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Introducéo

1.Bicho-da-seda

Bombyx mori foi descrito por Linnaeus em 1758, pertence ao reino Animalia,
filo Artropoda, classe Insecta, ordem Lepidoptera, familia Bombycidae, género
Bombyx. O bicho-da-seda &, juntamente com a abelha, o Unico inseto domesticado
com finalidade comercial.

A espécie domesticada de B. mori foi propagada em larga escala e utilizada
para a producdo de seda na China, Jap&do e Europa, chegando ao Brasil apenas no
ano de 1.740. Devido ao seu antigo processo de domesticacdo, as lagartas ndo
conseguem se alimentar em seu ambiente natural, necessitando que o alimento seja
fornecido pelo homem. As mariposas de B. mori apresentam asas e aparelho
digestdrio degenerados e ndo podem mais voar ou se alimentar, ou seja, esta espécie
€ totalmente dependente do homem, o que caracteriza a completa domesticacao
(Munhoz, 2010).

1.1 Ciclo de Vida

O bicho-da-seda é um inseto holometabolo, ou seja, apresenta metamorfose
completa, sendo o inseto jovem completamente diferente do inseto adulto. Este inseto
passa por quatro estagios no seu ciclo de vida: ovo, larva, pupa e mariposa. A
mariposa desova entre 400 e 500 pequenos ovos, que se transformam em pequenas
larvas de cerca de 1mm de comprimento, as quais se alimentam de folhas de amoreira
para o desenvolvimento, tendo 4 mudas no total. Quando as larvas atingem o tamanho
maximo de 70 a 80 mm de comprimento, em cerca de 30 dias, passam a produzir 0s
casulos verdes. Dentro do casulo, a larva se transforma em crisalida e com 10 ou 12
dias se transforma em mariposa. Na fase adulta do inseto, como mariposa pode-se
verificar o dimorfismo sexual, sendo que as fémeas sdo significativamente maiores

gue os machos.
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1.2 Sericicultura

A sericicultura é a atividade agropecuaria de criagdo do bicho-da-seda para
obtencao de casulos destinados a producédo de seda. Esta atividade inclui o cultivo da
amoreira, a producédo dos ovos do bicho-da-seda, criacdo das lagartas até a producédo
dos casulos e, finalmente, fiacdo e confeccdo da seda por parte do setor industrial. No
Brasil as condicdes climaticas sédo favoraveis ao cultivo tanto da amoreira quanto do
inseto, fazendo com que a producgéo de casulos seja considerada uma boa alternativa
para os produtores (Fernandez et al., 2005).

A China foi a primeira civilizacdo a utilizar a seda,controlando o ciclo do bicho-
da-seda, alimentando-o com folhas de amoreira e matando os adultos antes de
nascerem, além de se conhecer as técnicas do bobinamento dos filamentos, tecendo-
0os em fios resistentes que, posteriormente, eram usados para a confeccdo de
tecidos.A sericicultura tornou-se um importante fator para a globalizacdo, por
aproximadamente 2.000 anos, a chamada “Era da Rota da Seda” (Kurin, 2002).No
século XVIII, o Imperador D. Pedro |, fundou a primeira indistria de tecelagem da seda
no Brasil e em 1921 estabeleceu-se em Campinas no Estado de S&o Paulo a Indastria
de Seda Nacional. Mas foi a segunda Guerra Mundial que favoreceu o
desenvolvimento da sericicultura.

As industrias de fiacdo do Brasil distribuem mudas de amoreiras e lagartas do
bicho-da-seda no 3° estagio de desenvolvimento larval para os produtores que
cultivam as lagartas até a fase de casulos, os quais sdo vendidos ao setor
empresarial. Portanto, a atividade da sericicultura proporciona importantes aspectos
sécio-econdmicos: € uma cultura alternativa, gera produto de exportacdo, fixa o
homem no campo, apresenta pouca dependéncia climatica, tem pequeno custo de
producao, além da racionalizacdo da mao-de-obra. O Estado do Parana, nos ultimos

10 anos, destacou-se como o maior produtor nacional de casulos verdes.

1.3 Bombyx mori como modelo de estudo biolégico

O bicho-da-seda tem sido muito utilizado como um sistema modelo para
estudos devido ao grande tamanho de seu corpo, a facilidade de criacdo em
laboratdrio e importancia econdmica na sericicultura. Esta espécie facilita os estudos
de gendmica comparativa levando a abordagens para controle de espécies de pragas
(Mita et al., 2004).

1.3.1 Diversidade das Racas
Sao inimeras as racas de bicho-da-seda com origem geograficas de

domesticacdo diferentes, sendo as mais conhecidas e empregadas as racas



japonesas, européias e chinesas.,E geralmente aceito que Bombyx mandarina é o
ancestral selvagem mais proximo de B mori sendo ambos morfologicamente e
fisiologicamente similares. Bombyx mandarina,de ocorréncia no Japdo e Coréia tem
27 cromossomos, enquanto que B. mandarina, da China apresenta 28 cromossomos,
assim como o domesticado B. mori. Os dois tipos selvagens, B. mandarina da China e
do Japéo, possuem morfologia homogénea e nimero de cromossomos diferentes por
genoma. Com o avanco do melhoramento genético, e com o emprego de selecdes e
cruzamentos conduzidos, através de muitos anos, varias outras ragas apareceram,

estimando-se que a espécie sofreu mais de quatrocentas mutacoes.

1.3.2 Melhoramento Genético

E importante avaliar e escolher as racas bases “progenitores” ou “matrizes”
nos programas de criagcdo de hibridos, para se obter alguma melhoria na producéo de
seda. A exploracdo dos efeitos benéficos proporcionados pelo processo de
hibridizacédo, também conhecido como vigor hibrido, € bem conhecida na Sericultura.
Quando se deseja realizar a hibridacdo, € importante que o acasalamento seja
conduzido entre duas ou quatro ragas puras, em hibridos simples ou duplos,
respectivamente. Para garantia de tratar-se de racas puras, € necessario forcar o
aumento de homozigose nas descendéncias transformando-as em linhagens
endogamicas. A endogamia permite expor nas progénies resultantes o0s genes
detrimentais ou letais escondidos na condicdo heterozigota. Desse modo pode-se
fazer selecéo contra eles.

A utllizacdo da heterose é uma estratégia que gera variabilidade por
hibridizacdo de gendtipos elites com outras variedades selecionadas ou variedades
locais, direcionando para a selecdo de recombinagbes genéticas desejaveis. Os
atributos qualitativos e quantitativos intrinsicos de cada raca ou linhagens, sdo
normalmente estudados, visando selecionar os melhores para programas de
melhoramento e formacédo de hibridos (PORTO et al., 2004).

No Brasil, este trabalho tem sido realizado por meio de 6rgaos oficiais e de
empresas particulares, nos quais grande numero de estudos foram conduzidos,
objetivando comparar as varias racas do bicho-da-seda, bem como seus hibridos,
guando as suas caracteristicas desejaveis. Atualmente a formacao e distribuicdo dos
hibridos comerciais do bicho-da-seda ficou restrita as empresas privadas que atuam
no setor, seguindo um modelo integrado de producédo empresa/produtor (PORTO et
al., 2004). Por este fato € que se torna de fundamental importancia a manutencao de

estoques genéticos desta espécie em bancos de germoplasma localizados em



institutos publicos e privados distribuidos pelo mundo. Além de fazer a conservacao,
os bancos também realizam a caracterizacéo e avaliacao dos genotipos.

Nos ultimos anos, com 0s avangos na area da genética e biologia molecular,
principalmente com o advento da tecnologia do DNA recombinante, da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e do sequenciamento automatico do DNA, foram
desenvolvidas poderosas técnicas para o desenvolvimento de diferentes tipos de

marcadores genéticos moleculares.

O elevado nimero de artigos cientificos que utilizam tais marcadores no estudo
de varias espécies e com as mais variadas aplicacfes evidencia o impacto dessa
tecnologia na pesquisa cientifica e tecnolégica. Marcadores moleculares podem ser
definidos como marcadores genéticos baseados na deteccdo de isoenzimas ou
sequéncias de DNA. Neste mini-curso abordaremos o uso de marcadores baseados

em sequéncias de DNA para o estudo de variabilidade genética em populacées.

2. Variabilidade genética

Avariabilidade genética mede a tendéncia dos diferentes alelos de um mesmo
gene variarem entre si, numa dada populagdo Esta ndo deve ser confundida com
diversidade genética, que é a quantidade total de variacBes genéticas observada tanto
entre as populacdes de uma espécie, como entre os individuos de uma populacgéo.

A capacidade de uma populacédo para se adaptar a um ambiente em mudanca
depende da variabilidade genética. Individuos com certos alelos ou combinacdes de
alelos podem ter precisamente as caracteristicas necessarias para sobreviverem e se
reproduzirem sob novas condi¢cdes. Dentro de uma populacdo, a frequéncia de um
dado alelo pode variar entre raro e muito raro. Estes novos alelos surgem na
populacdo tanto através de mutacdes aleatdrias, como pela migracado de individuos
provenientes de outras populacdes.

A variabilidade genética de uma populacao é diferente da variacdo fenotipica
deste. Entende-se como fendtipo, o resultado da interacdo do gendtipo, isto €, da
constituicdo genética, com o ambiente. Para o estudo da variabilidade genética de
populacdes é desejavel fazé-lo por meio de marcadores moleculares considerados
neutros em relacao aos efeitos fenotipicos, com efeito epistatico e pleiotrépico minimo

ou nulo.



2.1 Marcadores de DNA

O principio da utilizacdo dos marcadores de DNA é baseado no dogma central
da biologia molecular e na pressuposicdo de que diferencas genéticas no DNA
significam, na maioria das vezes, diferencas nas proteinas codificadas, as quais em

conjunto levam a diferencas no fenétipo (Fig. 1).
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Fig. 1. Dogma Central da biologia molecular, evidenciando a influéncia direta do DNA no fenétipo.

A idéia de que os cromossomos contém as unidades informacionais
transferidas de uma geracgédo para a outra foi proposta ainda no século XIX. Entretanto,
a identificacéo e descricdo do DNA como a molécula que contém esta informacao s6
ocorreu na primeira metade do século XX. Cada cromossomo contém uma longa e
Unica molécula de DNA, além de proteinas que atuam no empacotamento desta
molécula. As tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
“marcadores moleculares”.

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fenétipo molecular oriundo
de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de
DNA (correspondentemente a regides expressas ou ndo do genoma). Marcadores
isoenzimaticos sao muitas vezes chamados de marcadores bioquimicos. A sequéncia
de nucleotideos e a funcdo de um marcador molecular podem ou nado ser conhecidas
e, em geral, sdo desconhecidas. Ao se verificar 0 seu comportamento de acordo com
as leis basicas de heranca de Mendel, um marcador molecular é adicionalmente
definido como marcador genético. Isto é feito, por exemplo, através do estudo do
comportamento do marcador em uma populacdo segregante. Portanto, é importante
enfatizar que o simples fato do marcador ser DNA, ou produto da transcricdo e
traducdo de uma sequéncia de DNA, ndo implica em que se constitua em um

marcador “genético”, como frequentemente se supde (Ferreira e Grattapaglia, 1995).



Um loco molecular que apresenta segregacdo mendeliana é considerado um
marcador genético. Por isso, os marcadores de DNA se prestam para estudos de
genética de populagbes, mapeamento e analises de similaridade e distancia genética.

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para deteccéo
de variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA, ou seja, para a deteccao de
polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um nudmero
virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do
organismo. Tais marcadores podem ser utilizados para as mais diversas aplicacoes,
tanto no estudo de variabilidade genética como na pratica de melhoramento genético e
diagnostico molecular.

Polimorfismo genético é, por definicdo, uma variagdo genotipica que pode
ser separada em classes distintas e bem definidas. O controle genético se da por um
ou poucos loci, sendo a caracteristica pouco suscetivel a fatores ambientais.

O desenvolvimento tecnolégico na area de marcadores moleculares tem sido
fascinante e extremamente rapido. A tecnologia de DNA recombinante e o
desenvolvimento da amplificacdo de segmentos de DNA via PCR (“Polymerase Chain
Reaction”, ou reacdo de polimerase em cadeia), abriram o caminho para uma
mudanca no paradigma genético basico: da inferéncia do genoétipo a partir do fenétipo,
onde Mendel foi pioneiro para a andlise direta da variacdo na sequéncia de DNA. Esta
mudanca de enfoque foi denominada transicdo da “genética Mendeliana” para a
“genética genbmica” (Beckmann, 1988). Tecnologias de andalise molecular mais
acessiveis e eficientes estdo constantemente sendo aprimoradas. Métodos estatisticos
acompanham este desenvolvimento, e tém permitido a manipulacdo de enormes
guantidades de dados.

Enfim, os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados
em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacao ou
amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; Botstein et al., 1980) e
minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats; Jeffreys et al.,
1985). Ja aqueles revelados por amplificacéo incluem os marcadores do tipo: RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA; Williams et al., 1990); SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites) (Paran &
Michelmore, 1993); Microssatélite (Litt & Lutty, 1989); e AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism; Vos et al., 1995).

Podemos ainda classificar os marcadores moleculares de acordo com a sua
base genética, sendo que o marcador é codominante quando 0s cromossomos

homoélogos podem revelar fragmentos de um mesmo tamanho (gendtipo homozigético)



ou nao (genotipo heterozigético) devido a variagdes nos sitios de restricdo. Ja no caso
de marcadores dominantes, ndo € possivel saber se o loco amplificado esta em
homozigose ou heterozigose. Os individuos nos quais o alelo ndo é amplificado
constituem a outra classe, considerada homozigética para auséncia da banda,
qgualquer que seja o motivo pelo qual o fragmento nédo foi amplificado.

Entre as vantagens dos marcadores moleculares, podemos citar a obtencéo de
um numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos; a identificacdo direta do
gendtipo sem influéncia do ambiente; a possibilidade de deteccao de tais
polimorfismos em qualquer estadio do desenvolvimento da planta ou do animal ou a
partir de cultura de células ou tecidos e a possibilidade de gerar maior quantidade de
informacdo genética por loco no caso de marcadores co-dominantes. Os diferentes
tipos de marcadores moleculares tém permitido estudos de evolucao, de diversidade
genética inter e intraespecifica, de identidade, origem genética e identificacdo de
novos variantes, gerando informagfes importantes para subsidiar diferentes acdes de
pesquisa, principalmente relacionadas a programas de conservacao, caracterizagéo e

uso de recursos genéticos e programas de melhoramento animal e vegetal.

2.2 PCR - Polymerase Chain Reaction ou Reagdo da Polimerase em Cadeia

A tecnologia da PCR foi concebida em meados da década de 80 (Mullis e
Faloona, 1987; Saiki et al., 1985). Desde entéo esta tecnologia causou uma revolucao
na biologia, na pesquisa visando o entendimento de processos biologicos
fundamentais como nas areas de melhoramento genético de plantas e animais
domeésticos, uma vez que esta técnica possibilitou a geracdo de grandes quantidades
de DNA de segmentos especificos, podendo ser facilmente detectado a olho nu em gel
de eletroforese através de corantes especificos.

PCR é uma técnica poderosa, que envolve a sintese enzimatica in vitro de
milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA
polimerase. Sua reacao baseia-se no anelamento e extensédo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) utilizados como
indicadores (primers) que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da

amplificacdo, que acontece num Termociclador em microtubos (Fig. 2).



Fig. 2. Termociclador.

Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturacao, anelamento e extensao. A
fita dupla do DNA alvo é desnaturada através da elevacéo da temperatura para 92°C a
95°C. Na etapa de anelamento, a temperatura é rapidamente reduzida para 35°C a
60°C, dependendo do tamanho e sequéncia do primer utilizado, permitindo a
hibridizacdo DNA-DNA de cada primer com as sequéncias complementares que
flanqueiam a regido alvo. Em seguida, a temperatura é elevada para 72°C para que a
enzima DNA polimerase realize a extensao a partir de cada terminal 3' dos primers.
Esta extensdo envolve a adi¢cdo de nucleotideos utilizando como molde a sequéncia-
alvo, de maneira que uma coépia desta sequéncia é feita no processo. Este ciclo é
repetido por algumas dezenas de vezes (Fig. 3). Uma vez que a quantidade de DNA
da sequéncia alvo dobra a cada ciclo, a amplificacdo segue uma progressao
geomeétrica de maneira que, depois de apenas 20 ciclos, é produzido mais de um
milhdo de vezes a quantidade inicial de sequéncia alvo (Fig. 4). Esta escala de
amplificacdo permite iniciar com quantidades minimas de DNA (da ordem de
picogramas ou hanogramas) e terminar a reacdo com grandes quantidades de DNA de

uma sequéncia especifica de interesse.



PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Fig. 3. Diferentes passos de uma reagdo de polimerase em cadeia (PCR).
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Fig. 4. Amplificacdo exponencial de um gene numa reacéo de polimerase em cadeia (PCR).

Porém, a construcdo de primers para amplificacdo via PCR depende do
conhecimento prévio das sequéncias de nucleotideos que flanqueiam a sequéncia de
DNA de interesse. Para conhecer estas sequéncias € necessaria a clonagem e
sequenciamento da regido. Em vista disso, com exce¢do de alguns genes de
sequéncia conhecida, a PCR apresentou de inicio, um uso limitado como técnica para

a obtencéo de marcadores moleculares.



2.3 DNA barcode

O DNA barcode é uma sequéncia curta de DNA, facilmente identificada, e
caracteristica de cada espécie. A regido do gene que esta sendo usada por quase
todos os grupos de animais é de 648 pb do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
I, COI (Figura 2), e estd 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 variagdes entre as espécies.

Small ribosomal RNA

Large
ribosomal RNA

H-strand ' /
NDa
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Figura 5. DNA mitocondrial, evidenciando a regido do
gene citocromo c oxidase |, COI

3. Banco de Germoplasma

O banco de germoplasma de B. mori consiste de ragas isoladas, estoques
genéticos, racas derivadas de espécies selvagens e de hibridos exoticos. Também
inclui racas melhoradas de diferentes origens geogréficas, tais como India, China,
Japéo, Russia, Coréia do Sul e Franga. Também s&o conhecidos e mantidos mais de
300 mutantes criados gracas ao avanco da tecnologia. Estas mutagbes séo
relacionadas a caracteristicas morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas e de
comportamento.

O progresso da sericicultura depende da variabilidade genética contida nas
racas mantidas nos bancos de germoplasma, pois muitas racas foram e serdo usadas
para a formacdo de hibridos comerciais que unem as caracteristicas desejadas.
Dependendo do alvo fenotipico do experimento, racas do bicho-da-seda podem ser
selecionadas a partir do banco de germoplasma, que deve ser capaz de fornecer os
materiais de reproducdo desejados para os criadores. A coleta, caracterizacao,
avaliacdo, conservacdo e manutencdo sistematica dos estoques do bicho-da-seda

sem perder suas caracteristicas qualitativas e quantitativas originais sdo de extrema



importancia. Esta preservacdo € importante também para que cruzamentos e
retrocruzamentos com espécies selvagens que possam ser exploradas visando
transferir alguns bons caracteres para Bombyx mori, tais como adaptabilidades para
variadas condicdes climaticas, habito alimentar, alta resisténcia para doencgas,
incremento na qualidade do fio da seda

Mais de 320 caracteristicas hereditarias de B. mori tém sido relacionadas
para avaliacdo e caracterizacdo das racas de bicho-da-seda, e existem diferentes
racas de bicho-da-seda que podem ser classificadas de diversas maneiras, como, por
exemplo, de acordo com a sua origem geogréafica, voltinismo, nimero de ecdises ou
até mesmo cor do casulo. No entanto, algumas caracteristicas sdo muito semelhantes
entre si e a avaliacdo morfolégica pode ser muito morosa e ainda assim nao ser
discriminatéria. Neste sentido, marcadores genéticos e bioquimicos sédo extremamente
Uteis nessa classificacéo.

Identificar e catalogar espécies e racas sao fatores de suma importancia para
auxiliar na preservagédo das mesmas. Porém identificar e monitorar a biodiversidade de
uma regiao de forma mais eficiente e compreensivel ainda é um grande desafio para a
ciéncia e a idéia de um sistema de identificacdo molecular padronizada comegou com

a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Metodologia experimental

Extracdo de DNA de mariposas de bicho-da-seda

Amplificacdo da regido barcodes do gene mitocondrial COI, por meio de PCR
Eletroforese em gel de agarose

Avaliacdo dos resultados do gel

PR

1. Extracdo de DNA de mariposas (Bombyx mori)

Identificar no tubo a espécie/raca e sua numeracao.

Macerar a mariposa em nitrogénio liquido (marca de 250 uL — tubos de 2 mL);
Adicionar de 500 pL a 750 pyL de tampéo de extragao;

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

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

2 A

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

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

Acrescentar a cada tubo 750 pL de cloroférmio (ou o0 mesmo volume);



10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.

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

Transferir o sobrenadante para novo tubo e adicionar 350 pL 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

21.
22.
23.

24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.

Obs: completar o volume com TE para 200 L antes de iniciar a purificacéo.
Adicionar 1 fenol :1 cloroférmio: 100 yL de fenol e 100 yL 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 uL);

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

Transferir o sobrenadante para novo tubo e precipitar com NaCl 5 M (14 pL) 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. Tampéao de extracdo

Solucdes [inicial] [final]
200 pL de Tris-HCI pH 7,5 1M 10 mM
240 pL de NaCl 5M 60mM
400 pL de EDTA pH 8,0 0,5M 10 mM
6.250 uL de sacarose 16% 5%
24 yL de espermidina 125mM 0,15mM
60 uL de espermina 50mM 0,15mM
Completar volume com agua mili-Q para 20 mL

B. Tampéo para proteinase K

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

Completar volume com agua mili-Q para 20 mL

2. Amplificacdo do DNA gendmico por PCR (Reagdo em cadeia da polimerase)

Material:
* Oligonucleotideos (primers) especificos (5 mM)
* DNA-molde (DNA de Bombyx mori) contendo o alvo
» dNTPs (desoxirribonucleotideos): dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (1 mM)
» Tampao para Tag DNA-polimerase (10X)
» Tag DNA-polimerase (1 U/pl)
* MgCl; (50 mM)

Os iniciadores ou primers sao oligonucleotideos complementares a seqliéncias do DNA.

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

regido padrdo do barcodes como marcador molecular. 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 fusdo (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 reacao:

Agua miliQ 8,25 uL
Tampéo (10X)* 1,5 uL
dNTPs (1 mM) 0,5 L

Primer LepF1 (5 mM) 0,5 uL

Primer LepR1 (5 mM) 0,5 uL

MgCl, (50 mM) 0,75 uL
Tag DNA-polimerase (1 U/ul) 1,5 uL

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 enzimatica da DNA-polimerase é definida como a quantidade de enzima

necessaria para catalisar a incorporacdo de 10 nmol de dNTP durante 30 min a 74°C.

2. Colocar a reacdo em um termociclador com a seguinte programacao de ciclos de temperatura:

Passo Temperatura Tempo
1 94°C 1 min Temperatura Inicial/Denaturacdo do DNA
2 94°C 40 seg Denaturacdo
3 60°C 40 seg Temperatura de Anelamento dos primers
4 72°C 1 min Extensdo ou Amplificacdo do DNA
5 Voltar para 0 passo 2 - 35 X
6 72°C 30 min Extens&o Final
7 4°C indefinidamente | Armazenamento

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

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



5. Eletroforese em gel de agarose

Obijetivo: preparar gel de agarose para andlise de acidos nucléicos previamente amplificados
por PCR.

Materiais:

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

27,5 g de acido borico

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 1pL para cada 10 mL de gel.

Cuidado! O brometo de etideo é mutagénico e cancerigeno. Nao tocar nos géis corados com
brometo de etideo sem a devida protecdo. Use sempre luvas para manusear o frasco e o gel com

brometo de etideo.

* Transiluminador ultravioleta e mascaras de protecao

Procedimentos

 Preparacao 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 solubilizacdo. O frasco deve ser agitado freqlientemente para
homogeneizacao e para evitar transbordamento.

Apos a solubilizagdo, a solucgdo 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 solugdo e verté-
la sobre uma placa-molde de gel com o pente ja montado. Aguardar a polimerizacdo 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.
5. Visualizar as amostras de DNA resolvidas eletroforeticamente colocando o gel sobre
transluminador com iluminacdo ultravioleta (Cuidado! O ultravioleta pode causar
gueimaduras e é mutagénico. Nao visualizar os géis sem as devidas precaucdes de

seguranca).

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

Pente B—) Derramar agarose derretida
na superficie da placa com

o pente na posigao.
= iy Gel de agarose Fente
== [ n ) — o5mm

Placa de vidro

@ Remover o pente apos solidificagao
da agarose e colocar o gel

e Colocar as solugdes de na camara de eletroforese.

DNA nas cubas de gel.

T
W i el A

Eletrodo de
fio de platina

Hf~ Tampao

@ Ligar fonte de energia e
comegar a eletroforese.

eletrédio +

eletrédio

Corante / © Remover o gel da camara,

corar com brometo de
etidio e fotografar
sob iluminagdo UV.

Fonte de energia
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INTRODUCAO

Principios Basicos da Clonagem Molecular:

No inicio da década de 1970, uma nova maneira de analisar as principais
moléculas constituintes de uma célula comecou a ser praticada. Essas metodologias
inovadoras foram chamadas de tecnologia do DNA recombinante, permitindo o
isolamento de genes especificos em grande quantidade, assim como a modificacdo e

reintroducao destes em células e organismos (Zaha et al., 2012).

A clonagem de DNA envolve a separacao de um gene especifico ou segmento
de DNA de um cromossomo maior, o qual é ligado a uma molécula de DNA pequena
gue atua como portadora e introduzido em uma célula hospedeira. O DNA modificado
é replicado milhées de vezes por um aumento do nimero das células hospedeiras. O
resultado é a amplificacdo seletiva de um gene ou segmento de DNA particular. A
clonagem do DNA de qualquer organismo envolve cinco procedimentos gerais (Figura
1) (Nelson e Cox, 2011):

1. O corte do DNA em locais especificos. Endonucleases que reconhecem
e clivam curtas sequéncias especificas de acidos nucléicos
(endonucleases de restricdo) fornecem as “tesouras moleculares”
necessarias para o isolamento do fragmento de DNA de interesse.

2. A selecdo de uma molécula pequena de DNA capaz de autorreplicacdo
em um organismo hospedeiro. Estas moléculas de DNA sdo chamadas
de vetores de clonagem, os quais podem ser plasmideos bacterianos,
DNAs virais, etc.

3. Ligacdo covalente de dois fragmentos de DNA. A enzima DNA-ligase
liga o vetor de clonagem e o fragmento de DNA a ser clonado (inserto).
As moléculas de DNA compostas compreendendo os segmentos
covalentemente ligados sdo chamadas de DNA recombinante.

4, A passagem do DNA recombinante para a célula hospedeira que ira
fornecer a maquinaria enzimatica para a replicacdo do DNA. O
organismo mais comumente utilizado como hospedeiro é a bactéria
Escherichia coli. Um dos métodos mais utilizados para se introduzir
segmentos de DNA em E. coli (transformacédo bacteriana) consiste em
submeter as células e o DNA a um choque térmico (0°C — 42°C) que
permite a captacdo do DNA por algumas células por razdes ainda

pouco compreendidas (Sambrook e Russel, 2001).



A selecdo ou a identificacdo das células hospedeiras que contém o
DNA recombinante. A forma mais utilizada para se identificar
recombinantes em E. coli consiste na identificacdo visual por meio da
coloracao exibida pela colénia transformante. Os vetores que utilizam
esta estratégia possuem um gene que resulta em resisténcia a
ampicilina e o gene lacZ’, que codifica uma parte da enzima (-
galactosidase (B-gal), responséavel pela quebra da lactose em glicose e
galactose. A presenca de um inserto no vetor de clonagem resulta na
inativagéo do gene lacZ’ e os recombinantes sdo identificados pela sua
incapacidade de sintetizar a enzima ativa. Assim, a selecdo das
colénias contendo plasmideos recombinantes é feita em meio solido
contendo ampicilina e X-gal, um analogo da lactose que, quando
degradado pela B-galactosidase ativa, produz um composto que confere
a colbénia uma coloracdo azul escura. A insercdo de plasmideos
recombinantes resulta em colénias de coloracdo branca (Figura 2)
(Zaha et al., 2012).
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Figura 1. llustracdo esquemadtica da clonagem de DNA. Adaptado de Nelson e Cox,
2011.
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Figura 2. Esquema para a selecdo de plasmideos recombinantes em Escherichia coli
(descricdo no texto).

Expressao Heteréloga de Proteinas:

A maior parte das milhares de proteinas que compdem uma célula é produzida
em pequenas quantidades. No passado, para a maior parte delas, foi extremamente
dificil obter poucos microgramas de material puro. Uma das contribuicdes mais
importantes da tecnologia do DNA recombinante foi possibilitar a producdo da maior

parte das proteinas celulares em quantidades quase ilimitadas (Alberts et al., 2010).

Grandes quantidades de uma proteina desejada podem ser produzidas em um
organismo hospedeiro (expressao heter6loga) a partir de vetores de expressédo, os
guais em geral sdo plasmideos projetados para produzir um RNA mensageiro (MRNA)
gue pode ser traduzido em proteina de forma bastante eficiente em bactérias,
leveduras, ou em células em cultura de insetos e mamiferos (Figura 3). Para prevenir
gue a grande quantidade da proteina estranha interfira com o crescimento da célula
hospedeira, o vetor de expressdo muitas vezes é projetado para inibir a sintese da
proteina estranha até pouco antes das células serem coletadas e rompidas (Alberts et
al., 2012).
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Figura 3. Expressdo heter6loga de proteinas. Um vetor plasmidial é modificado para
conter um promotor altamente ativo, permitindo a produgéo de grandes quantidades
de mRNA de um gene adjacente inserido no vetor plasmidial. Adaptado de Alberts et

Como a proteina de interesse é produzida a partir de um vetor de expressdo
dentro de uma célula, ela deve ser purificada das proteinas da célula hospedeira por
cromatografia. Contudo, como existe grande quantidade da proteina heteréloga no
lisado de células (frequentemente 1 a 10% da proteina total), a purificacdo geralmente
é facil de ser realizada. Varios vetores de expressao foram projetados para adicionar
um marcador molecular — um grupo de residuos de histidina ou uma pequena proteina
marcadora — a proteina expressa, de modo a permitir uma facil purificacdo por
cromatografia de afinidade. Uma variedade de vetores esta disponivel, cada um
modificado para funcionar em um tipo de célula na qual a proteina devera ser

produzida, permitindo a producao de vastas quantidades de proteinas de interesse na



medicina, como a insulina humana, o horménio de crescimento e os antigenos virais

para vacinas (Alberts et al., 2010).

O Papel da Proteina kin1l7 no Metabolismo do DNA:

A proteina kinl17 foi descoberta em 1989 em cultura de células da linhagem FR
3T3 de rato, devido a reacdo cruzada com anticorpos policlonais dirigidos contra a
proteina RecA de Escherichia coli (Angulo et al., 1989), a qual participa do reparo
recombinacional do DNA e na regulacdo de genes da resposta SOS. Tal resposta
acontece na presenca de grande quantidade de danos letais no DNA, resultando na
ativacdo de aproximadamente 20 genes envolvidos no reparo e na recombinagédo do
DNA (Anderson e Kowalczykowski, 1998). Tal reacdo cruzada ocorre devido a
presenca de uma regidao conservada de 40 aminoacidos (posicbes 162-201) (RH,
Figura 4) que apresenta homologia de 49% com a extremidade C-terminal da RecA, a
qual atua na regulacdo da ligagdo ao DNA (Angulo et al., 1991). Adicionalmente, a
kinl7 apresenta um sinal de localizac&o nuclear (NLS, Figura 1) e um motivo dedo de
zinco de ligacdo ao DNA (ZF, Figura 1), ambos homélogos aqueles observados na
proteina de reparo poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) (Mazin et al. 1994).
Recentemente, um motivo KOW foi identificado entre os aminoacidos 330 e 363,
sendo confirmado por analise de cristalografia da extremidade C-terminal da kinl7 (le
Maire et al., 2006). Tais motivos estdo relacionados com interagbes proteina-RNA e

proteina-proteina nos processos de metabolismo do RNA (Steiner et al., 2002).
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Figura 4. Dominios funcionais da proteina kinl7. MTS: sinal putativo de localizagdo
mitocondrial; ZF: dedo de zinco; RH: dominio de homologia a proteina RecA de E. coli;
NLS: sinal de localizagao nuclear; KOW: motivo KOW. Extraido de Despras, 2006.




O gene KIN17 esta situado no cromossomo 2 em murinos e no brago curto do
cromossomo 10 em humanos, codificando para uma proteina de aproximadamente 45
kDa e ponto isoelétrico de 9,3 (Angulo et al., 1991; Kannouche et al., 2000). O gene é
conservado filogeneticamente em eucariotos, visto que foram identificados ortdlogos
em organismos diversos como o vegetal Arabidopsis thaliana, o inseto diptero
Drosophila melanogaster, 0o nematdide Brugia malayi e a levedura

Schizosaccharomyces pombe (Despras et al., 2003).

Uma série de estudos identificaram o papel da kinl7 em processos nucleares,
principalmente na replicacdo e no reparo do DNA. Células transfectadas com RNA
antisenso da kinl7, apresentando assim baixos niveis da proteina, apresentam taxa
reduzida de sintese de DNA, acimulo na fase S e sdo mais sensiveis a mutagénese
(Biard et al., 2002; Despras et al., 2003). Em contrapartida, a superexpressdo da
proteina resulta em inibicdo da proliferacdo celular (Kannouche e Angulo, 1999),
indicando que o nivel da expressao da kinl7 deve ser estritamente regulado para o
funcionamento adequado do ciclo celular. Agentes mutagénicos como radiacado
ionizante e luz ultravioleta induzem uma resposta tardia da kinl7, resultando em
aumento da expressdo e alteragdo da localizagdo nuclear (Kannouche et al., 2000;
Biard et al., 2002).

Recentemente, foi constatado que a kinl7 esta associada ao complexo
multiprotéico de replicacdo do DNA, em conjunto com outras proteinas como a RPA70
(human replication protein A), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) e DNA
polimerase a. Além disso, tal proteina associa-se diretamente a certas regides de
origens de replicagcdo. Complexos multiprotéicos isolados de células Hela
(provenientes de carcinoma cervical humano) capazes de realizar replicacdo do DNA
in vitro apresentam atividade reduzida quando a kinl7 é inibida por imunodeplecéo
(Miccoli et al.,, 2005). Em muitas linhagens celulares derivadas de tumores, foi
constatado um alto nivel de expressao da kinl7 (Kannouche et al., 2000; Despras et
al., 2003), assim como em tecidos tumorais de pacientes de cancer de mama (Zeng et
al., 2011). Este Ultimo estudo apontou que a kinl7 pode ser um potencial alvo no
tratamento desse tipo de cancer, e correlacionou a expressdo dessa proteina com
fatores de regulagdo do ciclo celular, como a ciclina D1 e o ERK1/2 (extracellular

signal-regulated protein kinases 1 and 2).

Os dados obtidos até o momento sugerem que a kinl7 pode atuar como um elo de
ligacdo entre processos de replicacdo e reparo do DNA, impedindo a parada do ciclo

celular devido a presenca de lesbes ndo reparadas no DNA. Além disso, a proteina



kinl17 também é parte do spliceossomo (Rappsilber et al., 2002) e pode ser capaz de

se associar diretamente a moléculas de mMRNA durante a espermatogénese,

demonstrando que a proteina apresenta um papel no processamento do RNA. Tais

processos podem ser regulados pela presenca do motivo KOW (Pinon-Lataillade et al.,

2004).
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ROTEIRO DAS ATIVIDADES PRATICAS

1. Extracao de RNA Total das células GMA32

As células utilizadas nos experimentos de clonagem do gene da proteina kinl7

serao da linhagem GMA32, que sao fibroblastos de pulmdo de hamster Chinés

cultivados em meio minimo essencial — MEM. Essas células foram gentilmente

cedidas pela Dra. Michelle Debatisse (Institut Curie, Paris, Franca).

Protocolo para Extracdo de RNA Total através do TRIzol (Invitrogen):

¢ Dentro da capela de fluxo laminar retirar o meio velho e descartar;

e Adicionar 2mL de PBS 1x e agitar para lavar as células que estéo

aderidas ao fundo da placa;



e Descartar o PBS 1x;

e Adicionar 2mL de PBS 1x e soltar as células utilizando o rodo de células.

e Transferir as células para um tubo tipo falcon de 15mL;

e Centrifugar 2 min a 2000 rpm;

e Descartar o sobrenadante e deixar o tubo de cabeca para baixo secando
no papel toalha;

e Ressuspender o pellet de células com PBS 1x de forma a ficar com um
volume final de 250uL.

e Adicionar 750uL de TRIzol e pipetar para cima e para baixo diversas
vezes até a completa homogeneizacao da amostra;

e Incubar a temperatura ambiente por 5 min para permitir a completa
dissociacdo dos complexos de nucleoproteinas.

e Adicionar 200uL de cloroférmio;

e Agitar vigorosamente com as maos por 15 segundos;

e Incubar de 2 a 3 min a temperatura ambiente;

e Centrifugar a amostra a 12.000 x g por 15 min a 4°C;

¢ Remova a fase aquosa superior pipetando o liquido com o tubo inclinado
45°, evite pipetar qualquer residuo da interfase ou da fase fendlica;

e Adicionar 500uL de isopropanol 100% para a fase aquosa,;

e Agitar e incubar 10 min a temperatura ambiente;

e Centrifugar a amostra a 12.000 x g por 15 min a 4°C;

e Remova o sobrenadante do tubo deixando apenas o pellet;

e Lavar o pellet com 1ml de etanol 70%;

e Centrifugar o tubo a 7500 x g por 5 min a 4°C;

e Retirar o sobrenadante e deixar o pellet secar de 5 a 10 min;

e Ressuspender o pellet em 50uL de 4gua destilada tratada com DEPC.

Dosar o RNA utilizando o equipamento NanoDrop 2000. Em seguida preparar

um gel de agarose 1% para verificacao da integridade do RNA total extraido.



Protocolo de Eletroforese em Gel de Agarose:

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

27,5 g de &cido borico

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

Gel de agarose 1%
30 mL de TBE 0,5X

0,3 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. Nao tocar nos géis

corados com brometo de etideo sem a devida protecdo. Use sempre luvas para

manusear o frasco e o gel com brometo de etideo.

Preparar a solugdo de agarose em frasco de Erlenmeyer e aquecé-la em forno de
microondas por 2 min na poténcia 4. O frasco deve ser agitado ao final até a
completa homogeneizagdo do gel,

Apos a solubilizacdo, a solucdo de agarose deve ser ligeiramente resfriada por
alguns minutos e a ela devem ser adicionados solucéo de brometo de etidio (1
mg/ml). Depois disso, agitar a solucéo e verté-la sobre uma placa-molde de gel
com o pente j& montado. Aguardar a polimerizagéo a temperatura ambiente;
Assim que o gel estiver pronto, coloca-lo na cuba de eletroforese e submergi-lo
em TBE 0,5X;

Em parafilme misturar 3 pl de cada amostra de RNA total mais 1 pul de RNA
loading buffer e aplicar no gel com uma micropipeta;

Submeter as amostras a eletroforese a uma voltagem de 110V, por
aproximadamente 30 min;

Visualizar as amostras colocando o gel sobre transluminador com iluminagéo
ultravioleta. (Cuidado! O ultravioleta pode causar queimaduras e é mutagénico.

N&o visualizar os géis sem as devidas precauc¢des de seguranca).



2. Sintese da Primeira Fita do cDNA

Antes de proceder para o reacao da sintese da primeira fita do cDNA utilizando
uma transcriptase reversa, € preciso que o RNA total seja tratado com DNAse | para

gue o DNA ainda presente na amostra ndo interfira na reacéo da transcriptase.

Protocolo de Tratamento do RNA total com DNase | (Invitrogen):

¢ No gelo adicionar em um tubo de 0,2mL 0s seguintes componentes:
- 3ug de RNA total
- 1uL de 10x DNase I buffer
- 1uL de DNase I, 1U/uL
- H,O DEPC g.s.p. 10uL

e Incubar 15 min a temperatura ambiente;
e Inativar a DNase | com a adicdo de 1uL de EDTA 25mM;
e Aqueca 0 tubo a 65°C por 10 minutos;

Protocolo para Sintese da primeira fita de cDNA utilizando M-MLV RT

(Invitrogen):

A enzima “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV
RT)” utiliza RNA ou DNA de fita simples, para sintetizar uma fita complementar de

DNA na presenca de um primer.

e Adicionar em um tubo de 0,2mL os seguintes componentes:
- 1ng a 5ug de RNA total
- 1uL de oligo(dT)12-18 (500ug/mL), ou 50-250ng de random primers, ou
2pmol de um primer gene especifico
- 4uL de dNTP mix 2,5mM de cada dNTP
- H,0 estéril e destilada g.s.p. 13uL
e Aquece 0 tubo a 65°C por 5 minutos e resfrie rapidamente no gelo;
e Colete o conteido do tubo através de um rapido spin;
e Adicione:
- 4uL 5x First-Strand Buffer



-2uL de DTT 0,1M

e Homogeneizar a amostra gentilmente e incubar a 37°C por 2 minutos;

e Adicionar 1uL (200 unidades) de M-MLV RT e misturar com a pipeta para cima
e para baixo até a completa homogeneizacéo;

e Incubar a 37°C por 50 minutos;

e Inativar a reacdo aquecendo o tubo a 70°C por 15 minutos.

Agora o cDNA pode ser usado como molde para a amplificacdo do gene da

proteina kinl7 por PCR.

3. Amplificacdo do Gene kinl7 através de PCR

O protocolo abaixo serve como um guia geral para reacBes de PCR que
utilizam a Tagq DNA polimerase como enzima na amplificacdo do DNA. No entanto,
condicdes Otimas de reacdo, tais como, tempo e temperaturas de incubacao,
concentracdo de Taqg DNA polimerase, primers, MgCl, e quantidade de amostra,

variam bastante e devem ser otimizadas.

Componente Volume Concentracédo Final
10x PCR buffer sem Mg*? 10uL 1x
10mM dNTP mix 2uL 0,2mM cada dNTP
50mM MgCl, 3uL 1,5mM
Primer mix (10uM cada) 5uL 0,5uM cada
Amostra de DNA 1-20uL
Taqg DNA Polimerase
(5U/uL) 0,2 -0,5uL 1,0 — 2,5 unidades
H.O estéril e destilada g.s.p. 100uL

Protocolo para Amplificacdo do Gene kinl7 através de PCR utilizando a Taqg DNA

polimerase (Invitrogen):

e Adicionar em um tubo de 0,2mL os seguintes componentes:
- 13,5uL de H,O estéril e destilada
- 2uL de 10x PCR buffer



- 0,75uL de MgCIl,50mM

- 0,5uL de dNTP mix 10mM

- 0,5uL de primer forward kinl7 F1

- 0,5uL de primer reverse kinl7 RO

- 0,25uL de Taq DNA polimerase

- 2uL de cDNA first-strand

e Colocar areagdo em um termociclador com a seguinte programacéo de ciclos de

temperatura:

- 94°C/ 5 min - Temperatura inicial para desnaturagdo do DNA
- 94°C/ 1 min - Desnaturagao

25 ciclos - 62°C/ 1 min - Temperatura paraanelamento dos primers

- 72°C/ 1 min - Extensdo do DNA

- 72°C/ 10 min - Extenséo final

- 4° C/ Indefinidamente — Armazenamento

e Retirar a amostra do termociclador e armazenar na geladeira a 4° C.

4. Analise do PCR através de gel agarose

Por fim, preparar um gel de agarose 1%, para verificacdo do produto de PCR

obtido, como descrito anteriormente em Protocolo de Eletroforese em Gel de Agarose.



REFERENCIAS

ALBERTS, B. et al. Biologia Molecular da Célula. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010.

ANDERSON, D. G.; KOWALCZYKOWSKI, S. C. Reconstitution of an SOS response pathway:
derepression of transcription in response to DNA breaks. Cell 95: 975-979, 1998.

ANGULO, J. F.; MOREAU, P. L.; MAUNOURY, R.; LAPORTE, J.; HILL, A. M.; BERTOLOTTI, R;
DEVORET, R. Kin, a mammalian nuclear protein immunologically related to E. coli RecA protein.
Mutation Research 217: 123-134, 1989.

ANGULO, J. F.; ROUER, E.; MAZIN, A.; MATTEI, M. G.; TISSIER, A.; HORELLOU, P
BENAROUS, R.; DEVORET, R. Identification and expression of the cDNA of KIN17, a zinc-finger
gene located on mouse chromosome 2, encoding a new DNA-binding protein. Nucleic Acids
Research 19: 5117-5123, 1991.

BIARD, D. S. F.; MICCOLI, L.; DESPRAS, E.; FROBERT, Y.; CREMINON, C.; ANGULO, J. F.
lonizing radiation triggers chromatin-bound kin17 complex formation in human cells. The Journal
of Biological Chemistry 277: 19156-19165, 2002.

DESPRAS, E. Les proteines kinl7, xpc, dna-pkcs et xrcc4 dans la reponse cellulaire aux
dommages de I'adn. Etude des relations entre la reparation par excision de nucleotides et la
recombinaison non homologue dans un modele syngenique humain. These de docteur aux
biologie cellulaire et moléculaire. Universite Paris V, Paris, Franca, 2006.

DESPRAS, E.; MICCOLI, L.; CREMINON, C.; ROUILLARD, D.; ANGULO, J. F.; BIARD, D. S. F.
Depletion of KIN17, a human DNA replication protein, increases the radiosensivity of RKO cells.
Radiation Research 159: 748-758, 2003.

FREITAS, ZFO; RODRIGUES, EG; OLIVEIRA, V; CARMONA, A K; TRAVASSOS, LR. (2004)
Melanoma heterogeneity: differential, invasive, metastatic properties and profiles of cathepsin B, D
and L activities in subclones of the BL6F10-NEX2 cell line. Melanoma Research: 14 (5): 333-344.

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/trizol reagent.pdf

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/mmlv_rt _man.pdf

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/18068015.pdf

KANNOUCHE, P.; MAUFFREY, P.; PINON-LATAILLADE, G.; MATTEI, M. G.; SARASIN, A;
DAYA-GROSJEAN, L.; ANGULO, J. F. Molecular cloning and characterization of the human KIN17
cDNA encoding a component of the UVC response that is conserved among metazoans.
Carcinogenesis 21: 1701-1710, 2000.

LE MAIRE, A.; SCHILTZ, M.; STURA, E. A.; PINON-LATAILLADE, G.; COUPRIE, J.; MOUTIEZ,
M.; GONDRY, M.; ANGULO, J. F.; ZINN-JUSTIN, S. A tandem of SH3-like domains participates in
RNA binding in KIN17, a human protein activated in response to genotoxics. Journal of Molecular
Biology 364: 764-776, 2006.

MAZIN, A.; TIMCHENKO, T.; MURCIA, J. M.; SCHREIBER, V.; ANGULO, J.; MURCIA, G.;
DEVORET, R. Kinl7, a mouse nuclear zinc finger protein that binds preferentially to curved DNA.
Nucleic Acids Research 22: 4335-4341, 1994.



NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica de Lehninger. 5. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2011.

PINON-LATAILLADE, G.; MASSON, C.; BERNARDINO-SGHERRI, J.; HENRIOT, V.
MAUFFREY, P.; FROBERT, Y.; ARANEDA, S.; ANGULO, J. F. KIN17 encodes an RNA-binding
protein and is expressed during mouse spermatogenesis. Journal of Cell Science 117: 3691-
3702, 2004.

RAPPSILBER, J.; RYDER, U.; LAMOND, A. I.; MANN, M. Large-scale proteomic analysis of the
human spliceosome. Genome Research 12: 1231-1245, 2002.

SAMBROOK, J.; RUSSELL, D. W. Molecular Cloning: A laboratory manual. 3. ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2001.

STEINER, T.; KAISER, J. T.; MARINKOVIC, S.; HUBER, R.; WAHL, M. C. Crystal structures of
transcription factor NusG in light of its nucleic acid- and protein-binding activities. The EMBO
Journal 21: 4641-4651, 2002.

ZENG, T.; GAO, H.; YU, P.; HE, H.; OUYANG, X.; DENG, L.; ZHANG, Y. Up-regulation of kinl7 is
essential for proliferation of breast cancer. Plos One 6, 2011.

ZAHA, A.; FERREIRA, H. B.; PASSAGLIA, L. M. P. (org.). Biologia Molecular Bésica. 4.
ed.Porto Alegre: Artmed, 2012.



MINICURSO 3

PRODUCAO DO ETANOL DE SEGUNDA
GERACAO

" A’é Universidade Estadual de Maringa
J

Programa de Pos-Graduagdo
\ em Ciéncias Bioldgicas

IV Curso de Inverno em
Biologia Celular e Molecular

15 a 18 de Julho de 2014

LABORATORIO DE BIOQUIMICA DE MICROORGANISMOS

Professores: P6s-graduandos:

Rosane Marina Peralta Aline Cristine da Silva de Souza

Cristina Giatti Marques de Souza Bruna Polacchine da Silva

Caroline AP. Vaz De Araujo
Rafael Castoldi



1. INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica constitui a maior fonte de carboidratos
poliméricos naturais do mundo que, apods hidrolise a aglcares monoméricos,
podem ser fermentados para producdo de importantes produtos, incluindo o
bioetanol. Entretanto, tanto a hidrélise quimica quanto a enzimética dos
polissacarideos é altamente problemética, tendo em vista que na natureza os
carboidratos poliméricos estao intrinsecamente unidos a lignina, um polimero
fendlico altamente recalcitrante. A lignina é de dificil degradag@o porque € um
polimero tridimensional interconectado através de diversas ligacdes carbono-
carbono e outras ligacdes que ndo séo hidrolisdveis em condig6es bioldgicas. A
remoc¢do da lignina tem sido considerada um pré-requisito para uma utilizacdo
eficiente dos carboidratos dos materiais lignocelulésicos (BORTOLAZZO, 2011,
SMITH et al., 1987).

Diversas estratégias para a conversdo de materiais lignocelul6sicos em
acucares fermentesciveis tém sido demonstradas em escala laboratorial e
piloto. O conceito geral envolve pré-tratar a matéria bruta para, entdo, submeté-
la & hidrdlise enzimética. Pré-tratamentos fisico-quimicos tais como
tratamentos &cidos e alcalinos e a explosdo a vapor sdo bastante conhecidos
para melhorar a conversdo da biomassa celulésica em aglcares monoméricos.
Entretanto, estes tratamentos requerem grande quantidade de energia e
frequentemente geram produtos toxicos, tornando-os inviaveis
economicamente e ambientalmente indesejaveis. Pré-tratamentos brandos e
ambientalmente adequados com baixa ou nenhuma producéo de poluentes séo
desejaveis e tém sido objeto de varios estudos. Dentro deste conceito,
encaixam-se os pré-tratamentos bioldgicos dos materiais lignocelulésicos. 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 estdo entre os organismos mais utilizados na
producdo de enzimas com interesse biotecnolégico. Estas enzimas sé&o
amplamente utilizadas nas industrias farmacéuticas, de alimentos, de papel,
téxtil, na producédo de etanol, etc. No processamento do &lcool, os fungos e

suas enzimas podem ser inseridos nos processos de pré-tratamento biolégico e



de sacarificagdo enzimatica da celulose e hemicelulose (CONCEICAO et al.,
2005).

Os basidiomicetos causadores da podriddo branca da madeira séo
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 produ¢cdo de enzimas como as
feruloil esterases, que removem fendlicos ligados aos carboidratos (AGUIAR&
FERRAZ, 2011).

Dentro deste contexto, o bioetanol ou etanol de segunda geracdo
(produzido a partir da biomassa lignocelulésica) vem sendo mundialmente
considerado uma importante alternativa ao uso da gasolina. O potencial da
transformagcdo de componentes da biomassa em aguUcares baseia-se na
hidrélise enzimética completa da celulose visando a producdo de etanol. A
hidrélise enzimética ocorre através da acdo de enzimas celuloliticas na
biomassa. As enzimas celuloliticas s&o produzidas por diferentes
microrganismos, sendo fungos filamentosos os mais eficientes produtores.
Assim, o desenvolvimento de tecnologias que permitem produzir etanol a partir
de residuos agroindustriais lignoceluldsicos podera diminuir o problema do seu
descarte na industria, tornando o residuo comercial (SOCCOL et al., 2011,
CANILHA et al., 2009).

1.1. Estruturae composicao da biomassa lignocelulésica

z

A biomassa lignocelulésica € uma mistura complexa de polimeros
naturais de carboidratos conhecidos como celulose, hemicelulose, além de
lignina e pequenas quantidades de outras substéncias, como extrativos e
cinzas. Estes materiais lignoceluldsicos representam a fragdo mais expressiva
da biomassa vegetal e a maior fonte de compostos organicos da biosfera.
Estas fracdes perfazem mais de 90% da massa seca total e, em nosso planeta,

varios componentes da biomassa estdo disponiveis 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 ligno-
celulésicos 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 ligacdes B-(1,4)-
glicosidicas (FENGEL & WEGENER, 1989; HENRIKSSON & LENNHOLM,
2009; CASTRO & PEREIRA, 2010) (Fig. 1). A estrutura linear, conferida pela
configuracdo das ligagBes glicosidicas, possibilita a formacdo de ligagbes de
hidrogénio intra e intermoleculares e acarreta na agregacdo das cadeias
celulésicas em “fibrilas elementares” com alto grau de cristalinidade. Estes
agregados conferem elevada resisténcia a tensao, tornam a celulose insolavel
em um grande ndmero de solventes e explicam, pelo menos em parte, a sua
resisténcia & degradacdo microbiana (DING & HIMMEL, 2006; MATTHEWS,
2006).
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Figura 1: Estrutura da fracéo celulésica (CASTRO & PEREIRA, 2010).

As hemiceluloses sdo polissacarideos ramificados e de menor massa
molar que a celulose. S8o compostas por varios aclcares como a glicose,
manose, galactose e xilose, além de pequenas quantidades de arabinose, &aci-
dos 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



estagio anterior a lignificagdo. Sua estrutura apresenta ramificacdes e cadeias
laterais que interagem facilmente com a celulose, dando flexibilidade e
estabilidade ao agregado (RAMOS, 2003).
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Figura 2 Representacéo esquematica do xilano (VRIES & VISSER, 2001).

Comparada as celuloses, as hemiceluloses apresentam maior
susceptibilidade a hidrolise acida, pois oferecem uma maior acessibilidade aos
acidos. Sua natureza quimica varia nas plantas em relagdo 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
alcodis hidroxi-cinamilicos (Fig. 3). Em massa, esse componente representa

cerca de 20-30% do material lignoceluldsico seco (RALPH et al., 2004).
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Figura 3 Representacdo do polimero de lignina (BOERJAN et al., 2010).



A lignina é uma macromolécula complexa e constitui a fracdo né&o
polissacaridica mais abundante da lignocelulose. Envolve as microfibrilas
celulésicas, conferindo protecdo a degradacdo quimica e/ou bioldgica, e pode
formar ligagdes covalentes com a hemicelulose. Enquanto as paredes celulares
de gramineas apresentam os 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
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Figura 4 Arquitetura da parede celular vegetal.

A parede celular em questéo apresenta baixa porosidade, o que impede
a infitracdo 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 os materiais lignocelulésicos é 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).

1.2. Fungos da podriddo branca da madeira e enzimas extracelulares

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

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

Os fungos secretam grande diversidade de enzimas no ambiente que
sdo utilizadas para auxiliar na suanutricdo, desta maneira sdo responsaveis
pela deterioracdode varios materiais naturais, refinados ou processados.

Nasultimas décadas, a utilizacdo dos fungos filamentosos eseus metabdlitos



nos processos de biorremediagdo vémcrescendo em virtude do alto potencial
degradativo,biossortivo (metais pesados e corantes) e dos mecanismos de

resisténcia em condigdes 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 ligacdes glicosidicas ao acaso, gerando
oligbmeros) e celobio-hidrolases (hidrolisam os oligbmeros gerados pelas
endo-1,4-B-glicanases, liberando moléculas de celobiose). Um grupo finalizador
da hidrélise é composto pelas 1,4-B-glicosidases, que hidrolisam a celobiose a
glicose. Ainda dentro do complexo celulolitico hd a celobiose-desidrogenase
que oxida vérios acUcares como celobiose, lactose, oligbmeros de glicose e,
inclusive, a celulose (AGUIAR& FERRAZ, 2011).

A biodegradagdo de polioses envolve a acdo de enzimas fre-
guentemente classificadas de acordo com os distintos substratos. O sistema
hemicelulolitico requerido para a hidréliseda hemicelulose é mais complexo que
o sistemacelulolitico, j& que a hemicelulose apresenta naturezaheterogénea. As
xilanases rompem ligagBes entre unidades monoméricas de xilose, enquanto
as mananases atuam sobre ligacbes entre moléculas de manose,
respectivamente. A B-xilosidase e a B-manosidase hidrolisam dimeros de xilose
e manose, respectivamente. Outras enzimas importantes s&o as a-
glicuronidases e acetil-esterases, que atuam sobre ligacdes de acidos urdnicos
e grupos acetila com moléculas de acguUcares, respectivamente (CANILHA et al.,
2009).

Um vasto grupo de enzimas estd relacionado a biodegradacdo da
lignina. No entanto, até os dias de hoje, existem inUmeras duvidas sobre a real
participagcédo de cada grupo e a fungédo que cada um deles exerce no processo
global de oxidag&o que leva a lignina até diéxido de carbono e agua. 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 podridao
branca; no entanto, existem algumas espécies que sao eficientes na
degradacgéo de lignina, mas que produzem somente uma, duas ou as trés
enzimas simultaneamente. Ja os fungos causadores de podriddo parda séo

conhecidos como néo produtores de fenoloxidases (BORTOLAZZO, 2011).

As LiPs podem abstrair elétrons de estruturas arométicas nédo fendlicas,
dando origem a radicais céation. As MnPs s&o dependentes de Mn*" e s&o
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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Figura 6. Ciclo catalitico simplificado da LiP (A) e MnP (B); S = substrato aromatico,
FOH = substrato fendlico (AGUIAR& FERRAZ, 2011).

Nos dois casos, a enzima é ativada pela oxidacao por H,O,, levando a
formacdo do composto | (Cl) que € um oxocomplexo deficiente em 2 elétrons. A
reducdo do Cl até a enzima nativa ocorre por meio de duas etapas, com a
abstracéo 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 oxidagéo de substratos fendlicos
e nao fendlicos levando a formacgéo 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 oxidag&o direta de uma estrutura
fendlica ou de um &tomo 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 acido oxalico. 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 abstracao de um elétron de fendis, em funcéo da
reducdo de Cu®* a Cu'* que, por sua vez, reduz O, a H,O, 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 fendlicos, 4 protons e 1 molécula de O.. Entretanto,
estas enzimas também podem degradar estruturas aromaticas nédo fendlicas
por meio da oxidacdo de alguns mediadores sintéticos como o
hidroxibenzotriazol (HBT) ou mesmo naturais, como derivados do acido
benzoico e fons Mn?* (BORTOLAZZO, 2011; AGUIAR& FERRAZ, 2011).

0, Lacase (Cu*") FO-

H,0 Lacase (Cu™) FOH

Figura 7. Ciclo catalitico das lacases; FOH = substrato fendlico (AGUIAR& FERRAZ,
2011).



1.3. Biocombustiveis

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

Os combustiveis fdosseis 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 produgcdo de combustiveis. Algumas destas ja
estdo bem estabelecidas, como, por exemplo, o gas natural e o etanol, que séo
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 a crescente busca por formas sustentaveis de
energia (MACEDO, 2007). O etanol ou bioetanol é o &lcool etilico (C,HsOH)
produzido através da fermentacdo dos acUcares encontrados em produtos
vegetais (BASTOS, 2007).

O Brasil é o maior produtor do mundo de cana, matéria-prima utilizada
na producdo do etanol, porém, existem outras fontes para a produgdo 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 producéo de bioetanol € necesséaria uma sequéncia de eventos.
A producéo de etanol a partir de cana-de-acucar inicia com a moagem da cana,
que libera o subproduto conhecido como “garapa’, com grande concentracao
de sacarose; segue a produgdo do melago, com aquecimento e adicdo de
fermentos biolégicos (bactérias: Zymomonas mobilis, Erwinia amylovora,
Spirocaheta litoralis, Thermanaerobacter  ethanolis e leveduras:
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ellipsoideus,

Schizosaccharomyces pombe), que serdo responsaveis pela transformagéo do



acucar em etanol. A etapa final consiste em uma destilagéo fracionada (SILVA,
2010).

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

Porém, esse modo de producdo de &lcool enfrenta problemas. O
principal deles é a remog&o dos aclUcares fermentaveis da estrutura da fibra,
devido a lignina, molécula altamente recalcitrante e de dificil degradacéo, que
prejudica também a degradacé@o quimica ou enzimatica da celulose (HIMMEL
et al., 2007).

Assim, degradar a lignina tem sido uma etapa limitante na produgéo de
alcool de segunda geracdo. Varios tipos de pré-tratamento da fibra tém sido
propostos: quimicos - tratamentos acidos (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 séo
prejudiciais ao meio ambiente, por este motivo, tratamentos mais brandos séo
desejaveis, entre estes, destacam-se os bioldgicos, pois causam pouca ou

nenhuma poluicdo ao ambiente (CANILHA et al., 2009).

No que diz respeito ao pré-tratamento biologico das fibras
lignoceluldsicas, um dos possiveis processos para a degradacdo da lignina e

posterior sacarificac@o € a utilizacéo dos fungos da podriddo branca, que, como



jA 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 acucares liberados ap6s o pré-
tratamento, seguido da sacarificagdo com celulases, podem ser utilizados para
varias finalidades, dentre elas a producdo de etanol de segunda geracao
(CASTRO, 2010).

1.4. Bioprocessos e biorreatores

Bioprocessos envolvem o cultivo de células vivas (micrébios, mamiferos
ou plantas), organelas ou enzimas imobilizadas em biorreatores com o objetivo
de produzir materiais bioquimicos de interesse comercial, tais como vacinas,
enzimas e antibidticos. Além da producdo destes produtos pode-se, utilizar os
bioprocessos para a remocao de residuos industriais, na purificacdo de agua,
tratamento de efluentes e gestdo de residuos sdlidos. Para ser viavel
industrialmente os bioprocessos devem possuir vantagens sobre os métodos
convencionais tais como 0s quimicos, seja por produzirem materiais finos como

vacinas, seja por trabalharem em baixas temperaturas e pHSs.

No processo biotecnologico em larga escalaprecisamoscontrolar todo o
sistemade forma eficiente, assim sdo realizados dentro de biorreatores ou
sistemas de contengdo, de forma que todos os paramétros possam ser
controladose  reproduziveis, utilizando sempre as mesmas quantidades
dematérias-primas ede in6culo, produzindoprecisamentea mesma quantidade
deproduto. As etapas paraformacdo do produtono bioprocesso tecnolégicosédo
semelhante, ndo importando o organismo emeio utilizado ou produto formado,
sendo estas dividas em trés etapas: a preparativa (upstream), a fermentativa e

a de recuperagéo (downstream) (fig 8).
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Figura 8. Esquema de cultivo em biorreator com as etapas anterior (upstream) e
posterior (downstream) a ele.

Biorreatores, reatores bioquimicos, reatores bioldgicos sdo os reatores
quimicos nos quais ocorre uma série de reagbes quimicas catalisadas por
biocatalisadores, sendo estes enzimas ou células, sejam para producdo de
cerveja, &cidos organicos ouaminoécidos, antibidticos, enzimas, vacinas ou
parabiorremediagdo. Basicamente o0s biorreatores apresentam o0s seguintes
componentes: frasco de cultivo, motor elétrico conectado a um eixo que se
estende até o interior do frasco, bomba compressora de ar, sensores de
temperatura, pH e oxigénio

O frasco de cultura é desenhado de tal forma a permitir uma o6tima
aeracdo do meio de cultura, bem como uma homogeneizacao satisfatéria com
um minimo de dano mecanico do material em cultivo. Os frascos podem ser
feitos de vidro, aco inoxidavel, policarbonato, polipropileno ou qualquer outro
material que suporte a autoclavagem a uma temperatura de 121°C durante 15
a 30 minutos. Frequentemente, o frasco de cultivo apresenta um envoltério
metalico em fora de jaqueta, por onde circula agua com temperatura pré-
determinada, para controle da temperatura do cultivo. A homogeneizagdo do
meio de cultura e a aeracdo do material em cultivo sdo feitos de diversas

formas, sendo a mais comum a injecdo de um fluxo de ar a uma determinada



pressao, combinada com o movimento de uma hélice no interior do frasco de
cultivo. O ar que entra no sistema € esterilizado ao ser forcado a passar
através de uma membrana com poros de 0,22 a 0,44 micras de diametro. O
tamanho do frasco de cultivo normalmente varia entre 1 a 20 litros, sendo 0s

mais utilizados entre 1 a 4 litros.

Os reatores mecanicamente agitados (STR — stirred tank bioreactor) ou
reatores de mistura (figura 9a) séo os mais empregados (90% do total de
reatores industriais). Este reator consiste em um tanque cilindrico, equipado

com chicanas (“baffles”) e um agitador central ligado a um motor.

Nos reatores agitados pneumaticamente a agitacdo do liquido é feita por
meio do borbulhamento de um gas (normalmente ar) no reator, gerando menor
tensdo de cisalhamento, o que os torna atraentes para o cultivo de células
animais e vegetais. O biorreator “air-lift” (ou“loop reactors) difere da coluna de
bolhas (“buble column” ou reatores tipo torre) (figura 10A) pela presenca de
um dispositivo, colocado interna ou externamente, denominado draft tube
(figura 10B). As fungdes deste dispositivo incluem: o aumento do grau de
mistura, imprimindo, fundamentalmente, escoamento axial, a reducdo da
coalescéncia das bolhas e a equalizagéo das forgas cisalhantes ao longo do
biorreator. Tanto o biorreator “air-lift” quanto o de coluna de bolha séo
comumente utilizados em culturas de microrganismos sensiveis ao

cisalhamento decorrente da movimentacé&o do liquido.



Quadro 1: Classificagao geral dos biorreatores

Classificagcao geral dos biorreatores

(I) Reatores em fase aquosa (fermentagdo submersa)

(Il) Reatores em fase
ndo aquosa
(fermentagéo semi-
solida)

(1.1) Células/ enzimas

livres:

- Reatores agitados
mecanicamente (STR:

“stirred tank reactor”)

- Reatores agitados
pneumaticamente
- Coluna de bolhas (“buble

column”)

- Reatores “air-lift”

- Reatores de fluxo pistonado

(“plug-flow™)

(1.2) Células/
enzimas
imobilizadas

em suportes:

- Reatores com

leito fixo

- Reatores com
leito fluidizado
- Outras

concepgdes

(1.3) Células/
enzimas
confinadas
entre

membranas:

- Reatores com
membranas

planas

- Reatores de
fibra oca

(“hollow-fiber”)

- Reatores estaticos

(reatores com bandejas)

- Reatores com agitacéo

(tambor rotativo)

- Reatores com leito fixo

- Reatores com leito

fluidizado gas-solido
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Figura 9. Varios tipos de biorreatores. (a) Biorreator de tanque continuoagitado (STR).
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Figura 10. Biorreatores com escoamento pneumatico (Fonte: Pereira, 2008).

Dependendo da movimentagdo relativa das particulas (“pellets”),
distinguem-se os reatores de leito fixo, onde a movimentacdo é praticamente
inexistente, e os de leito fluidizado, onde h4 uma movimentacéo intensa das
particulas, sendo que a fluidizacéo do leito pode ser provocada pela injecdo de
ar, ou de gas inerte, ou ainda por uma corrente de recirculagdo de liquido no

reator.

Os reatores com laminas de membranas planas e os reatores de fibra oca
(“hollow-fiber”) mantém as células confinadas entre membranas
semipermeaveis (“entrapped biocatalyst”), as quais permitem o fluxo de liquido,
mas ndo a passagem células. Assim, ocorre a separacdo entre os fluxos de
nutrientes e produtos metabdlicos, e uma primeira separacdo do produto
desejado. Como ocorre a passagem de nutrientes e produtos através de
membranas, esse tipo de reator costuma ser designado por ‘reator de
perfusdo”. No entanto, o termo reator ou sistema de perfuséo, tem sido
empregado de forma mais genérica, incluindo a situacdo de um reator STR
com reciclo externo de células por filtragdo por membranas, ou ainda,

simplesmente designada um reator com células imobilizadas.

Os tipos de biorreatores para células/enzimas imobilizadas mais
comumente utilizados sdo: CSTB, leito fixo (figura 11A) e leito fluidizado (figura
11B), sendo os dois Ultimos mais indicados por minimizarem a exposi¢do da
bioparticula (agentes biolégicos imobilizados) a elevados graus de

cisalhamento e colisdes.
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Figura 11: Biorreatores com células/enzimas imobilizadas. (A) leito fixo; (B) leito
fluidizado (Fonte: Pereira, 2008).

Do ponto de vista dos modos de operagdo, um biorreator pode ser classificado
como batelada, batelada alimentada ou operacdo continua. Batelada alimentada:
constitui-se na insercdo do volume total dos componentes da reag¢do no inicio da
operacdo, retirando-se o volume total esperado ao final do processo; batelada
alimentada ou semi-batelada: partes dos reagentes sao inseridas no inicio do
processo, sendo acrescido por partes ou continuamente até alcancar o volume final
de reagentes. Ao final do processo, retira-se o volume completo do produto final.
Também sob esta definicdo esta a situacdo para a insercao completa dos reagentes
e a retirada gradual do produto final; operacao continua: nesse modo de operacao
existe o fluxo continuo de reagentes na entrada e um fluxo continuo de produtos

final na saida.

Os fatores a serem considerados para escolher o tipo de biorreator sdo: a)
modo de operacédo: descontinuo (mais barato e de multiuso) e continuo (mais caro e
desenhado para um processo especifico); b) custo do total do processo; c)
estabilidade da célula ou enzima ao longo do processo; d) requisitos operacionais,
como a possibilidade de pleno controle do pH e da temperatura, permitir operar em
concentragdes ndo inibitorias de substrato, ser adequado frente as caracteristicas da
matéria-prima (por exemplo, o reator continuo de leito fixo seria inadequado se a
matéria-prima a ser processada contiver sélidos insollveis) e permitir a substituicao

do catalisador desgastado pelo uso sem interrupcédo do processo (por exemplo, o



reator continuamente agitado é muito versatil nesta situagdo). Ja os principais
problemas operacionais com o0s biorreatores séo: a) efeitos difusionais; b) retor-
mistura; c) gradientes de temperatura e pH no interior do biorreator; d) variacdo da
presséo interna; e) queda do desempenho do biorreator ao longo do tempo.

Componentes do biorreator:

Modulo do vaso Modulo de termostatizacdo Médulode aerat_;téo

Figural2: Componentes do biorreator (Fonte: Manual de instru¢cdes Tecnal Tec-Bio v. 2.0
Biorreator-Fermentador Modelos: 1,5; 4,5; 7,5; 15,0).

Painéis de controle do biorreator:

a. Diagnéstico:
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Figura 13: Aba de diagnéstico (Fonte: Manual de instru¢des Tecnal Tec-Bio v. 2.0
Biorreator-Fermentador Modelos: 1,5; 4,5; 7,5; 15,0).

b. Calibracéo:
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Figura 14: Aba de calibragdo (Fonte: Manual de instrucbes Tecnal Tec-Bio v.
2.0 Biorreator-Fermentador Modelos: 1,5; 4,5; 7,5; 15,0)
c. Controle:
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Figura 15: Aba de controle do processo fermentativo (Fonte: Manual de instrucdes
Tecnal Tec-Bio v. 2.0 Biorreator-Fermentador Modelos: 1,5; 4,5; 7,5; 15,0).

2) Execucéo de calibragéo de pH e O, do biorreator.

Em controle auxiliar, liberar a tela no botéo ligar e definir os parametros:

a

b

"
2)
3)

"
2)
3)

4)

Calibrar sensor de pH (antes de autoclavar):
Selecionar o item sensor de pH, colocar o eletrodo no pH 4,

Espera confirmacéo ( vermelho— verde) e clicar em confirmar,
Depois colocar o pH 7, espera confirmagéo ( vermelho— verde) e confirmar.

Calibrar sensor O,. (ap6s autoclavar)

Selecionar o sensor de Oy,

Borbulhar N2 no vaso e deixar calibrar (vermelho— verde) e confirmar;
Borbulhar gés oxigénio atmosférico para ser o 100%, clicando no compressor
de ar na caixa de controle auxiliar, deixando calibrar (vermelho— verde) e
confirmar.

Para facilitar a dispersdo dos gases liga-se 0 motor em no minimo 200 rpm,
clicando na caixa de controle auxiliar.



3) Preparo do vaso para esterilizacao.

Esterilizacao
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Figura 16: Vaso preparado para esterilizagdo por autoclavagem (foto
laboratério de bioquimica de microrganismos).

As leveduras S. cerevisiae apresentam alta eficiéncia fermentativa, um
crescimento rapido, eficiente metabolizacdo de agucares, habilidade na producao e
consumo de etanol, toleréncia a altas concentracdes de etanol e baixos niveis de
oxigénio, osmotolerancia, tolerancia a grandes variacdes de temperatura, e atividade
celular em ambientes &cidos que sdo fundamentais na sua utilizagéo industrial. Além

disso, conseguem sobreviver e se adequar a ambientes inOspitos e estressantes



atraveés da sua capacidade de formar filamentos, de apresentar crescimento invasivo
sob a forma de pseudohifas, de flocular, de formar espuma e de desenvolver
biofilmes. Este micro-organismo n&o sé pode explorar novos ambientes a procura de
nutrientes, como também consegue se fixar e persistir naqueles adequados ao seu

desenvolvimento.

Saccharomyces é um micro-organismo aerobio facultativo, sendo os produtos
finais do metabolismo do acucar dependentes das condicdes ambientais em que a
levedura se encontra. Assim, em aerobiose, o agucar é transformado em biomassa,
CO; e H20, e em anaerobiose, a maior parte é convertida em etanol e CO;
(fermentac@o alcodlica). Os carboidratos considerados substratos para a
fermentacdo, tanto podem ser endodgenos (constituintes da levedura, como
glicogénio e trealose) como exdgenos (sacarose, glicose, frutose e outros), estes
altimos fornecidos a levedura. O etanol e o CO; resultantes se constituem, tdo
somente, de produtos de excregcdo, sem utilidade metabdlica para a célula em
anaerobiose. A S. cerevisiae € tradicionalmente utilizada para a producdo de
bebidas alcodlicas e etanol, tendo aglUcares como sacarose e glicose como
substratos. Este micro-organismo também possui a capacidade de produzir etanol a

partir de material lignocelulésico.

2. OBJETIVOS

e Selecionar isolados de basidiomicetos quanto & produgdo de enzimas
extracelulares (lacase, celulase e xilanase);

e Acompanhar o crescimento de trés espécies dos isolados de basidiomicetos
em diversos residuos agroindustriais (farelo de trigo, serragem de eucalipto
e bagaco de cana);

e Analisar enzimas extracelulares (lacase e celulase) nos extratos brutos dos
cultivos com basidiomicetos;

e Desenvolver tratamentos biolégico e enzimdtico em biomassa
lignocelulésica visando a liberacao de acucares fermentéveis;

e Quantificar os acucares redutores a partir dos tratamentos realizados na

biomassa lignocelul6sica;



e Relacionar o efeito do crescimento dos basidiomicetos na biomassa
lignocelulésica com a liberacdo de agucares fermentaveis.
e produzir etanol a partir dos agucares fermentaveis em biorreator com a

levedura Saccharomyces cerevisiae.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultivos de basidiomicetos em diferentes residuos

lignocelulésicos

Dois isolados de basidiomicetos, Trametes sp M3 e Pleurotus ostreatus,
serdo cultivados em trés residuos agroindustriais (farelo de trigo, serragem de

eucalipto e bagaco de cana) por meio de fermentacdo no estado sélido.

Para os cultivos, 4 g de cada residuo serdo adicionados em frascos
Erlenmeyers de 125 ml. Os substratos seréo suplementados com 1% de
glicose e 2% de extrato de levedura nos cultivos com P. ostreatus. Os meios
serdo umedecidos com meio mineral de Vogel (1959) para atingir umidade
inicial de 86% para os cultivos com M3 e 70% de umidade com P. ostreatus.
Cada frasco sera inoculado com trés discos de agar-batata-dextrose
completamente colonizados com micélio. Os cultivos ficardo em estufa a 28°C,
no escuro e sem agitacao por 15 dias, quando, entéo, seréo interrompidos com
a adicdo de 20 ml de agua destilada, homogeneizacdo e agitagdo por 20
minutos a 8°C. O conteudo liquido de cada frasco seré filtrado, com a utilizag&o
de gaze e funil, e o filtrado obtido — extrato enzimatico bruto - sera centrifugado
para posteriores analises enziméticas. Cultivos abidticos seréo realizados para

controle.

3.2. Anédlises enzimaéticas
As enzimas lacase e celulase serdo determinadas nos extratos brutos

obtidos do experimento anterior.



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

3.2.2. Celulase: A atividade da celulase serd determinada a 40°C
utilizando-se o substrato carboximetilcelulose a 1%, pela liberagc&o de
acucares redutores, utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959).

3.3. Tratamentos biolégico e enziméatico dabiomassa lignocelulésica

para obtencao de aglUcares fermentaveis

O tratamento biolégico sobre a biomassa lignocelulésica com fungo da
podriddo branca da madeira se desenvolverd com o crescimento de um

basidiomiceto nos cultivos citados no item 1 da metodologia.

Apos o tratamento da biomassa com o fungo, a mesma sera submetida
ao tratamento com a enzima celulase comercial, para ocorrer a degradacéo
dos polimeros da celulose do meio em agUcares fermentéaveis. Apos os 15 dias
de cultivo, a biomassa lignocelulésica sera homogeneizada e seca a 50°C até
peso constante e em seguida triturada (30 mesh). O tratamento enzimatico
sera realizado com 5% da biomassa devidamente seca e triturada em tampao
citrato de sddio (pH 5,0), a 37°C, durante 24 horas, com 5 U/ml de celulase
(SILVA et al, 2011). Durante o tratamento, serdo retiradas aliquotas para
andlises de acucares redutores, que serdo determinados pelo método do DNS
(MILLER, 1959).

3.4. Fermentagdo em biorreator:

3.4.1. Micro-organismo utilizado: Saccharomyces cereviseae



3.4.2. Meio de cultura com melago

e Meio de multiplicagdo:Caldo de cana 4 °Brix acrescido de 10 mL
de solucdo de sais por litro de meio com pH ajustado para 5,5 —
6,0.

e Meio de fermentacdo: Caldo de cana 16 °Brix, acrescido de 10 mL
de solugéo de sais por litro de meio com pH ajustado a 4,5 (
biorreator).

e Solucgéo de Sais para 1litro de solucgéo:
- 50 g de sulfato de amdnio,
- 20 g de fosfato monobésico de potassio,
- 10 g de sulfato de magnésio,
- 1 g de sulfato de zinco
- 1 g de sulfato de manganés

e Solucdo Salina: 0,9 g de NaCl em 100 mL de &gua destilada.

e Azul de tripan (vialibidade celular)
0,3g de azul de tripan em 100 mL de PBS.

e PBS
NazHPO4 1,159
KH2PO4 0,20g
NaCl 8,0g
KCI 0,209

Para 1,0L de H,O destilada, acerta pH 7,3 com HCI 1IN ou NaOH 1N,
autoclavar.

3.4.3. Procedimentos:

e Multiplicagdo das leveduras:

1. Colocar 150 ml de melago a 4 °Brix + 10 mL por litro de solugdo de
sais (erlenmeyers de 250 mL).

2. Pesar 2gr de levedura e transferir para o frasco.

3. Incubar sobre agitagéo a 320 RPM, 30 °C por 24 horas.

¢ Anélise da viabilidade das leveduras: contagem de células em
camara de Neubauer



Uma das formas mais comuns de se determinar a viabilidade celular é
através do uso da camara de Neubauer, também conhecida como
hemacitdmetro.

A camara de Neubauer consiste de uma lamina de microscopia, bem mais
alta do que uma lamina normal, com marcagdes em quadrantes, de medidas
conhecidas. Observando-se ao microscopio, percebe-se que existem trés tipos
de quadrantes denominados A, B e C, que juntos formam um quadrado maior.

A B A
b C

B i B

A B A

Pode-se notar que estes quadrantes tém sub-divisdes diferentes, fazendo
com que o critério para escolha do quadrante onde serdo contados as células,
seja o tamanho dos células a serem quantificados. Assim, usualmente, células
muito pequenas sdo contados no quadrante C, as de tamanho intermediério no
quadrante B, enquanto células grandes sédo contadas no quadrante A.

A &rea total compreendida pelos 9 quadrantes é de 9 mm? sendo que cada
quadrante (A, B e C) sdo quadrados de 1 x 1 mm. Ao ser colocada a laminula
(especial para ser usada na cAmara de Neubauer) a distancia da laminula até a
lamina (profundidade) mede 0,1 mm, o que permite se obter um volume de 0,1
mm?® em cada quadrante.

A camara é precisamente dividida em quadrados de 1 mm? de &rea; a
lamina é coberta com uma laminula,que deixa um volume, sobre cada
quadrado, de 10 cm®ou 0,1 mm?®.

0.1 mm®=0.0001 cm® - 0.0001 mL ou 10“*mL , assim, o fator de correcéo
é 10*



Corantes de excluséo: Azul de Trypan ou eritrosina.
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Células viaveis: membrana integra — corante ndo é incorporado —células

brancas
Células inviaveis: membrana rompida— corante é incorporado —células azuis

Ou rosas

Procedimento

1- Transferir 980 [IL de meio para um microtubo + 1001[]L de amostra
(células) + 1001[]L de corante de excluséo (diluicdo 1/100). Homogeneizar.

2 - Colocar a laminula na Cémara de Neubauer e com auxilio da
micropipeta colocar 101 /L da suspensdo entre a camara e a laminula.

3- Levar ao microscopio 6ptico e com a objetiva de 40X, fazer a contagem

das cé

4- Marcar o numero de células viaveis (células que nao se colorem) e

lulas nos campos.

células inviaveis (coloridas).

Regices de contagem: 1,2, 3e 4

1

2

1) Grumos: contar o nimero de células no grumo ou considera-lo como 1

célula

Regras de contagem

Sentido de contagem

-
=AT:

F.

Y

F.
| —




2) Células sobre a linha: contar somente células sobre as linhas superior e

direita.

N°de células/mL= N° células contadas/ n° quadrantes contados X dilui¢cdo X

fator de correcéo da camara (10%)
N°de células/mL=10/4 X 10 X 2 X 10* = 50 x 10* células /mL

Se queremos 1 x 10 células em um volume de 1000L:

X =0,02 mL =200 JL de meio de cultura contendo as células

Adicionar 80 ['L para completar para 100 L.
% de viabilidade= (células vivas x 100) / (células vivas + células mortas)
e Fermentagcdo em biorreator:

1. Centrifugar em tubo cénico de 50 mL os cultivos de multiplicacao,
Colocar 3g de levedura em 500 mL de meio de fermentagéo,

3. Programar no biorreator a temperatura (28°C), rotagdo do motor
(115rpm), oxigénio, pH, solugdo nutriente.

4. Fermentar por 12 a 24 horas a 30°C.

5. Analisar a quantidade de etanol produzido apds concentrd-lo em

destilador.

e Concentracédo do alcool obtido no destilador.

1) Ligar a bomba de vacuo e a refrigeragéo.

e Anélise do &lcool obtido com alcodmetro.
1) Colocar o etanol obtido em proveta para medir o volume.

2) Mergulhar o alcodbmetro e avaliar a porcentagem de &lcool.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ché: Histérico e Consumo

Define-se cha como o produto do processamento de espécies vegetais
(BRASIL, 2008), assim como a bebida obtida desses produtos por meio de
infuséo.0Os chas sdo a segunda bebida mais ingerida no mundo, seu consumo
perde somente para o consumo de agua.

O cha surgiu na China em 2.375 a.C., durante o império de Sheng Nung.
Diz a lenda que deitado a sombra de um arbusto, o imperador acabou
adormecendo antes de beber uma taca de agua fervida (o imperador mandava
ferver toda a a4gua que bebia com medo dos “microbios”). Uma brisa fez
algumas folhas cairem na taga, com a 4gua ainda quente, resultando em cha.
Durante séculos, o cha tem sido considerado pelos orientais como uma bebida
saudavel, sendo utilizado na China ha aproximadamente 3.000 anos, sendo
este pais o seu principal produtor. O ch& foi introduzido no ocidente em
meados o século XVII, quando os portugueses comecaram a desenvolver o
comércio com o Oriente. A princesa inglesa Catarina de Braganca levou uma
arca de cha como parte de seu dote quando casou com Carlos Il. A partir de
entdo, o chd comegou a ser um costume inglés reservado a aristocracia e com
o tempo ganhou os lares por toda a Inglaterra. Ainda hoje, a hora do cha na
Inglaterra (17h) é sagrada.

Desde a pré-histéria, as plantas tém sido utilizadas como produtos
terapéuticos. Em todo mundo milhares de produtos de origem vegetal s&o
utilizados nas mais variadas formas: cataplasmas, infusédo, macerado filtrado,
tinturas, ungientos, pomadas, xarope, capsulas e na sua forma in natura. O
cha é utilizado por infusdo que é a forma mais popular dos diferentes produtos
de origem vegetais. Os chas sdo ricos em compostos biologicamente ativos
(flavonadides, catequinas, polifendis, alcaldides, vitaminas, sais minerais) que
contribuem para a prevencdo e o tratamento de véarias doencas.
(TREVISANATO; KIM, 2000).

Os chas tém atraido muita atengdo nos ultimos anos devido a sua

capacidade antioxidante e sua abundancia na dieta de milhares de pessoas em



todo o mundo. S&o ricas em catequinas, flavonoides que apresentam
propriedades biol6gicas, como atividades antioxidante e sequestradora de
radicais livres. Os chés ingeridos na forma de infusdo contribuem para a
extracgdo dos compostos fendlicos, considerados benéficos a saude
(BUNKOVA et al, 2005). Devido a uma tendéncia orientalista e suas
propriedades antioxidantes, o interesse do consumidor ocidental é cada vez
maior.

O cha verde e o cha preto sdo largamente consumidos no Brasil e séo
preparados com folhas da mesma planta, Camellia sinensis. A diferenga entre
o cha verde e o preto esta no método de tratamento das folhas, uma vez que
ambos s&o obtidos da mesma planta (TREVISANATO; KIM, 2000). Para o
preparo do ché preto, as folhas sdo fermentadas. Para o preparo do cha verde,
as folhas séo apenas escaldadas e fervidas para garantir a preservagao da cor.
O cha preto € responsavel por 75% do chd consumido no mundo e o cha
verde, por apenas 22%. O cha verde e preto estdo para a China assim como o
cha mate para o Brasil. Ele € 0 mais consumido, principalmente na versédo

tostada.

1.2. Radicais Livres e Antioxidantes

As moléculas orgéanicas e inorganicas e os 4tomos que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser
classificados como radicais livres (HALLIWELL, 1994). Essa configuragao faz
dos radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima
equimicamente muito reativas. A presenca dos radicais é critica para a
manutencdo de muitas fungdes fisiologicas normais (POMPELLA,

1997).Algumas espécies de radicais livres:

e ‘02 oxigénio singlete
o 0O2- radical superéxido
e OH-: radical hidroxila

e NO- oxido nitrico

e ONOO- peroxinitrito

e Q- radical semiquinona



Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias
ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA)
esta relacionado com o seu sitio de formacao (YU & ANDERSON, 1997). Entre
as principais formas reativas de oxigénio o O? apresenta uma baixa
capacidade de oxidagdo, o OH. mostra uma pequena capacidade de difuséo e
€ 0 mais reativo na inducdo de les6es nas moléculas celulares. O H,O; ndo é
considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz de atravessar a
membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reacdes
enzimaticas (Anderson, 1996).

A formacgdo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicao a fatores exdégenos (radiacdo ultravioleta,
cigarro, dieta entre outros). Contudo, na condicdo de pré-oxidante a
concentracdo desses radicais pode aumentar devido & maior geragao
intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (CERUTTI,
1994). O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na
inducéo de danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse
oxidativo.

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para
limitar os niveis intracelulares e impedir a induc&o de danos . Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducéo das lesbes causadas pelos
radicais livres nas células. Uma ampla definicdo de antioxidante € “qualquer
substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do
substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira
eficaz” (SIES & STAHL, 1995).Esses agentes que protegem as células contra
os efeitos dos radicais livres podem ser classificados em antioxidantes

enzimaticos ou ndo-enzimaticos.



Quadro 1: Principais agentes de defesa antioxidante.

N&o-enzimético Enzimatico
a-tocoferol (vitamina E) superéxido dismutase
B-caroteno catalase
Acido ascorbico (vitamina C) NADPH-quinona oxidoredutase
Flavonoides glutationa peroxidase
Proteinas do plasma enzimas de reparo
Selénio
Glutationa
Clorofilina
L-cisteina
curcumina

1.3. Compostos Fendlicos — Flavondides e Catequinas

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0S mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como o0s
flavondides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade de sequestrar os radicaislivres (DECKER, 1997).

Os flavondides (Figura 1) representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem vegetal,
sendoamplamente distribuidos em frutas, vegetais, sementes, flores e cascas
de é&rvores, portanto parte integrante da dieta humana (COOK; SAMMAN,
1996). Estes compostos apresentam uma forma estrutural caracteristica, o
nucleo triciclico. S&o conhecidos mais de 4.200 tipos de flavonoides,
apresentando propriedades medicinais importantes como: agédo antioxidante,
anti-inflamatoria.

Os compostos fendlicos podem inibir os processos da oxidacdo em
certos sistemas, mas isso ndo significa que eles possam proteger as células e
os tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos podem
apresentar atividade pro-oxidante em determinadas condi¢cdes (DECKER,
1997). Os flavonoides atuam na inativagdo dos radicais livres em ambos os

compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses compostos tem a




capacidade de doar atomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes em
cadeia provocadas pelos radicais livres. (HARTMAN E SHANKEL, 1990.

Os flavondides e as catequinas sdo os principais componentes quimicos
terapéuticos da planta C. sinensis, sendo potentes antioxidantes, scavengers
de radicais livres, quelantes de metais e inibidores da lipoperoxidagdo. Suas
propriedades estéo relacionadas com a presenga, em sua estrutura, de radicais
ligados aos seus anéis. A presenca de grupos hidroxil na posi¢éo carbono 3 do
anel C, de dupla ligacéo entre os carbonos 2 e 3 do anel C e o numero de

radicais hidroxil ligados nos anéis A e B, aumentam sua atividade antioxidante

(COOK; SAMMAN, 1996; ANGHILERI; THOUVENOT, 2000).

|

Figura 1. Formula estrutural caracteristica dos Flavonéides (Cs C3 Cg).

A classe das catequinas (Figura 2) inclui a: epicatequina (EC),
epigalocatequina  (EGC), galato- 3-epicatequina (ECG), galato-3-
epigalocatequina (EGCG). As catequinas correspondem a, aproximadamente,
26,7% dos compostos presentes no cha verde, das quais 11% séo constituidos
de EGCG, 10% de EGC, 2% de ECG, 2,5% EC e 15% de polifendis ndo
identificados. O potencial quimioprotetor/antioxidante das fragbes das
catequinas do cha verde apresenta a seguinte ordem decrescente de
eficiéncia: EGCG = ECG > EGC =EC (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1996)



OH QH
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Q
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Figura 2. Catequinas cha verde

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Serdo utilizados extratos de chas industrializados adquiridos em
estabelecimento comercial de Maringa-PR e identificados como chéa verde, cha
preto e chd mate. Sao folhas secas, trituradas até textura de pé fino e

acondicionadas em saches.

2.2. Extracdo dos Compostos Fendlicos

e Extrato - Pesar o conteudo de 1 saché e colocar em 1 frasco
Erlenmeyer. Adicionar 100 mL de agua destilada e manter sobre
agitacdo de 120rpm por 1h a temperatura ambiente. Filtrar e congelar o
material para liofilizac&o. (Esta etapa ja foi previamente realizada devido

a curta duracdo do minicurso).



2.3. Determinacédo de Compostos Fendlicos pelo método colorimétrico

de Folin-Ciocalteu

Metodologia proposta por SINGLETON & ROSSI (1965).

e Amostra:

e Pipetar 10, 25 e 50 pL do extrato - cha em diferentes tubos (trabalhar em
duplicata);

e Completar o volume para 2,0 mL com &gua destilada;

e Pipetar 300 pL de carbonato de sédio Na,CO3 1,9M;

e Pipetar 100 pL do reagente fenol de Folin-Ciocalteu 1 mol/L;

e Agitar os tubos e acondiciona-los ao abrigo da luz e a temperatura

ambiente, por 1 horas. A absorbéancia deve ser medida em 725 nm.

e Branco:

e Mesmo procedimento da amostra, apenas adicionar 2,0 mL de 4gua aos

tubos.

e Deve ser feito em duplicata, usado para zerar o espectrofotometro.

Sera utilizada uma curva padrdo de catequina (Figura 3) para a
quantificacdo dos fendis. Os resultados serdo expressos em equivalentes de
catequina, ou seja, a quantificacdo dos fendlicos serad feita em ug de

equivalentes de catequina por ml de extrato.



1/slope: 16,18

Figura 3: Curva padrdo de catequina para quantificacéo de fendlicos totais.

2.4. Determinacdo de Flavondides Totais

Metodologia proposta por ALOTHMAN et al. (2009) com ligeiras

modificagdes.

AMOSTRA:

e Pipetar 250 uL do extrato - ché (trabalhar em duplicata);
e Adicionar 1000 pL de &gua destilada;

e Pipetar 75uL de uma solugcao NaNO; 5% em agua,

e Aguardar 5 minutos;

e Pipetar 75 pL de AICl; 10% em &gua,;

e Aguardar 6 minutos;

e Adicionar 500 yL de NaOH 1 mol/L;

e Adiconar 600 L de 4gua destilada.

e Agitar vigorosamente (em vortex);

e Ler a absorbancia em 510 nm contra o branco.



e BRANCO:

¢ Mesmo procedimento da amostra, apenas adicionar 1,250 mL de 4gua

aos tubos.

e Deve ser feito em duplicata, usado para zerar o espectrofotometro.

Sera utilizada uma curva padrdo de catequina (Figura 4) para a
quantificacao dos flavondides. Os resultados serdo expressos em equivalentes
de catequina, ou seja, a quantificacdo dos flavondides sera feita em ug de

equivalentes de catequina por ml de extrato.

1/slope: 330,10

Figura 4: Curva padrdo de catequina para quantificacao de flavonéides totais.

2.5. Determinacédo da atividade antioxidante através da atividade

sequestrante de radiais livres ABTS"

2.5.1. Preparo da solugéo estoque:

Preparar duas solucdes:

e ABTS 7,4 mM (0,008g de ABTS diluido em 2mL de &gua)
e Persulfato de potassio 2,6 mM (0,007g em 10mL de &gua)



e Misturar os 2 reagentes em frasco ambar em volumes iguais e deixar por
12h no escuro e a temperatura ambiente. Ir4 formar solucdo ABTS+

cationica
2.5.2. Preparo da solucéo de trabalho:

e Ap6s 12h retirar 1,0mL da solucdo e diluir em 59 mL de matanol.
Utilizar luva para manipular o metanol e a solu¢cdo metandlica.

¢ Medir a absorbancia a 734 nm. A Abs devera ser de 1,1. Caso
ocorra uma Abs maior ou menor, esta deve ser ajustada pela
adicao de solugao estoque ou metanol, conforme a necessidade.

e Sempre utilizar a solugcédo fresca de ABTS. Esta ndo deve ser
usada apos 24h de preparo.
(As etapas 1 e 2 j4 foram previamente realizadas devido a curta

duragéo do minicurso).

e AMOSTRA:Preparar uma solugdo contendo 1000 ug/ml do extrato
e realizar diluicho seriada em agua destilada (obter 8
concentragdes) posteriormente pipetar 150 pL de extrato e
adicionar 2850 pL de solucdo de ABTS;

e CONTROLE (-): 150 yL de &gua + 2850 pL de solucdo de ABTS;

e CONTROLE (+): 150 pyL de BHT 0,02% em metanol + 2850 pL de
solucéo de ABTS;

Os tubos devem ser mantidos ao abrigo da luz por 2h a temperatura ambiente.

Ler a Abs a 734 nm zerando o aparelho com metanol.

2.6. Calculo da atividade sequestrante de radicais ABTS"(%)

AAGH — (Abscontrole(—) — Abs

AbScontroIe(—)

amostra) *100




onde AbSamostra € @ absorbéncia da amostra e AbSconrole (€ @ absorbancia do

controle negativo.

2.7. CALCULO DO ECsg

A capacidade antioxidante da mostra serd expressa em ECs, que
corresponde a concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir o valor
original do radical livre em 50%, e que tem por unidade pg/mL. Quanto menor o
valor de ECsp, maior a capacidade antioxidante da amostra.

O valorde ECso€ calculadopor regressaolinearde
parcelas,ondeaabscissacorrespondeasconcentracfes dos extratos testadose a
ordenadaas porcentagensdeatividadeantioxidante obtidas no ensaio (Figura 5)

Para o calculo do ECsy, considerar que as amostras ja sofreram uma
diluicdo de 20x no método.

Exemplo

70 -

60 -
© 50 - S
X y =0,9872x + 24,876
< 40 - R2=0,971

304 ¢

20 T T 1

0 20 40 60
Concentrac¢éo (ug/mL)

Figura 5: Exemplo de calculo para ECs
Célculo ECsp (exemplo): 50 = 0,9872x + 24,876 =x= 25,45 ug/mL
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1. INTRODUCAO

Os insetos constituem o0 maior e mais diverso grupo de animais na Terra.
Apresentam cerca de 1 milhdo de espécies identificadas ocupando os mais
diferentes nichos ecoldégicos como vegetais, solo e aguas, sendo 0s seus
principais representantes agrupados nas Ordens Diptera, Coleoptera,
Hemiptera, Hymenoptera e Lepidoptera.

Além dos inumeros beneficios como polinizacdo e producdo de
alimentos, servem também de alimento para diversas espécies de passaros,
peixes, anfibios e mamiferos. No entanto, alguns representantes acarretam
enormes prejuizos as plantas, aos animais domeésticos e, consequentemente,
ao proprio homem, seja pela transmissdo de microorganismos causadores de
doencgas ou pelos danos econdmicos causados devido a infestagdo de pragas
na agricultura ou produtos armazenados.

Em 1939 um inseticida do grupo dos hidrocarbonetos clorados, o
diclorodifeniltricloroetano, amplamente conhecido como DDT, foi apresentado
como a grande solugdo para a eliminagdo dos insetos. A descoberta do DDT
passou a representar um marco histérico, de grandes investimentos
econdmicos no desenvolvimento de compostos inseticidas. Este acontecimento
foi logo seguido pelo desenvolvimento dos organofosforados, os quais tinham
sido descobertos desde a década de 30. Em seguida, nos anos 50 os
carbamatos e, entre os anos 60 e 70 os piretroides.

Desde entdo, os inseticidas quimicos desempenham um importante
papel no controle de insetos vetores.

No entanto, o uso indiscriminado destes compostos, tem contribuido
para que os 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. A resisténcia aos inseticidas quimicos
afeta direta e profundamente a reemergéncia de doencas transmitidas por
vetores, principalmente aquelas em que ndo é possivel a cobertura vacinal
para garantir a protecdo da populacdo humana, bem como na producédo

alimenticia, causando danos e prejuizos incalculaveis.



1.1. Controle Quimico - Uma “pratica” Milenar

O uso de inseticidas quimicos &, seguramente, uma pratica de carater
secular. Relatos do uso de compostos quimicos datam desde antes do ano
2500 a.C., em que os sumeérios aparentemente utilizavam compostos
sulfaricos para o controle de insetos. Os chineses, em 1.200 a.C., utilizavam
compostos arsénicos e mercurio como inseticidas. Em Historia Naturalis, de
Plinio — o Ancido, h4 uma descricdo que inclui um resumo de praticas de
controle de pragas, extraidas da literatura grega, as quais datam do ano 70
a.C.

Registros de uso de um pé béasico a base de flores de piretro datam de
1697, quando asiaticos sabiam do poder inseticida de espécies do género
Pyrethrum (Pyrethrum carneum e Pyrethrum roseum). O uso do arsénico verde
de Paris e solucdes de querosene deram inicio a era da aplicacdo em larga
escala de inseticidas quimicos como controle de insetos e pragas.

Entre 1920 e 1930, uma ampla variedade de compostos sintéticos foi
descoberta como potencial arma para o controle de mosquitos, levando a uma
massiva utilizacdo desses produtos em todo o mundo. Os anos seguintes
foram marcados, principalmente, pelo comego da Segunda Guerra Mundial e
pela necessidade de se controlar piolhos que assolavam as trincheiras.
Cientistas procuraram avidamente novos produtos que pudessem ser aplicados
em roupas e no corpo, e mais do que isso prevenisse reinfestagdes do inseto
por longos periodos. Varios compostos foram testados em vdo. Em 1939 o
DDT, foi apresentado pelo quimico suigo Paul Mdller, como a grande promessa
de eliminagdo dos insetos. O DDT tornou-se o composto quimico mais famoso
e mais utilizado do século 20, levando o Dr. Miller ao Prémio Nobel de
Medicina em 1948. Logo em seguida, os organofosfatos foram sintetizados na
Alemanha. No inicio da década de 50, os carbamatos na Suica e, entre 1960-
1970, os piretréides foram descobertos no Japdo e no Reino Unido.

Efeitos adversos, principalmente pelo uso indiscriminado e excessivo de
compostos quimicos, levaram os cientistas a procurar novas alternativas para
controlar vetores. Compostos alternativos, tais como reguladores de
crescimento (IGRs), inibidores de quitina e modificadores de comportamento de

insetos foram sintetizados e até hoje ainda séo testados. Pesquisas extensivas



também foram direcionadas ao uso de inseticidas bioldgicos a base de virus,
bactérias, fungos, parasitos, entre outros. Entretanto, até o0 momento
apenas os inseticidas a base de bactérias entomopatogénicas tornaram-se

amplamente utilizados no controle de vetores.

1.2. Inseticidas

Inseticidas quimicos podem ser classificados de véarias maneiras. A
primeira delas € de acordo com o grupo quimico ao qual pertencem, sendo
conhecidos os hidrocarbonetos clorados ou organoclorados, carbamatos,
piretréides e organofosforados. A segunda forma de classificagdo esta de
acordo com o modo de agéo: a primeira geragdo de inseticidas € caracterizada
por compostos que acometem o aparelho digestivo, como o arsénico; a
segunda geracdo € composta pelos inseticidas de contato, como o0s
organoclorados, carbamatos, piretroides e organofosforados; a terceira geracéo
€ composta por compostos de acgéo fisiolégica, como os hormdnios juvenis e

seus anélogos.

1.3. Principais classes de Inseticidas

1.3.1. Organoclorados

Carbono, hidrogénio e cloro sdo os trés elementos que caracterizam
esta classe de inseticida. Os organoclorados possuem estabilidade quimica,
baixa solubilidade em &gua, estabilidade moderada em solventes orgénicos e
uma baixa pressdo de vapor. Por tais caracteristicas, esta classe de inseticida
€ altamente persistente, podendo ocasionar contamina¢des em longo prazo do
meio ambiente e bioacumulagdo gradual em animais. O DDT, principal
representante do grupo dos organoclorados, é caracterizado por possuir amplo
espectro de atividade tdxica, alta persisténcia, risco ao meio
ambiente/humanos. Devido a estas caracteristicas, o DDT passou de inseticida

mais utilizado no século 20 para o mais inapropriado no século 21.
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Figura 1: Estrutura molecular do DDT

Insetos susceptiveis expostos ao DDT costumam apresentar tremores
por todo o corpo, hiperexcitabilidade e consequente perda do movimento,
também chamada de ataxia. Ao agir no sistema nervoso do inseto, o DDT age
no equilibrio dos ions potassio dos neurbnios sensoriais, causando os disparos
aleatdrios e impedindo a passagem normal do impulso nervoso. O efeito pds-
potencial em gerar disparos repetitivos, depende das propriedades do canal de
sédio da fibra nervosa. O DDT interfere na atividade estabilizadora dos ions
Ca'™ presentes na superficie axonal dos insetos, interferindo assim no
processo de estabilizacdo membranar. Essa cadeia de acontecimentos é
transmitida para o resto do sistema nervoso, causando contorsdo muscular, a

qual é geralmente procedida por convulsdo e morte do individuo.

1.3.2. Carbamatos

Os inseticidas da classe dos carbamatos sdo derivados do &cido
cabarmico, tendo sua introdugcdo no mercado em 1951, pelas Induastrias
Quimicas Geigy da Suica. O primeiro carbamato natural foi descoberto em
uvas africanas, em meados do século 19, entretanto, por apresentar
instabilidade quimica, o seu andlogo sintético veio a ser produzido. Possuem
um amplo espectro de atividade inseticida, agindo por contato ou nas paredes
do estbmago, e seu uso € efetivo em populacbes resistentes aos
organoclorados e organofosforados. Seu modo de agéo é através da inibigcdo
da atividade da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima que cataliza a hidrélise
da acetilcolina (ACh) — um neurotransmissor atuante nas sinapses neuronais
do sistema nervoso central. Com a inibicAo da AChE, a acetilcolina fica

acumulada, prolongando a sua acgdo. Em insetos, o resultado € uma



hiperexcitabilidade do sistema nervoso, seguido de convulsdo, paralisia e

consequente morte do inseto tratado.
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Figura 2:Estrutura molecular do Carbaril

1.3.3. Piretrdides

Os piretroides representam uma nova geracao de inseticidas sintéticos.
Naturalmente extraidos do &pice da flor do Chrysanthemum sp.. A primeira
producdo comercial do produto foi feita em Dalmatia (Croécia) em 1840. Devido
a sua baixa toxicidade em humanos, séo geralmente utilizados sob a forma de
sprays residuais — seja em telas, cortinas ou paredes. Os piretroides
praticamente substituiram/suplementaram o uso das outras trés classes de
inseticidas em diversas areas de controle de pragas e hoje, representam
aproximadamente 25% do mercado de inseticidas quimicos no mundo.

Nos Ultimos anos um grande numero de compostos piretroides foi

sintetizado, sendo alguns destes extremamente potentes.

Figura 3:Estrutura molecular da Deltametrina

Piretréides sdo neurotoxicos para os insetos. Mosquitos tratados com

piretréides apresentam um quadro de hiperexcitabilidade, descoordenacéo e



paralisia; insetos alados sdo rapidamente nocauteados. Os sintomas exatos
nos insetos vao depender da dose utilizada. Ao agir na membrana nervosa, 0s
piretréides modificam canais de sddio, provavelmente obstruindo mudancas
conformacionais protéicas na interface lipidio-proteina da membrana.
Tipicamente, o inseto apresenta disparos repetitivos e bloqueio da transmisséo
neuromuscular. A acdo letal dos piretrdides provavelmente envolve neurdnios
periféricos e centrais, enquanto que o efeito knockdown (nocaute) é produzido

por efeitos de intoxicacéo periférica.

1.3.4. Organofosforados

Os organofosforados também s&o conhecidos por fosforados organicos,
inseticidas fosforados, ésters fosforicos ou ésteres de acido fosforico.

Organofosforados sdo comumente utilizados como um termo genérico,
pois inclui todos os inseticidas que contenham fésforo. Possuem duas
caracteristicas marcantes: uma baixa estabilidade quimica e uma maior
toxicidade a vertebrados do que os organoclorados. Por possuirem baixa
persisténcia, foram bastante utilizados como método alternativo aos
persistentes organoclorados, particularmente o DDT. Esta classe de inseticidas
€ conhecida por produzir grande acumulo da acetilcolina (ACh) nas
terminacdes nervosas. A acetilcolina € um importante neurotransmissor que em
condi¢gdes normais, o organismo a destroi, pela acdo da colinesterase (ChE).
Em insetos expostos a esses compostos, a colinesterase € inibida, fazendo
com que os niveis de acetilcolina se elevem. Essa inibicdo é praticamente
irreversivel, o que difere da a¢do dos carbamatos, que mesmo tendo 0 mesmo
alvo, a inibicdo é reversivel com o tempo. Com a inibicdo da ChE, hd um
acumulo de acetilcolina no organismo produzindo sinapses aleatorias, distor¢do

muscular e paralisia do inseto.



Figura 4:Estrutura molecular do malathion

1.4. Algumas das novas classes de inseticidas

1.4.1. Analogos do Hormdnio Juvenil

Prejudicam o desenvolvimento dos insetos, em especial nos processos

de metamorfose.
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Figura 5:Estrutura molecular do Methoprene.

1.4.2. Anélogos do Horménio da Ecdise

Prejudicam o desenvolvimento dos insetos, em especial no processo de

muda, primordial para o crescimento.

Figura 6:Estrutura molecular da Azadiractina



1.4.3. Neonicotindides

Agem nos receptores nicotinicos de Acetilcolina, bloqueando-os,

impedindo a transmiss&o sinaptica.
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Figura 7:Estrutura molecular da Imidacloprida

1.4.4. Cetoendis

Nova classe de inseticida, como por exemplo o Espiromesifeno, que age

na enzima Acetil-CoA Carboxilase alterando o metabolismo de lipidios.

Figura 8: Estrutura molecular do Espiromesifeno

1.5. Avresisténcia aos inseticidas quimicos

Inseticidas quimicos desempenham um papel fundamental em
programas de controle de vetores desde o inicio do século 20. A resisténcia
aos inseticidas quimicos ja se encontra documentada em mais de 504 espécies
de artrépodes. Infelizmente, a grande maioria desses registros foi realizada
apoés falhas ao tentar controlar determinado inseto, e ndo como um estudo

prévio antecipando-se a tais erros.



A resisténcia é uma caracteristica hereditaria, e sendo assim, uma outra
definicdo de resisténcia dentro de um contexto genético é a de Crow (1957)
que define a resisténcia como "o marco na mudanga da composicado genética
de uma determinada populacdo em resposta & pressdo de selegcdo". O
processo determinante no desenvolvimento da resisténcia € a pressao continua
de selecéo, ou seja, 0 uso frequiiente de um determinado pesticida. Trata-se de
um caso tipico de evolucdo Darwiniana; ou seja, a aplicagdo constante de um
mesmo produto quimico aumenta a frequéncia relativa de alguns individuos
"pré-adaptados" presentes em uma populacao.

Dentre as conseqléncias drasticas da evolugdo da resisténcia estdo a
aplicacdo mais frequente de pesticidas; aumento na dosagem do produto; e
substituigdo por um outro produto, geralmente de maior toxicidade. Estes
fatores comprometem os programas de controle de vetores em vista da maior
contaminagdo do meio ambiente com pesticidas, destruicdo de organismos
benéficos, e elevacdo nos custos para obter os niveis aceitdveis de controle.
Sabe-se também que a descoberta e o desenvolvimento de novos compostos
esta se tornando cada vez mais dificil e caro. Associado a estes fatores, existe
a possibilidade das populagfes alvo apresentarem resisténcia cruzada para 0s
novos compostos. Sendo assim, 0 manejo da resisténcia de artropodes aos
produtos quimicos tem se tornado um importante componente do controle

vetorial.

1.6. Mecanismos de resisténcia em insetos
Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em quatro

categorias: penetragdo reduzida, mudancas comportamentais, alteracdo do

sitio-alvo e resisténcia metabdlica.

1.6.1. Penetragéo reduzida

Mudangas na cobertura de quitina do inseto podem significar uma

diminuicdo na penetragdo do inseticida. Insetos que desenvolvem este tipo de



mudanca ndo apresentam altos niveis de resisténcia, mas quando associada a

outros mecanismos, o nivel de resisténcia aumenta consideravelmente.

1.6.2. Mudangas comportamentais

Insetos podem apresentar mudancas de comportamento em areas
tratadas. Estas mudancas podem fazer com que reconhegam superficies
tratadas com inseticidas, apresentando maior tendéncia de ndo adentrar em

areas sob tratamento.

1.6.3. Alteracédo do sitio-alvo

Este tipo de resisténcia € ocasionada por mutacbes em genes que
codificam para o sitio de agéo do inseticida, impedindo/dificultando assim a
ligagdo do inseticida com sua molécula-alvo. Estas alteracbes podem
comprometer parcialmente ou integralmente a atividade inseticida em questéo.
A enzima acetilcolinesterase, o receptor neuronal do acido y-aminobutirico
(GABA) e os canais de sddio dependentes de voltagem, sdo exemplos de sitio-

alvos envolvidos neste tipo de resisténcia.

e Acetilcolinesterase insensivel:Como mencionado anteriormente,
inseticidas organofosforados e carbamatos sao neurotoxicos, que agem

inibindo a enzima acetilcolinesterase.

A AChE possui um papel fundamental no sistema nervoso central,
finalizando o impulso nervoso pela catalisagéo da hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina. Apesar deste tipo de resisténcia ja ter sido detectado, através de

ensaios bioquimicos, em varias espécies vetoras.
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Figura 9:Fenda Sinaptica e Acetilcolinesterase, alvo de Carbamatos e

Organofosforados.

e Mutagdo no receptor GABA:O sitio de acgdo dos inseticidas
organoclorados, como o dieldrin, € o receptor neuronal do &cido y-
aminobutirico (GABA). A ligacdo do GABA ao seu receptor, composto
por cinco subunidades, resulta na rapida abertura de um canal ibnico
cloro-seletivo. A insensibilidade do receptor GABA ja foi bem estudada

em varias espécies de insetos.



e Mutacdes no canal de sédio dependentes de voltagem.O efeito
farmacolégico do DDT e piretroides consiste em causar ativacao
constante dos canais de sddio. Este efeito € conhecido por nocaute, do

inglés “knock-down”.
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Figura 10:Canais de Sddio dependentes de voltagem, alvo dos piretréides.

O intenso uso de piretréides e DDT levaram populagdes de varios tipos
de insetos, incluindo Anopheles e Aedes, a desenvolverem resisténcia do tipo

Kdr (knockdown resistance).



1.7. Resisténcia metabdlica

A resisténcia metabdlica é o resultado de uma mudanca estrutural na
molécula da enzima que aumenta sua habilidade em detoxificar o inseticida
e/ou, elevagdo nos niveis da enzima produzida. Um pequeno grupo de enzimas
ou familia de enzimas estd envolvido neste mecanismo de resisténcia: as

oxidases, as glutationa-s-transferases e as esterases.

1.7.1. Oxidases

A citocromo P450 faz parte de uma familia complexa de enzimas
encontradas desde bactérias até mamiferos. S&o responsaveis pelo

metabolismo oxidativo de varios compostos enddégenos e exdgenos.

Figura 11:Estrutura tridimensional de um Citocromo P450

Ha relatos de resisténcia mediada por tipos diferentes de P450 oxidases
para todas as classes de inseticidas, mas nem todas as familias de P450 sdo
capazes de se ligar e consequentemente degradar o inseticida. Varios
trabalhos ressaltam niveis elevados de P450s das familias CYP4, CYP6 e
CYP12 em amostras de insetos resistentes, mas apenas em poucos €
estabelecida uma relagcédo entre uma P450 especifica e alto metabolismo de
inseticida. Niveis elevados de atividade da monoxidase P450, em mosquitos
resistentes, sdo frequentemente encontrados em associagdo com atividade
alterada de outras enzimas. Brogdon (1999) relatou a resisténcia contra a

cipermetrina, causada por oxidase e esterase em Anopheles albimanus.



1.7.2. Glutationa S-transferases (GSTs)

Estas enzimas pertencem a uma ampla familia de enzimas
multifuncionais, envolvidas na detoxificagdo de uma variedade de compostos —
incluindo os inseticidas. H& duas classes de GSTs, classificadas de acordo
com sua localizagdo na célula: microssomal e citosdlica. Propriedades
imunobioldgicas, relagdo filogenética, e estrutura terciaria também sé&o

empregadas na classificagéo.

Figura 12:Estrutura tridimensional de uma Glutationa S-transferase

Estas enzimas desempenham importante funcdo no estresse fisiologico,
estando também implicadas no transporte intracelular e cascatas biosintéticas.
Niveis elevados de GSTs, em amostras de insetos resistentes aos
organofosforados, foram originalmemente relatadas por Hayes e Wolf (1988).
No entanto, a elevada atividade das GSTs em insetos tem estado associada
aos mecanismos de resisténcia a todas as quatro classes de inseticidas
quimicos. A atividade enziméatica elevada ocorre, na maioria das vezes, devido
ao aumento da concentracdo de uma ou mais enzimas GSTs, ndo sendo um

resultado da amplificagdo génica.

1.7.3. Esterases

S&ao enzimas que, em insetos, desempenham papel no sistema nervoso
central, na protedlise, no metabolismo hormonal, entre outros. Em uma grande
variedade de mosquitos, a atividade elevada das esterases tem sido reportada
como o principal mecanismo de resisténcia aos inseticidas organofosforados.

7

Esta atividade é resultante de uma superproducdo de esterases né&o-



especificas, as quais capturam a molécula do inseticida antes que a mesma

alcance seu alvo: a acetilcolinesterase.

Figura 13:Estrutura tridimensional de uma Carboxilesterase.

As esterases podem gerar dois tipos de resisténcia a inseticidas
quimicos: uma resisténcia de grande amplitude através de uma rapida ligacéo
ao inseticida (sequestro) ou uma resisténcia de amplitude menor através da
metabolizacdo de uma variedade pequena de inseticidas que contenham uma
ligacdo éster em comum. Em geral, a elevagdo dos niveis de esterases que

sequestram a molécula do inseticida se da por amplificacao génica.

1.8. Insetos Praga de Grdos Armazenados atualmente estudados no

Laboratorio de Biotecnologia e Genética Animal

1.8.1. Tribolium castaneum

Por ser os metazoarios com maior sucesso evolucionario, os besouros
(Coleoptera) possuem luminescéncia (vagalumes), espirram liquidos
defensivos (besouros bombardeiros), mimetizam o visual e comportamento de
abelhas e vespas, ou mimetizam quimicamente formigas quando detectam
odores de intrusos. Muitos besouros séo associados com perdas de milhdes de
dolares na agricultura e recursos naturais.

O besouro vermelho da farinha, Tribolium castaneum, encontrado em

graos e outros alimentos secos que sao armazenados, possui tubos de



Estdgios de desenvolvimento de
Tribolium castaneum. A, nucleos
embrionarios iniciais corados, prévia
formacdo da banda na zona de
crescimento embrionario. B, formacédo
inicial da zona de germinagdo. C,
embrido precoce com aproximadamente
4 segmentos, o desenvolvimento da
banda na zona de crescimento € visivel
na regido posterior do embrido.
D,extensdo completa doembrido. E,
larva. F, adulto.

Malpighi altamente evoluidos permitindo a eles sobreviver a ambientes
extremamente secos. Tem demonstrado resisténcia a todas as classes de
inseticidas usadas no seu combate. Relacionado a essa caracteristica esta
uma larga expansdo de genes para receptores gustativos, odorantes e
proteinas citocromo P450, especificamente devido a duplicacdo génica destes
dois ultimos.

A andlise genética em Tribolium é facilitada por ser facil de cultivar, ter
um curto ciclo de vida, alta fecundidade, e facilidade para cruzamentos
genéticos, permitindo um eficiente quadro genético por meio de quimicos
mutagénicos e radiacdo. Como em Caenorhabditis elegans, RNA de
interferéncia € sistémico em Tribolium castaneum, facilitando nocaute de
produtos génicos especificos em qualquer tecido e estagio de
desenvolvimento.

Tribolium é particularmente favoravel para estudos de desenvolvimento,
sendo mais representativo que outros insetos como Drosophila. Em contraste a
Drosophila, as larvas de Tribolium exibem olhos em uma cabeca totalmente
formada, e trés pares de pernas toracicas. Em adigdo, Tribolium se desenvolve
com uma curta embriogénese, onde segmentos adicionais s&o
sequencialmente adicionados na zona de crescimento posterior. Este
mecanismo proliferativo de segmentacdo difere do modelo Drosophila, mas

assemelha-se com de vertebrados e artrépodes como millipedes. Estas séo as



principais caracteristicas por Tribolium castaneum ter sido adotado como

besouro modelo.

1.8.2. Sitophilus zeamais e Sitophilus oryzae

Outra das principais pragas de grédos armazenados é o Sitophilus
zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) popularmente conhecido
como gorgulho do milho. Trata-se de uma praga priméria e cosmopolita onde
os adultos medem 2,0 a 3,5 mm, de coloragcédo castanho-escura com manchas
claras nos élitros (asas anteriores), bem visiveis apds emergéncia. Possui a
cabeca projetada a frente na forma de rostro curvado. Os machos apresentam

rostro curto e grosso, as fémeas apresentam rostro mais longo e afilado.

Figura 13: Sitophilus zeamais

Esta espécie apresenta infestacdo cruzada, que € a capacidade de
infestar os grédos tanto no campo quanto no armazenamento, elevado potencial
de multiplicagéo e possui muitos hospedeiros como trigo, arroz, milho, cevada
e triticale. Os danos decorrem da reducéo de peso e da qualidade do gréo.

As espécies Sitophilus zeamais e Sitophilus oryzae Linnaeus 1763
(Coleoptera: Curculionidae) sdo muito semelhantes em caracteres morfolégicos
e podem ser distinguidas somente pelo estudo da genitalia. Ambas podem
ocorrer juntas na mesma massa de graos, independentemente do tipo de
graos, inclusive podendo cruzar entre si gerando hibridos.



1.9. Expressdo de isoenzimas e proteinas sollveis totais no

desenvolvimento e diferenciagéo celular

As células dos organismos eucariotos pluricelulares tém a mesma
constituicdo genética, mas durante o desenvolvimento dos tecidos sé&o
acionadas vias metabdlicas especificas para a ocorréncia dos processos de
diferenciacé@o, de modo que tipos diferentes de células, num mesmo organismo
culminam em expressar diferentes populagdes de genes. A expressdo desses
genes pode, entdo, ser observada através das mudancas quantitativas ou
qualitativas das proteinas dentro das células, uma vez que um dos fatores
comuns no desenvolvimento e na diferenciagdo celular é a capacidade das
células perderem e adquirirem caracteristicas bioguimicas especificas.
Portanto, uma das maneiras mais usuais para se estudar a expressao
diferencial de genes nos diversos organismos, ou em estagios diferentes do
desenvolvimento dos tecidos in vivo ou em condi¢des in vitro, é através da
andlise de proteinas sollveis totais e ou de enzimas ou, mais especificamente,
de isoenzimas.

As isoenzimas, também referidas como isozimas, foram definidas por
Markert e Moller em 1959, e representam formas mdltiplas de uma enzima, que
atuam sobre um mesmo substrato, mas podem apresentar sequéncias
polipeptidicas, efou cargas elétricas, e/ou pesos moleculares, e/ou
especificidades e cinéticas diferentes, dentre outras varidveis. Como as fragcoes
polipeptidicas, as fracdes de proteinas totais e as isozimas representam 0s
produtos priméarios dos genes. Geneticamente, esse tipo de caracterizacdo tem
um maior significado; é mais refinado do que as caracteriza¢cdes morfolégicas
como forma, tamanho, cor, peso, que geralmente s&o produtos de mais de um
gene associado (interagdo génica) a mecanismos diferenciais de expresséo e
de regulacéo e a fatores ambientais.

As mudancas graduais de proteinas e de isozimas que acontecem
durante o desenvolvimento podem ser demonstradas pelo ‘aparecimento’ /
‘desaparecimento’ de moléculas de proteinas e de isozimas individuais. Tais
alteracbes sugerem, também, que os genes envolvidos na sintese dessas
moléculas s&o diferencialmente ativados durante o desenvolvimento. O

aparecimento de novas proteinas, ou de enzimas com atividade alterada



durante o desenvolvimento de um organismo, pode ser o resultado tanto de
novas sinteses de moléculas, como da ativacdo de moléculas precursoras.

A atividade das proteinas ou das multiplas formas de enzimas em um
tecido € dependente, dentre outros fatores, da maturidade e do ambiente
celular, sendo que o total dessas moléculas, em um organismo, muda durante
o desenvolvimento e a diferenciagdo celular. Os mecanismos exatos de como
acontecem essas varia¢fes ndo sdo totalmente conhecidos; entretanto, é certo
que o nivel da regulacdo desses eventos poderia ser diretamente no gene ou
na via entre o gene e o seu produto final, que é a proteina funcional. Isso
porque, para que oS genes se expressem de maneira diferencial, existe uma
série de niveis de controle durante o ciclo de vida da maior parte dos
organismos. O primeiro controle € a disponibilidade do gene, que por sua vez
tem um controle em diferentes niveis, havendo um mecanismo de transcricao
diferencial, relacionado a represséo e desrepressdo desse gene.

Considerando que o desenvolvimento e os processos de diferenciagcéo
dos tecidos de eucariotos podem ser acompanhados através da andlise de
proteinas e/ou isozimas, essas moléculas devem portanto, ser interessantes
para monitorar ndo somente os processos de diferenciacdo, mas também os
processos de desdiferenciagdo que ocorrem nos insetos competidores pelo
acesso ao alimento com os humanos.

Como as proteinas e as isozimas sdo moléculas com a mesma natureza
quimica, essas moléculas podem ser nitidamente caracterizadas através de
técnicas de cromatografia, como a eletroforese. Por isso, faz-se necessério
conhecer os principios da referida técnica, para poder aplica-la ao estudo da

expressédo de genes no desenvolvimento de insetos.

1.10. Caracterizagdo de moléculas de mesma natureza quimica:
principios das técnicas

A eletroforese € um tipo de cromatografia especial, desenvolvida por
Smithies em 1955, que permite um separagdo mais refinada de moléculas de
mesma natureza quimica, cujo principio basico € a separacdo de moléculas em
solugdo, ou em uma matriz sdélida, de acordo com seus respectivos pesos

moleculares e/ou cargas elétricas. Numa cromatografia convencional, as



moléculas em solucdo sdo deslocadas através de um suporte ou matriz, que
pode ser desde um simples pedaco de papel absorvente até suportes ou
matrizes mais especificas. Acetato de celulose, gel de silica, resinas
especificas sdo algumas matrizes usadas em colunas de separagdo por onde
deve passar a solucdo de moléculas.

Numa coluna cilindrica de cromatografia convencional, a solucdo é
colocada no topo da coluna e bombeada, de modo que a solugdo atravessa a
coluna com uma certa presséo e produz uma taxa de fluxo, ou seja, um certo
volume é eluido num determinado tempo. Esse fluxo pode ser mantido
constante ou variavel, podendo ser mais ou menos pressionado de acordo com
os objetivos do trabalho. Ao atravessar a matriz de resinas, geralmente de
formas esféricas, as moléculas podem ser selecionadas pelo tamanho: as
moléculas menores podem ficar retidas nas malhas esféricas das resinas,
também referidas como poros, os quais podem ser de diferentes tamanhos, e
as moléculas maiores passam mais rapidamente através da matriz. Por ficarem
retidas nos poros da resina, as moléculas menores passam com maior
dificuldade. Esse sistema € conhecido como cromatografia em gel.

Por outro lado, o material que constitui a resina pode apresentar cargas
+ (positivas) ou — (negativas) e reter moléculas de cargas contrérias,
caracterizando uma cromatografia de carga ibnica. E, ainda, a matriz utilizada
pode estar ligada a moléculas especificas como um substrato de uma
determinada enzima que se queira isolar, ou a moléculas de anticorpos
especificos para uma determinada proteina, caracterizando um sistema de
cromatografia por afinidade.

Na cromatografia especial, referida como eletroforese, uma diferenca de
potencial é aplicada na matriz usada para separar as moléculas, de acordo
com o tamanho, a composi¢do das subunidades e as cargas. As matrizes
devem ser quimica e fisicamente inertes, de modo a n&o interferir na
mobilidade das moléculas a serem analisadas. Polissacarideos purificados
como amido, agarose ou poliacrilamida sdo usuais como matrizes para se fazer
eletroforese. A matriz usada para proceder a eletroforese € denominada gel,
em razdo da forma de preparagdo e, mais especificamente, da propria
consisténcia final. Gel de amido, gel de agarose, gel de poliacrilamida e a

combinacdo desses sdo usuais para separar moléculas de proteinas ou 4cidos



nucleicos presentes num homogeneizado de células. As diferentes
concentragdes com que sd@o preparados os geéis determinam a porosidade da
matriz, permitindo maior ou menor dificuldade para o deslocamento das
moléculas.

Para estabelecer um campo elétrico na matriz, o gel deve ser colocado
com uma solugéo tamponante contida em recipientes (cubas) com eletrodos
positivo e negativo, acoplados a uma fonte de energia (fonte de eletroforese),
onde sdo controladas a voltagem e a intensidade de corrente elétrica. No
campo elétrico estabelecido no gel, as moléculas com cargas positivas migram
para o polo negativo (catodo) e as moléculas com carga negativas migram para
0 polo positivo (anodo).

Numa eletroforese em gel de poliacrilamida, por exemplo, é possivel
igualar a carga de todas as proteinas das amostras, pela adicdo de um
detergente bioldgico referido como dodecil sulfato de sédio (SDS), que confere
cargas negativas a todas as moléculas e, consequentemente, essas serdo
separadas de acordo com seus diferentes pesos moleculares. Apds a
eletroforese, o uso de solugdes quimicas, que funcionem como corantes
(Coomassie Blue ou Nitrato de Prata, por exemplo), permitem a deteccdo de
faixas, também conhecidas como ‘bandas’, no gel, indicativas da presenca das
fragcdes proteicas. E, quando marcadores de pesos moleculares conhecidos,
adquiridos no mercado de reagentes quimicos, sdo usados na eletroforese, é
possivel caracterizar as varias fragbes, ou ‘bandas’, de acordo com o peso
molecular de cada uma. Esse sistema de eletroforese ficou conhecido como
eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, cuja sigla € SDS-PAGE.

Quando a eletroforese € aliada a procedimento de coloracao especificos,
como a utilizagdo de substratos especificos associados a corantes nas
misturas de reagbes empregadas para visualizar o fracionamento das
moléculas (solu¢des de coloracdo), o conjunto desses procedimentos permite a
analise de enzimas especificas, ou isozimas. Os substratos especificos para
as enzimas de interesse, misturados com corantes e co-fatores, quando em
contato com o gel e devidamente incubados, revelam regides coradas
indicativas dos locais onde se processou uma reacao especifica. A combinagéo

desses protocolos especificos foi desenvolvida por Hunter e Markert (1957) e



tem garantido a caracterizagdo dos produtos génicos, interpretados como

fenotipos eletroforéticos ou zimogramas.

1.11. Interpretacdo dos fenotipos elétroforéticos de proteinas solaveis

totais

Na eletroforese para analisar proteinas sollveis totais, as ‘bandas’
correspondentes a essas moléculas sdo separadas e caracterizadas em razdo
de seus pesos moleculares e/ou pontos isoelétricos, concluidos a partir do
emprego dos marcadores de pesos moleculares conhecidos. As fragdes
proteicas das amostras, com seus respectivos pesos moleculares estimados,
sdo comparados numa eletroforese em SDS-PAGE, computando-se a
presenca ou auséncia, ou diferentes intensidades de coloragéo das fragdes
proteicas.

Como produtos primarios do genes, os padrdes ou fendtipos
polipeptidicos dos organismos devem, portanto, refletir a atividade dos
genomas nos diversos organismos, tecidos, grupos de células, ou mesmo em
estagios diferentes do desenvolvimento ou quando submetidos a diferentes

condi¢cdes ambientais.

1.11.1. Interpretacdo dos fenotipos elétroforéticos de isoenzimas

Para esclarecer a interpretacdo de zimogramas ou de fenotipos
eletroforéticos isoenzimaticos, é necesséario que os fatores envolvidos com a
formacdo das isoenzimas sejam considerados detalhadamente. Tal fenétipo é
interpretado, e seu gendtipo é deduzido. A populacdo de individuos é entédo
analisada em termos de locos, e respectivos alelos, para cada sistema
isoenzimético.

Nas enzimas monoméricas, o padrdo de bandas de um heterozigoto é
uma mistura das duas formas que ocorrem em cada um dos homozigotos
correspondentes. Nas enzimas multiméricas, isto €, compostas por mais de um
peptideo, sdo formadas enzimas heteroméricas nos heterozigotos, bem como

sdo observadas formas homoméricas nos homozigotos correspondentes. Isso



ocorre porque, apos a traducdo, peptideos se combinam dando origem a
moléculas multiméricas.

No geral, se o ndmero de subunidades presentes na aloenzima
sintetizada no homozigoto for n, séo esperadas n+1 aloenzimas nos
heterozigotos. Assim, 0s heterozigotos para enzimas monoméricas apresentam
duas bandas e para as diméricas, trés bandas. Quando a enzima é composta é
por quatro peptideos (tetramérica), sdo visualizados cinco bandas no gel de um
individuo heterozigoto e as bandas dos extremos representam as formas
homoméricas. Em qualquer um dos sistemas, os homozigotos apresentam
somente uma banda, que resulta da expressdo da Unica forma alélica para
aquele loco génico.

Padrdes mais complexos podem ser observados quando ha associacao
de cadeias peptidicas codificadas por locos génicos distintos (sistemas
multigénicos). Nesse caso, além das aloenzimas formadas pela interagédo entre
peptideos derivados de alelos de um mesmo loco, ha também enzimas
formadas pela interacdo entre peptideos oriundos de alelos pertencentes a
locos diferentes (intergénicas).

Alelos nulos ou silenciosos também podem levar a interpretacdes
errdbneas dos géis. Nesse caso, ndo é produzida nenhuma proteina ativa.
Outras situagbes complexas envolvem a comigragdo de peptideos, presenca
de bandas adicionais oriundas de modificagbes pds-traducionais e artefatos
introduzidos no decorrer da técnica. Esses fatores, aliados ao numero reduzido
de locos detectados, contribuem para a limitagdo do uso da técnica quando se

pretende obter uma cobertura mais ampla do genoma.
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Figura 14:Padrao eletroforético (SDS-PAGE) de Ascia monuste em terceiro instar,
hemolinfa do controle (C) e parasitada por Cotesia glomerata (P).:

(1) (2) (3) (4)
AA AB AB AB AB BB
T P EEE ECHEN - ECEN - ERTE

[ [EEED
[ EE

. -- B -0

[ ELE
I bbb

O > b oo [

Figura 15: Fendtipo eletroforético de isoenzimas. (1) enzima monomérica, (2)
dimérica, (3) trimérica, e (4) tetramérica em relagdo a gendtipos observados no loco
isoenzimatico.
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1. INTRODUCAO

O nascimento da quimioterapia antimicrobiana ocorreu h4 mais de 100
anos pelo bacteriologista aleméo Paul Erlich. Entusiasmado com a eficicia dos
compostos derivados do arsénico para o tratamento da doenga do sono, ele
convocou uma equipe para encontrar um composto que combatesse a sifilis
(SEPKOWITZ, 2011). Seu sonho era encontrar uma substancia que tivesse
afinidade pelos patdgenos sem afetar as células do hospedeiro, que foi
nomeada por ele como “bala magica’. Foram mais de 600 compostos
sintetizados, até que o composto numero 606 (arsfenamina — nome comercial:
Salvarsan) se enquadrou neste quesito para a época (BOSCH & ROSICH,
2008).

A arsfenamina foi o composto de escolha para o tratamento da sifilis até
a descoberta ao acaso da penicilina por Alexander Fleming em 1928. Podemos
dizer que foi Fleming que desenvolveu as técnicas in vitro para a descoberta de
novos antimicrobianos (AMSTERDAM, 2005). Nota-se entdo que a corrida para
a descoberta de novos antimicrobianos depende de muito trabalho e também
de sorte, esta como disse Louis Pasteur s6 favorece a mente preparada.

Nosso laboratério vem se destacando como referéncia na prospecc¢ao de
drogas que possuam atividade antimicrobiana, dentre os micro-organismos
testados incluem bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus), bactérias gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa), leveduras (Candida albicans) e protozoarios (Leishmania
amazonensis, L. braziliensis e Trypanosoma cruzi). O presente minicurso se
propde a apresentar algumas técnicas utilizadas no estudo de antimicrobianos,
sendo o enfoque das metodologias no estudo de novos compostos com
atividade anti-Leishmania.

Os protozoarios do género Leishmania sdo responsaveis por causar as
leishmanioses, que sdo predominantes em 88 paises de 4 continentes. De
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses
ameacam aproximadamente 350 milhdes de pessoas (WHO, 2001a) e estima-
se que por ano ocorram 1,6 milhdes de novos casos (WHO, 2001b).

As leishmanioses podem ser divididas em duas formas clinicas:

tegumentar e visceral. Estas diferentes formas sdo manifestadas dependendo



da espécie do protozoario e do sistema imunologico do hospedeiro. A
leishmaniose tegumentar (LTA) acomete principalmente pele e mucosas,
podendo ser dividida em cuténea localizada, cutanea difusa e mucocutanea
(CROFT & COOMBS, 2003;GENARO & REIS, 2005; NGURE et al., 2009). A
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma mais
grave. Nesta ocorre disseminag@o do protozoario por todo o sistema fagocitico
mononuclear, podendo levar o paciente a 6bito se 0 mesmo n&o for submetido
a tratamento especifico (MICHALICK & GENARO, 2005).

O Ministério da Saude registrou no periodo de 2000 a 2012, no Brasil,
um total de 372.601 casos confirmados de leishmaniose, sendo 87,89% de LTA
e 12,1% de LV. Dentre os casos de LV, houve 2.920 6bitos (Portal da Saude).

Os dipteros dos géneros Phlebotomus e Lutzomya da familia
Psychodidae s&o os vetores da leishmaniose. S&o insetos geralmente de
pequeno porte, apresentam cerdas longas que cobrem o corpo e as patas.
Possuem atividade crepuscular e pés-crepuscular, abrigando-se durante o dia
em lugares humidos, sombrios e protegidos do vento. Nesta familia, apenas as
fémeas sdo hematofagas. S&o conhecidos popularmente como mosquito-palha
ou birigui (DE CARVALHO & MORENO 2001; MURRAY et al, 2005;
FIOCRUZ).

O género Leishmania (Ross, 1903) é composto por protozoarios
unicelulares, heteroxénicos, pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. De acordo com caracteristicas fenotipicas, as espécies de
Leishmania que infectam o homem podem ser divididas em subgéneros:
Viannia e Leishmania (LAINSON & SHAW, 1987). As espécies L. amazonensis
(Leishmania) e L. braziliensis (Viannia) sdo responsaveis pela leishmaniose
cutanea e mucocutanea, respectivamente.

Durante o ciclo de vida, o parasito apresenta duas formas distintas:
promastigota e amastigota. A forma promastigota apresenta flagelo livre, sendo
encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado. A forma amastigota
ndo possui flagelo livre, sendo encontra no interior das células do hospedeiro
vertebrado, principalmente nos macrofagos (MICHALICK, 2005).

O ciclo de vida deste parasito inicia-se durante o repasto sanguineo,
guando a fémea do inseto inocula formas promastigotas no hospedeiro

vertebrado, que séo rapidamente fagocitadas por macréfagos teciduais e se



transformam em formas amastigotas intracelulares obrigatérias. Os
protozodrios estabelecem-se no fagolisossomo dos macréfagos, resistindo a
acdo destruidora das enzimas lisossomais, multiplica-se por fissdo binaria até
romper a célula hospedeira. As amastigotas liberadas sdo novamente
fagocitadas por outros macrofagos. A infeccdo do hospedeiro invertebrado
ocorre durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado, onde
formas amastigotas sdo adquiridas com o sangue e/ou linfa intersticial. No
intestino do inseto, as amastigotas se transformam em promastigotas,
completando o ciclo biolégico do protozoario (MICHALICK, 2005; GREVELINK
& LERNER, 1996).

Embora sejam consideradas células eucaribticas, os protozoérios do
género Leishmania, apresentam caracteristicas exclusivas do grupo dos
tripanossomatideos, como a presenca de uma Unica mitocdndria, que se
estende por todo o corpo celular, tendo uma porcéo diferenciada denominada
de cinetoplasto, que possui um arranjo complexo de DNA, conhecido como
DNA citoplastico (KDNA) (SOUZA et al., 1997;VANNIER-SANTOS et al, 2002;
CAVALCANTI et al., 2008). Outras organelas distintas dos mamiferos também
sdo encontradas, como por exemplo, o glicossomo e o acidocalcissomo. O
glicossomo € uma estrutura delimitada por membrana que contem enzimas
responsaveis pelo metabolismo de agucares (OPPERDOES & COOMBS,
2007).

Mesmo com todas essas caracteristicas exclusivas destes protozoarios,
desde a década de 40 o tratamento contra a leishmaniose tem sido restrito a
alguns medicamentos, como os derivados dos antimoniais pentavalentes, por
exemplo, o estibogluconato de sodio e o antimoniato de meglumina, que sédo
considerados farmacos de primeira escolha (CROFT & COOMBS, 2003). No
entanto, estes medicamentos estdo longe de serem ideais para o tratamento
desta zoonose, pois ndo sdo ativos quando administrados oralmente, é
necesséario longo periodo de tratamento (CROFT, 1988), causam efeitos
toxicos e frequentemente encontram-se casos que apresentam resisténcia, e,
portanto, outros agentes antiprotozoario precisam ser desenvolvidos
(BERMAN, 1996;GREVELINK & LERNER, 1996;BERMAN, 1997).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Proporcionar aos alunos conhecimentos sobre técnicas basicas
utilizadas para investigar a atividade biol6gica de novas substancias
naturais e sintéticas contra Leishmania amazonensis, bem como elucidar

seus mecanismos de agao.

2.2. Especificos

e Verificar uma possivel atividade antileishmania do composto sobre a
forma promastigota de L. amazinensis;

e Verificar a citotoxicidade do composto em linhagem de macréfagos
murinos J774A1;

e Obter indicios sobre o mecanismo de acdo do composto em formas
promastigotas de L. amazonensis, através de técnicas de fluorimetria e

microscopia de fluorescéncia

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Células

Formas promastigotas de L. amazonensis (cepa
WHOM/BR/75/JOSEFA) serdo cultivadas em meio Warren (infuséo de cérebro
e coracdo (Difco), hemina e acido félico) pH 7.0, suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado (SFB — Gibco) e mantidas a 25 °C. Macro6fagos
J774A1 serdo cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO, USA), pH
7.6, suplementado com 10% de SFB e mantidos a 37 °C em atmosfera de 5%
de CO..

3.2. Ensaio antiproliferativo
O ensaio antiproliferativo é o experimento inicial na busca de

substancias com atividade antileishmania. O experimento busca determinar

a concentragdo da substancia na qual ocorra a inibicdo de 50% dos



protozodrios apés 72 h de tratamento, quando comparado a um grupo

controle, sendo esta concentracdo denominada de ICso.

3.3.

3.4.

Pesagem e diluicdo das drogas

Pesar a droga utilizando microtubosestéreis (1 mg para compostos
sintéticos e 10 mg para extratos e fragées);

Adicionar 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) ao microtubo, agitar até
completa diluicdo da droga e completar com 900 pL de meio Warren
(solucéo estoque: 1000 pg/mL);

Identificar 4 microtubos estéreis (Concentra¢fes: 500, 100, 50 e 10
pg/mL) para realizar a diluicdo da droga;

Adicionar aos microtubos identificados, respectivamente, 500, 800, 500
e 800 pL de Warren;

Homogeneizar e transferir 500 pL da solugdo estoque para o microtubo
1 (C: 500 pg/mL);

Homogeneizar o microtubo 1 e transferir 200 puL deste para 0 microtubo
2 (C: 100 pg/mL);

Homogeneizar o microtubo 2 e transferir 500 pL deste para o microtubo
3 (C: 50 pg/mL);

Homogeneizar o microtubo 3 e transferir 200 pL deste para o microtubo
4 (C: 10 pg/mL).

Padronizacé&o do in6culo

Formas promastigotas de L. amazonensis serdo previamente cultivadas
em meio Warren suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
por 2 dias a 25°C;

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

Contar as formas promastigotas presentes no quadrante central (regiéo

A) da Camara de Neubauer (Fig. 1), obter a média dos dois campos de



contagem, multiplicar pela diluicdo (50) e pelo fator de corre¢éo da

camara (107, obtendo-se um nimero X de protozoarios;

Figura 1. Hematimetro ou Camara de Neubauer.

e O inbculo para a realizagdo do ensaio antiproliferativo deve ser de 1x10°
parasitos/mL, sabendo que em 1 mL existe um nimero X de parasitos,
realiza-se uma regra de 3 para descobrir qual volume V é necessario
utilizar para obter 1x10° parasitos/mL;

e Como o experimento em geral € montado simultaneamente para duas
drogas em uma placa de 24 pogos, é preciso padronizar o volume real

(VR) de in6culo a ser coletado para 25 mL (volume V x 25= VR).

3.5. Preparo do pool

e 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
pocos), o volume de inéculo calculado e meio Warren em g.s.p. para 25

mL.

3.6. Montagem e Leitura do experimento

e Transferir 100 pL de cada eppendorf contendo as drogas para dois
pocos (ensaio em duplicata) da placa, para os pogos controle transferir
100 pL de Warren;



e Adicionar 900 pL do pool a cada pogo, obtendo-se uma concentragéo
final 10 vezes menor que a obtida no eppendorf (100, 50, 10, 5 e 1
Hg/mL);

e Homogeneizar a placa e incubar a 25 °C por 72 h;

e Apds o tempo de ensaio realizar a contagem de parasitos em camara de

Neubauer.

3.7. Ensaio de citotoxicidade

O Ensaio de citotoxicidade é uma metodologia de ampla utilizagdo que
permite verificar o quéo tdxica € uma substancia para determinada célula.
Em nosso caso usaremos células da linhagem J774A1 (macrofagos)como

modelo.

3.8. Obtencdo da monocamada de células

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

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

e Com auxilio de um “cell scraper” (rodinho), realizar a remog¢ao das
células da superficie da garrafa;

e Adicionar meio de cultura e reservar em gelo;

e Transferir 50 pL desta suspenséo para um eppendorf contendo 450 pL
de meio;

e Homogeneizar o contetdo do eppendorf e proceder a contagem em
Cémara de Neubauer (Fig 1), contando apenas as células presentes nos
quatro quadrantes laterais (regibes B) de cada campo, dividindo o
ndmero total contado por quatro obtendo uma média;

e Multiplicar a média pelo fator de correcdo da camara (10%) e pela
diluicao (10);



e Proceder os célculos tal como no ensaio antiproliferativo, sabendo que
para o experimento de citotoxicidade é ideal um inoculo de 5x10°
células;

e Preparar o pool contendo o volume de inéculo calculado, 10% de SFB,
meio de cultura em g.s.p. 10 mL;

e Distribuir 100 pyL da suspensdo homogeneizada em cada poc¢o, deixando
trés pocos vazios para usa-los como branco;

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

3.9. Tratamento das células

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

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

e Apés a formagdo da monocamada de células, retirar o meio de cultura
dos pocos e transferir 100 yL de cada eppendorf para os respectivos
pocos (ensaio em triplicata);

e Manter pelo menos 3 pocos da placa sem a adigéo da droga (controle);

e Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO; por 48 h.

3.10. Leitura do experimento

e Apo6s o periodo incubacgéo, retirar o meio de cultura, lavar cada poco
com 100 pL de PBS, retirar o PBS e adicionar 50 uL de MTT;

e Incubar na estufa por 4 h;

e Apoés incubagdo, retirar o MTT e adicionar 150 yL de DMSO;

e Realizar a leitura em Leitor de ELISA a 492 nm.



3.11. Avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio por
H,.DCFDA

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo compostos quimicos
resultantes da ativagdo ou redugéo do oxigénio molecular. Um dos principais
locais da producdo de EROs sdo as mitocOndrias durante os processos de
respiracao celular. Dentre as espécies mais comuns, pode-se citar: superéxido
(027), peroxido de hidrogénio (H2.0,) e radical hidroxila (OH). As EROs sé&o
moléculas altamente oxidantes, capazes de causar anos aos constituintes
celulares, como lipidios, proteinas e &cidos nucléicos.

O marcador diacetato de 2’,7’-dihidro dicloro fluoresceina (H.DCFDA) &
altamente utilizado como indicador de EROs, detectando principalmente OH" e
H.O,. O marcador permeia as células onde € desacetilado por esterases
intracelulares, levando a sua retencdo dentro das células. Ap6s sua oxidacdo
por EROs, a molécula nao fluorescente H,DCFDA € convertida na altamente
fluorescente 2’,7'-dicloro fluoresceina (DCF), a qual pode ser detectada por

fluorimetria, entre outras técnicas capazes de avaliar fluorescéncia.

3.11.1. Técnica

e Apés tratamento com a substancia por 24 h, lavar 2x as células com
PBS (3000 rpm; 5 min.);

e Ressuspender o “pellet” em 497,5 yL de PBS e adicionar 2,5 uL de
H,DCFDA (5 pg/mL);

e Incubar a 25 °C por 45 minutos ao abrigo da luz;

o Transferir 100 yL da amostra (em triplicata) para placa de 96 pogos

preta e realizar em fluorimetro.

3.12. Avaliagdo do acumulo de inclusdes lipidicas por Vermelho do
Nilo

A formacado de inclusdes lipidicas é um processo celular normal das

células eucaridticas, inclusive protozoarios. Estas inclusbes de aspecto



circular podem apresentar tamanhos variados e estarem distribuidas por
todo o citoplasma da célula. A formacao regulada de corpos lipidicos atua
na sinalizacdo e ativacdo celular, regulacdo do metabolismo de lipidios,
trdffego da membrana celular e controle da sintese e secre¢cdo de
mediadores inflamatorios (MOLINARO, 2010). Contudo, a presenca de um
namero elevado destas inclus6es pode ser um indicativo de alteracdo na
sintese, utilizacdo ou degradacgéo de lipidios pela célula. O Vermelho do
Nilo € um marcador altamente fluorescente capaz de evidenciar lipidios de
forma especifica e sensivel, sem causar a sua remoc¢é&o da célula (SOUZA,
2010).

3.12.1. Técnica

e Apés tratamento com o composto por 24 h, lavar 2x as células em PBS
(3.000 rpm por 5 min.);

e Ressuspender em 495 uL de PBS e 5 pL de Vermelho do Nilo (10
Hg/mL);

e Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo a luz;

e Transferir 100 yL da amostra (em triplicata) para placa de 96 pogos
preta e realizar em fluorimetro;

* Analisar as amostras em microscopio de fluorescéncia.
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2. INTRODUCAO

1.1. Trato gastrintestinal e sistema nervoso entérico (SNE)

O sistema digestorio consiste em cavidade oral, eséfago, estbmago,
intestinos delgado e grosso, e glandulas associadas: salivares, figado e
pancreas, além da vesicula biliar. Este sistema tem a funcdo de obter dos
nutrientes ingeridos as moléculas necessérias para manutencao, crescimento e
demais necessidades energéticas dos organismos (Junqueira e Carneiro,
2011). O tubo digestério tem cerca de 9 metros de comprimento e esta
subdividido em regides morfologicamente distintas: es6fago, estdomago,
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, cdlon, reto e
canal anal) (Gartner e Hiatt, 2003).

Existem quatro camadas histol6gicas que constituem o tubo digestorio:
mucosa, submucosa, muscular externa e serosa (ou adventicia), sendo estas
inervadas por nervos parassimpéticos e simpaticos, assim como por fibras
sensitivas (Gartner e Hiatt, 2003). Tais camadas ou tunicas sdo semelhantes
em toda extensdo do trato gastrintestinal, entretanto apresentam algumas
modificagdes e especializagdes regionais:

e Mucosa: Composta por um revestimento epitelial, abaixo do qual h4 um
tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos,
denominado lamina propria e uma camada muscular que a envolve,
denominada muscular da mucosa (Gartner e Hiatt, 2003; Junqueira e
Carneiro, 2011);

e Submucosa: Camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado sem a
presenca de glandulas (exceto no es6fago e duodeno), apresentando
vasos sanguineos e linfaticos bem como o plexo nervoso submucoso ou
de Meissner (Gartner e Hiatt, 2003);

e Muscular externa: Corresponde a uma espessa camada de musculo liso
(exceto na porcdo inicial do esdfago) responsével pela atividade
peristaltica (Gartner e Hiatt, 2003), subdividida em duas subcamadas:
uma mais interna onde a orientacdo das fibras musculares é 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).

e Serosa ou adventicia: Camada que envolve a muscular externa,
composta de tecido conjuntivo que pode (serosa) ou nao (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 simpatico e parassimpatico, e intrinsecamente ao SNE, presente
desde o0 es6fago ao anus o qual atua de forma independente, sendo que suas
funcdes sdo moduladas pelo Sistema Nervoso Autdbnomo (Gartner e Hiatt,
2003).

O SNE possui aproximadamente 10® neurdnios sensoriais, motores e
interneurdnios, distribuidos nos dois plexos ganglionados principais: o
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 secrecéo,
iniciando reflexos em resposta ao contetddo luminal e a tensdo do musculo liso
(Furness et al., 1999). Normalmente, estes neurdnios organizam-se em grupos
de neurdnios denominados “ganglios”, podendo ocorrer neurdnios isolados,
como em roedores (Gabella, 1989). Ao assumir a organizacdo ganglionar,
esses neurdnios sao revestidos externamente por tecido conjuntivo, ricamente

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

Plexo mioentérico

Circularinterna

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



Os neurdnios ganglionares e os seus feixes de fibras nervosas no SNE
sdo 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 esta
relacionado com sua atuagédo na homeostase do intestino, bem como serve de
elo entre sistema nervoso e imunolégico (Ruhl et al. 2004) e ainda, atua no
controle do fendtipo neuroquimico (Aubé et al., 2006).

Além disso, semelhante aos neurdnios do sistema nervoso central, os
neurdnios do SNE séo bastante diversificados fenotipicamente sendo que mais
de 16 populagbes neuronais distintas ja foram identificadas e classificadas pela
sua morfologia, conteddo de neurotransmissor, propriedades eletrofisiolégicas
de neurdnios sensoriais, interneurbnios ascendentes e descendentes e
neurdnios motores excitatdrios e inibitorios (Grundy e Schemann, 2005).

Os neurdnios sensoriais, atualmente denominados como neurdnios
intrinsecos primérios aferentes (IPANs), traduzem e codificam informacdes
sobre o ambiente quimico e estado fisico do tecido que eles inervam (Costa,
2000). Os neurdnios motores, por sua vez, podem ser divididos em dois
grupos, 0s excitatérios e os inibitérios. Os principais neuromediadores
encontrados nos neurdnios excitatorios sdo a acetilcolina e as taquicininas. Ja
0s neurdnios inibitérios possuem varios neuromediadores, como NO (6xido
nitrico), VIP (peptideo intestinal vaso ativo) e adenosina trifosfato (Furness et
al., 1995). Finalmente, os interneurbnios sédo identificados em todas as
camadas do trato gastrintestinal, sendo que sua constituicdo neuroquimica

varia muito, dependendo do 6rgao em questéo (Furness et al., 1995).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é uma sindrome metabdlica de etiologia multipla,
caracterizada pela deficiéncia relativa ou absoluta da insulina em exercer sua
acdo 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 ou mal
funcionamento 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 -
citotéxicos 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 fisiopatolégicos, atividade hipoglicemiante
e anti-diabetogénica de certos compostos. A estreptozotocina (STZ) € um
antibiotico, de natureza glicosamina-nitrosuréia, com propriedades tdxicas,
isolada de Streptomyces achromogenes e é captada pelas células -
pancredticas através de transportadores de glicose GLUT-2 (Xiang et al.,
2010). Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a agdo da
estreptozotocina sobre danos as ceélulas B-pancreaticas, Bolzan e Bianchi
(2002) relataram que a STZ interfere no metabolismo energético das células (-
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 injecdo endovenosa (veia peniana) de STZ
dissolvida em tamp&o 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, os animais sdo mantidos em jejum por duas horas para que
ndo haja competicAio da STZ com a glicose circulante pelas células -
pancreéticas. Apos quatro dias de inducdo, o sangue coletado dos animais é
usada para mensuracdo da glicemia através da determinacdo fotométrica da
glicose por meio de glicoso-colorante-oxidorredutase (glicosimetro) e/ou
também pode ser 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 doenca



medindo além da glicose, sintomas tipicos do diabetes mellitus, tais como:
polidria (aumento da excrecdo de urina), polidpsia (aumento da ingestdo de
agua) e polifagia (aumento da ingestéo de racao).

Geralmente, os primeiros sinais e sintomas do diabetes comegam
aparecer nos ratos desde os primeiros dias de indugdo da doenga. Desse
modo, o periodo experimental varia conforme o modelo de diabetes que se
gueira adotar, ou seja, uma semana caracteriza diabetes agudo e quatro

semanas ou mais caracterizam o diabetes cronico.

2.2. Doencgas inflamatoérias intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais (DII) incluem duas formas principais,
a colite ulcerativa e a doenca de Crohn. Embora ambas sejam patologias
distintas, elas apresentam algumas caracteristicas em comum, como a origem
idiopética, os cursos alternados de remissdo e ativagdo da inflamacéo, e as
manifesta¢des clinicas, como dores abdominais, diarreia severa, sangramento
retal, febre, perda de peso e possiveis complicacdes sistémicas.

A colite ulcerativa é a forma de DIl mais branda, porém ndo menos
prejudicial. Ela afeta apenas a mucosa do intestino grosso, podendo se
estender até o reto. Est4 relacionada com uma inflamac¢ao mediada por células
auxiliares do tipo 2 (Th2), que liberam IL-4, IL-5 e IL-13. Em alguns casos de
colite ulcerativa o tratamento pode ser realizado por remocgdao cirtrgica do colo.
Jé a doenca de Crohn pode atingir desde a porcéo final do ileo até o intestino
grosso. E caracterizada por processos inflamatorios crénicos, com lesées
trasmurais, ou seja, que afetam todas as camadas da parede do 6rgédo. As
lesbes também sdo bem demarcadas, e s&o intercaladas por regides do
segmento sem inflamag&o. Neste caso pode haver formagédo de granulomas
(acumulo de linfécitos na parede intestinal), oclusédo do limen intestinal por
fibrose, formacédo de fistulas (regides do intestino ligadas a outros 6rgéos) e
perfuracdes intestinais. As principais células associadas a este tipo de DIl séo
as células auxiliadoras tipo 1 (Thl), que produzem TNF-aq, interferon-y, IL-12,
entres outras citocinas.

Além de prejudicar a morfologia e a fisiologia da parede intestinal, as

Dlls também afetam o SNE, alterando a arquitetura padrdo dos plexos,



gerando trocas nos contetidos dos neuropeptideos e levando, por fim, a morte
de parcela da populacdo neuronal. Esta morte dos neurbnios entéricos esta
associada aos processos que ocorrem no inicio da inflamagé&o, uma vez que foi
relatada a presenca de neutréfilos e eosindfilos adjacentes aos ganglios
submucoso e mioentérico.

Existem algumas teorias que tentam explicar a origem destas DIIs, mas
particularmente, uma delas € a mais estudada e mais aceita. Esta teoria
discorre sobre a relacdo das bactérias comensais da flora intestinal com o
sistema imune da mucosa. Resumidamente, o problema estaria na regulacéao
das células T do sistema imune, o qual, devido a algum defeito, n&o
reconhecem as bactérias naturais da flora, reagindo contra estas,
desencadeando reacdes inflamatorias. Os pesquisadores estdo buscando a
origem destes defeitos em fatores genéticos, porém esta tarefa € um pouco
complexa. Entretanto cientistas descrevem a associacdo de defeitos no gene
CARD15, que codifica proteinas relacionadas com a identificacdo das bactérias
comensais, com o desenvolvimento de DIIl. E ainda ndo descartam a influéncia
dos fatores ambientais para a quebra desta homeostasia da mucosa intestinal,
como os principais fatores desencadeantes os héabitos de fumar, de usar
antibioticos e drogas anti-inflamatérias néo esteroidais, o estresse e uma
alimentagéo rica em aditivos.

Para o estudo das DlIs foram desenvolvidos numerosos modelos em
animais que simulam a inflamacdo no trato digestorio. Destacam-se 0s
modelos que utilizagdo manipulagdo genética, como camundongos que
possuem delecdo de IL-2 e IL-7, além de modelos que induzem a colite com
compostos quimicos. Os compostos sdo dos mais variados tipos, como
exemplo o acido acético, iodoacetamina, dextran sulfato de sédio (DSS), e o
utilizado em nosso laboratdrio, a indugdo com acido trinitrobenzenosulfénico
(TNBS).

O modelo de estudo de colite causada por TNBS se baseia no fato de
que, com um aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, ocasionado
pelo etanol, utilizado como solvente do acido, permite-se a entrada do TNBS,
um hapteno, o qual se associa com substancias de alto peso molecular, como

as proteinas teciduais da lamina propria, e entdo desencadeia uma resposta



inflamatoria. Este processo inflamatério gera caracteristicas semelhantes a

doencga de Crohn.

2.3. Restrigdo alimentar

Estudos tém mostrado que uma moderada reducéo no consumo caldrico
pode retardar o envelhecimento, reduzindo doengas cronicas relacionadas a
idade (diabetes, cancer, doengas 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 restricao 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 formagdo de tumores, aumentar a
eficiéncia do sistema imune (Wachsman, 1996), reduzir o metabolismo celular
e a apoptose (Zhang e Herman, 2002), melhorar a sinalizacdo neurotrofica
(Thrasivoulou et al., 2006), aumentar a plasticidade neuronal (Mattson et al.,
2002, 2003), a longevidade e a sobrevivéncia de neurbnios (Johnson et al.,
1998; Cowen et al., 2000) e principalmente contribuir para amenizar os efeitos
do estresse oxidativo gerado durante o processo de respiragdo 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 neurdnios, 0s
radicais livres s&8o responsaveis por danos celulares cumulativos e
irreversiveis, podendo provocar perda da fung&o celular até morte por necrose
ou apoptose (Imai e Nagakawa, 2003). Estes danos podem causar alteragdes
estruturais e funcionais do trato gastrointestinal (TGI) durante o processo de
envelhecimento.Desta forma, animais submetidos a restricdo calérica podem
se tornar modelos experimentais para estudos sobre o envelhecimento.

A restric@o caldrica é definida como a dieta em que a quantidade diéria
de alimento ingerido € 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 restricdo calorica tém



utiizado diminuigdo da quantidade de alimento sem manipulagédo da
guantidade e qualidade cal6rica 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 necessérios para manutencao do animal (Weihe, 1987).

2.4. Dietas hipercaléricas e obesidade

Para melhor compreenséo 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 (Kanasakiet al., 2011). Alguns
tipos de obesidade experimental sdo classificados de acordo com sua etiologia.

Entre os modelos desenvolvidos 0s que mais se aproximam da
obesidade e sindrome metabdlica em humanos, séo os de obesidade exdgena,
onde os animais sdo 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 (Cesarettiet al., 2006). Destas dietas, a dieta de cafeteria
€ a que mais se aproxima da realidade humana. Neste modelo experimental &
ofertado ao animal, juntamente com a ragdo padrdo, alimentos altamente
caléricos e palataveis, tais como bacon, castanhas, leite condensado,
refrigerantes, chocolate, amendoim, p&o branco, biscoitos, entre outros
produtos industrializados, que tendem a provocar um incremento da ingestéo
calérica desses animais bem como, aumento do peso corporal e da
adiposidade, além de desencadear um quadro de sindrome metabdlica. Além
disso, disfuncdes endoteliais, alteracdes hepéticas e alteragbes no trato
gastrointestinal também foram observadas mediante consumo da dieta de

cafeteria na fase adulta (Cesarettiet al., 2006; Scoariset al., 2010).

2.5. Isquemia/Reperfusdo mesentérica

A isquemiaocorrequandoumoérgdondo € suprido em quantidade

suficiente de sangue, como resultado de choque, doenga vascular ou



transplante de 6rgdos. Os danos causados pelo processo de isquemia e
reperfusdo (I/R) ocorrem inicialmente pela falta de circulagcédo 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 doenga
arteriosclerética de longa data, e aguda, que é baseada na etiologia da
ocluséo, embdlicas, tromboticas ou ndo oclusivas (Chang et al., 2006).

A isquemia mesentérica aguda é 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 mitocéndrias,
reducdo de regulacdo da transferéncia ibnica e acidez intracelular. Além disso,
alteracbes na permeabilidade da membrana e liberacdo de enzimas
degradativas e radicais livres que podem levar a apoptose e necrose tecidual
(Chang et al., 2006).

Se a isquemia mesentérica é detectada precocemente, uma intervengéo
terapéutica é possivel, caso contrario, técnicas cirlirgicas sdo 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 metabdlicos que podem culminar com disfungéo
do 6rgéo e morte.

Entretanto, danos teciduais causados pela alteracéo do fluxo sanguineo
intestinal estdo relacionados também com a reperfusdo (Bulkley, 2009) em
condigdes clinicas como transplantes, cirurgias ediversos estados patologicos
(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 metabdlitos de oxigénio reativo (Berland e Oldenburg, 2008) como radical
superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila e neutréfilos
polinucleares (Berland e Oldenburg, 2008; Sehirli et al., 2009).

O superéxido pode entdo formar peroxido de hidrogénio, e,

secundariamente, o radical hidroxila pela reagdo de Harber-Weiss. As espécies



reativas de oxigénio (ROS) geradas a partir da I/R induzem a peroxidagéo
lipidica nas membranas celulares e mitocondriais que € uma das causas de
leséo na mucosa (Takizawa et al., 2011).

Em estudos de lesdo mesentérica por I/R foram detectadas alteracdes
na forma neural, no arranjo dos neurénios, na intensidade de coloragédo do
plexo mioentérico (Bolekova et al., 2011), alterac@o de suas propriedades e até
mesmo causa sua morte (Sehirli et al., 2009; Lindestro e Elblad, 2004). As
alteracdes funcionais dos neurbnios entéricos levam, entdo, a alteracdes na
motilidade intestinal (Calcina et al., 2005; Lindestro e Elblad, 2004).
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2.6. Envelhecimento

O processo de envelhecimento € 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 pos-maturacional, atenuando a habilidade de manutencdo da
homeostase, resultando em morte (Sohal et al., 2002). Promove alteracdes
morfoquantitativas na populacdo neuronal e glial entérica (Phillips et al., 2004;

Marese et al., 2007) , na expressdo de neurotransmissores (Phillips et al.,



2003) e organizagédo dos plexos, podendo levar a sintomas como redugéo do
tempo de esvaziamento géstrico e dos movimentos peristalticos, atividades
moduladas pela inervagéo intrinseca do trato gastrointestinal (Wade & Cowen,
2004).

Apesar da reducdo 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 reorganizagcdo dos neurdnios remanescentes, demonstrando a
capacidade plastica neuronal no tecido nervoso completamente diferenciado.
Estas alteracdes estdo relacionadas principalmente a producéo de radicais
livres e redugéo 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 alteracbes, modelos de envelhecimento sé&o
utilizados em nosso laboratério. Os ratos sdo mantidos em biotério pelo tempo
determinado para o experimento, com condicdes 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. Em outro estudo (Santi-Rampazzo, AP), foram
utilizados animais com 7, 12 e 23 meses de idade. Frequentemente, 0s
modelos de envelhecimento sdo associados a outros que visam amenizar 0S
prejuizos causados pela idade, como por exemplo, a suplementacdo dos

animais com compostos antioxidantes ou restricdo alimentar.

2.7. Antioxidantes

Neurbnios sé@o considerados particularmente vulneraveis 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). Vérias espécies de radicais livres, denominadas espécies
reativas ao oxigénio (ROS), sdo normalmente produzidas no corpo para
realizar funcdes especificas. S8o geradas principalmente nas mitocéndrias
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 superdéxido (02-), o perdxido de hidrogénio (H.0>) e o 6xido nitrico (NO) sédo
trés espécies reativas ao oxigénio que sdo essenciais para a fisiologia normal,
mas que acredita-se que possam acelerar o processo de envelhecimento e
mediar a degeneracéo celular em estados patoldgicos (Vincent et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre em um sistema celular quando a produgéo
de moléculas de radicais livres excede sua capacidade antioxidante. N&o
ocorrendo a remogao, os radicais livres atacam e danificam proteinas, lipidios e
acidos nucléicos diminuindo sua atividade levando a perda de metabolismo
energeético, sinalizacéo celular, transporte e outras fun¢des principais (Vincent
et al., 2004). As substancias antioxidantes, que permitem a manutengcédo do
equilibrio interno do organismo, impedindo a formac&o dos radicais livres ou
neutralizando as espécies ja formadas, sofrem reducédo 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 néo sdo capazes
de evitar todos os danos produzidos. No caso de um desbalango dos
mecanismos de protecdo antioxidante, pode ocorrer uma deterioracdo das
funcdes 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 frequentes, e uma gama de
compostos sao utilizados para tal finalidade. Podemos citar como exemplo em
nosso laboratorio: 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), extrato aquoso do cogumelo-do-sol, Agaricus brasiliensis (Antigo A.
blazei) (Santi-Rampazzo et al.) e resveratrol (Borges et al.). Vale ressaltar que
os modelos utilizados possuem particularidades em relagdo a tratamento e

forma de administragdo do antioxidante estudado.



2.8. Métodos Histoquimicos

2.8.1. Método de Giemsa

Os ribossomos sdo as organelas mais caracteristicas do citoplasma
neuronal, podendo estar ligados as cisternas do reticulo endoplasmético
rugoso ou arranjados em rosetas e espirais. A coloracao 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 0s
ribossomos e reticulo endoplasmético rugoso tdo 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 o
estado da sintese de proteinas nos neurdnios. As células em maior atividade
de sintese proteica tenderdo a apresentar maior afinidade pelo corante em

relagdo aquelas com menor atividade de sintese proteica.

2.8.2. NADH-diaforase

Esta técnica baseia-se na atividade de enzimas mitocondriais capazes
de transferir elétrons do NADH para aceptores de elétrons. Durante o
funcionamento normal das mitocondrias o transporte de elétrons é acoplado as
reacOes da fosforilacdo oxidativa para a sintese de ATP. Entretanto, para a
marcagao neuronal, segmentos do trato gastrointestinal sédo 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
incubac@o dos segmentos é limitado, por exemplo 45 minutos para todas as
amostras, a quantidade de formazana produzida sera proporcional a acao 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 incubacdo, aqueles
neurbnios com maior quantidade e/ou maior atividade das enzimas
mitocondriais dever&o exibir maior marcacdo em relacdo a neurbnios com

menor quantidade e/ou menor atividade das enzimas mitocondriais.



2.8.3. NADPH-diaforase

Esta técnica baseia-se na atividade da enzima Oxido nitrico sintetase
neuronal, uma enzima que produz o neurotransmissor o0xido nitrico a partir do
aminoacido arginina. O Oxido nitrico € um importante neurotransmissor
inibitério no sistema nervoso entérico. Essa técnica permite o estudo da
subpopula¢do de neurdnios nitrérgicos entéricos. Para a marcacdo neuronal
segmentos do trato gastrointestinal sdo 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 purpura chamado de formazana

marcando de azul purpura os neurénios.

2.9. Métodos Imunohistoquimicos

Métodos de coloragdo imunohistoquimica sdo amplamente utilizados
atualmente. O reagente pivd, comum a todas as técnicas imunohistoquimicas é
0 anticorpo. Solu¢des contendo anticorpos (antisoros) especificos para um
grande numero de antigenos teciduais tém expandido a quantidade e qualidade
do repertério imunohistolégico. Um anticorpo é formado em resposta a
exposicdo a um antigeno e reage especificamente com este antigeno,
formando imunocomplexos, quer no proprio organismo, ou em condigdes
laboratoriais.  Solugbes de  anticorpos utilizadas em  coloragdes
imunohistoquimicas contém principalmente anticorpos da classe 1gG, com
menores quantidades das demais classes. Os anticorpos ligam-se a um
segundo tipo de marcador, que pode ser fluorescente (fluoresceina, rodamina)

ou uma enzima (fosfatase alcalina e peroxidase).

2.9.1. Coleta de Material
Retirar o segmento de interesse
Lavagem do segmento — PBS

Fixagcdo: Paraformoldeido - 3 hs, temperatura ambiente



Lavagem do material com PBS — (2 x 10 min)
Manter o material no PBS com azida so6dica 0,08% para posterior

disseccgéo.

2.9.2. Disseccao
Apos a disseccdo, manter as membranas em PBS com azida. Realizar a
primeira lavagem (2x 500 uL por 5 min) em PBS + Triton 0,5% (PBS+T)

e Bloqueio
Uma hora, temperatura ambiente.
Solucéo: PBS+T + soro de cabra 10% + BSA 0,2%

e Anticorpo Primario:
Incubar em anticorpo primério por 48 h.
Solugdo: PBS+T + soro de cabra 2% + BSA 0,2% + anticorpo 1°

2.9.3. Anticorpo Secundario:
Realizar a segunda lavagem — (3 x 500 uL por 5 min) em PBS+T
Adicionar a solucdo contendo o anticorpo secundério. Incubar por 2hs.

Solugdo: PBS+T + soro de cabra 2% + BSA 0,2% + anticorpo 2°

2.9.4. Montagem das laminas:

Apos a terceira lavagem — (3 x 500 uL por 5 min)

2.10. Estudo morfoquantitativo e analise estatistica

Apos a realizagdo 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 analises dos
mesmos. Duas categorias de analise sdo utilizadas: andlise quantitativa, que
fornece informacdes de densidade ou numero de células/ganglio e andlise
morfométrica, que se refere a medida do perfil neuronal ou glial, ou seja, a area

média do corpo celular.



Em primeiro lugar, € interessante determinar a regidao do segmento que
esta sendo estudado. Para isso, € realizada uma divisdo didatica considerando
a circunferéncia intestinal (Figura 1.A). Apéds seccionado na regido
mesentérica, o preparado de membrana apresenta duas regides mesentéricas
(M - mais externas), uma regido antimesentérica (AM — mais central) e duas
regides intermediarias (1), que se intercalam entre M e AM (Figura 1.B). Estas
regibes podem ser determinadas nas laminas com auxilio de uma régua e

canetas para retroprojetor.

Figura 2. Divisdo didatica da circunferéncia intestinal.

A quantificagcdo neuronal por densidade se baseia na contagem ou
captura de imagens em campos aleatérios dentro da regido (ou regifes)
escolhida para estudo. Quando a objetiva utilizada para andlise € de 20X,
utiliza-se 32 campos microscopicos, geralmente em capturas de imagens nas
laminas de imunofluorescéncia. Para a contagem direta no microscépio utiliza-
se objetiva de 40X e 80 campos microscépicos (este numero 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 regides, o importante € seguir um padrdo para todos o0s
animais. A regido mesentérica (M) é pouco utilizada por sofrer injurias durante
0 processamento, tornando a visualizagcao celular mais complexa. Apés a
captura das imagens realiza-se a contagem de todos 0s neurdnios, obtendo-se
uma soma que, juntamente com a soma da area analisada, sera convertida em

neurdnios/cm?, neurbnios/mm?2 ou neurdnios/area total analisada.



Para a quantificagéo por ganglio, realiza-se a captura e contagem de 50
ganglios aleatdrios/animal e os valores sdo expressos como neurénios/ganglio
e/ou glias/ganglio. No caso de dupla-imunomarcagéo para neurbnios e células
da glia, os resultados podem ainda ser expressos como relacdo glia/neurdnio.

Para a analise morfométrica sdo mensuradas areas (umz) dos corpos
celulares de 100 neurdnios ou células gliais/animal por meio do programa

Image-Pro Plus verséo 4.5-Media Cibernetics.
2.10.1. Analises estatisticas

Os dados devem ser analisados quanto a sua distribuicdo
(normalidade) através do teste Kolmogorov-Smirnov (KS). Dados paramétricos
sdo submetidos a Andlise de Variancia (one-way ANOVA) e o pés teste de
Tukey com o auxilio do programa estatistico GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad
Software, Inc.). Dados ndo-paramétricos s@o 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

média + erro padrao.
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1. INTRODUCAO

1.1. Funcdo glicorregulatéria do figado

O figado € o segundo maior 6rgdo do corpo, pesando cerca de 1,5 Kg no
individuo adulto (4-5% peso corporal). Esté situado na cavidade abdominal abaixo do
diafragma. Seu componente estrutural béasico é a célula hepética, ou hepatdcito. O
figado é o 6rgéo no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e
armazenados para utilizacdo por outros 6rgdos. Representa, portanto, uma interface

entre o sistema digestivo e o sangue.

Lipidios e carboidratos sdo armazenados no figado na forma de triglicerideos e
glicogénio, respectivamente. Esta capacidade de armazenar metabdlitos é importante,
porque supre 0 organismo de substratos energéticos no periodo entre as refeicdes. O
figado também € responsavel pela conversdo de aminoécidos em glicose, por meio de

um processo enziméatico complexo denominado gliconeogénese.

O figado funciona como um importante sistema-tamp&o da glicose sanguinea,
podendo captar glicose em grandes quantidades e converté-la em glicogénio
(glicogenogénese) e podendo liberar glicose no sangue pela mobilizagdo do glicogénio
(glicogendlise) ou pela sintese de glicose através de precursores ndo-carboidratos
(neoglicogénese). Mecanismos glicorregulatorios precisos atuam no figado, modulando
sua acdo que oscila entre captacdo e liberagdo de glicose a fim de manter a glicemia

constante.

1.2. Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) tornou-se hoje uma epidemia mundial em fungéo do
drastico aumento no nimero de portadores dessa patologia nos ultimos anos. No Brasil,
os dados relacionados & doenca revelam que até 2025, o pais devera ter 17,6 milhdes de
diabéticos, ou seja, pelo menos duas vezes mais que os atuais 8 milhdes de portadores
de doenca, saltando do oitavo para o quarto lugar em termos de nimero total de

diabéticos.



Conceito:

O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome de comprometimento do
metabolismo dos carboidratos, das gorduras e das proteinas, causada pela
auséncia de secrecdo de insulina ou por reducéo da sensibilidade dos tecidos a
insulina. Um aspecto caracteristico desta doenga consiste na utilizacdo

inadequada dos carboidratos (glicose) com consequente hiperglicemia.

Antigos esquemas de classificagdo do DM eram fundamentados na idade de
inicio da doenga ou no tipo de tratamento. Uma classificagdo mais atual enquadra a
grande maioria dos casos de DM em duas grandes categorias: diabetes mellitus tipo 1
(DM1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

O DML1 é caracterizado por uma deficiéncia absoluta de insulina, o que torna a
insulinoterapia obrigatoria nestes pacientes, relacionada com multiplas pré-disposicoes
genéticas e fatores ambientais, ou de etiologias desconhecidas. O DM2 é caracterizado
principalmente por resisténcia periférica a insulina induzida, por exemplo, pela
obesidade. Vale destacar que parte dos pacientes evoluem ao longo dos anos para uma
deficiéncia mais severa de insulina, tornando-se necessaria a insulinoterapia.

Aproximadamente 90% dos diabéticos apresentam DM2.

A DM1, anteriormente denominada diabetes mellitus insulino-dependente
(DMID) ou diabetes juvenil, € definida como uma doenca resultante da destruicdo das
células B pancredticas, atribuida a um processo auto-imune (DM1 imuno-mediada) ou a
uma causa desconhecida (DM1 idiopética), que conduz a uma deficiéncia absoluta de

insulina.

A maior parte da glicose que é transportada para dentro da célula vai para a via
glicolitica, enquanto o excesso é transformado em glicogénio no figado e mdsculos, e
triglicerideo no figado e tecido adiposo. No DML1, as células entram em um estado de
falta de glicose, devido a auséncia da insulina que impossibilita a entrada de glicose nas
células, e os estoques de glicogénio sdo exauridos. Nessas situagdes ha degradagdo dos
triglicerideos no tecido adiposo liberando &cidos graxos para gerar energia e glicerol

para producdo de novas moléculas de glicose — gliconeogénese hepética.



1.3. Modelo experimental

A estreptozotocina (SZT) é uma droga derivada da cultura de Streptomyces
acromogenes e € uma indutora de diabetes tipo | (diabetogénica), sendo altamente
seletiva e citotdxica para as células B pancreaticas de varias espécies animais. O
mecanismo do efeito da STZ ndo é completamente entendido, mas sabe-se que essa
droga lesa o DNA celular, que ativa a poli ADP ribose, causando diminuicéo critica de
NAD, bloqueando o processo secretério celular, sintese de proinsulina e liberagdo de
insulina. Outras linhas de pesquisa defendem a geracdo de estresse oxidativo para o

efeito diabetogénico, que acabaria matando as células p.

2.OBJETIVOS

Auvaliar a gliconeogénese hepéatica em hepatdcitos isolados de figado de ratos, através de
dosagens de glicose e lactato, a partir dos substratos lactato, glutamina e glicerol, além
das alteracBes plasmaéticas através de dosagens de glicose e ALT (transaminase

glutdmica piravica), em animais normais e diabéticos tipo I.



3.ROTEIRO DE EXPERIMENTOS:

3.1 Animais

Para o desenvolvimento deste mini-curso serdo utilizados ratos adultos (50
dias/180 gramas) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringd e mantidos no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, em temperatura controlada (23° C/ 25° C) e

com ciclos de iluminagdo de claro e escuro de 12 horas.

3.2 Materiais e Métodos

1) Soluces para Perfusédo Hepatica:

e Solugéo estoque para tampédo Krebs/Henseileit-bicarbonato - Solugdo A: NaCl
(2,32 M; concentragédo final: 116 mM); Solucdo B: KCI (0,118 mol; final: 5,9
mM), Na,SO4 (24mM; final: 1,2 mM), MgCl,.H,0 (23,6 mM; final: 1,18 mM),
NaH;PO4.H,O (24,8 mM; final: 1,24 mM); Solucdo C: CaCl,.H,O (50mM,;
final: 2,5 mM); Solugéo D: NaHCOs (0,5 M; final: 25 mM).

e Tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato regular: Para preparar 1 litro (1000 ml)
tomar 50mL de cada uma das solucgdes estoque A, B, C e D, completar com

800mL de &gua destilada e acertar o pH em 7,6.
e Tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato livre de célcio: Para preparar um litro

tomar 50mL de cada uma das solucdes estoque A, B e D; acrescentar 850 mL de

agua destilada e ajustar o pH em 7,6.

2) Técnica de perfusédo de figado in situ:



O liquido de perfusdo, aquecido a 37° e saturado com mistura carbogénica (com

oxigenador) deve ser bombeado por meio de uma bomba peristaltica. O rato

anestesiado deve ser fixado em mesa cirlrgica e sofrer laparatomia para exposicao

do figado. As veias porta hepética e cava infra-hepética devem ser envolvidas em

ligaduras frouxas. Canular a veia porta (fluxo de 1mL minuto™ grama de figado™)

com tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato livre de célcio. Em seguida canular a veia

cava infra-hepéatica e dessangrar o figado, aumentando o fluxo de liquido e

mantendo-o por 15 minutos. Apds esse periodo, fazer perfusdo com o tampéo

Krebs/Hensenleit regular com colagenase 0,05% até o figado apresentar aspecto

gelatinoso.

3)

4)

Técnica de isolamento de hepatdcitos:

Transferir o figado para uma placa de Petri, contendo Krebs/Hensenleit regular
(com célcio), e remover delicadamente o tecido conjuntivo que envolve o
parénquima hepético. Filtrar a suspensdo de hepatdcitos, utilizando gaze, para
retencdo de outros tipos celulares e outros residuos. Centrifugar a suspensdo de
hepat6citos por 4 minutos, a 530 rpm, sob temperatura de 4°C, e ressuspender o
precipitado em liquido de perfusdo regular sem colagenase; repetir esse processo
mais 2 vezes para eliminar completamente a colagenase do meio, mantendo o
volume final de 25 mL. A suspensdo de hepatdcitos deve ser mantida em
agitacéo suave sobre gelo, para ser aferido o nimero e viabilidade das células.
Esse processo é feito a partir da coleta de uma amostra de 50 pL da suspensdo e
adicionar em 200 pL de corante Azul de Tripan em tubo tipo eppendorf. Uma
aliquota sera transferida para uma cAmara de Neubauer, onde ser feita media do

nlimero de células vivas e viabilidade.

Contagem dos hepatdcitos e determinagéo do grau de viabilidade:

Sob microscopio de luz, contar o nimero de células vivas e mortas em cada um

dos 4 campos da camara de Neubauer, estabelecendo uma média, e a



porcentagem de células vivas, via regra de 3. As células vivas possuem
coloragdo amarela, enquanto as mortas sdo azuladas, devido a penetragdo do

corante em seu interior.
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Figura 1. Camara de Neubauer.

e A partir da média de células vivas, calcula-se a quantidade de células vivas por
mL de solucéo, multiplicando-se pelo fator de correcdo de volume (10%) e pela
diluicdo (5 para a amostragem proposta acima). O nimero total de células é
obtido multiplicando-se pelo volume total de suspenséo (25 mL neste caso).

5) Medidas de gliconeogénese a partir de lactato, glutamina e glicerol:

e A gliconeogénese utiliza substratos ndo glicidicos para a producdo de glicose,

utilizando ATP. Para avaliar esta via biossintética utiliza-se concentracfes



conhecidas de substratos incubados com os hepatdcitos, que serdo convertidas
em produtos que podem ser mensurados.

Serdo utilizados como substrato solugdes de lactato (70 pL em 50 mL de Krebs
regular), glutamina (0,037g em 50 mL de Krebs regular) e glicerol (19 pL em 50
mL de Krebs regular)

Apo6s o célculo da quantidade de hepatdcitos isolados por mL de solucéo,
calcula-se a quantidade de substrato para ser completada a 5 mL em um frasco.
Cada frasco podera ser completado a 5 mL com as solucbes de substratos
escolhidas, de acordo com a quantidade de células obtida no isolamento,
podendo haver repeticdes de substratos para melhor avaliagdo. Frascos
“controle” devem ser feitos adicionando-se apenas Krebs regular sem nenhum
substrato a solugéo de hepatdcitos.

Os frascos devem ser incubados por 1 hora a 37°C, sob agitagdo em sistema

oxigenado para que o0s substratos possam ser utilizados pelas células.

Figura 2: Banho de agitacéo.

Em seguida o conteGdo dos frascos sera passado a tubos para serem
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante serd coletado em
eppendorfs para dosagem da producdo gliconeogénica.

Em espectrofotdmetro, o liquido obtido chamado perfusado, sera dosado para

glicose e lactato por meio de kits de dosagens bioguimicas especificos.



6) Coleta de sangue para analises bioquimicas

e Antes do processo de canulagdo, sera coletado 2mL de sangue via veia cava
infra-hepatica. O conteddo serd transferido a tubos de ensaio contendo heparina e
serd centrifugado a 3000 rpm por 10 min para obtengéo do plasma.

e A solucgdo de plasma obtida serd utilizada para dosagens, via espectrofotdmetro,

de glicose e ALT (transaminase glutamica piravica).
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre a biologia dos peixes quando comparado com
outros grupos de vertebrados é pouco conhecida, notadamente sobre a
evolucdo, sistematica e distribuicdo de muitos grupos neotropicais.
Possivelmente, uma das principais razbes para essa caréncia seja o elevado
ndmero de espécies - cerca de 24.600 - o que equivale, aproximadamente, ao

ndmero de espécies de todos os demais vertebrados (NELSON, 2006).

A grande diversidade de ambientes ecoldgicos existentes na América
do Sul permitiu uma grande irradiagédo evolutiva, apresentando rica ictiofauna
para a regido, contendo cerca de 60 familias e aproximadamente 2800
espécies conhecidas (SCHAEFER, 1998). Entretanto, estima-se que existam
cerca de 8000 espécies de peixes de agua doce neotropicais. Essa diversidade
extremamente complexa €, do ponto de vista evolutivo, um grande produto do

mundo biolégico.

Nas duas dltimas décadas a citogenética vem contribuindo
significativamente para o0 conhecimento da biodiversidade em peixes,
apresentando uma somatéria de informagbes e descobertas relativas a
processos evolutivos nesse grupo, tais como rearranjos cromossOmicos,
polimorfismos estruturais e/ou numeéricos, poliploidias naturais, sistemas de
cromossomos sexuais, distribuicdo geogréfica de grupos/espécies/populacdes
(OLIVEIRA et al., 2009). Entretanto, importantes subsidios tém sido fornecidos
para um melhor entendimento das relagbes evolutivas entre espécies e
populagBes, 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 associagao entre a citogenética e a sistematica, tem se mostrado, em
muitos casos, extremamente importante, complementando os estudos de
identificacdo, distribuicio e de relacionamento entre grupos naturais,
normalmente baseados apenas em caracteristicas morfométricas e meristicas.
Além disso, o conhecimento da estrutura dos cromossomos, através de
mapeamento de sequéncicas génicas utilizando técnicas de FISH (hibridagédo

“insitu” fluorescente) aplicados em diferentes grupos de peixes tem contribuido



grandemente para o conhecimento do genoma dessa classe de vertebrados e

suas implicacdes evolutivas.

2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Introduzir as metodologias de obtengdo de cromossomos de peixes, de

técnicas de bandamentos C e AQRONSs (regides organizadoras de nucléolos) e

de citogenética molecular (FISH — Microdissec¢do — DNA repetitivo).

2.2.
2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Objetivos especificos

Obter cromossomos mitoticos através da técnica de suspenséo
celular.

Caracterizar cromossomicamente a espécie utilizada, bem como
comparar com grupos cladisticamente proximos.

Empregar as técnicas de bandeamento cromossémico para a
obtencéo da distribuicdo das regides de heterocromatina (banda C) e
AgRONSs.

Discorrer as técnicas de citogenética molecular de hibridac¢éo “in situ”
fluorescente (FISH), microdissecgdo, DNA repetitivos e suas

aplicagoes.

3. MATERIAS E METODOS

3.1.

Analises Citogenéticas

As andlises citogenéticas de cromossomos mitoticos serdo feitas com

base em técnicas convencionais e de bandeamentos cromossAmicos.

3.2.

Estimulagdo 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

biolégico,

descrita inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios e

répteis, utilizada por Lee e Elder (1980) para pequenos mamiferos e por

Oliveira et al. (1988) para peixes. O procedimento utilizado seré:



1. Preparar uma solugéo de fermento biol6gico na seguinte proporgéo:

0,5 g de fermento, 0,5 g de agucar e 7 ml de 4gua destilada.
2. Incubar a solugéo a 37°C por cerca de 20 minutos.

3. Injetar a solugdo intramuscular dorso-lateralmente no peixe na

proporcéo de 1 ml por 100 g de peso do animal.
4. Deixar o animal em aquéario bem aerado durante 24 ou 48 horas.
3.3. Preparagdo de cromossomos mitéticos

As preparacbes do material para analise dos cromossomos mitéticos,
serdo feitas utilizando-se a por¢éo anterior do rim, de acordo com a técnica de
“air drying” descrita por Egozcue (1971) e modificada para peixe por Bertollo et
al,, (1978).

3.4. Técnica“Air Drying” (BERTOLLO et al., 1978)

Injetar intraperitonialmente solugdo aquosa de colchicina (0,0025%) na
propor¢cdo de 1 ml/100g do peso do animal; deixar o peixe em aquéario bem
aerado de 30 a 60 minutos, sacrifica-lo e retirar a porcdo anterior do rim e
colocar o tecido em solugéo hipotonica de KCI (0,075); dissociar com a ajuda
de uma seringa hipodérmica de vidro; hipotonizar em estufa & 37°C por 30
minutos; retirar tecidos precipitados no tubo e centrifugar por 10 minutos a
1000 RPM; retirar o sobrenadante, adicionar fixador (solugéo de alcool metilico
e acido acético, proporcao 3:1) e ressuspender com a ajuda de uma pipeta de
Pasteur de vidro e centrifugar novamente; repetir o Gltimo passo por mais duas
vezes; guardar o material em eppendorf com fixador e armazenar em freezer -
20°C. Apds obter a suspenséo celular, pingar de 3 a 4 gotas em uma lamina
quente (60°C) e deixar secar . As laminas com a suspensédo celular seréo
coradas com Giemsa diluido a 5% em tampédo fosfato pH 6,8 durante 8
minutos, para analise convencional ou submetidas a tratamentos de

bandeamentos cromossOmicos.



3.5. Bandeamentos Cromossdmicos
3.5.1. Técnica de Impregnacdo por Nitrato de Prata - HOWELL e
BLACK (1980)

De posse da lamina ja contendo o material para analise, pingar uma gota
de solucdo aquosa de gelatina em dois pontos distintos da lamina, sobre estas
gotas adicionar uma gota de agua deionizada e adicionar sobre estas gotas,
duas gotas de solugdo de nitrato de prata (AgNOs), e cobrir a lamina com
laminula. Incubar em estufa a 60°C por 3-5 minutos, ou até que a solugéo
adquira uma coloracdo caramelada. Lavar em 4gua corrente e secar ao ar,

analisar em microscopio de luz.

3.5.2. Bandamento C - SUMNER (1972)

Submeter a lamina com o material pingado a tratamento com HCI em
estufa & 37°C, por 15 minutos. Lavar a lamina em agua corrente e secar ao ar.
Incubar a lamina por 1 minuto e 30 segundos em solug&o de hidréxido de bario
(BaOH), em banho-maria a 42°C, com o BaOH recém preparado e filtrado.
Lavar a lamina rapidamente em solu¢do de HCI, e depois em &gua corrente,
deixar secar ao ar. Incubar a lamina em solucéo salina de 2xSSC a 60°C, por
30 minutos. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Corar com Giemsa 5%

durante 5-10 minutos. Lavar em 4gua corrente.

3.6. Hibridacéo in situ por fluorescéncia — FISH

3.6.1. Preparacdo da sonda

Marcacdo da sonda: método de nick translation utilizando o Kit
BioNickTM Labeling System (Invitrogen). Mix para uma lamina: 1ul de DNA
(200ng/pl); 1ul de dNTP mix; 1 pl de mix; H,O para completar 9ul.

. Misturar bem, centrifugar brevemente e incubar por 30 minutos a 16°C (no
termociclador);

. Parar areacdo com a adigéo de 1pl de Stop Buffer;

. Acrescentar 1/10 do volume (1pul) de acetato de Sddio 3M e o dobro do volume

(22ul) de etanol 100% gelado;
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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 o sobrenadante com cuidado e deixar secar;

Ressuspender em 6ul de agua Milli Q.

3.6.2. Preparagéo cromossdmica
Usar laminas recém preparadas, ou descongelar as laminas em
temperatura ambiente uma hora antes do uso. Desidratar as laminas em &lcool

70, 85 e 100% gelados, por 5 minutos cada.

3.6.3. Desnaturagdo dos cromossomos

Preparar 60 mL de formamida 70% em concentracgéo final de 2xSSC, pH 7,0 a
67°C.

2. Verificar temperatura e pH.

3. Desnaturar as laminas por 2 min (dependendo da qualidade do material).

4. Desidratar em série alcodlica gelada, 70, 80 e 100%, 2 minutos cada.

Solugéo de hibridagé&o:

Em um tubo Eppendorf contendo 6ul da sonda adicionar 15ul de formamida
(concentragéao final 50%), 6ul de sulfato de dextrano 50% (concentragéo final

10%) e 3ul de 20xSSC (concentragéo final de 2xSSC).

. Desnaturar a sonda a 95°C por 5 minutos e passar imediatamente ao gelo.

3.6.4. Hibridagéo

. Colocar 30ul de solucéo de hibridagdo sobre a laminula e inverter a lamina

sobre a laminula.

. Manter as laminas com o material voltado para baixo em camara Umida

(2xSSC) a 37°C overnight.

Remova a laminula.



4. Lavar em 2xSSC, pH 7,0 a 72°C, em banho sem agitacdo, por 5 minutos.

5. Transferir para PBD a temperatura ambiente para proceder a detecgao.

3.7. Prospeccdo de DNA repetitivo via cinética de reassociacdo Wei et
al. (2005), com modificagdes de Ferreira e Martins (2008) e Vicari et al.
(2010)

Este procedimento est4d baseado na técnica de COt-1 DNA (DNA
enriquecido com sequéncias alta e moderadamente repetitivas). Brevemente, o
DNA gendmico sera diluido para uma concentragdo final de 300 ng/uL em uma
solugcdo de NaCl 0,3 mol/L. A amostra serd autoclavada (121 °C, 1,034 x 105
Pa) por 5 min para obter fragmentos entre 100 e 1000 pb. O DNA sera entéo
desnaturado a 95 °C por 10 min e colocado a 65 °C para re-anelamento, e
posteriormente tratado com nuclease S1 (Promega) a 37 °C por 8 min. Os
fragmentos de DNA obtidos serdo clonados ou usados como sondas para

hibridizagao fluorescente in situ (FISH).
3.8. Microdisseccgao

Os cromossomos metafasicos serdo diluidos para a microdissec¢éo em
solugdo de metanol/acido acético 3:1, respectivamente. Essa suspenséo celular
serd gotejada sobre uma laminula. O material serd corado em Giemsa 2% (v/v)
por 5 minutos e, lavados em agua destilada. As microdissec¢des cromossdmicas
serdo realizadas em microscopio invertido (Olympus) equipado com
microdissector mecanico (Eppendorf). Os cromossomos serdo microdissectados
com agulhas de vidro, capilar, com pontas de aproximadamente 0,7 um. Apés a
microdisseccdo, a ponta da agulha contendo o material cromossdmico sera
quebrada no interior de um microtubo, onde sera realizada uma primeira reacao
de PCR.

3.9. Prospeccéo de DNA repetitivo por restrigdo gendmica
Os DNAs de representantes de peixes Neotropicais serdo digeridos

com enzimas de restricdo seguindo as orientagdes dos fabricantes. A reacéo

de digestdo serd incubada por 16 h em banho Maria a 37° C. Uma aliquota da



reacdo de digestdo sera entdo submetida a eletroforese em gel de agarose
(2%). Possiveis bandas com padrdo de repeticAo em escadas serdo

selecionadas no gel.

3.10. Medidas cromossdmicas

Os cromossomos teréo sua morfologia estabelecida de acordo com a
relacdo de bragos (RB), segundo as propor¢gdes propostas por Levan et al.
(1964), e serédo 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).

3.10.1. Montagem dos caridtipos
Feitas as medidas cromossOmicas e estabelecido o numero de
cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST)
e acrocéntricos (A), os cromossomos serdo arranjados segundo o tipo (M, SM,

ST e A) e em ordem decrescente de tamanho.

4. RESULTADOS ESPERADOS

O presente mini-curso devera proporcionar ao aluno, entendimento
sobre as técnicas utilizadas nos estudos de citogenética de peixes, bem como
sua aplicabilidade, como instrumento de estudo evolutivo e sistematico. Além
de proporcionar a compreensdo das relacdes genéticas entre os peixes,
através das diferengas cariotipicas na macro e microestrutura cromossémica

das espécies.
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1. INTRODUCAO

1.1. Christian Friedrich Samuel Hahnemann

Christian Friedrich Samuel Hahnemann nasceu no dia 10 de abril de
1755 em Meissen, no Estado da Sax6nia, no leste da Alemanha. Filho de um
pintor de porcelana, o garoto cresceu em um ambiente modesto e, gragas a
uma bolsa, pode estudar em numa renomada escola da regido.

Desde cedo, Hahnemann demonstrou grande facilidade para linguas.
Além do alemdo, aprendeu inglés, francés, espanhol, latim, &rabe, grego,
hebreu e caldeu. Tinha ainda aptiddes para as ciéncias naturais e grande
interesse pela botanica.

Iniciou o curso de Medicina na Universidade de Leipzig. Porém,
insatisfeito com o enfoque exclusivamente teérico das aulas, Hahnemann
transferiu-se para Viena.

Em 1781, Hahnemann defendeu sua tese de doutorado na faculdade de
Erlangen, comecou a praticar a medicina no povoado saxonico de Hettstedt.
Meses depois, mudou-se para Dessau, onde conheceu Johanna Leopoldina
Henriette Kichler, enteada de um farmacéutico. Em 1782, casaram e

mudaram-se para Gommern — também no leste do pais.

1.2.  Similia similibus curentur

Embora considerado bom médico, Hahnemann demonstrou-se
desiludido com a pouca eficicia dos métodos terapéuticos usados na época.
Para garantir o sustento da familia, optou por traduzir obras cientificas,
especialmente nas areas de quimica e medicina.

Em 1790, Hahnemann traduziu o tratado Matéria Médica, do inglés
Willian Cullen, que relatava as propriedades curativas da Chinchona officinalis,
ou quinina, contra a malaria. Intrigado, Hahnemann testou em si mesmo a
substéncia e desenvolveu sintomas semelhantes aos da doenca. Subitamente,
tomou consciéncia do que ocorrera: quinina acarretava sintomas semelhantes

aos apresentados pela enfermidade que curava.



Hahnemann experimentou outras drogas como beladona, mercurio,
digital, opio, arsénico e diversos medicamentos de uso corrente na época. Os
testes confirmaram sua teoria. Cada remédio provocava uma doenga similar
aquela para a qual era ordinariamente receitado. Similia similibus curentur ou
"semelhante cura semelhante". Hahnemann desvendara o principio da
homeopatia.

Hahnemann dedicaria o resto de sua vida a desvendar a cura pelo
semelhante e aprofundar-se nesta premissa. O principio "Similia similibus
curentur" foi batizado por Hahnemann de homeopatia — do grego "homoion"
similar, e "pathos" doenca.

Querendo fazer dela um método eficaz de tratamento, ele experimentava
as substancias, registrava seus efeitos no organismo e passava a utiliza-las em
doentes com sintomas semelhantes.

Hahnemann comegou seus tratamentos aplicando grandes doses. Mas,
devido a efeitos colaterais, procurou desenvolver um procedimento para
proteger o paciente e evitar intoxicagdes. Passou a diluir as substancias para
gue fossem ministradas em pequenas quantias. A nova terapia de Hahnemann
era eficiente e agradavel aos pacientes. Uma Otima opcdo aos tratamentos
primitivos e sem embasamento cientifico da época, como a préatica de sangrias,
ingestdes de purgantes e substancias toxicas.

Em 1812, Hahnemann recebeu licenca para lecionar na Universidade de
Leipzig. Viveu na cidade até 1821 com sua familia (a esposa e 11 filhos, dos
quais dois viriam a morrer). Suas criticas aos metodos de cura da época
esvaziaram-lhe a sala de aula. Aos poucos alunos que restaram, ele propds a
formacdo de um grupo de "provadores de drogas". Neste periodo, redigiu uma
obra onde estdo descritos todos os sintomas e propriedades das substancias
testadas por ele e seus discipulos.

A controvérsia em torno de seus métodos contribuiu para que
Hahnemann mudasse varias vezes de cidade. Em 1821, estabeleceu-se em
Kothen, onde recebera autorizagéo para a fabricacdo de seus medicamentos.
Por essa época, Hahnemann escreveu seu Ultimo livro médico importante,
intitulado Doencas crdnicas, sua natureza e tratamento homeopatico, publicado

em 1828. Hahnemann morreu aos 88 anos, em Paris, no dia 2 de julho de



1843. Seus estudos foram rapidamente difundidos, serviram de inspiracdo para

novas geragdes de clinicos e tornaram o mundo mais saudavel.

1.3. Homeopatia no Brasil

A homeopatia foi introduzida no Brasil por um dos discipulos de
Hahnemann, o francés Benoit-Jules Mure. Mure chegou ao pais em 1840 e
obteve apoio de D. Pedro Il para a pratica, ensino e propagacdo da nova
medicina.

A homeopatia propagou-se no Brasil, recebendo apoio do pensamento
positivista no final do século 19. O método se propagou até o final da década
de 20, sofrendo posteriormente um lento declinio. Nos anos 60, a homeopatia
sobreviveu no pais gracas a nomes como os de Abrado Brickman, Alfredo de
Vernieri, Paiva Ramos, David Castro e Artur de Almeida Resende Filho. Nas
tltimas décadas a homeopatia voltou a ganhar notoriedade e prestigio. Hoje, o
Brasil € um dos paises com maior nimero de médicos homeopatas do mundo
e calcula-se que cerca de 17 milhdes de brasileiros ja tenham recorrido a
medicina de Hahnemann.

No territério nacional existem cerca de 15 mil médicos exercendo a
homeopatia, 2 mil farmacéuticos e 0 mesmo numero de farmacias
especializadas. E, para quem gosta de historia, existe até o Museu de
Homeopatia Abrado Brickmann, na cidade de Ribeirdo Preto, no interior de Sao

Paulo.

Figura 1:0 pai da homeopatia, 0 médico alem&o Samuel Hahnemann



Portanto, a homeopatia é orientada por quatro principios: lei dos
semelhantes, experimentacdo na pessoa sadia, doses infinitesimais e
medicamento Unico. O principio da lei dos semelhantes estabelece que uma
doenga especifica pode ser curada pela substancia capaz de reproduzir os
mesmos sintomas da doenca. Ou seja: 0 que causa mal a alguém “saudavel”
pode curar alguém doente. Se um veneno produz efeitos como vémitos em
uma pessoa, a versdo homeopéatica (diluida) desse mesmo veneno podera
tratar pacientes com problemas de vomitos recorrentes, e assim por diante. A
doenca artificial desenvolvida pelo uso dos medicamentos homeopéticos em
organismos sadios é chamada de patogenesia. A experimentagdo na pessoa
sadia dita que os testes de medicamentos homeopaticos devem ser realizados
em pessoas — nunca animais — saudaveis. Dessa maneira, é possivel avaliar
os efeitos objetivos e subjetivos no grupo de experimentadores (como s&o
chamados) e encontrar, em termos gerais, 0 “veneno que em doses
homeopaticas cura”.

As chamadas doses infinitesimais consistem na diluicdo drastica de um
medicamento e agitacdo (dinamizagao) para “despertar” propriedades latentes.
Esse principio causa controvérsias, porque, de acordo com muitos meédicos,
desafia qualquer lei da fisica ou bioquimica conhecida: de tdo diluido o
remédio, € possivel que ndo haja nenhuma molécula mensuravel do principio
ativo original.

Alguns experimentos, no entanto, indicam que fendmenos ainda
incompreendidos da fisica quantica poderiam explicar a eficacia dos
medicamentos homeopéaticos. O principio do medicamento Unico, que suscita
debate mesmo entre especialistas em homeopatia, firma que a intervencéo
devera ser realizada por vez: o paciente devera tomar o medicamento que
contenha o maior niumero de estimulos para os sintomas que o paciente
apresenta. Apenas dessa forma o médico conseguira avaliar a eficiéncia da
terapia de forma precisa.

De acordo com a homeopatia, o individuo ndo tem apenas uma doenca:
ele carrega um desequilibrio que se manifesta de diferentes formas ao longo da
vida. Por esse motivo, a fungdo do médico homeopata é restaurar o organismo
aos estagios que precedem a vida, no caminho da cura. E considerada,

portanto, um tratamento preventivo e curativo. Empregando mais de 2000



remédios diferentes extraidos de substancias vegetais, animais e minerais, a
homeopatia se propde a estimular o sistema imunolégico e restaurar o
equilibrio energético do paciente com base nos sintomas e tratar qualquer
doenca, embora nem todos os individuos se beneficiem integralmente com a
terapia. A homeopatia é frequentemente indicada para problemas do trato
gastrointestinal, ginecologicos, dermatolégicos, respiratérios e falta ou
expressao exagerada de “resisténcia” (infeccdes virais e bacterinas frequentes
e doencas alérgicas). Além disso, pode buscar a cura para problemas
emocionais como a depressao. Contudo, pacientes que sofrem de disturbios
graves como diabetes ou cancer ndo devem substituir a terapia convencional —
ainda considerada “soberana” em todo o mundo - por remédios homeopaticos,
exceto com o consentimento do endocrinologista ou especialista responsavel.
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a sua pratica como
medicina alternativa e complementar. No Brasil, foi reconhecida como
especialidade médica pelo Conselho Federal de Medicina em 1980 e é utilizada

pelo Sistema Unico de Satde desde 2006.

1.4. Quem podemos tratar com a Homeopatia?

A homeopatia pode tratar as pessoas, 0s animais, as plantas, a 4gua e o
solo. Na agricultura, ela pode ser utilizada no controle de pragas e doengas, na
defesa natural das plantas e, além disso, melhorar a produtividade das
culturas. Também pode ser utilizada no solo com excelentes resultados. Deve-
se ter sempre em mente que o solo (Made Terra) € vida. Se o solo esta
desequilibrado, como estaréo as plantas que nele crescem? Logicamente que
estardo doentes, embora 0s sintomas nem sempre aparegam aos NOSSO0S
olhos. O tratamento com os preparados homeopaticos pode equilibrar o solo,
principalmente se este estiver intoxicado por agrotéxicos (desvitalizado). Se
tratarmos o solo com homeopatia, dentro de um manejo racional, estaremos
melhorando todo o sistema solo-planta (ambiente), o que pode resultar em
maior equilibrio e produtividade das culturas. O fundamento da homeopatia
estabelece que ndo ha doencas mas, sim, doentes. Hahnemann relata que a

doenca é uma consequéncia do desequilibrio vital do organismo. Se a



homeopatia for utilizada obedecendo a seus principios basicos (Lei dos
Semelhantes), ira estimular os sistemas de defesa dos seres.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Fonte de medicamentos homeopaticos

2.1.1. Animal: Ex.: Lachesis, Cantharis,

2.1.2. Vegetal: Ex.: Belladona, Arnicamontana, Nux vomica

2.1.3. Mineral: Ex.: Phosphorus, Sulphur, Calcarea carbonica, Arsenicum
album.

2.1.4. Bioterdpicos: produtos quimicamente ndo definidos que servem de
matéria-prima nas preparagées homeopéticas.

e ecrecao, excregOes, produtos de origem microbiana e alergenos:

e provenientes de produtos patolégicos: Ex. Psorinum, Tuberculinum

(sarcodios).

e provenientes de produtos fisiolégicos. Ex. Laccanicum, Lachesis

Na agricultura € comum — e tém excelentes resultados — a aplicacdo de
preparados homeopéticos feitos com o proprio agente causador do
desequilibrio. Tais preparados sdo chamados de NOSODIOS ou
BIOTERAPICOS. Os nosédios sdo muito utilizados no controle de pragas
(percevejo, lagarta, formiga, besouros, carrapatos, etc.), doengas (antracnose,

ferrugem, viroses, mastite, etc.).
2.2. Dinamizagéo

Dinamizacdo € o ato de diluir e sucussionar o medicamento
homeopatico. E a transformagio da matéria pelo aumento do seu poder de
informagdo O medicamento-substancia transforma-se em medicamento-
informagdo. Conforme Hahnemann, “essa mudanca notavel nas quantidades
dos corpos naturais desenvolve os poderes dindmicos, latentes, até agora
despercebidos, como se estivessem adormecidos, ocultos”. Como pode-se
fazer a dinamizagdo, ou seja, a diluicdo e a sucussao? Vejamos abaixo, 0

processo de dinamizagao, passo a passo.



1 parte 1 parte

Sucussado
Sucussao

o 99 partes 100
de dlcool 70% vezes

99 partes 100
de dicool 70% VE7es

Tintura
Mée

2.2.1. Passos

e O primeiro vidro possui a tintura-mae, ou TM (mais adiante explicaremos
como preparar as tinturas-mae).

e Pegamos 1 parte da tintura-mae (Ex. 0,2g) e colocamos em outro vidro
contendo 99 partes de &lcool 70% (Ex. 19,8 g). Este processo é
chamado de DILUICAO.

e Temos ai uma diluicdo de 1 parte para 100 partes.

e Agita-se entédo o vidro por 100 vezes, com movimentos ritmados, usando
um anteparo que pode ser uma lista telefénica, com um pano limpo em
cima. Este processo € chamado de SUCUSSAO.

e Assim, temos a primeira dinamizagdo (diluigdo e sucusséo) que

chamamos de 1CH (CH=Centesimal Hahnemanniana).

Se quisermos obter agora a 2CH, como faremos? Simplesmente
pegamos uma parte da 1CH e colocamos em outro vidro, contendo 99 partes
de alcool 70%. Da mesma forma, podemos seguir fazendo a 3CH, 4CH, 5CH,
6CH ... e assim por diante até chegarmos na dinamizacéo de interesse. Qual a
diferenca de uma dinamizagdo 1CH, 2CH e 3CH? Na 1CH, temos uma diluic&o
de 1/100, na segunda 1/10.000, na terceira 1/1.000.000...e assim por diante. A

cada dinamizag&o, aumentam dois zeros.



Quando chegamos na 12CH, temos 24 zeros. Nesta dinamizacdo, ndo
temos mais a substancia da origem. Mas e dai? E aqui que esta o segredo da
homeopatia. O que fica no liquido/sélido (veiculo) é a INFORMACAO da
substancia original. Para entender melhor, vejamos um exemplo: quando
recebemos uma noticia, guardamos esta em nossa mente, ou seja, a noticia
informa a nossa mente. No entanto, ndo podemos pesa-la, pois ela ndo tem
tamanho e nem forma. Da mesma maneira, funciona a INFORMAQAO na
homeopatia.

Quando diluimos e sucussionamos uma determinada substancia, a
informacé@o desta substancia passa para a solugdo, que no nosso caso € 0
alcool 70%. E como se a imagem da substancia original permanecesse na
adgua e/ou no élcool. Esta é uma das grandes diferengas entre um preparado
homeopatico e um fitoterapico ou, como se diz popularmente, CHA.

Na homeopatia ha basicamente INFORMACAO, enquanto que no cha
ou fitoterapico ha presenca de substancia. Outra diferenca é que ao fazer o cha
nédo fazemos a sucusséo, como € feito ao se preparar a homeopatia. Lembrete:

Homeopatia ndo € a mesma coisa que fitoterapia, cha ndo € homeopatia.

2.3. Preparados (nosodios) de origem vegetal:

2.3.1. Para essatintura-mae vamos precisar de:
e Planta ou parte da planta.

e Alcool de cereais.

e Agua destilada.

e Recipiente com medida.

e Vidros ambar (escuro) com tampa.

o Etiqueta (rétulo).

e Funil simples.

o Filtro de papel (pode ser o filtro de café).

2.3.2. Modo de preparar atintura-mae

e Pegar a planta limpa, cortada em pedac¢os bem pequenos.



e Colocar uma parte da planta para 9 partes do &lcool a 70%. O &lcool e a
planta ndo podem ocupar todo o espaco do frasco.

e Colocar para descansar em um vidro escuro, envolto em papel aluminio
e etiquetado, em lugar seco, arejado e sem luz direta.

e Agitar o frasco 1 vez ao dia, durante 15 dias.

e Apés este tempo, filtrar e colocar em um frasco escuro e protegido da
luz.

e Apds 48 horas de repouso, a tintura-mde esta pronta para ser

dinamizada.

Abaixo é mostrado, passo a passo, o preparo da receita:

___ Material vegetal

1parte

Planta fresca InTelTw‘:lchaprff;ZOdelo ou uma medida —
Inteira ou parte dela
e
Q vezes
Vidro
escuro
_ 9 partes de T P
Alcool de Cereal Deixar 15 dias em
(70%) Tampar repouso,

agitando o vidro
diariamente

/%

1 parte da planta +
9 partes
de dlcool (70%)

Filtragem _ —
A tintura mée
pode ser
guardada
por 2 anos

Tintura
Mae

Lembrete: A TINTURA-MAE DO VEGETAL TEM VALIDADE DE 2 ANOS

E agora, o que vamos fazer com a tintura-méae? Precisamos dinamizar para
fazer o preparado homeopatico do vegetal. Como faremos isto? E muito facil.

Veja 0 esquema:




Conta-gotas oA
N\ \ s oA

5 gotas 5 gotas

23 ‘ 1CH

Sucussdo

Sucussdo

‘ ‘ 2CH

20 mL 100 100
TINTURA- de dicool 70%  vezes vezes

MAE - planta

e Com auxilio de um conta-gotas, colocar 5 gotas da tintura-méae
(preparada anteriormente) em um vidro contendo 20 ml de alcool de

cereal 70%.

e Fazer 100 sucussdes, usando um anteparo, como a lista telefonica.

Temos assim a 1CH (diluicdo 1/100). Para fazer a 2CH, procedemos da
mesma maneira. Pegamos 5 gotas da dinamizagdo 1CH, colocamos em outro
vidro contendo 20 mL e fazemos novamente as 100 sucussdes. Desta forma,
temos a 2CH. Podemos seguir fazendo a 3CH, 4CH, 5CH, 6CH, 7CH e assim
por diante.

2.4. Preparados (nosodios) de origem animal

2.4.1. Para o preparo desta tintura-mé&e vamos precisar de:

e Animal ou parte do animal.

e Alcool de cereais.

e Agua destilada.

e Recipiente contendo medida.
e Vidros escuros com tampa.

o Etiqueta (rétulo).

e Funil.

e Filtro de papel.

e Palitos de madeira, espétula.



2.4.2. Modo de fazer a tintura

Para animais como formigas, besouros, -carrapatos, caracais,
percevejos e marimbondos deve-se utilizar alcool de cereal 70%. Para animais
ou partes de animais de corpo mole (lagarta, berne, lesma), o mais correto é
preparar uma solucao com glicerina, alcool de cereais e agua destilada (1 parte
de cada).

Para facilitar o entendimento, vamos ensinar a preparar a homeopatia

com alcool de cereal 70%.

2.4.3. Passos:

e Coletar 1 medida (1 parte) de animais vivos (de preferéncia das diversas
fases de desenvolvimento).

e Adicionar 4 medidas (4 partes) de &lcool 70% ou da solucédo de glicerina-
alcool-4gua (na proporgéo de 1:1:1).

e Etiquetar e guardar o frasco em um local seco, arejado e sem luz direta.

e Agitar o frasco 1 vez ao dia, durante 20 dias.

e Filtrar apos os 20 dias.

e Colocar a etiqueta (rétulo) com todas as informagées.

e Apbs 48 horas de repouso, a tintura-mde esta pronta para ser

dinamizada.

Veja 0 esquema abaixo para maiores detalhes

Material vegetal

//77\ u%“'ﬁ"—}m - /’ 77'\

1parte
ou uma Mmedida

Planta fresca

FLEIE) TS Inteira ou parte dela

Inteira ou parte dela

Q vezes

Vidro
escuro

9 partes de
Alcool de Cereal
(70%)

#

Deixar 15 dias em
repouso,
agitando o vidro

diariamente

1 parte do inseto +
© partes
de dalcool (70%)

Filtragemm I

- A tintura mae
pode ser
guardada

| Por 1 ano
Tintura
Mae



Lembrete: A TINTURA-MAE DO ANIMAL TEM VALIDADE DE 1 ANO.

Como ja falamos, as homeopatias sédo feitas a partir da tintura-mée.
Utilizamos a escala centesimal (CH), criada por Hahnemann. E necessario

passar pela dinamizagéo, que é a diluicdo seguida da sucusséao.

ICH = Centesimal Hahnemanniana|

2.4.4. Vamos precisar:

e Frascos (30 mL), um para cada dinamizagéo.

o Recipientes com capacidade para 20 mL (graduado), uma para cada
dinamizagéao.

e Seringas de 1 mL, uma para cada dinamizag&o.

e Alcool 70%.

e Agua destilada.

e Anteparo (lista telefonica) ou brago mecanico.

e FEtiquetas.

2.4.5. Modo de fazer a dinamizagdo:

Em um frasco de 30 mL, colocar 19,8 mL do é&lcool 70% e 0,2 mL da
tintura-mae. Fechar o frasco e fazer a sucussdo, ou seja, sacudir o vidro
vigorosamente contra um anteparo (ex. lista telefénica), no mesmo ritmo, 100
vezes. Esté pronta a homeopatia 1CH. Para preparar a 2CH, é s6 pegar outro
frasco limpo e esterilizado e colocar 19,8 mL de alcool 70% e 0,2 mL da 1CH,
aplicando 100 sucuss0es. Para preparar a 3CH, utilizamos a 2CH, para a 4CH
precisamos da 3CH e assim por diante. A partir da 4CH pode-se dinamizar em

alcool 30%.




v

Conta-gotas

5 gotas

2/3

Sucussdo
Sucussdo

20 mL 100 100
TINTURA- de dlcool 70%  vezes vezes

MAE - inseto

2.5. Duragédo dos medicamentos

A validade dos medicamentos homeopéticos é dada em funcdo do seu
teor alcodlico. No entanto, a boa conservagéo esta relacionada também ao

armazenamento em local adequado e cuidados no momento do seu preparo.
Agua pura — 2 dias

Alcool 10% - 30 dias

Alcool 30% - 1 ano

Alcool 70% - 3 anos

Alcool 90% - 5 anos
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1. INTRODUCAO

1.1. A compartimentalizagao celular

Uma das caracteristicas das células eucarifticas € que as vias
metabdlicas estdo compartimentalizadas em varias 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 priméarios indispensaveis para uma correta interpretacdo dos
dados obtidos de experimentos com células intactas. A separagéo das diversas
fragBes celulares, por outro lado, dependeu e ainda depende de técnicas de

centrifugacao.

1.2. 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
aceleragfes centrifugas. A velocidade necessaria para obter a sedimentagédo
de determinada frag&o subcelular pode ser previamente determinada com base
nos valores dos coeficientes de sedimentagao de cada fragéo.

Os valores dos coeficientes de sedimentagéo, 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 € proporcional ao
tamanho e forma da particula, portanto, particulas com alto coeficiente de
sedimentagdo (massa maior) sedimentam com rotagdes relativamente
menores.

O isolamento das fracBes celulares por centrifugacdo fracionada s6 é
possivel se as células forem rompidas e separadas, um procedimento
denominado homogeneizagdo. Os homogenatos de tecidos animais ou
vegetais contém as fragBes subcelulares em suspensdo, enquanto que 0s

componentes sollveis estdo em solucéo.



1.3. A mitocbndria

Durante uma experiéncia em 1898 o cientista alem&o Carl Brenda pode
distinguir centenas de corpos minusculos no citoplasma, através da membrana
de uma célula, os quais denominou mitochondria, da palavra grega que
significa filamentos de cartilagem. Ele e nenhum outro cientista daquela época
deu as mitocondrias a devida importancia, o que se sabia apenas que elas
existiam e que faziam parte da célula. Em 1910, os cientistas estavam mais
bem equipados para ver através das paredes de uma ceélula e examinar as
funcdes das células vivas. Muitos cientistas suspeitavam que as mitocdndrias
forneciam energia para as células. Em 1920, os cientistas acreditavam que as
mitocondrias eram a usina de forga que fornecia mais de 90% da energia de
que a célula precisa. O verdadeiro progresso para o entendimento de suas
funcbes ocorreu, no entanto, em 1948 gragcas aos procedimentos
desenvolvidos para isolar estas organelas na forma intacta. Por razdes
técnicas, muitos estudos bioquimicos foram conduzidos com mitocondrias
purificadas do figado; cada célula hepética contém entre 1.000 a 2.000
mitocondrias, que grosseiramente, ocupam um quinto do volume celular total.

A mitocondria realiza a maior parte das oxidacgdes celulares e produz
uma grande quantidade de ATP para as células. Uma mitocdndria é limitada
por duas membranas concéntricas e seu principal componente de trabalho é o
espacgo mais interno (a matriz) e a membrana interna que o circunda. A matriz
mitocondrial contém uma grande variedade de enzimas, incluindo aquelas que
convertem piruvato e Acidos graxos em acetil-CoA e aquelas que oxidam
Acetil-CoA em CO, através do ciclo do acido citrico. Essas reacdes de
oxidagao 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 produgdo de ATP na matriz por
uma notédvel maquina protéica — a ATP-sintase, uma maquina acopladora

reversivel entre o fluxo de prétons e a sintese ou hidrélise do ATP. O gradiente



eletroquimico transmembrana também promove o transporte ativo de
metabodlitos 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 razdo resultante de ATP
em relacdo aos seus produtos de hidrélise torna a variagdo de energia livre
extremamente favoravel, permitindo que essa reagéo de hidrolise direcione um

grande numero de processos dependentes de energia da célula.

1.4. Principais caracteristicas das mitocéndrias de tecidos animais

As mitocOndrias de tecidos animais medem de 0,7 a 1,0 micrometros e
possuem diferentes formatos dependendo do tecido a partir do qual foram
isoladas e também do meio de suspenséo utilizado. Uma das caracteristicas
mais importantes € seu sistema duplo de membranas, com a membrana
externa e a interna. A membrana externa é permeavel a solutos de baixo peso
molecular (menores que 10 kDa) devido a presenca de poros formados por
proteinas chamadas porinas. A membrana interna 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 transducéo de energia.

A matriz mitocondrial possui muitas proteinas, DNA e ribossomos. Entre
as proteinas estdo as do ciclo dos acidos tricarboxilicos (exceto a succinato
desidrogenase), da p-oxidacao dos acidos graxos e do metabolismo de alguns
aminoacidos e glicose, entre outras. Os estoques de NAD" e NADP® sdo
separados do citosol enquanto os nucleotideos de adenina, ATP e ADP
comunicam com o citosol por meio de um carreador especifico.

A cadeia respiratéria da mitocondria de mamiferos € uma associacdo 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 1V
(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 respiratoria transfere elétrons do NADH para o 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 prétons resulta da extrus@o de protons da matriz mitocondrial para
0 espaco intermembranas pelos complexos |, Il e IV. A dissipacao do gradiente
de protons, que retornam a matriz através complexo V, é acoplada a sintese de
ATP, preservando a energia da oxidagdo de substratos. Em mitocondrias do
tecido adiposo marrom, um tecido presente em recém-nascidos e animais
adultos hibernantes, uma proteina chamada termogenina permite que o0s
protons retornem a matriz mitocondrial sem passar pelo complexo V,
desacoplando o fluxo de prétons da geragdo de ATP, de modo que a energia €

dissipada na forma de calor.

1.5. A cadeiarespiratdria

A cadeia respiratéria na membrana mitocondria interna contém trés
complexos enzimaticos respiratorios principais através dos quais os elétrons
fluem do NADH para o O,. Cada um desses complexos é capaz de bombear H*
quando os eletros séo transportados através deles. Nestes complexos 0s
eletros sdo transferidos através de uma série de carreadores de elétrons
ligados & 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 € utlizado para dirigir as alteragdes alostéricas em cada um dos
complexos enzimaticos da respiragdo que bombeiam os prétons. Os
carreadores de elétrons moveis ubiquinona e citocromo ¢ completam a cadeia
transportadora de elétrons ao mediar o transporte de elétrons entre o0s
complexos enziméticos. A via de fluxo dos elétrons é NADH — complexo da
NADH-desidrogenase — ubiquinona — complexo do citocromo b-ci—
citocromo ¢ — complexo da citocromo oxidase — oxigénio molecular (O,).

O acoplamento do transporte de elétrons energeticamente favoravel ao
bombeamento de H' para fora da matriz cria um gradiente eletroquimico de
protons. Os complexos enzimaticos respiratorios acoplam o transporte de
elétrons energeticamente favoravel com o bombeamento de H* para fora da
matriz mitocondrial. Este resultante € 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.
p



1.6. 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 padrdao dos componentes redox. A taxa de
consumo de O; por uma suspensédo de mitocdndrias € uma medida sensivel da
atividade da cadeia de transporte de elétrons. Os compostos que inibem o
transporte de elétrons, devido ao seu efeito no consumo de O, incluem a
rotenona (uma toxina vegetal usada por indios da Amazdnia para envenenar
peixes e usada também como inseticida), o amital (um barbitarico), a antimicina
A (um antibidtico) e o cianureto.

A adicdo de rotenona ou amital a uma suspenséo de mitocondrias causa
bloqueio do transporte de elétrons no complexo I, a antimicina A bloqueia o
complexo lll e o cianureto bloqueia o transporte de elétrons no complexo IV.
Cada um desses inibidores interrompe o consumo de O,. O consumo de
oxigénio reinicia-se ap6s a adicdo de substancias cujos elétrons entram na
cadeia de transporte apos o bloqueio. Por exemplo, a adigcdo de succinato a
mitocdndria 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
guando o ADP e o Pi forem adicionados. A adi¢cédo subsequente de oligomicina,
que inibe a ATP sintase, bloqueia tanto a sintese de ATP quanto a respiracéo.
Nos ultimos anos, compostos como o 2,4-dinitrofenol tem sido relacionados
com o desacoplamento do transporte de elétrons e a sintese de ATP. O DNP
liga protons do espago intermembranas e difunde-se através dela e libera os
protons na matriz, atuando como um iondéforo 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 o uso do DNP como desacoplador se limita aos

experimentos laboratoriais, como 0s que seréo realizados durante este curso.



1.7. A mitocdondria como alvo da acdo de farmacos e produtos
naturais

As mitocdndrias sdo importantes alvos da a¢cdo de compostos quimicos,

como farmacos ou fitoterdpicos, porque muitas destas substancias podem
provocar ruptura da membrana mitocondrial ou ainda inibir a funcéo
mitocondrial através de diferentes mecanismos. As drogas podem sequestrar
coenzima A ou podem inibir as enzimas da (-oxidagéo, da transferéncia de
elétrons ao longo da cadeia respiratéria, ou a ATP-sintase. As drogas também
podem destruir o DNA mitocondrial, inibir a sua replicagdo, diminuir 0s
transcritos mitocondriais, ou dificultar a sintese de proteinas mitocondriais.
Muitas vezes, um uUnico medicamento tem muitos efeitos diferentes sobre a
funcdo mitocondrial. Nos animais, por exemplo, uma deficiéncia grave da
fosforilacdo oxidativa hepética compromete a formagdo do ATP, levando a
disfuncdo celular ou necrose. Também pode secundariamente inibir a (-
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 0os possiveis
efeitos de drogas sintéticas e extratos vegetais, que estdo sendo utilizados pelo

nosso laboratério sobre a mitocondria.

1.8. 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 as variagdes na
concentracao de oxigénio em um meio contendo mitocondrias ou particulas
mitocondriais em suspensdo. O que tornou isso possivel foi 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 (anodio) que circunda a platina, que assoma rente a superficie
terminal. Revestindo o terminal ha 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 solugéo saturada de cloreto de potassio que serve como ponte
eletrolitica entre os dois metais. Quando uma diferenca de potencial € 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
reagoes:

Anodio: 4Ag + 4CI'— 4AgCl + 4e”

Catodio: 4H" + 4e”+ O, — 2H,0

A soma das semirreagfes acima resulta em:

4Ag + 4Cl + 4H" + O, — 4AgCl + 2H,0

Dentro de certa faixa de polarizagéo e concentragéo de oxigénio, o fluxo
de elétrons, isto é, a corrente elétrica gerada, é proporcional a concentracéo de
oxigénio.

Para ser utilizado, o sensor de oxigénio deve entrar em contato com a
suspensao de mitocondrias. O sistema de incubacéo da Universidade Estadual
de Maring& é um dispositivo de acrilico com duas camaras. Na camara externa
circula 4gua termostatizada (permite o controle da temperatura durante os
experimentos). A camara interna contém a suspenséo mitocondrial ou qualquer
outro material biolégico cujo consumo de oxigénio se queira estudar. O sensor
de oxigénio é fixado de forma que o lado terminal revestido pela membrana de
teflon fiqgue em contato com a suspensdo. Todo o conjunto € colocado sobre
agitacdo 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 é desprezivel.

1.9. A avaliagdo da velocidade de consumo de oxigénio por
mitocOndrias isoladas

Quando o meio de reacdo contendo substrato, é adicionado, a corrente

gerada € a maxima possivel para a concentracdo de oxigénio de uma solugéo

aquosa saturada com ar. A 37°C isto corresponde a 190uM; a 25°C a
solubilidade aumenta para 240uM. Esta corrente maxima é chamada de G.

Quando mitocondrias isoladas forem adicionadas ao meio de reacgao

adequado (solucdo isosmética tamponada) na caAmara de incubacéo contendo

substrato, havera transformagdo do oxigénio em solugdo e serd possivel



detectar uma queda progressiva na corrente através do polarégrafo.
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¢des de incubagdo. Este estado inicial pode ser chamado de
velocidade inicial ou estado II.

A prova de que o ADP realmente é o fator limitante pode ser confirmado
pelo fato de que a sua adigéo ao sistema de incubagéo provoca imediatamente
um grande aumento na velocidade de consumo de oxigénio. Esta fase ativada
da respiracdo é chamada de estado Ill 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 IV, enquanto que, a
capacidade de retorno a esta situacdo de menor consumo de oxigénio é
chamada de controle respiratério (RC, respiratory control).

Conforme foi dito, o polarégrafo registra variagbes de corrente que séo
proporcionais a concentracdo de oxigénio. Estas variagbes de corrente podem
ser avaliadas através de um registrador potenciométrico acoplado ao
polarografo. O registrador nos fornece um registro grafico com a
correspondente deflexdo 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.

1.10. Isolamento de mitocdndrias animais e vegetais

O isolamento de fracdes subcelulares, a partir de tecidos animais, € uma
técnica bastante difundida. As fragdes purificadas (mitocéndrias, peroxissomos,
microssomos e vesiculas de membrana plasmética), podem ser utilizadas para
o0 estudo de atividades enzimaticas, associadas ou ndo, a fendmenos de
transportes. Um dos tecidos mais amplamente utilizados como fonte destas
fragcbes, é o figado. O interesse pelo isolamento de fracBes subcelulares a
partir de figado de rato vem crescendo muito, ndo s6 pela facilidade com que
com que estas fragbes podem ser obtidas, comparando com outros tecidos,

mas também pela importdncia do figado no controle do metabolismo de



carboidratos, como 6rgdo alvo da ag¢édo drogas, horménios e em fendmenos
envolvidos em alteracdes fisiopatoldgicas como a faléncia geral dos 6rgaos.

As mitocdndrias vegetais possuem caracteristicas muito similares as
mitocondrias animais (tamanho e forma), assim como sua fungdo celular
principal é o fornecimento de energia na forma de ATP, oxidando substratos de
cadeia carbénica (glicidios e lipideos). Os complexos enziméticos presentes na
membrana interna também sao semelhantes: quatro complexos (I-1V)
envolvidos no transporte de elétrons e o complexo FoF1l ATP sintase (ou
complexo V) que fosforila ADP em ATP.

Além disso, nas mitocondrias vegetais existem complexos enziméticos
adicionais envolvidos na oxidacdo 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 fisiolégico ndo estd bem estabelecido, mas com
evidencias que esteja associada a producdo de calor para realizagdo de
diversos eventos no organismo vegetal: amadurecimento e senescéncia dos

frutos, germinacao de sementes, exalagdo de produtos voléateis etc.

2. OBJETIVOS

Este curso far& uma abordagem comparativa das técnicas para
isolamento e medidas das atividades de mitocéndrias animais e vegetais. Sera
enfatizada a importancia da mitocéndria animal como alvo da acdo de farmacos
e produtos naturais, e da mitocondria vegetal como alvo de aleloquimicos

fitotoxicos.

3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de germinacéo, respiracado e extragdo de mitocondria
serdo realizados no laboratério de oxidagBes biolégicas da Universidade

Estadual de Maring4 — PR.



3.1. Isolamento e atividade respiratdria de mitocdndria vegetal

3.1.1. Material biolégico

As sementes de Glycine max (L.) Merril da variedade BRS 283 foram

obtidas da Embrapa soja.

3.1.2. Isolamento de mitocdndria vegetal

O isolamento das mitocondrias sera realizado a partir de raizes primarias
de G. max crescidas por 72h apés 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 seréo lavadas em agua destilada,
suas raizes primdrias 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 é&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 solugdo sera
ajustado para 7,2 com adigédo de KOH e entdo centrifugado a 1000 x g por 10
min. O sobrenadante contendo as mitocondrias sera 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 acidos graxos 0,2%
(p/v). Os procedimentos citados acima foram todos realizados em temperatura
de 0-4 °C (KERN et al., 2009).

3.1.3. Determinacédo da atividade respiratoria de mitocéndrias isolada

de G. max

O consumo de oxigénio das mitocondrias isoladas ser4 medido
polarograficamente, a 25°C, como foi descrito para a respiragédo de embrides.
O meio de reagdo contendo manitol 0,4M, KH,PO, 5,0mM, MgCl, 5,0mM,
albumina bovina livre (BSA) de acidos graxos 1,0% (p/v), Tris-HCI (pH 7,2)



10mM, DMSO 2% e 6leo essencial de C. winterianus (0, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03
e 0,06% (v/v)) sera adicionado & cadmara de acrilico de acordo com o
tratamento a ser avaliado. Sera adicionado quantidades de mitocdndria de
modo a se obter de 1,4 a 1,6 mg de proteina mitocondrial. As avaliacdes
relacionadas ao consumo de oxigénio iniciaré pela adicdo 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 lll. O estado IV da respiracao
€ considerado como o consumo de oxigénio apds a exaustdo do ADP
adicionado. A razdo ADP/O e o controle respiratério foram calculados de
acordo com Chance & Williams (1955). Para a discriminagéo da respiragdo via
citocromo-oxidase (COX) e respiragdo via oxidase alternativa utilizou-se o
inibidor KCN 1 mM (KERN et al., 2009).

3.1.4. Serdo efetuados seis ensaios:

1. 40uL de succinato 0,5 M 3. 40uL de a-cetoglutarato 0,5M

5uL de ADP 50 mM
40uL de TMPD-Ascorbato
20mM

40uL de a-cetoglutarato 0,5M
5uL de ADP 50mM

40uL de succinato 0,5 M

5uL de ADP 50 mM

40uL de  TMPD-Ascorbato
20mMm

40uL de a-cetoglutarato 0,5M
5uL de ADP 50mM

5uL de ADP 50mM

5uL de Rotenona 2mM

40uL de succinato 0,5 M

2uL de Antimicina 1,5mM

40uL de  TMPD-Ascorbato
20mM

40uL de KCN 80mM
40uL de a-cetoglutarato 0,5M
5uL de ADP 50mM

5uL de Rotenona 2mM

40uL de succinato 0,5 M

2uL de Antimicina 1,5mM

40uL de  TMPD-Ascorbato
20mM

40uL de KCN 80mM



3.2. Isolamento e consumo de oxigénio de mitocondrias animais
3.2.1. 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 agua de agua bidestilada.

Volume a ser Concentracéo final

Solugéo estoque o

adicionado (ml) (mM)
Manitol 0,5 M 100 200
Sacarose 1,0 M 19 76
Tris1l,0M,pH7,4 0,5 2
EGTA0,2M 0,25 0,2
PMSF 0,25 0,1
H.O g.s.p 250 mI* 130

v Adicionar albumina bovina livre de acidos graxos (FFA — free fatty acids)
a uma concentragao final de 50 mg% (0,125g em 250 ml). Acertar pH para
7,4.

As mitocondrias serdo obtidas pela homogeneizagdo do figado de rato
Wistar macho (180-200g) no meio de isolamento acima (0 a 4°C) utilizando-se
um homogeneizador Dounce.

O homogeneizado seré filtrado e em seguida ser& centrifugado a 536 g
(2.200 rpm) em centrifuga refrigerada. O sobrenadante serd coletado e
centrifugado a 7.080 g (8.000 rpm). O sedimento passara por dois ciclos de
lavagens, por ressuspenséo e recentrifugacdo do sedimento a 6.392 g (7.600
rpm), as mitocondrias serdo ressuspensas no mesmo meio, até concentragdo

protéica de cerca de 40 a 50 mg/mL.



3.3. Procedimento para a dosagem de proteinas

Na determinacdo do teor de proteinas foram utilizados o reativo A (30
mg de Na,COg3, 4 g de NaOH em 1000 mL de H,O destilada), o reativo B (
CuSO4. 5H,0 a 2%), o reativo C (tartarato de sodio a 4%) e o reativo D
(reagente de Folin Ciocalteau 1 N).

No dia do experimento, misturar os 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 puL de &gua + 5 pL da suspenséo

mitocondrial).

v Adicionar em tubos de ensaio (Triplicata, exceto o branco)

Branco Padréo Amostra
Agua 100pL - -
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 espectrofotometro a 700 nm, contra o branco.
A concentragdo de proteina foi calculada com base na absorbancia

encontrada no padréo de albumina 20 % de acordo com Lowry et al. (1951).



3.4. Determinagdo do consumo de oxigénio por polarografia

Para a realizacdo destes ensaios, 0 seguinte meio de reacdo deve ser

preparado:
Volume a ser Concentracéo 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
EGTAO0,2M 0,25 0,2
Fosfato de potéassio

2,5 50

0,1M,pH7,4
H,O g.s.p 50 ml* 21,25

Adicionar albumina bovina (FFA) a uma concentracdo final de 50 mg%
(0,025g em 50 ml). Acertar pH para 7,4.

Adicionar albumina bovina livre de acidos graxos (FFA) a uma
concentragao 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 camara de incubagéo
termostatizada acoplada ao sensor de oxigénio.

Apos estabilizac@o do registro, acrescentar um substrato oxidavel: 40 pl
de succinato 0,5 M ou 40 ul de a-cetoglutarato 0,5 M (concentragéo final = 10
mM). (Ensaios 1 e 2, ver abaixo).

Acompanhe o consumo de oxigénio através do registrador
potenciométrico. Esta € a respiracdo inicial (ou estado Il) e deve ser bastante
lenta.

Em seguida, adicionar 5 ul de ADP 50 mM (0,25 umoles). Com a adi¢do
do ADP, inicia-se o estado Ill 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 IV da respiragdo

mitocondrial.



No primeiro ensaio, adicionar ao final 40 ul de TMPD-Ascorbato para

esgotar a quantidade de oxigénio da camara.

3.5. Acdao deinibidores e desacopladores

a. Verificar a acao dos inibidores classicos rotenona, antimicina e cianeto;
b. Verificar a acdo do desaclopador 2,4-dinitrofenol

c. Verificar o efeito da oligomicina

3.6. AvaliagOes da velocidade de consumo de oxigénio, controle
respiratorio (RC) e razdo ADP/O

3.6.1. Velocidade de consumo de oxigénio:

A velocidade da respiracdo deve ser calculada em nmol de oxigénio
consumido por minuto por miligrama de proteina (nmoles. mint.mg™),

considere a solubilidade do oxigénio no ar como sendo igual a 190 uM a 37°C.

el (V) e — 190 x 10°® M

V (cm)--------=-m-mm--- X M

X M

X n° de moles --------------- 1L

y 2 x 10°L = volume de incubagéo (2 ml)

x moles/min.mg de proteina™ (dividir pela mg de proteina adicionada)

= nmoles. min™.mg™

3.6.2. Calculo do fator

[(190 x 2)/G(cm)]/mg de proteina
O fator j4 sai em nmoles. min.mg™ , portanto, para obter a velocidade de
consumo de oxigénio multiplica-se a distancia medida no estado I, 11l e IV pelo

fator e o resultado sera expresso em nmoles. min™.mg™



3.6.3. Determinacé&o do controle respiratério (RC):

RC é o indicador do controle da fosforilagdo

O coeficiente de controle respiratério (RC) é calculado pela seguinte relacdo:

RC = velocidade de consumo O, no estado Il

velocidade de consumo O, no estado IV

O consumo de O no estado Il € definido como a respiracdo durante a
fosforilagdo do ADP adicionado; o consumo de O no estado IV é a respiracéo

apds o ADP adicionado ter sido consumido.

3.6.4. Determinacgéo darazédo ADP/O:

Razdo ADP/O € a estequiometria entre o numero de moléculas de ADP

fosforiladas por atomo de oxigénio consumido.

Razao ADP/O = ADP adicionado

consumo extra de O, durante o estado Il

Raz&o ADP/O - E indicador da integridade da membrana, desta forma pode-se

verificar se os protons retornam apenas pela ATPase.

Para isto sera necessario calcular o n° de moles de ADP adicionado:
n° de moles = M x V (L), sendo que foram adicionados 5x10® L de uma
solugdo de ADP com concentragéo de 50x107 M.

Portanto:
n° de moles = (50x107°)x (5x10°®)

n° de moles = 2,5 x 107’

Consumo extra de O, durante o estado Il
el (V) e — 190x10° M

XM



X n° de moles --------------- 1L

y 2 x 10°L = volume de incubac&o (2 ml)

n° de moles =y moles (x2) = atomos de O

n° de 4tomos-grama = Y

Sendo assim: Razdo ADP/O=2,5x 107/ Y
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1. INTRODUCAO

O figado, por exceléncia, € o 6rgdo central do metabolismo, o que o
torna alvo de estudos basicos (metabolismo) e aplicados (doencas, como a
artrite reumatoide). Para tal, técnicas utilizando o 6rgéo integro ou em fragcoes

celulares sdo de grande valor cientifico.

1.1. Perfus@o hepatica

A perfuséo do figado € uma técnica na qual o vaso aferente (de entrada,
veia porta) e o vaso eferente (de saida, veia cava) 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 (perfusado).

No figado em perfusdo podem ser medidas vérias vias metabdlicas,
como por exemplo, a neoglicogénese, a glicdlise, a glicogendlise, o consumo
de oxigénio, a cetogénese, a captacdo de Acidos graxos, a frutdlise, o
metabolismo do glicerol, a biotransformagédo de drogas e assim por diante. Por
exemplo, agliconeogénese é uma via anabdlica responsavel pela producéo da
glicose (em condicdes metabdlicas especificas) a partir de precursores
estruturalmente simples como piruvato, lactato e alanina. Apds a infusdo de um
desses substratos pode-se medir no perfusadoa formagdo de piruvato,
glicose,lactato e de outros pardmetros, além do consumo de oxigénio.

A figura 1 ilustra as principais partes do sistema de perfuséo
monovascular utilizado no Laboratério de Metabolismo Hepatico da
Universidade Estadual de Maring&. Ele é formado por uma bomba peristéltica,
um oxigenador de membrana e pela camara do figado. A este sistema
estdoacopladosum microeletrodo de platina com polarégrafo, um registrador
potenciométrico, um banho-maria com bomba de circulagdo externa do liquido
e um cilindro contendo a mistura carbogénica (0,:C0O,/95:5).

O tampéao Krebs/Henseleit-bicarbonato é o liquido de perfuséo padréo. O
pH deste tampdo € inicialmente ajustado em 7,6 e apds saturagdo com a
mistura carbogénicao pH desce para 7,4. Neste é adicionado albumina de soro
bovino, que ajuda na manutencéo da integridade do 6rgéo.Substratos e drogas

podem ser infundidos diretamente ou dissolvidos no liquido de perfuséo.
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Figura 1.Representacdo da aparelhagem de perfusdo do Laboratério de
Metabolismo Hepatico da Universidade de Maringa. Os componentes estao
indicados na figura.

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro de aluminio ao
redor do qual estdo enrolados tubos de borracha de silicone. A camara interna
do cilindro de aluminio é termostatizada pelo banho-maria com bomba de
circulacdo externa. O cilindro de aluminio esta separado do meio ambiente por
uma cobertura cilindrica de plastico transparente, mantendo-se no seu interior
uma atmosfera rica em oxigénio.

A camara do figado é de acrilico transparente, contém um capta-bolhas,
uma camara para a coleta de amostras e um dispositivo de insercéo e fixacao
do eletrodo de platina. O liquido de perfusdo é impulsionado pela bomba pe-
ristaltica em direcdo ao oxigenador, que deve ser ajustado conforme o peso do

animal.Neste local ocorrem simultaneamente a oxigenacdo e 0 aquecimento



para 37°C. O liquido segue para a camara do figado, entra no 6rgdo e apos
passar pelo eletrodo de platina, a amostra é coletada.

No procedimento cirdrgico da perfusdo monovascularcanula-se a veia
porta (via de influxo do liquido de perfusédo) e a veia cava (via de efluxo do

liquido de perfuséo).

1.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é uma condigcdo biolégica em que ocorre
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a sua
remocéo pelos sistemas de defesa antioxidante. A elevada concentragédo de
ROS causa danos moleculares as estruturas celulares com consequente
alteragdo funcional e prejuizo das fungdes vitais em diversos tecidos e 6rgaos,
tais como musculo, figado, tecido adiposo e cerebral. No entanto, o efeito
deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo para o
outro de acordo com a idade, o estado fisiolégico e a dieta. Em humanos, o
estresse oxidativo encontra-se ligado a diversas doencas, como a artrite
reumatoide, aterosclerose, a doenca de Parkinson e a doenca de Alzheimer.

Em condigbes fisiologicas aproximadamente 1 a 5% do oxigénio
consumido pelas mitocondrias sédo convertidos em ROS e radicais livres devido
a incompleta reducdo do oxigénio por reagfes de transferéncia de elétrons. As
espécies reativas de oxigénio incluem o radical anion superoxido (<Oy),
peroxido de hidrogénio (H2O,) e o radical hidroxil (*OH). Estas sédo 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 mutagbes no DNA mitocondrial.

O radical HO+ é o0 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 adigdo
a insaturacdes. O H,O, 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 HO-. O H.Ojoxida proteinas que apresentem



residuos de metionina ou grupo tiol muito reativos, por exemplo, GSH.O O, ao
contrario da maioria dos radicais livres é inativo. Em meio aquoso, sua reagado
principal € a dismutacdo, na qual se produz uma molécula de perodxido de
hidrogénio e uma molécula de oxigénio.

O maior sistema antioxidante que protege o organismo contra as ROS é
composto por enzimas e moléculas biolégicas que sdo capazes de neutralizar
os radicais livres, entre estas incluem as enzimas superéxido dismutase,
catalase, glutationaperoxidase e glutationaredutase, além das moléculas

glutationa reduzida, glutationa oxidada, vitamina C e vitamina E.

1.3. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide é uma doenga autoimune caracterizada pela
inflamac&o cronica e sistémica, que afeta as membranas sinoviais, cartilagens
articulares e 0ssos. A patofisiologia da artrite envolve uma hiperplasia intensa
da cartilagem articular, com a participacdo de células T, células B, macréfagos,
fibroblastos e citocinas pré-inflamatdrias. Além das citocinas, as ROS, também
desempenham um papel importante na artrite reumatoide. O excesso de
producdo de citocinas pro-inflamatérias estimulam os neutréfilos e macréfagos
a produzirem ROS no fluido sinovial, que atuam como mediadores de leséo
tecidual.

Além de afetar a cartilagem articular, artrite reumatoide, provoca
respostas inflamatérias com alteracdes imunoldgicas em outros 6rgéos, como
ofigado. Para o minicurso foi escolhido um modelo animal de artrite induzida
por adjuvante padronizada pelo Laboratério de Inflamagdo da Universidade

Estadual de Maringa.

1.4. Gliconeogénese hepatica
O glicogénio é a reserva de glicose que se encontra principalmente no
figado e nos musculos. E rapidamente utilizavel nos intervalos entre as
refeicdes, durante a atividade muscular, dieta baixa em carboidratos e apds um
trauma. O glicogénio encontra-se no citoplasma celular sob a forma de
granulos que contém também as enzimas que participam do seu metabolismo.
A reserva corporal de glicogénio pode ser suficiente para suprir as

necessidades de glicose de um dia, entretanto quando o jejum se prolonga por



mais de oito horas, o organismo recorre a gliconeogénese (figura 2) no intuito
de manter os niveis homeostaticos.

O figado desempenha um papel fundamental na manutencao dos niveis
de glicose sanguinea durante o jejum, ao converter seu glicogénio armazenado
em glicose (glicogendlise) e ao sintetizar a glicose, principalmente a partir de
moléculas precursoras ndo glicidicas, incluindo lactato, piruvato, glicerol e
muitos aminodacidos (gliconeogénese). Isso € de vital importancia, ja que o
cérebro e os eritrocitos dependem fundamentalmente da glicose para satisfazer
suas necessidades energéticas. Os rins também s&o locais importantes para a
gliconeogénese, pois somente as suas células e as do figado possuem
guantidades suficientes de glicose-6-fosfatase, a enzima que remove 0 grupo

fosfato da glicose-6-fosfato para produzir glicose.

Glicose

()

Glicose-6-P

Frutoss-6-P
Frufase=1, 8-bisfosfiase

Frutose-1,6-bisfosfato

Gliceraldeldo-3-P .::::} Didrdxi-acetona-P <= Glicerol
2 x 1,3-Difosfoglicerata
2 x 3-Fosfoglicerato

2 x 2-Fosfoglicerato

Fosfoenolpinuvato

ﬁmemmMBa
Oxaloscetalo {= Aguns

AmAcacians
Pinnaro-Carbogiase

Lactato —» Piruvato {= Alguns
aminoasdos

Figura 2.Gliconeogénese hepatica. (Fonte: Cingolani; Houssay; 2003, p.514).



O mdsculo quando estd em uma atividade fisica intensa, faz a
fermentagéo, convertendo a glicose armazenada em lactato. O lactato cai na
corrente sanguinea e vai para o figado, onde, por acdo da lactato-
desidrogenase e em presenca de NAD®, se transforma em piruvato que é
utilizado na gliconeogénese

No estado de jejum, o tecido adiposo quebra seus estoques de
triglicerideos em &cidos graxos e glicerol. O glicerol vai para figado e pode ser
convertido em glicose.

Um dos sinais mais importantes para ocorrer a gliconeogénese é a
liberag&@o de glicocorticoides pelo cortex adrenal. Quando quantidades normais
de carboidratos ndo estéo disponiveis para as células, a adenohipéfise comeca
a secretar quantidades aumentadas do hormdnio corticotropina. Isto leva o
cortex adrenal a produzir grandes quantidades de glicocorticoides,
especialmente o cortisol. Este mobiliza as proteinas das células de todo o
organismo, disponibilizando-as na forma de aminoacidos nos liquidos
corporais. Uma grande quantidade é rapidamente deaminada no figado,

fornecendo substratos para a conversao em glicose.

1.5. Resultados de estudos da gliconeogénese em figados artriticos

Modificagbes nas propriedades de sistemas de membranas isoladas,
organelas ou 6rgaos intactos, incluindo o figado, foram demonstradas em ratos
com artrite induzida por adjuvante. Os resultados revelaram que o figado de
ratos com artrite induzida por adjuvante apresenta um estresse oxidativo
acentuado com alta les&o de lipidios e proteinas.

Os figados de ratos artriticos produzem menos glicose e uréia que
figados de ratos normais a partir de substratos precursores do oxalacetato e do
aspartato, o que sugere o envolvimento de enzimas chaves da gliconeogénese.
E possivel que a atividade da piruvatocarboxilase ou da
fosfoenolpiruvatocarboxiquinase encontrem-se alteradas nesta situagdo. A
atividade da piruvatocarboxilase é essencialmente dependente de cations
bivalentes, principalmente o magnésio, e monovalentes, em especial o
potassio. Uma das hipoteses possiveis seria que a dependéncia destes cations

pudesse estar alterada na artrite.



Em figados de ratos artriticos, as velocidades de producédo de glicose
foram menores com L-alanina e piruvato como substratos, mas com L-lactato e
sorbitol ndo foram encontradas diferengas quando comparadas com a condigéo
normal. Estas diferentes respostas do rato artritico estdo provavelmente
relacionadas: a capacidade gliconeogénica prejudicada dos figados quando a
L-alanina e o piruvato, mas ndo o L-lactato e o sorbitol, s&o os precursores
gliconeogénicos.

Foi sugerido, que a regulagéo da gliconeogénese com piruvato como
substrato ocorre em um sitio entre a fosfoenolpiruvato e a glicose. Assim, a
explicacdo mais provavel para a supressdo do estimulo da gliconeogénese
quando o piruvato e a L-alanina foram os substratos € a de que uma inibigcdo
em uma etapa que precede a sintese da fosfoenolpiruvato e que ndo esta
envolvida na gliconeogénese a partir de L-lactato tenha limitado os
mecanismos regulatorios induzidos pela noradrenalina. Esta etapa poderia ser
a transferéncia de equivalentes de reducédo da mitocondria para o citosol e,
para a L-alanina como substrato, também a reagdo da alanina-

aminotransferase.

2. OBJETIVOS

Ensinar as técnicas de perfusdo hepatica e duas técnicas de avaliagcéo
do estado oxidativo com o intuito de mostrar alteragdes que podem ocorrer no

metabolismo utilizando o modelo animal de artrite como exemplo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Holztman, pesando em torno de 200 g, foram injetados na pata
traseira esquerda com 0,1 ml de Adjuvante de
Freund(Micobacteriumtuberculosis, obtido a partir da estirpe H37Rv humano,
inativado pelo calor) suspenso em 6leo mineral.Os animais que apresentem

lesbes caracteristicas em 18 dias ap0s a injecdo adjuvante serdo selecionados



para os experimentos.Os ratos de pesos semelhantes foram injetados com 6leo
mineral e serviram como controles. Todos os experimentos de indugdo de
artrite adjuvante foram feitas de acordo com as diretrizes éticas mundialmente
aceitas para a experimentagcéo animal e previamente aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa.

Para os experimentos os ratos serdo submetidos a um jejum de 18

horas.

3.2. Procedimento para perfuséo hepatica

3.2.1. Solugbes

I. Solugdes estoque para o tampéao Krebs/Henseleit-bicarbonato:

e Solucéo A: NaCl (2,32 M; concentragao final: 116 mM);

e Solucédo B: NaHCOs3 (0,5 M; final: 25 mM);

e Solucdo C: KCI (0,118 M; final: 5,9 mM), Na,SO,4 (24 mM,; final: 1,2

mM), MgCl, (23,6 mM; final: 1,18 mM); NaH,PO, (24,8 mM,; final: 1,24

mM);

e Solucédo D: CaClz (50 mM; final 2,5 mM).

Il) Tampéo Krebs/Henseleit-bicarbonato puro (KH) (para cada animal):

Colocar em um béquer 2400 mL de agua destilada, 150 mL de cada uma
das solugdes estoque A, B, C e D, adicionar 0,75 g de albumina e acertar pH
para 7,6 (volume final de 3000 mL).

[Il) Tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo L-alanina 5 mM:

Separarl200 mL de tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato puro e
dissolver 0,5345 g de L-alanina (PM 89,09).Ajustar o pH para 7,6.
3.2.2.Procedimento cirdrgico

Para remocdao cirargica do figado o rato é previamente anestesiado com
tiopental sodico (50 mg/kg).

e O animal é deitado em decubito dorsal numa plataforma ao lado da

camara do figado;
e O abdbmen é aberto longitudinalmente e o tecido conjuntivo que

cerca o figado é seccionado com cuidado para evitar hemorragias;



O estdbmago deve ser separado do es6fago da seguinte forma: fixam-
se duas ligaduras ao redor do es6fago, uma distal outra proximal em
relacdo ao estdbmago e corta-se 0 esofago entre as duas ligaduras;
Desloca-se 0 estdmago e os intestinos para o lado esquerdo do rato
(direito do operador), para expor a veia porta e uma porcdo da veia
cava inferior nas proximidades do rim direito;

Coloca-se uma ligadura na veia esplénica, para oclui-la;

Colocam-se duas ligaduras frouxas ao redor da veia porta,;

Uma ligadura frouxa deve ser colocada ao redor da veia cava inferior,
acima do rim direito;

Ajusta-se o fluxo do liquido de perfusdo em torno 8 mi/minuto;
Segurando com uma ping¢a fina o operador deverd efetuar uma
pequena incisdo na veia porta e introduzir a ponta da canula;

Ap6s o dessangramento do figado (cor marrom-avermelhada),
devem-se amarrar as ligaduras da veia porta;

Secciona-se a veia cava inferior distalmente;

Deve-se abrir 0 torax, cortando o esterno, o diafragma e as costelas
para exposi¢cédo completa do coragéo;

Aumenta-se o fluxo para 20 ml/minutopara a insergcdo da céanula da
veia cava. Entdo, colocam-se duas ligaduras ao redor da veia
canulada. Amarra-se a num mesmo lago as porgdes anteriormente
seccionadas do diafragma;

Fecha-se a ligadura frouxa colocada anteriormente na veia cava
inferior;

Deve-se remover o figado cortando por baixo do diafragma,
segurando a canula da veia cava através das ligaduras, até uma
completa separacdo do 6rgdo do restante do animal, para entdo
posiciona-lo na plataforma;

Uma vez colocado na camara do figado, o fluxo através do 6rgéo
deve ser ajustado para valores que permitam oxigenagédo adequada

(entre 4 e 5 ml por minuto por grama de figado).



3.2.3. Protocolo experimental

Apos verificar que o consumo de oxigénio esti estavel,dar inicio ao
experimento acionando o cronémetro e coletando a primeira amostra
(perfusado). Coletaras amostrade 2 em 2 minutos conforme o esquema abaixo.

| KH + Alanina 5 mM |

| KH |

0 minutos 10 20 30

Tubos:
0 2 46 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

3.2.4. Dosagem enzimética de glicose por kit

[) Procedimento:

Branco Padréo Amostra
Mistura reativa 0,8 mL 0,8 mL 0,8 mL
KH 0,4 mL - -
Padréo - 0,4 mL -
Perfusado - - 0,4 mL

e Incubar em banho-maria a 37 °C por20 minutos;

e Ler em espectrofotdmetro a 505 nm.

I) Principio da técnica:

A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) a
acido glucénico e 4gua oxigenada. Esta ultima, na presenca de peroxidase
(POD), produz a conjugacdo do fenol presente na solugdo com a 4-
aminofenazona, dando lugar a um composto colorido que absorve luz a 505

nm.
R GOD ;. A
Glicose + O,+ H,O — acido glucbnico + H,0,

2H,0; + 4-aminofenazona + fenol &4—(p—benzoquinona—

monoimino)fenazona + 4H,0



A intensidade da cor formada é diretamente proporcional a concentragcédo

de glicose presente na amostra.

3.2.5. Procedimentos para a avaliagdo da concentragdo venosa de oxigénio

I) No inicio o liquido de perfus@o estéd saturado com ar e o registrador
mostra uma linha estavel que corresponde & concentracéo de oxigénio de uma
solugdo saturada com ar; a 37°C e a pressdo atmosférica, esta concentragdo é
aproximadamente igual a 190 uM no papel do registrador isto corresponde a X
cm.

II) Apds a substituicdo do ar pela mistura carbogénica (02:C0,/95:5), a
concentragdo do oxigénio aumenta e, depois de algum tempo, estabiliza-se em
torno de 860 uM. Adefleccdo do registrador ultrapassa os limites do
papel,sendo necesséario compensar (y cm).

lII) A concentracdo de oxigénio no perfusado venoso pode ser determinada

medindo-se a distancia entre o ponto nulo e a posi¢céo do tracado da pena(z cm).

3.3. Estresse oxidativ

3.3.1. Preparacdo do homogenato de figado para determinacdo dos
contetdos de glutationa reduzida(GSH) e atividade da catalase
(CAT)

Os contetdos de GSH e a atividade da enzima antioxidante CAT seréo
determinados no homogenato de figados de ratos controle e artriticos. Para a
realizacdo destes ensaios, 0s ratos serdao decapitados e o figado retirado por
laparatomia e clampeado em nitrogénio liquido, pesado e separado em uma
porcdo de 1,2 g. Essa por¢cdo sera macerada e homogeneizada com
homogeneizador Van Potter em 9mL de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4) (tudo
em gelo). Para a determinacéo da atividade especifica da CAT, o homogenato
serd centrifugado a 9800 rpm por 15 minutos para a obtencdo do

sobrenadante.



3.3.2. Dosagem Fluorimétrica de GSH e principio da técnica

Para a realizagdo deste ensaio, 0 homogenato sera adicionado a um
meio de precipitagdo contendo sacarose 125 mM, KCIl 65 mM e Hepes 10 mM,
pH 7,4. A esta mistura serdo adicionados acido tricloroacético (TCA) 13%.
Apos centrifugacdo, o conteddo de GSH serd dosado, através da adicdo de
aliguotas desse sobrenadante em tampéao fosfato 0,1 M + EDTA 5,0 mM (pH
8,0). Para avaliacdo do contetdo de GSH, seréo utilizados padrdes, através da
adicéo de GSH 1,0 mg%.

A adicdo de OPT a esse sobrenadante resulta na formagdo de um
produto altamente fluorescente, com o méaximo de fluorescéncia sendo obtido
apds cerca de 15 minutos, em temperatura ambiente. ApGs este periodo, o
fluoréforo GSH-OPT é entdo determinado.

ApoOs a realizacdo da primeira leitura, uma segunda leitura seré realizada
com a adicdo do padréo nas amostras. Essa segunda leitura, tem como
finalidade eliminar interferéncias, causadas pela presenca de proteinas, sobre

a fluorescéncia do composto GSH-OPT (quenching).

3.3.3. Determinacdo da atividade especifica da catalase (CAT) e

principio da técnica

A atividade da enzima CAT serd avaliada pela decomposicao enzimatica
do H2O, medida diretamente por espectrofotometria em 240 nm. O
sobrenadante (0,02 mL diluido 100 vezes) ser& adicionado a 0,98 mL de uma
solugdo contendo Tris 50 mM, EDTA 0,25 mM e H;O, 30 mM (pH 8,0) e a

queda da absorbancia monitorada por um minuto a 25°C (€=33,1 M™).

3.3.4. Procedimento para a dosagem de proteinas

Misturar os reativos a, b e c, na seguinte ordem e volumes: 0,12mL de b,
0,12 mL de c e 12mL de a.
Diluir o homogenato e o sobrenadante 100 vezes (990uL de agua +

10uL da amostra do homogenato).



Adicionar em tubos de ensaio:

Branco Padréo Amostra
Agua 100pL - -
Padréao - 100 pL -
Amostra diluida - - 100 pL
Mistura reativa 1000 pL 1000 pL 1000 pL
e Homogeneizar e aguardar 10 min. (ambiente)
Folin 1N 100 pL 100 pL 100 pL

e Homogeneizar e aguardar 10 min. (ambiente)
e Ler em espectrofotdmetro a 700 nm, contra o branco.
A concentragdo de proteina seré calculada com base na absorbancia

encontrada para o padréo albumina 20 mg%.

3.3.5. Célculo proteinas

mg <Absorbéncia da Amostra x 20) 9 diluicao
mL Absorbancia do padréo 100
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ENSAIO DE HOMOZIGOTIZACAO EM LINHAGEM DIPLOIDE DE
ASPERGILLUS NIDULANSIN VIVO.

1. Introdugé&o

O ascomiceto Aspergillus nidulans é um fungo holomérfico, que se propaga
através de esporos sexuais (ascosporos) e assexuais (conidios). O ciclo de vida de
A. nidulans apresenta uma grande diversidade, sendo dividido em ciclo vegetativo,
ciclo assexual ou conidiogénese, ciclo parassexual e ciclo sexual ou
ascosporogénese. O ciclo vegetativo inicia-se através da germinagé@o de ascosporos
ou de conidios, ambos haploides e uninucleados. Os esporos sdo dispersos como
células em dorméncia, originando coldénias com as mesmas propriedades daquela
que lhe deu origem. O ciclo parassexual, por sua vez, inicia-se com a formagéo do
heterocério, que consiste na existéncia de nucleos haploides geneticamente distintos
num mesmo citoplasma, o0s quais, apos a fusdo, originam ndcleos diploides
heterozigotos, sujeitos a sucessivas divisdes mitdticas. Durante essas divisfes, dois
processos podem ocorrer: ndo-disjuncdo-cromossémica e 0 crossing-over mitotico
(Becker e Castro-Prado, 2006).

O crossing-over mitético ocorre no periodo G2 do ciclo celular, e conduz a
homozigose os genes localizados em posi¢céo distal ao ponto de permuta, sempre
que uma cromatide recombinante e uma paternal migrarem para 0 mesmo pélo
mitotico (Tischfield, 1997; Sant'’Anna et al., 2009; Castro-Prado et al., 2009; Franco
etal., 2010).

A. nidulans apresenta um ciclo celular com extensa fase G2, periodo em que
0S cromossomos encontram-se duplicados, facilitando a ocorréncia do crossing-over
mitético. Linhagens dipldides heterozigotas de A. nidulans podem ser construidas,
através do ciclo parassexual, com marcadores genéticos em heterozigose, de tal
forma que permitam a deteccdo da recombinacdo mitGtica (Becker e Castro-Prado,
2006; Sant’Anna et al.,2009)

O potencial recombinagénico de substéncias quimicas pode ser estudado em
A. nidulans através do Iindice de Homozigotizacdo, que avalia a inducdo de
homozigose em genes previamente presentes em heterozigose em uma linhagem
dipl6ide (Pires e Zucchi, 1994).

A descoberta do ciclo parassexual em A. nidulans foi descrita por Pontecorvo e

Roper em 1952, devido a existéncia de mutantes para coloracdo de conidios e de



mutantes deficientes para alguns requerimentos nutricionais, que ao serem
inoculados juntos, permitiam a formag&do de recombinantes prototréficos em meio
minimo e com conidios com coloragdo verde como as linhagens selvagens, sem
ocorréncia de ciclo sexual.

O ponto inicial do processo parassexual € a heterocariose, que determina a
existéncia de nucleos de composi¢do genética diferente em um citoplasma comum,
que ocorre em virtude da anastomose entre as hifas de linhagens geneticamente
diferentes e complementares, neste heterocario pode ocorrer a fusédo de nucleos
hapléides, originando nucleos dipléides heterozigotos, distintos das linhagens

paternais (Azevedo, 2008).

2. OBJETIVOS

2.1. Apresentar os procedimentos béasicos para a obtencdo de uma linhagem
dipldide;
2.2. Apresentar como calcular o HI para verificar a ocorréncia, ou ndo, do

crossing-over mitético.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens

As linhagens mestras UT448 e UT196 (hapldides) de A. nidulans foram adquiridas
dos estoques de Utrecht (Holanda). A linhagem dipléide UT448//UT196 foi obtida conforme
proposto por Roper (1952).

3.2. Meios de Cultura

Meio Minimo (MM) corresponde ao meio Czapek-Dox e meio Completo (MC)
consiste do MM suplementado com solugéo de vitaminas e fonte de nitrogénio. Os
meios séo preparados conforme descrito por Miyamoto et al. (2007). Os meios
Seletivos consistem em MM suplementado com 0s requerimentos nutricionais das
linhagens mestras (UT448, UT196) omitindo-se um requerimento por vez, em cada
tipo de meio seletivo. O pH dos meios de cultura serd ajustado ao valor 6,0 e a

temperatura de incubacao sera de 37°C.



3.3. Avaliagdo datoxicidade

Conidios das linhagens diploides UT448//UT196 serdo inoculados no centro de
placas de Petri contendo MC (controle), MC + substancia teste. As placas serdo incubadas a
37°C e os diametros das col6nias serdo avaliados apds 48, 72 e 96 horas de incubacgdo. Os
valores obtidos em presenca e em auséncia da substancia teste sdo comparados

estatisticamente utilizando-se o teste t de Students.

3.4. Obtencéo dos dipldides tratados com a substancia teste

Conidios dos dipldides UT448//UT196 serdo inoculados no centro de placas de
Petri contendo MM e MM + substancia teste, as quais serdo incubadas por cinco dias a 37°
C. O tratamento produzira variantes (ou setores) mitoticos nas colbnias, os quais serdo
selecionados e purificados para os testes de recombinagénese. Tais setores poderdo ser
dipléides heterozigotos +/- ou -/+, ou homozigotos +/+, porém nunca dipléides -/-, pois estes
nao crescem em MM (Pires e Zucchi, 1994). Os setores diploides serdo entdo transferidos
individualmente para quatro pontos equidistantes de 15 placas contendo MC+ benlate,
agente haploidizante, e incubadas a 37°C por seis dias. Os segregantes mitéticos entdo
obtidos serdo purificados em MC. Para analise do crossing-over mitético apenas o0s
segregantes mitéticos haploides serdo utilizados. Conidios de cada setor hapléide serdo
transferidos individualmente para 25 posi¢fes definidas (modelo 5x5) em placas de MC.
Apés dois dias de incubacdo, as col6nias serdo transferidas para meios seletivos (MS)

apropriados, para determinacao do fenotipo dos segregantes hapléides.

3.5. Calculo do indice de Homozigotizacdo (HI) e parametros de avaliag&o

O HI é definido como a razdo entre o nimero de segregantes prototroficos e o
ndimero de segregantes auxotroficos. Desta forma, na auséncia de crossing-over
entre um determinado gene e o centrdmero, o valor do HI sera igual a 1,0 (4+ : 4-).
Por outro lado, se um evento de crossing-over ocorrer no intervalo em estudo, o
valor do HI sera igual a 2,0 (4+ : 2-) (Figura 1) (Pires e Zucchi, 1994). Substancias
gue apresentarem valores de HI iguais ou superiores a 2,0 serdo caracterizadas

como potencialmente recombinagénicas.



Auséneia de crossing-over Presenca de crossing-over
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Figura 1. Origem dos dipldides heterozigotos (+/- e -/+) e homozigotos (+/+) através do
crossing-over mitotico entre o gene paba e o centrdmero. (*) Dipléides auxotroficos (-/-)
ndo se desenvolvem em MM.

TESTE DE MICRONUCLEO EM CULTURA DE LINFOCITOS HUMANOS IN
VITRO

1. Introducéo

A avaliacdo da frequéncia de microndcleos em linfocitos de sangue periférico
humano foi estudada por Countryman e Heddle em 1976, mostrando a possibilidade
de se medir o dano cromossémico através de um tecido de mais facil acesso, porém
havia a dificuldade na diferenciagédo das células que haviam passado por um ciclo de
diviséo das que nédo haviam ainda se dividido.

A analise de micronucleos com bloqueio da citocinese, em linfocitos do sangue
periférico, permite a andlise de micronlicleos especificamente em células
binucleadas antes da citocinese, 0 que proporciona um método simples para
detectar e medir os danos ao DNA cromossomico e a instabilidade cromoss6mica
em células de mamiferos (Fenech e Morley 1985). O micronlcleo pode ser
originado principalmente a partir de fragmentos acéntricos ou de cromossomos
inteiros que ndo sao capazes de migrar com 0s demais cromossomos durante a
anéafase da divisdo celular (Fenech, 1999). Evidéncias experimentais mostram que o
erro no reparo de quebras em duplas fitas do DNA (DSB), a hipometilagdo de

citosinas em sequéncia centromérica e pericentromeérica, e defeitos no cinetocoros,



no eixo e no ponto de controle da mitose pode levar & formacao de microndcleos
(Cullinane et al., 2000; Gissesson et al., 2008; Murgia et al., 2008; Zyss e Gergely,
2009; Fenech et al., 2011).

A presenca de micronucleo em linfocitos de sangue periférico é extensivamente
utilizada na epidemiologia molecular citogenética e em estudos de genética
toxicolégica como um biomarcador, de dano cromossémico e eventos de
instabilidade gendmica, em populagdes humanas expostas a agentes genotoxicos e
€ prospectivamente associado com risco aumentado de céancer (Boffeta et al.,2007;
Fenech et al., 2011).

O teste de micronucleo é considerado objetivo, rdpido e com significativa
precisdo e, portanto amplamente utilizado para detectar a atividade clastogénica e
aneugénica de compostos quimicos (Lorge, 2008).

Para a pesquisa de micronudcleos serd@o realizadas culturas de linfécitos de
sangue venoso periférico humano pela técnica de macrocultura de Moorhead et al.
(1960) modificada, com adigéo de fitohemaglutinina.

Os micronicleos originados pela perda de cromossomos inteiros s&o
primariamente formados por falha no fuso acromatico, no cinetécoro ou em outras
partes do aparelho mitdtico, ou podem derivar por quebras de pontes
nucleoplasmaticas (PNPs) durante a anafase. As PNPs ocorrem quando os
centrobmeros de cromossomos, crométides ou anéis dicéntricos sdo tracionados para
polos opostos da célula durante a anafase. Adicionalmente os microndcleos podem
ser gerados pelo processo de formagdo de bud, na interfase. Os buds sé&o
morfologicamente similares aos micronucleos, com exce¢cdo da conexao
nucleoplasmatica que os liga ao nucleo, a qual pode ser espessa ou fina. O didmetro
dos microndcleos geralmente varia entre 1/16 e 1/3 do didmetro de um dos nudcleos
do linfécito binucleado, tém formato redondo ou oval, ndo séo refringentes e
apresentam a mesma colorac¢do dos nucleos principais, mas ocasionalmente podem

apresentar uma coloragdo mais intensa (Sharbel et al., 2011).



2. OBJETIVO

2.1. Apresentar como se realiza uma cultura de sangue periférico;
2.2. Preparar e corar laminas para observagéo de micronuicleos;
2.3. ldentificar e diferenciar através de observagdo microscépica células mono,

bi, tri e tetranucleadas com e sem micronucleos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagem celular

Para o estudo, seréo recrutados, sujeitos saudaveis, do sexo masculino,
com idades variando entre 18 e 30 anos, sem histérico de doencas recentes, néo
fumantes, ndo etilistas, sem exposicdo recente a radiacdes, agrotoxicos ou a
medicamentos que possam interferir nos resultados dos ensaios, como por exemplo,

anticoncepcionais.

3.2. Selecao das concentragdes testadas

As concentragdes da substancia teste serdo determinadas pelo IM (indice
Mitdtico). A OECD n° 473 e 487 (The Organisation for Economic Co-operation and
Development) recomendam que no minimo trés concentragbes sejam analisadas,

onde a maior delas demonstre uma reducao significativa do IM (superior a 50%).

3.3. Controles e Substancia teste

Em todos os experimentos, culturas ndo-tratadas de linfécitos seréo utilizadas
como controle negativo. Para controle positivo serd usada uma droga com

reconhecida capacidade clastogénica, neste caso a Mitomicina C.

3.4. Obtencéo dos linfécitos do sangue periférico

Cerca de 10 mL de sangue sera coletado por venopungdo com seringa

descartavel contendo anticoagulante heparina sddica. Para obtengcdo do plasma o



sangue serd deixado em repouso a temperatura ambiente para decantacdo e em

seguida centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos.

3.5. Preparacdo do meio de cultivo e suspensédo da camada de linfocitos

O meio base para cultivo de linfécitos sera o RPMI 1640 suplementado com
soro fetal bovino e L- glutamina. A estimulacdo da divisdo dos linfocitos sera
realizada pela fitohemaglutinina também adicionada ao meio base. Apds preparacéo
do meio em quantidade adequada, este serd dividido em frascos de cultura que
receberdo 5 mL cada. Por meio de uma pipeta Pasteur estéril a camada de linfocitos
juntamente com o plasma serdo ressuspendidos e adicionados gota a gota nos
frascos de cultura. Os frascos serdo homogeneizados e incubados a 37 °C até o dia

do tratamento.

3.6. Cultura

Os tratamentos deverdo se iniciar ap6és um periodo de 24 horas do inicio da
incubacéo. A citocalasina B apds 44 horas do inicio da incubacgéo seré adicionada em
todos os frascos para obtengdo de células binucleadas. As culturas seré@o colhidas
apds um periodo de 72 horas de incubagéo e entéo transferidas para tubos cénicos,
centrifugadas e em seguida hipotonizadas com solugdo KCI. As culturas seréo
novamente centrifugadas e fixadas com solugéo fixadora de metanol: 4cido acético

3:1 (v/v). Este processo sera realizado duas vezes.
3.7. Preparo e coloragao das laminas
Pingar de 3 a 4 gotas da suspenséo celular ja fixada em laminas limpas e
armazenadas em 4gua destilada gelada. Deixar as laminas secarem e corar com
corante Giemsa.

3.8. Anéalise de micronucleos

Para cada cultura ser8o analisadas 1000 células binucleadas quanto a

presenca de micronucleos, buds e pontes nucleoplasmaticas. As células serdo



observadas em microscopio de luz com aumento de 400X, sempre pelo mesmo
individuo. Para o célculo do IPBC (indice de Proliferacdo com Bloqueio da
Citocinese) serdo analisadas para cada cultura, 500 células, de acordo com o
proposto por Surralles et al. (1995). IPBC = N1 + 2N2 + 3x(N3 + N4)/500 (N1 a N4:

namero de células viaveis com 1,2,3 e 4 ndcleos).
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Introducéo

Obesidade ¢é o resultado de um desequilibrio energético em longo prazo,
onde a ingestao 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 populacfes e faixas etarias em todo o
mundo. A obesidade e seus problemas correlacionados s&o 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% sao 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 regulagéo
do balanco energético é de grande complexidade, envolvendo causas
multifatoriais, tais como fatores genéticos, neurais e endécrinos entre outros. O
metabolismo € um alvo muito importante para disfuncdo do controle do peso
corporal, incluindo os niveis de insulina na circulagdo (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 metabdlica no inicio da vida pré e/ou
perinatal, fato que se deve a altera¢cdes metabdlicas que induzem o individuo a
um desequilibrio nas vias centrais (orexigénicas e anorexigénicas) de controle

que regulam o balango enérgico (Vickers et al., 2000, Breier et al., 2001,

Plagemann, 2005, Krechowec et al., 2006, Armitage et al., 2008).

Alimentacdo rica em gordura interrompe o complexo equilibrio de
mediadores metabdlicos e enddcrinos, como leptina, insulina e glicocorticdides
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 subnutricéo
ainda hoje afeta inUmeros paises em todo o mundo, sendo os paises
subdesenvolvidos os principais alvos das consequéncias fisiopatoldgicas dessa
injuria (De Moura e Passos, 2005). Os efeitos da desnutricdo, como baixo

peso, menores reservas energéticas, dentre outros, vem sendo sobrepostos



nos ultimos anos pela obesidade (Batista Filho e Rissin, 2003; Siqueira,
Appolinarioet al., 2004; Hallal, Wells et al., 2005). Quando ocorrida no inicio da
vida, a subnutricdo é responsavel por programar permanentemente o individuo
para distarbios 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 hipotalamica (Berthoud e Morrison, 2008).
O ndcleo arqueado (ARC) € uma regido de neurbnios extremamente
importantes para o controle do peso corporal. No ARC, convergem a maioria
dos sinais nutricionais e hormonais da periferia. Esses sinais séo processados
e distribuidos para outros centros, em outras regides do cérebro que irdo
determinar comportamentos para manter o equilibrio do consumo e gasto de

energia (Williams, Bing et al., 2001).

O estado metabdlico 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 informacdo é repassada a
vérios alvos hipotalamicos de segunda ordem para que ocorram respostas
adequadas para cada situacdo metabdlica (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 S&o
encaminhadas e os sinais autondmicos s&o transmitidos por dois principais
componentes eferentes: Sistema Nervoso Simpético (SNS) que secreta
noradrenalina, agindo através dos receptores adrenérgicos e Sistema Nervoso
Parassimpético (SNP) que secreta acetilcolina que age através de,
principalmente, receptores muscarinicos, em varios tecidos da periferia,
incluindo o pancreas (Ashcroft e Ashcroft, 1992; Yamaguchi, 1992; Ahren,
1999). As eferéncias do SNA para as células beta pancreéticas desempenham
fungbes importantes na regulacdo da secregao de insulina, de maneira geral a
ativagcdo do SNP potencializa a secrecao de insulina estimulada pela glicose
(Gilon e Henquin, 2001) ao passo que o0 SNS inibe(Ahren, 2000).

H& décadas surgiram hipoteses de que os modelos de obesidade

genéticos e experimentais apresentam um desarranjo na atividade do SNA,



sendo 0 componente parassimpatico hiperativo enquanto o simpatico tem
atividade reduzida, o que explicaria a hiperinsulinemia e resisténcia periférica e
central a 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 interacdo entre os mecanismos centrais e periféricos. No
seu trajeto o nervo vago da origem a varios ramos que inervam a faringe e a
laringe, entrando na formagé&o dos plexos viscerais que promovem a inervagao
autondmica da maioria das visceras toracicas e abdominais (Guyton e Hall,
2006).

Como vem sendo mostrado através de varios trabalhos experimentais,
os modelos de obesidade mais comumente utilizados em laboratérios
experimentais séo, entre outros, os produzidos por inducdo de lesdes nas
células do ARC através de aplicagbes subcutaneas de monosodio L-glutamato
(MSG) durante os primeiros dias de vida do animal (Olney, 1969, Nascimento

Curi et al., 1991), os modelos por inducdo através de dietas rica em gorduras

(Howard, 2002, Prada et al., 2006) e por uma programacdo metabdlica pés-parto

através da superalimentacao da prole por reduzir o tamanho normal da ninhada

(Davidowa, Plagemann, 2000). Nosso laboratério vem mostrando, através da

medicao 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 subdiafragmatica. 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 laborat6rio nos
propomos aqui, a oferecer um curso que aborde um pouco a temética
envolvendo a etiologia da obesidade e os mecanismos de regulacdo de
secrecao de insulina e controle glicémico, os quais séo parametros metabdlicos

classicamente alterados em individuos obesos.



Objetivo

Discutir mecanismos fisiopatolégicos do desenvolvimento da obesidade
envolvidos na programacdo metabdlica e sua relagdo com a origem e
desenvolvimento da obesidade (DOHAD).

Metodologia

O curso oferecera préaticas experimentais utilizando ratos Wistar adultos (80
a 90 dias de vida), obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringéa 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 Maringé.

1. Inducdo de obesidade em modelos animais

1.1 Obesidade por Reducdo de Ninhada

A obesidade induzida por reducéo do tamanho normal da ninhada consiste
de uma reducgdo da ninhada para 3 filhotes, por mée lactante, para que o0s

mesmos tenham maior oferta de leite e, com isso, sejam superalimentados.

2 Procedimentos Cirdrgicos para Estudar o Envolvimento do SNA

2.1 Canulacdo 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 os 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 cénula deve ser



preenchida com solucdo de heparina a 10% (Liquemine®) diluida em salina
(0,9% de NacCl), para evitar a entrada de sangue e a consequente formacéo de

coagulos no seu interior.

z

Esse procedimento é realizado para executar um teste importante que
permite avaliar o controle glicémico em uma situacao pos-prandial.denominado

teste de tolerancia a glicose (ivGTT)

2.2 Teste de tolerdncia a glicose intravenosa (ivGTT — intravenous

glucose testtolerance)

Com o intuito de observar o controle glicémico, 0os animais seréo
submetidos ao ivGTT. Para a realizagdo do procedimento, sob anestesia via
intramuscular de  xilasina e quetamina (0,6mg+3mg/100g MC,
respectivamente), os ratos passaréo por uma cirurgia para a implantacdo de
uma cénula de silicone na veia jugular direita. A canula sera fixada nas costas
dos animais para evitar que o animal a rejeite. Para evitar o aparecimento de
coagulos, periodicamente a canula sera lavada com solucdo de salina
contendo heparina (50 Ul/mL). Depois de um dia da cirurgia os ratos seréo
submetidos a 12 horas de jejum. Sem qualquer anestesia, serdo retiradas
amostras de sangue (200 uL) através da cénula. Primeiramente serd retirada
uma amostra basal (tempo zero) e logo em seguida os animais receberéo,
também via cénula, uma carga de glicose correspondente a 2g/Kg de peso
corporal do animal. Aos 5, 15, 30 e 45 min seréo colhidas amostras de sangue

gue seréo posteriormente dosadas.

2.2.1 Dosagem dos niveis de glicose plasmatica

A determinacéo dos niveis plasmaticos de glicose sera realizada em aliquotas
de plasma (10 yL), por meio da utilizagdo de método enzimético colorimétrico da
glicose-oxidase por meio de espectrofotometria (Analisador bioquimico
semiautomatico, BIO 200FL, Bio Plus® S&o Paulo/SP, Brasil), utilizando kit
comercial (Gold Analisa®, Belo Horizonte/MG, Brasil). Os resultados seréo
expressos em mg/dL.

2.3 Isolamento de Ilhotas Pancreéticas




O isolamento de ilhotas pancreéticas se dard pela técnica de digestao
do pancreas com colagenase. No minimo, 3 animais por grupo serdo usados
para se isolar as ilhotas. Para testar a capacidade secretora das ilhotas, estas
serdo colocadas em placas para cultura de células, (4 ilhotas/pogo) serédo
previamente incubados por 1 h a 37 °C em 1 mL de solugéo Krebs-Ringer
[(mmol/L): NaCl, 115; NaHCOs3, 24;KCl, 1,6; MgCI6H.0, 1; CaCl,2H,0, 1; SAB,
15; e pH 7,4] contendo glicose a 5,6 mmol/L, oxigenada (0,,95% + CO,, 5%).
Em seguida o sobrenadante seré aspirado dos pogos e colocado 1 mL de uma
nova solugéo Krebs-Ringer contendo uma das diferentes concentragbes de
glicose [(mmol/L): 5,6; 8,3; 11,1; 16,7; 20,0 ou 24,0], e entdo novamente serao
incubadas por mais 1 h a 37 °C oxigenada (02,95% + CO2, 5%). Ao final da
incubacé@o o sobrenadante seré coletado dos pogos e congelado a -20 °C em
freezer (Freezer F250, Eletrolux®, Brasil) para a posterior dosagem de insulina

pelo método de Radioimunoensaio.
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1. INTRODUCAO

Herbicidas, em geral, agem como inibidores de enzimas que atuam em
vias metabolicas cujos produtos sdo essenciais para as plantas. As plantas
possuem mecanismos naturais para lidar com compostos estranhos
(xenobidticos) e podem apresentar tolerancia variada a eles. Com o0 uso
continuo, ocorre uma pressdo de selecdo que pode originar populacdes
resistentes ao herbicida. Mutacdes naturais ou induzidas pelos proprios
herbicidas podem acelerar este processo na presenca de uma pressdo de

selecéo.

1.1 Histérico

As pesquisas para producéo de herbicidas datam do inicio do século XX.
Entretanto, o primeiro sucesso comercial s6 foi obtido durante a segunda
guerra mundial, com o desenvolvimento do 2,4-D. Aplicado nas concentracdes
adequadas, este analogo sintético das auxinas naturais, promove a inibicdo do
crescimento em dicotiledoneas (plantas de folhas largas), permitido o controle
de plantas invasoras em culturas de cereais.

Nos anos 1950, a Atrazina foi langada e alcangou o grande sucesso que
tem ainda hoje. Banido da Europa em 2004, a Atrazina continua sendo um dos
herbicidas mais usados no controle de praga de cereais nos EUA e para
controle de pragas da cana-de-acUcar na Austrdlia. No Brasil a Atrazina
também € bastante utilizada em culturas como cereais, cana-de-acgUcar,
banana e sisal. As triazinas sdo inibidores do fotossistema Il, prejudicando a
fotossintese. Como os animais ndo dispdem de mecanismos fotossintéticos,
estes compostos néo deveria afetar os animais. No entanto, hoje em dia, sabe-
se que a Atrazina se acumula nos lencois freaticos e pode causar transtornos
endocrinolégicos em humanos, bem como em outros animais.

O glifosato foi introduzido na década de 1970. Ele é um inibidor da
enzima enolpiruvil chiquimato fosfato sintase, uma enzima da rota biossintética
dos aminoacidos aromaticos presente em todas as plantas, mas ausente nos
animais. Assim, o glifosato € um herbicida ndo seletivo de baixa toxicidade.

Seu grande sucesso advém do desenvolvimento de culturas resistentes ao



herbicida na década de 1990, o que permite a eliminacdo seletiva de plantas
daninhas.

Agindo de modo similar, inibidores da acetolactato sintase impedem as
plantas de produzir aminodcidos de cadeia ramificada. Como estes
aminoacidos sdo fundamentais para a sintese de proteinas a inibicdo de sua
sintese leva um grande numero de plantas daninhas & morte. Por outro lado,
muitas culturas de interesse comercial sdo eficazes na metabolizacdo destes
compostos, dai seu grande sucesso. Parte do sucesso se deve ainda as baixas
doses e toxicidade que esta classe de herbicidas apresenta. Entretanto, tem
sido demonstrado que a longa permanéncia destes herbicidas no solo pode
levar & fitotoxicidade nas culturas subsequentes. Além disso, os primeiros
casos de resisténcia foram relatados j& em 1990, menos de cinco anos apos o
seu langamento.

O clomazone foi o primeiro herbicida inibidor da biossintese de
carotenoides. Comercializado desde a década de 1960, os herbicidas desta
classe induzem a fotodegradag&o da clorofila devido a inibicdo da sintese de
carotenoides, que possuem papel fotoprotetor. A isoxaflutola € um pro-
herbicida cuja acdo ocorre ap0s sua conversdo espontanea em diquetonitrila
em agua, solo ou na propria planta inibindo também a sintese de clorofila.

As cicloexanodionas, também introduzidas na década de 1980 séo
herbicidas foliares que agem inibindo a acetil-CoA carboxilase, primeira enzima
comprometida com sintese de acidos graxos em plantas. Como estas enzimas
sdo distintas em monocotiledoneas e dicotiledoneas, as cicloexanodionas séo
herbicidas seletivos com baixa toxicidade para dicotiledoneas.

Em todos os casos, 0 uso de agrotoxicos tem promovido o surgimento
de plantas resistentes. A resisténcia € causada pela pressdo de selegcéo
promovida pelo uso prolongado de agrotéxicos que matam bidtipos mais
susceptiveis, mas permitem o desenvolvimento de progénies mais tolerantes.
Ao longo das geragdes, linhagens expostas ao herbicida geram progénies cada
vez mais resistentes, até ja ndo poderem mais ser controladas pelo herbicida.
Assim, o conhecimento do modo de agdo dos herbicidas, bem como dos
mecanismos de metabolizacdo e resisténcia é de grande importancia para

agronomos e agricultores, a fim de minimizar estes efeitos indesejaveis.



1.2 Principais Mecanismos de Ac¢ao

Os herbicidas inibidores da sintese de aminoacidos estdo entre os mais
importantes herbicidas atualmente comercializados, devido sua alta eficiéncia e
baixa toxidade, tendo boa seletividade em culturas de interesse econdmico. Os
herbicidas que atuam na inibicdo de aminoécidos arométicos e de aminoécidos
de cadeia ramificada atingem a membrana celular e o crescimento das plantas.
A denominacéo “inibidores da sintese de aminoacidos” é usada para se referir
a um conjunto de herbicidas inibidores da acetolactato sintase (ALS), inibidores
da enolpiruvil chiquimato fosfato sintase (EPSPS) e inibidores da glutamina
sintetase (GS).

Inibidores da ACC sdo também conhecidos como graminicidas, pois
controlam principalmente as plantas gramineas, perenes e anuais, em poés-
emergéncia. O mecanismo de acao apresentado € a inibicdo da enzima ACC,
impedindo a producdo de lipidios nas plantas suscetiveis. Com isso €
interrompida a formagdo de novas membranas celulares e o crescimento da
planta € paralisado.

Uma terceira classe de herbicidas estd relacionada com a inibicdo da
fotossintese. Os inibidores dos fotossistemas | e Il retiram elétrons da cadeia
de transporte de elétrons impedindo a sintese de NADPH e ATP (inibidores da
FSII). Além disso, promovem um aumento na producgdo de radicais altamente
toxicos para a planta. O caroteno é um pigmento responsavel, dentre outras
funcbes, pela protecdo da clorofila da foto-oxidag&o. Plantas tratadas com
herbicidas que inibem a sintese de carotendides apresentam branqueamento
dos tecidos fotossintéticos devido a destruicdo parcial da clorofila,
desprotegida. O acumulo de radicais livres também é marcante nestas plantas.

A protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) é uma enzima do cloroplasto
que atua oxidando o protoporfirinogénio para produzir a protoporfirina 1X
precursora da clorofila e de grupamentos heme. Herbicidas como os inibidores
da PROTOX apresentam baixo e ndo crescente niumero de plantas daninhas
resistentes o que pode estar relacionado ao modo de acgéo deste herbicida. Os
herbicidas inibidores da enzima PROTOX s&o importantes componentes no

manejo de plantas daninhas em diversas culturas agricolas como soja, feijao,



cana-de-acucar, algodédo, café, arroz e até mesmo nos processos de

reflorestamento (Wakabayashi e Boger.2002; Jablonkai, 2011)

1.3. ldentificando o mecanismo de ac¢do do glifosato através do acumulo

de chiquimato

A via do chiquimato € responsével pela biossintese de muitos &cidos
fendlicos, os quais desempenham inUmeras atividades bioquimicas em plantas,
como por exemplo, a¢des antioxidantes, antifingicas, mecanismos de defesa,
alelopatia e resisténcia. Sob condigbes normais de crescimento das plantas,
20% do carbono fixado flui através desta via metabdlica (Diaz, Bernal et al.,
2001). A via consiste de sete reagfes enzimaticas que se iniciam com a
condensacgdo de dois derivados de carboidratos, fosfoenolpiruvato (PEP) da
glicdlise e eritrose 4-fosfato (E4P) da via das pentoses fosfato, culminando com
a sintese de corismato (Figura 3). Este € o precursor comum na biossintese de
varios compostos arométicos, incluindo os aminoacidos triptofano, tirosina e
fenilalanina (Herrmann e Weaver, 1999), os quais séo utilizados na sintese de
proteinas ou convertidos, pelo metabolismo de fenilpropanoides, em diferentes
produtos secundarios.

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] (Figura 1) € um herbicida pos-
emergente de amplo espectro que inibe o crescimento de plantas daninhas e
de espécies cultivadas. Ele interfere na biossintese de aminoacidos aromaticos
através da inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase

(EPSPS), uma enzima da via do chiquimato.
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Figura 1. Estrutura quimica do glifosato [N-(fosfonometil) glicina].



A soja RR (Roundup® Ready) é caracterizada pela incorporagdo do gene
CP4-EPSPS, clonado de Agrobacterium sp, linhagem CP4, em seu genoma
(Padgette, Kolacz et al.,, 1995; Franz, Mao et al., 1997). Assim, a soja
transgénica codifica uma variante da EPSPS que possui baixa afinidade pelo
glifosato, conferindo a planta resisténcia a este herbicida, isto €, a atividade da
enzima se mantém independente da presenca do glifosato (Figura 2) (Shah,
Horsch et al., 1986; Padgette, Kolacz et al., 1995; Harrison, Bailey et al., 1996).
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Figura 2. Comparacédo entre planta convencional e tolerante ao glifosato, quanto a
conformacdo e atividade da EPSPS e sintese de aminoacidos, na presenca ou
auséncia do herbicida glifosato (BUCHANAN et al., 2000).

Desde 1996, pesquisadores do Laboratério de Bioquimica de Plantas
(BIOPLAN), da Universidade Estadual de Maringad (UEM), vém se dedicando
ao estudo da via do chiquimato. Dentre os principais trabalhos relacionados a
esta via metabdlica destacamos o desenvolvimento de um método de
diferenciagéo entre soja convencional e soja transgénica resistente ao glifosato,
para o qual patente foi requerida em 2008 (PI08005214; INPI). Em ambos os
estudos, foram avaliados os efeitos do glifosato sobre o teor de chiquimato de
raizes e folhas de soja convencional e transgénica. Os resultados indicaram um
acumulo de chiquimato nas plantas convencionais expostas ao herbicida, mas
ndo nas plantas transgénicas. Como dito anteriormente, a soja RR possui uma
variante da enzima EPSPS e, portanto, a via pode operar normalmente mesmo

na presenca do herbicida. Em plantas de soja convencionais a inibicdo da



EPSPS pelo glifosato conduz ao acumulo dos intermediarios metabolitos
localizados acima do ponto de inibicdo na via, dentre os quais o chiquimato
(Figura 3).

Soja RR Soja convencional
PEP + Eritrose 4-fosfato

paHPS || DAHPS
DAHP DAHP
DHQS u DHOQS
DHQ DHQ
DHQ/SDH u DHQ/SDH

DHCDHC
DHQ/SDH ll DHQ/SDH

Chiquimato Chiquimato ﬁacﬁmulo
cQ || co
CQPCQP

Glifosato CP4- E%S Glifosato

EPSPS

EPSPEPSP

cs ll cs
Corismato

Figura 3. Via do chiquimato em cultivares de soja convencional e transgénica
resistente ao glifosato. Como mostrado, a inibicdo da EPSPS de soja convencional
leva ao acumulo de chiguimato nessas plantas. A soja RR expressa uma variante da
enzima, CP4-EPSPS, que é insensivel ao herbicida, portanto, o acumulo de
chiquimato nédo é observado nessas plantas.

DAHPS - 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato 3-fosfato sintase

DHQS - 3-desidroquinato sintase

DHQ/SDH - 3-desidroquinato desidratase/chiquimato desidrogenase
CQ- chiguimato quinase

EPSPS — 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase

CS — corismato sintase



2. Metodologia

2.1. Procedimentos gerais

Germinacdo apd6s embebicdo de sementes em glifosato - Sementes de
soja (cultivar convencional BRS-232 e transgénica CD-215RR) seréo utilizadas
para a realizagdo dos experimentos. As sementes (num total de 400) ser&o
imersas em béquer contendo solucdo de glifosato 0.5 mM. Em seguida as
sementes serdo transferidas para papel Germitest CEL-060 e postas a
germinar em camara escura, a 25°C. Serdo confeccionados 8 rolos, de cada
variedade, contendo 50 sementes cada um. Apés 3 dias as raizes seréo
separadas, pesadas, e sofrerdo extragdes para quantificacdo de chiquimato.

Cultivo hidropdnico em solugéo nutritiva contendo glifosato - Sementes
de soja (cultivar convencional BRS-232 e transgénica CD-215RR) seréo
utilizadas para a realizacdo dos experimentos. As sementes serdo previamente
desinfetadas em solucdo de hipoclorito de sodio durante 3 min e, a seguir,
lavadas com agua deionizada. Apés este procedimento, as sementes serdo
depositadas, separadamente, entre duas folhas de papel Germitest CEL-060
umedecidas, as quais serdo enroladas e acondicionadas em béqueres contendo
um pequeno filme de &gua para manutencdo da umidade. Os rolos serdo
acondicionados em camara escura (Tecnal TE 400, Brasil) a 25°C. Apés 3 dias
de germinagao, plantulas uniformes seréo separadas para a montagem do
sistema experimental. Cada sistema experimental constara de um recipiente de
vidro, medindo 15 cm de altura e 9 cm de didametro, onde sera adicionada a
solugdo nutritiva. Dentro dele, encaixa-se uma placa de acrilico com 25
perfuracdes de 5 mm, que servira como suporte para as plantulas. Essa placa
também possui um orificio por onde passara uma mangueira sorolégica, ligada
a um compressor capaz de permitir aeracdo continua da solugdo nutritiva.

O sistema hidropdnico sera mantido em cadmara de germinacdo com
fotoperiodo de 12 horas, a 280 umol m? s™, com temperatura de 25° C e
umidade de 80%. Apds 24 horas de incubagdo as raizes serdo separadas,

pesadas, e sofrerdo extracdes para quantificacdo de chiquimato.



2.2. Extrag&o do chiguimato

Os tecidos vegetais (folhas e raizes) obtidos nos diferentes
experimentos (sistema hidroponico e embebigcdo) serdo macerados em gral
com HCI 0,25 M (1:3 peso/volume). As amostras seréo centrifugadas a 1200g

por 10 minutos e o sobrenadante separado para as andlises.

2.2. Quantificacdo cromatogréafica de chiquimato

As amostras extraidas dos tecidos vegetais das plantulas de soja serdo
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As amostras
serdo diluidas em fase movel, filtradas por meio de seringa adaptada a um filtro
com membrana de difluoreto de polivinilideno, de porosidade 0,45 um
(Millipore, USA) e injetada, com auxilio de uma seringa Microliter (Hamilton Co,
USA), em cromatdgrafo (Shimadzu, Jap&o), composto de bomba de alta
pressao (LC-10AD), injetor manual (Rheodine), detector UV-Vis (SPD-10A),
modulo de comunicagdo (CBM-101) e uma estagdo de trabalho (Class-CR10)
instalada num computador Pentium 166 Mhz. Uma coluna de fase reversa,
Shimpack GLC-ODS(M), de comprimento 150 x 4,6 mm, com particulas de
5 um, sera utilizada a temperatura ambiente, acoplada com o mesmo tipo de
pré-coluna (10 x 4,6mm) pré-lavada com metanol P.A. A fase moével sera
bombeada sob fluxo de 0,5 mL min™. Picos com seus respectivos tempos de
retencéo serdo comparados aos picos de padrbes de chiquimato injetados e
analisados, em condic¢é&o isocratica, a 220 nm. Uma curva padrédo baseada nas
areas dos picos ja foi efetuada usando conhecidas concentracfes (2 a 18 ug
mL™") de chiquimato. Essa curva padrdo sera utilizada para calcular a

concentragdo de chiquimato nas amostras.
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