranjados segundo o tipo (M, SM, ST e A) e em ordem

decrescente de tamanho.
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RESULTADOS ESPERADOS

O presente mini-curso devera proporcionar ao aluno, um melhor entendimento
sobre a citogenética de peixes e a sua aplicabilidade, como instrumento de estudo
evolutivo e ferramenta sistematica, detectando diferencas cariotipicas na macro e
microestrutura cromossémica da espécie, buscando uma melhor compreensdo das suas

relacBes genéticas.
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INTRODUCAO

Os insetos constituem o maior e mais diverso grupo de animais na Terra.
Apresentam cerca de 1 milhdo de espécies identificadas ocupando os mais diferentes
nichos ecoldgicos, como vegetais, solo e guas, sendo 0s seus principais representantes
agrupados nas Ordens Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera e Lepidoptera
(Gallo et al., 2002).

Além dos inumeros beneficios como polinizacdo e produgdo de alimentos,
servem também de alimento para diversas espécies de péssaros, peixes, anfibios e
mamiferos. No entanto, alguns representantes acarretam enormes prejuizos as plantas,
aos animais domésticos e, consequentemente, ao proprio homem, seja pela transmisséo
de microorganismos causadores de doengas ou pelos danos econdmicos causados
devido & infestacéo de pragas na agricultura ou produtos armazenados.

Para minimizar esses danos causados por alguns insetos a agricultura, animais e
ao homem, métodos eficazes devem ser utilizados no controle dessas espécies. O
controle quimico, realizado por meio da aplicagdo de inseticidas sintéticos incluindo os
organofosforados, piretrdides e carbamatos, é a estratégia mais utilizada (Beckel et al.,
2006). No entanto, o uso indiscriminado destes compostos, tem contribuido para que 0s
insetos desenvolvam mecanismos de resisténcia, que permitem a eles, suportarem doses
cada vez maiores de compostos que seriam letais para a maioria dos individuos da
populacéo (Subramanyam e Hagstrum, 1996).

Existem basicamente trés mecanismos envolvidos na resisténcia a inseticidas. Os
fisiologicos que incluem alteracbes nos sitios de agdo dos inseticidas, 0s
comportamentais nas quais 0s insetos se tornam capazes de reconhecer e evitar

superficies tratadas com inseticidas, e, a detoxificacdo metabdlica, que resulta no



aumento da sintese ou mudanca estrutural em enzimas como as oxidases de func¢des
mistas, transferases e as esterases (Beckel et al., 2006).

Esses mecanismos de resisténcia tém sido documentados para Vvarias espécies.
Dentre eles, populagdes de Oryzaephilus surinamensis (Lee e Lees, 2001), Cryptolestes
ferrugineus (Spencer et al., 1998), Tribolium castaneum (Subramanyam et al., 1989;
Haubruge et al., 2002), Bactrocera dorsalis (Hsu et al., 2006) e Rhyzopertha dominica
(Guedes et al., 1997) resistentes a organofosforados, bem como, populagbes de
Tribolium castaneum (Collins, 1990, 1992), Rhizopertha dominica (Lorini e Galley,
1999), Aedes aegypti (Rodriguéz et al., 2003) e Sitophilus zeamais (Ribeiro et al., 2003)
resistentes aos piretroides.

Além do surgimento de linhagens resistentes, a permanéncia de residuos toxicos
nos alimentos, o alto poder de bioacumulagdo no ambiente e a baixa seletividade destes
inseticidas quimicos, tem motivado os pesquisadores a utilizarem o controle biol6gico
de pragas, devido aos menores impactos causados ao homem e ao ambiente (Aguiar-
Menezes, 2005).

Neste contexto, as plantas que foram amplamente utilizadas no combate aos
insetos até a descoberta dos inseticidas sintéticos na primeira metade do século passado
(Costa, Silva e Fiuza, 2004), ressurgem como op¢ao para o controle de insetos. Mais de
2000 espécies de vegetais, incluindo as pertencentes as familias Asteraceae, labiateae,
Piperaceae, Annonacezea e Meliaceae, apresentam propriedades inseticidas conhecidas
(Shekari et al., 2008).

De acordo com 0 modo de agéo, esses compostos naturais tém sido classificados
como analogos hormonais de insetos, repelentes e deterrentes. Os analogos hormonais
dos insetos incluem compostos que demonstraram interferir na atividade do hormonio
juvenil, responsdvel pela metamorfose dos insetos. Deste modo, a ecdise pode ser
completamente inibida ou ocorrer de modo incompleto, produzindo individuos com
caracteristicas intermediarias ou com deformacfes morfoldgicas que dificilmente
sobreviverdo (Mordue e Nisbet, 2000).

Os repelentes, geralmente compostos terpendides (6leos essenciais), na maioria
das vezes, apresentam odores caracteristicos que servem para repelir os insetos
(Harborne, 1982).

A deterréncia € um mecanismo que depende da integragdo do sistema nervoso
central com os quimioreceptores localizados nos tarsos, pecas bucais e cavidade oral

dos insetos (Mordue e Nisbet, 2000). Segundo esses autores, 0 contato dessas estruturas
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receptoras com as substancias deterrentes (terpendides, curcubitacinas e flavondides),
desencadeia mecanismos fisiolégicos que provocam a redugdo no consumo de
alimentos. Prejudica também a utilizagdo dos alimentos ingeridos, reduzindo a
eficiéncia de conversdo alimentar, e, a atividade das enzimas do mesentéro ou intestino
medio, o que consequentemente leva a deficiéncia nutricional (Martinez e Van Emden,
1999). Isto compromete vérios processos fisioldgicos, incluindo o crescimento e o
desenvolvimento (Mordue e Blackwell 1993; Mordue e Nisbet 2000) cujos efeitos
podem incluir o alongamento de fases do ciclo biol6gico, deformacdes e a propria morte
dos insetos (Costa, Silva e Fiuza, 2004).

Varios trabalhos demonstraram o efeito deterrente sobre os insetos, 0s quais
incluem extratos de P. nigrum (pimenta do reino), Melia azedarach (santa-barbara) e
Crocus sativus (acafrdo) sobre o bicudo do algodoeiro, o coledptero Anthonomus
grandis (Fernandes et al., 1996), extratos de Melia Azedarach sobre larvas e adultos de
Xanthogalleruca luteola (Valladares et al., 1997), extratos de neem sobre Cryptolestes
ferrugineus (Sthephens), Sitophilus oryzae (L.), Tribolium castaneum (Herbst) (Xie et
al., 1995) Rhizopertha dominica (Rahim et al., 1998) e Spodoptera litura (F.) (Huang et
al., 2004).

Tendo em vista que 0s compostos quimicos ou bioldgicos interferem na
ultraestrutura, composicéo bioquimica, bem como, em outros aspectos comportamentais
e bioldgicos durante o ciclo de vida do inseto, varias técnicas de biologia celular e
molecular tem sido empregadas para o estudo da biologia, comportamento, fisiologia e
controle de insetos praga.

Sendo assim, aliados ao que temos de mais moderno na &rea de biologia
molecular, ndo podemos negligenciar a importancia das técnicas de microscopia no
estudo da morfologia e ultraestrutura, fundamentais para identificarmos anormalidades
causadas pelos inseticidas, os quais sdo conhecimentos essenciais que visam contribuir

para 0 melhoramento dos programas de controle de insetos considerados pragas.

OBJETIVOS

e Estudar o ciclo de vida dos insetos por meio da identificagdo das diferentes fases
de desenvolvimento (ovos, larvas, pupas e adultos);

e Analisar a morfologia externa e interna dos insetos;
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o Auvaliar alteracbes morfoldgicas e histologicas causadas por inseticidas sintéticos
e naturais nos insetos;
o Verificar a expressdo das esterases apds exposicdo a inseticidas quimicos e/ou

bioldgicos e o envolvimento dessas enzimas em mecanismos de resisténcia.

MATERIAIS E METODOS
1- Material bioldgico

Serdo utilizados insetos de diferentes ordens (Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Diptera) visando demonstrar as diferencas morfoldgicas externas entre os

representantes que serdo analisados.

2- ldentificagéo das fases de desenvolvimento dos insetos
Os insetos serdo anestesiados com éter e colocados em placa de petri para

analise em microscopio esteroscopio e identificacdo das diferentes fases do

desenvolvimento: ovos, larvas, pupas e adultos (Dossi et al, 2006).

3- Analises morfoldgicas e histolgicas dos insetos
Os insetos serdo analisados com o auxilio de estereomicroscopio e do

microscopio de Luz para realizacdo de estudos morfoldgicos (externos e internos).

Para os estudos morfoldgicos, 0s insetos serdo anestesiados com éter e
dissecados em placa de Petri, seguindo-se a identificagdo dos 6rgdos internos. Alguns
6rgdos deverdo ser isolados, depositados em laminas de vidro e corados com Verde Luz
utilizando-se a técnica de montagem total ou Whoule mont (Dossi et al, 2006). Em
seguida, serdo desenhados e fotografados com camera digital para montagem de
pranchas anatdémicas. As alteragdes morfoldgicas causadas em insetos previamente
expostos a inseticidas (sintéticos ou naturais), com base na metodologia descrita por
Moreira et al. (2007), também serdo observadas.

Para os estudos histologicos, o processo de preparacdo seguido de fixacéo,
desidratacdo, diafanizagdo, embebicdo em parafina, emblocamento, toilette, microtomia,
coleta de cortes serda demonstrado seguindo os tratamentos convencionais. Técnicas
rotineiras de coloracdo com Hematoxilina/Eosina serdo observadas em laminas
permanentes utilizando-se microscopio de luz (Rigoni et al., 2004). Anélises de
eletromicrografias processadas de diversos 6rgdos também serdo avaliadas e discutidas
(Pinheiro et al., 2008)
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Como forma alternativa de estudos histolégicos e histoquimicos, seré realizada
uma explanacdo do uso da técnica de inclusdo em glicol metacrilato (historesina JB4 da

Polyscinces) e Microscopia Eletronica de Varredura (Rigoni et al., 2004).

4- Eletroforese em gel de poliacrilamida para determinacgéo de esterases

Neste trabalho serd empregado o gel vertical de poliacrilamida em sistema
descontinuo (Laemmli, 1970). Este é resultante da polimerizacdo entre a acrilamida e
seu comondmero de ligagdo cruzada a bisacrilamida, na presenca de persulfato de
amonia e tetrametiletilenodiamina (TEMED).

Para a determinacdo de esterases, serd utilizado o macerado do inseto (larvas
e/ou adultos (sobreviventes ao tratamento com inseticida) em tampdo de amostra
constituido por Tris-HCI e glicerol. Um volume do sobrenadante do macerado amostra
sera aplicado no gel. Como controle serdo utilizados os insetos mantidos nas mesmas
condicBes experimentais, submetidos ao tratamento somente com agua.

Os géis serdo submetidos a corrida eletroforética, a uma voltagem constante,
utilizando-se para o preenchimento dos compartimentos superiores e inferiores da cuba,
o0 tampé&o Tris-glicina.

Para a identificacdo das esterases, 0s géis serdo pré-incubados em tampdo
fosfato. Ap6s 30 minutos o tampdo sera retirado e adicionado a solugdo de coloracdo
composta por tampdo fosfato, n-propanol , pelo corante Fast Blue RR Salt e pelos
substratos o-naftil acetato e B-naftil acetato, previamente solubilizados em acetona.
Apb6s 1 hora de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, as esterases serdo
visualizadas nos géis como bandas pretas ou vermelhas, indicativas da presenca de o e
[3-esterases, respectivamente.

A técnica empregada para secagem dos géis serd baseada no método de Ceron et
al (1992). Os geis serdo banhados em solucéo de gelatina comercial a 5%, prensados em
um bastidor entre duas folhas de papel celofane e deixados a temperatura ambiente para

secagem.

175



REFERENCIAS

AGUIAR-MENEZES, E. L. Inseticidas botanicos: seus principios ativos, modo de
acdo e uso agricola. Documentos, 205. Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 2005. 58p.

BECKEL, H. S.; LORINI, I.; LAZZARI, S. M. N. Efeito do sinergista butéxido de
piperonila na resisténcia de Oryzaephilus surinamensis (L.) (Coleoptera, Silvanidae) a
deltametrina e fenitrotion. Revista Brasileira de entomologia, v. 50, n.1, p.110-114,
2006.

CERON, C. R.; SANTOS, J. R.; BICUDO, H. E. M. C. The use of gelatin to dry
cellophane wound slab gels in an embroidering hoop. Rev. Brasil. Gen, v. 15, n.1, p.
201-203, 1992.

COSTA, E. L. N.; SILVA, R. F. P.; FIUZA, L. M. Efeitos, Aplicagdes e limitagdes de
extratos de plantas inseticidas. Acta Biological leopoldensia, v. 26, n.2, p. 173-185,
jul/dez, 2004.

COLLINS, P. J. A new resistance to pyrethroids in Tribolium castaneum (Herbst).
Pesticid in Science, v. 28, p. 101-115, 1990.

DOSSI, F. C. A. ; CONTE, H. ; ZACARO, A. A. . Histochemical characterization of
the embryonic stages in Diatraea saccharalis (Lepidoptera; Crambidae). Annals of the
Entomological Society of America, v. 99, p. 1206-1212, 2006.

FERNANDES, W.D.; FERRAZ, JM.G.; FERRACINI, V.L., HABIB, M.E.M.
Deterréncia alimentar e toxidez de extratos vegetais em adultos de Anthonomus grandis
Boh. (Coleoptera:Curculionidae). An. Soc. Entomol. Bras., v. 25, p.553-556, 1986.

GUEDES, R. N. C.; KAMBHAMPATI, S.; DOVER, B.A.; ZHU, K.Y. Biochemical
mechanisms of organophosphate resistance in Rhyzopertha domminica (Coleoptera:
Bostrichidae) populations from the United States and Brazil. Bulletin of Entomological
Research, v. 87, p. 581-586, 1997.

HAUBRUGE, E.; AMICHOT, M.; CUANY, A.; BERGE, J.B.; ARNAUD, L.
Purification and characterization of a carboxylesterase involved in malathion-specific
resistance  from  Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae). Insect
Biochemistry and Molecular Biology, v. 32, p. 1181-1199, 2002.

HARBORNE, J. B. Introduction to ecological biochemistry. 2nd ed. London:
Academic Press, 1982.

HUANG, R.C.; TADERA, K.; YAGI, F.; MINAMI, Y.; OKAMURA, H.; IWAGAWA,
I.; NAKATANI, M. Limonoids from Melia azedarach. Phytochemistry, v. 43, p. 581-
583, 1996.

HSU, J-C.; HAYMER, D.S.; WU, J-W.; FENG, H-T. Mutations in the

acetycholinesterase gene of Bactrocera dorsalis associated to organophosphorus
insecticides. Insect Biochemistry and Molecular biology, v. 36, p. 396-402, 2002.

176



LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-685.

LEE, S. E.; LEES, E. M. Biochemical mechanisms of resistance in strains of
Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera: Silvanidae) resistant to malathion and
chlorpyrifos-methyl. Journal of Economical Entomology, v. 94, p. 706-713, 2001.

LORINI, I.; GALLEY, D.J. Delthamethrin resistance in Rhizopertha dominica (F.)
(Coleoptera:Bostrichidae), a pest of stored grain in Brazil. Journal of Stored Products
Research, v. 35, p. 37-45, 1999.

MARTINEZ, S. S.; VAN ENDEM, H. F. Sublethal concentrations of azadirachtin affect
food intake, conversion efficiency and feeding behaviour of Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae). Bulletin of Entomological Research, v.89, p.65-71, 1999.

MORDUE, A. J. L.; BLACKWELL, A. Azadirachtin: an update. Journal of Insect
Physiology, v. 39, p. 903-924, 1993.

MORDUE (LUNTZ), AJ.; NISBET, A.J. Azadirachtin from de neem tree Azadirachta
indica: its actions against insects. An. Soc. Entomol. Bras., v. 29, p. 615-632, 2000.

MOREIRA, M. D.; PICANCO, M. C.; BARBOSA, L. C. A;; GUEDES. R. N. C;
CAMPOS, M. R. C.; SILVA, G. A.; MARTINS, J. C. Plants compounds insecticide
activity against Coleoptera pests of stored products. Pesq. Agrop. Bras., v. 42, n. 7., p.
909-915, 2007.

PINHEIRO, D. O. ; CONTE, H. ; GREGORIO, Elisa Aparecida . Spherites in the
midgut epithelial cells of the sugarcane borer parasitized by Cotesia flavipes. Biocell
(Mendoza), v. 32, p. 123-130, 2008.

RAHIM, M. Biological activity of azadirachtin-enriched neem extracts againts
Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae) in stored wheat. J. Stored Prod.
Res.,v. 34, n. 2/3, p. 123-128, 1998.

RIBEIRO, B. M.; GUEDES, R. N. C.; OLIVEIRA, E. E.; SANTOS, J. P. Insecticide
resistance and synergism in Brazilian populations of Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae). Jounal of Sotored Prodcts Research, v. 39, p. 21-31, 2003.

RIGONI, G. M. ; TOMOTAKE, M. E. M. ; CONTE, H. . Morphology of Malpighian
tubules of Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera; Crambidae) at final larval
development. Cytologia, Japan, v. 69, n. 1, p. 1-6, 2004.

RODRIGUEZ, M.M.; BISSET, J.A.; DIAZ, C.; SOCA, S.A. Resisténcia cruzada a
piretroides em Aedes aegypti de Cuba inducido por Ia seleccion con el insecticida
organofosforado malation. Rev. Cubana Méd Trop., v. 55, p.105-111, 2003.

SHEKARI, M.; SENDI J. J.; ETEBARI, K.; ZIBAEE, A.; SHADPARVAR, A. Effects
of Artemisia annua L. (Asteraceae) on nutrition physiology and enzymes activities of
elm leaf beethe, Xanthogaleruca luteola Mull. (Coleoptera: Chrysomellidae). Pesticide
Biochemistry and Physiology, v. 91, p. 66-74, 2008.

177



SPENCER, A.G.; PRICE, N.R.; CALLAGHAN A. Malathion-specif resistance in a
strain of the rust red grain beetle Cryptolestes ferrugineus (Coleptera:Cucujidae).
Bulletin of Entomological Research, v. 88, p. 199-206, 1998.

SUBRAMANYAM, B.H.; HAREIN, P.K.; CUTKOMP, L.K. Organophosphate
resistance in adults of red flour beetle (Coleoptera: Tenebrionidae) and sawtoothed
grain beetle (Coleoptera: Cucujidae) infesting barley stored on farms in Minnesota.
Journal of Economic Entomology, v. 82, p. 989-995, 1989.

SUBRAMANYAN, B.H., HAGSTRUM, D.W., 1996. Resistance measure and
management, p. 331-397. In: Subramanyan, B.H., Hagstrum, D.W. (Eds.). Integrated
management of insects in stored products. New York, Marcel Dekker Inc.

XIE, Y.S.; FIELDS, P.G.; ISMAN, M.B. Repellency and toxicity of azadirachtin and
neem concentrates to three stored-product beetles. Journal of Economic Entomology,
v. 88, p. 1024-1031, 1995.

VALLADARES, G.; DEFAGO, M.T.; PALACIOS, S.; CARPINELLA, M.C.

Laboratory evaluation of Melia azedarach (Meliaceae) extracts against the elm leaf
beetle (Coleoptera: Chrysomelidae). J. Econ. Entomol., v. 90, p. 747-750, 1990.

178



METODOS EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO DA
RESPOSTA INFLAMATORIA

Prof? Dra. Ciomar A. Bersani Amado
Alessandra Mileni Versuti Ritter
Camila Fernanda Estevao da Silva
Carmem Patricia Barbosa Lopes
Laura Licia Milani de Arruda

INTRODUCAO

A inflamacéo é definida como um processo fisiopatoldgico frente a estimulos
lesivos com consequentes alteragbes vasculares, celulares e linfaticas. Caracteriza-se
por eritema, edema, calor, dor e em alguns casos, perda de funcdo (SOUZA, 2008;
HANSEL e DINTZIS, 2007; RAMY et al., 2005).

O agente desencadeador da resposta inflamatoria é a agressdo tecidual que pode
ser de origem bioldgica (microorganismos), fisica (mecénica, radiacio ou temperatura)
ou quimica (substncias quimicas ambientais, drogas). Todavia, a magnitude da
resposta inflamatoria é relativamente inespecifica, pois depende tanto da intensidade e
duracdo do estimulo, quanto das caracteristicas prdprias do organismo lesado (BABU,
PANDIKUMAR e IGNACIMUTHU, 2009; SILVA, 2006; CLAUDINO, 2006;
CAMARGO, 2006; RAMY et al, 2005; TRACEY, 2002).

Durante a resposta inflamatdria, cujo principal objetivo é proteger o organismo e
reparar danos, ocorre mudancga no fluxo sangliineo (causado por alteragdes vasculares,
com consequiente vasodilatacdo), alteracbes na permeabilidade vascular (provocadas
pela contragdo do citoesqueleto nas células endoteliais), migracdo de leucdcitos para o
sitio de inflamac&o e fagocitose (FILHO, 2006).

No desenvolvimento das reacBes inflamatérias estdo envolvidas varias
substancias como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores lipidicos e
seus derivados, mediadores vasoativos liberados por leucdcitos e produtos de sistemas
enzimaticos (ROITT, BROSTOFF e MALE, 2003; SILVA, 2004). No entanto, a
destruicdo do agente causal e reparo celular devem ocorrer de maneira eficiente e
sincronizada, pois caso contrario, pode gerar uma lesdo tecidual e acumulo de
leucdcitos, coldgeno e outras substancias que culminam com efeitos prejudiciais ao
organismo (DUNG et al., 2009; NATHAN, 2002). Isto porque, a agdo persistente de

mediadores pro-inflamat6rios, como citocinas e fator de necrose tumoral (TNF),



contribui para a proliferacdo, diferenciagdo e ativacdo de células do sistema imune
levando a um acimulo das mesmas e ocasionado doencas inflamatdrias cronicas
(YOON et al., 2008).

A inflamagédo pode ser dividida em diferentes categorias, sendo cada uma delas
mediadas por mecanismos diferentes. A fase inicial é caracterizada por alteragdes
vasculares, se inicia de maneira abrupta e é conhecida como resposta inflamatéria
aguda. Nesta, trés eventos sdo relevantes: sinalizacdo de calor e rubor devido &
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo local, aumento da permeabilidade vascular
levando a um extravasamento de proteinas e liquidos plasmaticos para o meio
extravascular e liberagdo de substancias pro-inflamatorias que participam no processo
de recrutamento celular (TAMURA et al., 2009; WEBSTER, 2003; YOSHIKAI et al,
2001; GOODMAN e GILMAN, 2003).

Dentre as principais alteragdes vasculares que ocorrem nesta fase, podem ser citadas
as alteracdes no fluxo e no calibre dos vasos e o aumento da permeabilidade vascular.
Imediatamente apos a lesdo, ocorre uma vasoconstricdo das arteriolas, a qual € muito
répida e seguida por uma vasodilatacdo, com conseqiente formacéo de eritema e calor.
O aumento da permeabilidade vascular com o extravasamento e exsudagdo de liquido
para o intersticio induz a formagdo de edema (SOUZA, 2008; SILVA, 2006;
CAMARGO, 2006; KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005). O extravasamento de liquido
causa um aumento da viscosidade sanguinea levando ao acimulo de hemécias nos
pequenos vasos - processo denominado de estase. Apds o desenvolvimento desta, ocorre
um deslocamento de leucdcitos, geralmente neutrofilos, ao longo do endotélio vascular
— fendmeno conhecido como marginacédo leucocitaria (DEKKER e SEGAL, 2000).

A fase subseqliente estd relacionada & quimiotaxia (infiltracdo de células
fagocitarias e leucocitos) e fagocitose tendo como intuito englobar e destruir o agente
agressor. A migracdo leucocitaria ocorre através de uma seqliéncia de reacdes
direcionadas pela ativagdo de proteinas (moléculas de adesdo) e seus ligantes expressos
nas membranas das células endoteliais e dos leucédcitos (CONRAN et al., 2003; HEIDE
et al., 2002). Os leucdcitos circulantes no sangue periférico aproximam-se da parede
vascular, ativados por quimiocinas e outros ativadores quimicos da inflamacéo, aderem-
se firmemente, mas de forma transitoria, ao endotélio e atravessam a parede do vaso.
Apos a diapedese, continuam a migrar em direcdo ao foco inflamatdrio pelo processo de
quimiotaxia (DEKKER e SEGAL, 2000). Este processo € fisiologicamente normal e

somente apos estimulos € que esses leucocitos aderem firmemente ao endotélio para
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passarem do vaso sanguineo para os tecidos (TEDGUI e MALLAT, 2001; SPRINGER,
1994; DRANSFIELD et al., 1992).

J& a Ultima fase € uma complexa série de eventos que visa a regeneracéo tecidual
e a fibrose com reconstitui¢do do tecido lesado (SUZUKI et al., 2003)

Devido a alta capacidade da resposta inflamatéria e imunoldgica causar dano
tecidual, é muito importante que o organismo disponha de um controle extremamente
rigido para minimizar esses efeitos. Apos o desenvolvimento da resposta inflamatéria
aguda é de se esperar que o patdgeno ou estimulo seja eliminado e que essa resposta
entre em declinio de forma que a resposta inflamatéria diminua @ medida que o agente
irritante é destruido, decaindo também os mediadores inflamatérios e os fendmenos
vasculares e exsudativos. Além disso, existem sistemas enzimaticos que exercem papel
relevante no combate a inflamagdo, mas que tendem a minimizar sua atuacdo
finalizando a resposta inflamatéria, como o sistema complemento, o sistema da
coagulacdo e o sistema fibrinolitico (plasmina). No entanto, se o estimulo persistir,
provavelmente ocorrerd evolucdo para inflamacdo cronica (KUMAR, ABBAS e
FAUSTO, 2005; ROITT, BROSTOFF e MALE, 2003).

Inimeras células auxiliam na defesa do organismo, com destaque para as células
mononucleares (linfécitos, mondcitos e macrdéfagos), polimorfonucleares (neutrofilos,
mastocito e eosinofilos) e células endoteliais. Estas auxiliam na regulagdo do tbnus
vascular, no reparo e crescimento tecidual além de desempenharem controle entre a
adesdo e a migracdo de leuctcitos mediante a expressdo de moléculas de adesdo (KIM
et al., 2009; LARSEN et al., 2003).

Dentre os vérios mediadores quimicos do processo inflamatério podem citar os
autacdides os quais sdo substincias formadas pelo organismo que atuam tanto nas
proprias células de origem quanto em células vizinhas. Eles englobam inGmeras
substancias, tais como histamina, cininas, eicosandides, citocinas, fator ativador de
plaquetas e Oxido nitrico (CLAUDINO, 2006; BARNES, CHUNG e PAGE, 1998).

Os eicosanoides sdo de origem lipidica, sintetizados a partir dos acidos graxos
Omega-6, como o 4cido araquiddnico (AA), ou dos &cidos graxos dmega-3, como 0S
acidos eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA). Frente a um estimulo
antigénico, quimico, traumatico, mitogénico ou inflamatorio, esses &cidos sao
mobilizados da membrana das células do sistema imunoldgico pela acdo da enzima
fosfolipase A2 (CLAUDINO, 2006).
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As citocinas sdo mediadores liberados por neutrdfilos, linfocitos, macrofagos e
outros. Dependendo do estimulo, tais mediadores podem ter acdo pré ou
antiinflamatoria. Atualmente o nimero de citocinas conhecidas é bem amplo e incluem
desde as interleucinas e interferons, até os fatores estimuladores de colbnias e de
necrose tumoral (MANDERSCHEID et al., 2004).

As cininas podem participar da regulacdo de sistemas fisiol6gicos, mas suas
acBes mais conhecidas ocorrem no ambito patolégico, como choque, asma e dor. Podem
evocar os sinais cardinais da inflamacéo (dor, edema, rubor e calor) e estdo proximas do
topo da cascata de mediadores envolvidos no processo inflamatorio (STEWART, 1994).

O Fator ativador das plaquetas (PAF) é formado por diferentes células a partir de
um fosfolipideo encontrado nas membranas celulares de mastdcitos, basofilos,
neutrofilos, mondcitos, plaquetas e eosindfilos. Sua producéo, normalmente ocorre ap6s
estimulos alérgicos ou inflamatorios e sua agdo é ampla envolvendo os sistemas
cardiovascular, respiratdrio, gastrintestinal, renal e reprodutivo. Esta frequentemente
associado & formac&o de &cido araquiddnico e seus precursores (SIQUEIRA JUNIOR et
al., 2000).

O oxido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, relacionado
com inimeras funcBes fisioldgicas, tais como, transmissdo neuronal, relaxamento
vascular, imunomodulacdo e citotoxicidade (TSUCHIYA et al., 2007; BECKMAN e
KOPPENOL, 1996). E um potente vasodilatador e seu envolvimento na resposta
inflamatoria pode ter relagdo com sua habilidade em aumentar a permeabilidade
vascular e o edema através de mudancas no fluxo sangtineo local e do aumento na
producdo de prostaglandinas pro-inflamatdrias (SALVEMINI et al. 1996). Seus
metabolitos tém a capacidade de lesar o DNA e os lipideos tanto do agente agressor
como das celulas vizinhas saudéveis, o que é comum nas doencas auto-imunes (HULE;
PADMAJA, 1993; CUZZOCREA et al., 2000; MABLEY et al. 2003).

A histamina é encontrada em quantidades irregulares estando armazenada,
principalmente, nos tecidos (mastocitos) e no sangue (basofilos). Sua liberacdo é
decorrente de inumeros fatores, como leséo fisica, extremos de temperatura, fragmentos
do complemento, citocinas e outros. E considerada o principal mediador da fase inicial
da inflamagdo causando um subseqiiente aumento na permeabilidade vascular -
fendmeno considerado essencial para a migracdo das células de defesa rumo ao local
inflamado (GOODMAN e GILMAN, 2003; TROWBRIDGE e EMLING, 1996).
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Existem varios métodos experimentais utilizando animais de diferentes espécies
para deteccdo de novos principios ativos com atividade antiinflamatéria. Essa ampla
diversidade de modelos ocorre porque, apesar das reagdes inflamatdrias apresentarem
caracteristicas semelhantes, sua etiologia e manifestac6es clinicas diferem amplamente.
Desta forma, métodos que induzem a inflamagéo aguda s&o realizados no sentido de
abordar a participacdo de mediadores quimicos, tipos celulares e também possibilitam a
identificacdo de drogas com possiveis efeitos antiinflamatérios (SILVA, 2004). Dentre
0s métodos que avaliam a resposta inflamatoria e a atividade antiinflamatoria pode-se
citar o edema de pata, a quimiotaxia in vitro e in vivo (BONTA, BRAY e PARNHAM,
1985).

O edema de pata € o teste mais utilizado para avaliar a atividade de agentes
antiinflamatorios que exercem efeito na fase aguda da inflamacéo. Avalia a capacidade
de a substancia reduzir o edema local induzido por agente flogistico, como a
carragenina (MYTHILYPRIYA, SHANTHI e SACHDANANDAM, 2008;
CAMARGO, 2006). E realizado utilizando um pletismdgrafo que avalia o volume da
pata do animal através do deslocamento da solugdo de cloreto de sédio de forma que a
pata edemaciada desloca um volume maior desta solugéo em relacdo & ndo edemaciada.
A mensuragdo é feita subtraindo o volume de liquido deslocado pela pata inflamada
pelo volume de liquido deslocado pela pata normal (SILVA, 2006).

Através de estudos sobre a locomocéo das células frente a resposta inflamatoria
observou-se que neutrofilos, eosindfilos, basofilos e fagocitos mononucleares exibem
migracéo direcionada dependendo do agente quimiotatico atuante.

Existem diferentes modelos para avaliar a migracdo celular in vitro, sendo que o
ensaio mais empregado utiliza filtros de policarbonato isentos de polivinilpirrolidona,
com poros de 5 um de didmetro e 12 um de espessura para separar 0s compartimentos
superiores e inferiores (COLOWICK e KAPLAN, 1999). Os leucécitos se encontram
em suspensdo (porcao superior) frente a um agente quimiotéxico (porcédo inferior) e,
através do espaco percorrido pelo leucocito no filtro de policarbonato (entre as porgoes),
a capacidade migratéria dos mesmos é determinada (SANTOS JUNIOR, 2003;
PRESIBELLA, SANTOS e WEFFORT-SANTOS, 2003).

A avaliagdo da migracéo celular in vivo pode utilizar ensaios de microcirculagdo
feita com microscépio Optico para visualizar pequenos vasos sanguineos em tecidos
inflamados. Isto porque o endotélio € um tecido regulador que controla o ténus vascular,

a adesdo de células inflamatdrias, a homeostase e a trombose na parede dos vasos. Ele
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produz substancias vasoativas em resposta a fatores ambientais e serve como um
importante 6rgdo autdcrino e paracrino que regula a contratilidade e a composi¢éo das
células da parede vascular (JANSSENS et al., 1998).

A utilizagdo do edema como parametro de avaliagio em modelos validados,
como o modelo de edema de orelha induzido por diferentes agentes flogisticos, permite
avaliar o potencial antiinflamatério tanto por via tdpica quanto sistémica de Vvarios
agentes, sejam eles compostos sintéticos, extratos de plantas ou compostos isolados
(GABOR, 2000; DE YOUNG et al., 1989).

O o6leo de croton, utilizado como agente flogistico apresenta acdo topica e induz
uma inflamacéo local através da ativacdo da enzima fosfolipase A; e consequentemente da
biossintese de leucotrienos (LT), prostaglandinas (PGs) e citocinas - mediadores pro-
inflamatorios - que promovem vasodilatagdo, migracdo de células polimorfonucleares
(PMN) e extravasamento de plasma (exsudacdo plasmaética), conduzindo assim, a
instalacdo dos sinais classicos da inflamacdo (DE BERNARDIS et al, 1994;
FURSTENBERGER et al.,, 1994). Os modelos de inflamacdo cutdnea permitem
identificar compostos com atividade anti-inflamatéria que possam ser potencialmente
Uteis no tratamento de doengas inflamatérias que acometem a pele, pois promovem
condigdes que se assemelham com alguns tipos de dermatites observadas em humanos
(VANE et al.,2000; BOUCLIER et al.,1990; CARLSON et al, 1985).

OBJETIVO
e Apresentar alguns modelos experimentais de resposta inflamatéria que podem
ser utilizados na investigacdo da atividade antiinflamatéria de drogas ou de

produtos naturais.

METODOLOGIA
I) EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (WINDER et al.,
1957)

e Deixar os animais em jejum de aproximadamente 15 horas.

e Identificar e pesar os ratos.

e Determinar o volume inicial da pata com auxilio de um pletismdgrafo (3
leituras por pata e calcular a média).

e Realizar tratamento com a substancia teste (via oral)
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e Apo6s 1 hora, injetar 25 pl de carragenina (solugdo 100 pg) por via

subcutanea em uma das patas posteriores do animal (sugerimos a pata

esquerda).

e Apobs 1,3 eb5 horas medir o desenvolvimento do edema.

e Célculo do edema: Volume final da pata — volume inicial da pata.

i) QUIMIOTAXIA IN VITRO (DAL-SECCO et al., 2008)

Para avaliar a quimiotaxia in vitro, leucécitos serdo isolados da cavidade
peritoneal de camundongos estimulados com a injecdo i.p.de 1
mg/200pL de Zymosan.

Apos 4 horas, 0s animais serdo anestesiados e sacrificados, a cavidade
peritoneal serd lavada com 3 mL de PBS/EDTA.

O nGmero de leucocitos totais no fluido peritoneal sera determinado em
camara de Neubauer, apés a diluicdo com liquido de Turk (10: 90) e sua
viabilidade sera determinada.

O lavado peritoneal coletado serd centrifugado a 1000 rpm por 10
minutos em centrifuga refrigerada (4°C) e, ap6s, as células serdo
ressuspendidas em meio RPMI/BSA 0.01%.

O numero de células sera ajustado para 1x10%/mL em RPMI/BSA 0,01%,
e ser adicionada a substancia a ser testada. Deixar 30 minutos em estufa
a 37°C e 5% CO..

A quimiotaxia serd efetuada em microcAmara de 48 pocos (Neuro Probe),
separados por membrana de policarbonato com poros de 5 pm de
diametro. Na camara inferior, serd colocado 26 mL do meio de cultura
RPMI-BSA 0,01% (controle) ou de um dos estimulos quimiotaticos:
fMLP, LTB, ou outro diluidos em RPMI-BSA.

Uma soluco (50 mL) de células (1,0 x 10° células/mL) sera colocada na
camara superior.

A cémara sera incubada por 60 minutos em estufa a 37°C e 5% CO,. Em
seguida, a membrana de policarbonato sera removida, fixada e corada.

A contagem de leucdcitos ser realizada por meio de microscopia Optica

comum onde seréo avaliados cinco campos (1000X) em cada poco.
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1)

V)

e Os resultados serdo expressos como 0 nimero de leucdcitos por campo.

Os dados serdo apresentados como média £ erro padréo da média (epm).

QUIMIOTAXIA IN VIVO (FORTES et al., 1991, modificada)

Pesar os animais (ratos Wistar, machos, pesando entre 2209 e 240 g);
Preparar a droga ou substancia a ser testada, a carragenina 1mg/ml e a
solucdo anestésica (hidrato de cloral 750mg/kg - 25%);

Tratar o animal com a droga ou substancia a ser testada 30 minutos antes da
injecdo da carragening;

Injetar 0,1ml (dose 100pg) da solucéo de carragenina no escroto esquerdo
por via subcutanea;

Trinta minutos apos a injecdo de carragenina, injetar o hidrato de cloral 25%
(750mg/kg), por via subcuténea, no dorso do animal;

Depilar o escroto do animal 15 minutos antes da cirurgia;

Uma hora ap0s, realizar a cirurgia para exposicdo da fascia espermatica.
Fixar a preparacéo sobre a placa aquecida no microscopio;

Lavar e cobrir a preparagdo com solugéo de Ringer;

Localizar uma vénula de 15 a 18 um (1,95 — 2,30 cm em tela cheia);

Realizar 2 contagens de rolling e adeséo por 10 minutos;

Realizar a média entre as duas contagens para cada animal.

EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR OLEO DE CROTON (VAN

ARMAN, 1974, ligeiramente modificado)

Deixar os animais em jejum de aproximadamente 15 horas.

Identificar e pesar os camundongos (30 - 40g).

Realizar tratamento com a substéncia teste (via oral).

Apos 1 hora, aplicar 20 pl de 6leo de créton (200 pg) diluido em acetona na
face interna da orelha esquerda do camundongo. A orelha direita recebera
apenas o veiculo (acetona) (20 pl).

Apdbs um intervalo de 6 horas, 0s animais serdo eutanasiados, as orelhas
seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de didametro e pesadas em
balanca analitica.

A porcentagem de inibi¢do do edema sera determinada pela formula:

186



peso da orelha E controle — peso da orelha E ratada
(%) de inibigdo = X100
peso da orelha E controle — peso da orelha D veiculo
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INTRODUCAO

1 - PRODUCAO DE ENZIMAS POR MICRORGANISMOS

As enzimas sdo proteinas globulares e, como todas as proteinas, s&o
heteropolimeros de vinte diferentes amino&cidos; algumas incluem em sua estrutura um
componente ndo proteico, covalentemente ligado designado grupo prostético. O que
caracteriza cada enzima é o nimero de aminoécidos componentes de sua cadeia e a
ordem em que eles se encontram, ou seja, sua estrutura primaria (BORZANI et al.,
2001), além da estrutura tridimensional final e do possivel nimero de cadeias de cada
proteina.

As enzimas estdo divididas em seis classes, segundo a reacdo catalisada:

1) Oxidorredutases: catalisam reacOes de oxido-redugdo; 2) Tranferases: catalisam
reagdes de transferéncia de grupos de uma molécula a outra; 3) Hidrolases: catalisam
reagdes de hidrolise; 4) Liases: catalisam a formagdo de dupla ligagdo ou
catalisam a adi¢do de grupos a duplas ligagdes transformando-as em ligagGes simples;
5) Isomerases: catalisam reacdes de mudanca intramolecular em que o substrato é
transformado em um produto isdmero; 6) Ligases: catalisam a ligacdo covalente de
moléculas.

As aplicagdes de enzimas estdo vinculadas ao mercado mundial e podem ser
divididas em aplicacfes industriais, enzimas para uso médico e enzimas para uso
analitico e cientifico. As principais aplica¢des, principalmente industriais referem-se &
biotecnologia, envolvendo microbiologia, bioquimica, genética e engenharia quimica e
bioquimica no processamento de materiais por agentes bioldgicos. As enzimas séo
frequentemente utilizadas para melhoria de processos e possibilitam o uso de novas

matérias-primas (LIMA, et al. 2001). Dentre as enzimas utilizadas, 75% delas s&o



hidrolases (SAID e PIETRO, 2004).0 uso de enzimas tem crescido sobremaneira nos
setores industriais dos mais diversos tipos, desde as de sabdo as farmacéuticas. 1sso se
deve gracas a propriedades impares das enzimas. Além de diminuirem a energia de
ativagdo, necessaria para que o arranjo dos &tomos seja favoravel as quebras e
rearranjos, e, portanto, o tempo para as reacdes ocorrerem, elas atuam geralmente em
condicbes amenas de pH e temperatura 0 que € extremamente interessante, pois
dispensa as condi¢Bes extremas geralmente empregadas nas industrias. Igualmente, as
enzimas possuem substratos especificos, sdo biodegraddveis e substituem os
catalisadores inorganicos que podem ser toxicos e apresentar problemas de
contaminagdo ambiental quando descartados (AFONSO et al., 2003; UNDERKOFLER
et al., 1958).

Observando os lados positivos das enzimas e seus possiveis usos, pode-se ter
uma ideia errdnea quanto & facilidade de seu uso em grandes escalas. Suas diversas
qualidades s&o entravadas pelas producbes nos organismos-fonte. Independente do
organismo que seja produtor da enzima de interesse, suas produgdes nunca Serdo
exacerbadas naturalmente, elas sempre terdo as produgdes controladas conforme as
condi¢Bes do meio. Por isso é tdo comum os trabalhos de identificacdo de organismos
produtores e otimizacdo (NI et al., 2011; PURI et al., 2005; GHORI et al., 2011).

Apesar das dificuldades em se obter grandes producdes, muitas enzimas ja
possuem usos reais e muito lucrativos. Um dos exemplos mais conhecidos é o uso das
amilases. Na década de setenta, o preco do aglcar estava elevado nos Estados Unidos.
Houve um grande estimulo para se descobrir uma forma eficiente, por meio do uso de
enzimas, para se produzir um substituto do aglcar da cana-de-acucar, tendo como base
o milho. Sendo os grdos do milho ricos em amido, foi desenvolvida uma técnica para a
producéo de um xarope doce de milho rico em frutose. Utilizaram-se trés enzimas:
amilase, amiloglicosidase e a glicose isomerase. A amilase foi utilizada para a
realizacdo da hidrolise do amido, de forma similar a amiloglicosidase. A degradacéo
completa do amido gera glicose. A frutose, por ser duas vezes mais doce que a glicose,
foi escolhida como o agucar final majoritario. A frutose foi produzida a partir da
isomerizagdo da glicose pela glicose isomerase. Dessa forma foi possivel criar um
xarope doce e um substituto do aglcar de cana.

Um exemplo de empresa produtora da amilase industrial é a Novo Nordisk. Esta
empresa utiliza a bactéria modificada Bacillus licheniformis. Ela foi modificada para

possuir copias extras de seu gene natural para a enzima amilase. As bactérias séo
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cultivadas em tanques imensos e cada 500 mililitros da enzima purificada séo capazes
de converter uma tonelada de amido em acucares. O transporte da enzima é feito em
grandes tanques de caminhd@es. Este é um exemplo bem sucedido do uso industrial de
uma enzima (KREUZER & MASSEY, 2002). Contudo, mesmo um organismo com boa
producéo teve que ser modificado para atingir valores adequados para o uso industrial.

Os organismos comumente utilizados hoje para a produgéo e perscrutacdo de
enzimas sdo bactérias e fungos, pois sdo facilmente cultivados e suas enzimas
geralmente podem ser purificadas mais facilmente. Ademais, as enzimas microbianas
sd0 mais estaveis que as extraidas de plantas e animais, o que torna sua produgao e uso
mais convenientes (AEHLE, 2004; SAID e PIETRO, 2004; BON et al., 2008).

O processo de producdo de enzimas a partir de microrganismos, € a mistura de um
microrganismo selecionado a um especifico substrato por um determinado tempo, a
uma determinada temperatura e pH, para que o microrganismo em determinadas
condi¢Bes degrade o substrato e se reproduza a custa daquele, pelo uso das fontes de
carbono e nitrogénio, chegando-se a um produto final ou a uma cultura iniciadora. A
conversdo microbiana pode ser uni ou multi-estagio. Pode ser obtido um ou diversos
produtos finais, sendo o processo de separagéo adotado como o ponto-chave.

Os aspectos que devem ser observados, ao Se projetar uma producdo de de
enzimas por microrganismos, dizem respeito ao microrganismo em si, aos substratos
nutricionalmente importantes para o desenvolvimento desses microrganismos e aos
processos que serdo utilizados na producédo e recuperacdo. Isso também leva em conta
pardmetros e varidveis do processo, para otimizacdo e ampliacdo da escala de produgéo.
Envolve ainda as analises, ou seja, a metodologia de acompanhamento das fases de
crescimento, de producgéo de metabdlitos, primarios ou secundarios, do processo como
um todo, incluindo a separagéo e a formulagdo (LIMA, 2001).

O inicio do processo de producéo, se da pela selegdo do microrganismo produtor,
0 qual pode ser obtido por meio do isolamento ou da aquisigdo junto a Colegdes de
Cultura. Os microrganismos depositados nessas instituicdes séo listados em manuais,
que contem informagdes sobre a origem, condigdes de manutengdo-estoque e de cultivo,
nutrientes especificos ou limitantes, pH, temperatura, etc. (LIMA et al., 2001).

A perscrutacdo de novos microrganismos produtores se da, na maior parte das
vezes, por meio de processos de isolamento e identificagdo microbiana. Muitos
pesquisadores optam por esses estudos de isolamento junto aos substratos (ar, solo,

aguas, residuos) que lhes sdo afetos, descobrindo-se assim, novas e até mesmo,
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melhores e mais adaptadas linhagens (LIMA et al., 2001). Apds isolamento, estas sao
entdo repassadas para tubos de ensaio de cultura-estoque, cultura esta que pode estar em
meio solido (tubo inclinado com &gar nutritivo), meio liquido, em pd junto a suportes
inertes ou na forma liofilizada. Nessas Gltimas formas, inicialmente o microrganismo
deve ser reidratado, para entdo se iniciar o processo e cultivo. A cultura estoque é
aquela cujas caracteristicas microbianas sdo conservadas ao longo do tempo. Da cultura-
estoque, em meio sdlido, o microrganismo é transferido por via asséptica, na maior
parte das vezes, usando-se uma al¢a de platina flambada e resfriada, ao meio sélido ou
liquido, cuja composi¢do € adequada as exigéncias nutricionais do microrganismo
(LIMA et al., 2001).

A identificacdo dos organismos selecionados pode ser feita morfo ou
molecularmente. No primeiro caso, sdo observadas caracteristicas da morfologia macro
e microscopica do microrganismo, como, textura, coloracdo e crescimento, forma e
tamanho dos 6rgédos produtores de esporos e dos esporos; no segundo, é necessaria uma
extracdo do material genético para a identificacdo molecular, sendo um método mais
seguro e confiavel de identificacdo de microrganismos.

Nem sempre € possivel achar produtores excepcionais com propriedades
excepcionais. Contudo, um produtor pode ndo apresentar uma excelente produgéo, mas
pode produzir uma enzima com caracteristicas bioquimicas melhores como maior
termoestabilidade e melhor perfil cinético como menor Ky, e maior eficiéncia catalitica
0 que o torna um produtor interessante (HAKI & RAKSHIT, 2003). Destarte, nem
sempre é interessante procurar somente intensas produgdes, mas também averiguar as
propriedades das enzimas produzidas. Isto é comumente averiguado em diversos
trabalhos que perscrutam, isolam e caracterizam enzimas promissoras (SOARES et al.,
1999; SE-EUN et al., 2007).

A grande diversidade de organismos presentes na natureza faz com que as fontes
de estudo em busca da selegdo e melhoramento de produtores de enzimas seja
inesgotavel. A exploragdo da biodiversidade bioldgica na busca de organismos habeis a

produzir enzimas consiste em uma boa perspectiva para as areas cientifica e comercial.
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Enzimas de interesse industrial e suas aplicagdes

A amilase é a enzima capaz de degradar moléculas complexas de amido em
unidades menores chamadas de glicose. As amilases estdo entre as enzimas industriais
mais importantes, pois apresentam grande importancia biotecnoldgica, tais como
aplicagbes na fabricagdo de tecidos, cerveja, bebidas destiladas, péo, cereais para
alimentacdo infantil, racdo animal e nas industrias téxteis, de panificagdo, liquefacéo e
sacarificacdo do amido, quimica e farmacéutica. Apesar de poderem ser derivadas de
diversas fontes, incluindo plantas, animais e microrganismos, as amilases microbianas
geralmente encontram grande demanda industrial e, atualmente, grandes quantidades de
amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente (GUPTA et al, 2003;
MORAES, 2004; PANDEY et al., 2000; PANDEY et al., 2005). Bactérias como
Bacillus spp. e fungos filamentosos como Aspergillus spp. sdo consideradas as mais
importantes fontes de amilases (PANDEY et al., 2000).

As celulases sdo enzimas capazes de degradar a celulose, que é um importante
componente da parede celular de plantas. O complexo enzimético denominado de
celulases é constituido de um conjunto de hidrolases glicosidicas, secretadas por
microrganismos e plantas. As celulases sdo enzimas de importancia econdmica que séo
vendidas em grande volume tendo diferentes aplicagdes industriais, como por exemplo,
na industria de alimentos, no processamento do amido, produgdo de racdo animal,
fermentacdo de gréos para producéo de alcool, extracdo de suco de frutas e de polpa de
vegetais, industria de papel, indUstria téxtil, assim como na agricultura e em pesquisas
(BHAT, 2000). Microrganismos que excretam celulases desempenham um importante
papel na natureza por sua capacidade de decompor residuos lignocelulésicos
estabelecendo um elo chave no ciclo do carbono. Enzimas celuloliticas ocorrem em
diversas classes de fungos, que além de as utilizarem para a decomposicdo de partes
duras da planta, as utilizam para associacbes micorrizicas e patdgenas com plantas
(GOYAL et al., 1991). As celulases de bactérias e fungos sdo encontradas na forma
individualizada, mas também podem formar um complexo enziméatico multipolimérico
denominado de celulossoma, tal como o produzido por Clostridium thermocellum. Entre
os complexos celuloliticos de bactérias e fungos estudados, o mais conhecido é o do
fungo filamentoso Trichoderma resei (DILLON, 2004). Celulases também sdo
produzidas por fungos pertencentes ao género Penicillium e Fusarium (DILLON, 2004;
PHALIP et al.,2009).
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Proteases sdo enzimas degradativas que catalisam a reacdo de hidrdlise das
ligacbes peptidicas de proteinas produzindo peptideos e aminoécidos (RAO et al.,
1998). A abrangéncia catalitica das proteases possibilita que elas sejam utilizadas nas
indudstrias produtoras de alimentos, de detergentes e de ra¢Ges, nas industrias quimicas e
farmacéuticas, nas industrias de processamento de couro e do processamento de lixos
(GODFREY & WEST, 1996). As enzimas atualmente comercializadas para uso
industrial sdo produzidas por microrganismos (fungos e bactérias), plantas e animais.
Poucas espécies de microrganismos sdo produtores de proteases utilizadas
industrialmente e a grande maioria (90%) das proteases utilizadas ndo é de origem
microbiana (GODFREY & WEST, 1996). As proteases de origem microbiana,
entretanto, sdo preferidas em relagdo as de origem animal e vegetal por expressarem
caracteristicas desejadas para a aplicagéo biotecnolégica (GODFREY & WEST, 1996).
As proteases de origem microbiana sdo de bactérias do género Bacillus e de fungos do
género Aspergillus (FELIX et al., 2004).

As lipases compreendem um grupo de enzimas hidroliticas que atuam
geralmente na interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise de ésteres formados
por &cidos graxos de cadeia longa. Embora a funcdo bioldgica destas enzimas seja,
primordialmente, catalisar a hidrolise de triglicerideos insolUveis para gerar acidos
graxos livres, mono e diacilgliceroéis e glicerol, a maioria das lipases pode exercer sua
atividade catalitica reversa, em condi¢es em que a disponibilidade de agua no meio é
reduzida, catalisando também reacdes de esterificacéo e transesterificacdo, entre outras
(SHARMA et al., 2001). As lipases constituem um grupo de catalisadores com varias
aplicacbes biotecnoldgicas devido as suas caracteristicas, tais como: amplo
reconhecimento de substratos, alta estereoseletividade, estabilidade em solventes
organicos e a falta da necessidade de cofatores (JAEGER e REETZ, 1998; JAEGER e
EGGERT, 2002). As lipases provenientes de microrganismos constituem um grupo de
enzimas valiosas de aplicacdo biotecnoldgica, principalmente pela versatilidade de suas
propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica e especificidade ao substrato, e pela
facilidade de produgdo em massa, sendo um dos grupos mais utilizados no segmento
industrial. Particularmente, as enzimas microbianas sdo mais estaveis que as extraidas
de plantas e animais, tornando sua produgdo mais conveniente e segura (HASAN et al.,
2006). O campo comercial mais importante para aplicagdo das lipases encontra-se na
inddstria de detergentes e limpeza (JAEGER e REETZ, 1998). As lipases também sé&o

utilizadas no tratamento de efluentes e na indUstria de papel e celulose para remogéo de
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triacilglicerois e ceras. Na indUstria de alimentos pode ser utilizada para lipdlise de
manteiga e cremes, como aditivo na produgdo de queijos, na panificagdo e na
esterificacdo de gorduras e Gleos (PANDEY et al., 1999; GUPTA et al., 2004). A
estereoseletividade das lipases € til na sintese de biopolimeros como polifendis e
poliésteres, na resolucdo cinética de misturas racémicas de alcoois secundérios em
reagdes de hidrolise e na esterificagdo e transesterificagdo (JAEGER e EGGERT, 2002).
Fungos filamentosos sdo amplamente reconhecidos como sendo as melhores fontes de
lipases, com vérias patentes de aplicagdo da enzima tendo sido desenvolvidas
(CARDENAS et al., 2001). Um grande ndmero de lipases de fungos filamentosos tem
sido estudado extensivamente sob os pontos de vista genéticos e bioquimicos. As
espécies melhores produtoras descobertas pertencem aos géneros Geotrichum,
Penicillium, Aspergillus e Rhizomucor (STCKLEIN et al., 1993).

Producao industrial de enzimas

Em relacdo a producéo industrial de enzimas microbianas, FELLOWS (1994)
recomenda que sejam observados 0s seguintes requisitos: 0s microrganismos devem ser
capazes de crescer em substratos de baixo custo; a produgdo de enzima deve ocorrer em
um ritmo elevado, constante e em curto espaco de tempo; os métodos para a
recuperacdo das enzimas devem ser simples e de baixo custo; e a preparagéo enzimatica
obtida deve apresentar estabilidade.

As enzimas microbianas sdo obtidas tanto por cultivo superficial em substratos
s6lidos, como por exemplo: farelo de trigo, milho, cascas de algumas frutas, preparados
a base de soja, farinha de trigo, cacau em po, gréos de cereais, legumes, madeira e palha
(FELLOWS, 1994; WARD, 1989) como também podem ser obtidas por cultivos
submersos com o emprego de substratos liquidos. O substrato deve conter uma fonte de
carbono (fonte energética) e uma fonte de nitrogénio que permitam a proliferacéo
celular. Além disso, podem requerer também nutrientes especificos para o crescimento e
determinados minerais para a producdo de enzima. Geralmente os substratos escolhidos
ndo séo dispendiosos e sdo encontrados em abundancia como os melagos, hidrolisados
de amido e 4gua de maceracdo de milho (FELLOWS, 1994).

Os processos fermentativos envolvem uma série de varidveis. De acordo com
SAUCEDO-CASTANEDA et al (1992), mesmo em laboratorio, o sistema de

fermentacdo em estado sélido é afetado por diversos fatores, que incluem: (a) pré-
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tratamento do solido; (b) composicdo do meio; (c) pH inicial do meio; (d) condicdes de
autoclavagem; (e) forma, idade e quantidade de in6culo; (f) agitacdo; (g) aeracéo; (h)
temperatura; (i)Jumidade do meio; e (j) umidade no fermentador.

A producdo de enzimas pelo cultivo submerso exige a preparacéo prévia de um
indculo que é preparado nas mesmas condicOes de incubacdo que o cultivo final para a
producdo da enzima. A producdo de enzimas em escala industrial se faz
majoritariamente por fermentacdo submersa, mas quando feita em estado solido, séo
utilizados fermentadores do tipo tambor ou bandeja (LIMA et al., 2001). Apés a
fermentacdo, as enzimas extracelulares sdo recuperadas do meio por centrifugagao,
filtracdo, precipitacdo fracionada, separagdo cromatografica, separacdo por membranas,
liofilizacdo ou pela combinagdo de outros métodos. As enzimas intracelulares séo
extraidas mediante rompimento celular, sendo que neste caso a recuperagdo da enzima é
mais dificil e seu rendimento é inferior, porque parte da enzima pode permanecer retida
na massa celular. Quando é necessaria a extracdo do restante da enzima intracelular,
pode-se proceder a precipitagdo com acetona, alcoois, sulfato de aménio ou por
ultrafiltracdo (FELLOWS, 1994).

2 - AREACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

A reacdo da polimerase em cadeia consiste de um processo simples, rapido, e
altamente sensivel que envolve a sintese enzimatica in vitro de copias de um segmento
especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. Dois oligonucleotideos
sintéticos sdo preparados, complementares as sequéncias do DNA-alvo em fitas opostas,
em posicdes que definem a extremidade do seguimento a ser amplificado. Os
oligonucleotideos servem como iniciadores de replicagdo que podem ser estendidos pela
DNA-polimerase. As extremidades 3'das sonda hibridadas sdo orientadas umas em
direcdo a outra e posicionadas para iniciar a sintese de DNA sobre o segmento desejado
do DNA. O resultado obtido é a amplificacdo de uma determinada sequéncia de DNA
em bilhdes de copias.

As bases teoricas da PCR envolvem etapas de aquecimento e resfriamento que
séo repetidas durante o processo de amplificagdo do DNA molde. Desta forma, cada
ciclo de PCR é constituido de trés etapas, que sdo denominadas: desnaturagdo,
anelamento e extensdo. No processo de desnaturagdo, as fitas do DNA alvo séo
desnaturadas e separadas através do aquecimento. Na etapa de anelamento, a

temperatura é rapidamente reduzida, permitindo a hibridizagdo entre uma das fitas de
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DNA molde e os oligonucleotideos iniciadores de sequéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo a ser amplificada. Dessa forma, uma nova cdpia da sequéncia-
alvo pode ser sintetizada na etapa de extensdo, por meio da adicdo de nucleotideos a
partir de cada terminal 3~ dos iniciadores pela DNA-polimerase. Os ciclos de
desnaturacédo, anelamento e extensdo podem ser repetidos de 20 a 40 vezes, e, ao final
de cada ciclo, ocorre a duplicacdo do nimero de moléculas de DNA, isto é, ha uma
amplificacdo exponencial da sequéncia do DNA-alvo. A amplificacdo exponencial é
dada por 2"; onde n corresponde ao nimero de ciclos na reagdo, por exemplo: ao
término de 20 ciclos haverd 220 coOpias de uma regido especifica de determinada
sequéncia gendmica, ou seja, mais de um milhdo copias da porcdo amplificada do
DNA-molde. Esta propriedade da amplificagdo permite que a reagéo seja iniciada com
quantidades minimas de DNA (da ordem de picogramas ou nanogramas) e, em seu
término, permite que existam grandes quantidades de DNA de uma sequéncia de

interesse.

Componentes essenciais para a PCR

A reacdo de PCR necessita de basicamente seis componentes essenciais
descritos a seguir.

. DNA molde:

A reagdo sempre parte de um DNA molde, extraido convenientemente da
amostra, ou de uma amostra de RNA, convertida a cDNA. Para sucesso da PCR a
sequéncia génica a ser amplificada deve ser intacta e, além disso, os &cidos nucléicos
devem estar livres de impurezas (proteinas, lipideos, e reagentes de extragdo, etc). A
concentracdo e a qualidade de DNA influenciam os lucros da reagdo. De modo geral, no
caso de DNA gendmico de mamifero, até 1 ug de DNA ¢é utilizado por reacdo, uma
quantidade que contém aproximadamente 3 x 10°> moléculas de DNA molde. Os valores
tipicos para DNAs de leveduras, bactérias, e DNAs plasmidiais utilizados por reacdo
sd0 10 ng,1 ng e 1 pg, respectivamente. Uma regra geral que pode ser estabelecida € que
1 ug de uma amostra de DNA de dupla fita com 1Kb contém 9,12 x 10™* moléculas de
DNA (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).

. DNA polimerase:

Em PCRs de rotina, a Tag DNA polimerase continua sendo a enzima de escolha.
Séo requeridas de 0,5 — 2,5 unidades da enzima para cada 25 — 50 [/L da reac¢do padré&o.

Normalmente, a maioria das DNA polimerases disponiveis no mercado séo fornecidas
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conjuntamente com uma solucdo-tampéo especifica, cuja composicéo varia de acordo
com o fabricante. Basicamente, essas solugdes contém ions diversos (Na*, CI', K", entre
outros) que aperfeicoam as condic¢des de reagéo.

. Um par de oligonucleotideos iniciadores sintéticos:

Os iniciadores sdo sequéncias curtas de oligonucleotideos (12 a 35 bases)
complementares a uma regido especifica no DNA alvo. Ao se iniciar um estudo, o
desenho do iniciador pode ser obtido na literatura ou realizado pelo pesquisador por
meio de programas de bioinformética especificos disponiveis no mercado. Em reagdes
padréo, as quantidades tipicas de iniciadores variam de 0,1-0,5 mM de cada iniciador (6
x 10 a 3 x 10" moléculas). Esta quantidade é suficiente para pelo menos 30 ciclos de
amplificacdo de um segmento de 1kb do DNA (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).

. Desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs):

Uma reacdo padrdo de PCR deve conter quantidades equimolares de dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Os desoxinucleotideos sdo a matéria-prima propriamente
dita para a sintese das fitas-filhas. Estes sdo ligados a fita-mae pela polimerase em uma
area delimitada pelos iniciadores.

. Cétions divalentes:

Todas as DNAs polimerases termoestaveis requerem cétions divalentes livres,
geralmente o Mg?*, para sua atividade.

. Solucdo tampao:

O tampdo mais frequentemente utilizado em PCR é o Tris 10 mM, com pH
variando entre 8,5 e 9,0 a 25°C. Com 0 aumento da temperatura pelo termociclador o
pH diminui para 7,4, que é um valor 6timo para atividade da Tag DNA polimerase na
temperatura de 72°C (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).

Regras bésicas para o desenho de iniciadores

Na maioria das aplicagdes da PCR, é a sequéncia do iniciador que determina o
sucesso geral do ensaio. Nesse contexto, algumas propriedades dos oligonucleotideos
que influenciam na eficiéncia da amplificagdo devem ser consideradas, com a finalidade
de garantir que a estabilidade e a especificidade na ligacdo sejam adequadas, dentre elas
destacamos:
» Quantidade de C e G deve estar entre 40% e 60%, e ter uma distribuigdo uniforme ao
longo de todo o iniciador. Esta condigdo garante uma maior estabilidade de
hibridizacao,
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» A regido do iniciador complementar ao molde deve ter comprimento variando entre
18 e 28 pb. O ideal é que o par de iniciadores ndo apresente uma variacdo de mais de
trés pares de bases entre eles,

» Regides contendo sequéncias palindromicas devem ser evitadas,

» Auséncia de complementariedade entre as extremidades 3" para que seja evitada a
formac&o de dimeros de iniciadores,

» A temperatura de anelamento (Ty,) dos iniciadores direto e reverso deve ser mantida
proxima e ndo muito baixa, para que a ligacdo inespecifica seja evitada. Temperaturas
de anelamento entre 55°C e 80°C sdo desejaveis,

» A extremidade e 3"dos iniciadores deve conter grampos de CG,

» Deve existir um Unico sitio de pareamento no DNA molde onde ocorre a ligagéo do
iniciador, o que significa que a sequéncia do iniciador é Unica dentro da sequéncia do
DNA.

3 - BIOINFORMATICA

A bioinformatica é simplesmente o uso da informatica para a geracdo e
gerenciamento de bioinformagdo. A internet possibilitou um compartilhamento de
informag&o incrivel. As pessoas estdo mais acostumadas ao compartilhamento de fotos,
musicas, mas no meio da pesquisa ha desde algum tempo, um crescente
armazenamento de dados publicos. A bioinformética pretende: representar, armazenar e
distribuir dados, além de desenvolver ferramentas analiticas para desvendar o
conhecimento contido nos dados. Desse modo, cientistas de todo 0 mundo que estudam
assuntos semelhantes podem se beneficiar de dados j& obtidos, evitando etapas
desnecessarias. Por exemplo, um pesquisador que estuda a hexoquinase de cdes pode
estar interessado em comparar a(s) sequéncia(s) génicas obtidas com outras espécies
para relacionar a filogenia entre elas. Em um passado ndo muito distante, seria
necessario obter também as sequéncias das outras espécies de interesse. Hoje, com
diversas sequéncias obtidas e armazenadas os trabalhos se tornam mais dindmicos e

préticos — economia de tempo e recursos.
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Banco de dados

Ao conjunto de dados armazenados e disponiveis se d& o nome de banco de
dados. Os dados séo relacionados entre e si, sempre sdo inseridos com o respaldo de um
artigo publicado, e sdo organizados de tal modo que o usuério recupere informacgdes,
tire conclusdes e tome decisdes, portanto, os dados devem ser dispostos de maneira
I6gica e auferivel.

Banco de dados ndo englobam todos os dados possiveis de todas as areas
possiveis, mas focam em alguns tipos de dados para que se atinja o objetivo anterior
mencionado. A maioria dos bancos de dados é direcionada para a biologia molecular
que possui uma infinidade de informag6es que vdo desde um sequénciamento completo
de um organismo as proteinas resolvidas dos genes codificadores. Para exemplificarmos
0 que podemos obter a partir de um banco de dados de uma forma visual, pensemos em
um gene. Pensemos no mesmo gene da hexoquinase de cées que citamos anteriormente.
A Figura 1 sumariza as informagdes auferiveis quando temos em mente um gene, que

no nosso exemplo codifica a enzima hexoquinase em cées.

Inferéncias Perfis metabdlicos Conectores com
filogenéticas Informagso l outros mapas

] evolutlva ,,,,,,,,, Cofatores e Localizador de mapa
Sequéncias homdlogas metabdlitos - metabélico P

em outros genomas nformagﬁo
Sequéncia Informacgao - funcional
Localizaio endmica N U m a Dados
/g ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Quimica experimentais

no genoma

Informacgao de

funcional

Informacgao

informagdes de expressio | @Xpressao Estrutura - estrutural
Imagens  Valores Genes Dados Densidade Anotagdoda Atribuices
brutas  numéricos agrupados brutos eletronica  estrutura

Figura 1. Informagdes encontradas em banco de dados quando se tem um gene em mente, que em
nosso exemplo codifica a hexoquinase de cées, denominado Gene Y.

Assim, a partir das tecnologias atuais, é possivel a partir de uma sequéncia ou um
fragmento de sequéncia, encontrar nos bancos de dados sequéncias que sejam similares
e a partir de uma estrutura proteica, ou parte de, encontrar estruturas similares no banco
de dados. Por meio destas ferramentas, associadas a uma infinidade de dados
bibliogréaficos armazenados, podemos alcancar objetivos exemplificados na Figura 1.

Além dessa infinidade de informagdes, inerentes a organizacdo celular,

possuimos outra infinidade de organismos. Portanto, ndo é de se estranhar que o
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aumento no numero de informacdes é impressionante, como representado nos gréaficos

das Figuras 2.
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Figura 2. A) Crescimento do GenBank, um banco de dados de arquivos de sequéncias genéticas do US
National Center for Biotechnology Information (NCBI). B) Crescimento do Protein Data Bank (PDB),
um arquivo de estruturas tridimensionais de macromoléculas biolégicas. Figuras obtidas de LESK, 2008.

Esse aumento exorbitante dos dados exige um aprimoramento continuo para que
essas informacgdes estejam sempre acessiveis e organizadas. Ademais, a necessidade de
programas adequados para as diversas analises possiveis tornam a é&rea da
bioinformética extremamente promissora.

Ha dois tipos principais de banco de dados. Os primérios, cuja deposicdo é direta
e sem processamento, e 0s secundarios, que derivam dos primarios e apresentam alguns
tipos de andlises. Alguns links de banco de dados primérios de sequéncias de DNA so:
http://www.ncbi.nlm. nih.gov/genbank/ (NCBI); http://www.ebi.ac.uk/ (EMBL); e
http://www.ddbj. nig.ac.jp/ (DDBJ).

O arquivo de sequéncias de nucleotideos é mantido por uma parceria entre as trés

entidades acima relacionadas. Ja o arquivo de sequéncias de aminoacidos de proteinas é
mantido pelo United Protein Database (Uniprot), que é um exemplo de banco de dados
secundario. O Uniprot é uma juncdo dos bancos de dados do SWISS-PROT, do The
Protein Identification Resource (PIR) e do Translate EMBL (TrEMBL)
(http://www.uniprot.org/)

Ha varios outros tipos de banco de dados na Biologia Molecular, como banco de
dados de genoma, banco de dados de genomas focalizados em espécies individuais
(Ensembl), bancos de dados de padrdes de expressdo proteica (ETS), bancos de dados

de rotas metabdlicas (KEGG) e bancos de dados bibliograficos (pubmed).
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Andlise de sequéncias

A andlise de sequéncias obtidas geralmente é focada na procura por sequéncias
similares em banco de dados. Imagine que vocé descobriu um gene em uma bactéria
que codifica uma enzima com atividade de amilase. Provavelmente vocé gostaria de
averiguar se existe em outras espécies um gene similar ao seu. Para tanto, 0 método
escolhido por vocé deve ser tanto sensivel, para que possa identificar até mesmo
sequéncias pouco relacionadas, quanto seletivo, para que as sequéncias encontradas
possuam relacdes verdadeiras. H& diferentes tipos de BLAST, que diferem quanto ao
tipo de sequéncia analisada:
e BLASTN - Pesquisa bancos de dados de nucleotideos usando uma sequéncia de
nucleotideos em questéo. Algoritmos: blastn, megablast, discontiguous megablast.
e BLASTP - Pesquisa bancos de dados de proteinas usando uma sequéncia de proteina
em questdo. Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast.
e BLASTX - Pesquisa banco de dados de proteinas usando uma sequéncia de
nucleotideo traduzida em questéo.
e TBLASTN - Pesquisa um banco de dados de nucleotideos usando uma proteina em
questéo.
e TBLASTX - Pesquisa bancos de dados de nucleotideos traduzidos usando um

nucleotideo traduzido em questdo.

Alinhamento de sequéncias

O alinhamento é a tarefa de localizar regides equivalentes de duas ou Vérias
sequéncias, tanto de nucleotideos como de proteinas, para maximizar suas
similaridades. E ele que permite a busca de similaridades em banco de dados, além de
permitir a realizacdo de medidas de conservacdo, analise filogenética, estabelecimento

de motivos conservados e determinacdo de familias de proteinas (Figura 3).

ACCATCGGTGGTTCGTGGAGCGGTGCCCGTGGCGGTAAGAACGGT
GAAATCTA

ACCATCGGTGGCTCATGGAGCGGTCCCCGTGGCGGCAAGAACGGT
GAAATCTA

*hkkhkkhkkhkkhkhkkhkhk kk khkkkhkhkhhkh khkkhhkhkkhhhkhkh khkkhhhkhhkhhkhikhkiikikx

Figura 3. Exemplo de alinhamento entre duas sequéncias de DNA. Os asteriscos indicam nucleotideos
conservados.
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O alinhamento € a atribuicdo de correspondéncias entre pares de residuos e as
diferencas existentes entre duas sequéncias sdo devidas as mutaces, sele¢do natural,
insercdes ou deleces, fuséo de sequéncias a partir de dois diferentes genes e duplicacéo
génica.

Por meio do alinhamento das sequéncias podemos determinar a identidade e a
similaridade das mesmas. A identidade descreve o grau ao qual uma ou mais sequéncias
sdo idénticas em cada posicdo de um alinhamento e é medida contando o numero de
bases idénticas pareadas no alinhamento; similaridade refere-se a um termo descritivo
que indica que duas sequéncias mostram algum grau de correspondéncia, sendo usada
também para sequéncias de proteinas como sendo o numero de aminoacidos idénticos
mais aqueles similares.

O alinhamento precisa ser quantificado para se determinar a similaridade entre
duas sequéncias. Matrizes de substituicdo aparecem em todas as analises envolvendo
comparagdo de sequéncias de proteinas. Elas fornecem uma pontuagdo numérica
baseada na probabilidade de mudangas relevantes ocorridas durante a evolugdo. As
principais matrizes de substituicdo sdo: PAM e BLOSSUM. Matrizes PAM séo
baseadas em modelos evolutivos explicitos, de um alinhamento global e indicam
distancia evolutiva; matrizes BLOSSUM sdo baseadas em modelos evolutivos
implicitos e indicam porcentagem de identidade.

O programa utilizado para o alinhamento é o ClustalW. As paginas publicas mais
citadas para uso do ClustalwW sdo: a do EBI e a do genome.jp com seus respectivos

enderecos eletronicos: http://www.ebi.ac.uk/ Tolls/msa/clustalw2/ e

http://www.genome.jp/tools/clustalw/

Muitos programas utilizam o formato FASTA para o alinhamento de sequéncias.
O formato FASTA ¢é definido pelo simbolo >, para a leitura de sequéncias ou para a
informag&o de seus resultados. Um exemplo de sequéncia em formato FASTA é dado

na Figura 4.

>Glutationa peroxidase bovina
MCAAQRSAAALAAAAPRTVYAFSARPLAGGEPFNLSSLRGKVLLIENVASLUG
TTVRDYYQMNDLQRRLGPRGLVVLGFPCNQFGHQENAKNEEILNCLKYVRPG
GGFEPNFMLFEKCEVNGEKAHPLFAFLREVLPTPSDDATALMTDPKFITWSPVC
RNDVWNFEKFLVGPDGVPVRRYSRRFLTIDIEPDIETLLSQGASA

Figura 4. Exemplo do formato FASTA da sequéncia da proteina Glutationa Peroxidase bovina. Na
primeira linha ha informacgdes sobre a proteina.
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Andlise Filogenéticas

Atualmente, as andlises filogenéticas modernas sdo baseadas em biologia
molecular (sequéncias de DNA e de proteinas) e ndo mais na morfologia - e sdo muito
Uteis em investigacdo de relacionamento evolutivo entre espécies e na investigacdo de
evolucdo funcional de uma classe de proteinas. Seguindo basicamente a teoria da
evolucdo: eventos de especiacdo guiam para criagdo de espécies diferentes e esta pode
ser causada por separagdo fisica em grupos onde diferentes variantes genéticas tornam-
se dominantes; e qualquer duas espécies dividem um (possivelmente distante) ancestral
comum.

Em nivel molecular, a comparagdo é feita entre as sequéncias de nucleotideos de
genes homologos ou sequéncias de aminoacidos de proteinas homdlogas em espécies
diferentes. As regides ITS (Internal transcribed spacers) sdo muito utilizadas para
comparacOes entre espécies, grupos e subgrupos. Algumas regifes sdo uteis para
comparacdes em nivel do género ou da espécie, outras sdo apenas Uteis em nivel da
familia.

Para se demonstrar estas relacdes filogenéticas, faz-se uso de arvores filogenéticas
que resumem o0s principais aspectos de uma histéria evolutiva inferida. Ela é um
diagrama que propde uma hipotese para reconstrucdo do relacionamento evolutivo entre
um grupo de objetos.

Para a reconstrucdo filogenética, utilizam-se métodos, dentre eles, 0s baseados em
distancia evolutiva e os baseados em caracteres. Na primeira, as sequéncias alinhadas
sdo convertidas em uma matriz de distancia — a matriz é usada para inferir a ordem e 0s
comprimentos dos ramos nas arvores - e na segunda se usa o alinhamento diretamente.
Para estimar a confiabilidade da arvore gerada, hd o método bootstrap, uma estatistica
de topologia. Quanto maior o valor do bootstrap obtido apés o calculo, maior a

proximidade entre as espécies.

Desenho de iniciadores de PCR

O processo de desenho dos iniciadores é uma etapa chave para um PCR bem
sucedido, necessitando do conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo, onde se
deseja que esses iniciadores sejam ligados. O desenho dos iniciadores é dividido em
vérias fases: busca e escolha das sequéncias de interesse; alinhamento das sequéncias e
determinagdo do consenso; selecdo da regido consenso mais conservada, além da

escolha e teste dos iniciadores.Vérios programas de bioinformética estdo disponiveis
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para o desenho de pares de iniciadores para a PCR a partir de um molde de DNA, sendo

0 mais comumente usado o Primer 3 (http://simgene.com/Primer3).

4 - O PRESENTE MINICURSO

O presente minicurso visard, em uma de suas etapas, ensinar como é feita a
bioprospecgéo de fungos produtores das enzimas amilases e lipases. Em segundo lugar,
0 presente minicurso pretende ministrar uma pequena introdugdo as ferramentas
principais da bioinformatica, focando sua aplicabilidade na identificacdo de genes de
amilases e lipases em genomas sequenciados de fungos e no desenho de iniciadores
degenerados de PCR para posterior clonagem de novos genes em microrganismos

produtores.

PARTE PRATICA

1- ATIVIDADES

1. Producédo de meios de cultura e obtengéo de microrganismos
2. Isolamento monosporico.
3. Preparo de indculos.

4. Prospeccdo dos microrganismos isolados quanto & capacidade produtora de amilase e

lipase por halo de degradacéo em meio com substrato especifico.

5. Introducdo & bioinformética: pesquisa em bancos de dados, alinhamento de

sequéncias e desenho de iniciadores de PCR.

2 - PROTOCOLOS
Meio BDA (Batata-Dextrose-Agar)

Composigao:

o Batata (eXtrato) .........cceceeerirnirienecn 200g
o AQAr oo 209
o Dextrose (gliCOSe) .....cccceverirvrreieeiinnnnn 15¢g
e H,0 destilada q.5.p. ..coovevveiiiircee 1L
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Modo de preparo:

1) Remova a pele das batatas e corte-as em cubos de 1cm®

2) Pese os cubos e lave-os rapidamente em agua destilada.

3) Ferva os cubos até que se tornem macios (cozidos totalmente)

4) Filtre através de uma gaze apertando a polpa tanto quanto for possivel

5) Adicione a glicose e dissolva bem

6) Complete o volume total com 4gua destilada e transfira para um Erlenmeyer
7) Adicione o agar

8) Acondicione o Erlenmeyer com bucha e papel

9) Esterilize em autoclave por 20 minutos a 121°C.

Obs.: Para fazer tubos inclinados distribuir de 6-10 mL em cada tubo (dependendo
do didmetro do tubo) antes de autoclavar. Colocar buchas, autoclavar e ainda quente
inclinar os tubos em um suporte. Para fazer placas, depois de autoclavar, vazar em

placas estéreis sob a prote¢éo da chama do bico de Bunsen.

Obtengdo dos microrganismos

Os microrganismos que serdo obtidos no minicurso provirdo do ar e de
alimentos comercializados, como trigo para quibe. Para a captagdo dos organismos do
ar, serdo abertas algumas placas com o meio BDA por trinta minutos. O trigo para quibe
ndo receberd tratamento e sera colocado (0,1 g) em algumas placas contendo meio
BDA. Apo6s indculo, as placas serdo incubadas a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. As

culturas serdo observadas em um tempo de 3 a 4 dias.

Isolamento monosporico
O isolamento monosporico serd realizado como proposto por NELSON et al. (1983),

como descrito a seguir.

e Um fragmento de BDA contendo uma coldnia é picotado e agitado em 5-20 mL de

agua destilada estéril.
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e Cem microlitros da suspensdo obtida séo espalhados na superficie de uma placa de
10 cm de didametro contendo &gar agua 2,5%.

e A placa é incubada por 18 a 48 horas a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.

e Com o auxilio de uma lupa, um fragmento do meio contendo apenas um esporo ou
um fragmento de hifa germinando é removido e transferido para um tubo com meio
BDA inclinado.

e O tubo é incubado por cinco a sete dias, nas mesmas condicOes, e as caracteristicas

culturais sdo observadas.

Anélise das atividades enzimaticas por halo de degradacao

A andlise da atividade enzimética por halo de degradagdo é feita em um meio
especifico, onde o substrato a ser degradado é a Unica fonte de carbono. Adotam-se
geralmente limiares para se considerar uma atividade boa, média ou ruim. Em nosso
minicurso serd adotada o indice igual ou maior que dois um bom indice enzimatico. O
indice enzimético (IE) é a relacdo entre o didmetro médio do halo de degradacéo (R) e 0
didmetro médio da colonia (r) (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975).

IE=R/r

Atividade amilolitica

O meio comumente usado para a averiguacéo da producéo de amilases é o agar
nutriente (extrato de levedura 3 g/L, peptona 5 g/L, 4gar 15 g/L) com 2 g/L de amido
soltvel. Apds o crescimento dos microrganismos, as placas séo reveladas com 5 mL de
solucdo de lugol (iodo 5 g/L; iodeto de potassio 10 g/L) para detecgdo do substrato
remanescente. A atividade amilolitica é avaliada pela zona amarela clara ao redor da

colonia de cada isolado, i.e., o halo de degradagédo do amido.

Atividade lipolitica

A atividade lipolitica serd determinada através do seguinte meio de cultura:
peptona 10 g/L; NaCl, 5 g/L; CaCl,-2H,0 0,1 g/L; agar 17,0 g/L, e como substrato
lipidico o polioxietileno sorbitan-monolaurato (Tween 20) 10 mL/L (SIERRA, 1957). O
Tween 20 serd autoclavado separadamente, por 15 minutos e adicionado,

posteriormente, ao meio basal que também ser esterilizado em autoclave. Apdés cultivo,
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as placas serdo incubadas a 4°C, por 12 horas, para melhor visualizagdo. A atividade
lipolitica € avaliada pela presenca de um halo opaco de precipitado branco formado ao
redor das colbnias. O precipitado branco é resultado da formacdo de sabdes de célcio
insoluveis pela liberagdo de &cidos graxos do Tween 20 pela lipase e ragcdo com o célcio
do meio.
Bioinformatica

Para uma possivel futura clonagem de novos genes de amilases e de lipases dos
novos fungos produtores, serd necessario, por exemplo, o desenho de iniciadores de
PCR ou de sondas de hibridizacéo. Para isso, sequéncias génicas que codificam estas
enzimas em outros fungos sdo recuperadas de bancos de dados e alinhadas para a
evidéncia de regibes conservadas. A partir destas regides, € possivel o desenho de
iniciadores de PCR ou de sondas de hibridizacdo. Com estes iniciadores é possivel
tentar amplificar o gene a partir do DNA gendmico do novo produtor e, em seguida,
clona-lo. Com as sondas de hibridizacdo é possivel fazer a anélise de uma bliblioteca

gendmica ou de cDNA produzida a partir do novo produtor.

1) Localizar sequéncias de genes que codificam amilases e lipases em diferentes

espécies de fungos na pagina da PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) no item

“nucleotide” ou “genomes”. Escolher sequéncias de mMRNAs ou cDNAs (completos).
2) Copiar as sequéncias escolhidas e colar no programa Word.
3) Transformar as sequéncias para o formato FASTA.

4) Abrir um programa CLUSTALW online, colar as sequéncias génicas obtidas e

realizar a anélise de alinhamento.
5) Procurar regides conservadas.

6) Desenhar iniciadores manualmente ou como programa Primer 3.
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USO DA REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR) PARA
A IDENTIFICACAO MOLECULAR DE FUNGOS.

Prof’. Dr?. lone Parra Barbosa Tessmann
Doutoranda Carla Bertechini Faria
Ariadne Riciele Sutil

| - A REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR - POLYMERASE
CHAIN REACTION)

1 - UM BREVE HISTORICO

Com o advento da biologia molecular, a descoberta da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi certamente um dos maiores passos das ciéncias biolégicas durante
0 seculo XX.

O metodo foi proposto pela primeira vez no inicio de 1970 por Har Ghobind
Khorana como uma estratégia para diminuir o trabalho envolvido na sintese quimica de
genes (Kleppe et al., 1971). Suas idéias, no entanto, ndo pareciam praticaveis em um
momento no qual genes ainda ndo haviam sido sequenciados; uma DNA polimerase
termoestavel ndo era descrita, e a sintese de oligonucledtidos iniciadores era mais uma
arte que uma ciéncia. Ndo surpreendentemente, as idéias Khorana foram rapidamente
esquecidas, até que; em meados da década de 80 a técnica foi concebida e colocada em
prética por Kary Mullis (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986). Os experimentos de
Mullis foram inovadores pelo fato de ter conseguido uma especificidade na cépia de
apenas segmentos especificos do DNA; além disso, introduziu o conceito de iniciador
de PCR, e 0 uso de uma DNA polimerase termoestavel. Porém, a realizacdo manual dos
ciclos de temperatura, banhando-se uma estante de tubos em varios banhos-maria de
temperaturas diferentes, ainda constituia um fator limitante do processo. Nesse sentido,
em 1989, o DNA Thermal Cycler apareceu como o primeiro termociclador automatico;
permitindo que a alternancia das etapas de aquecimento e resfriamento de cada ciclo da
PCR pudesse ser automatizada, eliminando assim, o trabalho manual e tedioso de
transferéncia das amostras entre blocos de aquecimento em diferentes temperaturas
(Figural).



Devido ao impacto cientifico da técnica da PCR, em 1993, Kary Mullis, foi
agraciado com o prémio Nobel de Quimica.

Figura 1: Em (a) um modelo antigo utilizado para ciclagem das temperaturas requeridas na PCR e em (b)
um modelo de um termociclador atualmente utilizado na PCR
(http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction).

2 - PRINCIPIOS DA PCR

A reacdo da polimerase em cadeia consiste de um processo simples, rapido, e
altamente sensivel que envolve a sintese enzimatica in vitro de copias de um segmento
especifico de DNA na presenga da enzima DNA polimerase. Dois oligonucleotideos
sintéticos sdo preparados, complementares as sequéncias do DNA-alvo em fitas opostas,
em posicdes que definem a extremidade do seguimento a ser amplificado. Os
oligonucleotideos servem como iniciadores de replicacdo que podem ser estendidos pela
DNA-polimerase. As extremidades 3’ das sonda hibridadas sdo orientadas umas em
direcdo a outra e posicionadas para iniciar a sintese de DNA sobre o segmento desejado
do DNA. O resultado obtido é a amplificacdo de uma determinada sequéncia de DNA
em bilhdes de copias.

As bases tedricas da PCR envolvem etapas de aquecimento e resfriamento que
sdo repetidas durante o processo de amplificacdo do DNA molde. Dessa forma, cada
ciclo de PCR ¢ constituido de trés etapas, que sdo denominadas: desnaturacao,
anelamento e extensdo. No processo de desnaturacdo, as fitas do DNA alvo sdo
desnaturadas e separadas através do aquecimento. Na etapa de anelamento, a
temperatura é rapidamente reduzida, permitindo a hibridizagdo entre uma das fitas de
DNA molde e os oligonucleotideos iniciadores de sequéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo a ser amplificada. Dessa forma, uma nova copia da sequéncia-
alvo pode ser sintetizada na etapa de extensdo, por meio da adi¢cdo de nucleotideos a
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partir de cada terminal 3’ dos iniciadores pela DNA-polimerase (Figura 2). Os ciclos de
desnaturacédo, anelamento e extenséo, podem ser repetidos de 20 a 40 vezes, e, ao final
de cada ciclo, ocorre a duplicacdo do nimero de moléculas de DNA, isto é; ha uma
amplificacdo exponencial da sequéncia do DNA-alvo. A amplificacdo exponencial é
dada por 2"; onde n corresponde ao nimero de ciclos na reagdo, por exemplo: ao
término de 20 ciclos havera 2%° copias de uma regido especifica de determinada
sequéncia gendmica, ou seja, mais de um milhdo copias da por¢cdo amplificada do
DNA-molde (Figura 3). Esta propriedade da amplificacdo permite que a reagdo seja
iniciada com quantidades minimas de DNA (da ordem de picogramas ou nanogramas)
e, em seu término, permite que existam grandes quantidades de DNA de uma sequéncia

de interesse.
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Figura 2: Os trés passos envolvidos para amplificacdo do molde de DNA na reacdo de PCR
(http://biologial2d.wordpress.com/2010/01/19/polymerase-chain-reaction-pcr/).
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Figura 3: Amplificacdo exponencial de um gene de interesse em uma reacdo de PCR
(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html).

3 - ADNA POLIMERASE TERMOESTAVEL

A introducéo de uma DNA polimerase termoestavel na PCR foi um dos mais
importantes desenvolvimentos em pesquisa genética, e que tornou a PCR uma técnica
amplamente utilizada em laboratérios clinicos e de pesquisa. Antes da introducdo das
enzimas termoestaveis, a DNA polimerase como o fragmento Klenow da DNA
polimerase | de Escherichia coli, a qual é termolabil, era a enzima utilizada
originalmente por Kary Mullis e seguidores iniciais da técnica. Isso significa que uma
nova aliquota da enzima tinha de ser adicionada apds cada ciclo de desnaturacéo e de
hibridizacdo dos iniciadores, 0 que tornava o processo demorado, trabalhoso e mais
caro, além de proporcionar resultados de baixa qualidade.

Entretanto, em 1969, Thomas Brock e Hudson Freeze da Universidade de
Indiana isolaram uma nova espécie de bactéria termofilica a partir de fontes
hidrotermais do Parque Nacional de Yellowstone, a qual nomearam Thermus aquaticus
(Brock e Freeze, 1969) (Figura 4). A habilidade de Thermus aquaticus tolerar altas
temperaturas conduziu a estudos que proporcionaram a descoberta, isolamento e
caracterizacdo de uma DNA polimerase termoestavel, que foi denominada, Tag DNA

polimerase.

219



Figura 4: Bactérias termofilicas, Thermus aquaticus
(http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus).

O gene de Tag DNA polimerase contém 2.499 nucleotideos, que codificam uma
proteina monomérica de 832 aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 94 kD
(Kim et al., 1995) (Figura 5).

Figura 5: Estrutura tridimensional da enzima Taq DNA polimerase de Thermus aquaticus obtida a partir
de estudos de cristalografia de raios-X (Protein Data Bank: DOI: 10.2210/pdb1tag/pdb).

Como outros membros da familia da DNA polimerase |, a Tag DNA polimerase
é constituida por trés dominios: um dominio amino-terminal, um dominio central, e um

dominio carboxi-terminal (Kim et al., 1995) (Figura 6).
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A regido carboxi-terminal também denominda de regido de polimerizacao, tem a
forma de uma "méo aberta” cujos "dedos" sdo capazes de reconhecer as bases do DNA
(Figura 6). Esta regido é "quase idéntica" ao fragmento de Klenow, o fragmento da
proteina DNA polimerase | de E. coli que contém a regido de polimerizacdo. Em seu
mecanismo de catalise, a "mao aberta" de Tag DNA polimerase envolve uma cadeia de
DNA ligada a um iniciador. Posteriormente, ela sofre uma mudanga conformacional

para adicionar os nucleotideos (Kim et al., 1995).

Figura 6: Dominios da enzima Tag DNA polimerase. Sdo eviendenciadas as estruturas em “formato de
mdo aberta” do sitio de polimerizacdo (regido C-terminal); a regido central de atividade exonuclease
3'->5'(ndo funcional), e a regido N-terminal de atividade 5' nuclease (Kim et al., 1995).

A regido central (Figura 6) da enzima Taqg DNA polimerase é uma regido que
corresponde a regido com atividade exonucleasica de 3’ para 5’ da DNA polimerase | de
E.coli. De acordo com Kim e colaboradores (Kim et al., 1995), esta regido “difere
extensivamente" da proteina de E.coli, de modo que, na enzima Taq DNA polimerase,
quatro alcas de comprimentos entre 8 e 27 residuos foram eliminados. Além disso,
grupos quimicos necessarios para a ligacdo de ions metalicos, e também para a
funcionalidade da regido, ndo estéo presente. Essas dele¢des séo consistentes com o fato
de Taq DNA polimerase ndo poder atuar como uma exonuclease no sentido de 3' para
5', ou seja; esta enzima ndo apresenta atividade revisora de erros. 1sso representa uma
desvantagem para a enzima, uma vez que erros incorporados na sintese de uma cadeia
de DNA ndo podem ser corrigidos. Estima-se que a Taq DNA polimerase incorpore um
nucleotideo errado a cada 100 replicados.

A regido amino-terminal contém o dominio de atividade nucleésica 5'->3'. Esta

regido é altamente conservada em relagdo a DNA polimerase | de E.coli.
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A enzima apresenta uma meia-vida de 40 min a 94 - 95°C, sendo a temperatura
6tima para a atividade da enzimatica de 75-80°C (Chien et al., 1976). A maxima
atividade pode ser verificada em solucgdes contendo 2-4 mM de MgCl;, e pH 9,0 a 25°C
(Lawyer et al., 1993). O cation divalente Mg® * atua como cofactor enzimatico, que é
necessario para a catalisar a sintese de DNA (Chien et al., 1976).

Algumas propriedades das DNA polimerases sdo essenciais para a amplificagéo
de DNA e sequenciamento, dentre elas, a termoestabilidade, a taxa de extensdo, a
processividade e a fidelidade. Nesse sentido, outras DNA polimerases termoestaveis de
maior processividade e de alta fidelidade foram isoladas de outros organismos e estéo
comercialmente disponiveis para realizagdo da PCR. Entre elas destacam-se a Pfx DNA
polimerase isolada de Thermococcus sp., a Vent:® DNA polimerase isolada de
Thermococcus litoralis; a Pfu isolada de Pyrococcus furiosu, dentre outras. Portanto, a
escolha da enzima a ser utilizada na reacdo da PCR depender do tipo de aplicacéo que
serd dada ao fragmento génico amplificado, por exemplo: aplicacbes de rotina como o
uso de iniciadores espécie-especificos para identificacdo de espécies, clonagem e/ou

sequenciamento.

4 — COMPONENTES ESSENCIAIS PARA A PCR

A reacdo de PCR necessita de basicamente seis componentes essenciais
descritos a seguir.

e DNA molde:

A reagdo sempre parte de um DNA molde, extraido convenientemente da
amostra, ou de uma amostra de RNA, convertida a cDNA. Para sucesso da PCR a
sequéncia génica a ser amplificada deve ser intacta e, além disso, os &cidos nucléicos
devem estar livres de impurezas (proteinas, lipideos, e reagentes de extragdo, etc). A
concentracdo e a qualidade de DNA influenciam os lucros da reagdo. De modo geral, no
caso de DNA gendmico de mamifero, até 1 ug de DNA é utilizado por reacdo, uma
quantidade que contém aproximadamente 3 x 10° moléculas de DNA molde. Os valores
tipicos para DNAs de leveduras, bactérias, e DNAs plasmidiais utilizados por reacdo
sd0 10 ng,1 ng e 1 pg, respectivamente. Uma regra geral que pode ser estabelecida € que
1 ug de uma amostra de DNA de dupla fita com 1Kb contém 9,12 x 10™* moléculas de
DNA (Sambrook e Russell, 2001).
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e DNA polimerase:

Em PCRs de rotina a Tag DNA polimerase continua sendo a enzima de
escolha. S&o requeridas de 0,5 — 2,5 unidades da enzima para cada 25 — 50 pL da reagéo
padrdo. Normalmente, a maioria das DNA polimerases disponiveis no mercado sdo
fornecidas conjuntamente com uma solucdo-tampéo especifica, cuja composicdo varia
de acordo com o fabricante. Basicamente, estas solugdes contém fons diversos (Na*, CI',
K™, entre outros) que aperfeicoam as condicdes de reagao.

e Um par de oligonucleotideos iniciadores sintéticos:

Os iniciadores sdo sequéncias curtas de oligonucleotideos (12 a 35 bases)
complementares a uma regido especifica no DNA alvo. Ao se iniciar um estudo, o
desenho do iniciador pode ser obtido na literatura ou realizado pelo pesquisador por
meio de programas de bioinformatica especificos disponiveis no mercado. Em reagdes
padréo, as quantidades tipicas de iniciadores variam de 0,1-0,5 mM de cada iniciador (6
x 10" a 3 x 10" moléculas). Esta quantidade é suficiente para pelo menos 30 ciclos de
amplificacdo de um segmento de 1kb do DNA (Sambrook e Russell, 2001).

e Desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs):

Uma reacdo padrdo de PCR deve conter quantidades equimolares de dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Os desoxinucleotideos sdo a matéria-prima propriamente
dita para a sintese das fitas-filhas. Estes sdo ligados a fita-mae pela polimerase em uma
area delimitada pelos iniciadores.

e Cations divalentes:

Todas as DNAs polimerases termoestaveis requerem cétions divalentes livres,

geralmente o Mg?*, para sua atividade.
e Solugdo tampéo:

O tampdo mais frequentemente utilizado em PCR é o Tris 10mM, com pH
variando entre 8,5 e 9,0 a 25°C. Com o aumento da temperatura pelo termociclador o
pH diminui para 7,4, que é um valor 6timo para atividade da Tag DNA polimerase na
temperatura de 72°C (Sambrook e Russell, 2001).

5 - REGRAS BASICAS PARA O DESENHO DE INICIADORES
Na maioria das aplica¢des da PCR, é a sequéncia do iniciador que determina o
sucesso geral do ensaio. Nesse contexto, algumas propriedades dos oligonucleotideos

que influenciam na eficiéncia da amplificagdo devem ser consideradas, com a finalidade
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de garantir que a estabilidade e a especificidade na ligacdo sejam adequadas, dentre elas
destacamos:

e Quantidade de C e G deve estar entre 40% e 60%, e ter uma distribuicdo
uniforme ao longo de todo o iniciador. Esta condigdo garante uma maior
estabilidade de hibridizacéo,

e A regido do iniciador complementar ao molde deve ter comprimento variando
entre 18 e 28 pb. O ideal € que o par de iniciadores ndo apresente uma variacdo
de mais de trés pares de bases entre eles,

e Regides contendo sequéncias palindromicas devem ser evitadas,

e Auséncia de complementariedade entre as extremidades 3’ para que seja evitada
a formacéo de dimeros de iniciadores,

e A temperatura de anelamento (Tm) dos iniciadores direto e reverso deve ser
mantida préxima e ndo muito baixa, para que a ligagao inespecifica seja evitada.
Temperaturas de anelamento entre 55°C e 80°C sdo desejaveis,

e A extremidade e 3’ dos iniciadores deve conter grampos de CG,

e Deve existir um Unico sitio de pareamento no DNA molde onde ocorre a ligago
do iniciador, o que significa que a sequéncia do iniciador é Unica dentro da

sequéncia do DNA.

- Célculo da temperatura de anelamento (Tn) entre iniciadores e sua
sequéncia alvo

A temperatura de anelamento, fusdo, ou temperatura de melting (Tn),
corresponde a temperatura em que metade das fitas de DNA estdo hibridizadas (ou seja,
ligada ao iniciador correspondente), e outra metade néo esté hibridizada.

Ha vérias equacbes para célculo da temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos e a sequéncia alvo complementar, no entanto, uma férmula empirica e
convenientemente conhecida como “A regra de Wallace” pode ser utilizada para
calcular a temperatura de fusdo, e é dada pela seguinte formula: T, (°C) = 2(A+T) +
4(G+C) (Thein e Wallace, 1986). Célculos mais exatos levam em conta a variagéo de
energia livre (4G°) de cada ligago de hidrogénio entre os pares A+T e G+C, além do
namero de nucleotideos. Muitos laboratérios utilizam temperaturas de anelamento de 3
°C a 5 °C abaixo da T dos iniciadores calculada usando-se a formula mais simples

como inicio para os experimentos de otimizacéo da PCR.
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Alguns programas também sdo disponiveis para o desenho e célculo da
temperatura de fuséo de iniciadores, dentre eles citamos: Primer 3, Oligo (Life Science

Software), BioMath (Promega), e GeneFisher Primer, dentre outros.

6 — CONTROLE DE CONTAMINANTES

Como a PCR € muito sensivel, contamina¢Bes com pequenas quantidades de
material exdgeno podem resultar na sua amplificagdo. A contaminacdo pode ser de
origem laboratorial, por exemplo; sequéncias previamente amplificadas; ou de origem
externa, por exemplo, DNA do operador. Para minimizar os problemas de contaminagéo

0s seguintes cuidados sdo indicados:

(a) Preparar a reacdo em um laboratério isolado ou, pelo menos, em &rea

especialmente designada do laboratério para o preparo da PCR;

(b) Manter equipamentos e reagentes para uso na PCR separadamente do
equipamento geral do laboratério e, principalmente, dos reagentes usados para a

analise de produtos de PCR;

(c) Manter estéreis todos os reagentes que podem ser autoclavados e dividir as

solucdes-estoque em aliquotas para armazenamento em quantidades reduzidas;

(d) Preparar uma pré-mistura contendo todos os componentes da reacdo com
excegdo da DNA polimerase e do DNA-molde (que devem ser adicionados por

altimo);
(e) Usar luvas descartaveis durante o preparo da PCR,;

(f) Incluir controles negativos, para verificar possiveis contaminagdes, e
controles positivos com amostras usadas previamente para confirmar a
funcionalidade da mistura de reacéo previamente preparada (Erlich et al., 1991,
Sambrook e Russell, 2001).

7 - INIBIDORES DA REACAO

Praticamente qualquer coisa podera inibir PCRs se presente em excesso. Os
culpados mais comuns sdo: proteinase K (que podem degradar a DNA polimerase),
fenol, e EDTA (Sambrook e Russell, 2001).
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8 - OTIMIZACAO DOS PROCEDIMENTOS PARA PCR

A padronizagdo de um protocolo de PCR pode significar uma série de testes,
onde se pode alterar a concentracdo dos reagentes bésicos, adicionar algum
potencializador, assim como alterar as condi¢cbes de amplificagdo, principalmente a
temperatura de anelamento e o tempo de alongamento da nova fita de DNA formada.
Além disso, a concentracéo e a pureza do DNA molde, e a concentragdo de Mg?* devem
ser consideradas.

O excesso de Mg?* livre provoca a reducdo da fidelidade enzimatica e aumento
de produtos ndo especificos; enquanto, a auséncia ou pouca quantidade de Mg?®*
mantém inativas as DNA polimerases termoestaveis.

Alguns reagentes podem ser utilizados para aumentar a especificidade da reagdo
como: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), polietilenoglicol (PEG), betaina e
formamida. Algumas amidas de baixo peso molecular também tém potencial para

aumentar a especificidade da PCR (Kramer e Coen, 2001).

9 - COMO VISUALIZAR O PRODUTO DA REACAO

Finalizada a PCR, o proximo passo é detectar a presenca de produtos
amplificados. Em geral, isso é realizado pela eletroforese em gel de agarose (Figura 7).

A agarose é um polimero linear extraido de algas marinhas, composto de D-
Galactose e L-Galactose. Quando a agarose é fundida e posteriormente resfriada, ocorre
a formagdo de uma matriz ou gel, que serve como uma “peneira” para a separagdo de
fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. Os ensaios de eletroforese se valem do
principio que determina que a carga global de uma fita de DNA é negativa. Portanto,
uma solucdo que possua ions livres (eletrolitica) e que tenha moléculas de DNA em
suspensdo pode ser separada aplicando—se uma dada voltagem. Ao final do processo as
cadeias de DNA estardo proximas ao catodo (positivo), atraente de moléculas de cargas
negativas. A distancia que o fragmento percorreu a partir do ponto de aplicagdo é
comparada com a distancia que outros fragmentos de tamanhos conhecidos (marcadores
de tamanho molecular) percorreram no mesmo gel. Os marcadores de tamanho
molecular (Ladders) sdo misturas de trechos de DNA com tamanhos variéveis,
normalmente equidistantes entre si. Por exemplo, um Ladder de 50bp quer dizer na
préatica que ele mostrard vérias bandas, cada uma maior 50 pares de base do que a
anterior (50bp, 100bp,150bp, 200bp, 250bp...).
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Apos a corrida, os acidos nucléicos podem ser visualizados no gel, pelo uso do
brometo de etideo, um corante fluorescente. Este composto intercala-se entre os pares
de bases empilhados da molécula de DNA/RNA e apresenta fluorescéncia quando

excitado com radiagéo ultravioleta (figura 7).
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo.
(http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Biotecnol ogia/eletroforese. php)

10 - VARIAVEIS DA TECNICA

Poucos anos depois do surgimento da técnica de PCR, varia¢des do protocolo
basico da técnica foram desenvolvidas com uma variedade de objetivos. Algumas
dessas técnicas sdo citadas a seguir.

A técnica de PCR precedida de transcricao reversa (RT-PCR, do inglés, Reverse
Transcription-PCR) parte de um RNA-molde que é convertido em DNA complementar
(cDNA) usando uma transcriptase reversa (RT, do inglés, reverse transcriptase). O
produto da RT, isto é, 0 cDNA, ¢ a seguir submetido a PCR como DNA-molde. A RT-

PCR é uma ferramenta muito sensivel para estudos de expressdo génica em nivel de
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RNA, especialmente na quantificagdo de RNA mensageiro (mRNA) ou de niveis de
RNA viral.

A “PCR multiplex” consiste de multiplos pares de iniciadores dentro de uma
Unica mistura de PCR para produzir amplicons de tamanhos variados correspondentes a
sequéncias de DNA diferentes. Esta vantagem pode simplificar alguns experimentos,
reduzindo tempo e trabalho.

A PCR convencional ndo permite a estimativa exata de valores quantitativos.
Por esta razéo, foi desenvolvida a PCR em tempo real ou PCR quantitativa (QPCR), que
permite realizar a avaliagdo da quantidade de produto formado durante o curso da
reacdo pelo monitoramento da fluorescéncia de corantes ou sondas introduzidas na
reagdo. A fluorescéncia é proporcional & quantidade de produto formado, e permite
registrar o nimero de ciclos de amplificacdo necessarios para obter uma determinada
quantidade de moléculas de DNA. Os usos tipicos da PCR em tempo real incluem a
deteccdo de patdgenos, analises da expressdo génica, analises de polimorfismo de base
Unica (SNP), e anélises de aberragbes cromossémicas.

A “hot-start PCR” foi desenvolvida ao observar-se que a mistura de todos o0s
reagentes da PCR antes da etapa de desnaturacdo inicial proporcionava maiores
oportunidades de ligacdes ndo especificas dos iniciadores com regides do DNA-molde.
A utilizacdo de uma DNA polimerase ligada a um anticorpo termosensivel, isto é, que
se desnatura no primeiro ciclo de desnaturagdo e permite a ativagdo da enzima, reduz
essa possibilidade de amplificar produtos indesejados. Como alternativa & DNA
polimerase conjugada a anticorpo, pode-se realizar a adicdo de enzima apds a
desnaturacédo inicial. Embora permita resultados semelhantes & “hot-start PCR”, esta
prética requer maior manipulacéo e, consequentemente, consumo de materiais e tempo
(Arezi et al., 2003).

Na “nested PCR”, dois conjuntos de iniciadores séo utilizados em duas PCRs
sucessivas (Figura 8). Os produtos de uma reacdo de amplificacdo inicial sdo diluidos e
utilizados como molde para uma segunda PCR, na qual é utilizado outro conjunto de
iniciadores correspondentes as sequéncias localizadas proximas, mas, internas aquelas
utilizadas na primeira reacéo. A nested PCR aumenta a especificidade de amplificacéo
do DNA sendo indicada para a amplificacdo de seguimentos de DNA longos, porém a

técnica exige conhecimento detalhado da sequéncia-alvo.
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Figura 8: Diagrama ilustrativo do método de Nested PCR (http://www.pcrstation.com/nested-pcr/).

11 - APLICACOES DA PCR

A PCR tem sido amplamente aplicada em varias areas de pesquisa em genética
molecular. Ela pode ser usada para clonar diretamente quaisquer fragmentos de DNA
para 0s quais seja possivel projetar iniciadores flanqueadores.

O sequenciamento de DNA também pode ser feito por PCR. O sequenciamento
de fragmentos de DNA ajuda na identificacdo de espécies, e também, na avaliacdo
direta de polimorfismos de DNA que pode fornecer dados para estudos de inferéncias
filogenéticas e determinacédo de relagBes de parentesco entre individuos e populagdes.

Um sitio de sequéncia de etiqueta (do inglés, sequence - tagged sites ou STS) €
uma sequéncia de DNA curta (200 a 500 pares de bases) de Unica ocorréncia no genoma
e cuja localizagéo e sequéncia de bases s@o conhecidas. As STSs podem ser facilmente

detectadas pela reacdo em cadeia da polimerase utilizando iniciadores especificos. Por
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essa razdo elas sdo Uteis para a construcéo de mapas genéticos e fisicos a partir de dados
de sequéncia relatados por muitos laboratorios diferentes.

Uma aplicacdo comum da PCR € o estudo dos padrfes de expressdo de um gene.

Tecidos (ou até mesmo ceélulas individuais) podem ser analisados em diferentes etapas
para avaliar quais genes tornaram-se ativos, ou que foram desligados. Nesta aplicagéo
também se pode utilizar um PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) para quantificar os
reais niveis de expressdo génica.

Vérias doengas de origem genética, como distrofia muscular de Duchene, [-
talassemia, doenca de Huntington, doenca de Tay-Sachs, fibrose cistica, hemocromatose
hereditéaria, hemofilia, sindrome de Lesch-Nyhan, podem ser diagnosticadas pela PCR
(Kim et al., 2002).

A técnica também possibilita o diagnéstico de infecgdes virais, bacterianas e
aquelas causadas por protozoarios de maneira rapida e precisa. Alguns patégenos que
podem ser identificados incluem Chlamydia trachomates, Citomegalovirus,
Enterovirus, Haemophylus influenza, Herpes simplex, Mycobacterium tuberculosis,
Neisseria gonorrhoeae, Papiloma Virus (HPV), Plasmodium sp., Toxoplasma gondii,
Varicella zooster, Virus da Hepatite B, Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), além
de outros (Yang 2004; Speers, 2006).

A sensibilidade extrema da PCR tem grande uso na medicina forense, pois
permite a determinacdo de tracos minimos de evidéncias bioldgicas (manchas de
sangue, sémen, cabelos, etc.) que sdo frequentemente encontradas em cenas de crimes.
A partir destas amostras, é possivel gerar-se uma “impressdo digital de DNA” (do
inglés, DNA fingerpriting) do individuo da qual a amostra é proveniente (Walsh, 2004).

A técnica é também importante para responder a questdes cientificas bésicas. No
campo da biologia da evolugdo, a PCR ¢é utilizada para estabelecer relacbes entre as
espécies. Em antropologia, tem sido usada para compreender antigos padrdes de
migragdes humanas. Na arqueologia, tem sido utilizada para ajudar a identificar restos
humanos antigos. Os paleontdlogos tém utilizado a PCR para amplificar DNA de
insetos extintos hd 20 milhdes de anos e que ficaram preservados em &mbar. O Projeto
Genoma Humano, que teve o objetivo de determinar a sequéncia dos trés bilhdes de

pares de bases no genoma humano, dependeu fortemente da PCR.
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Il - AREACAO DE PCR NA IDENTIFICACAO DE FUNGOS

Devido a sua especificidade e sensibilidade, a PCR é uma ferramenta poderosa,
para o diagndstico de fungos, pois permite a deteccdo de moléculas de &cidos nucléicos
desses organismos, mesmo em pequenas quantidades. Existem varios exemplos de
testes baseados em PCR desenvolvidos para a detecgéo de fungos em plantas, alimentos
e em patologias médicas. A PCR pode ser utilizada para detectar grupos de linhagens,
espécies ou taxa superiores.

No entanto, para a detec¢do de um dado fungo em qualquer tipo de amostra sdo
necessarios iniciadores que propiciem a amplificagdo de um gene ou segmento génico
especifico daquela espécie. Assim, o desenvolvimento de procedimentos de diagndstico
baseados em PCR requer o conhecimento de sequéncias de nucleotideos de pelo menos
parte da regido alvo a fim de que iniciadores especificos possam ser desenhados.

Em tempos de globalizacdo da economia, aspectos gerais de qualidade e
principalmente higiénico-sanitarios sdo fundamentais na definicdo da aceitacdo e da
recomendacdo de quaisquer produtos, especialmente os destinados a alimentacéo
humana. A ocorréncia de fungos como contaminantes em produtos agricolas, alimentos
e ragOes, tem sido assunto de investigacao.

Estima-se que 25% da producdo anual de alimentos derivados de plantas sdo
deteriorados por fungos. Além das perdas econbmicas na producdo de cereais, grande
maioria dos fungos que contaminam alimentos produz micotoxinas, as quais, S&o
metabolitos secundérios toxicos que prejudicam a salde humana e animal. Essa situacéo
demonstra a importancia do uso métodos apropriados para detecgdo e controle desses
microrganismos em produtos alimentares.

As técnicas tradicionais para a identificacdo de fungos em alimentos sdo pouco
sensiveis, laboriosas, dependentes de cultivo, e da experiéncia do analisador. Além
disso, detectam apenas a presenca de células vidveis. Ao contrario, o uso da PCR
permite diagnosticar esses microrganismos de forma sensivel, especifica e répida,

mesmo que eles se encontrem inviaveis.

- Reacéo de PCR para a identificacdo molecular de Fusarium verticilliodes
e Fusarium subglutinans em milho.
Fusarium verticillioides e Fusarium subglutinans séo fungos filamentosos do

filo Ascomycota. Esses sdo importantes patdgenos do milho, e estdo comumente
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associados com a podriddo da haste e da espiga, 0 que leva a grandes perdas na
producgdo. Além disso, as espécies de Fusarium podem causar sérias doencas em
animais e humanos devido a produgdo de micotoxinas.

Considerando que o milho é um cereal de grande importancia econdmica e
alimentar no Brasil e em outros paises e que Fusarium verticillioides e F. subglutinans
causam grandes perdas na produgdo, um método para a deteccdo répida e especifica
desses patdgenos, € significante. Para isso, pares de iniciadores direcionados para o
gene da galactose oxidase de cada fungo foram obtidos, e reagdes de PCR foram
padronizadas.

A enzima galactose oxidase catalisa a oxidacdo de &lcoois priméarios para
aldeidos correspondentes, com a concomitante reducdo do oxigénio a perdxido de
hidrogénio. Ela é uma proteina extracelular secretada pelas seguintes espécies de fungos
filamentosos: Fusarium austroamericanum, isolados do complexo Giberella fujikuroi
como Fusarium subglutinans, e por Fusarium acuminatum. A galactose oxidase
apresenta as seguintes aplicagdes biotecnoldgicas: determinagdo da concentracdo de
galactose, sintese de aldeidos e carboidratos, estudos de histoquimica e diagnostico de
cancer.

Trabalhos recentes realizados em nosso laboratorio levaram a identificagdo e
clonagem de dois genes da galactose oxidase em Fusarium spp.: um gene de Fusarium
verticillioides e um de F.subglutinans (Cordeiro et al., 2009). A partir da sequéncia

obtida destes genes, foi possivel o desenho dos iniciadores especificos.

— Desenho dos iniciadores

Inicialmente, os genes da galactose oxidase de F. verticillioides e de F.
subglutinans (Cordeiro et al., 2009) e de F. austroamericanum (McPherson et al., 1992;
GenBank AN M86819) foram alinhados com uso do programa ClustalW (Figura 9).
Regides de baixa similaridade foram escolhidas para o desenho de iniciadores
especificos para a identificacdo molecular de F. verticillioides e de F. subglutinans.
Dois pares de iniciadores foram inicialmente desenhados, um direcionado para o gene
da galactose oxidase de F. verticillioides (FVFW1/FVRV) e outro para o0 gene de F.
subglutinans (FSFW1/FSRV). Estes iniciadores amplificam um fragmento de DNA de
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649 pb. Posteriormente, outros iniciadores diretos (FVFW2 e FSFW2) foram

desenhados para parear com o iniciador reverso inicialmente desenhado para cada gene,

resultando em um fragmento amplificado de 370 pb (Figura 9, Tabela 1).

FVFW 1
FSFw1

F.verticillioides

CTCAAGTACAATCCCCCTGTTAAGGGT 576

F.subglutinans

CTCAAGTACAACCCGCCTGCTAAGGGT 576

M86819/F.austroamericanum
*k K kKk

FVFW2
FSFW2

TTCTTACACAGCCCCCCAGCCT--GGT 594

*k kk Kk

Hokk

F.verticillioides

TTGTCGTCACTGGTGGTAACGATGCGA 853

F.subglutinans

TTGTCGTTACTGGCGGCAACGACGCTA 853

M86819/F.austroamericanum

TCGTAGTCACAGGTGGCAACGATGCCA 865

* kk hk kk ko kk kkkkk Kk X

FVRV
FSRV

F.verticillioides

TACACCACCAAGGGCACTCAGGGTGAC 1206

F.subglutinans

TACACCGATAGGGGTACTCAGGGTAAC 1206

TATACCAGTGGAAG

*k Kk *

M86819/F.austroamericanum

GGTGAT 1215

Figura 9: Desenho dos iniciadores. Alinhamento ClustalW de porc¢6es do gene da galactose oxidase de F.
verticillioides, de F. subglutinans e de F. austroamericanum (genBank NA 86879) e localizacdo dos
iniciadores desenhados. A orientacdo dos iniciadores esta indicada pelas flechas (Faria et al., 2012).

Tabela 1- Sequéncia de Iniciadores

Pares de Sequéncia dos iniciadores Referéncia | Temperatura de
iniciadores anelamento

FVFW1 5-GTACAATCCCCCTGTTAAGG Fariaet al., 62°C
FVRV 5-CACCCTGAGTGCCCTTGGTG 2012

FVFW2 5-CACTGGTGGTAACGATGCG Fariaet al., 64°C
FVRV 5 -CACCCTGAGTGCCCTTGGTG 2012

FSFW1 5-GTACAACCCGCCTGCTAAGG Fariaet al., 62°C
FSRV 5-TACCCTGAGTACCCCTATCG 2012

FSFW2 5-TACTGGCGGCAACGACGCT Fariaet al., 62°C
FSRV 5-TACCCTGAGTACCCCTATCG 2012

I11. ATIVIDADES PRATICAS
A-) Obtencéo dos microrganismos
B-) Extracdo do DNA

C-) Reacédo de PCR

D-)Eletroforese em gel de agarose
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A-) Obtencdo dos microrganismos:

1.) Seis sementes de milho apresentando sintomas de podriddo seréo incubadas
por um minuto em uma solucéo contendo 0,2% de cloro ativo, lavadas duas
vezes com agua destilada estéril e, entdo, inoculadas em uma placa de 10
mm de didmetro contendo Agar verde de malaquita (Castelld et al., 1997)
(peptona 15 g/L, KH,PO4 1g/L, MgSO4¢7H,0 0,5 g/L, verde de malaquita
oxalato 2,5 mg/L, Agar 20 g/L) suplementado, apds esterilizacdo em
autoclave, com 349.000 UI/L de penicilina e 145 UI/L de estreptomicina. As
sementes nas placas serdo incubadas por um periodo de quatro a cinco dias a
25°C, com periodo de 12 horas de luz.

2.) Apos germinacgdo, micelio e conidios de coldnias de cor péssego ou violeta
de sementes infectadas de cada placa serdo transferidas para placas de petri
contendo meio de folhas de cravo (“Carnation Leaf-piece Agar’- CLA)
(Leslie e Summerell, 2006), preparado com pedacos de folhas de cravo
esterilizadas em autoclave colocados sobre Agar agua 2% em placas de petri,
as quais serdo incubadas por um periodo de sete dias a 25°C, com periodo de
12 horas de luz.

3.) Para o isolamento monospdrico, um fragmento de folha de cravo bem
colonizado da cultura em CLA serd picotado e agitado em 20 mL de agua
destilada estéril. Cem pL da suspensdo obtida serdo espalhados na superficie
de uma placa de 10 cm de didametro contendo Agar-agua 2,5%. A placa sera
incubada por 18 a 24 horas, a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Em
seguida, com o auxilio de uma lupa, serd removido um fragmento do meio
contendo apenas um esporo, ou fragmento de hifa em germinagéo, o qual
ser transferido para um tubo com meio BDA inclinado. Este tubo serd
incubado por cinco a sete dias, nas mesmas condigdes, e as caracteristicas
culturais seréo observadas.

4.) Para a analise morfoldgica dos isolados, serd realizada uma anélise de
microcultivo, onde os isolados serdo inoculados em um bloco de um cm® de
meio Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA) contendo KH,PO, 1g/L, KNO3
1g/L, MgSO4+7H,0 0,5 g/L, KCI 0,5 g/L, glicose 0,2 g/L, sacarose 0,2 g/L,
Agar 20 g/L (Leslie e Summerell, 2006).0 bloco de SNA seré colocado
entre lamina e laminula em placa de petri, com ambiente Umido

proporcionado por um pedaco de algoddo embebido em &gua estéril. A
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incubacéo sera feita por dois dias, a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. As

laminas serdo observadas em microscopio otico.

Observacoes: A atividade para obten¢do dos microrganismos serd demonstrada etapa a
etapa e realizada mediante o preparo prévio dos meios de cultivo e indculos, tendo
como objetivo demonstrar técnicas microbioldgicas para isolamento e obtencéo de

culturas puras de fungos.

B-) Extracdo de DNA: (Método descrito por Koenig et.al, 1997 com algumas

modificagdes).

Procedimentos:

1-) Crescer os isolados em meio liquido de batata-dextrose por 5 dias a 22°C - 25°C.
2-) Separar a massa micelial do meio liquido através de filtracdo em gaze estéril.

3-) Macerar o micélio em nitrogénio liquido em um grau com pistilo, reduzindo o

micélio a um po fino.

4-) Transferir o fino pd de micélio para tubos Eppendorf (aproximadamente 300 pL e
adicionar o tampdo de extracdo de DNA na proporgdo de 700 pL para cada 300 pL de
micélio macerado. O tampéo de extracdo consiste de uma mistura de: tampdo lise do
ndcleo, tampédo de isolamento do DNA e solugdo de sarcosina 5% na propor¢do de
1:1:0,4 (o preparo destes reagentes esta descrito abaixo). Adicionar bissulfito de sodio

ao tampéo de extragdo na proporgdo de 3,8 mg/mL.

5-) Manter os tubos em banho-maria a 65°C por 60 minutos. Durante a incubagéo agite

0s tubos a cada 10 minutos para homogeneizar a suspensao.

6-) Retirar os tubos do banho-maria e fazer a extragdo com solvente organico;
adicionando 500 pL da mistura cloroférmio: alcool isoamilico, na proporcéo de 24:1,
em cada tubo. Agite os tubos durante 5 minutos, invertendo-0s no minimo 20 vezes até

formar uma emulsao.

7-) Centrifugar as amostras a 12.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente e

transferir com uma pipeta o sobrenadante (fase aquosa, aproximadamente 700 pL) para
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tubos limpos. Retire os tubos da centrifuga cuidadosamente, evitando perturbar a

interface entre as duas fases formadas.

8-) Adicionar 5 pL de uma suspenséo contendo 20 mg/mL de RNAse em cada tubo

contendo a fase aquosa e incubar em banho-maria a 37°C por 30 minutos.

9-) Adicionar 5 pL de uma suspensédo contendo 20 mg/mL de Proteinase K e incubar

por 30 minutos a 56°C.

10-) Adicionar 700 pL de isopropanol em cada tubo e agitar gentilmente para precipitar
0 DNA. Se o precipitado branco ndo for visivel siga em frente mesmo assim, e para
aumentar a quantidade de precipitado, os tubos devem ser mantidos por 60 minutos ou

mais (overnight) a temperatura de -20°C.

11-) Centrifugar os tubos a 12.000 rpm por 5 minutos, descartar o sobrenadante

cuidando para néo perder o pellet.

12-) Adicionar 500 pL de etanol 70% para lavar o pellet. Centrifugar a 12.000 rpm por

5 minutos e descartar o etanol.

13-) Adicionar 500 pL de etanol 70% para lavar novamente o pellet. Centrifugar

novamente a 12.000 rpm por 5 minutos e descartar o etanol.

14-) Secar o pellet assim como as paredes internas do tubo em temperatura ambiente por

aproximadamente 15 minutos.

15-) Quando o etanol evaporar totalmente, adicionar 100 pL de TE (Tris pH 8.0, 10 mM
e EDTA 1mM) para ressuspender o pellet. Transferir os tubos para um refrigerador a
4°C

16-) A qualidade e a quantidade do DNA das amostras pode ser determinada por meio
de corrida em gel de agarose 0,7 — 1% e pela leitura de absorbancia. Quando a
proporcdo entre as de absorbancia a 260 e 280 nm (Azso/Azs0) for proxima de 2,
significa que a amostra tem boa qualidade. A auséncia de smear na corrida da amostra
de DNA em gel de agarose é um indicador de que o DNA da amostra ndo esta

fragmentado.

A quantificacdo do DNA presente na amostra pode ser feita pela formula:
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pg/uL DNA = (fator de diluicdo da amostra x 50 X Abszso) / 1000
-Adicionar 5 pL da amostra a 195 pL de agua (diluicdo de 40X) e ler a absorbancia.
Preparo dos reagentes para extragdo de DNA:

-Tampao de lise do nucleo (Tris pH 7,50,2 M; EDTA 50 mM e CTAB 2%

Trisma base.......c.cccovveeennnee. 2,42 ¢
EDTA.....ooooieeeeeeeee 1,861¢g
CTAB....cc.ooeeeeeeee 1lg

Ajustar o pH para 7,5 com HCI, completar o volume para 100 mL de H,O e autoclavar.

-Tampéao de isolamento do DNA (Tris pH 7,5 0,1M; EDTA 5 mM e sorbitol 0,35 M)

Trisma base..........cccveeenneee. 121¢g
Sorbitol......cooceeeieiiie s 6,38 g
EDTA.....cooiee e 0,1861 g

Ajustar o pH para 7,5 com HCI, completar o volume para 100 mLde H,O e autoclavar.
-Solucéo de sarcosina 5%: 0,59 de sarcosina para 10 mL de H,O, autoclavar.

-Tampao de Extragéo: para 10 amostras preparar 9,6 mL

1 volume de tampé&o de isolamento do DNA.............. 4 mL
1 volume de tampdo de lise do nlcleo...........cccccuenneee 4 mL
0,4 volume de solugéo de sarcosina 5%..................1,6 mL

Adicionar 38 mg (0,038g) de bissulfito de sddio para cada 10 mL de tampdo de
extracdo. Preparar somente no momento do uso.

-Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1) = Para 10 amostras preparar 6,25 mL

para 25 mL para 12,5 mL para 6,25 mL
Cloroférmio 24 mL 12 mL 6 mL
Alcool isoamilico 1mL 0,5 mL 0,25 mL

-Tampéo TE pH 8,0 (Tris HCI (pH 8,0) 10 mM e EDTA 1mM)
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Corrigir pH para 8,0, completar o volume para 100 mL de H,O e autoclavar.

C-) Reacédo de PCR:
Procedimentos:
1. Para uma reacdo, pipetar as seguintes solu¢cdes em um microtubo de 0,5 mL estéril:

Agua miliQ......ccovvevureeeercrenne. 14,95 pL
Tamp&o (L10X) ..covevvviieiieiiiees 2,5 uL
ANTPS (10 MM) cooooove 0,5 uL

Iniciador direto (25 pmol/pL).......... 1,0 L
Iniciador reverso (25 pmol/pL)........ 1,0 uL

MgClz (50 MM)....ccoooiiiiecieee. 0,75 pL
Tag DNA-polimerase (1 U/l)......... 0,3 uL
DNA molde (100 ng/pl)......cccceveneeee 4 puL
Volume total..........cccvveeeiniiiiienns 25 uL

2. Colocar a reagdo em um termociclador com a seguinte programagéo de ciclos de
temperatura:

94°C/ 5 min - Temperatura Inicial/Denaturacdo do DNA

25 ciclos: (desnaturagéo/anelamento/extenséao)

94°C/ 1 min e 30 seg - Desnaturagéo

64°C/ 1 min e 30 seg - Temperatura de anelamento dos iniciadores
72°C/ 2 min - Extensdo ou amplificacdo do DNA

72°C/ 10 min - Extensdo Final
4° C/ indefinidamente - Armazenamento

3. Preparar 10 pl do produto da rea¢do de PCR para eletroforese em gel de agarose
4. Submeter as amostra a eletroforese em gel de agarose 1,5%.

D-) Eletroforese em gel de agarose:

Materiais:

Tampéo TAE 50 X

TriS BaSe....uuueeivieieiiciiee e 30,259
Acido acético glacial.................... 7,14 mL
EDTA cooooeoeeeemeeeeeeeeeeeseeesseesre 2,325 g
H20 0.S.P e 125 mL

Tampao de corrida: Diluir 5 mL do tamp&o TAE 50 X em 250 mL de H,O
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Corante de carregamento do gel (6X):

Azul de bromofenol..........ccceeeenne... 0,0025 g
Xileno de cianol.........cccocevvveerienee, 0,0025 g
Glicerol ..o 300 pL
HoO.oooeeeeeeee e, 700 pL

Brometo de etideo (10 mg/mL): Pesar 0,002g de brometo de etideo e diluir em 200 pL
de 4gua.

Procedimento para preparo de gel de agarose 1,5%:
Em um kitasato misture:

AGAr0SE.....oovvereiie e 0,69
Tamp&o TAE 50 X....cccoovevviiinene 800 pL
H2O 0.S.P e 40 mL
1. Aqueca no microondas por um minuto para derreter a agarose. Agite a solucgéo, e

repita 0 aquecimento por mais um minuto

Adicione 1,5 pL de brometo de etideo (10 mg/mL)

Verta sobre a cuba previamente vedada e com o pente desejado. Espere
solidificar.

Cuidado! O brometo de etideo é mutagénico e cancerigeno. N&o tocar nos géis corados
com brometo de etideo sem a devida prote¢do. Use sempre luvas para manusear o frasco
e 0 gel com brometo de etideo.

Preparo das amostras:
Misturar nesta proporgédo: 10 pL de amostra com 2 L do corante de carregamento do
gel (6X)

Preparo do marcador: 9 pL de tamp&o TE, 1 pL do marcador, 2 pL de corante de
carregamento.

Eletroforese:

1.

g own

Apos a solidificacdo do gel, remova o pente e coloque 0 mesmo na posicdo de
corrida na cuba

Cubra o gel com o tampéo de corrida e carregue as amostras

Corra 0 mesmo por aproximadamente 30 minutos, com no maximo, 100V
Acompanhe a corrida pela migragdo dos corantes.

Visualizar as amostras de DNA resolvidas eletroforeticamente colocando o gel
sobre transluminador com iluminacdo ultravioleta (Cuidado! O ultravioleta pode
causar queimaduras e é mutagénico. N&o visualizar os géis sem as devidas
precaucBes de seguranga). Usar dculos de acrilico com protegdo UV.
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Lilian Brites Campos

Marcio Mito

A compartimentalizacdo celular

Uma das caracteristicas das células eucaridticas é que as vias metabolicas estdo
compartimentalizadas em vérias organelas subcelulares. O entendimento da fisiologia
celular ndo pode, evidentemente, prescindir de experimentos com células inteiras ou
mesmo grupos de células. No entanto, é verdade também que somente a separacdo dos
diversos componentes pode fornecer os dados primarios indispensaveis para uma
correta interpretacdo dos dados obtidos de experimentos com células intactas. A
separacgdo das diversas fragdes celulares, por outro lado, dependeu e ainda depende de

técnicas de centrifugacéo.

Fracionamento celular

A separagdo dos componentes celulares pode ser obtida por centrifugacdo
fracionada. Esta técnica baseia-se no uso sucessivo de diferentes velocidades de
centrifugacdo as quais, por sua vez, geram diferentes aceleragbes centrifugas. A
velocidade necessaria para obter a sedimentacdo de determinada fragdo subcelular pode
ser previamente determinada com base nos valores dos coeficientes de sedimentacéo de
cada fracéo.

Os valores dos coeficientes de sedimentacdo, em geral expressos como unidades
de 10™® s que sdo conhecidas como Svedberg (S), podem ser determinados previamente
em uma centrifuga analitica ou através de dados disponiveis na literatura especializada.
Este coeficiente é proporcional ao tamanho e forma da particula, portanto, particulas
com alto coeficiente de sedimentacdo (massa maior) sedimentam com rotagOes

relativamente menores.



O isolamento das fracdes celulares por centrifugagdo fracionada so é possivel se
as células forem rompidas e separadas, um procedimento denominado homogeneizag&o.
Os homogenatos de tecidos animais ou vegetais contém as fragcBes subcelulares em

suspensdo, enquanto que 0s componentes sollveis estdo em solugéo.

A mitocondria

Durante uma experiéncia em 1898 o cientista aleméo Carl Brenda pode
distinguir centenas de corpos minusculos no citoplasma, através da membrana de uma
célula, os quais denominou mitochondria, palavra grega que significa filamentos de
cartilagem. Nem ele ou outro cientista daquela época deu as mitocdndrias a devida
importancia, eles apenas sabiam que elas existiam e que faziam parte de uma célula. Em
1910, os cientistas estavam mais bem equipados para ver atraveés das paredes de uma
célula e examinar as fungbes das células vivas. Muitos cientistas suspeitavam que as
mitocondrias forneciam energia para as células. Em 1920, os cientistas tinham
determinado que a mitocondria era a usina de for¢a que fornecia mais de 90% da
energia de que a célula precisa. O verdadeiro progresso para o entendimento de suas
funcdes ocorreu, no entanto em 1948, gracas aos procedimentos desenvolvidos para
isolar estas organelas na forma intacta. Por razdes técnicas, muitos estudos bioquimicos
foram conduzidos com mitocdndrias purificadas do figado; cada célula hepatica contém
entre 1.000 a 2.000 mitocondrias, que grosseiramente, ocupam um quinto do volume
celular total.

A mitocondria realiza a maior parte das oxidagdes celulares e produz a massa de
ATP das células. Uma mitocdndria é definida por duas membranas concéntricas e seu
principal componente de trabalho é o espago mais interno (a matriz) e a membrana
interna que o circunda. A matriz mitocondrial conttm uma grande variedade de
enzimas, incluindo aquelas que convertem piruvato e &cidos graxos em acetil-CoA e
aquelas que oxidam Acetil-CoA em CO, atraveés do ciclo do acido citrico. Essas
reacOes de oxidag&do produzem grandes quantidades de NADH (e de FADH,)

A cadeia respiratoria utiliza a energia derivada do transporte de elétrons para
bombear protons (H*) para fora da matriz para criar um gradiente eletroquimico
transmembrana. O qual inclui tanto a contribuicdo de um potencial de membrana como
uma diferenca de pH. A grande quantidade de energia livre liberada quando o fluxo de
H* flui de volta para a matriz (através da membrana interna) fornece a base para a

producdo de ATP na matriz por uma notavel maquina protéica — a ATP-sintase, uma
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maquina acopladora reversivel entre o fluxo de protons e a sintese ou hidrolise do ATP.
O gradiente eletroquimico transmembrana também promove o transporte ativo de
metabolitos selecionados através da membrana mitocondrial interna, incluindo uma
eficiente troca ATP-ADP entre a mitocondria e o citosol que mantém o estoque de ATP
celular altamente carregado. A alta razéo resultante de ATP em relagdo aos seus
produtos de hidrélise torna a variacdo de energia livre extremamente favoravel,
permitindo que essa reagdo de hidrolise direcione um grande nimero de processos

dependentes de energia da célula.

Principais caracteristicas das mitocondrias de tecidos animais

As mitocondrias de tecidos animais medem de 0,7 a 1,0 micrometro e possuem
diferentes formatos dependendo do tecido a partir do qual foram isoladas e também do
meio de suspensdo utilizado. Uma das caracteristicas mais importantes é seu sistema
duplo de membranas, com a membrana externa e a interna. A membrana externa é
permedvel a solutos de baixo peso molecular (menores que 10 kDa) devido a presenca
de poros formados por proteinas chamadas porinas. A membrana externa possui maior
area superficial devido a numerosas cristas e além de ter baixa permeabilidade a solutos
polares e ions (incluindo prétons) é também o sitio de transducédo de energia.

A matriz mitocondrial possui muitas proteinas, DNA e ribossomos. Entre as
proteinas estdo as do ciclo dos cidos tricarboxilicos (exceto a succinato desidrogenase),
da B-oxidacdo dos &cidos graxos e do metabolismo de alguns amino&cidos e glicose,
entre outras. Os estoques de NAD" e NADP" sdo separados do citosol enquanto 0s
nucleotideos de adenina, ATP e ADP comunicam com o citosol por meio de carreados
especificos.

A cadeia respiratdria da mitocondria de mamiferos € uma associagdo de mais de
vinte carreadores de elétrons agrupados em quatro complexos enzimaticos: complexo |
(NADH-UQ oxidorredutase), complexo Il (succinato desidrogenase) complexo Il
(UQH.-citocromo c oxidoredutase) e complexo IV (citocromo c oxidase). O complexo
V é a ATP-sintase (F,F1 ATP sintase) e todos os complexos estdo localizados na
membrana interna mitocondrial. A cadeia respiratdria transfere elétrons do NADH para
0 oxigénio, o aceptor final, e a energia da diferenca de potencial redox (1,1V) é usada
para criar um gradiente eletroquimico de protons que entdo guia a sintese de ATP. O
gradiente de protons resulta da extrusdo de prétons da matriz mitocondrial para o espaco

intermembranas pelos complexos |, 111 e IV. A dissipacdo do gradiente de prétons, que

244



retornam a matriz através complexo V, é acoplada a sintese de ATP, preservando a
energia da oxidacdo de substratos. Em mitocondrias do tecido adiposo marrom, um
tecido presente em recém-nascidos e animais adultos hibernantes, uma proteina
chamada termogenina permite que os prétons retornem a matriz mitocondrial sem
passar pelo complexo V, desacoplando o fluxo de protons da geragdo de ATP, de modo

que a energia é dissipada na forma de calor.

A cadeia respiratoria

A cadeia respiratoria na membrana mitocondria interna contém trés complexos
enzimaticos respiratorios principais através dos quais os elétrons fluem do NADH para
0 O,. Cada um desses complexos é capaz de bombear H" quando os elétrons sdo
transportados através deles. Nestes complexos os elétrons séo transferidos através de
uma série de carreadores de elétrons ligados a proteina, incluindo centros de heme e de
ferro-enxofre. A energia liberada quando os elétrons fluem de niveis de energia mais
baixos e mais altos € utilizado para dirigir as alteracbes alostéricas em cada um dos
complexos enziméticos da respiracdo que bombeiam os prdtons. Os carreadores de
elétrons moéveis ubiquinona e citocromo ¢ completam a cadeia transportadora de
elétrons ao mediar o transporte de elétrons entre 0os complexos enzimaticos. A via de
fluxo dos elétrons ¢ NADH — complexo da NADH-desidrogenase — ubiquinona —
complexo do citocromo b-c; — citocromo ¢ — complexo da citocromo oxidase —
oxigénio molecular (Oy).

O acoplamento do transporte de elétrons energeticamente favoravel ao
bombeamento de H para fora da matriz cria um gradiente eletroquimico de prétons. Os
complexos enziméticos respiratorios acoplam o transporte de elétrons energeticamente
favoravel com o bombeamento de H* para fora da matriz mitocondrial. Este resultante é
utilizado para sintetizar ATP por outro complexo protéico transmembrana, a ATP-

sintase. Por meio do qual os prétons H* fluem de volta para a matriz.

Os Inibidores e os desacopladores ajudam a entender o funcionamento da
mitocondria

A sequéncia de eventos na cadeia de transporte de elétrons foi elucidada por
meio do uso de inibidores especificos e mais tarde confirmada pela medida do potencial
redox padréo dos componentes redox. A taxa de consumo de O, por uma suspenséo de

mitocondrias é uma medida sensivel da atividade da cadeia de transporte de elétrons. Os
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compostos que inibem o transporte de elétrons, devido ao seu efeito no consumo de Oo,
incluem a rotenona (uma toxina vegetal usada por indios da Amaz6nia para envenenar
peixes e usada também como inseticida), o amital (um barbitdrico), a antimicina A (um
antibiotico) e o cianureto.

A adicdo de rotenona ou amital a uma suspens@o de mitocondrias causa blogqueio
do transporte de elétrons no complexo I, a antimicina A bloqueia o complexo Ill e o
cianureto bloqueia o transporte de elétrons no complexo V. Cada um desses inibidores
interrompe o consumo de O,. O consumo de oxigénio reinicia-se ap6s a adigdo de
substancias cujos elétrons entram na cadeia de transporte apds o blogueio. Por exemplo,
a adicdo de succinato a mitocondria bloqueada pela rotenona restaura o transporte de
elétrons e o consumo de O,. Durante este curso realizaremos experimentos dessa
maneira, com inibidores do transporte de elétrons que permite revelar o ponto de
entrada de elétrons a partir de varios substratos.

MitocOndrias supridas com succinato respiram e sintetizam ATP apenas quando
0 ADP e o Pi forem adicionados. A adi¢do subseqiiente de oligomicina, que inibe a ATP
sintase, bloqueia tanto a sintese de ATP quanto a respiragdo. Nos Ultimos anos,
compostos como o0 2,4-dinitrofenol tem sido relacionados com o desacoplamento do
transporte de elétrons e a sintese de ATP. O DNP liga prétons do espaco
intermembranas e difunde-se através dela e libera os prétons na matriz, atuando como
um ionoforo transportador de protons. Assim, o transporte de elétrons segue livremente
mesmo quando a sintese de ATP esta inibida. Na década de 1920 o DNP foi usado
como “pilula dietética”, uma pratica eficiente na indugdo da perda de peso, mas que
apresenta efeitos colaterais fatais. Hoje em dia 0 uso do DNP como desacoplador se

limita aos experimentos laboratoriais, como os que serdo realizados durante este curso.

A mitocondria como alvo da acéo de farmacos e produtos naturais

As mitocbndrias sdo importantes alvos da acdo de compostos quimicos, como
farmacos ou fitoterapicos, porque muitas destas substancias podem provocar ruptura da
membrana mitocondrial ou ainda inibir a funcdo mitocondrial através de diferentes
mecanismos. As drogas podem seqiestrar a coenzima A ou podem inibir as enzimas da
B-oxidacdo, da transferéncia de elétrons ao longo da cadeia respiratoria, ou a ATP-
sintase. As drogas também podem destruir o DNA mitocondrial, inibir a sua replicacgo,
diminuir os transcritos mitocondriais, ou dificultar a sintese de proteinas mitocondriais.

Muitas vezes, um Unico medicamento tem muitos efeitos diferentes sobre a funcéo

246



mitocondrial. Nos animais, por exemplo, uma deficiéncia grave da fosforilagdo
oxidativa hepatica compromete a formacdo do ATP, levando a disfuncdo celular ou
necrose. Também pode secundariamente inibir a B-oxidacdo, causando assim esteatose,
e pode também inibir o catabolismo de piruvato, levando a acidose lactica. Todos esses
efeitos apresentam consequéncias devastadores que levam ao coma e a morte. Assim
novas moléculas usadas em terapias devem sempre ser avaliadas quanto a possiveis
efeitos mitocondriais. Ao longo deste curso iremos investigar os possiveis efeitos de
drogas sintéticas e extratos vegetais, que estdo sendo utilizados pelo nosso laboratério

sobre a mitocondria.

Medidas polarogréaficas de consumo de oxigénio

O estudo das fungdes mitocondriais ganhou grande impulso a partir do momento
em que se tornou possivel seguir de modo continuo variagbes na concentracdo de
oxigénio em um meio contendo mitocdndrias ou particulas mitocondriais em suspenséo.
O que tornou isso possivel € um dispositivo polarografico que muitas vezes recebe o
nome de “eletrodo de oxigénio”. O tipo de eletrodo mais usado atualmente é o chamado
Eletrodo de Clarck.

O Eletrodo de Clarck possui um fio de platina no centro (catodio) e um anel de
prata (anddio) que circunda a platina, que assoma rente a superficie terminal.
Revestindo o terminal hd uma membrana de teflon que é fixada por um anel de
borracha, sendo que, entre a membrana de teflon e o terminal coloca-se uma solugdo
saturada de cloreto de potéssio que serve como ponte eletrolitica entre os dois metais.
Quando uma diferenca de potencial é aplicada entre os dois metais (em geral 0,6 e 0,8
volt, polo negativo para a platina), o oxigénio é reduzido na superficie da platina, de
acordo com as seguintes reagdes:

Anddio: 4Ag + 4CI"— 4AgCl + 4¢

Catodio: 4H" + 4e"+ O, — 2H,0

A soma das semirreac¢des acima resulta em:

4Ag + 4Cl + 4H" + O, — 4AgCl + 2H,0

Dentro de certa faixa de polarizacdo e concentragdo de oxigénio, o fluxo de
elétrons, isto é, a corrente elétrica gerada, € proporcional a concentracdo de oxigénio.

Para ser utilizado, o sensor de oxigénio deve entrar em contato com a suspensao
de mitocondrias. O sistema de incubacdo da Universidade Estadual de Maringd é um

dispositivo de acrilico com duas cémaras. Na camara externa circula agua
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termostatizada (permite o controle da temperatura durante 0s experimentos). A camara
interna contém a suspensdo mitocondrial ou qualquer outro material biol6gico cujo
consumo de oxigénio se queira estudar. O sensor de oxigénio é fixado de forma que o
lado terminal revestido pela membrana de teflon fique em contato com a suspenséo.
Todo o conjunto é colocado sobre agitagdo para facilitar a difusdo de oxigénio na
superficie da membrana. A camara interna é fechada com uma tampa que possui um
orificio interno que permite a adicdo de mitocondrias, substratos, drogas, etc. A difusdo

de oxigénio por esse orificio € desprezivel.

A avaliagdo da velocidade de consumo de oxigénio por mitocondrias
isoladas

Quando o meio de reacdo contendo substrato, é adicionado, a corrente gerada é a
maxima possivel para a concentracdo de oxigénio de uma solugdo aquosa saturada com
ar. A 37°C isto corresponde a 190uM; a 25°C a solubilidade aumenta para 240uM. Esta
corrente maxima e chamada de G.

Quando mitocondrias isoladas forem adicionadas ao meio de reagdo adequado
(solucdo isosmotica tamponada) na camara de incubacdo contendo substrato, havera
transformagdo do oxigénio em solucéo e serd possivel detectar uma queda progressiva
na corrente atraves do polardgrafo. Inicialmente, havera baixa velocidade de consumo
de oxigénio pelo fato de que a concentracdo de ADP enddgeno é bastante baixa, ja que
ndo ha utilizacdo de ATP nas condi¢bes de incubacdo. Este estado inicial pode ser
chamado de velocidade inicial ou estado II.

A prova de que o ADP realmente € o fator limitante pode ser confirmado pelo
fato de que a sua adigdo ao sistema de incubagdo provoca imediatamente um grande
aumento na velocidade de consumo de oxigénio. Esta fase ativada da respiragdo é
chamada de estado Il e ndo dura muito. Na verdade a respiragdo permanece ativada
apenas enquanto houver ADP para ser fosforilado. Desta forma, assim que todo ADP
adicionado exogenamente tenha sido fosforilado, a respiragéo volta ao estado anterior
de baixo consumo de oxigénio. Esta fase posterior pode ser chamada de estado 1V,
enquanto que, a capacidade de retorno a esta situacdo de menor consumo de oxigénio é
chamada de controle respiratorio (RC, respiratory control).

Conforme foi dito, o polardgrafo registra variacbes de corrente que s&o
proporcionais a concentracdo de oxigénio. Estas variagBes de corrente podem ser

avaliadas através de um registrador potenciométrico acoplado ao polardgrafo. O
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registrador nos fornece um registro grafico com a correspondente deflex&o referente ao
consumo de oxigénio no interior da camara. A velocidade de consumo de oxigénio pode
entdo ser calculada desde que a solubilidade do oxigénio a uma determinada
temperatura seja conhecida, sendo que este valor, correspondente ao G, foram

mencionados anteriormente.

Isolamento de mitocondrias animais

O isolamento de fracdes subcelulares, a partir de tecidos animais, € uma técnica
bastante difundida. As fragGes purificadas (mitocondrias, peroxissomos, microssomos e
vesiculas de membrana plasmaética), podem ser utilizadas para o estudo de atividades
enzimaticas, associadas ou ndo, a fendmenos de transportes. Um dos tecidos mais
amplamente utilizados como fonte destas fracGes, é o figado. O interesse pelo
isolamento de fracOes subcelulares a partir de figado de rato vem crescendo muito, ndo
sO pela facilidade com que com que estas fracbes podem ser obtidas, comparando com
outros tecidos, mas também pela importancia do figado no controle do metabolismo de
carboidratos, como 6rgdo alvo da agdo drogas, horménios e em fendmenos envolvidos

em alteragBes fisiopatoldgicas como a faléncia geral dos 6rgéos.

Procedimentos para o isolamento de mitocondrias animais
Inicialmente, passaremos a descricdo do meio de isolamento de mitocondrias:

Obs. Para todos os meios deve-se utilizar 4gua de Milli-Q.

Volume a ser adicionado

Solucéo estoque i) Concentracéo final (mM)
Manitol 0,5 M 100 200

Sacarose 1,0 M 19 76

Tris1,0M,pH 7,4 0,5 2

EGTA02M 0,25 0,2

PMSF 0,25 0,1

H,0O g.s.p 250 mI* 130

v Adicionar albumina bovina livre de &cidos graxos (FFA — free fatty acids) a uma

concentragdo final de 50 mg% (0,125g em 250 ml). Acertar pH para 7,4.
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As mitocdndrias serdo obtidas pela homogeneizacdo do figado no meio de
isolamento acima (0 a 4°C) utilizando-se um homogeneizador Dounce.

O homogeneizado sera filtrado e em seguida sera centrifugado a 536 g (2.200
rpm) em centrifuga refrigerada. O sobrenadante seré coletado e centrifugado a 7.080 g
(8.000 rpm). O sedimento passara por dois ciclos de lavagens, por ressuspensdo e
recentrifugagéo do sedimento a 6.392 g (7.600 rpm), as mitocondrias seréo ressuspensas

no mesmo meio, até concentracdo protéica de cerca de 40 a 50 mg/ml.

Isolamento de mitocondrias vegetais

As mitocdndrias vegetais possuem caracteristicas muito similares as
mitocOndrias animais (tamanho e forma), assim como sua fungéo celular principal é o
fornecimento de energia na forma de ATP, oxidando substratos de cadeia carbonica
(glicidios e lipideos). Os complexos enziméticos presentes na membrana interna
também sdo semelhantes: quatro complexos (I-1V) envolvidos no transporte de elétrons
e o complexo FoF1 ATP sintase (ou complexo V) que fosforila ADP em ATP.

Nas mitocOndrias vegetais existem complexos enziméticos adicionais envolvidos
na oxidagdo de substratos (L-malato, glicina e NAD(P)H enddgeno) e um sistema
NAD(P)H desidrogenase associado com a face externa da membrana interna da
mitocOndria. Existe também um complexo enzimatico com componentes redox
alternativo aos existentes denominado oxidase alternativa, cujo papel fisiol6gico ndo
estd bem estabelecido, mas com evidencias que esteja associada a producdo de calor
para realizacdo de diversos eventos no organismo vegetal: amadurecimento e

senescéncia dos frutos, germinacdo de sementes, exalacdo de produtos volateis etc.

MATERIAIS E METODOS
Material bioldgico

As sementes de Glycine max (L.) Merril da variedade BRS 283 foram obtidas da
Embrapa soja.
Local dos experimentos

Os experimentos de germinagao serdo realizados no laboratério de homeopatia e
fisiologia vegetal; j& os experimentos de respiracdo e extracdo de mitocdndria serdo
realizados no laboratério de oxidagBes bioldgicas da Universidade Estadual de Maringa
- PR.
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Isolamento de mitocondria vegetal
O isolamento das mitocOndrias sera realizado a partir de raizes primarias de G.

max crescidas por 72h apds a semeadura em folha dupla de papel Germitest
configurados em rolos, acondicionados em tubos e mantidos no escuro em BOD.

Vinte gramas de raizes das plantulas serdo lavadas em agua destilada, sua raiz
priméria seccionada em segmentos de 1 cm e entdo colocadas em 60 ml de meio de
extracdo contendo manitol 0,4 M, Tris-HCI (pH 7,2) 50mM, EDTA 1,0 mM, MgCl, 1,0
mM, cisteina 0,1% (p/v) e albumina bovina (BSA) livre de &cidos graxos 0,5% (p/v). O
material obtido deve ser homogeneizado por 10s, com auxilio de homogeinizador
(modelo van Potter-Elvehjem) e filtrado através de varias camadas de gaze. O pH da
solucdo serd ajustado para 7,2 com adigdo de KOH e entdo centrifugado a 1000 x g por
10 min. O sobrenadante contendo as mitocondrias serd centrifugado novamente a
15.000 x g por 10 minutos. O sedimento resultante deste processo deve ser suspenso em
2 mL de meio constituido de manitol 0,3 M, EDTA 1,0 mM, HEPES (pH 7,2) 20 mM e
albumina bovina (BSA) livre de éacidos graxos 0,2% (p/v). Os procedimentos citados

acima foram todos realizados em temperatura de 0-4 °C.

Determinacédo da atividade respiratoria de mitocdndrias isolada de G. max

O consumo de oxigénio das mitocdndrias isoladas sera medido
polarograficamente, a 25°C, como foi descrito para a respiragdo de embrides. O meio de
reacdo contendo manitol 0,4M, KH,PO4 5,0mM, MgCl; 5,0mM, albumina bovina livre
(BSA) de éacidos graxos 1,0% (p/v), Tris-HCI (pH 7,2) 10mM, DMSO 2% e Oleo
essencial de C. winterianus (0, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03 e 0,06% (Vv/v)) seré adicionado a
camara de acrilico de acordo com o tratamento a ser avaliado. Sera adicionado
quantidades de mitocéndria de modo a se obter de 1,4 a 1,6 mg de proteina
mitocondrial. As avaliacBes relacionadas ao consumo de oxigénio iniciara pela adicéo
de L-malato 10 mM + NAD® 50 mM ou NADH 1,0 mM. A respiracdo basal é
representada pelo consumo de oxigénio dos primeiros 5 minutos aproximadamente.
ADP 160 pM serd adicionado iniciando a respiragdo do estado IIl. O estado IV da
respiracdo é considerado como o consumo de oxigénio apés a exaustdo do ADP
adicionado. A razdo ADP/O e o controle respiratério foram calculados de acordo com
Chance & Williams (1955). Para a discriminagdo da respiragdo via citocromo-oxidase

(COX) e respiracdo via oxidase alternativa utilizou-se o inibidor KCN 1 mM.
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Procedimento para a dosagem de proteinas

Na determinacdo do teor de proteinas foram utilizados o reativo A (30 mg de
Na,COs3, 4 g de NaOH em 1000 mL de H,O destilada), o reativo B ( CuSO,4. 5H,0 a
2%), o reativo C (tartarato de sddio a 4%) e o reativo D (reagente de Folin Ciocalteau 1
N).

No dia do experimento, misturar 0s reativos a, b e ¢, na seguinte ordem e
volumes: 0,1 ml de b, 0,1 ml de c e 10 ml de a (rigorosamente nesta ordem).

Diluir a mitocondria 200 vezes (995 pL de 4gua + 5 pL da suspenséo
mitocondrial).

v" Adicionar em tubos de ensaio (Triplicata, exceto o branco)

Branco Padréo Amostra
Agua 100pL - -
Padréao - 100 pL -
Amostra diluida - - 100 pL
Mistura reativa 1000 pL 1000 pL 1000 pL
AGITAR CADA TUBO E AGUARDAR 10 MIN. (AMBIENTE)
Folin 1N 100 pL 100 pL 100 pL

AGITAR CADA TUBO E AGUARDAR 10 MIN. (AMBIENTE)

Apo6s os 10 minutos em temperatura ambiente, realizar a leitura das amostras e
padréo, em espectrofotdmetro a 700 nm, contra o branco.
A concentracdo de proteina foi calculada com base na absorbancia encontrada no

padrdo de albumina 20 % de acordo com Lowry et al. (1951).

Determinagé&o do consumo de oxigénio por polarografia

Para a realizagdo destes ensaios, 0 seguinte meio de reagdo deve ser preparado:

Volume a ser Concentracao final
Solugéo estoque o
adicionado (ml) (mM)
Manitol 0,5 M 25 250
KCl 1,0 M 0,5 10
TRIS1,0M, pH 7,4 0,5 10
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EGTA02 M 0,25 0,2
Fosfato de potéassio

0,1 M, pH 7,4

H>O g.s.p 50 mlI* 21,25

Adicionar albumina bovina (FFA) a uma concentracéo final de 50 mg% (0,025g
em 50 ml). Acertar pH para 7,4.

Incubar aliquotas da suspensdo mitocondrial (1,0 a 1,5 mg) em 2,0 ml do meio
de reagdo (mantido em banho-maria 37°C) na cdmara de incubagéo termostatizada
acoplada ao sensor de oxigénio.

Apos estabilizagéo do registro, acrescentar um substrato oxidavel:

1. 40 pl de succinato 0,5 M ou 40 ul de B-hidroxibutirato 0,5 M
(concentracdo final = 10 mM)

Acompanhe o consumo de oxigénio através do registrador potenciométrico. Esta
é a respiracdo inicial (ou estado 1) e deve ser bastante lenta.

Adicionar o ADP:

2. 5pulde ADP 50 mM (0,25 pmoles).

Com a adi¢do do ADP, inicia-se o estado Il da respiracdo, que apresenta maior
velocidade de consumo de oxigénio. Quando todo ADP adicionado tiver sido
consumido, a respiragdo volta a ficar lenta, caracterizando o estado 1V da respiragdo
mitocondrial.

Em experimentos paralelos, pode-se verificar a acdo de inibidores, drogas e
desacopladores.

1. Verificar a agdo dos inibidores classicos rotenona e antimicina A;

2. Verificar a agéo do desaclopador 2,4-dinitrofenol

3. Verificar o efeito da oligomicina

4. Vefificar os possiveis efeitos de da tibolona, um horménio sintético e de
extrato da planta Cimicifuga racemosa sobre o funcionamento da

mitocondria.
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AvaliacBes da velocidade de consumo de oxigénio, controle respiratorio

(RC) e razédo ADP/O
1. Calcular a velocidade da respiragdo em nmol de oxigénio consumido por minuto
por miligrama de proteina (nmoles. min™.mg™), considere a solubilidade do

oxigénio no ar como sendo igual a 190 uM a 37°C.

X M (x 2x10™) = volume de incubag&o (2 ml)
x moles/min.mg de proteina™ (dividir pela mg de proteina adicionada)

= nmoles. mint.mg*
2. Calcular o coeficiente respiratério (RC):
RC = Velocidade de consumo de O, no estado Il

2 no estado IV

3. Calcular a razdo ADP/O:

durante o estado Ill (dtomo — grama)

Para isto serd necessario calcular o n° de moles de ADP adicionado:
= n° de moles = M x V (L), sendo que foram adicionados 5x10° L de uma

solucéo de ADP com concentragdo de 5010 M.

Portanto,
— n°de moles = (50x10°%) x (5x10°°)

n° de moles = 2,5 x 10”

NUmero de dtomos-grama
(e (+]]1) F— 190x10°® M
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Distancia entre Est. Ill e Est. IV (cm)----------------- XM
X M (x 2x107%) = volume de incubagéo (2 ml)
n° de moles = x moles (x2) = atomos de O,

n° de 4tomos-grama =Y
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MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DO
DESENVOLVIMENTO DA OBESIDADE

Prof. Dr. Paulo Cezar de Freitas Mathias
Ananda Malta
Aryane Rodrigues Agostinho

INTRODUCAO

Obesidade é o resultado de um desequilibrio energético em longo prazo, onde a
ingestdo excede o gasto energético diério levando a sintese e estoque excessivo de
triacilglicerois no tecido adiposo. Nas Ultimas décadas a obesidade tem se alastrado por
diversas populagBes e faixas etarias em todo o mundo. A obesidade e seus problemas
correlacionados sdo considerados atualmente uma crescente epidemia de saude publica,
particularmente nos Estados Unidos da America (EUA). Correntemente 34% da
populacdo dos EUA ¢, clinicamente, considerada obesa (IMC>30) e 68% sdo
sobrepesados (IMC>25) mais que o dobro da média em todo o mundo (Janesick and
Blumberg, 2011). Recentemente vem sendo observado uma epidemia de obesidade
também em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil (Martins et al., 2004,
Sawaya et al., 2004).

Um dos maiores problemas do estudo da obesidade é que a regulagdo do balango
energético é de grande complexidade, envolvendo causas multifatoriais, tais como
fatores genéticos, neurais e enddcrinos entre outros. O metabolismo é um alvo muito
importante para disfuncdo do controle do peso corporal, incluindo os niveis de insulina
na circulacdo (Plagemann, Heidrich et al., 1992; Hill e Peters, 1998; Rodrigues, De
Souza et al., 2007). Estudos vém mostrando que dentre as varias possiveis causas, a
obesidade pode ser provocada por uma programacdo metab6lica no inicio da vida pré
e/ou perinatal, fato que se deve a alteracfes metabdlicas que induzem o individuo a um
desequilibrio nas vias centrais (orexigénicas e anorexigénicas) de controle que regulam
0 balango enérgico (Vickers et al., 2000, Breier et al., 2001, Plagemann, 2005,
Krechowec et al., 2006, Armitage et al., 2008).

Alimentacéo rica em gordura interrompe o complexo equilibrio de mediadores
metabdlicos e enddcrinos, como leptina, insulina e glicocorticoides que controlam o
gasto de energia e ingestdo de alimento (Fehm, Kern et al., 2006; Badman e Flier, 2007;

Gerozissis, 2008). No outro extremo, a subnutricdo ainda hoje afeta inimeros paises em



todo 0 mundo, sendo os paises subdesenvolvidos os principais alvos das consequéncias
fisiopatoldgicas dessa injuria (De Moura e Passos, 2005). Os efeitos da desnutricéo,
como baixo peso, menores reservas energéticas, dentre outros, vem sendo sobrepostos
nos ultimos anos pela obesidade (Batista Filho e Rissin, 2003; Siqueira, Appolinario et
al., 2004; Hallal, Wells et al., 2005). Quando ocorrida no inicio da vida, a subnutri¢do é
responsavel por programar permanentemente o individuo para distrbios metabdlicos na

vida adulta (Plagemann, Harder et al., 2000; Coupe, Dutriez-Casteloot et al., 2009).

Desde a década passada o sistema nervoso central (SNC) vem sendo
reconhecido como um fator chave no controle da homeostase energética, mediado
principalmente pela regido hipotaldmica (Berthoud e Morrison, 2008). O ndcleo
arqueado (ARC) é uma regido de neurdnios extremamente importantes para o controle
do peso corporal. No ARC, convergem a maioria dos sinais nutricionais e hormonais da
periferia. Esses sinais sdo processados e distribuidos para outros centros, em outras
regibes do cérebro que irdo determinar comportamentos para manter o equilibrio do

consumo e gasto de energia (Williams, Bing et al., 2001).

O estado metab6lico no SNC é mediado em parte pelos niveis circulantes de
insulina e leptina (Abizaid e Horvath, 2008; Obici, 2009). O ARC atua integrando esses
sinais periféricos e essa informagdo é repassada a varios alvos hipotaldmicos de segunda
ordem para que ocorram respostas adequadas para cada situacdo metabolica
(Yoshimatsu, Egawa et al., 1993; Gao e Horvath, 2008). Como o hipotalamo constitui
um dos principais centros de ativagdo do sistema nervoso autondmico (SNA), essas
respostas sdo encaminhadas e os sinais autondémicos séo transmitidos por dois principais
componentes eferentes: Sistema Nervoso Simpatico (SNS) que secreta noradrenalina,
agindo através dos receptores adrenérgicos e Sistema Nervoso Parassimpéatico (SNP)
que secreta acetilcolina que age através de, principalmente, receptores muscarinicos, em
varios tecidos da periferia, incluindo o péancreas (Ashcroft e Ashcroft, 1992;
Yamaguchi, 1992; Ahren, 1999). As eferéncias do SNA para as células beta
pancreéticas desempenham fungBes importantes na regulacdo da secrecdo de insulina,
de maneira geral a ativagdo do SNP potencializa a secrec¢éo de insulina estimulada pela

glicose (Gilon e Henquin, 2001) ao passo que o SNS inibe (Ahren, 2000).

Ha décadas surgiram hipoteses de que os modelos de obesidade genéticos e
experimentais apresentam um desarranjo na atividade do SNA, sendo o componente

parassimpatico hiperativo enquanto o simpético tem atividade reduzida, o que explicaria
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a hiperinsulinemia e resisténcia periférica e central & acdo da insulina (Bray e York,
1979; Bray, 1991; Bray, 1998; Balbo, Grassiolli et al., 2007). O nervo vago, principal
nervo parassimpatico, possui um importante papel na interagdo entre 0s mecanismos
centrais e periféricos. No seu trajeto o nervo vago da origem a VArios ramos que
inervam a faringe e a laringe, entrando na formacao dos plexos viscerais que promovem
a inervagdo autondmica da maioria das visceras torécicas e abdominais (Guyton e Hall,
2006). Assim, quando realizamos a vagotomia bilateral subdiafragmatica, estamos

eliminando a inervacdo vagal da maioria das visceras abdominais

Como vem sendo mostrado através de varios trabalhos experimentais, 0s
modelos de obesidade mais comumente utilizados em laboratorios experimentais sao,
entre outros, os produzidos por inducdo de lesdes nas células do ARC atraves de
aplicacdes subcutaneas de monosddio L-glutamato (MSG) durante os primeiros dias de
vida do animal (Olney, 1969, Nascimento Curi et al., 1991), os modelos por indugéo
através de dietas rica em gorduras (Howard, 2002, Prada et al., 2006) e por uma
programacdo metabolica pds-parto através da superalimentacéo da prole por reduzir o
tamanho normal da ninhada (Davidowa, Plagemann, 2000). Nosso laboratério vem
mostrando, atraves da medicdo direta da atividade elétrica do nervo vago, que ratos
alimentados com dieta hiperlipidica (ratos-HFD) apresentam elevada atividade
parassimpética em jejum (Barella et al. 2012), assim como em outros modelos de
obesidade (Scomparin, Gomes et al., 2009). Segundo Balbo et al. (2000; 2002) a
obesidade de ratos obesos-MSG é parcialmente revertida pela vagotomia bilateral
subdiafragmética. Além disso, a resisténcia a insulina neste modelo é revertida pela
vagotomia bilateral subdiafragmética (Balbo, Mathias et al., 2000; Balbo, Bonfleur et
al., 2002).

Desse modo considerando a linha de pesquisa do nosso laboratério nos
propomos aqui, a oferecer um curso que aborde um pouco a tematica envolvendo a
etiologia da obesidade e os mecanismos de regulagdo de secregéo de insulina, controle
glicémico, e avaliacéo da atividade simpética e parassimpaética, 0s quais sdo pardmetros

metahdlicos classicamente alterados em individuos obesos.
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Objetivo

Discutir mecanismos fisiopatolégicos do desenvolvimento da obesidade e
mostrar a obtengdo de alguns modelos animais.
Discutir a hipotese de que no desenvolvimento e manutengdo da obesidade, o

desequilibrio do SNA é peca importante.

Metodologia

O curso utilizard para as préaticas experimentais ratos Wistar adultos (90 a 100 dias
de vida), obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringé e mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Biologia Celular e Genética. Os protocolos
experimentais serdo desenvolvidos de acordo com as normas do Comité de Etica para

Uso e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa.

1. Obesidade MSG

A inducdo da obesidade através da aplicacéo subcutanea do MSG provoca lesdo das

células do ndcleo arqueado por uma overdose precoce MSG que nessa situacdo age,

com efeito, neurotdxico.

1.1.  Preparo da solucéo

Deve-se usar 6g de MSG e completar para 25mL de &gua destilada. A solucdo deve
ser mantida em temperatura ambiente 25°C.
Aconselha-se fazer a solucdo de MSG sempre previamente a sua aplicagéo, pois com o
passar do tempo ela pode fungar. Desse modo é importante que se observe 0 seu estado
de conservagdo antes de fazer a aplicag&o.

1.2.  Aplicagéo da solucdo

A aplicagdo deve ser realizada durante os cinco primeiros dias de vida do animal na
dose (4mg/g de massa corpdrea de animal). Para isso se usa uma agulha de insulina, a
qual deve ser mantida, sempre, esterilizada com alcool e &gua destilada durante a
aplicacdo. A injecdo deve ser aplicada na regido dorsocervical (nuca) do rato,

subcutaneamente.

1.3. Dose de Aplicagéo
1.3.1. Dose MSG (g/mL)
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69 (de MSG) ------------ 25mL
Xg (de MSG) ------------- 1mL
Xg=6/25 —> X=0,24g/mL ou 240mg/mL

1.3.2. Volume de injecéo (mL)
A. Como cada rato recebera (4mg/g de massa corpdrea, MC) entéo:
4mg (de MSQG) ----------- 1gde MC
Xmg (de MSQG) ---------- Peso do rato (em gramas)
Xmg =4 x (MC do Rato)

B. Como séo (240mg/mL), logo:
1mL (de solugéo) ---------------- 240mg (de MSG)
XmL (solugdo) ---------------- 4 x (Massa Corpdrea do Rato)
XmL =0,0166 x (Massa Corpérea do Rato)

Desse modo cada rato deve receber uma injecdo (mL) no volume de 0,0166

multiplicado pelo valor de sua massa corporea.

2. Obesidade por Reducao de Ninhada

A obesidade induzida por redugdo do tamanho normal da ninhada consiste de uma
reducdo da ninhada para 3 filhotes, por mée lactante, para que os mesmos tenham maior

oferta de leite e, com isso, sejam superalimentados.

3. Obesidade por Dieta Rica em Gordura

A obesidade induzida por dieta rica em gordura consiste de alimentacdo da prole,
logo ap6s o desmame até os 90 dias de vida, com dieta contendo 30% de gordura

saturada. A constituicdo da dieta segue normas da AIN-93 (Reeves et al., 1993).

261



Componentes Valores (g/kg)
Amido de milho 124,6
Caseina 200,0
Amido de milho dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Oleo de soja 39,0
Banha de porco 303,9
Celulose microfina 50,0
Mistura de Sais Minerais 35,0
Mistura de Vitaminas 10,0
L-Cistina 3,0
Bitartarato de colina 2,5
Total (g) 1000,0

Procedimentos Cirdrgicos para Estudar o Envolvimento do SNA

e Canulacao da veia jugular:

Essa cirurgia implica no implante de uma canula de silicone na veia jugular externa
direita em ratos sob efeito da mistura anestésica quetamina/xilasina (3 + 0,6mg/100g de
MC, respectivamente). Através de uma incisdo na regido cervical anterior, para isso 0s
tecidos devem ser dissecados até a visualizagdo da veia e em seguida a canula de
silicone inserida dentro da veia com o auxilio de uma agulha adaptada. Apds, a canula
deve ser afixada ao musculo peitoral maior através de uma sutura simples com fio de
algoddo. A canula deve ser preenchida com solugdo de heparina a 10% (Liquemine®)
diluida em salina (0,9% de NaCl), para evitar a entrada de sangue e a consequente

formacéo de coagulos no seu interior.
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Esse procedimento é realizado para executar um teste importante que permite
avaliar o controle glicémico em uma situacdo poés-prandial.denominado teste de

tolerancia a glicose (ivGTT)

e Teste de tolerncia a glicose intravenosa (ivGTT — intravenous glucose test

tolerance)

Com o intuito de observar o controle glicémico, os animais serdo submetidos ao
ivGTT. Para a realizagdo do procedimento, sob anestesia via intramuscular de xilasina e
quetamina (0,6mg+3mg/100g MC, respectivamente), 0s ratos passardo por uma cirurgia
para a implantacdo de uma céanula de silicone na veia jugular direita. A cénula sera
fixada nas costas dos animais para evitar que o animal a rejeite. Para evitar o
aparecimento de codgulos, periodicamente a canula sera lavada com solucéo de salina
contendo heparina (50 Ul/mL). Depois de um dia da cirurgia os ratos serdo submetidos
a 12 horas de jejum. Sem qualquer anestesia, serdo retiradas amostras de sangue (200
uL) através da canula. Primeiramente serd retirada uma amostra basal (tempo zero) e
logo em seguida os animais receberdo, também via cénula, uma carga de glicose
correspondente a 2g9/Kg de peso corporal do animal. Aos 5, 15, 30 e 45 min serdo
colhidas amostras de sangue que serdo posteriormente dosadas. Para a dosagem dos
niveis de glicose plasmatica sera utilizada a técnica da glicose-oxidase (kit Gold

Analisa).

e Isolamento dos nervos superiores (Parassimpético, Vago e Simpético, Ganglio

Cervical Superior):

O objetivo desse procedimento é a realizacdo do registro da atividade
eletrofisioldgica do ramo superior cervical do nervo vago e do ganglio cervical superior
simpético. Para isso, ratos anestesiados intraperitonealmente com tiopental (45mg/kg de
massa corporea) devem ser imediatamente submetidos ao procedimento cirurgico de
incisdo na regido ventrocervical e dissecacdo dos tecidos e musculos que recobrem a
traqueia. Com o0 uso de tesouras, pingas oftalmoldgicas apropriadas e auxilio de hastes
de algodao, os tecidos adjacentes & artéria cardtida devem ser dissecados até que 0 ramo
superior do nervo vago seja visto paralelamente a artéria carétida. Apés a visualizagéo

do nervo os procedimentos devem ser realizados com auxilio de uma lupa

263



estereoscopica. Apos o nervo totalmente isolado dos tecidos circundantes deve entéo ser
sobreposto em um par de eletrodos de prata no interior de uma gaiola metélica (Gaiola
de Faraday). Conectado a um sistema de amplificagdo e filtragem de sinais elétricos de
alta impedancia (Bio-Amplificator, Insight®), com capacidade de captagio de
frequéncias de sinais em um espectro de (1 a 80kHz), modificado de (Leon-Quinto et
al., 1998).

A atividade elétrica serd contabilizada pela taxa de despolarizacdo e repolarizagéo
do nervo, e armazenada em HD através de um Software (Monitor Bio-Amplificator,

Insight®, Ribeiro Preto/SP, Brazil) que a registrara graficamente.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o mundo sofreu intensas modificagdes em suas condicOes
de vida, nutricdo e saude. Junto as principais mudancas destaca-se a ascensdo da
obesidade. De acordo com a Organizagdo mundial da salde, estima-se que a cada dez
adultos um seja obeso (Organizacdo Mundial da Salde, 2004).

A obesidade é considerada uma doenca multifatorial decorrente de diversos
fatores podendo ser definida, de forma simplificada, como uma doenca caracterizada
pelo acimulo excessivo de gordura corporal, sendo consequéncia de balango energético
positivo e que acarreta repercussdes a salde com perda importante ndo sé na qualidade
como na quantidade de vida (Mendonca and dos Anjos, 2004).

Vérias teorias existem sobre as origens da obesidade, incluindo o aumento do
consumo de energia densa de alimentos e estilo de vida sedentario. Evidéncias recentes
indicam que as experiéncias alteradas nutricionalmente durante o desenvolvimento
precoce (fetal e de amamentagdo) desempenham um papel importante na etiologia da
obesidade por individuos predispostos ao seu desenvolvimento e mais tarde da sindrome
metabdlica (McMillen and Robinson, 2005; Nathanielsz and Padmanabhan, 2006;
Plagemann et al., 2006).

O estilo de vida atual com dietas ricas em gorduras e carboidratos, aliado ao
sedentarismo, sdo fatores que contribuem para o desenvolvimento da sindrome
metabolica O excesso de gordura corporal estd associada & doenca cardiovascular
(Mykkanen et al., 1992; Stern, 1995), hipertenséo arterial (Ryan et al., 1994),
dislipidemias (Hardman, 1999), resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo Il (Weiss
and Caprio, 2005), distlrbios respiratorios, alteracdes articulares, aumento da incidéncia
de cancer no endométrio, mama, esbfago, rins, figado, vesicula biliar e péancreas
(Osorio-Costa et al., 2009).



\

Uma das doencas mais prevalentes no mundo relacionada a obesidade é o
diabetes mellitus, doenca cronica ndo transmissivel (DCNT), causada por disfungéo nas
células P pancredticas, sendo caracterizada por hiperglicemia crénica com disturbios no
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas, resultantes das alteragBes na
producéo e secrecdo e/ou no mecanismo de agdo da insulina (Gavin et al., 1997).

Em mamiferos adultos, as células B-pancreéticas das ilhotas de Langerhans séo a
Unica fonte de produgdo de insulina. Essas células ndo sé produzem insulina, mas
secretam esse horménio em quantidades apropriadas para manter os niveis de glicose
plasmética dentro dos estreitos limites fisiologicos.

Diferentes sinais como fatores humorais (horménios, como o glucagon,
vitaminas, nutrientes, ions etc.), estimulagdo nervosa (acetilcolina) e fatores de
comunicacdo intercelular entre ilhotas, garantem a apropriada funcéo das células B, que
mantém os niveis basais de insulina, e sua principal estimulagdo é dependente do nivel
de glicose (Leibiger et al., 2002).

A insulina exerce diversas ages bioldgicas, as quais incluem regulagdo de
glicose, sintese de lipideos e proteinas e a transcricdo génica (Rosen, 1987). Com a falta
desse hormdnio, observa-se um quadro de hiperglicemia, situacdo que induz uma série
de patologias em diferentes tecidos; entre os mais importantes, tém-se as células
vasculares e neuronais, conforme observado em modelos animais e em pacientes
diabéticos (Koya and King, 1998)

Diversos modelos de obesidade experimental s&o propostos a fim de se
compreender 0s processos que levam ao desenvolvimento da sindrome metabdlica,
sendo o modelo animal mais comumente usado, ainda que ndo considerado exatamente
igual ao modelo de obesidade humana.

Os diferentes modelos experimentais de obesidade podem ser classificados em:
a) modelos genéticos: animais onde houve uma mutacdo génica, animais transgénicos
ou naqueles onde se produziu knock-out de um ou mais genes; b) aqueles nos quais a
resisténcia a insulina é secundaria a uma condigdo patoldgica ou, c) aqueles nos quais a
resisténcia a insulina é induzida através da administracdo de drogas ou dietas.

Os modelos experimentais de obesidade mais comumente utilizados em nosso
laboratorio incluem: o tratamento neonatal com glutamato-monossédico (MSG),
reducdo de ninhada e dieta hiperlipidica.

Com base no exposto, 0 mini-curso propde estudar a influéncia da sindrome

metabdlica nas ilhotas pancreéticas, avaliando os niveis de secrecdo de insulina in vitro
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estimulada por diferentes concentragBes de glicose nestes modelos experimentais, além
da demonstragdo de técnicas moleculares para avaliagdo da expressdo proteica nesse

tecido.

Objetivos

Estudar a influéncia da sindrome metabodlica em ilhotas pancreética, avaliando
0s niveis de secre¢do de insulina in vitro estimulada por diferentes concentracdes de
glicose em modelos experimentais.

Demonstrar técnicas moleculares para avaliagdo da expressdo proteica em

ilhotas pancreéticas de ratos Wistar.

Materiais e Métodos

Animais
Serdo utilizados ratos Wistar, de 90 dias de idade, obtidos do Biotério Central da

Universidade Estadual de Maring4 e mantidos no Biotério Setorial do Laboratorio de
Biologia Celular da Secrecdo, vinculado ao Departamento de Biologia Celular e
Genética da Universidade Estadual de Maringd. Os protocolos experimentais serdo
desenvolvidos de acordo com as normas do Comité de Etica para Uso e Experimentag&o

Animal da Universidade Estadual de Maringa.

Isolamento das llhotas de Langerhans

Ilhotas pancredticas serdo isoladas, adotando-se a metodologia previamente
descrita (Fritschy et al., 1992). Um grupo de ratos (90 dias) serd sacrificado por
decapitagdo e logo em seguida laparotomizado para exposigdo do ducto biliar comum,
sendo este dissecado proximo ao pediculo hepético por onde se introduzira uma céanula
de polietileno. Apo6s a canulacdo do ducto biliar comum e a oclusdo da sua extremidade
distal préxima a entrada do duodeno, serdo injetados no interior do pancreas 8 mL de
uma solucdo contendo colagenase tipo XI, 0.1%; soro albumina bovina (SAB), 5% e
HEPES [N-(2-hydroxyethyl-piperazine)-N’-(2-ethanesulphonic acid)], 0.6%, (Sigma-
Aldrich®, St Louis/MO, USA) adicionados em solugdo Hanks [(mmol/L): NaCl, 136,9;
KCI, 5,4; MgSO,7H,0, 0,81; Na,HPQO,, 0,34; KH,PO,, 0,44; CaCl,2H20, 1,26;
NaHCOsg, 4,16; glicose, 0,06; SAB, 15 e (O, 95% + CO,, 5%)/10 min, pH 7,4]. Apos

inflados, os pancreas seréo retirados e colocados em becker de 250 mL e incubados por
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17-18 min a 37 °C sob constante agitagdo em banho-maria (Dubnoff, TE — 053,
Tecnal®, Piracicaba/SP, Brasil). Apés a incubacio os pancreas seréo retirados, lavados
em solucdo Hanks e postos para decantar por um intervalo de 5-10 min; em seguida o
sobrenadante serd sugado e o procedimento repetido por mais duas a trés vezes. As
ilhotas serdo visualizadas e coletadas com o auxilio de uma lupa estereoscopica

Estereomicroscopio binocular, SQZ-DS4-BI-35, Tecnival®, Brasil).
p

Secrecdo de insulina em ilhotas pancreéaticas incubadas

Em placas para cultura de células, grupos de 4 ilhotas/pogo serdo previamente
incubados por 1 ha 37 °C em 1 mL de solugdo Krebs-Ringer [(mmol/L): NaCl, 115;
NaHCOs;, 24; KCI, 1,6; MgCI6H0, 1; CaCl,2H,0, 1; SAB, 15; e pH 7,4] contendo
glicose a 5,6 mmol/L, oxigenada (O, 95% + CO,, 5%). Em seguida o sobrenadante sera
aspirado dos pocos e colocado 1 mL de uma nova solugdo Krebs-Ringer contendo uma
das diferentes concentracgdes de glicose [(mmol/L): 5,6; 8,3; 11,1; 16,7 ou 20,0, 24,0], e
entdo novamente incubadas por 1 h a 37 °C oxigenada (O, 95% + CO,, 5%). Ao final
da incubacéo o sobrenadante seré coletado dos pocos e congelado a -20 °C em freezer
(Freezer F250, Eletrolux®, Brasil) para a posterior dosagem de insulina pelo método de

radioimunoensaio (RIA).

Quantificacdo da expressao proteica

Apobs coletadas, as amostras teciduais serdo congelas a -80 °C (Sanyo Vip®,
MDF-U36V, Moriguchi/Osaka, Japan) para posterior quantificagdo de proteinas. Para a
quantificagdo proteica as amostras serdo descongeladas e sonicadas (2 vezes, 10 s;
Sonic Dismembrator Model 100, Fischer Scientific, Waltham/MA, USA) em 300 uL de
tampéo de lise [(mmol/L): HEPES, 50; MgCl,, 1; EDTA, 10 e Triton X, 1%] contendo
5 uL/ mL de coquetel de inibidores de proteases, Complete EDTA free (Roche®) e
centrifugadas (10,000 rpm, 4 °C/5 min). Aproximadamente 300 pL do sobrenadante
serdo coletados, e o conteldo total de proteinas serd determinado pelo método
estabelecido no kit BCA™ (Thermo Scientific®, Rockford/IL, USA) e lido em leitor
apropriado para microplacas (Multi-Mode Microplate Reader, FlexStation® 3 Benchtop,
Molecular Devices, Sunnyvale/CA, USA).

As amostras serdo tratadas com tampdo de Laemmli [glicerol, 20%; -
mercaptoetanol, 10%; 10% SDS (dodessil sulfato de sodio), 40%; Tris, 0,5 mol/L e pH
6.8, 0.5%; &gua deionizada e azul de bromofenol] (Laemmli, 1970) a 100°C/3 min.
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Quarenta microgramas (40 pg) de extrato total de proteinas de cada tecido seré separado
em gel de poliacrilamida SDS a 10% a 90 V/120 min (Mini-Protein Bio-Rad®). Em
seguida as proteinas serdo transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose
através do (Trans-Blot® SD Semi-Dry 15-Minutes Electrophoretic Transfer Cell Bio-
Rad®) e bloqueadas com 5% de leite desnatado em (Tris-HCI, 1 mol/L; NaCl, 5 mol/L e
Tween 20, 0.05%) a temperatura ambiente por 1,5 h sob agitacdo. Apds o bloqueio as
membranas serdo incubadas “overnight” a 4 °C sob agitagdo com anticorpo primario
especifico para a proteina de interesse. Em seguida serdo lavadas por trés vezes
consecutivas em TBS-Tween e incubadas por 1,5 h com anticorpo secundéario da mesma
espécie reativa do anticorpo primério utilizado anteriormente, diluido em (Tris-HCI, 20
mmol/L; NaCl, 137 mmol/L e Tween 20, 0.05%).

As proteinas imunorreativas serdo visualizadas com o uso de kit ECL (GE
Healthcare, Buckingham/Shire, UK) escaneadas através de leitor apropriado
(Amersham Storm™ 860 Imaging System, Gene Tool, Milpita/CA, USA). As bandas
serdo quantificadas por densitometria, usando o programa Image J 1.4 Software (Wayne
Rasband National Institute of Health, Bethesda/MA, USA).
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INTRODUCAO

O figado, por exceléncia, é o 6rgéo central do metabolismo, o que o torna alvo de
estudos bésicos (metabolismo priméario em geral) e aplicados (doencas metabdlicas, por
exemplo). Para tal, técnicas utilizando o 6rgéo integro(l) ou em fragBes celulares (1)

sdo de grande valor cientifico.
(1) O estudo do metabolismo no figado em perfusédo

A perfusdo do figado é uma técnica na qual os vasos aferentes (de entrada; veia
porta) e o vaso eferente (de saida; veia hepética) do 6rgdo séo canulados, de tal maneira
que o experimentador pode controlar a qualidade do liquido arterial e colher, para
posterior analise, o liquido venoso. Podem ser utilizadas bombas para impulsionar o
liquido de perfuséo através do 6rgdo ou a forca da gravidade. A microcirculacéo e as
relagdes intercelulares sdo, em geral, pouco alteradas.

No figado em perfusdo podem ser medidas varias vias metabolicas, como por
exemplo, a neoglicogénese, a glicélise, a glicogendlise, o consumo de oxigénio, a
cetogénese, a captacdo de acidos graxos, a frutdlise, o metabolismo do glicerol, a
biotransformagé&o de drogas e assim por diante.

A técnica admite algumas variantes, dependendo dos objetivos a serem atingidos. O

esquema da Figura 1.12 ilustra as principais partes do sistema de perfusdo



monovascular utilizado no Laboratério de Metabolismo Hepéatico da Universidade
Estadual de Maringéa. Ele é formado por duas bombas peristalticas (7 e 3 na Figura
1.12), um oxigenador de membrana (2) e pela camara do figado (1). A este sistema
estdo ainda acoplados um microeletrodo de platina (13) com polarégrafo (6), um
registrador potenciométrico (4), um banho-maria com bomba de circulagdo externa do
liquido (10), um cilindro contendo a mistura carbogénica (02:C02/95:5) (8) e uma
bomba de infuséo (5).

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro de aluminio ao redor do qual
estdo enrolados tubos de borracha silicone de parede fina (0,25 mm) e com
comprimento total de 15 metros. A cémara interna do cilindro de aluminio é
termostatizada pelo banho-maria com bomba de circulagdo externa. O cilindro de
aluminio esta separado do meio ambiente por uma cobertura cilindrica de plastico
transparente, mantendo-se no seu interior uma atmosfera de O2 e CO2, nas proporgdes

de 95:5.

Figura 1.12. Representacdo semi-esquematica da aparelhagem de perfusdo do Laboratério de
Metabolismo Hepatico da Universidade de Maringa. Os componentes estdo numerados: (1) camara do
figado mostrando a posi¢do do figado isolado e em perfusdo; (2) oxigenador de membrana com
aquecimento e troca simultanea de gases; (3) bomba peristaltica para o liquido arterial; (4) registrador
potenciométrico; (5) bomba de infusdo conectada a camara do figado; (6) polarégrafo conectado ao
registrador; (7) bomba peristaltica para o perfusado venoso; (8) cilindro contendo a mistura carbogénica;
(9) reservatorios do liquido de perfusdo; (10) banho termostatizado com bomba de circulagdo externa,
conectado ao oxigenador; (11) testemunho do fluxo de gas para o oxigenador; (12) crondmetro; (13)
eletrodo de platina e prata (eletrodo de oxigénio), conectado ao polardgrafo; (14) reservatorio para o
perfusado venoso; (15) colheita do para-fluxo (vazamento) e fluxo biliar; (16) valvula para regular o fluxo
de gas; (17) torneira para a troca de liquido de perfusao.
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A camara do figado é de acrilico transparente, contém um capta-bolhas (dispositivo
que impede a entrada de bolhas de ar no figado), uma cmara para a colheita de
amostras e um dispositivo de insercdo e fixagdo do eletrodo de platina. O liquido de
perfusdo é impulsionado pela primeira bomba peristaltica em dire¢cdo ao oxigenador.
Neste local ocorrem simultaneamente a oxigenacdo e o aguecimento para 37°C. A
dissolugdo do CO2 também diminui o pH de 7,6 para 7,4. O liquido segue para a
camara do figado, entra no 6rgédo pela veia porta e deixa-o pela veia hepética, sendo
colhido pela canula inserida na veia cava. Apds passagem pelo eletrodo de platina e
apds a colheita de amostras, o liquido remanescente é sugado pela segunda bomba
peristaltica para ser descartado. Substratos e drogas podem ser infundidos no liquido
entrante atraveés da bomba de infusdo ou diretamente dissolvidos no liquido de perfuséo,
sendo que a troca dos reservatorios pode ser feita através de uma torneira.

No procedimento cirargico da perfusdo monovascular canula-se a veia porta (via de
influxo do liquido de perfusdo) e a veia cava (via de efluxo do liquido de perfusdo vindo
da veia hepética). Para remocéo cirirgica do figado o rato é previamente anestesiado
com tiopental sédico (50 mg kg™). O animal deve ser deitado em decubito dorsal numa
plataforma ao lado da cadmara do figado. O abdémen é aberto longitudinalmente e o
tecido conjuntivo que cerca o figado é seccionado, mas com cuidado para evitar
hemorragias. O estdmago deve ser separado do esdfago da seguinte forma: fixam-se
duas ligaduras (fio cirdrgico ou de croché) ao redor do esofago, uma distal outra
proximal em relagdo ao estdbmago e corta-se o0 esdfago entre as duas ligaduras. A seguir
desloca-se o estbmago e os intestinos para o lado esquerdo do rato (direito do operador).
Este procedimento expde a veia porta e uma porgdo da veia cava inferior nas
proximidades do rim direito. A veia esplénica, que pode ser facilmente identificada
como uma ramificacdo da veia porta deve ser ocluida com uma ligadura. A seguir
colocam-se duas ligaduras frouxas ao redor da veia porta e uma ligadura frouxa ao redor
da veia cava, acima do rim direito. Neste momento convém verificar o fluxo de liquido
de perfusdo, oxigenado e aquecido, que deverd estar em torno 10 ml/minuto. A cénula
de insergdo na veia porta deve ficar preparada e ao alcance do operador. A sua
extremidade deve ser pontuda, sem ser cortante (plastico € melhor do que metal).
Segurando a veia porta com uma pinga fina o operador devera efetuar uma pequena
incisdo na veia porta. O tamanho desta incisdo deve levar em conta a espessura da
canula que se pretende inserir e deve situar-se a mais ou menos 1 cm do inicio da veia

esplénica. A seguir, segurando ainda a veia porta com a pinga, deve-se introduzir a
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ponta da canula na veia porta. Se o rato estiver proximo a cdmara do figado a torcéo da
canula impediré que ela escape, mesmo antes de ser amarrada. Assim o operador podera
posicionar a canula adequadamente antes de fechar as ligaduras. No posicionamento da
canula deve-se evitar que a ponta ultrapasse em mais de trés milimetros a bifurcacdo
que da origem & veia esplénica.

A canulagdo da veia porta, sob fluxo, deverd levar ao completo dessangramento do
figado, o qual assume uma cor marrom-avermelhada caracteristica. Se isto ndo ocorrer €
porque o procedimento ndo foi correto. Por exemplo, a canula pode ter sido colocada
numa posigéo tal que apenas um ou dois lobos séo irrigados. Se o dessangramento for
total deve-se fechar a ligadura da veia cava inferior e seccioné-la distalmente. Isto dara
vazdo ao liquido que estd sendo bombeado para a circulacdo do animal, evitando o
inchamento do figado e outros 6rgdos.

A seguir deve-se abrir o tdrax, cortando o esterno, o diafragma e as costelas para
exposicdo completa do coragdo. Colocam-se duas ligaduras frouxas ao redor da veia
cava e aumenta-se o fluxo para 20 ml por minuto. Os vasos em torno do coragéo incham
e isto facilita a insercdo superior da canula da veia cava sem fazer nenhuma inciséo.
Esta canula deve ser empurrada até ficar a dois ou trés milimetros do figado. O liquido
de perfusdo deve agora fluir apenas através dela. As ligaduras anteriormente colocadas
ao seu redor devem ser amarradas. Antes de amarrar a ligadura proximal (em relagéo ao
figado), convém amarrar num mesmo laco as porcBes anteriormente seccionadas do
diafragma. Isto evitara uma torcdo e o fechamento da veia cava, o que podera ser fatal
para o éxito do procedimento cirdrgico.

Para colocar o figado na plataforma, no entanto, deve-se remové-lo cortando por
baixo do diafragma até uma completa separacdo do 6rgdo do restante do animal.
Convém fazer isto com uma tesoura de pontas arredondadas, prestando muita atencéo
para ndo seccionar o figado. Um auxiliar deveré levantar o rato de tal forma que o
figado tenda a escorregar para baixo e para frente e para que o animal possa ser dobrado
para tras & medida que o corte prossegue. Isto facilita o procedimento e a visualizagéo
das estruturas. O operador deve segurar a canula da veia cava através das ligaduras que
deverdo ser cortadas apenas apds o posicionamento definitivo do figado na cAmara. O
fluxo ndo deve ser interrompido durante todo o processo.

Uma vez colocado na cadmara do figado, o fluxo através do 6rgdo deve ser ajustado

para valores que permitam oxigenagdo adequada (entre 4 e 5 ml por minuto por grama
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de figado), o que pode ser avaliado a partir da concentracdo venosa de oxigénio (nunca
inferior a 0,15 mM).

O tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato é o liquido de perfusdo padréo utilizado na
maioria dos experimentos. O pH deste tamp&o € inicialmente ajustado em 7,6; ap0s
saturacdo com a mistura de oxigénio:dioxido de carbono (95:5%) o pH desce,
automaticamente, para 7,4. Substratos, drogas e hormonios podem ser dissolvidos no
liquido de perfusdo nas concentracbes desejadas. Em geral adiciona-se certa quantidade
de albumina de soro bovino, que ajuda na manutenc¢éo da integridade do 6rgéo.

A gliconeogénese é uma via anabdlica responsével pela produgdo da glicose (em
condi¢Bes metabolicas especificas) a partir de precursores estruturalmente mais simples
como piruvato, lactato e alanina. Essa via pode sofrer a influéncia de certas drogas entre

elas o etanol.
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O lactato, por exemplo, sofre catabolismo e anabolismo ao mesmo tempo. O
anabolismo consiste principalmente na transformagdo do lactato em glicose. A infusdo
de lactato levard a formagdo de piruvato. Uma parte, relativamente pequena, do piruvato
sera transformada em acetil-CoA. Este Ultimo podera ser degradado no ciclo de Krebs
(catabolismo) ou ser transformado em acidos graxos e colesterol (anabolismo). Os

parametros mais faceis de serem medidos neste caso, no entanto, sdo a producdo de
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glicose e piruvato, e o consumo de oxigénio. A glicose é liberada em sua maior parte
porque a velocidade de sintese de glicogénio é muito menor que a producéo de glicose.
Piruvato é liberado em sua maior parte porque a velocidade de sua producgéo é superior
a capacidade das células de oxida-lo na cadeia respiratoria. A maior parte do consumo

de oxigénio nas células hepaticas se deve a oxidacdo de acidos graxos end6genos.

(1) O estudo do figado em fracdes celulares

O estresse oxidativo € uma condicéo bioldgica em que ocorre desequilibrio entre
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a sua remocéo pelos sistemas de
defesa antioxidante. O estresse oxidativo é uma condi¢do celular ou fisioldgica de
elevada concentragdo de ROS que causa danos moleculares as estruturas celulares com
consequente alteracdo funcional e prejuizo das fungBes vitais em diversos tecidos e
6rgdos, tais como musculo, figado, tecido adiposo e cerebral (Halliwel, 1994). No
entanto, o efeito deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo
para 0 outro, de acordo com a idade, o estado fisiologico e a dieta. Em humanos, o
estresse oxidativo encontra-se ligado a diversas doencas, como a aterosclerose, a doenca
de Parkinson e a doenca de Alzheimer.

Em condigBes fisioldgicas aproximadamente 1 a 5% do oxigénio consumido
pelas mitocdndrias é convertido em ROS e radicais livres devido a incompleta redugéo
do oxigénio por reagdes de transferéncia de elétrons. As espécies reativas de oxigénio
incluem o radical superéxido (¢O3"), peroxido de hidrogénio (H,0,), e o radical hidroxil
(OH's). Estas sdo em geral eliminadas por um sistema de defesa antioxidante, que
consiste de enzimas que varrem radicais livres e moléculas de baixo peso molecular
com atividade antioxidante. Quando as ROS escapam do sistema antioxidante, estas
causam dano oxidativo lesando macromoléculas como DNA, proteinas, e lipidios, além
de mutagdes no DNA mitocondrial (mitDNA). O mitDNA com lesGes oxidativas e com
mutaces sdo transcritos e traduzidos em subunidades protéicas defeituosas que compde
a cadeia respiratdria. O prejuizo na cadeia respiratdria resultam em perda progressiva da
sintese de energia (ATP), como também gera mais ROS via vazamento de elétron, e
consequentemente maior nimero de lesdes oxidativas e mutacdes no mitDNA. Este
circulo vicioso é acelerado com o avanco da idade resultando em acimulo de danos em

macromoléculas e mutacBes no mitDNA, levando a um prejuizo mitocondrial e a um
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progressivo declinio das funcbes bioenergéticas das células durante o processo de
envelhecimento (Linnane et al., 1989; Wei, 1992).

Enquanto algumas formas de ROS podem ser altamente reativos no organismo
atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com os lipidios. Existem
ainda alguns que sdo pouco reativos, mas apesar disso podem gerar espécies danosas. O
radical HOe € o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida muito curta
dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais frequentemente atacam as
moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturagbes. O peroxido de
hidrogénio (H,0,) é pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia de metais
de transicdo. No entanto, exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de
transpor as membranas celulares e facilmente gerar o radical hidroxila. Ele somente
oxida proteinas que apresentem residuos de metionina ou grupos tiol muito reativos, por
exemplo GSH. J4 o radical anion superéxido (O’ ao contrario da maioria dos radicais
livres é inativo. Em meio aquoso, sua reacéo principal é a dismutacéo, na qual se produz
uma molécula de peroxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio (Barreiros e
David, 2006).

Os radicais livres promovem reacBes com substratos bioldgicos podendo
ocasionar danos as biomoléculas e, consequentemente, afetar a saide humana. Os danos
mais graves sdo aqueles causados ao DNA e RNA. Se a cadeia do DNA ¢é quebrada,
pode ser reconectada em outra posicédo alterando, assim, a ordem de suas bases. Esse é
um dos processos bésicos da mutacdo e o acumulo de bases danificadas pode
desencadear a oncogénese. Uma enzima que tenha seus aminoéacidos alterados pode
perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade diferente. Ocorrendo na membrana
celular, a oxidacéo de lipidios interfere no transporte ativo e passivo normal através da
membrana, ou ocasiona a ruptura dessa, levando & morte celular. A oxidacéo de lipidios
no sangue agride as paredes das artérias e veias, facilitando o acumulo desses lipidios,
com consequente aterosclerose, podendo causar trombose, infarto ou acidente vascular
cerebral.

O maior sistema antioxidante que protege o organismo contra as ROS é
composto por enzimas e moléculas bioldgicas que sdo capazes de neutralizar os radicais
livres, entre estas incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), além das moléculas glutationa
reduzida (GSH), vitamina C e vitamina E. O aumento do dano oxidativo observado, por

exemplo, durante o envelhecimento, pode ser devido ao insuficiente sistema de defesa
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antioxidante, assim como também de uma sintese desregulada de radicais livres, 0s

quais promovem danos acumulativos em macromoléculas (Reiter, 1995).

OBJETIVOS

Conhecer metodologias que permitem o estudo das vias metabolicas bem como do
estresse oxidativo.

Para isso, Demonstrar a técnica de perfusdo em figado de rato analisando o efeito do
etanol sobre a gliconeogénese hepética e as alteraces no estresse oxidativo causadas

por essa droga.

ROTEIROS DOS EXPERIMENTOS

(1) Metodologia da perfuséo hepética

O procedimento descrito abaixo deverd ser executado com o figado de animal em
jejum prévio de 24 horas. Isto ird& minimizar a interferéncia do catabolismo do

glicogénio nos parametros medidos.

1. Solugdes para a perfuséo

1) Solugdes estoque para o tampéo Krebs/Henseleit-bicarbonato: solugdo A: NaCl
(2,32 M; concentracao final: 116 mM); solugdo B: NaHCO; (0,5 M; final: 25 mM);
solugdo C: KCI (0,118 M; final: 5,9 mM), Na:SO. (24 mM; final: 1,2 mM), MgCl,
(23,6 mM; final: 1,18 mM); NaH,PO4 (24,8 mM,; final: 1,24 mM); solugéo D: CaCl;
(50 mM; final 2,5 mM).

2) Tampéao Krebs/Henseleit-bicarbonato puro: tomar 2400 mL de agua destilada e
150 mL de cada uma das solucGes estoque A, B, C e D, adicionar 0,75 g de albumina e
acertar pH para 7,6 (volume final de 3000 mL).

3) Tampéao Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo lactato 2 mM: tomar 1600 mL de
tampé&o Krebs/Henseleit-bicarbonato puro e dissolver 893 uL de lactato.

4) Tampéo Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo lactato 2 mM e etanol 20 mM:
tomar 800 mL de tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo lactato 2 mM e
dissolver 932 pL de etanol para uma concentra¢do final igual a 20 mM; e ajustar o pH

em 7,6.
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2. Solucgdes para as dosagens

1) Mistura reagente para a dosagem enzimatica de lactato: 35 ml de tampé&o glicina
0,1 M/hidrazina 0,4 M a pH 9,0; 0,035 g de NAD"; 40 pl da suspensdo de lactato
desidrogenase.

2) Reagentes para dosagem de glicose: reativo de trabalho pronto do kit; solugdo
padrédo de glicose (0,5 mM).

3. Principios das dosagens

3.1. Piruvato
Método enzimatico segundo Bergemeyer (1974). A reacdo catalisada pela lactato
desidrogenase (LDH):

L-Lactato + NAD" g—=tco deldogenase, niruvato + NADH + H*
Pode-se medir espectrofotometricamente a 340 nm (¢ = 6,22 mM™ cm?) o

desaparecimento de NADH (dosagem de piruvato). O equilibrio favorece a oxidac¢do do
NADH.

3.2. Glicose
A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) a 4cido glucdnico e
agua oxigenada. Esta ultima, na presenca de peroxidase (POD), produz a conjugacéo do
fenol presente na solugdo com a 4-aminofenazona, dando lugar a um composto colorido

que absorve luz a 505 nm. Esquematicamente:
. GOD L, . ~ .
Glicose + O2 + H,O —— é&cido glucénico + H;0,

. POD . .
2H,0; + 4-aminofenazona + fenol — > 4-(p-benzoquinona-monoimino)fenazona +
4H,0
A intensidade da cor formada é diretamente proporcional & concentracdo de glicose

presente na amostra.

4. Protocolo experimental

1) Anestesiar um rato em jejum prévio de 24 horas com tiopental, utilizando uma dose
de 50 mg/kg. Injetar intraperitonealmente na forma de solugéo aquosa (50 mg/ml).

2) Isolar o figado de acordo com o procedimento cirurgico ja descrito.

3) Perfundir com tampédo Krebs/Henseleit-bicarbonato, de acordo com o esquema

abaixo:
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Infusdo de Etanol 20 mM

Infusdo de Lactato 2 mM

10 20 30 40
Tempo de perfusio (minutos)

o=

1
50

rrr T
1 2 3 4 5 6 7 8B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Coleta de aliquotas do perfusado efluente (a cada dois minutos)

4) Iniciar a colheita de amostras de 2 ml do perfusado efluente de acordo com o

esquema acima, logo apoés a estabilizagdo do consumo de oxigénio.

5) Registrar as variagdes no consumo de oxigénio.

5. Procedimentos para as dosagens enzimaticas
5.1. Piruvato

Amostras: 0,4 ml da mistura reativa + 0,8 ml de perfusado.

Branco: 0,4 ml da mistura reativa + 0,8 ml de solucéo de Krebs/Henseleit-bicarbonato.

Deixar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos; ler a 340 nm
5.2. Glicose
Amostras: 0,8 mL da mistura reativa + 0,4 mL de perfusado.

Padréo: 0,8 ml da mistura reativa + 0,4 ml de solucéo padréo de glicose.

Branco: 0,8 ml da mistura reativa + 0,4 ml de solucéo de Krebs/Henseleit-bicarbonato.

Banho-maria a 37°C por 20 minutos; leitura a 505 nm.

6. Procedimentos para a avaliagio da concentragdo venosa de oxigénio

Um polardgrafo adequado para o registro do consumo de oxigénio pelo figado devera

ter um sistema de compensagédo (deslocamento de ponto nulo) para poder operar com

grande sensibilidade.

(1) No inicio o liquido de perfusdo est4 saturado com ar e o registrador mostra uma
linha estavel que corresponde a concentragdo de oxigénio de uma solucdo salina
saturada com ar; a 37°C e a pressdo atmosférica, esta concentragdo é aproximadamente

igual a 190 uM (237 uM a 25°C); no papel do registrador isto corresponde a x cm desde

0 ponto nulo (zero na escala da esquerda).
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(2) Apos a substituicdo do ar pela mistura carbogénica (0,:CO, .. 95:5), a concentracéo
do oxigénio aumenta e, depois de algum tempo, estabiliza-se em torno de 860 uM; este
valor decorre do fato de que a pressdo parcial do oxigénio na mistura carbogénica
supera em 95%/21% = 4,52 vezes a pressdo parcial no ar (i.e., 190 uM x 4,52 ~ 860
uM); a deflecgdo do registrador ultrapassaria os limites do papel; para que isto ndo
aconteca sera necessario compensar, isto é, deslocar o ponto zero no registrador, que
passa a situar-se fora do limite do papel.

(3) Depois desses procedimentos o figado, preparado cirurgicamente conforme descrito,
é colocado na camara.

(4) A concentracdo do oxigénio no perfusado efluente é agora menor que 860 uM por
causa do seu consumo pelas células hepaticas; este consumo tende a ser maior no inicio,
0 que corresponde a fase de recuperacdo da andxia a que o figado foi submetida durante
a cirurgia. O consumo de oxigénio logo tende a estabilizar-se, no entanto, atingindo um
estado estacionério.

(5) A concentragdo de oxigénio no perfusado venoso neste estado estacionario ou em
qualquer outra fase pode ser determinada medindo-se a distancia entre o ponto nulo e a
posicdo do tragado da pena e usando a concentragdo de 190 puM como valor de
calibracéo ao qual corresponde uma distancia de x cm entre o ponto zero e o tragado da
pena. A distancia entre o ponto nulo e a posi¢éo do tracado da pena corresponde az +y,
isto €, deve-se levar em conta os deslocamentos de ponto nulo efetuados; a formula final

sera:

)= (zcm+ycm)-190 uM
xcm

Concentracao venosa de oxigénio (uM

7. Célculo dos fluxos metabdlicos
Os fluxos metabdlicos serdo expressos em pmol por minuto por grama de figado (pmol

min' g'). A férmula geral para o calculo nas dosagens espectrofotométricas é:

Fluxo metabdlico = fator x absorbancia
O fator para as dosagens enzimaticas com NAD'-NADH é dado por:

_ diluigéo x fluxo (ml/min)
6,22 x peso do figado (g)

Fator
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O fator para a dosagem enzimaética da glicose é:

Fator — fluxo (ml/min) x concentragdo do padréo
peso do figado (g) x absorbanciado padréo

Para o consumo de oxigénio, a formula a ser usada sera:

fluxo x (concentracéo arterial — concentragio venosa)

Consumode oxigénio =
g peso do figado (g)

A concentracdo arterial é constante e igual a 0,86 pmol/ml (ou 860 puM) e a

concentragao venosa € obtida conforme descrito acima.

8. Resultados
Faca um gréfico mostrando a varia¢do dos fluxos metabdlicos em funcdo do tempo de
perfusdo; assinale com barras horizontais as alteracdes na composicdo do liquido de

perfuséo.

9. Discussao dos resultados

Procure responder e discutir as seguintes questoes:

(a) Quais séo as alteragdes causadas pela infuséo do lactato no sistema de perfuséo?

(b) Se tomarmos a liberacdo da glicose como uma medida da gliconeogénese, qual sera
a velocidade de consumo de ATP (em pmol min™ g™*) nesta via?

(c) A producdo de ATP necesséria para suprir a via gliconeogénica é proveniente
principalmente de qual processo metabdlico?

(d) Qual é a logica das alteragdes provocadas pela infuséo do etanol?

(1) Estresse oxidativo

1) Preparagdo do homogenato de figado para determinagdo dos contetdos de
glutationa reduzida, glutationa oxidada e niveis de lipoperoxidacédo

Os conteudos de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), assim
como o nivel de peroxidacéo lipidica serdo determinados no homogenato de figados de
ratos. Para a realizagdo destes ensaios, figados de ratos em jejum serdo perfundidos com

tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato. Apds um periodo de pré-perfuséo de 10 minutos,
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serd infundido L-lactato 2 mM por um periodo de 30 minutos, na auséncia ou na
presenca de etanol 20mM nos ultimos 20 minutos. Apds a perfusdo, o figado sera
clampeado em nitrogénio liquido, pesado e separado em duas porcdes. Cada porgéo seréd
entdo homogeneizada com homogeneizador Van Potter em meio de extragdo especifico,
de acordo com 0s metabdlitos a serem avaliados.

Para a determinagdo dos conteldos de glutationa reduzida (GSH) e glutationa
oxidada (GSSG), uma pequena porcdo de figado (em torno de 3,0 g) serd
homogeneizada em cerca de 12 ml de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA 1,0 mM,
Hepes 10 mM (pH 7,2), mantido resfriado (H1). Para a avaliacdo dos niveis de
lipoperoxidagéo, outra porcdo do figado (3,0 g) serd homogeneizada em cerca de 12 ml
de KCI 1,15% mantido resfriado (H2). Em ambos o0s casos, sera realizada a dosagem de

proteinas.

2) Dosagem Fluorimétrica de GSH

A concentracdo de GSH sera determinada fluorimetricamente, conforme descrito
por Hissin e Hilf (1976), com algumas modificagdes. A pH 8,0, a GSH reage com o-
ftaladeido (OPT) produzindo um produto fluorescente. Assim, para a realizagdo destes
ensaios, aliquotas de 25 pl de homogenato (H1) serdo adicionados a frascos Eppendorf,
contendo 1,0 ml de meio contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e Hepes 10 mM, pH
7,4 (Meio de precipitacdo). A esta mistura serdo adicionados 500 pl de &cido
tricloroacético (TCA) 15%. Apods centrifugacdo a 10.600 x g (9800 rpm) por 3,0
minutos, o conteddo de GSH sera dosado, através da adi¢do de aliquotas de 100 pl de
sobrenadante a 2 ml de tampé&o fosfato 0,1 M + EDTA 5,0 mM (TPE), pH 8,0. Para
avaliacdo do conteido de GSH, serdo realizados padrdes, através da adi¢do de 40 ul de
GSH 1,0 mg% (dissolvido em agua) e brancos, através da adicdo de 100 pl de &gua
destilada em 2mL de TPE.

A adigdo de 100 pl de o-ftalaldeido 1 mg/mL (OPT — preparado em metanol),
resulta na formacdo de um produto altamente fluorescente, com o méximo de
fluorescéncia sendo obtido apos cerca de 15 minutos, em temperatura ambiente. Apds
este periodo, o fluor6foro GSH-OPT, que apresenta um pico de ativacdo a 350 nm e um
pico de emisséo de fluorescéncia a 420 nm, serd dosado em espectrofluorimetro.

Apos a realizacdo da primeira leitura, uma segunda leitura serd realizada 15

minutos apés a adicdo, as amostras, de 40 pl de GSH 1,0 mg%; este segunda leitura,
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tem como finalidade eliminar interferéncias, causadas pela presenca de proteinas, sobre
a fluorescéncia do composto GSH-OPT (quenching). Assim, a quantidade de GSH

existente no tecido hepatico sera calculada de acordo com a férmula:

F

Am "

QGSH = C adréo x ~ FBCO x . 15
P F(Padrao + Amostra)— Fam mg de proteina do homogenato

onde:

Cradrio = Concentragéo de padrdo GSH, ou seja, 0,4 ug (40 ul de GSH 1,0 mg%).
Fam = Fluorescéncia da Amostra.

Fgco = Fluorescéncia do Branco.

F(Padrdo + Amostra) = Fluorescéncia do padréo + Fluorescéncia da Amostra.

F

Am_F

Qasn =| 0,4 Hg x = B0 x p L
F(Padrao + Amostra)— Fam mg de proteina do homogenato

Desta forma, a concentracdo de GSH sera expressa em termos de pg de GSH por

miligrama de proteina presente no homogenato (H1).

3) Dosagem Fluorimétrica de GSSG

A concentragdo de GSSG serd determinada fluorimetricamente, também
conforme descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas modificagfes. Assim, para a
realizacdo destes ensaios, aliquotas de 50 pl de homogenato (H1) serdo adicionados a
frascos Eppendorf, contendo 1,0 ml do mesmo meio de precipitacdo utilizado na técnica
de GSH. A esta mistura serdo adicionados 500 pl de &cido tricloroacético (TCA) 15%.
Apos a centrifugagdo a 10.600 x g (9800 rpm), por 3,0 minutos o contelldo de GSSG
serd dosado, através da adigdo de aliquotas de 500 ul de sobrenadante a 200 ul de NEM
0,04 M (N-etilmaleimida). As amostras serdo mantidas em temperatura ambiente e apds
30 minutos serdo adicionados 4.3 ml de NaOH 1 M. Aliquotas de 100 ul dessa solugéo
seréo adicionadas a tubos de ensaio contendo 1.8 ml de NaOH 1M. Para a determinacéo
da concentracdo de GSSG também serdo realizados padrdes de GSSG, atraves da adigao
de 40 pl de GSSG 1,0 mg% (dissolvido em &gua) em 1.8 ml de NaOH 1M e brancos,
através da adicdo de 100 pl de &gua destilada em 1.8 ml de NaOH 1M.
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Posteriormente, serdo adicionados 100 pl de o-ftalaldeido 1 mg/mL que resulta
na formacdo de um produto altamente fluorescente, com o méximo de fluorescéncia
sendo obtido ap6s cerca de 15 minutos, em temperatura ambiente. Apds este periodo, o
fluor6foro GSSG-OPT, que apresenta um pico de ativacdo a 350 nm e um pico de
emissdo de fluorescéncia a 420 nm, serd dosado em espectrofluorimetro.

Apos a realizacdo da primeira leitura, serdo adicionados 40 ul de GSSG 1,0
mg% aos tubos de amostras, e apds 15 minutos seré realizada uma segunda leitura; esta
segunda leitura, tem como finalidade eliminar interferéncias, causadas pela presenca de
proteinas, sobre a fluorescéncia do composto GSSG-OPT (quenching). Assim, a
quantidade de GSSG existente no tecido hepatico sera calculada também de acordo com
a formula para contedo de GSH, considerando-se uma diluicdo na quantidade de

proteina de dez vezes.

4) Determinagdo dos niveis de lipoperoxidagao de membranas

A lipoperoxidagdo sera determinada utilizando o método do TBARS
(substéancias reativas ao acido tiobarbiturico - TBA), pelas quantidades de malonaldeido
produzidas (Ohkawa et al, 1979). O malonaldeido (MDA) - produto secundario da
peroxidacdo lipidica — reage colorimetricamente com TBA e pode ser dosado
espectrofotometricamente a 532 nm. Para dosagem de MDA, 50 uL de homogenato
(H2) serdo adicionados a tubos de vidro com capacidade de 10 mL e com rosca,
contendo 150 puL de agua bidestilada (diluicdo de 4 vezes). Serdo realizados tubos-
padrdes — através da diluicdo de 100 puL de MDA 200 uM em 100 puL de &gua
bidestilada — e tubos-branco, os quais conterdo 200 pL de agua. Em seguida, seréo
adicionados aos tubos branco, padréo e aqueles contendo amostras, 200 uL de SDS
8,1%, 1,5 mL de acido acético 20%, 1,5 mL de TBA 0,67% e 96 uL de &gua
bidestilada. Os tubos serdo entdo homogeneizados delicadamente e incubados a 95°C
por 60 minutos. Apds o periodo de incubacdo os tubos serdo resfriados em banho de
gelo e o complexo MDA-TBA sera entdo extraido com 4 mL de n-butanol-piridina
(15:1). Apds agitacdo em vortex e centrifugacdo a 2.340 x g (4.600 rpm), por 10
minutos, a absorbancia da fase organica (superior) serd medida em espectrofotometro a
532 nm. A quantidade de MDA existente nas amostras ser& determinada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar do TBA de 1,56 x 10° M™*.cm™, de acordo com a seguinte

formula:

290



Abs Am 8 4.0
g mg de ptna

Q MDA —
Onde

Qwmpa = Quantidade de MDA

¢ = Coeficiente de extingdo molar do TBA

A guantidade de MDA existentes na amostra sera entdo expressa em termos de

nmol de MDA x mg de peso Gimido do figado™.

5)Guia Prético
1. Preparacdo do Homogenato de figado
v" Pesar aproximadamente uma porcao de figado ( 3 g) e homogeneizar em 12 ml
do meio de extragdo para dosagem de GSH e GSSG utilizando um

homogeneizador Van Potter:

Meio de extragdo do homogenato para dosagem de GSH e GSSG (H1)

Solucéo estoque Volume (mL) Concentracao final (mM)
Sacarose 2M 7,25 250

EGTA 0,2M 0,25 1

HEPES 0,5M 1 10

Agua g.s.p 50ml 425

Ajustar pH =7,2

v" Outra porgdo de figado (3 g) devera ser homogeneizada em meio de KCI 1,15%
para dosagem de TBARS:

Meio de extra¢do do homogenato para TBARS (H2)

KCL 1,15%
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2. Procedimento para a dosagem de proteinas
No dia do experimento, misturar os reativos a, b e ¢, na seguinte ordem e
volumes: 0,2 ml de b, 0,2 ml de ¢ e 20 ml de a (rigorosamente nesta ordem).
Diluir o homogenato 1 e 2, 100 vezes (990 pL de dgua + 10 pL da amostra do
homogenato).

v" Adicionar em tubos de ensaio (Triplicata)

Dosagem de proteinas

Branco Padréao Amostra
Agua 100uL - -
Padréo - 100 pL -
Amostra diluida - - 100 pL
Mistura reativa 1000 pL 1000 pL 1000 pL
AGITAR CADA TUBO E AGUARDAR 10 MIN. (AMBIENTE)
Folin 1N 100 pL 100 pL 100 pL

AGITAR CADA TUBO E AGUARDAR 10 MIN. (AMBIENTE)

Apo6s os 10 minutos em temperatura ambiente, realizar a leitura das amostras e
padréo, em espectrofotdmetro a 700 nm, contra o branco.
A concentracdo de proteina sera calculada com base na absorbancia encontrada

para o padrdo albumina 20 mg%.

3. Dosagem Fluorimétrica de GSH

v" Adicionar em Eppendorf

25pL de homogenato (H1)

1mL de meio de precipitacéo

500uL de TCA 15%

CENTRIFUGAR POR 3 MINUTOS - 9800rpm

© O O O

292



Meio de precipitacéo

Solucéo estoque
Sacarose 2M
KCL 1M
HEPES 0,5M
Agua g.s.p 25ml

Volume (mL) Concentracéo final (mM)
1,562 125

1,625 65

0,5 10

21,312

AjustarpH=7,4

v" Adicionar em tubos de ensaio pequenos

Branco Padréo Amostra
TPE (pH 8,0) 2ml 2ml 2ml
Agua 100puL 60pL -
Padréo - 40uL -
Amostra - - 100pL
OPT 100pL 100pL 100pL

Apos adicionar OPT em todos os tubos, aguardar 15 minutos e realizar leitura no

fluorimetro (350 excitacdo; 420 emissao).

Apos realizar a leitura, adicionar 40pL de padrdo GSH nas amostras, aguardar

15 minutos, e realizar leitura novamente.

4. Dosagem Fluorimétrica de GSSG

v" Adicionar em Eppendorf

© O O O

50pL de homogenato (H1)

1mL de meio de precipitacdo da técnica do GSH
500uL de TCA 15%

CENTRIFUGAR POR 3 MINUTOS - 9800rpm

v Adicionar em tubos de ensaio grandes (MIX)
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0 200 pL de NEM
0 500 pL de sobrenadante

Incubar por 30 minutos em temperatura ambiente e adicionar:

o 4,3 mlde NaOH 0,1M.

v Adicionar em tubos de ensaio pequenos

Branco Padréo Amostra
NaOH 0,1M 1.8ml 1.8ml 1.8ml
Agua 100puL 60pL -
MDA 200 uM - 40pL -
Amostra (MIX) - - 100uL
OPT 100pL 100pL 100pL

Apos adicionar OPT em todos os tubos, aguardar 15 minutos e realizar leitura no

fluorimetro (350 excitacdo; 420 emissao).

Apos realizar a leitura, adicionar 40uL de padrdo GSSG nas amostras, aguardar

15 minutos, e realizar leitura novamente.

5. Determinacao dos niveis de lipoperoxidacdo de membranas (TBARS)

v" Adicionar a todos os tubos de vidro com rosca
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Branco Padréo Amostra
Acido acético 20%  1,5ml 1,5ml 1,5ml
TBA 0,67% 1,5ml 1,5ml 1,5ml
SDS 8,1% 200pL 200pL 200pL
Agua 600uL 600uL 600uL
AGITAR TODOS OS TUBOS
Agua 200uL 100puL 150puL
Padrédo de MDA - 100uL -
Amostra (H2) - - 50 pL

AGITAR TODOS OS TUBOS E INCUBAR POR 60 MIN. A 95°C

v" Adicionar em todos os tubos cdnicos com rosca

0 4mL de butanol-piridina

v' Apds a incubacdo em banho maria os tubos com rosca serdo rapidamente

resfriados e o conteido serd transferido para os tubos cdnicos contendo butanol-

piridina.

v" Agitar os tubos cdnicos no vortex e centrifugar a 4600 rpm por 10 minutos.

v" Pipetar a fase organica (superior) em tubos de ensaio (1ml aprox.) e realizar

leitura em espectrofotdmetro a 532nm (LEITURA CONTRA BUTANOL).
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INTRODUCAO

Apos o surgimento da parede celular secundaria as plantas desenvolveram a
rigidez e hidrofobicidade necessarias para a conducdo da agua, necessaria para viver em
ambientes terrestres secos (Boerjan et al., 2003). A parede celular, em geral, é formada
por uma combinacdo de polimeros e, entre eles, os polissacarideos representam a maior
parte (80-90%) e estdo distribuidos em trés classes: celulose, hemiceluloses e pectinas
(Buckeridge, 2006).

Microfibrilas

Celulose




A lignina e a celulose formam a lignocelulose, que compde quase a totalidade
dos rejeitos de plantas utilizados como matéria-prima pela inddstria, como o bagaco e a
palha. O potencial da biomassa como matéria-prima € ainda mais contundente se forem
consideradas outras lavouras como a soja, milho, trigo, arroz e aveia (Souza e Macedo,
2010).

A celulose, principal componente da biomassa, é formada por uma cadeia linear
de moléculas de glicose ligadas entre si. Estas ligacdes quimicas guardam energia livre
e podem ser quebradas para liberar aglcares fermentaveis. Entretanto, a celulose é
muito bem protegida pelas plantas, a fim de que ndo sejam facilmente utilizadas por
predadores. Portanto, o rendimento liquido da converséo da celulose em glicose livre, e
a seguir em etanol, é pouco eficiente com as tecnologias disponiveis. Tornar 0s
rendimentos favoraveis possibilitara o melhor aproveitamento dessa rica matéria prima
natural encontrada ndo s6 no bagaco da cana, mas em outras fontes de biomassa vegetal
(serragens, palhadas, cascas) atualmente desperdigadas ou subutilizadas (Buckeridge et
al., 2010).

A desmontagem bioquimica — controlada — da parede celular tem sido proposto
como alternativa para tornar vidvel o uso dos polissacarideos como fonte de aglcares
fermentiveis. Este processo deve preservar intactos 0s monossacarideos que serdo
usados para a fermentacdo. O desenvolvimento de tecnologias capazes de desmontar a
parede celular vegetal requer o aprofundamento do nosso conhecimento sobre a
estrutura da lignina e da rede de polimeros que constitui a parede celular. Além disso, o
conhecimento das propriedades fisicas e bioldgicas da parede celular em diferentes
tecidos e drgdos bem como das suas vias de sintese pode ser usado para modificar as
caracteristicas da parede para uso industrial ou alimentar.

Depois da celulose, a lignina é o polimero mais abundante das paredes celulares
(Polle et al.,, 1994). Ela reduz a digestibilidade dos polissacarideos de plantas
forrageiras, afeta a qualidade do papel e reduz a producédo do bioetanol de segunda
geracdo. Os principais programas de pesquisa e desenvolvimento envolvendo a lignina
buscam reduzir seu contetdo, com o intuito de melhorar a producéo de biocombustivel
a partir da celulose (Li et al., 2008).

A lignina é um polimero de constituicdo dificil de ser estabelecida, devido a
complexidade de sua formacdo, as modificagOes estruturais durante seu isolamento das
paredes celulares, a variacdo na sua composi¢cdo monomérica e as ligacbes covalentes

entre a parede celular e outros compostos (carboidratos, proteinas, compostos
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fendlicos). Dado que a deposicéo e composicao da lignina podem variar com a camada,
o tipo de parede celular e com a espécie (Anterola et al., 2002), varios métodos tém sido
aplicados para estuda-la de forma complementar. Muito do conhecimento sobre sua
estrutura deriva dos métodos de quantificacéo total e as estimativas dos componentes
monoméricos (Micic et al., 2002).

A lignina é formada por uma mistura racémica de heteropolimeros aromaticos,
composto principalmente, de trés hidroxicinamil alcoois (p-cumaril, coniferil e sinapil)
que diferem no seu grau de metoxilacdo. Eles correspondem as unidades monoméricas
p-hidroxifenil, guaiacil e siringil (H, G e S, respectivamente; Li et al., 2008). Entretanto,
além de seus componentes bésicos, a lignina apresenta outros componentes, que embora
presentes em menor quantidade, sdo igualmente importantes para a determinagdo das
propriedades e funcdes desse polimero.

Compostos fenolicos como os acidos p-cumarico e ferdlico sdo componentes da
lignina e estdo ligados & parede celular, juntamente com dimeros do é&cido ferulico
(Barriereet al., 2009). Os residuos de &acido ferulico parecem funcionar como sitios de
nucleagdo para a polimerizacdo de lignina (Ishii, 1997), fornecendo pontos de
crescimento para o polimero e ligaces na parede celular (Jacquetet al., 1995). O &cido
fertlico pode ser esterificado com polissacarideos da parede celular, principalmente a
glicuronoarabinoxilanos, enrijecendo-a e restringindo o crescimento celular (Sanchez et
al., 1996; Lam et al., 2001).
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Vérias enzimas estdo envolvidas na sintese de lignina, sendo a sequéncia
metabdlica que conduz a esse processo conhecida como via de fenilpropenoides,

descrita, simplificadamente, na figura 1.

C4H o PAL HN_ O
— A
< { 7 OH « S « From shikimate pathway
p-Coumaric acid Cinnamic acid Phenylalanine
i 4CL
R CCR — L CAD =, CHOH
oy 7/ SCoA "y mHO{ 7/ H ——p HO{ »  Hydroxycinnamil monolignol
p-Coumaroyl CoA p-Coumaraldehyde p-Coumayl alcohol
l HCT 1
— ,*’O
Ho<. /" O-Shikimate L
p-Coumaroyl
Shikimate quinate I
i C3H
. G
Ho< /" O-Shikimate CHO_ O CAD MO _uom
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> /4
CH,0 CH,0 N
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Fig. 1. Via dos fenilpropenoides e biossintese da lignina simplificada destacando a producédo de acido
fertlico (dos Santos et al., 2008). (PAL, fenilalanina amonia liase, C4H, cinamato 4-hidroxilase, 4-CL,
4-cumarato:CoA-ligase, HCT, hidroxicinamoil-CoA chiquimato/quinato transferase, C3H, p-
cumaroilchiquimato/quinato  3*-hidroxilase, CCoAOMT, cafeoil-CoA O-metiltransferase, CCR,
cinamoil-CoA redutase, F5H, ferulato-5-hidroxilase, COMT, &cido cafeico O-metiltransferase, CAD,
cinamil alcool desidrogenase, ALDH, Aldeido desidrogenase).

A primeira reacdo da via dos fenilpropendides é catalisada pela fenilalanina
amonia liase (PAL), que converte L-fenilalanina em &cido trans-cindmico. A 4-
cumarato:CoA ligase (4-CL) catalisa a formac&o de tioésteres CoA dos &cidos cindmico,
p-cumarico, cafeico, feralico e 5-hidroxifertlico. Outra etapa na via de sintese de
fenilpropendides de grande importancia no desenvolvimento de plantas € a que gera
fendlicos precursores para a sintese e deposicdo de lignina na parede celular. Esses
precursores sdo relatados por Hahlbrock e Scheel (1989) como sendo mondmeros de
alcoois cinamilicos, hidroxilados e metoxilados, que sdo sintetizados em dois passos

pela cinamoil-CoA redutase (CCR) e cinamil alcool desidrogenase (CAD).
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b)

A coniferaldeido desidrogenase (CALDH) é uma proteina que exerce atividade
catalitica oxidando irreversivelmente moléculas de coniferaldeido, reduzindo NAD(P)+

e formando &cido ferulico.

NAD* NADH+H"
H=—c?" CH=CH —c‘fu
“H oH
HLO
& _
3 coniferyl aldehvde
OH dehydrogenase OH

coniferyl aldehyde ferulic acid

Fig. 2. CALDH, codificada por calB, catalisa a oxidagdo NAD'-dependente do coniferaldeido a acido
fertlico (Achterholt et al. 1998).

Considerando que o &cido fertlico aumenta a recalcitrancia da parede celular,
algumas técnicas estdo sendo pesquisadas no intuito de diminuir sua producéo.
Ferramentas de bioinformatica vém sendo aplicadas neste sentido para construgdo,
simulac&o e andlise de estruturas 3D na prospeccéo de inibidores enziméticos.

A modelagem por homologia comparativa é usualmente o método de escolha
quando existe uma clara relagdo de homologia entre a seqiiéncia da proteina alvo e pelo
menos uma estrutura 3D conhecida. Além disso, o conhecimento detalhado da estrutura
da proteina-alvo torna-se fundamental, bem como, a via metabdlica na qual ela
participa.

Uma metodologia que se mostra eficiente para identificacdo de novos inibidores
é a abordagem computacional de simulagdo do encaixe de um ligante no sitio ativo de

uma enzima. Esta metodologia é chamada de docagem molecular (Shoichet, 2004).

2. OBJETIVOS

Compreender a arquitetura e as propriedades da parede celular vegetal, bem como sua
complexidade e diversidade;

Relacionar a via dos fenilpropenoides com os processos bioenergéticos;
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Identificar a importancia da estrutura tridimensional da enzima-alvo e prospeccao de
possiveis inibidores utilizando ferramentas da bioinformatica;

Determinar o crescimento (comprimento e biomassas fresca e seca) de plantulas tratadas
ou ndo com &cido ferdlico;

Quantificar o contetdo de lignina total e sua composi¢cdo monomeérica, determinando a
proporcao dos principais mondmeros (p-hidroxifenil, guaiacil e siringil);

Verificar a atividade enzimatica da CALDH e relacionar a produc¢do do &cido ferulico

com a recalcitrancia da parede celular.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Cultivo e preparacéo das plantulas

Sementes de milho (Zea mays) serdo desinfectadas com 2% hipoclorito de sédio
por 5 min, lavadas com &gua, postas a germinar no escuro, a 25°C, entre folhas de
papéis Germitest CEL-060. Apos trés dias, vinte e cinco plantulas serdo cultivadas em
hidroponia. Elas serdo suspensas em uma placa de acrilico perfurada e transferidas para
um recipiente de vidro (10 x 16 cm) contendo 200 ml de solucdo nutritiva, pH 6,0,
contendo ou ndo acido ferdlico 1 mM. O recipiente ser4 mantido em cdmara de
crescimento (25°C, 12/12 h fotoperiodo luz/escuro, irradiancia de 280 pmol m™? s
durante 24 h.

3.2. Crescimento de plantulas de milho

Para avaliacdo do crescimento das raizes, estas foram medidas no inicio e final
de cada experimento, com auxilio de régua milimetrada. As diferencas entre 0s
comprimentos iniciais e finais serdo determinadas e o0s resultados expressos em
centimetros. As raizes serdo excisadas e, imediatamente, determinada a biomassa fresca,
utilizando-se balanca analitica. Os resultados serdo expressos em gramas. Em seguida as
raizes serdo acondicionadas em estufa, & temperatura de 60°C, até a obtencdo de peso

constante, para obtengdo da biomassa seca.
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3.3. Preparacéo da parede celular

Tecidos secos (0,3 g), serdo homogeneizadas em tampéo fosfato 50 mM pH 7,0
(7 ml) e transferidos para um tubo de centrifuga (Ferrarese et al., 2002). O precipitado
serd centrifugado (1.400xg, 6 min), lavado e centrifugado sucessivamente como segue:
mais 2 vezes com tamp#o fosfato 50 mM pH 7,0 (7 ml); 3 vezes com Triton® X-100 1%
(v/v) em tampéo pH 7,0 (7 ml); 2 vezes com NaCl 1 M em tampéo pH 7,0 (7 ml); 2
vezes com 4gua destilada (7 ml) e 2 vezes com acetona (5 ml). O material serd seco em
estufa (60°C, 24 h) e a massa definida como a fracdo da parede celular livre de

proteinas.

3.4. Quantificagéo de lignina

A parede celular livre de proteinas serd usada para a determinagéo do teor total
de lignina pelo método da lignina solivel em brometo de acetila (Morrison, 1972). Uma
por¢do (20 mg) do material serd acondicionada em tubo de centrifuga e 500 pl de
acetilbromida 25% serdo acrescentados. As amostras serdo aquecidas a 70°C, 30 min,
transferidas para banho de gelo e a reacdo serd interrompida com adicdo de 0,9 ml de
NaOH 2 M. A seguir, serdo adicionados 0,1 ml de hidroxilamina-HCI 7,5 M e 2 ml de
acido acético gelado. As amostras serdo centrifugadas (1.000xg, 5 min), o sobrenadante
diluido e usado para a realizagdo das leituras em espectrofotdmetro a 280 nm. A
concentragdo de lignina serd determinada de acordo com uma curva padrdo e serd

expressa em mg lignina g™ de parede celular.

3.5. Quantificagdo da composicdo monomérica da lignina

Para determinar a composicdo monomeérica de lignina seré usada a oxida¢do com
nitrobenzeno (Dean, 1997). Uma fracdo da parede celular livre de proteinas (50 mg)
sera colocada em uma ampola Pyrex® contendo 1 ml de NaOH 2 M e 100 pl de
nitrobenzeno. A ampola serd selada e aquecida a 170°C por 2,5 h, com agitacdo na
metade do tempo de reacdo. Apos oxidacdo, a amostra seré resfriada, lavada duas vezes
com cloroférmio, acidificada com 350 pl de HCI 5 M e extraida duas vezes com
cloroférmio. Os extratos organicos serdo combinados, secos e ressuspendidos em

metanol. As amostras serdo filtradas através de filtro de 0,45 um (Hamilton® Co.,
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Nevada, USA) e analisadas (20 pl) em cromatografo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu® (T6kio, Japdo), equipado com uma bomba LC-10AD, um injetor
Rheodyne®, um detector UV SPD-10A, um médulo de comunicacdo CBM-101 e uma
estaco de sistema Class-CR10. Uma coluna de fase-reversa Shimpack® CLC-ODS (M)
(150 x 4.6 mm, 5 um) sera usada a 30°C, com uma pré-coluna equivalente (10 x 4.6
mm). A coleta de dados e a integragdo serdo realizados com o software Class-CR10
(Shimadzu®, Tokio, Japdo). A fase movel serd metanol/acido acético 4% em &gua
(20/80, v/v), com fluxo de 1,0 ml min* para corrida isocratica de 20 min. As
quantificacdes de p-hidroxibenzaldeido, vanilina e siringaldeido serdo realizadas a 290
nm utilizando os padrdes correspondentes. Os resultados serdo expressos como ug

mondmero mg* de parede celular.

3.6. Determinacdo da atividade enzimatica da CALDH (coniferaldeido

desidrogenase)

Apos o periodo de incubacdo (24 h), raizes frescas (2 g) serdo maceradas em 3,0
mL de tampdo Hepes-HCL 50 mM, pH 8,0, contendo DTT 5 mM, EDTA 1 mM e
glicerol 10% (v/v). A seguir, o extrato sera centrifugado (2.200xg, 30 min, 4° C), o
sobrenadante coletado e a proteina serd precipitada pela adi¢do de sulfato de aménio a
70% de saturacdo. A suspensdo sera novamente centrifugada (2.200xg, 15 min, 4° C) e
0 pellet ser4d homogeneizado com meio de extracdo composto por tampdo Hepes-HCL
50 mM, pH 8,0, contendo DTT 5 mM, EDTA 1 mM e 10% de glicerol (v/v). As
amostras serdo usadas como preparacdo enzimatica. Os ensaios serdo conduzidos em
meio de reacdo Hepes-HCL 50 mM, pH 8,0, DTT 5 mM, NAD" 1 mM e 100 pL de
extrato enzimatico. A reacdo serd iniciada com a adi¢do de coniferaldeido 30 uM, sera
conduzida a 40 °C num volume total de 1 mL e interrompida ap6s 10 min com 60 pL de
HCL 3 M (Nair et al., 2004). As amostras serdo centrifugadas (16.000xg, 2 min),
filtradas através de filtro de 0,45 um (Hamilton® Co., Nevada, USA) e analisadas (20
ul) em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® (Tékio, Jap&o), equipado com
uma bomba LC-20AT, um auto-injetor SIL-20A, um detector SPD-M20A (Photodiode
Array Detector-PDA), um modulo de comunicagdo CBM-20A e desgaseificador DGU-
20A5. Uma coluna de fase-reversa Shimpack® CLC-ODS (M) (150 x 4.6 mm, 5 um)

com uma pré-coluna equivalente (10 x 4.6 mm) e um forno de coluna CTO-20A
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mantido a 30° C. A coleta de dados e a integragdo serdo realizados com o software
LCSolution (Shimadzu®, Tokio, Jap&o). A fase mével usada ser4 metanol/acido acético
4% (30/70, viv), com fluxo de 1,0 ml min™?, para uma corrida isocratica de 20 min. O
ferulato produzido pela CALDH sera identificado a 330 nm por comparacdo com 0s
valores do tempo de retencdo do padrdo. A atividade da CALDH serd expressa como

umol ferulato h™* mg™ de proteina.

305



REFERENCIAS

ACHTERHOLT S., PRIEFERT H., STEINBUCHEL A. 1998. Purification and
Characterization of the Coniferyl Aldehyde Dehydrogenase from Pseudomonas sp.
Strain HR199 and Molecular Characterization of the Gene. J Bacteriology. 180:4387-
4391.

ANTEROLA A.M., JEON J-H., DAVIN L.B., LEWIS N.G. 2002. Transcriptional
control of monolignol biosynthesis in Pinus taeda. Factors affecting monolignol ratios
and carbon allocation in phenylpropanoid metabolism. J Biol Chem. 277:18272-18280.

BARRIERE Y., MECHIN V., LAFARGUETTE F., MANICACCI D., GUILLON F.,
WANG H., LAURESSERGUES D., PICHON M., BOSIO M., TATOUT C. 2009.
Toward the discovery of maize cell wall genes involved in silage quality and capacity to
biofuel production. Maydica. 54: 161-198.

BOERJAN W., RALPH J., BAUCHER M. 2003. Lignin biosynthesis. Ann Rev Plant
Biol. 54:519-546.

BUCKERIDGE M. S. 2006. Implications of emergence, degeneracy and redundancy for
the modeling of the plant cell wall. In: Takahisa Hayashi. (Org.). The Science and the
Lore of the Plant Cell Wall: Biosynthesis, Structure and Function. Boca Raton:
BrownWalker Press. 41-47.

BUCKERIDGE M.S., SOUZA A.P., DOS SANTOS W.D. 2010. Routes for Cellulosic
Ethanol in Brazil. In: Luiz Augusto Barbosa Cortez. (Org.). Sugarcane Bioethanol:
R&D for productivity and sustainability. Blucher. Séo Paulo.

DEAN J.F.D. 1997. Lignin analysis. In: Dashek, W.V. (Ed.). Methods in Plant
Biochemistry and Molecular Biology. CRC Press.199-215p.

Dos SANTOS W.D., FERRARESE M.L.L., NAKAMURA C.V., MOURAO K.S.M.,
MANGOLIM C.A., FERRARESE-FILHO O. Soybean (Glycine max) root lignification
induced by ferulic acid. The possible mode of action. J Chem Ecol. 34:1230-1241,
2008.

306



FERRARESE M.L.L., ZOTTIS A., FERRARESE-FILHO O. 2002. Protein-free lignin
quantification in soybean (Glycine max) roots. Biologia. 57:541-543.

HAHLBROCK, K.; SCHEEL, D. Physiology and molecular biology of
phenylpropanoid metabolism. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular
Biology, v.40, p.347-369, 1989.

ISHII T. 1997. Structure and functions of feruloylated polysaccharides. Plant Sci.
127:111-127.

JACQUET G., POLLET B., LAPIERRE C., MHAMDI F., ROLANDO C. 1995. New
ether-linked ferulic acid-coniferyl alcohol dimers identified in grass straws. J Agric
Food Chem. 43:2746-2751.

LAM T.B.T., KADOYA K., IIYAMA K. 2001. Bonding of hydroxycinnamic acids to
lignin: ferulic and p-coumaric acids are predominantly linked at the benzyl position of
lignin, not the B-position, in grass cell walls. Phytochem. 57:987-992.

LI X., WENG J-K., CHAPPLE C. 2008. Improvement of biomass through lignin
modification. Plant J. 54:569-581.

MICIC M., ORBULESCU J., RADOTIC K., JEREMIC M., SUI G., ZHENG Y.,
LEBLANC R.M. 2002. ZL-DHP lignin model compound at the air — water interface.
Biophys Chem. 99:55-62.

MORRISON I.M. 1972. A semi-micro method for the determination of lignin and its
use in predicting the digestibility of forage crops. J Sci Fd Agric. 23:455.

NAIR R.B., BASTRESS K.L., RUEGGER M.O., DENAULT J.W., CHAPPLE C.
2004. The Arabidopsis thaliana REDUCED EPIDERMAL FLUORESCENCEL Gene
Encodes na Aldehyde Dehydrogenase Involved in Ferulic Acid and Sinapic Acid
Biosynthesis. The Plant Cell. 16:544-554.

POLLE A., OTTER T., SEIFERT F. 1994. Apoplastic peroxidases and lignification in
needles of Norway spruce (Picea abies L.). Plant Physiol. 106:53-60.

307



SANCHEZ M., PENA M.J., REVILLA G., ZARRA |. 1996. Changes in
dehydrodiferulic acids and peroxidase activity against ferulic acid associated with cell
walls during growth of Pinus pinaster hypocotyl. Plant Physiol. 111:941-946.

SHOICHET B.K. Virtual screening of chemical libraries. 2004. Nature.16(432):862-
865.

SOUZA E.L.L., MACEDO I.C. 2010. Etanol e bioeletricidade: A cana-de-agUcar na

matriz  energética brasileira. S&o Paulo, Luc Projetos de Comunicagao.
<http://www.unica.com.br/multimedia/publicacao>. Acesso em: 10 04 2012.

308



INTERACOES QUIMICAS ENTRE PLANTAS

Dr. Osvaldo Ferrarese-Filho
Anderson Ricardo Soares

Gisele Adriana Bubn

Hingrid Ariane da Silva

Jennifer Munik Bevilaqu

Rita de Céssia Siqueira Soare
Maria de Lourdes LUcio Ferrarese

O termo alelopatia foi originalmente sugerido por Hans Molish, em 1937, para
definir o fendmeno da interinfluéncia entre plantas (incluindo microorganismos), sem a
necessidade de contato fisico (Tang et al., 1995). Tal interacdo a distancia é promovida
pela liberacdo de biossintatos para o ambiente por um produtor e sua absor¢do pelo
receptor (Rice, 1984). O estabelecimento de relagdes causais entre cada um deles e os
efeitos alelopéticos é complexo: um mesmo organismo produz e segrega inlmeros
aleloquimicos; estes uma vez liberados interagem entre si e com outros agentes bidticos
e abidticos do meio. Além disso, cada espécie vegetal desenvolveu um modo préoprio de
responder ao estresse alelopatico. Assim, de um modo geral, infere-se que a interacéo
alelopética depende da concentracdo e estabilidade dos aleloquimicos, da atividade
microbiana e da resisténcia da planta (Blum et al., 1984). Os compostos com agéo
alelopatica sdo primordialmente oriundos do metabolismo secundério. Dentre o0s
milhares de aleloquimicos destacam-se os compostos fendlicos, os terpenos e 0s
compostos nitrogenados entre 0s quais 0s aminoécidos ndo-protéicos, motivo do
presente estudo.

Os aleloquimicos interferem em muitos processos vitais das plantas e sua
atuacdo ndo é especifica. As fungdes prejudicadas, com maior freqiéncia, sdo a
utilizagdo de &gua e assimilagdo de nutrientes (Lyu e Blum, 1990; Bergmark et al.,
1992; Booker et al., 1992), o crescimento de raizes e expansdo de folhas (Blum e
Dalton, 1985), a fotossintese e a sintese de proteinas (Mersie e Singh, 1993), a
respiracdo celular e a permeabilidade da membrana celular e atividades enzimaticas
(Baziramakenga et al., 1995; Politycka, 1996, 1997, 1998).

Grande parte dos estudos no campo da alelopatia esta voltada para o isolamento
e identificacdo de estruturas dos compostos que causam efeito alelopético. Ha

abundantes informacdes sobre as estruturas quimicas e aspectos pertinentes de sua



interacdo com o ambiente. Entretanto, investigagdes mais consistentes voltadas a
absorcdo desses compostos (Lehman e Blum, 1999; Ferrarese et al., 2000; Silva et al.,
2000, Herrig et al., 2000), bem como seus efeitos metabdlicos nas plantas (Baleroni,
1999; Baleroni et al., 2000; Herrig et al., 2002; Ng et al., 2003; Doblinski et al., 2003;
Santos et al., 2004; Bohm et al., 2006) apontam para a necessidade de maior atencéo
dos pesquisadores das areas de fisiologia e bioquimica das plantas.

O maior desafio desses cientistas é determinar o mecanismo de acdo dos
aleloquimicos. N&o existe uma simples equacdo que explique o modo de acdo dos
aleloquimicos. Outra questdo em aberto, € que ndo tem sido possivel separar, com
clareza, os efeitos priméarios dos secundérios. Diferentes componentes estruturais da
célula podem sofrer os efeitos dos aleloquimicos, muito embora as perturbacdes a nivel
de membrana indicam ser este o ponto inicial para as multiplas a¢cBes destes compostos.
Os dados obtidos até 0 momento levam a crer que a atividade destes compostos, sobre
as membranas, desencadeia subseqiientes alteracdes fisiologicas. E possivel que a
fitotoxicidade de muitos destes compostos ndo seja devida a um sitio localizado de
interferéncia, mas talvez decorrente da acdo sobre multiplos sitios (Einhellig, 1995).
Além disso, um dos grandes déficits de conhecimento acerca das atividades dos
aleloquimicos é uma clara explicacdo para as diferengas de sensibilidade entre as
espécies. N&8o hd um aleloquimico genérico! Diferentes modos de acdo dentre os
inimeros compostos sdo possiveis, e tém sido frequentemente relatados (Macias, 1995).

Como se nota, estudos sobre a acdo de aleloquimicos, sua absorcéo pelas raizes,
seus efeitos sobre o metabolismo celular constituem, de um modo geral, assunto
indiscutivelmente fascinante. A variabilidade das respostas, 0s controversos efeitos
sobre as espécies estudadas sdo pontos que desafiam os pesquisadores na busca do

entendimento do modo de a¢do desses compostos.

Estresse Oxidativo

Muitos dos processos deletérios sofridos por plantas submetidas as condicdes
adversas sdo também mediados por radicais livres ou espécies reativas de oxigénio
(EROs) como o peréxido de hidrogénio (H.0), anion superéxido (O.") e radical
hidroxil (OH"), gerados em diferentes compartimentos celulares como consequéncia do
funcionamento inadequado das vias metabdlicas e em processos fisioldgicos normais
(Allen, 1995; Apel e Hirt, 2004). Estas moléculas reativas, especialmente OH’, sdo

altamente destrutivas para lipidios, acidos nucléicos e proteinas podendo ocasionar a
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morte celular. De um modo geral tem sido aceito que EROs, ao lado de outros
mediadores como o Ca®*, atuam como mensageiros secundéarios nas respostas aos
estresses bidticos e abidticos e na sinalizagdo hormonal. Neste cenario, H,O,, que é
relativamente estavel e difusivel através das membranas, é reconhecido atualmente
como uma molécula sinalizadora, atuando em diversas respostas fisiologicas,
bioquimicas e moleculares, tanto em nivel celular como da planta inteira. Assim, a
adicdo de H,O, ou a sua producdo experimental em tecidos vegetais tem demonstrado
que esta especie quimica atua como sinal indutor da expressdo génica de diversas
proteinas, entre elas, enzimas antioxidativas. Outro aspecto ndo menos importante, é
que EROs como O;" e H,0, sdo também requeridas para lignificacdo (Buchanan et al.,
2000).

Existem varios processos biolégicos capazes de provocar reducdes eletrdnicas
gerando EROs. Todas estas espécies sdo mais reativas que o O, e, em conseqliéncia,
mais toxicos (Boveris, 1984; Fridovich, 1998). EROs podem se originar nas
mitocOndrias, via cadeia respiratéria. A NADH desidrogenase e a ubiquinona, nas
formas reduzidas, sdo capazes de transferir elétrons ao O, gerando O,” (Gardner e
Boveris, 1990). Além disso, peroxissomos vegetais contém varias oxidases capazes de
produzir O, e H,O, (Del Rio et al., 1998). Entretanto, a fonte mais importante de EROs
nas plantas é o cloroplasto. Muitos intermediarios da cadeia transportadora de elétrons
sdo encontrados na forma reduzida, o que aumenta o risco de transferéncia de elétrons
ocasionando a formacdo de O, (Palatnik et al., 2002). Apds sucessivas reacdes esta
espécie quimica pode gerar significativo nimero de espécies reativas. Normalmente, 0s
mecanismos protetores das células (antioxidantes e enzimas antioxidantes, por exemplo)
podem eliminar estes compostos sem maiores dificuldades. Todavia, quando estes
sistemas de defesa falham, ou quando aumenta anormalmente a producéo de EROs, o
balango entre oxidantes e antioxidantes favorece os primeiros e se estabelece a condigéo
conhecida como estresse oxidativo. A resposta das plantas ao estresse oxidativo esta
relacionada a producédo e ativacdo de enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT),
peroxidase solivel (POD), e a superoxido dismutase (SOD) (Salt, 2001). A POD tem
acdo sobre o HO, e necessita de alguns compostos orgéanicos como fonte de
equivalentes redutores. A CAT é também responsavel por inativar H,O,. Nesta reacdo
uma das duas moléculas de H,O, € oxidada a oxigénio molecular, e a segunda é
reduzida a 4gua. A SOD compreende duas formas: citoplasmética (SOD1)-Cu/Zn e a

mitocondrial (SOD2)-Mn. A SOD catalisa a dismutacdo do &nion superdoxido em
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oxigénio e H,O2, que pode ser posteriormente degradado pela CAT ou POD (Halliwell
e Gutteridge, 2000). A peroxidacao lipidica, que é uma das conseqiiéncias da producao
de EROs, é um indicador utilizado para se avaliar nas plantas o nivel do estresse

oxidativo presente (Verma e Dubey, 2003).
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Danos indiretos podem ocorrer pela producédo de EROs, via reducéo direta de
peroxidos ou via reducdo de O, molecular para radicais superoxidos e subsequente
dismutacdo destas espécies para H,O,; na presencga de alguns ions metais de transicdo
H,0, pode formar radicais HO".

O mecanismo de acdo de um antioxidante é bem variado, desde a remogao do
oxigénio do meio, varredura dos EROs, sequestro dos metais catalisadores da formagao
dos radicais livres, aumento da geracdo de antioxidantes enddgenos ou mesmo a
interacdo de mais de um mecanismo. Nas plantas, os antioxidantes incluem proteinas
hidrolisadas e compostos fen6licos como os flavondides e derivados do &cido cindmico.
Os acidos fenolicos caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula, que conferem propriedades antioxidantes (Kerry e Abbey, 1997; Bravo,
1998).
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Na tentativa de se elucidar as diferengas de potencial antioxidante existentes
entre os acidos fendlicos, foi realizada uma comparacéo quantitativa do comportamento
cinético da inibicdo da oxidacdo de alguns acidos benzdicos (acidos p-hidroxibenzdico,
vanilico, siringico, e 3,4-dihidroxibenzoico) e cindmicos (acidos p-cumarico, ferdlico,
sinépico e caféico) (Marinova e Yanishlieva, 1992). Os autores relataram que um maior
potencial antioxidante foi encontrado quando ha duas hidroxilas nas posicoes 3 e 4,

estrutura apresentada pelos acidos caféico e 3,4-diidroxibenzdico.

OBJETIVOS GERAIS
1. Analisar o potencial alelopatico do L-DOPA sintético, sobre o crescimento das
plantulas de soja;
2. Avaliar em espectofotdmetro a atividade das enzimas antioxidantes: peroxidade
e superdxido dismutase de raizes de plantulas de soja tradadas com L-DOPA,;
3. Demonstrar a atividade da peroxidase em gel de poliacrilamida;
4. Quantificar a peroxidacdo dos lipidios nas raizes de plantulas de soja controle e

tratadas.

MATERIAIS E METODOS
Procedimentos Gerais

Sementes de soja foram acondicionadas em papel Germitest e postas a germinar
(cdmara escura, 25°C e 72 h). A seguir, 25 plantulas foram submetidas & incubacéo de
24 horas, em camara de germinagio com aeraco (25 C, fotoperiodo de 12h) em solugo
nutritiva ph 6,0, contendo ou ndo L-DOPA (0,5mM). As raizes foram medidas antes e
apds incubacéo, determinando as diferencas entre os comprimentos iniciais e finais. Os

resultados foram expressos em centimetros (Herrig et al, 2002).

Determinacéo da atividade da peroxidase soltvel

Para determinar a atividade das peroxidases (EC 1.11.1.7) raizes frescas de
plantulas de soja, desenvolvidas nas condicdes j& descritas serdo maceradas com tampao
fosfato (0,5 g de tecido em 5,0 ml de tampé&o) 67 mM pH 7,0 (Ferrarese, 2000). A
suspensdo sera centrifugada a 1700 xg por 15 minutos, sob refrigeracdo e o

sobrenadante utilizado como extrato de peroxidase soltvel.
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A determinacéo da atividade da peroxidase serd baseada nos estudos
desenvolvidos por Cakmak e Horst (1991). O meio de reagdo contera tampao fosfato
25 mM pH 6,8, agua oxigenada e guaiacol. As concentracdes finais, num volume de
3,0 ml, serdo 2,58 mM e 10 mM para guaiacol e dgua oxigenada, respectivamente. A
reacdo serd iniciada com adicdo do extrato enzimatico (400uL). A oxidagédo do
guaiacol sera acompanhada durante 5 minutos em espectrofotdmetro, em 470 nm,

contra branco contendo 2,6 ml do meio de reagéo.

A atividade da peroxidase sera calculada usando um coeficiente de extingdo de
255 mM™ - cm™ (Devi e Prasad, 1996) para tetraguaiacol, o produto da reagdo. Os
resultados serdo expressos em pmoles de tetraguaiacol formados por minuto por g de

biomassa fresca.

Determinag&o da atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1. 15.1.1)

A atividade da SOD sera determinada de acordo com o método de Giannopolitis
e Ries (1977), tendo como base a capacidade da enzima converter superoxido em
peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Serd utilizado no sistema de reacéo
tampédo fosfato de potéssio pH 7,8 (50mM), nitro blue tetrazolium (NBT) 75 uM, L-
metionina 13mM, riboflavina 4 uM e o extrato enzimatico, totalizando 1,5 mL. A
mistura de reagdo serd mantida a 25°C, sob iluminac&o, por um periodo de dez minutos.
A reducdo do NBT sera determinada através de leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro a 560 nm.

Uma unidade enzimética (U) da atividade da SOD expressa em U mg™* proteina™
serd definida como a quantidade de enzima necesséria para causar 50% de inibicdo da

razdo de reducéo de NBT medida a 560nm.

Determinag&o da peroxidacao lipidica

O nivel de peroxidagdo lipidica, quantificado pela medida do acumulo de
malondialdeido (MDA) - um produto da peroxidacdo de &cidos graxos insaturados -
serd baseado no procedimento descrito por Baziramakenga et al. (1995) com pequenas
modificacdes. Para isso serd utilizado o extrato de peroxidase solivel obtido conforme

descrito acima. A uma aliquota de 0,5 ml do extrato enzimético seréo adicionados 4 ml

314



de &cido tiobarbittrico (TBA) 0,5 % (em 20% de &cido tricloroacético) e a mistura
acondicionada em banho maria, a 90°C, durante 10 minutos. Apds este periodo a
mistura serd resfriada em banho de gelo durante 15 minutos. A amostra sera
centrifugada a 3500 g por 5 minutos e a absorbancia do sobrenadante (complexo
colorido MDA-TBA) sera determinada em 532 nm. O valor obtido serd subtraido de
uma absorbancia inespecifica obtida em 600 nm. utilizando um espectrofotdmetro. O
contetdo de MDA sera calculado com o valor do coeficiente de extingdo de 155 mM™
cm™. Os valores de MDA produzido serdo expressos em pmoles por grama de biomassa

fresca de raiz.

Atividade da peroxidase em gel de poliacrilamida

A eletroforese serd conduzida a 4°C em corrente constante de 20 mA/placa em
tempo médio de corrida de 4 horas. Seré aplicado no gel 60 pug mL™ de proteina total
sollvel de extrato de raiz de soja. Para revelagdo, o gel serd colocado em solugdo
contendo tampé&o fosfato 0,1M pH 6,0 e guaiacol durante 10 min e em seguida H;O..

Apos a coloragdo, o gel seréa lavado em agua deionizada e fixado em acido acético 7%.
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