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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Construcao de Novos Paradigmas de
Conhecimento” consiste de uma série de livros de publicacdo da Atena Editora.
Com nove capitulos o volume | apresenta uma vasta heterogeneidade de conceitos
e aplicacdes nas areas de Biotecnologia, Genética, Saude humana, Educagcao bem
como a importancia das condicbes ambientais que as espécies estdo inseridas.
No cenario atual de mudancas ambientais correntes e avangos tecnoldgicos é
extremamente importante o uso adequado de técnicas em cada area.

O E-Book foi dividido em nove capitulos que abordam estratégicas didaticas
usando praticas em campo para alunos da educacao basica. As aplicacdes
dessas praticas permitem os discentes observar por si préprios novos dominios do
conhecimento incluindo areas com conceitos complexo como em Ecologia. Esse
avanco possibilita a longo prazo que os alunos sejam participativos nas decisdes do
meio em que vivem. O tema sobre Saude humana se encontra em pauta trazendo os
aspectos nutricionais de adolescentes com e sem Sindrome de Down. Discussdes
importantes como obesidade e baixa ingestao de fibras realizada pelos jovens devem
ser elencados para uma educacéao alimentar desde os primeiros anos escolares.

As aplicacbes de técnicas adequadas de Biotecnologia sdo extremamente
importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas. Adicionalmente,
analises citogenéticas fornecem informac¢dées que s&o relevantes e direcionar
um correto aconselhamento genético familiar. O livro também traz publicagcbes
que contribui com avangos na area da medicina veterinaria, através da avaliacéao
macroscépica e microscopicamente de lesdes cranioencefalicas de caes e gatos.

Por fim, atividades humanas como construcéo de reservatérios sdo cada vez
mais frequentes em sistemas naturais, desta forma a avaliacdo das condi¢cbes
ambientais da variagao espacial é muito importante para conservacao das espécies.
Os estudos apresentados aqui, em portugués e linguagem acessivel, sdo de extrema
relevancia nas areas destinadas a saude humana, sociais, medicina veterinaria e
relacéo das espécies com ambiente englobando uma série de perguntas intrigantes
e também compreensivel a jovens cientistas.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 1

A BOTANICA COM FOCO NO OLHAR DE
ESTUDANTES DO ENSINO MEDIO DE UMA ESCOLA
ESTADUAL DE COMODORO - MT

Josefa Silva dos Santos

Mestranda do Programa de P6s-graduacéao

em Ensino de Ciéncias Naturais (PPGECN) da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT),
Campus Cuiaba.

Comodoro — MT.

Jucimar Silva dos Reis

Aluno do Programa de Mestrado Profissional em
Ensino de Biologia (PROFBIO) da Universidade
do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus
Tangara da Serra.

Comodoro — MT.

RESUMO: Este texto traz reflexdo sobre
o olhar de estudantes do Ensino Médio de
uma instituicdo educacional do municipio de
Comodoro—MT paraoReino Plantae. Aproducao
de dados foi realizada, dentre varias etapas de
planejamento de acdes, em aulas de campo
em uma reserva florestal, de carater publico-
privado, do municipio supracitado, envolvendo
turmas de 2° e 3° anos do Ensino Médio. As
atividades tinham carater exploratério e dirigido
e os estudantes fizeram registros fotograficos
de representantes do Reino Plantae presentes
na area estudada. Os registros fotograficos
feitos pelos estudantes fizeram parte da
producéo de cartazes, que foram expostos nos
murais da escola para a comunidade escolar e
visitantes. Nos registros feitos pelos estudantes,
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observam-se fotografias de representantes de
trés dos quatro grupos genéricos de plantas,
a saber: musgos e hepaticas (bridfitas),
samambaias e licofitas (pteridofitas), plantas
que produzem flores e frutos (angiospermas),
como, por exemplo, representantes de
Fabaceae, Melastomataceae e Passifloraceae.
Além disso, os estudantes registraram ainda
interagdes ecologicas das plantas com outros
seres vivos, como, por exemplo, herbivorias,
decomposicao, polinizacéo,
inquilinismo, competicdo, dentre outros. Nesse

mutualismo,

sentido, reiteramos que as atividades desta
estratégias
didaticas no processo de ensino e aprendizagem
das Ciéncias Naturais, sobretudo, nos estudos
da Botanica.

PALAVRAS-CHAVE: Botéanica. Estratégias de
ensino. Olhar discente.

natureza constituem grandes

THE BOTANIC WITH A FOCUS ON THE
STUDENT’S LOOK AT THE MIDDLE SCHOOL
OF A STATE SCHOOL OF COMODORO - MT

ABSTRACT: This text brings reflection on
the look of high school students from an
educational institution from the municipality of
Comodoro - MT to the Kingdom Plantae. The
data production was carried out, among several
steps of planning of actions, in field lessons in
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a forest reserve, of public-private character, of the mentioned municipality, involving
classes of 2nd and 3rd years of High School. The activities had exploratory and directed
character and the students made photographic records of representatives of the
Kingdom Plantae present in the studied area. Photographic records made by students
were part of the production of posters, which were displayed on school murals for the
school community and visitors. In the records made by the students, photographs of
representatives of three of the four generic groups of plants are observed: mosses and
hepatics (bryophytes), ferns and lyophytes (pteridophytes), plants that produce flowers
and fruits (angiosperms) for example, representatives of Fabaceae, Melastomataceae
and Passifloraceae. In addition, students also recorded ecological interactions of plants
with other living beings, such as herbivory, decomposition, pollination, mutualism,
tenancy, competition, among others. In this sense, we reiterate that the activities of this
nature constitute great didactic strategies in the teaching and learning process of the
Natural Sciences, especially in Botany studies.

KEYWORDS: Botany. Teaching strategies. Look student.

11 INTRODUCAO

Na escola e em sala de aula, especificamente, onde a relagdo professor-aluno,
por muitas das vezes, € desgastada, a participacéo dos estudantes como condi¢ao de
construcado de conhecimento e conquista da autonomia enquanto sujeito € refletida
como intrinseco de sua natureza (BORDENAVE, 1994).

Solé e Coll (2001) ressaltam que se aceitarmos que 0 ensino € exclusivo ou
fundamentalmente uma atividade rotineira, estatica, ndo precisariamos de teorias,
receitas e instrucbes, ensinar vai além. Ainda segundo os mesmos autores, as
teorias que necessitamos, enquanto educadores, como elemento estruturador, tem
dimenséao social no ensino a qual aludimos, no duplo sentido de que a educacéao
escolar € um projeto social que se corporifica e se desenvolve em uma instituicao
também social.

A forma como o conhecimento tem sido trabalhado ja ndo chama a atencéao
dos estudantes. Nesse sentido, se quisermos que eles participem politicamente
da sociedade, permitindo transformacdes da sua realidade, a mera reproducéo de
contetdos completamente burocratizados nao sera suficiente para as transformacgoes
desejadas (GANDIN; GANDIN, 1999).

As reflexdes feitas por Hardoim et al. (2010) apontam que a escola esta mais
preocupada em discutir a metodologia que deve ser utilizada para a transmissao de
contetdos do que discutir sobre a validade e pertinéncia dos conceitos classicos
que estdo presentes nos curriculos, dessa forma o professor acaba optando pela
reproducao do livro didatico adotado, mesmo que na pratica ele insira outras assuntos
gue evidenciam escolhas, opcdes e preferéncias sociais, culturais e ideoldgicas.

Partindo desses pressupostos, entendemos que ha necessidade de praticas
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pedagogicas que vao além do cotidiano escolar, marcado historicamente pela
transmissdo-recepcdo, praticas essas em que 0s conteudos cientificos sao
socializados como verdades imutaveis, intangiveis a questionamentos. Nesse
contexto, propomos uma atividade delineando esse viés envolvendo o0 ensino
de Botéanica, que segundo Esganzela et al. (2014), precisa motivar e propiciar
encaminhamentos didatico-pedagdgicos que busquem privilegiar praticas de ensino
que oferecam condi¢des de aprendizagem significativa, superando as tradicionais
do ensino de Biologia nas escolas.

Diante desse panorama, o presente estudo teve como objetivo analisar o olhar
de estudantes do Ensino Médio de uma escola do noroeste mato-grossense em
relacdo ao Reino Plantae, usando como estratégia didatica a aula de campo.

2 | PERCURSO METODOLOGICO

2.1 Natureza da Investigacao

A presente pesquisa tem um carater qualitativo (BOGDAN; BIKLEN, 1991;
SEVERINO, 2007), sobre a égide de um recorte de pesquisa-a¢ao. Segundo Thiollent
(1996), esta modalidade de pesquisa se caracteriza quando ha uma acgao por parte
de pessoas ou grupos observacao, além disso, € preciso que a a¢ao seja nao ftrivial,
que significa merecer uma investigacdo a ser elaborada e conduzida.

Ainda na pesquisa-acao, os pesquisadores desempenham um papel ativo
no equacionamento, na organizag¢ao, na investigacado em torno da concepcgéao, do
desenrolar e da avaliacdo da acao planejada. O autor supracitado considera que a
pesquisa-acao implica algumas estratégias metodoldgicas, tais quais, uma ampla
e explicita interacdo entre pesquisadores (professores) e pessoas implicadas na
situacao investigada (alunos), possibilitando ainda o aumento de conhecimento e/
ou nivel de consciéncia tanto dos pesquisadores quanto das pessoas ou grupos
investigados (THIOLLENT, 1996).

2.2 Contexto Da Pesquisa E Participantes Da Investigacao

Apesquisa foi realizada no final da estagdo chuvosa, no municipio de Comodoro,
situado no noroeste de Mato Grosso, a cerca de 650 km da capital do Estado, que
apresenta uma area de 21.743,362 km?, com uma populacao de 19.702 habitantes
(SANTOS; GUARIM NETO, 2017). A proposta de investigacao foi o desenvolvimento
de aulas de campo com turmas do Ensino Médio em uma reserva legal, constituida
de areas particulares e municipais, localizada na seguinte coordenada geogréfica:
latitude sul -13° 39°43,47” e longitude oeste de -59° 46’ 07,27” (Figura 1).
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Figura 1 — Fragmento florestal onde foram realizadas as atividades de campo.
Fonte: Adaptado do Google Earth (2018).

A pesquisa delineada envolveu estudantes da Escola Estadual Dona Rosa
Frigger Piovezan. Ainstituicdo atende, atualmente, o ciclo final do Ensino Fundamental
(Il ciclo, primeira, segunda e terceira fase) e o Ensino Médio, desenvolvendo
atividades educativas nos periodos matutino, vespertino e noturno. Conta com 840
estudantes regularmente matriculados para o ano letivo de 2018, destes 418 estéao
com matricula ativa no Ensino Médio (dados obtidos pelos servidores na secretaria
da instituicdo escolar).

O Ensino Médio desta unidade escolar esta distribuido em 16 turmas, sendo 7
turmas de 1° anos, 5 turmas de 2° anos e 4 turmas de 3° anos. No entanto, delimitou
como amostra para o presente trabalho apenas as turmas de 2° e 3° anos, visto
gue nos planejamentos anuais destas séries ja contemplavam o estudo do Reino
Plantae.

2.3 Etapas da Investigacao

Como ressaltam Viveiro e Diniz (2010), a atividade de campo nao consiste
somente na saida de campo propriamente dita, mas sim todo o processo de
planejamento, execucao, exploracdo de resultados e avaliagdo das atividades
desenvolvidas, abaixo seguem as etapas delineadas pela presente pesquisa:

1) Foi realizada uma visita, pelo professores-pesquisadores, a reserva florestal
a fim de reconhecer e demarcar alguns aspectos que iriam ser explorados na aula
de campo. Este reconhecimento do local estd de acordo com as orientagdes de
Krasilchik (2009), para quem a visita ao local escolhido para o trabalho de campo
€ relevante para evitar algumas surpresas inesperadas. Nesta etapa, pediu-se
autorizacao informal dos locatarios da reserva em questéo.

2) Na etapa de planejamento das ac¢des da pesquisa, foi solicitado uma
autorizacdo dos responsaveis pelos estudantes para a realizagcdo das atividades
de aula de campo, bem como a utilizagdo dos registros fotograficos dos mesmos.
Ainda nos primoérdios das atividades de planejamento, a Coordenacéo Pedagodgica
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da escola foi informada das atividades e solicitada a contribuir com acdes de ensino.
Em sala, previamente, os alunos foram divididos em pequenos grupos. Na sequéncia,
os professores-pesquisadores trabalharam um roteiro de estudo que objetivava uma
atividade sobre modelagem matematica e uma rapida identificacao dos quatro grupos
convencionais do Reino Plantae, a saber; britfitas, pteridofitas, gimnospermas e
angiospermas. A modelagem matematica trabalhada é, inclusive, uma das propostas
de intervencéo pedagogica da Pr6-Escola Formagao na Escola — PEFE.

3) In locus, os grupos exploraram, sob a mediacdo dos professores-
pesquisadores, a area de estudo. Inicialmente, a atividade caracterizou-se como
estudo exploratério, momento em que os alunos participantes dirigiram registros
fotograficos aos seres vivos presentes no espago, com énfase no Reino Plantae.

4) Em seguida, cada grupo de alunos escolheu, na area de estudo, uma
local para delimitacdo de quadrantes 2x2 (DURIGAN, 2004) para a realizacéo da
modelagem matematica (célculo simples de densidade de plantas) e identificacao
dos grupos de plantas ocorrentes no quadrante.

2.4 Producao e Analise de Dados Da Investigacao

Levando em consideracdo que a modalidade da pesquisa delineada aqui é
um recorte de uma pesquisa-a¢ao, os seus dados foram analisados segundo as
observacbes e inferéncias dos professores-pesquisadores que planejaram e
conduziram as atividades em campo. Para captar a percepcédo dos estudantes em
relacéo aos representantes do Reino Plantae, as fotos registradas por eles foram
analisadas e perfazem parte dos dados do trabalho, para além das observagdes
realizadas pelos pesquisadores, caracterizadas como observagoes participantes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo das atividades em campo, os grupos dirigiram seus olhares aos
representantes do Reino Plantae, realizando varios registros fotograficos (Figura 2;
Figura 3).
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Figura 2 — Registros de representantes do Reino Plantae sob a 6tica de estudantes do Ensino
Médio da Escola Estadual Dona Rosa Frigger Piovezan.

A: Herbivoria do tipo galha registrada em folha de angiosperma; B: Herbivoria
do tipo mina em folha de angiosperma; C: Samambaia do género Pityrogramma
registrada nas margens da Estacdo de Coleta de Aguas; D: Flor de uma planta da
familia Fabaceae; E: Domacea aberta de Melastomataceae abrigando formigas em
relacdo de mutualismo; F: Licéfita registrada na borda do fragmento; G: Comunidade
formada por musgos e liquens; H: Herbivoria em folha de angiosperma; I: Fruto aberto
evidenciando os 6vulos fecundados (sementes); J: Gema apical de angiosperma; K:
Frutos do género Pera; L: Musgos vivendo em tronco de arbusto; M: Fruto aberto
evidenciando sementes aladas; N: Frutos imaturos do tipo legume.
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Figura 3 — Registros de representantes do Reino Plantae sob a 6tica de estudantes do Ensino
Médio da Escola Estadual Dona Rosa Frigger Piovezan.

A: Domacea de Melastomataceae; B: Flores de angiospermas; C: Modificacoes
foliares em angiospermas; D: Hepaticas registradas sobre o solo; E: Flor de
angiospermado género Passifloraevidenciando as estruturas reprodutivas masculinas
e feminina; F: Samambaia epifita da familia Aspleniaceae; G: Herbivoria do tipo galha
registrada em folha de angiosperma; H: Flor do género Clitoria registrada na borda
da trilha; I: Corte histolégico evidenciando a estrutura masculina (filete e antera)
e feminina (estilete e estigma); J: Pequeno fragmento populacional de bridfitas;
K: Flores de angiospermas; L: Liana de Passiflora no interior da mata; M: Ovulo
ampliado de uma angiosperma (visto em “microscopio de dedo” levado a campo por
um aluno participante da pesquisa); N: Grao de pdélen de uma angiosperma (visto
em “microscépio de dedo” levado a campo por um aluno participante da pesquisa).

Nas figuras acima, pode-se perceber que cada aluno, por si sO, conseguiu
captar elementos particulares do meio. Nesse sentido, compartilhamos das reflexdes
de Viveiro e Diniz (2009), para quem as aulas de campo permitem o contato direto
dos estudantes com o meio ambiente, possibilitando que estes interagem com
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situacdes reais. Dessa forma, ao agucar a curiosidade e os sentidos, permitem que
os estudantes confrontem teoria e pratica. De acordo com Krasilchik (2009), as
aulas de campo sao elementos obrigatdrios no processo de ensino-aprendizagem
de Biologia, visto que possibilita que os estudantes reconhegam o ambiente em seus
aspectos fisicos e ambientais.

Além de aspectos do Reino Plantae, os alunos também dirigiram sua percepg¢ao
a outros seres vivos ocorrentes na area, tais como hexapodes, fungos, algas,
associacdes mutualisticas, dentre outros (Figura 4).

Figura 4 — Registros de outros aspectos biolégicos sob a ética de estudantes do Ensino Médio
da Escola Estadual Dona Rosa Frigger Piovezan.

A: Cogumelo em formato de calice registrado no interior da mata; B: Fungo
negriscente registrado em tronco de arvore em decomposicdo; C: Formigueiro
escondido na serrapilheira; D: Individuo do Filo Arthropoda, da Classe Insecta; E:
Restos mortais de uma borboleta; F: Fungo redondo em tronco em decomposicao;
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G: Fungo liquenizado; H: Fungo sapréfago; I: Liquens incrustados; J: Tronco
evidenciando a biota de liquens; K: Fungo saprofago atuando sobre a serrapilheira;
L: Cérrego Cascalheira com destaque para as algas pardas no espelho d’ agua.

As fotografias registradas pelos estudantes foram expostas a comunidade
escolar e visitantes, através da producéo e exposicao via cartazes, inserindo-se na
proposta de um dos projetos desenvolvidos pela escola, intitulado “Jornal Mural”,
gue visa, em linhas gerais, promover nos alunos uma postura mais critica diante da
realidade, o trabalho em equipe e leitura. Na produc¢éo dos cartazes pelos grupos,
os professores-pesquisadores orientaram os estudantes a utilizarem conhecimentos
sobre classificacao biol6gica, nomenclatura cientifica e suas regras, conteudos estes
que faziam parte do planejamento executado no bimestre anterior.

Segundo Viveiro e Diniz (2009), as aulas de campo constituem importantes
ferramentas para o ensino de Ciéncias, pois permitem a exploracdo de uma enorme
diversidade de conteudos e a motivacao dos educandos, além de propiciar o contato
e interacdo direta com o0 ambiente e uma melhor compreensao de fendmenos que
ocorrem na dinamica do meio. Elas ainda envolvem os alunos com situagdes reais,
confrontando teoria e pratica, estimula a curiosidade e aguca os sentidos.

Nessa perspectiva, ainda segundo os mesmos autores, as aulas de campo
permitem que o estudante se sinta protagonista de seu processo de ensino, que &
um elemento ativo, ndo mais um mero receptor de informa¢des (VIVEIRO; DINIZ,
2010).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Com bases nos resultados observados, percebemos que os estudantes, em
sua maioria, se mostraram envolvidos com as atividades propostas no processo de
ensino-aprendizagem, que é condi¢cao fundamental na construgao do conhecimento.
E importante reiterarmos a abertura para o processo de autonomia dos estudantes
no desenvolvimento das atividades realizadas, que embora tivessem alguns
aspectos dirigidos e/ou orientados pelos professores-pesquisadores, os estudantes,
na maioria das situagcdes, foram autbnomos em perceber, registrar e apontar os
mais diversos aspectos bioldgicos do meio em estudo. Neste sentido, o trabalho
desenvolveu atitudes conceitual, procedimental e atitudinal dos educandos.

Dos aspectos importantes das atividades realizadas foi a participacédo dos
estudantes do periodo noturno, tendo em vista, que a maioria caracteriza-se como
estudante-trabalhador, e a incluséo de estudantes com deficiéncia (Pessoas com
Deficiéncia — PcD).

Outro aspecto relevante que merece ser enfatizado foi a melhoria na relagao
professor-aluno e, no que tange ao aprendizado, percebemos que os estudantes
mostraram maior interesse e participacédo na disciplina de Biologia, pds-atividades
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desenvolvidas.

Devido os bons resultados observados, destacamos que tais atividades deviam
ser implantadas e implementadas nas praticas pedagdgicas desenvolvidas pelas
instituicbes de ensino com mais frequéncia, seja qual for a disciplina ou area do
conhecimento.
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RESUMO: Uma dieta balanceada é essencial
para o crescimento e manutencédo da saude e
pode trazer beneficios ainda mais importantes
para criancas e adolescentes com Sindrome
de Down (SD). N6s objetivamos comparar o
estado nutricional e os componentes da dieta
de dois grupos de criangas e adolescentes com
e sem a SD. Método: Estudo caso-controle
no Hospital das Clinicas de Botucatu, 2017-
2018, com avaliacdo nutricional, entrevista e
recordatorio alimentar de 24 horas de trés dias
consecutivos. Grupo Caso: com SD; e Grupo
Controle: sem SD. Os dados antropométricos
e posterior classificacdo. O software NutWin
e a Dietary Reference Intake foram utilizados
para avaliar e classificar a adequagao dos
nutrientes da dieta de acordo com sexo e idade.
A andlise estatistica foi realizada. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa.
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Resultados: Os grupos consistiram de 39 e 37 incluidos; a idade média foi 68 e 50
meses (44,3 e 46,4 dp), respectivamente. Diferencas estatisticamente significantes
foram encontradas quanto a ingestado de vitamina C e vitamina A, ingestao de proteina,
lipidio, ferro e zinco, deficientes no grupo controle. O consumo de fibra foi baixo em
ambos grupos. Obesidade e sobrepeso foram 23% e 30% nos grupos caso e controle,
respectivamente, sem diferengas significantes entre os grupos. Apetite reduzido,
aversao alimentar e alergia tiveram maior frequéncia no grupo controle. Conclusao:
a adequacgao nutricional foi melhor no grupo com a SD. Sobrepeso e obesidade em
ambos 0s grupos séo preocupantes, assim como a baixa ingesta de fibras.
PALAVRAS-CHAVE: Dieta, Alimento e nutricao; Sindrome de Down; Criancgas;
Adolescentes.

ABSTRACT: A well-balanced diet is essential for growth and health maintenance and
it can bring even more important benefits for children and adolescents with Down
Syndrome (DS). We objective to compare nutritional status and dietary components
between two groups of children and adolescents either with or without DS. Method:
Case-Control study was conducted in Botucatu Clinics Hospital, 2017 and 2018.
The study was approved by the Research Ethics Committee. Subjects either with or
without DS in two Groups. Case group: 39 subjects, children and adolescents. Control
Group: 37 subjects, paired sample matched for age and sex. Clinical and nutritional
assessment and 24-hour food recall with three-consecutive day dietary records, using
NutWin software and Dietary Reference Intake to evaluate diet components and nutrient
intake. Statistical analysis were performed. Results: Mean age of 68 and 50 months,
respectively in the groups. In diet, vitamin C and vitamin A, is larger and more adequate
to intake in the SD group. They were also significantly differences in the intake of
proteins, lipids, iron and zinc (deficit in the control group). Fiber intake was low in both
groups and worse in the control group. The diagnoses of obesity and overweight was
23% and 30% in both groups. Reduced appetite, food aversion and allergy were
reported more often in the control group. Conclusion: Nutritional adequacy of nutrient
intake was better in the DS group. Overweight and obesity in very early age are a
matter of concern and it is a reality in childhood and adolescence these days.

KEYWORDS: Diet, Food and Nutrition; Down Syndrome; Children; Adolescents.

11 INTRODUCAO

O Brasil, nos ultimos 60 anos, sofreu transicées importantes no pais, sendo uma
delas a nutricional, decorrente de um conjunto de mudancas nos padroes de consumo
dietético junto a outros tipos de mudancas econémicas, sociais, demograficas e
relacionadas a saude (FRANCA et al., 2012). Durante as décadas de 70 e 80 a
taxa de desnutricdo no Brasil decaiu significantemente; em contrapartida, houve um
aumento expressivo do sobrepeso/obesidade que se tornou um quadro epidémico

no pais e contribuiu com o aumento das doencas crénicas ndo transmissiveis.
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A obesidade é uma das doencgas crénicas nao transmissiveis, considerada
como um dos principais fatores de risco responsaveis pela maioria das mortes
e doengas no mundo (COUTINHO et al., 2008). E caracterizada pelo actimulo
excessivo de tecido adiposo localizado em todo corpo (LIMA et al., 2004), podendo
ter uma causa multifatorial. Um dos fatores associados aos indices elevados de
obesidade na populagao é a participacéo crescente na alimentagao de gorduras em
geral, alimentos industrializados ricos em agucar e sédio e, a redu¢do no consumo
de cereais, leguminosas, frutas, verduras e legumes (COUTINHO et al., 2008).

A industrializacdo dos alimentos tem sido apontada como uma das principais
causas do aumento de densidade energética da dieta, sendo responsavel pela
epidemia de obesidade tanto quanto a elevacdo da quantidade de alimentos
consumida, ou pela combinagao dos dois, associada a outros fatores na alteracéao
dos habitos de vida das criangas, como por exemplo um maior sedentarismo
(MENDONCA & DOS ANJOS, 2004).

As criancas bem como os adultos ao consumirem mais alimentos
industrializados e menos frutas, legumes e verdura in natura, apresentam também
uma inadequacdo de ingesta de micronutrientes, fator também contribuinte
para a obesidade, pois ha evidencias que muitos dos micronutrientes dietéticos
tém importante funcédo nos processos metabdlicos e enddcrinos, e que seriam
controladores do excesso de peso. Assim, criancas e adolescentes devem ter uma
dieta balanceada e habitos alimentares saudaveis, para que os niveis de macro e
micronutrientes estejam equilibrados e levem a uma melhor qualidade de vida e a
um adequado estado nutricional (LEAO & SANTOS, 2012).

As criangas com sindrome de Down (SD) apresentam necessidades nutricionais
especificas decorrentes das alteracbes em seu organismo que s&o inerentes a
condicdo genética, como alteracdes digestivas, de mastigacéo e degluticao, podendo
levar de forma mais habitual deficiéncias nutricionais se ndo houver uma adequada
orientacéo e vigilancia sobre sua alimentacdo (AQUINO, 2013a). Essas alteracées
nutricionais podem, ao longo da vida, resultar em maior tendéncia a obesidade e a
constipacéo intestinal cronica quando comparados a criangas sem a sindrome.

Desta forma consideramos importante a avaliagdo criteriosa da alimentagao
e das necessidades nutricionais especificas de criancas e adolescentes com
a SD, considerando seu estado nutricional e a composicéo dietética de macro e
micronutrientes, a fim de conseguir orientar, de forma eficiente, uma alimentagao
mais equilibrada buscando garantir a ingestédo diaria adequada para cada idade e
sexo.

Assim o presente estudo teve como objetivo avaliar o estado nutricional e a
composicao da dieta de criancas e adolescentes com e sem a Sindrome de Down
em seguimento ambulatorial no Hospital das Clinicas de Botucatu.
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2| METODO

Ap6s a aprovacdo pelo Comité de Etica da FMB-UNESP (N° CAAE
62014216.0.0000.5411/2017) foi iniciado o estudo do tipo Caso-Controle, com
coleta de dados primérios, avaliacdo nutricional e avaliagdo clinica realizadas nos
ambulatérios de puericultura e pediatria genética do Hospital das Clinicas de Botucatu
(HCFMB). Os dados para o presente estudo foram obtidos no periodo de janeiro de
2017 a abril de 2018. O grupo “caso” consistiu de criangcas e adolescentes com a
SD e, o grupo “controle” de amostra pareada por sexo e diade sem o diagnéstico da
SD. Em ambos os grupos houve o consentimento dos responsaveis em participar do
estudo com assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foi realizada entrevista com os pais/responsaveis dos incluidos com coleta de
dados primarios por meio de protocolo de pesquisa previamente estruturado. Para
a avaliagdo da dieta foi aplicado o recordatério de 24h de trés dias consecutivos
anteriores a consulta (BUZZARD, 1998), com ao menos um dia de final de semana
e a avaliacao da quantidade de nutrientes a partir do referido foi calculada com o
uso do Programa de Apoio a Nutricdo — NutWin [software] (ANCAO et al. 2002) e,
classificada em adequacéao, déficit ou excesso de acordo com o nutriente e faixa
etaria segundo o Dietary Reference Intakes (DRIs), preconizadas pelo National
Research Council (2000,2001 e 2002).

A avaliacao clinica foi realizada por meio da antropometria (afericdo do peso e
estatura) no dia da aplicacdo do protocolo de pesquisa e recordatorio de 24 horas.
O diagnoéstico nutricional foi realizado segundo os padrées estabelecidos pela OMS
de 2006 e os valores de % IMC e z-escore IMC, determinados por meio do software
WHO AnthroPlus ou WHO Antrho (WHO, 2009) para ambos os grupos, afim de que
fosse possivel a comparacgao entre eles.

O Banco de Dados foi digitado em planilha elaborada no Programa Excel 2007
e foram realizadas analises estatisticas com nivel de significancia utilizado de 5%
(FISHER, 1993). Para comparacéao entre os grupos foram utilizados os testes Qui-
quadrado e, o teste ndao paramétrico de Mann-Whitney.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos 37 criangas e adolescentes nos grupos caso e controle. No
grupo caso a idade da populacéo foi variavel entre 2 meses e 14 anos de idade,
sendo que 18,9 % eram menores de 1 ano; 54,0% entre 1 e 5 anos e 21,6% entre 5
e 10 anos de idade, neste grupo 5,4% eram adolescentes; ja no grupo controle as
idades variaram de 3 meses a 14 anos de idade, sendo que 5,4% eram menores de
1 ano, 43,2% entre 1 e 5 anos e 35,1% entre 5 e 10 anos de idade, adolescentes
foram 16%. Nao houve diferencia estatistica significante quando comparadas as
idades entre os grupos.
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O grafico 1 mostra distribuicdo por sexo dos grupos, sem diferenga estatistica

Caso Controle

entre eles (p=0,40).
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Gréfico 1. Distribuicao de sexo segundo grupos do estudo (p=0,4).

A tabela 1 apresenta as condicbes de nascimento, aleitamento materno e
habitos alimentares, comparando os dois grupos do estudo.

A média de tempo de aleitamento foi de 6,5 meses no grupo caso e 7,2 meses
no grupo controle e, a introdugao dos novos alimentos no grupo caso teve média de
6,2 meses, e variagdo entre 3 e 12 meses, sem diferenga estatistica com o grupo
controle (média de 6,56 meses).

Os dados de baixo peso ao nascer e prematuridade encontrados em nosso
estudo, principalmente no grupo com SD superam o0s percentuais nacionais.

A prematuridade e o baixo peso ao nascer estdo associados com os elevados
niveis de mortalidade infantil mundialmente, representando uma taxa de 70% dos
Obitos relatados. O baixo peso ao nascer pode influenciar tanto o crescimento quanto
o desenvolvimento da crianca, além de incremento no risco de desenvolvimento de
doencas na fase adulta (PEDRAZA et al., 2014). No Brasil a taxa de prematuridade
ao redor de 11,5%, é um valor que se aproxima do dobro se comparado a paises
desenvolvidos como a Inglaterra (BRASIL, 2018), dados que geram preocupacao
com a saude dos prematuros e que demonstra maior atencéo ao cuidado pré-natal
através de acgdes no setor publico no pais.

O aleitamento materno deve ser estimulado e apoiado a acontecer de forma
exclusiva até os seis meses de idade e complementar até os dois anos de idade, pois
além de fatores emocionais a mae e a crianga, como a criagdo de um maior vinculo,
também é benéfico para a saude fisica da diade, diminui a incidéncia de doencas
infecciosas, autoimunes e os riscos para diversas doencas durante a infancia e a
fase adulta (GARTNER et al., 2005; PEREIRA et al.,2010).
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Grupo

Caso Controle
Variaveis N % N % p
Baixo Peso 16 43,2 7 18,9 0,02
Prematuridade 12 32,4 6 16,2 0,10
Gestacédo Unica 37 100 35 94,5 0,15
Parto Cesarea 20 54,0 29 78,3 0,03
Ma formagdo ao 13 35,1 8 21,6 0,20
nascimento
Cardiopatia atual 20 54,0 1 2,7 <0,0001
Doenca atual 23 62,1 9 24,3 0,001
Internac&o neonatal 19 51,3 16 43,2 0,48
Internagéo primeiro 1 56,7 14 37.8 0,10
ano
TSH alterado no
teste de triagem 4 10,8 2 5,4 0,39
neonatal
Aleitamento 21 56,7 21 56,7 1,00
exclusivo
Introducéo alim.
complementar 20 56,4 28 75,6 0,04
adequado
Rejeicédo alimentar 24 64,8 30 81,0 0,12
Aversao alimentar 1 2,7 12 32,4 0,001
Habito intestinal 12 30.4 10 27.0 0,61

nao adequado

Tabela 1 — Distribuicao nos dois grupos do estudo quanto as condigbes de nascimento,
internacoes, aleitamento materno e alimentagéo, habito intestinal, Botucatu/SP, 2017-18.

Houve no Brasil, um aumento da duragao do aleitamento materno, de acordo
com o Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF) em 1974 o aleitamento
exclusivo ocorria em média por dois meses e meio sendo que em média apenas 2%
das criancas com seis meses de idade recebiam de forma exclusiva o leite materno,
enquanto que em 2006 este indice subiu para 39% (WHO, 2001). Cerca de 40% das
criangas brasileiras recebem aleitamento materno exclusivo até os seis meses de
idade e, de forma complementada 50% recebem o leite materno até os doze meses
(BRASIL, 2009).

Nos dois grupos do estudo o aleitamento materno exclusivo teve indices
semelhantes, e, apesarde essesresultados ainda estarem aquémdasrecomendacgdes
internacionais (WHO,2001), eles se mostraram superiores aos encontrados na
pesquisa realizada na campanha de vacinagdo de 2006 no Brasil, e sinalizam a
qualidade da producdo do cuidado a crianga assistida, particularmente quanto as
acOes de promocao, protecédo e apoio ao aleitamento materno (BRASIL, 2008).
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Apés o aleitamento exclusivo por seis meses deve ser introduzida de forma
lenta e gradual a alimentacdo complementar, introduzindo alimentos variados,
seguindo as quantidades e consisténcia recomendadas a cada faixa etaria (BRASIL,
2013).

E durante a fase de introdugédo a novos alimentos da dieta que os habitos
alimentares sédo construidos, sendo assim, € de extrema importancia que os pais e 0s
profissionais de saude ajudem as criangas a desenvolverem habitos saudaveis, que
durante esse processo devem apresentar alimentos variados, para que no futuro, as
criangas e os adolescentes consumam diferentes alimentos e de forma equilibrada,
nao apenas baseado em suas preferencias alimentares, como no caso dos pré-
escolares, que costumam consumir alimentos ricos em carboidratos, gorduras, agucar
e sal e tem um baixo consumo de alimento rico em fibras, como frutas, legumes e
verduras, o que pode favorecer a obesidade e/ou problemas relacionados ao bom
funcionamento do trato gastrointestinal (RAMOS & STEIN, 2000).

Em nosso estudo os resultados mostram uma boa introdugcé&o dos alimentos,
em idade adequada, melhor no grupo controle (p=0,04) e baixa aversao e rejeicao
no grupo de criangcas com a SD, indicando talvez uma maior preocupacao dos pais
e dos profissionais de saude com a alimentacdo destas criangas, 0 mesmo nao
ocorrendo do grupo controle, com alta frequéncia de aversao e rejeicao alimentar
(este estatisticamente significante, p=0,001), sendo as aversbes, em sua grande
maioria a alimentos de origem vegetal.

Esta maior preocupacao com a alimentacao das criancas e adolescentes com a
SD pode ser decorrente do fato destes terem nascido prematuros e com cardiopatia,
além do fato do relato dos pais/responsaveis destes terem alguma doenca atual.

Apesar de ndo ser significante a diferenca entre os dois grupos quanto a
presenca de habito intestinal ndo adequado, este fato é decorrente de uma ingesta
dietética pobre em fibras, muito ruim nos dois grupos, porém ainda pior no grupo
controle, como mostrado na tabela 2 a seguir.

De acordo com a analise feita sobre a dieta das criancas e adolescentes, no
grupo controle verificou-se 0 consumo em excesso de calorias (51,3%) (média de
1358 kcal/dia), carboidratos (67,5%) (média de 175 g/dia) e lipidios (48,6%) (média
de 46 g/dia) e um déficit de proteinas (59,4%) (média de 57,46 g/d) e de fibras (89,1%)
(média de 10,97 g/dia). Enquanto que no grupo com a SD verificou-se 0 consumo em
excesso de calorias (61,5%) (média de 1232,4 Kcal/d), carboidratos (48,7%) (média
de 160,2 g/d), lipidios (46,1%) (média de 40,5 g/d) e proteinas (64,1%) (média de
55,4 g/d) e, o déficit de fibras (66,6%) (média de 15 g/d), sendo entre os grupos a
diferenca significante para a ingestéo de fibras (tabela 2).
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Grupo caso Grupo controle P
Variavel Mediana 1° quartil | 3° quartil | Mediana | 1° quartil | 3° quartil
Caloria 1259,8 937,1 1442,4 1297,3 999,7 1529,1 | 0,500
Proteina 61,4 38,9 69,5 53,6 35,8 64,5 0,490
Carboidrato 156,4 109,6 206,8 172,6 141,3 209,5 0,480
Lipidios 39 32,6 45,5 42,6 29,1 55,9 0,410
Fibras 13,1 9 20 9,8 5,6 15,1 0,020

Tabela 2. Mediana, 1° e 3° quartil, referentes as variaveis de macronutrientes segundo grupos,
2017-18, Botucatu/SP.

Ha alguns estudos como de Aquino (2013b) comprovando que criancas e
adolescentes com a sindrome de Down possuem uma maior propensao a obesidade
ainda durante a infancia, e isso pode ocorrer, além do fato da baixa estatura,
caracteristica da SD, também devido a uma dieta inadequada e desbalanceada em
macronutrientes, com consumo em excesso de alimentos ricos em carboidratos.

Quanto ao consumo de micronutrientes na dieta dos incluidos no grupo
controle, verificou-se o consumo adequado de Zinco (67,5%) (média de 7,34 mg/
dia) e vitamina C (59,4%) (média de 64,98 mg/dia) e um déficit de ferro (51,3%)
(média de 9,41 mg/dia) e de vitamina A (67,5%) (média de 446,38 mcg/dia). Quando
considerada a dieta das criancas e adolescentes com a SD a ingestao de ferro foi
adequado (69,2%) (média de 9,6 mg/d) e foi verificada uma dieta com déficit zinco
em criancas acima dos 5 anos de idade. Houve diferenca significante na ingestao
de vitamina C e de vitamina A, sendo maior e mais adequada no grupo das criang¢as
com a SD, como mostra a tabela 3.

A ingestao adequada dos micronutrientes € um ponto muito importante para o
adequado crescimento e desenvolvimento de criangas e adolescentes, uma vez que
a multideficiéncia de minerais pode acarretar aumento na suscetibilidade a infec¢des,
afetando a eficacia de intervencdes terapéuticas. Para criancas com a sindrome de
Down essa preocupacao é ainda maior, sendo recomendada uma maior atencao
no consumo de zinco e selénio, minerais que tém efeito antioxidante, sendo esses
nutrientes adquiridos por meio da alimentagcdo (AQUINO, 2013b).

Variavel Grupo caso Grupo controle b
Mediana 1° quartil 3° quartil | Mediana | 1° quartil | 3° quartil

Zinco 8,4 5,8 9,8 6,4 4,2 8,6 0,100

Ferro 9,3 6,8 11,2 9 6,2 11 0,660

Vitamina C 103,3 46,9 137,9 50,5 18,4 77 0,007

Vitamina A 486,4 288,5 959 291,3 171,7 507,1 0,008

Tabela 3. Mediana, 1° e 3° quartil, referentes as variaveis de micronutrientes segundo grupos,
2017-18, Botucatu/SP.

Quanto a classificagdo dos dados antropométricos e o estado nutricional das
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criangas dos grupos do estudo é relevante a porcentagem de diagnésticos de risco
de sobrepeso, sobrepeso e obesidade que somados resultam em 40,5% em ambos
0s grupos, valor proximo ao encontrado para eutrofia dos dois grupos. Houve 8
criancas classificadas com magreza, sendo 2 no grupo caso € 6 no grupo controle
(tabela 4).

Grupo

Grupo Caso Controle

Total

Diagnéstico nutricional
N % N % N %

Magreza 2 5,4 6 16,2 8 10,8
Eutrofia 20 54,0 16 43,3 36 48,6
Risco de sopreso 7 189 5 13,56 12 16,2
Sobrepeso 4 10,8 3 8,10 7 9,45
Obesidade 4 10,8 7 189 11 14,8
Total 37 100,0 37 100,0 74 100,0

Tabela 4. Distribuicéo de frequéncias dos individuos segundo grupos e diagndstico nutricional
(p=0,28).

Criancas e adolescente com a Sindrome de Down, devido as suas alteracdes
genéticas especificas, pertencem a uma populacdo impar nos quais observa-se
maior prevaléncia de excesso de peso e obesidade em relagcdo aos que nédo tem a
sindrome (SILVA et al., 2006).

As mudancas no perfil nutricional decorrem da urbanizacdo e da
industrializacdo, que levam ao aumento da ingestdo de calorias e a diminuicao
da atividade fisica, com consequente acumulo de gordura (CASTILHO, 2014) na
populacao em geral, devendo, portanto, haver preocupacédo com a dieta de todas as
criancgas e adolescentes.

O aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade em idades cada vez
mais precoces tem despertado a preocupacdo de pesquisadores e profissionais
da area de saude, em razdo dos danos e agravos a saude com aumento do risco
cardiovascular provocados pelo excesso de peso, tais como hipertenséo arterial,
diabetes, dislipidemia, dentre outras (ENES, 2010). As criancas com a SD tém
maior propensao a obesidade, devido a uma taxa de metabolismo mais lenta, por
compulsao alimentar e menor saciedade e hipotonia muscular, incluindo os envolvidos
na digestdo (MOURA et al., 2014; SILVA et al., 2006).

41 CONSIDERACOES FINAIS

A adequacéao nutricional de ingesta de nutrientes da dieta foi melhor no grupo
com SD, talvez devido maior empenho e preocupacéo dos pais e dos profissionais
de salude sobre as suas dietas.

Sobrepeso e obesidade em idade tdo precoce em ambos 0s grupos €
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preocupante, e uma realidade na infancia e adolescéncia nos dias atuais.

A baixa ingesta de fibras observada em nosso estudo revela uma dieta
desbalanceada e com baixa ingesta de frutas e vegetais, e jA mostra repercussodes
nos habitos intestinais destas criancas e adolescentes.

4.1 Limitacoes do estudo

Os dados devem ser analisados de maneira cautelosa, uma vez que o “n” de
incluidos é pequeno e, por se tratar de um levantamento de dados em ambulatério
de assisténcia. Ampliacdo do estudo para reducdo de potencial confundidores esta
previsto e devem ser oportunamente apresentados.
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RESUMO: O presente trabalho descreve
a investigacdo do potencial toxicoldégico do
extrato etandlico das folhas de P. stipulacea,
através da ensaio de fragilidade osmética dos
eritrécitos de carneiro. O material vegetal foi
coletado, posteriormente a obtencéo do extrato.
ApbGs isso, amostras de sangue de carneiro
comercial (Laborclin®) (25uL) foram expostas
ao extrato, durante 30 minutos a temperatura
ambiente em diferentes concentragdes: 50ug/
mL, 100 pyg/mL, 250ug/mL, 500ug/mL, 750 ug/
mL e 1000pg/mL diluidas em solugéo isoténica
de cloreto de sédio 0,9%. As solugbes com as
amostra foram centrifugadas a 2500rpm, por 3
minutos a 25°C. Em seguida, foi preparado um
esfregaco em lamina de vidro e as preparagdes
histol6gicas foram coradas, e entao observadas
através de microscopio Optico conectado a
Céamera Leica DFC-280 em aumento de 1000x.
O extrato etandlico de folhas de P. stipulacea
nas diferentes concentracbes (50ug/mL,
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100pg/mL, 250pg/mL, 500ug/mL, 750ug/mL e 1000pg/mL), ndo apresentou fragilidade
osmatica, quando avaliado, qualitativamente, pela tonalidade avermelhada (hemdlise)
no sobrenadante obtido apds a centrifugagdo. As observagcbes histologicas das
preparacdes dos esfregacos do sangue de carneiro apos o tratamento com o extrato
etandlico das folhas de P. stipulacea n&o causou fragilidade osmotica nos eritrocitos
do ensaio de fragilidade osmotica, quando comparado com os grupos controles. O
ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etandlico das folhas de P. stipulacea néao
apresentou atividade hemolitica, nem alteragdes na morfologia dos eritrocitos.
PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade, Piptadenia satipulaceae, fragilidade osmatica.

CYTOTOXIC EVALUATION OF THE LEAVES OF Piptadenia stipulacea

ABSTRACT: The present work describes the investigation of the toxicological potential
of the ethanolic extract obtained from P. stipulacea leaves through the osmotic
fragility assay of lamb erythrocytes. Initially the vegetal material was collected for later
obtainment of the extract. After that, samples of commercial lamb blood (Laborclin®)
(25 pL) were exposed to the extract for 30 minutes at room temperature in different
concentrations diluted in 0.9% isotonic NaCl solution: 50 pg/mL, 100 pug/mL, 250 pg/
mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL and 1000pg/mL.Solutions with samples were centrifuged
at 2500 rpm for 3 minutes at 25 ° C. Afterwards, a thin smear was prepared and the
histological preparations were stained. These histological preparations were observed
by light microscopy connected to a Leica DFC-280 Camera in a 1000x magnification.
The ethanolic extract of leaves of P. stipulacea at different concentrations (50ug / mL,
100ug / mL, 250ug / mL, 500ug / mL, 750ug / mL and 1000ug / mL) did not provoked
osmotic fragility when evaluated qualitatively through the red tonality (hemolysis) of the
supernatant obtained after centrifugation. Histological observations of lamb blood thin
smears after treatment with the ethanolic extract of P. stipulacea leaves showed no
morphological changes in the erythrocytes of the osmotic fragility assay as compared
to the control groups. The in vitro toxicity test with the ethanolic extract of leaves of P,
stipulacea did not show hemolytic activity nor alter erythrocyte morphology.
KEYWORDS: Toxicity. Piptadenia satipulaceae. Osmotic fragility.

11 INTRODUGCAO

O interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terapéuticos
tem sido muito significativo nos ultimos tempos, principalmente nos paises em
desenvolvimento, devido ao dificil acesso da populagédo aos medicamentos sintéticos.
De acordo com a OMS, entre 60- 80% da populacdo mundial utiliza a medicina
tradicional ou a fitoterapia no tratamento de varias doencas'.

A utilizacdo de plantas como medicamento estd fundamentada em estudos
etnofarmacologicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular
sobre as propriedades farmacolégicas (anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana,
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antiespasmaddica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais,
indicam o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos?.

Muitos testes comprometidos com a analise de agentes toxicos utilizam animais
de laboratério. Entretanto, existe uma busca crescente por métodos in vitro que nao
utilizem animais em sua execuc¢ao . Laboratorialmente, o ensaio de hemolise in vitro
vem sendo utilizado rotineiramente em estudos de toxicidade de plantas medicinais
e de utilidade pecuaria, exibindo-se positivo, principalmente, as espécies que
apresentam saponinas em sua composicao '°.

A Fabaceae é uma grande familia de ervas, arbustos e arvores com grande
variedade de habitats, incluindo aquaticas, xerofitas e trepadeiras. Tem distribuicao
cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas®. E é constituida por 476
géneros e 13.855 espécies®.

O género Piptadenia possui cerca de 80 espécies de arvores, arbustos e
trepadeiras’®. No Brasil, as espécies desse género estdo presentes nos estados
Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Piaui,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo’.

A espécie Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke € uma arvore tipica da Caatinga
do Nordeste Brasileiro® (Figura 1), amplamente distribuida no bioma caatinga, do
Piaui a Bahia'® e é conhecida popularmente como “jurema branca”'. Essa espécie
€ muito usada na medicina popular no tratamento dos processos inflamatorios e
estudos cientificos confirmam sua atividade antimicrobiana e antifungica'.

As cascas do caule e folhas de P. stipulacea sao usadas na medicina popular na
forma de tintura ou decocto para tratar feridas®, sendo indicado como cicatrizantes.
Estudos farmacologicos indicam que alguns extratos de P. stipulacea s&o eficazes
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecius e Neurospora
crassa'? e que o extrato etanolico das folhas dessa espécie foi ativo contra Klebsiella
pneumoniae resistentes a varias drogas e contra cepas de Candida albicans™,
além disso recentemente foi demonstrado que as fracbes acetato de etila e aquosa
obtidas das partes aéreas desta espécie apresentam atividades antinociceptiva e
anti-inflamatéria em camundongos™.

Apbs levantamento da literatura, poucos estudos farmacolégicos foram
encontrados, sendo assim para maior compreenséo da atividade toxicologica desta
espécie, este trabalho tem o objetivo de investigar o potencial toxicolégico do extrato
etandlico das folhas de P. stipulacea através do ensaio in vitro de fragilidade osmética
em eritrécitos de carneiro, teste capaz de promover uma avaliacdo preliminar da
toxicidade de extratos vegetais.
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Figura 1: :Piptadenia stipulacea
Fonte: Plantas do Brasil, 2012.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Extrato Etanolico das Folhas

O extrato etandlico das folhas de P. stipulacea utilizado no experimento foi doado
pelo Laboratério de Cancerologia do Departamento de Antibioticos da Universidade
Federal de Pernambuco.

2.2 Ensaio de Fragilidade Osmoética

A técnica de fragilidade osmoética realizada baseou-se na metodologia descrita
por Dacie e Lewis (1975). Amostras de sangue de carneiro comercial (Laborclin®)
(25puL) foram expostas ao extrato, durante 30 minutos a temperatura ambiente em
diferentes concentracdes sendo estas de, 50ug/mL, 100 pg/mL, 250ug/mL, 500ug/
mL, 750 pg/mL e 1000pg/mL diluidas em solucéo isoténica de cloreto de sodio 0,9%.
Em seguida, as solugdes com as amostra foram centrifugadas a 2500rpm, por 3
minutos a 25°C. O controle negativo foi realizado com solugéo isoténica de cloreto
de sbdio 0,9% e o controle positivo com agua destilada, os quais receberam os
mesmos procedimentos empregados nas amostras testes. O ensaio foi realizado
em triplicata e o percentual hemolitico foi estabelecido com controle positivo sendo
designado como 100%. O grau de hemodlise foi avaliado, qualitativamente, pela
tonalidade avermelhada (hemolise) no sobrenadante obtido apds a centrifugacéo.
Foram atribuidas “cruzes” a intensidade de hemdlise, onde uma cruz (+) indica
ligeira hemolise, duas cruzes (++) hemolise significativa e trés cruzes (+++) indicam
hemdlise intensa.

2.3 Observacao Morfologica dos eritrécitos.

As amostras dos pellets centrifugadas dos grupos controle negativo, controle
positivo e o tratado com o extrato etandlico de folhas de P. stipulacea, foi realizado
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esfregaco em lamina de vidro e as preparacdes histologicas coradas através de
técnica Coloracdo de hematoxilina e eosina. Preparagdes histoldgicas foram
observadas através de microscopio Optico conectado a Camera Leica DFC-280
em aumento de 1000x. Para cada grupo foi analisado o aspecto morfoldgico e/ ou
hemdélise dos eritrocitos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de Fragilidade Osmética

O extrato etandlico de folhas de P. stipulacea nas diferentes concentracdes
(50pg/mL, 100ug/mL, 250pg/mL, 500ug/mL, 750ug/mL e 1000ug/mL), néo
apresentou fragilidade osmética, quando avaliado, qualitativamente, pela tonalidade
avermelhada (hemélise) no sobrenadante obtido apds a centrifugacao, permanecendo
limpida a solugcao de soro fisioldgico, caracterizando integridade das hemacias, que
permaneceram no fundo dos tubos, com formacao de um precipitado, sem que tenha
havido a lise das células. Atabela 1 representa os resultados do ensaio da fragilidade
osmotica atribuidas por sinais: mais (+) ou menos (-). Intensidade de hemolise onde
uma cruz (+) indica ligeira hemdélise ou menos (-) indica auséncia hemolise.

A acdo hemolitica dos diferentes compostos toxicos €& atribuida a varios
mecanismos inespecificos. Como por exemplo, os compostos surfactantes, que
produzem seu efeito hemolitico por meio da solubilizagdo da membrana plasmatica
do eritrocito, ou pela lise osmdtica, que promove alteracbes na permeabilidade da
membrana plasmatica da hemacia'®.

Em contrapartida, os compostos xenobibticos reduzidos, como os compostos
fendlicos, sao capazes de promover hemoélise por meio da oxidagcao da hemoglobina,
formando meta-hemoglobulina 2.

Em nosso estudo n&o foi demonstrada atividade hemolitica do extrato etanélico
de folhas de P. stipulacea nas concentracdes testadas.

Entretanto este resultado, ndo exclui a existéncia de toxicidade, uma vez que
maiores concentracdes de extrato ainda ndao foram testadas e poucos estudos
farmacol6gicos com a espécie que é encontrada na literatura.

Grupos Concentracoes (pg/ml) Hemdlise

50 -
100 -
250 -
500 -
750 -
1000 -

Extrato de P. stipulacea

Controle (+) Agua Destilada +
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Controle (-) Cloreto de sédio 0,9% -

Tabela 1: Ensaio da Fragilidade osmética do sangue de carneiro tratado com do extrato
etandlico de folhas de P. stipulacea

Legenda: (-) auséncia de hemolise, (+) ligeira hemdlise, (++) hemdlise significativa, (+++) hemdlise intensa.

3.2 Estudo morfologico dos eritrocitos.

Observagdes histologicas sdo importantes ferramentas para detectar alteragdes
histofisioldgicas nas fungdes dos 6rgaos, tecidos e células.

A observacao morfolégica dos eritrocitos obtidos de sangue de carneiro apds
tratamento com o extrato etanédlico de folhas de P. stipulacea esta representado na
figura 2 (A, B, C, D, E, F, G, H). As observagdes histolégicas das preparagcbes dos
esfregacos do sangue de carneiro apds o tratamento com o extrato etandlico das
folhas de P. stipulacea nao mostrou qualquer alteracbes morfolégicas nos eritrocitos
do ensaio de fragilidade osmotica, quando comparado com o grupo controle negativo
(figura 2G), com o grupo controle positivo (figura 2H).

O ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etanélico das folhas de P.
Stipulacea néao evidenciou alteracbes na morfologia eritrocitaria. Desta forma, este
estudo demonstrou auséncia de dano a membrana eritrocitaria. Estudos similares
verificaram alteragdes no perfil osmotico em eritrocitos quando incubados com
extratos vegetais '7 '8, E afirmativo, portanto, que eritrocitos incubados com produtos
naturais podem sofrer um disturbio em sua estrutura e citoesqueleto causado por
alteracao do coeficiente de particdo na membrana destas células'®. Desta maneira,
alteragdes provocadas na estrutura da membrana plasmatica modificam o transporte
de ions, causando ou ndo a lise celular, estudos obtiveram aumento e diminuicdo da
fragilidade osmotica, devido agdo de extratos de Indigofera suffruticosa e Turnera
Subulata, respectivamente® 2!, A liberacdo de hemoglobina no plasma ocasionada
pela hemolise, que consiste na lise eritrocitaria, pode gerar situacbes de riscos
ao organismo, entre elas danos aos rins (nefrotoxicidade), e ao coracdo (efeito
vasomotor). Aliberacéo de ions potassio resultante de processos hemoliticos somada
a rapida liberacdo de K*no meio extracelular, ainda pode levar a parada cardiaca e a
morte??, em vista disso negativa atividade hemolitica encontrada neste estudo, pode
ser um indicativo de atividade protetora do extrato de P. stipulacea, considerando-
se que a citotoxicidade in vitro utilizando eritrocitos nos permite investigar tanto o
efeito toxico como protetor de principios ativos sobre a membrana celular?. A acao
hemolitica dos diferentes compostos vegetais € atribuida a varios mecanismos
inespecificos, como por exemplo, os compostos surfactantes que produzem seu
efeito hemolitico por meio da solubilizacdo da membrana plasmatica, ou pela lise
osmoética, promovendo alteracbes na permeabilidade das heméacias™. Desta forma,
em nossos dados é provavel que nao haja dano a membrana eritrocitaria.
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Figura 2 - Fotomicrografia de eritrécitos de sangue de carneiro: (A) Extrato na concentracao de
50ug/mL, (B) Extrato na concentracdo de 100ug/mL, (C) Extrato na concentracdo de 250ug/
mL, (D) Extrato na concentracdo de 500ug/mL, (E) Extrato na concentragéo de 750ug/mL (F)

Extrato na concentracao de 1000ug/mL (G) Controle Negativo (H) Controle Positivo Coloracao

de hematoxilina e eosina. Aumento de 100x.

4| CONCLUSOES

O ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etandlico das folhas de P.
stipulacea nao apresentou atividade hemolitica, nem altera¢cées na morfologia dos
eritrocitos. Entretanto, mais estudos futuros devem ser realizados com extratos em
concentragcdes maiores, bem como o teste em diferentes metodologias.
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RESUMO: A casuistica de traumas
cranioencefalicos tem se tornado cada vez mais
presente na rotina veterinaria de pequenos
animais, sendo este originario de diferentes
causas. O presente trabalho possui como
objetivo avaliar as principais lesbes presentes
em animais que vieram a Obito decorrente
do trauma cranioencefalico. No decorrer do
estudo foram avaliados oito animais, dentre
caes e gatos, oriundos do Canil Municipal de
Botucatu — SP. Através do exame necroscépico
identificaram-se alteragbes patolégicas, as
quais foram fotodocumentadas utilizando o
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ANIMAIS

aparelho Macro Path DM, Milestone (ltalia).
Para realizacdo da avaliagdo microscoépica
foram coletadas amostras de encéfalo, cerebelo
e medula espinhal para posterior histopatologia.
Os resultados foram analisados e descritos,
buscando assim, documentar as possiveis
lesbes encontradas em consequéncia do
trauma cranioencefalico.

PALAVRAS-CHAVE: medicina veterinaria legal,
pequenos animais, trauma cranioencefalico.

MACROSCOPIC AND MICROSCOPIC
EVALUATION OF CRANIOENCEPHALIC
TRAUMA IN SMALL ANIMALS

ABSTRACT:
appeareance within the small animal veterinary

Cranioencephalic trauma’s
clinic has become more frequently, which can be
originated from several sources. The following
paper aims to evaluate the main injuries present
in deaths due to trauma. Along the study, eight
animals were evaluated, among cats and dogs,
from Botucatu’s City Shelter — SP. Through
necroscopic pathological
were photodocumented with Macro Path DM,

exam, findings
Milestone (ltaly). Regarding the microscopic
evaluation, tissue samples from encephalus,
cerebelum and spinal cord were harvested
for further histopathological examination. The
results were analyzed and described, reaching
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to document the possible injures found as consequence of the cranioencephalic trauma.
KEYWORDS: legal veterinary medicine, small animal, cranioencephalic trauma.

INTRODUCAO

As lesbdes cranioencefalicas sdo aquelas produzidas na caixa craniana que
afetam o encéfalo e tem como causa principal as energias de ordem mecénica.
Este tipo de energia é definida como a acdo de uma forga sobre um corpo, sendo
capazes de modificar o seu estado de repouso ou movimento. A natureza dos agentes
causadores da energia mecanica é variavel, podendo ser divididos em puntiformes,
cortantes, contundentes, perfurocortantes, perfurocontusos e cortocontusos.

Atualmente o politraumatismo cranioencefalico em pequenos animais
representa uma porcentagem significativa da rotina da clinica médica, sendo que
a maioria dos casos culmina no 6bito do animal (DEWEY et al., 2000). Os traumas
podem ser decorrentes de atropelamentos, ataques de outros animais, lesoes fisicas
(mecéanicas), armas de fogo e diferentes crimes contra os animais. Neste aspecto
€ que destacamos a patologia forense veterinaria, como uma ciéncia essencial
na investigacdo de Obitos de origem desconhecida, principalmente em casos
relacionados a processos judiciais envolvendo animais (CUEVAS, 2016).

No cenario juridico dispomos de leis que defendem os direitos dos animais, como
o artigo 32 e 37 da Lei 9.605 de fevereiro de 1998, no qual consta “Praticar ato de
abuso, maus-tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados,
nativos ou exoticos: Pena - detencao, de trés meses a um ano, e multa” além disso
nesta mesma lei possuimos o artigo 37 que regulamenta sobre o abate de animais,
sendo que estes s6 sédo permitidos se necessarios como subsisténcia ou protecao
de plantacobes, e por fim animais nocivos.

A Constituicao Federal de 1988 possui em seu capitulo VI (do meio ambiente)
o Artigo 225 que coloca o meio ambiente como fator essencial para qualidade de
vida, além de seus incisos, por exemplo, o inciso V que controla a producéo e tudo
aquilo que condiz com fatores de risco para qualidade de vida e meio ambiente,
inciso VI que promove a necessidade da conscientizagao publica a respeito do meio
ambiente, e inciso VIl que protege a fauna e flora de atos que coloquem em risco
sua fungao ecologica.

A causa animal tem se tornado cada vez mais visivel nos ultimos anos,
entretanto os registros de crimes relacionados a maus tratos aumentaram, em
consequéncia disso foi sancionada a criacdo de uma Delegacia Eletronica de
Protecao aos Animais (DEPA) no estado de Sao Paulo, para o segundo semestre de
2016 com o objetivo de facilitar a denuncia de crimes envolvendo animais, além de
possibilitar o cidadao a acompanhar o progresso do caso online.

O traumatismo pode ser originado de varias maneiras, no entanto a maioria
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resulta de atropelamentos, como descrito por Fighera (2008) num estudo relatando
155 casos fatais de atropelamento de caes nos quais o trauma cranioencefalico
foi responsavel pela morte de 26 destes. Outras causas incluem quedas, abusos,
crueldade e até mesmo links entre violéncia doméstica e abuso contra animais ja
foram descritos na literatura (BARRERO, 2015).

No aspecto da patologia forense veterinaria é fundamental buscar a origem das
lesbes, além do tempo aproximado de sua ocorréncia e quais foram os mecanismos
responsaveis por esta. Tratando-se de traumas cranioencefalicos, no entanto, ha uma
certa dificuldade em acessar certos dados que possam ajudar no reconhecimento da
lesdo devido a fatores que vao desde o intervalo entre o0 6bito do animal e a necropsia,
a idade do paciente (sendo que cérebros imaturos e maduros podem ter diferentes
tempos de reacdes para processos patoldgicos), até artefatos encontrados post-
mortem que devem ser diferenciados dos encontrados ante-mortem (FINNIE, 2016).

Ao realizar um exame necroscopico em pequenos animais, deve-se levar em
consideracao que cdes e gatos possuem uma superficie de contato grande em
relacdo sua superficie corpérea em relagéo ao impacto (SIQUEIRA, 2013). E possivel
realizar a analise macroscépica das lesdes causadas nos animais para determinacao
da causa e outros achados patoldgicos, levando-se em conta que estas podem ser
de aspecto primario, ou seja, resultante de uma for¢ca mecéanica capaz de criar uma
deformacédo no cérebro (BLUMBERGS, 2005), ou entdo secundaria, que também
pode ser considerada uma reacao tardia a complicagdes das lesdes primarias
(FINNIE, 2016). Uma terceira condicdo envolve lesdes penetrantes causadas por
projeteis de armas de fogo que vao depender muito do curso deste projetil pelo
cranio e cérebro além da energia liberada por este (DIMAIO, 1999). Desse modo,
podem ser divididas em armas, do tipo branca e do tipo fogo.

A necropsia para determinar as condigdes de tais lesdes deve ser feita com o
menor intervalo de tempo possivel para que se diminua as alteracbes cadavéricas
cronoldgicas naturais reduzindo a ocorréncia de artefatos tornando o exame mais
fidedigno possivel, de maneira que possa contribuir inclusive na elucidacao de
processos judiciais.

Para que se obtenha resultados satisfatorios com a realizagédo da necropsia é
fundamental a presenca de um profissional capacitado que possua conhecimentos
para uma boa andlise, por esse motivo a formacédo de profissionais vinculados a
medicina legal é essencial, e uma demanda que vem apenas crescendo nos ultimos
anos (SALVAGNI, 2016).

Além da presenca de profissionais na realizacdo da necropsia é de suma
importancia que sejam realizados exames complementares como o0 exame
histopatolégico, o qual conta com achados microscépicos para refinar, confirmar
e excluir possiveis causas para a morte do animal, como a técnica que utiliza da
analise microscépica de fibras danificadas por projeteis de arma de fogo como uma
maneira de visualizar o local de entrada e saida deste (DETTMEYER, 2011), além
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de exames toxicoldgicos, citologicos, entre outros.

E indispensavel, portanto que casos envolvendo traumas cranioencefalicos
sejam amplamente estudados, tanto macroscopicamente quanto microscopicamente
principalmente quando estes se relacionarem ao abuso animal ou que tenham
importancia no cenario judicial, para que sempre que possivel possa se determinar
a origem desta leséo.

OBJETIVOS

O principal objetivo do estudo consiste em examinar no aspecto macroscopico
e microscépico as lesdes e consequéncias causadas por traumas cranioencefalicos
em cées e gatos.

Determinar a origem das lesGes causadas pelo trauma e fazendo um nexo
causal com as alteragdes patoldgicas encontradas pelos exames necroscopicos.

Correlacionar as lesbes com casos que possam ter implicacéo juridica.

METODOLOGIA

Ap6s aprovacdo do projeto na Comissdo de Etica no Uso de Animais, foram
disponibilizados oito animais, sendo cinco cées e trés gatos, oriundos do Canil
Municipal de Botucatu-SP, que vieram a 0Obito decorrentes de trauma.

Foram coletadas informag¢des descritivas do prontuario dos animais, como
sexo, idade, peso, origem e informacdes relevantes para a anamnese.

Para o exame necroscopico, foi utilizada a técnica de Gohn modificada, que
consiste na abertura do cadaver desde a regiao mentoniana até a sinfise pubica, e
posterior retirada dos conjuntos em blocos anatémicos relacionados funcionalmente
para andlise. Dos blocos anatémicos foram selecionados o encéfalo, cerebelo e
medula espinhal para o analise microscopico e macroscopico. O exame necroscopico
foi realizado e fotodocumentado com o equipamento Macro Path DM, Milestone
(Italia).

Para arealizacdo do exame histopatoldgico que permitira a analise microscopica
foram coletados fragmentos dos 6rgéos que serdo armazenados em formalina a
10% em uma quantidade que seja 10 vezes maior em relacao ao espaco do material
no recipiente.

Os dados obtidos até o momento foram tabulados em MS Excel 2010, para
futura analise estatistica.
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RESULTADOS

Foram obtidos cinco cées e trés gatos, totalizando oito animais, todos oriundos
do Canil Municipal de Botucatu-SP (Grafico 1) para a execucgao do projeto. Dentre
0s animais, foi constatado que todos foram submetidos a traumas principalmente
mecanicos, sendo que o atropelamento se mostrou como a maior causa. A Tabela
01 descreve 0s casos de animais que vieram a Obito por trauma relacionando idade,
sexo, espécie, raca, causa mortis e processo principal.

ApoOs a realizagcdo do exame necroscoépico foi observado que todos os animais
traumatizados sofreram de trauma cranioencefalico, e na grande maioria esta foi a
causa mortis.

Espécie

w ~ U

Canina Felina

m Espécie
Gréfico 1: Distribuicao das espécies do estudo.
A principal causa que levou os animais a 6bito foram de origem mecénica, sendo

que de oito animais, sete foram vitimas de atropelamento e um de enforcamento
(Grafico 2).

Causa da Morte

O R, N W & U1 O N

Atropelamento Enforcamento

B Causa da Morte

Grafico 2: Causas dos traumas que levaram os animais a 6Obito.
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Faixa

Sexo Etaria Espécie Raca Causa Mortis Processo Principal
Ruptura esplénica, laceracao
Fémea Filhote Canino SRD C'hoqueAmilsto (neurogénico e pulmo,ngr, congestzéo
hipovolémico) encefalica, laceragéao
hepatica.
Ruptura de baco, laceracéao
hepatica, hemorragia
Macho Jovem Felino SRD Choque hipovolémico e congestao pulmonar,
congestdo cerebelar e de
encéfalo.
Fémea Adulto Felino SRD Edema pulmonar Hemorragia pulmonar,

hiperemia de encéfalo.

Fratura de cranio, autoblise
Fémea Adulto Canino SRD Trauma cranioencefalico de encéfalo e cerebelo,
hemorragia pulmonar.

Fraturade cranio, evisceracao,

Macho Jovem Felino SRD Politraumatismo ruptura diafragmatica, edema
pulmonar.
Hemorragia pulmonar,
Fémea Adulto Canino SRD Edema pulmonar congestao de encéfalo,

laceragao hepatica.

Ruptura de anel traqueal,
Macho Adulto Canino SRD Isquemia cerebral edema e hemorragia
pulmonar.

Fratura de crénio, congestao
de encéfalo e cerebelo,
hemorragia e edema
pulmonar.

Jovem Jovem Canino Poodle Edema pulmonar

Tabela 1: Informacgdes sobre sexo, idade, espécie, raga, causa mortis e processo principal dos
exames necroscopicos em animais vitimas de trauma.

Dentre as lesdes macroscépicas foi possivel constatar que trés animais
possuiam fratura em crénio (Figuras 1 e 1.2) e cinco apesar de possuirem o cranio
intacto apresentavam encéfalo edemaciado e congesto. Outras lesdes sistémicas
puderam ser analisadas, sendo que na grande maioria dos animais foi possivel
observar pulmdes congestos e hemorragicos e presenca de liquido na regido traqueal
caracterizando edema pulmonar.

Figura 1: Cao. Fratura de cranio.
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Figura 1.2: Cao. Exame radiografico realizado do mesmo animal apresentando fratura de
cranio.

A fotodocumentacdo de todos os animais foi realizada utilizando o aparelho
Macro Path DM, Milestone, para posterior analise e registro. Para as analises
microscopicas das lesdes foram coletadas principalmente amostras de tecidos post-
mortem de cerebelo, cérebro e medula espinhal, porém, também foram coletadas
amostras de alteragdes secundarias em tecidos observadas durante a necropsia.

As amostras de tecidos foram processadas e realizado exame histopatoldgico,
dentre os principais 6rgaos analisados estavam componentes do sistema nervoso
central, como, medula espinhal, cerebelo e cérebro. Outros érgaos que possuissem
qualquer alteragcdo necroscopica, no entanto, foram coletados e analisados
conjuntamente para que se pudesse obter maiores informacdes em relacdo as
lesdes oriundas do trauma.

De acordo com analises histopatolégicas do Sistema Nervoso Central foi
possivel observar que a lesdo mais frequentemente relatada foi a presenca de
neurénios diminuidos de tamanho e acidofilicos, localizados principalmente
na camada molecular do encéfalo (Figura 2). Este tipo de lesdo é possivel ser
correlacionado com o processo hipOxia que pode ter acometido o érgao decorrente
do trauma, justificando também a presenca de edema e congestdo presentes em
analise macroscépica. E importante notar que a les&o se apresentou tanto em animais
que possuiam alteracbes em cranio, quanto aqueles que possuiam cranio intacto.
Através da analise microscopica foi possivel caracterizar o processo de Coagulacao
Intravascular Disseminada em dois animais, sendo que ambos possuiam capilares
encefalicos contendo hemacias em seu interior e aderidas ao endotélio vascular
(Figura 3), esse processo foi observado também em demais 6rgéos coletados destes
animais,como pulmao e figado.
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Figura 2: Cao. Encéfalo. Lesao neuronal em camada molecular com presencga de neurbnios
diminuidos de coloragéo acidofilica. HE. 200x.

Figura 3: C8o. Encéfalo. Processo de Coagulacgéo Intravascular Disseminada (CID). HE. 200x.

Analisando demais constituintes do Sistema Nervoso Central, como cerebelo
e tronco encefélico, a alteracdo predominante foi vacuolizacdo de neurbnios
caracterizando a desmielinizacao destes componentes, presentes em massa branca
(Figura 4). Esta lesdao, no entanto, na maioria dos animais, foi relatada apenas
discretamente. Na medula espinhal ndo houve alteracdes significantes tanto em
massa cinzenta, quanto em massa branca que pudessem ser justificadas pelo
trauma.

Figura 4: Cao. Cerebelo. Desmielinizagdo em massa branca. HE. 200x.

As Ciéncias Biologicas e a Construcao de Novos Paradigmas de Conhecimento Capitulo 4




As alteracdes sistémicas encontradas microscopicamente encontradas dentre a
analise dos oito animais estao descritas na Tabela 2, dentre estas foram identificadas,
principalmente, edema e congestdo pulmonar, caracterizado por material amorfo
preenchendo espacos alveolares e hemacias preenchendo vasos, além do processo
de embolismo pulmonar observado em pelo menos trés animais (Figura 5 e 6). Ainda
em tecido pulmonar, foi possivel observar a presenca de pigmento acastanhado em
pontos focais espalhados pelo parénquima, fato que pode ser explicado se o animal
sofreu de morte agdnica ou inspirou conteudo para o interior pulmonar. Apenas dois
animais apresentaram hemorragia em figado, justificadas pelo extravasamento de
hemacias do interior de vasos sanguineos, no entanto, em mais dois animais um
processo de hepatite focal pode ser observado, ndo concomitante com hemorragia.
Em baco, foi possivel observar hiperplasia de polpa vermelha (Figura 7), ou
extravasamento de hemacias distribuidas pelo parénquima do érgdo em apenas um
animal, sendo que o restante apresentou discreta hiperplasia de polpa branca. Como
ultimo 6rgéo analisado, os rins, ndo houveram alteracdes significantes e justificadas
pelo trauma, no entanto, dois animais da espécie felina apresentaram esteatose
renal

Figura 5: Céo. Pulm&o. Alvéolos edemaciados e presenga de émbolos nos vasos,
caracterizando embolismo pulmonar. HE. 200x.

Figura 6: Céo. Pulm&o. Hemorragia e congestao pulmonar evidéncia pela presenca de
hemacias em permeio aos pneumocitos e espacos interalveolares. HE. 200x.
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Sistema Nervoso Central Sistémicas

Edema pulmonar
Hemorragia pulmonar

Lesao neuronal por hipoxia Hemorragia hepatica
Desmielinizagdo em cerebelo Hepatite focal
Coagulacéo Intravascular Disseminada em Embolismo pulmonar
encéfalo Hiperplasia de polpa branca

Coagulacao Intravascular disseminada
Hiperplasia de polpa vermelha

Tabela 2: Principais alteragdes encontradas em cada érgéao do Sistema Nervoso Central, além
de alteracoes sistémicas listados por ordem de frequéncia de aparecimento nas analises
histopatolégicas.

Figura 7: Cao. Bago. Hiperplasia de polpa vermelha. HE. 200x.

Dentre os achados necroscépicos a Tabela 3 e as imagens abaixo ilustram os
diversos tipos de patologias encontradas nos exames necroscopicos analisados nos
casos de animais que vieram a 6bito por trauma neste estudo, como por exemplo:
ruptura de cranio, hérnia diafragmatica, ruptura de baco, evisceracao, laceracao
pulmonar e hepéatica e fraturas (Figuras 8 a 14).

Figura 8: C&o. Hiperemia de medula espinhal.
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Figura 10: Cao. Hemorragia e edema pulmonar. Manchas hipostasticas.

Figura 11: Cao. Hemorragia pulmonar. Manchas hipostaaticas.
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Figura 12: Cao. Congestédo e edema encefalico e cerebelar.

Figura 13: Cao. Hemorragia e edema pulmonar.

Sistema Nervoso Central

Sistémicas

Microscopicas

Macroscopicas

Microscoépicas

Macroscoépicas

Lesao neuronal por
hipoxia

Desmielinizacdo em
cerebelo

Coagulacao
Intravascular
Disseminada

apresentada em
encéfalo

Edema e congestao
encefalica e cerebelar

Petéquias em
encéfalo

Hiperemia de medula
espinhal.

Edema pulmonar
Hemorragia pulmonar
Hemorragia hepatica

Hepatite focal
Embolismo pulmonar

Hiperplasia de polpa
branca

Coagulacao
Intravascular
disseminada

Hemorragia pulmonar
Congestao pulmonar
Edema pulmonar
Laceracao hepatica
Laceracao esplénica

Laceracdo pulmonar

Algas intestinais
hemorragicas

Ruptura diafragmatica

Ruptura de lingua

Hiperplasia de polpa Hemorragia de baco e
vermelha omento
Evisceracao

Tabela 3: Lesdes microscépicas e macroscopicas de Sistema Nervoso Central e sistémicas
encontradas durante a analise de oito animais, em ordem de frequéncia.
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DISCUSSAO

Mediante a origem e anamnese prévia dos animais necropsiados que vieram a
Obito decorrente de trauma foi possivel perceber que a maioria (88%) foi decorrente
de atropelamento, e também que em nenhum dos casos foi prestado socorre ao
animal ou assisténcia medica veterinaria. Uma possivel causa para tal, € a que ainda
nao ha legislacdo vigente que assegure animais em casos de omissao de socorro.

Foi constatado também que de oito animais, apenas um possuia raca definida,
aindadentre estes apenas possuia tutor, sendo que outros sete eram animais errantes,
fato que contribui para elucidacéo de que animais errantes sdo mais susceptiveis a
acidentes automobilisticos sendo um risco para saude humana e animal. Além disso,
€ possivel observar que a maioria de animais que se envolveram em tais acidentes
eram de espécie canina e minoria felina.

Comrelacéo as lesdes encontradas ao exame necroscopico foi possivel observar
que as fraturas de cranio estavam presentes e mesmo quando ausentes ainda
haviam alteracdes encefalicas primarias ou secundarias (ao choque distributivo, por
exemplo). Além do trauma cranioencefalico, foi possivel também observar que este
tipo de trauma de origem mecanica pode levar a lesdes principalmente pulmonares,
em baco e figado, além de osteomusculares sendo suficientes para levar o animal
a obito.

Diante dos casos analisados é importante ressaltar a necessidade do
exame necroscopico e registros do mesmo, além da fotodocumentacdo e exame
histopatolégico, para que haja devida elucidagcao da causa mortis e origem das
lesdes. As analises macroscdpicas e microscopicas sao relevantes ao estudo para
que se permita entender as consequéncias do trauma e também quais principais
caracteristicas das mesmas. Além disso, o estudo tem pode contribuir com a
Patologia Forense Veterinaria a fim de auxiliar também na determinag¢do de lesbes
que sao identificadas antes da morte do animal e também apés a morte, podendo
assim também auxiliar em futuros casos com implicacao juridica, servindo como
embasamento tedrico cientifico.

CONCLUSAO

De acordo com as anélises macroscopicas e microscopicas através dos exames
necroscopicos e histopatologicos foi possivel observar que o trauma cranioencefalico
estd presente em todos os casos e que este tem grande influéncia para a causa
mortis de caes e gatos vitimas de trauma.
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RESUMO: A espermatogénese é um processo
altamente complexo, no qual envolve a
geracao de milhdes de gametas haplbides
(espermatozbides) a partir de uma Unica
espermatogébnia tronco. Esse tipo especifico de
célula apresenta uma funcéo imprescindivel
para a evolugdo, ja que € a partir dos
gametas que mutacdes sao acumuladas
ao longo do tempo e transmitidas para as
préximas geracdes, permitindo o surgimento
de novos caracteres e consequentemente
podendo representar uma maior diversidade.
Este processo €& orquestrado por horménios
gonadotrépicos que se ligam a receptores
presentes nas células somaticas do testiculo,
regulando localmente a atividade das
espermatogbnias tronco pela liberacdao de
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fatores de crescimento. As gonadotropinas
hipofisarias - hormdnio foliculo-estimulante
(Fsh) e horménio luteinizante (Lh) - controlam
o desenvolvimento e funcionamento gonadal
através da regulacdo da atividade de sinais
locais, como esterbides sexuais, fatores de
crescimento, pequenos RNAs e mudancas
epigenéticas.
que regem a regulacéo paracrina e enddcrina

No entanto, os mecanismos

no nicho espermatogonial séo incertos. Para
responder essas diversas questdes sobre
a regulacdo das espermatogénias tronco, o
sistema CRISPR/Cas9 surge como ferramenta
para nocautear os genes que codificam os
receptores envolvidos nesse processo, a fim
de investigar o papel desempenhado pelo Fsh
e androgenos no desenvolvimento gonadal dos
peixes teledsteos.
PALAVRAS-CHAVE:
Crispr/Cas9, Zebrafish.

Espermatogénese,

CRISPR/CAS9 AS A TOOLTO STUDY THE
SPERMATOGONIAL NICH OF ZEBRAFISH
(DANIO RERIO)

ABSTRACT: Spermatogenesis is a complex
process, in which millions of haploids gametes
are formed from a single spermatogonial stem
cell. This specific cell type presents an essential
function on evolution, since itis from the gametes
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that mutations are accumulated through time and transmitted to the next generation,
allowing the appearance of new characters and consequently can represent a greater
diversity. This process is orchestrated by gonadotropic hormones that bind to testicular
somatics cells, regulating locally, the spermatogonial stem cell activity by growth
factors production. The pituitary gonadotropins - follicle stimulating hormone (Fsh) and
luteinizing hormone (Lh) - control development and gonadal function, regulating the
local signals as sexual steroids, growth factors, small RNAs and epigenetic changes.
Currently, mechanisms regulating the paracrine and endocrine of spermatogonial niche
are still uncertain. To answer the questions about spermatogonial stem cell regulation,
CRISPR/Cas9 system emerges as a tool to knockout receptor encoding genes, in order
to investigate Fsh and androgens role on teleost gonadal development.

KEYWORDS: Spermatogenesis, Crispr/Cas9, Zebrafish.

11 INTRODUCAO

A espermatogénese € um processo altamente organizado, no qual células
indiferenciadas, as espermatogdnias tronco, transmitem o material genético de um
individuo para a proxima geracao através de ciclos de mitose e meiose, através da
formacao de espermatozdides capacitados a fertilizar os o6citos (Hess & Franca,
2008; Schulz et al., 2010). Neste sentido, as espermatogbnias tronco sao as Unicas
células tronco do corpo capazes de contribuir na formacdo do material genético
da prole, e, portanto, mostram ser pecas chave na evolucao (Hofmann, 2008).
As espermatoglnias tronco possuem potencial de auto-renovacdo, para manter
sua populacdo de células no testiculo, assim como também de produzir células
altamente diferenciadas comprometidas com o processo de formacao de gametas.
As espermatogobnias tronco residem em um microambiente especifico no testiculo
conhecido como nicho espermatogonial (Figura 1 e 2) (de Rooij, 2006; de Rooij 2009;
Oatley & Brinster, 2008). Tanto em peixes como em mamiferos, o nicho & composto
tanto por células germinativas quanto somaticas (Leal et al., 2009; Schulz et al.,
2010). Em peixes, dois tipos de células tronco sdo encontradas entre a linhagem
germinativa de zebrafish (Leal et al., 2009): espermatogbnias indiferenciadas do
tipo Aund*, que apresentam caracteristicas tipicas de células indiferenciadas, tais
como nucleo amplo com pouca heterocromatina, grande volume de citoplasma e
“nuages” (acumulo de RNA) ao redor do envoltdrio nuclear, e espermatogbnias
indiferenciadas do tipo Aund, com maior presenca de heterocromatina, menor
volume citoplasméatico e menor quantidade de “nuages”. As células soméaticas sao
responsaveis pela funcdo de sustentacao e fornecimento de fatores de crescimento,
sendo representadas pelas células de Sertoli, células peritubulares midides e células
de Leydig (Nbbrega et al., 2010). As células de Sertoli estdo localizadas no interior
dos tubulos seminiferos e estdo em intimo contato com as células germinativas.
Além de suporte estrutural, as células de Sertoli sdo responsaveis por integrar
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sinais endocrinos, produzindo diversos fatores de crescimento (NoObrega et al.,
2014). Dentre estes fatores de crescimento produzidos pelas células de Sertoli,
destacam-se aqueles que atuam no nicho espermatogonial como o GDNF (glial
cell line-derived neurotrophic factor (auto-renovacao) (Meng et al., 2000; Yomogida
et al., 2003; Savitt et al., 2012), activina A, BMP4 (bone morphogenetic protein 4)
(Loveland and Robertson, 2005) (diferenciacéo) e Igf3 (Nobrega et al., 2015), Amh
(Skaar et al., 2011) e outros. As células peritubulares midides envolvem os tubulos
seminiferos tendo um papel de suporte estrutural nos testiculos (Oatley et al., 2009).
Estas células também secretam certas substancias, incluindo fatores de crescimento
e componentes da matriz extracelular, que regulam as espermatogbnias tronco
(Oatley et al., 2009). Por exemplo, as células peritubulares mibides e as células de
Leydig secretam o CSF1 (colony-stimulating factor 1) que estimula a auto-renovacgao
das espermatogonias tronco (Oatley et al., 2009). As células de Leydig por sua vez,
encontradas no compartimento intersticial, tem como funcéo produzir andrégenos e
fatores de crescimento (Oatley et al., 2009), como Inis3 (Assis et al., 2016). O nicho
espermatogonial apresenta diferentes formas de organizacdo nas mais diversas
espécies de vertebrados. Em anamniotas (peixes e anfibios), a espermatogénese
€ classificada como cistica, pois um grupo de células de Sertoli envolve uma
unica espermatogoénia indiferenciada (espermatogbnia tronco), formando o cisto.
O desenvolvimento das células germinativas ocorre no interior dos cistos até a
formacado de espermatozdides que sédo posteriormente liberados dos cistos para o
interior dos tubulos seminiferos, logo tais cistos compreendem a unidade morfo-
funcional das gbnadas de anamniotas (Lacerda et al., 2014). Em amniotas (répteis,
aves e mamiferos), a organizagao € nao-cistica, ou seja, a célula de Sertoli suporta
ao mesmo tempo diferentes “clones” de células germinativas em diferentes fases de
desenvolvimento (Grier, 1993; Pudney 1993; 1995; Schulz et al., 2010).

Figura 1. Nicho espermatogonial em zebrafish, Danio rerio. As espermatogdnias tronco
distribuem-se preferencialmente nas regides dos tubulos seminiferos préximas das areas de
confluéncia de tecido intersticial, onde estao localizadas as células produtoras de esteroides,

as células de Leydig (LE), vasos sanguineos (BV) e outros elementos do tecido conjuntivo.
BM, membrana basal; PM, células peritubulares midides; SE, células de Sertoli; A */A .,
espermatogoénias iniciais; Adiff, espermatogobnias diferenciadas; B early, espermatogbnias do
tipo B inicial; B Late, espermatogénias do tipo B final; SZ, espermatozdides; e seta indicando o
epitélio germinativo. Retirado de Nobrega (2014).
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Figura 2. Representacéo esquematicas do nicho das espermatogonias tronco em roedores.
Apesar da membrana basal ser uniforme ao longo da circunferéncia dos tubulos seminiferos,
as espermatogoénias tronco concentram-se preferencialmente nas areas préximas do intersticio,
em especial de células de Leydig e vasos sanguineos. O nicho das espermatogbnias tronco,
portanto, é definido pelas células de Sertoli (SE), membrana basal (MB), células peritubulares
mibdides (PTM) subjacentes e pelos elementos intersticiais, como células de Leydig (LE) e
vasos sanguineos (VS). Através de sua composicao celular e molecular, o nicho regula as
propriedades das espermatogénias tronco. Retirado de Nobrega (2014).

1.1 Zebrafish (Danio Rerio)

O Zebrafish (Danio rerio) pertence a familia Cyprinidae, representando a maior
familia de peixes de agua doce, e com excecao da Gobiidae, representa a maior
familia de vertebrados (Nelson, 1994) (Figura 3).

Figura 3. Imagem mostra Danio rerio e suas caracteristicas. Proveniente da india, esse peixe
€ conhecido popularmente como zebrafish por apresentar listras escuras horizontais, possui
corpo fusiforme e achatado lateralmente.

O mecanismo de determinacao sexual nesses organismos ainda € um assunto
desconhecido, mas sabe-se que inicialmente todas as gbnadas se desenvolvem
como ovarios e a diferenciacédo sexual masculina ocorre na 5-7 semana ap0s ecloséo,
no qual os testiculos se formam a partir da degeneracao do ovario (hermafroditismo
juvenil).

O Zebrafish vem sendo utilizado amplamente como organismo modelo
em diversas areas de pesquisa, como biologia do desenvolvimento, estudos
toxicologicos, neurofisiologia, genética e em pesquisas biomédicas. A escolha desse
animal na experimentacédo se da devido ao fato de possuir caracteristicas favoraveis
como seu pequeno porte possibilitando manter de um grande numero de individuos
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em um mesmo tanque, o que resulta em um baixo possivel de manutencao, séo
animais que se reproduzem durante todo o ano. O periodo entre as geracdes
comparada com outros modelos vertebrados é curta, levando de 3-4 meses para
gue os novos individuos atinjam a fase adulta, sendo entao muito Gtil para pesquisas
sobre geragdes. Sao animais com fertilizagcao externa e os ovos séo transparentes,
sendo os embrides passiveis de serem manipulados facilmente para pesquisas de
desenvolvimento embrionario, onde os estagios de desenvolvimento sé&o visiveis ao
estereomicroscopio. O zebrafish foi assunto das primeiras analises de scaneamento
de genoma em busca de mutacdes aleatdérias em larga escala realizada em
vertebrados (Granato & Nusslein-Volhard, 1996). Os resultados mostraram mais
de 4.000 mutacdes e identificaram mais de 400 genes relacionados ao controle do
desenvolvimento de vertebrados. Desde entdo com o avancgo tecnolégico, foi criado
o “Zebrafish Genome Project”, baseado no Instituto Sanger em Cambridge (Driever
et al., 1996).

1.2 Crispr-Cas9 como Técnica para Gerar Knockouts

Osistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
ou Repeticbes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas
foi descoberto em 1987 por Yoshizumi Ishino e colaboradores da Universidade de
Osaka (Japao). Estes pesquisadores identificaram um loco peculiar no genoma de
Escherichia coli, constituido por uma configuracdo incomum: sequéncias repetidas e
sequéncias espacadoras intercaladas (“spacer”) de funcéo desconhecida. Apenas em
2005, foi sugerido que o sistema CRISPR-Cas9 seria um sistema imune adaptativo
de procariotos, no qual os espacadores serviriam como “memoéria de invasdes
anteriores” por bacteri6fagos (Mojica et al., 2005). Assim, RNAs derivados desses
espacadores serviram como moléculas complementares aos patdgenos invasores,
permitindo combaté-los de maneira sequéncia-especifica (Introducdo a técnica de
CRISPR. SBG. Pag. 30 cap 1). Somente em 2012/13 foi descoberto que essa técnica
poderia ser utilizada no meio cientifico. Duas publicacbes merecem destaque nesse
quesito, a primeira, que introduziu o conceito e evidenciou seu potencial (Jinek et
al., 2012) e uma segunda, onde foi mostrado o amplo sucesso, facil acessibilidade e
versatilidade da técnica (Cong et al., 2013).

A técnica baseia-se na sintese de uma molécula de RNA complementar a uma
sequéncia gendmica alvo. Para tal, o RNA se associa a uma endonuclease que o
guia até seu alvo complementar. Quando ha complementariedade do RNA para com
o alvo e a endonuclease reconhece a sequéncia PAM (Figura 4), ocorre a clivagem
dos nucleotideos. Essa enzima com atividade nuclease é a Cas-9, pertencentes a
familia das enzimas Cas (Figura 4). Com a mutacao, a sistema de reparo de DNA
da célula é ativado e inser¢des ou delecbes de pares de bases acabam por abolir a
expressao do gene alvo.
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Figura 4. CRISPR-Cas9 e seus componentes basicos que em conjunto inibem a expresséao
de um gene de interesse. No DNA genémico encontra-se o gene alvo, onde a Cas9
endonuclease ira produzir uma mutacgéao indel (insercao-delecao). O crBRNA (CRISPR-derived
RNA) juntamente com o tracrRNA (trans-activating RNA) sé@o responsaveis por guiar e ativar
o sistema, respectivamente. Atualmente, ambos RNAs séo sintetizados numa Unica molécula,
chamada de gRNA ou sgRNA (single guide RNA). A sequéncia 5'-NGG-3" é necessaria estar
presente adjacentemente ao alvo, para que a atividade endonucleasica da Cas-9 funcione
adequadamente. Tal sequéncia é conhecida como PAM, ou Protospacer adjacent motif. REC
— lobo de reconhecimento e NUC — lobo nucleasico da Cas9. RuvC e HNH s&o dois dominios
da Cas9, cada qual responsavel por “cortar” uma fita da molécula de DNA. Imagem retirada de
http://www.ozbiosciences.com/content/58-transfection-reagents-for-genome-editing.

Em relagcdo as demais técnicas de edicao gendébmica, como ZFN (Zinc Fingers
Nucleases) e TALENS, (Transcription Activator—like Effector Nucleases), o CRISPR-
Cas9 apresenta algumas vantagens como: rapida e facil metodologia, baixo custo
e principalmente elevada taxa de sucesso devido a sua alta sensibilidade para o
reconhecimento de sequéncias especificas presentes no DNA (Cencic e Hisashi,
2014).

Estudos de perda e ganho de funcdo tem como objetivo identificar e
compreender a funcdo de um determinado gene. Neste sentido, a obtencéo
de animais knockouts podem melhor elucidar o papel de reguladores do nicho
espermatogonial em peixes. Considerando as vantagens do sistema CRISPR-Cas9,
€ possivel editar o genoma de diversas espécies com praticidade, eficacia e baixo
custo. Somado aisso, trabalhos recentes mostraram que o papel do Fsh e Lh parecem
ser dispensaveis para o processo da espermatogénese. Assim, o estudo em conjunto
dos receptores para o Fsh e andrégenos, juntamente com analises moleculares e
celulares é de grande valia para o entendimento cada vez mais completo da biologia
das espermatogébnias tronco em peixes.

2 | MATERIAL E METODO

Para identificar os alvos para os genes fshre ara serem deletados, foi utilizado
o software ZiFit, seguindo critérios para que a eficiéncia da técnica fosse ideal: Para
gue houvesse menor possibilidade da ocorréncia de “off-targets”,os alvos possuiam
entre 18-20 nucleotideos e eram adjacentes a sequéncia PAM (NGG) na porcéao 3’
do alvo. Apds serem selecionados, os alvos foram “blastados” no database Ensambl
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para verificar se as sequéncias dos alvos escolhidos ndo eram complementares a
outros genes que nao o de interesse (off-targets). Publicagdes recentes mostraram
que um alvo ideal deve ter no maximo 4 mismatches (Fu et al., 2013; Mali et al.,
2013). Foram escolhidos 3 alvos diferentes para cada gene de interesse , e com pelo
menos a presenca de um nucleotideo guanina (G) na ponta 5 do alvo.

Apds a escolha dos alvos, a sintese do gRNA (RNA guia) foi realizada de
acordo com recomendacodes do protocolo “GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit”
(Thermo Fisher Scientific). Os oligos (primers) foram sintetizados de acordo com
instru¢des do protocolo “GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit” (Thermo Fisher
Scientific). Para tanto, ambos primers forward e reverse deveriam conter sequéncias
adicionais, como mostradas nas Figura 5 e 6.

crRNA/tracrRNA
T7 promoter Target (20 nt) constant region (80 nt)
T

apejdwa)

v T 1
5’ ~TAATACGACTCACTATAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAA . . . GTCGGTGCTTTT-3"

80-bp crRNA/tracrRNA fragment
T T
| —
Universal reverse

primer

+

Universal forward
primer

L m
XIpy 18wpg /1 @ouanbas

Target F1 primer x
(34-38 nt)

1o} siowild  Juswbel4ioell  WNQ YNHE

Aiquesse
aje|dway YNYB

Target R1 primer
(34-38 nt)

Figura 5. Metodologia utilizada para a sintese dos primers/oligos. A sequéncia em azul na
extremidade5” corresponde a “TAATA” que sera reconhecida pela T7 para a transcri¢ao in vitro
(TIV).Esta sequéncia “TAATA” é adicionada a extremidade 5" do primer a ser sintetizado. A
sequéncia do alvo indicada em vermelho por “NNNNNNNN...” contém de 17 a 19 nucleotideos.
Por fim, em preto, esta mostrado o fragmento correspondente ao crRNA/tracrRNA. Os primers
sintetizados contém a sequéncia do alvo (17 a 19 nucleotideos). Esta sequéncia se sobrepde
formando ao final da reagéo de PCR, uma dupla fita (Figura 7). Imagem retirada do protocolo
(GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit) (Thermo Fisher Scientific).

PCR assembly - 80 nt tracrRNA

T O T

Figura 6. Resultado da PCR. Fita de DNA contendo: a sequéncia da T7 (azul), o alvo (verde), e
o tracrRNA (vermelho). Imagem adaptada de Laurentino, E. CRISPR-Cas9 — Uma introdugéo a
ferramenta e sua aplicacé&o na edicéo de genomas, 2016.

ApoOs a transcricdo in vitro (TIV) e a purificacdo do gRNA gerado, a molécula
assume sua conformacéo ativa (Figura 7), pronta para ser injetada em ovos recém-
fertilizados de Zebrafish.
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Figura 7. Conformacéao do gRNA ap6s TIV e purificagéo. Apos estas etapas, basta injetar
essa molécula juntamente com a Cas9 em ovos recém-fertilizaados. Imagem adaptada de
Laurentino, E. CRISPR-Cas9 — Uma introducédo a ferramenta e sua aplicagéo na edicéao de

genomas, 2016.

2.1 Reproducao

Os peixes reprodutores foram mantidos em tanques com sistema de circulagao
e as variaveis foram controladas. Estudos mostram que a dieta e fotoperiodo sao
fatores cruciais para o sucesso da reproducéao, portanto os animais foram alimentados
3 vezes ao dia e suplementados com proteina de origem animal (Arthemia sp),
mantidos a 28 °C e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro. Para obter
os embrides para a microinje¢do, os reprodutores foram separados um dia antes da
coleta, mantendo machos e fémeas separados por uma diviséria na mesma caixa
de reproducao e em uma proporcao de 2:1 respectivamente. No dia seguinte, os
animais eram colocados em contato e assim acontecia a reproducédo. Apds meia
hora os embrides eram coletados e mantidos em meio para que fossem realizadas
as microinjecgoes.

2.2 Microinjecao dos gRNAs e da Cas9 em ovos recém-fecundados de zebrafish

O gRNA para os diferentes alvos/exons do fshr foram microinjetados em
embrides em estagio de uma célula (ovos recém-fecundados) (Kimmel et al., 1995).
Para a microinjecdo, uma solugao contendo 320ng de cada gRNA mais 200ng de
Cas9 e 2% Phenol Red (Sigma Aldrich) foi preparada. Para cada ovo, foi injetado
10% do seu volume total, ou seja, aproximadamente 500 picolitros (pl). Os ovos
séo injetados através de microinjetor Narishige (IM-11-2 Pneumatic Microinjector). O
mesmo protocolo foi seguido para realizar as injecdes para os alvos do ar.

2.3 Analise da eficiéncia da técnica via T7 endonuclease

EnzimaT7endonuclease | (T7E1 - Nem England BioLabs) € capaz de reconhecer
e clivar regides de DNA mal-pareados. A partir dessa técnica é possivel identificar,
apos etapas identificadas na Figura 8, regides em que a técnica obtivesse sucesso
em induzir mutag¢des indel nos alvos dos gRNAs.
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Figura 8. A técnica de T7E1 consiste em se infectar a célula de interesse com seus gRNAs (1)
seguida da extracédo do DNA gen6mico (2) e ampliacao da regido de interesse com primers
flanqueando a regiao alvo (3). Apods a confirmagéo da especificidade via sequenciamento ou

eletroforese, desnatura-se e renatura-se os amplicons (4) para geragéo dos mal-pareamentos e
consequente identificacdo pela T7E1 destas regides (5).Confirmacao das mutagbes através de
eletroforese em gel de agarose (6).

31 RESULTADOS

3.1 Selecao de potenciais alvos para gerar gRNA para os alvos fshr, Ihcgre ar E

SINTESE DOS ALVOS

A identificacdo dos possiveis alvos para suprimir a expressao dos genes fshr
e ar foi realizada pelo software online ZiFit (http:/zifit.partners.org/ZiFiT/). Este
software € uma ferramenta confiavel e simples para identificar os possiveis gRNA.
Os alvos selecionados para este trabalho contém entre 17 a 20 nucleotideos e todas
as recomendacOes para evitar alvos ndo desejaveis, ou seja, “off-targets”, foram
levadas em consideracdo. Em seguida, os gRNAs foram sintetizados utilizando
protocolo do kit “GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit” (Thermo Fisher Scientific).
A sequéncia nucleotidica dos genes foram obtidas no Ensembl (http://www.ensembl.
org/index.html).

Asintese da molécula de DNAmolde foi realizada com primers/oligos especificos
para cada alvo (ver abaixo) juntamente com o crBNA/tracrRNA (80 pares de base),
conforme especificagdes do fabricante (Thermo fisher scientific). Conforme protocolo,
a molécula de DNA molde obtida deve possuir aproximadamente 100 pares de base
(pb), como foi observado em nossas amostras para os alvos do fshr (Figura 9). O
mesmo protocolo foi seguido para o ar e os dados foram confirmados por eletroforese.
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Figura 9. A.Gel de eletroforese 2% para os oligos sintetizados a partir de rea¢des de RT-
PCR com primers para os alvos do fshr (mostrados acima). Cada alvo representa um exon. A
integridade do gRNA obtido (para os 3 alvos/exons do fshr) via TIV utilizando como template o

produto da RT-PCR obtida em A.

A sintese do gRNA foi realizada a partir do molde de DNA obtido através de
uma reacao de transcricao in vitro (TIV), conforme instrucdes do fabricante (Thermo
fisher scientific). O gRNA obtido teve sua integridade confirmada com eletroforese
através de bandas unicas de aproximadamente 100 pares de base.

A eficiéncia da reacéo foi considerada 6tima, visto que 5pg de gRNA em (7ug
para o alvo 1; 5,4ug para o alvo 2 e 3.9ug para o alvo 3) foram obtidos em média.

3.2 Analise da eficiéncia da técnica e genotipagem

Dois conjuntos de primers foram desenhados para cada alvo flanqueando os
sitios de clivagem. Tais primers possuem o objetivo de isolar os trés fragmentos
de DNA do fshr que contenham as possiveis dele¢des. Logo, para o exon 6, um
fragmento de 609 pb foi obtido. Para o exon 8, 386 pb e para o0 exon 9, 453pb.

Figura 10. Comparacgéao entre trés grupos de embrides de D. rerio tratados com T7E1
comparados com o grupo controle (animal ndo injetado) para anélise da eficiéncia da técnica
com gRNAs para fshr. Observar que nos grupos contendo apenas embrides injetados,
encontra-se bandas extras identificadas por setas. Tais bandas sao decorrentes de mal-
pareamentos devido a dele¢des de pares de bases pela técnica CRISPR\Cas-9 identificados e
clivados pela T7E1. Tais padrdes de bandas mostram que houve eficiéncia na técnica, porém,
para facilitar a genotipagem dos animais knockout.

A microinjecdo do gRNA para o receptor de androgeno foi realizada em um total
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de 35 embrides, verificando-se apds 5 dias a ocorréncia de diferentes niveis de ma
formacdo em 20% dos animais injetados (Figura 11).

Para confirmar a possivel ocorréncia de mutacdes para 0 ar nesses animais,
foram realizadas genotipagens nos animais nao injetados (grupo controle), animais
injetados apresentando ma formacgao e animais injetados sem ma formacéao.

mm T mm

Figura 11. Registro dos animais injetados com gRNA para o receptor de andrégeno. Verificou-se
que 20% dos animais injetados apresentavam algum tipo de ma formacao em diferentes niveis
de intensidade. A: animal injetado ndo portador de ma formacgéo. B,C e D: animais injetados e

apresentando diferentes niveis de ma formagéo.

Figura 12. Resultado da comparacéo de diferentes temperaturas para genotipagem de trés
grupos de animais injetados para delecéo do gene ar. A: grupo controle (nédo injetado), B:
larvas de zebrafish com ma formacéao, C,D: larvas de zebrafish injetadas e sem ma formacéo.

4 |1 DISCUSSAO E CONCLUSAO

As regides alvo dos genes a sofrerem mutagdes indel foram determinadas e
algumas tiveram sua sintese finalizada (como é o caso do fshr e ar). Os genes
propostos sao os receptores para o hormdnio foliculo estimulante (Fsh) e o receptor
para andrégenos (Ar). O método pelo qual pretendeu-se inibir a expresséo de tais
receptores foi o sistema CRISPR-Cas9, uma técnica recente, eficiente, barata
e acessivel. Tal técnica ja foi reproduzida com sucesso em diferentes espécies
de peixes, como zebrafish (Hwang et al., 2013), truta (Edvardsen et al., 2014) e
carpa (Zhong et al., 2016). Nesse trabalho, pretendeu-se identificar as possiveis
respostas do nicho espermatogonial quando genes relacionados a sua regulacao
perdem sua expressao definitivamente. Zhang e colaboradores (2015a) mostraram
em zebrafish que a perda de expressao de ambos os ligantes (fsh e /h) nao resultou
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em consequéncias significativas para o desenvolvimento e maturagdo de gbnadas
de machos e fémeas, porém apenas o duplo knockout levou a masculinizagcéao
de fémeas e ao atraso do desenvolvimento testicular. Estas observag¢des alteram
a visédo classica/tradicional da importancia dos hormdnios gonadotropicos na
reproducao de machos de zebrafish. Além disso, € bem provavel que apos o inicio
da puberdade induzida pelo Fsh, o testiculo torna-se independente deste horménio.
Tal fato é semelhante em mamiferos, onde o FSH é responsavel pelo inicio da
espermatogénese, mas nao pela sua manutencao (Kumar et al., 1997, Plant et
al., 2001, Tapanainen et al., 1997). No entanto, alguns autores afirmam que estas
informacdes ainda sao bastante controversas na literatura (Kumar et al., 2009).
Talvez, os reguladores mais importantes em zebrafish (e também em mamiferos)
estejam atuando a nivel paracrino ou autocrino, como mostrado na introducao deste
trabalho. Por isso, a andlise de testiculos ar (-/-) e de outros fatores paracrinos,
como o Igf3 e Amh e de genes relacionados (cf. cyp17, nanog, nanos3 e pou5f1)
e inclusive o trascriptoma de células germinativas e somaticas isoladamente sob
efeito do Fsh serd de gr ande valia visto que andrégenos estédo relacionados com
a proliferacao e diferenciacdo das espermatogOnias tronco em zebrafish adulto e
respondem significativamente a aplicacédo de Fsh recombinante em estudos in vitro
(artigo em elaboracdo) naquele sentido. Zhang e colaboradores (2015b) também
mostraram que a deficiéncia na expresséo dos genes fshre Ihr sozinhos nao alteram
significadamente o desenvolvimento e maturacdo de ambas gbnadas masculinas e
femininas. Alguns resultados foram semelhantes ao knockout dos ligantes (Zhang et
al., 2015a). Em fémeas, a delecao do fshr levou a sua masculinizacdo, porém em
machos, apenas um retardo no desenvolvimento gonadal foi observado. Tal evidéncia,
corrobora com a teoria de que, semelhantemente em mamiferos, em zebrafish o Fsh
€ responsavel apenas pela instalacdo da puberdade. Mais uma vez, a anélise de
testiculos ar (-/-) e de outros fatores e genes relacionados com o controle fisioldgico
e molecular em génadas masculinas se faz muito importante para entender o papel
destes no controle da reproducao em peixes.
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RESUMO: Os antioxidantes sao substancias
capazes de eliminar radicais livres e impedi-los
de causar danos celulares. Neste contexto, a
atividade antioxidante dos extratos alcodlicos
das folhas de Anacardium occidentale e
Myracrodruon urundeuva foi avaliada pelos
métodos de 2,2- difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e
2,2’-azinobis-(3-etil-benzothiazolin-6- sulfénico
acido) (ABTS). O conteudo fendlico e analise
fitoquimica dos extratos também foram
avaliados. As duas espécies exibiram atividade
sequestradora de radicais livres. Estes
resultados estao relacionados com alto teor de
compostos fendlicos encontrados nos extratos.
M. urundeuva mostrou atividade antioxidante
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semelhante ao butilhidroxitolueno (BHT), se
tornando uma fonte promissora de antioxidante
natural.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes naturais.
Anacardium occidentale.

Conteldo

Myracrodruon

urundeuva. fenolico. Atividade

antioxidante.

ABSTRACT: Antioxidants are substances
capable of scavenging free radicals and
preventing cell damage. In this context,
antioxidant activity of alcoholic extracts
from leaves of Anacardium occidentale and
Myracrodruon urundeuva was evaluated
by 2,2-diphenyl-1-picrylhnydrazyl DPPH and
2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonic
acid) ABTS methods. Phenolic content and
phytochemical analysis were performed for
each species. Results showed that both
species exhibited free radical scavenging
activity. These results are directly related to
high phenolic content found in the extracts. M.
urundeuva showed antioxidant activity similar
to butylhydroxytoluene (BHT) and could be
considered a promising plant source of natural
antioxidant.

KEYWORDS: Natural antioxidants. Anacardium
occidentale. Myracrodruon urundeuva, phenolic
content, antioxidant activity..
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11 INTRODUCAO

Anacardiacea € uma familia predominantemente pantropical, Pantropicais,
sendo também observada representante nas areas temperadas da Europa, Asia e
América do Norte. Compreende cerca de 80 géneros e 800 espécies, representada no
Brasil por 15 géneros e aproximadamente 70 espécies pertencentes a trés diferentes
tribos: Mangiferae, Spondiaceae e Rhodeae (HALL; GIL 2017; ROCHA et al., 2017;
MACHADO; KONNO 2010).

Suas espécies sao importantes na producédo de madeira de boa qualidade,
Astronium fraxinifolium Schott (goncalo-alves), Astronium graveolens Jacq. (guarita),
Myracrodruon urundeuva Alleméo (aroeira), Lithraea molleoides (Vell.) Engl. (aroeira-
branca) e Schinopsis brasiliensis Engl. (braina); na producéo de frutos comestiveis,
Anacardium occidentale L. (cajueiro), Mangifera indica L. (mangueira), Spondias spp.
(cajas), Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro), Spondias purpurea L. (seriguela);
ornamental, Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha), Rhus succedanea L.
(charao) e Schinus molle L. (aroeira-salsa) (TOLKER, 2013).

Muitas espécies de Anacardiaceae sao usadas na medicina popular, podemos
citar Myracrodruon urundeuva Allemao, a aroeira-do-sertdo, ou simplesmente
aroeira. A casca, as folhas e as raizes sdo usadas na forma de decocto e infusédo
em aguardente, como balsamica e hemostatica, contra inflamagao de garganta, para
curar gastrite, como regulador menstrual, contra as doencgas das vias respiratorias e
do aparelho urinario, nas hemoptises, metrorragias e diarréias, e sdo também muito
empregadas no tratamento caseiro das inflamacdes e de Ulceras e feridas, neste
caso através de banhos (MAIA, 2004).

Anacardium occidentale L. conhecido popularmente como cajueiro, é usado na
medicina caseira principalmente, no Nordeste brasileiro para aliviar dor de dente,
bronquites, artrites, colicas intestinais, ictericia e até mesmo usado como afrodisiaco
(SILVA; ALMEIDA 2013). Aentrecasca tem emprego como antiasmatico, antidiarréico,
adstringente, depurativo, ténico e antidiabético. O cha da entrecasca obtido por
cozimento tem uso topico através de bochechos e gargarejos para o tratamento de
feridas e Ulceras na boca e em certas infecgdes da garganta, podendo também ser
ingerido para o tratamento de reumatismo (SOUSA et al., 2004).

A aroeira e o caju sdo importantes fontes de compostos fenélicos (LORENZI;
MATOS 2008). Os compostos fendlicos possuem agdo antioxidante e tém um
papel importante por atuarem na inibicao dos radicais livres formados. Os danos
oxidativos provocados por radicais nas células e tecidos tém sido relacionados a
uma série de doencas que afetam o ser humano, como aterosclerose, isquemia,
doencas auto imunes e inflamatérias crénicas, além de serem considerados causas
do envelhecimento. Em muitas dessas doencas a natureza da espécie radicalar
nao é conhecida, tornando dificil o desenvolvimento de farmacos com propriedades
antioxidantes (VILA, 2006). Alguns antioxidantes sintéticos como BHA (butil-
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hidroxianisol), BHT (butil hidroxi tolueno) e TBHQ (terci-butil-hidroquinona) sao
aplicados em 6leos e alimentos gordurosos para prevenir deterioracao oxidativa, mas
tem sido associado a esses compostos propriedades carcinogénicas, acarretando
maior interesse por parte da comunidade cientifica em estudos com antioxidantes
naturais (RAMALHO; JORGE, 2006).

O presente estudo objetivou avaliar a composicéo fitoquimica do extrato
etandlico das folhas de A. occidentale e M. urundeuve, bem como determinar a
concentracéo de compostos fenolicos e atividade antioxidante in vitro, pelos métodos
de captura de radicais DPPH" e ABTS*.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Folhas de Myracrodruon urundeuva (aroeira) foram coletadas no municipio de
Crateus, Ceara. As coordenadas e altitude do local foram 5°12,187’S 40°39,674’'W
e 308,6 metros, respectivamente. Foi preparada uma exsicata e depositada no
Herbario Prisco Bezerra (EAC) do Departamento de Biologia da UFC, sob o numero
de registro 45.7483. A planta foi identificada por Anténio Sérgio Farias Castro como
Myracrodruon urundeuva Allemé&o.

As folhas de Anacardium occidentale (cajueiro) foram coletadas em Fortaleza,
Cearéa. As coordenadas e altitude do local foram 3°50,807°’S 38°28,290'W e 19,2
metros, respectivamente. Foi preparada uma exsicata e depositada no Herbario
Prisco Bezerra (EAC) sob o numero de registro 45.744. A planta foi identificada pelo
Professor Edson de Paula Nunes como Anacardium occidentale Linneus.

2.2 Preparacao dos extratos

As folhas de aroeira e cajueiro foram secas em estufa a 50° C. Para a obtencéao
do extrato etandlico as folhas foram trituradas e submetidas a extracdo com etanol
absoluto a temperatura ambiente por uma semana. A solucéo resultante foi filtrada e
depois concentrada em evaporador rotatorio.

2.3 Analise fitoquimica

Os testes dos constituintes quimicos das folhas da planta foram realizados de
acordo com a metodologia proposta por Matos (2009).

2.4 Determinacao de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o acido galico como padréao
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de referéncia (Souza, 2007). Cada extrato etandlico foi dissolvido em metanol
para preparar solu¢cées de 150 ppm. Em uma aliquota de 100 pL de cada solug¢éo
resultante, foi acrescido 50 yL do reagente de Folin-Ciocalteau e 6 mL de agua
destilada. Ap6és um minuto, adicionou-se 2 mL de Na,CO, (15%) e agitou-se por 30
segundos. Finalmente, o volume da solugcao foi completado para 10 mL com agua
destilada. A mistura foi armazenada ao abrigo da luz por duas horas e, logo em
seguida, a absorbéancia foi medida a 750 nm em cubetas de vidro, o tubo branco
continha apenas metanol e reagentes. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. O teor de fendis totais foi determinado pela comparacdo da absorbancia
das amostras com uma curva padrao de acido galico e os resultados expressos em
mg de EAG (equivalentes de acido galico) por g de extrato.

2.5 Avaliacao da atividade antioxidante

2.5.1 ABTS

Para a determinacédo da atividade antioxidante total (AAT), foi preparada uma
solucao estoque de ABTS, solucédo de persulfato de sodio, radical ABTS e diluicdes
sucessivas da amostra, conforme segue abaixo:

1. Preparo de solugao estoque de ABTS (7 mM)

Em um baldo volumétrico (100mL) colocou-se 384 mg de ABTS e o volume foi
completado com agua destilada. Depois de homogeneizado, foi transferido para um
frasco de vidro &mbar e armazenado em geladeira até o uso.

2. Preparo de persulfato de potassio (140 mM)

Em um baldo volumétrico foram dissolvidos 378,4 mg de persulfato de potassio
em agua destilada até completar o volume 10 mL. Posteriormente, a solugéo foi
homogeneizada e transferida para frasco de vidro ambar e armazenado em geladeira
até o uso.

3. Preparo do radical ABTS

Foram misturados 5 mL da solugdo de ABTS com 88 pL da solugao de persulfato
de potassio. A solucdo foi homogeneizada e foi mantida no escuro por 16 horas.
ApoOs esse periodo, foi retirado 1 mL da solugéo e completado até 100mL com etanol.
A leitura da absorbancia foi feita a 734nm.

4. Diluicbes das amostras

Uma solucao estoque foi preparada utilizando 15 mg dos extratos brutos e
1,5mL de etanol absoluto (10.000ppm). A partir dessa concentracao, diluicbes
sucessivas foram realizadas para obter concentracbes de 5.000, 1.000, 500, 100,
50, 10 e 5ppm. Todas as amostras foram feitas em triplicata.

5. Determinacéo da AAT

Em ambiente escuro foram transferidos 30 uL de cada diluicéo para tubos de
ensaio com 3 mL do radical ABTS. Os tubos foram homogeneizados e deixados

As Ciéncias Biologicas e a Construcao de Novos Paradigmas de Conhecimento Capitulo 6




em repouso por 6 minutos. Em um tubo adicionou-se apenas alcool etilico (branco)
e em outro tubo apenas o reagente ABTS. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro a 734 nm.

6. Calculos

Foram feitas as médias dos valores obtidos e a partir delas, obteve-se o indice
de varredura (1V), conforme a formula a seguir:

V= AbsABTS — AbsAmostra <100
AbsABTS

Um gréfico foi produzido com o eixo-x contendo os valores das diluicdes e o
eixo-y os valores dos IVs. Em seguida, calculou-se a reta de regressao linear e dela
o EC,,
50% da quantidade inicial do radical (RE et al., 1999, com modificacdes).

ou seja, ponto em que a concentragao de antioxidantes da amostra consome

2.5.2 DPPH

Para a determinac&o da AAT foram preparadas a solugao estoque de DPPH e
as diluicbes da amostra para se obter a atividade antioxidante total, conforme segue
abaixo.

1. Preparo de solugao estoque de DPPH

Pesou-se 5,2 mg de DPPH e acrescentou-se metanol absoluto em um bal&o
volumétrico de 200mL até completar o volume.

2. Diluicbes da amostra

Uma solucéo estoque foi preparada utilizando 30 mg dos extratos brutos e 3 mL
de etanol absoluto (10.000ppm). A partir dessa concentracéo, diluicbes sucessivas
foram realizadas para obter concentra¢des de 5.000, 1.000, 500, 100, 50, 10 e 5ppm.
Todas as amostras foram feitas em triplicata.

3. Determinacao da AAT

Transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato para tubos
de ensaio e acrescentou-se 3,9 mL da solugao estoque de DPPH, homogenizando.
Em um tubo adicionou-se apenas alcool metilico absoluto (branco) e em outro tubo
apenas o reagente DPPH. Todos os tubos permaneceram por uma hora em ambiente
sem luz. Realizou-se a leitura no espectrofotdbmetro em 515 nm (Yepez et al., 2002)

4. Célculos

Foram feitas as médias dos valores obtidos e a partir delas, obteve-se o indice
de varredura (l1V), de acordo com a féormula:

Ve (AbsDPPH — AbsAmostra

x 100
AbsDPPH

Um grafico foi produzido e calculou-se o EC,, conforme descrito na metodologia
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para ABTS.
2.6 Analise estatistica

Os valores de média + desvio padréo foram calculados. Foi usado o teste de
variancia (ANOVA) para determinar as diferencas estatisticas entre os extratos de
Anacardiaceae e 0 padrado, seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi
de P<0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise fitoquimica revelou a presenca de fenol e flavonondis no extrato
etandlico das folhas de M. urundeuva (aroeira) e A. occidentale (cajueiro). Nao foram
detectadoss flavanonas, flavonéis, xantonas e saponinas. No entanto, as espécies
diferiram no tipo de tanino: taninos condensados em M. urundeuva e taninos
hidrolisaveis em A. occidentale (Tabela 1).

A entrecasca é a principal parte de M. urundeuva e A. occidentale usada na
medicina caseira, sendo interessante comparar a composi¢cao da entrecasca com a
dos extratos etandlico extraidos das folhas. Lorenzi e Matos (2008) relatam que na
entrecasca da aroeira foram encontrados diversos compostos fendélicos, dentre eles
taninos dos tipos catéquico e pirogalico, chalconas diméricas e outros flavondides,
gue se mostraram biologicamente ativos. Na entrecasca do cajueiro pode-se detectar
a presenca de esterdides, flavonoides, tanino, catequinas e outros fenois.

i Taninos Flavanonas,
L. Taninos . . )
Espécie Fenol .. .., . Condensados Flavanonéis flavonodis, Saponinas
Hidrolisaveis L
ou Catéquicos xantonas
M. urundeuva + - + + - -
A. occidentale + + - + - -

Tabela 1. Triagem fitoquimica dos extratos etandlicos de M. urundeuva Alleméo e A. occidentale
L.

(+) detectado; (—) ndo detectado

A partir da andlise fitoquimica as folhas, de aroeira e cajueiro, possuem
composicado quimica semelhante as da entrecasca. Ademais, as folhas de aroeira
apresentam fendis totais, taninos catéquicos e flavondides. As folhas de cajueiro
apresentaram fendis totais, taninos e flavonoides, porém néo foi detectada a presenca
de catequinas. Contudo, existe ainda a possibilidade de os flavanondis das folhas
terem mascarado a presenca de outros componentes (Matos, 2009).

A curva de calibragdo de concentragbes conhecidas de acido galico para a
determinacéo do teor de fendis totais € mostrada na Figura 1.
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Figura 1. Curva padréo do &cido gélico

A determinacdao dos fendis totais pelo método Folin-Ciocalteau, expressos
como EAG (equivalentes de acido galico) por grama de extrato, sdo apresentados
na Tabela 2. A quantidade de compostos fenélicos no extrato de M. urundeuva foi
de 388,86 mg GAE/g maior que A. occidentale que obteve 280,93 mg GAE/g. Os
resultados mostram que as espécies de M. urundeuva e A. occidentale sao ricas
em fendis totais, pois apresentam concentragdes de fnois maior que 100 mg GAE/g
(OLIVEIRA et al., 2012; VASCO; RUALES; KAMAL-ELDIN, 2008).

Contelido de fenobis totais

Amostras
(mg de EAG/g de extrato = DP)
M. urundeuva 388,86 + 23,967
A. occidentale 280,93 + 19,06°

Tabela 2. Compostos fendlicos totais dos extratos etandlicos de M. urundeuva
Alleméo e A. occidentale L.

EAG: equivalente de acido galico. DP: desvio padrao da média

A atividade antioxidante foi realizada pelos métodos de sequestro de radical
livre ABTS e DPPH com a EC,, expressa em mg/mL, que corresponde a quantidade
de extrato necessaria para reduzir o radical em 50%; assim, quanto menor o EC_,
melhor € a capacidade antioxidante do extrato. O antioxidante sintético BHT foi
usado como padrao (Tabela 3).

- ABTS DPPH
xiratos (EC., + DP) mg/mL (EC., + DP) mg/mL

M. urundeuva 0,279 +£0,0119 2 0,217 £0,0014 °®

A. occidentale 0,350  0,0255 ° 0,260  0,0070 ©
BHT 0,309  0,0026 * 0,165 + 0,0075 *

Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos etanélicos de M. urundeuva Allemao e A.
occidentale L. em EC.

EC,,: concentragéo eficiente de 50%. DP: desvio padréo. Letras diferentes referem-se a dados estatisticamente
distintos (P<0,05).
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Pelo método de DPPH todos os extratos tiveram atividade antioxidante
diferente, com valor melhor para BHT (EC,, de 0,165 + 0,0075 mg/mL) seguido de
M. urundeuva (EC,, de 0,217 + 0,0014 mg/mL) e A. occidentale (EC,, de 0,260 +
0,0070 mg/mL).

O extrato de M. urundeuva (EC,, 0,279 + 0,0119) apresentou atividade
antioxidante melhor que o extrato de A. occidentale (EC,, 0,350 + 0,0255) e similar
(P<0,05) ao BHT (EC,, de 0,309 + 0,0026), através do método de ABTS. Como
ndo ha diferenga entre o poder antioxidante de M. urundeuva e do BHT medido
pelo método de ABTS, o extrato obtido das folhas de aroeira poderia ter a mesma
aplicacao que o BHT, que é utilizado como conservante em alimentos gordurosos
(BORGUINI, 2006).

Os resultados mostram que o extrato de M. urundeuva tem acéo antioxidante
melhor que o extrato de A. occidentale e similar ao BHT, através do método de
ABTS. Analisando os resultados pelo método DPPH, os extratos de M. urundeuva
e A. occidentale nao apresentaram atividade antioxidante comparavel ao BHT. De
acordo com Cabral et al. (2009), essa diferenca na atividade antioxidante da amostra
pode ocorrer devido o método empregado. Rufino et al. (2010) demonstraram que
o método ABTS* & geralmente indicado para compostos hidrofilicos e o método
DPPH é mais empregado com extratos contendo compostos hidrofilicos e lipofilicos.
Ambos os métodos sao utilizados para determinar a capacidade antioxidante in vitro.

41 CONSIDERACOES FINAIS

As folhas de Myracrodruon urundeuva e Anacardium occidentale apresentaram
composicdo quimica semelhante a sua respectiva entrecasca, sendo um bom
indicativo de que as folhas poderao substituir o uso da entrecasca na medicina caseira,
reduzindo o impacto sobre as plantas estudadas, notadamente M. urundeuva esta
na lista de espécies ameacadas de extingdo. A atividade antioxidante de Anacardium
occidentale e Myracrodruon urundeuva pode ser justificada pela quantidade de
compostos fendlicos presentes nos extratos, ou seja, M. urundeuva apresentou
maior teor de fenbis que A. occidentale, consequentemente teve maior atividade
antioxidante. Novos estudos necessitam ser conduzidos em busca do isolamento,
purificacéo e identificagcdo e avaliacdo da toxicidade dos compostos bioativos das
espécies de Anacardiaceae.

REFERENCIAS

BORGUINI, R.G. Avaliacado do potencial antioxidante e de algumas caracteristicas fisico-
quimicas do tomate (Lycopersicum esculentum) organico em comparacao ao convencional.
Séo Paulo: Faculdade de Saude Publica / USP, 2006. Tese de doutorado.

CABRAL, I. S. R.; OLDONI, T. L. C.; PRADO, A.; BEZERRA, R. M. N.; ALENCAR, S. M.; IKEGAKI,

As Ciéncias Biologicas e a Construcao de Novos Paradigmas de Conhecimento Capitulo 6




M.; ROSALEN, P. L. Composicao fendlica, atividade antibacteriana e antioxidante da prépolis
vermelha brasileira. Quimica Nova, Sao Paulo, v. 32, n. 6, p. 1523-1527, 2009.

HALL,C.F.; GIL, A.S.B. Flora das cangas da Serra dos Carajas, Para, Brasil: Anacardiaceae.
Rodriguésia, 68, n.3, p. 911-916, 2017.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exéticas. 2. ed. Nova
Odessa: Instituto Plantarum, 2008.

MACHADO, N.C., KONNO, T.U.P. Flérula do parque nacional da restinga de jurubatiba, rio de
janeiro, brasil: anacardiaceae. Arquivos do Museu Nacional, Rio de Janeiro, v.68, n.3-4, p.173-176,
2010.

MAIA, G. N. Caatinga: arvores e arbustos e suas utilidades. Sdo Paulo: Ed. D&Z, 2004.
MATOS, F.J.A. Introducao a fitoquimica experimental. 3. ed. Fortaleza: Edigdes UFC, 2009.

OLIVEIRA, L. M.; CARDOSO, N. S. N.; FERNANDEZ, L. G.; ROQUE, M. R. A.; SANTANA, J. R. F;
PELACANI, C. R.; CASTRO, R. D. The effect of growing conditions on phenolic compounds and
antimicrobial activity of Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao. African Journal of Biotechnology,
Nairobi, v. 11, n. 41, p. 9770-9775, 2012.

RAMALHO, V.C.; JORGE, N. Antioxidantes utilizados em 6leos, gorduras e alimentos
gordurosos. Quimica Nova, V. 29, N. 4, 755-760, 2006.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE EVANS, C.
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free
Radical Biology and Medicine, v. 26, p. 1231-1237, 1999.

ROCHA, L. A., ROCHA, A. M., PACHECO, A. C. L., ABREU, M. C. Diferencas foliares
morfoanatdmicas de quatro espécies da familia anacardiaceae. Caderno de Pesquisa, série
Biologia v.27, n. 2, p. 35-48, 2017.

RUFINO, M.S.M.; ALVES, R.E.; BRITO, E.S..; PEREZ-JIMENEZ, J.;SAURA-CALIXTO, F.; MANCINI-
FILHO, J. Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18 non-traditional tropical fruits
from Brazil. Food Chemistry, v.121, p.996-1002, 2010.

SILVA, A.E.S.; ALMEIDA, S.S.M.S. Andlise fitoquimica das cascas do caule do cajueiro
(Anacardium occidentale L. — Anacardiaceae). Estacdo Cientifica (UNIFAP) Macapa, v. 3, n. 2, p.
81-88, jul.-dez. 2013.

SOUSA, C. M. M. SILVA H. R. E, VIEIRA-JR, G. M., AYRES, M. C. C., COSTA, C. L. S., ARAUJO,
D.S., CAVALCANTE, L. C. D., BARROS, E. D. S., ARAUJO, P.B.M., BRANDAO, M.S., CHAVES, M.
H. Fendis totais e atividade antioxidante de cinco plantas medicinais. Quimica Nova, v. 30, n. 2,
p. 351-355, 2007.

SOUSA, M. P.; MATOS, M.E.O.; MATOS, F.J.A.; MACHADO, M.I.L.; CRAVEIRO, A.A. Constituintes
quimicos ativos e propriedades biolégicas de plantas medicinais brasileiras. 2. ed. Fortaleza:
Editora UFC, 2004.

TOLKE, E.E.A.D. Estudos estruturais em 6rgéos reprodutivos de Tapirira guianesnis aubl.
(anacardiaceae). Campinhas, SP, 2013. Dissertacdo de mestrado.

VASCO, C.; RUALES, J.; KAMAL-ELDIN, A. Total phenolic compounds and antioxidant capacities
of major fruits from Ecuador. Food Chemistry, Barking, v. 111, n. 4, p. 816-823, 2008.

As Ciéncias Biologicas e a Construcao de Novos Paradigmas de Conhecimento Capitulo 6


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814610001172

VILA, F.C. Identificacao dos flavonéides com atividade antioxidante da cana-de-acucar
(Saccharum officinarum L.). Sao Carlos: Instituto de Quimica de S&o Carlos / USP, 2006.
Dissertacao de mestrado.

YEPEZ, B., ESPINOSA, M., LOPEZ, S., BOLANOS, G. Producing antioxidant fractions from
herbaceous matrices by supercritical fluid extraction. Fluid Phase Equilibria, v. 194, p. 879-884,
2002.

As Ciéncias Biologicas e a Construcao de Novos Paradigmas de Conhecimento Capitulo 6




CAPITULO 7

LIMNOLOGIA COMPARADA DOS PRINCIPAIS TIPOS
DE HABITATS DO RESERVATORIO DE ROSANA, RIO

Rafaela Shizuko Yamashita Kimura
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu — Sao Paulo

Joao Felipe Denys Pereira
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu — Sao Paulo

Maria Luisa Passos Frigero
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu — Séo Paulo

Marco Aurélio Pessotto
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu — Séo Paulo

Pedro Vinicius Melo dos Santos
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu — Sédo Paulo

Marcos Gomes Nogueira
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu — Séo Paulo

RESUMO: O reservatério da usina hidrelétrica
de Rosana esta localizado no trecho inferior
do rio Paranapanema, na divisa entre o0s
Estados de Sao Paulo e Parana. Apesar de
operar como um sistema a fio d"agua, isso é,
com baixo tempo de retencdo agua, possui
grandes dimensdes (e.g. area de 220 km2
e eixo longitudinal de aproximadamente 90
km), o que pode levar ao estabelecimento de
uma consideravel heterogeneidade espacial.
Para o estudo foram selecionados 3 tipos de
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PARANAPANEMA (SP/PR)

habitats aquaticos associados ao reservatorio
e considerados o0s mais representativos:
ambiente I6tico no compartimento superior,
lagoa marginal conectada ao canal principal do
rio e ambiente Iéntico préximo a barragem. Os
trabalhos de campo foram realizados no inicio do
periodo seco, em junho de 2018. As seguintes
variaveis limnologicas foram determinadas
em cada local: profundidade, transparéncia,
concentracao de clorofila atotal e perfis verticais
de temperatura, pH, condutividade elétrica,
potencial de 6xido-reducéo, oxigénio dissolvido
e solidos totais dissolvidos. Quando pertinente
0os resultados foram confrontados com a
legislac&o vigente para qualidade de agua. A
analise descritiva dos dados, complementada
por uma ordenacado feita através de uma
analise de componentes principais, permitiu
identificar tendéncias diferenciadas para a
maioria das variaveis, tais como maior turbidez
e concentracéo de clorofila fitoplancténica na
Lagoa e maior pH e concentracdo de oxigénio
no compartimento Iéntico. A comparacéao
entre os habitats corrobora a hipotese inicial
de haver uma importante variabilidade de
condi¢cdes limnologicas, representativas dos
ecossistemas aquaticos regionais e que
certamente contribuem para a manutencao de
uma alta diversidade de comunidades bidticas
e de complexas interacdes ecoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Ambiente |6tico, ambiente

Capitulo 7




léntico, lagoa marginal, fisico-quimica, clorofila

COMPARATIVE LIMNOLOGY OF THE MAIN TYPES OF HABITATS OF ROSANA
RESERVOIR, PARANAPANEMA RIVER (SP/PR)

ABSTRACT: The hydropower reservoir of Rosana is in the lower stretch of
Paranapanema River, inthe border of Sdo Paulo and Parana States. Although it operates
as a run-of-river system, with low water retention time, the reservoir has large physical
dimensions (220 km? in area and longitudinal axis of approximately 90 km), what can
promote a considerable spatial heterogeneity. In the study it was selected 3 types of
aquatic habitats associated to the reservoir and considered the most representatives:
Lotic environment in the reservoir upstream zone, marginal Lagoon connected to the
river main channel and Lentic environment close to the dam. The following limnological
variables were determined in each site: depth, transparency, chlorophyll concentration
and vertical profiles of temperature, pH, electric conductivity, redox potential, dissolved
oxygen and total dissolved solids. Some data were also confronted with the water
quality legislation. The descriptive data analyzes, complemented by an ordination
(principal component analyzes), make possible to identify differential trends for most
limnological variables, such as higher turbidity and phytoplankton chlorophyll in the
Lagoon and higher oxygen and pH in the Lentic compartment. Comparisons among
habitats corroborated the initial hypothesis of the existence of an important variability in
the limnological conditions, which are representative of the regional aquatic ecosystems
and certainly contribute to the maintenance of a high diversity of biotic communities
and complex ecological interactions.

KEYWORDS: Lotic environment, lentic environment, lagoon, physical-chemical,
chlorophyll

11 INTRODUGCAO

A 4gua é um recurso invariavel e vital, estabelecendo o equilibrio do planeta
por estar presente nos ciclos estacionais climaticos e nos ciclos bioldgicos, portanto,
esse € um recurso limitante de grande importancia para a vida na Terra. Em termos
de volume a agua tem se mantido no planeta de forma relativamente constante,
nos ultimos 500 milhdes de anos (1.386 milhdes de km?). Contudo, consideraveis
variagbes temporais ocorrem nas quantidades armazenadas nos diferentes
reservatorios: liquido, sélido, vapor e biomassa, cuja dindmica é determinada por um
potente mecanismo de renovacgao movido pela energia solar e pela forca gravitacional
(Reboucas, 2006). A parcela de agua que precipita sobre as por¢cdes continentais €
drenada pelos rios, abastece lagos e reservatorios, reconstitui a umidade do solo,
responsavel pela manutencdo da cobertura vegetal, além de repor os estoques
armazenados no subsolo.
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Os rios representam uma parcela de agua de grande importancia dentro da
por¢cado continental pois transportam recursos naturais indispensaveis aos seres
vivos e possuem grande importancia socioeconémica, cultural e historica.

Entre os grandes rios da regido sudeste do pais, bacia do alto rio Parana,
podemos mencionar o Paranapanema, que nasce na Serra de Paranapiacaba (ca.
800 m), sul do estado de S&o Paulo, possui uma extensao de 929 km, numa orientacéao
leste W oeste e em grande parte fazendo a divisa com o estado do Parana. Sua foz
(ca. 258 m) encontra-se no rio Parana (Sampaio, 1889), atualmente a jusante da
usina hidrelétrica (UHE) de Porto Primavera (SP/MS).

A declividade natural do rio Paranapanema foi intensamente aproveitada para
fins de exploracédo energética, com a construcao ao longo das ultimas décadas de
um sistema em cascata de 11 UHEs (Nogueira et al., 2006). Outra caracteristica
marcante desse rio, sobretudo quando comparado a outros sistemas fluviais de
mesmo porte da regido (e.g. rio Tieté no centro do estado de Séao Paulo), € a boa
qualidade de suas aguas com o predominio de condi¢cdes oligotroficas e oligo-
mesotroficas (Pomari et al., 2018).

O reservat6rio da UHE de Rosana, objeto de nosso estudo, esta localizado no
trecho final do rio Paranapanema, no extremo oeste do Estado de Sao Paulo, em
uma regido conhecida como Pontal do Paranapanema — divisa entre os Estados de
Sao Paulo e Parana. Trata-se de um corpo d’agua de grande porte, com uma area
inundada de 220 km? e um eixo longitudinal de aproximadamente 90 km.

O objetivo do trabalho foi identificar e ressaltar a diversidade de ambientes
aquaticos associados ao reservatoério de Rosana, através de uma analise limnolégica
comparativa entre os principais tipos de habitats encontrados.

Embora seja do tipo fio d’agua, com tempo médio de residéncia da agua
relativamente curto, em torno de 20 dias (Nogueira et al., 2006), suas grandes
dimensdes suscitaram a questao de haver uma relativa heterogeneidade espacial
nas condi¢des limnologicas do sistema.

2| MATERIAL E METODOS

Trés distintos habitats aquaticos foram selecionados para o desenvolvimento
do estudo na area de influéncia do reservatério da UHE Rosana: um trecho no
compartimento I6tico (22°36°6”S; 52°9°44”0), uma lagoa marginal permanentemente
conectada ao canal principal (22°38’1”S; 52°9°40”0) e um trecho no compartimento
léntico proximo a barragem (22°36'20”S; 52°51°39”0), conforme apresentado na
Figura 1.

Os trabalhos de campo foram executados no més de junho de 2018. Utilizando-
se uma sonda multiparametros HORIBA (modelo U-52), foram determinados in situ
perfis verticais (medidas a cada metro de profundidade) de temperatura (°C), pH,
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potencial de oxido redugcao (mV), condutividade elétrica (uS cm™), turbidez (NTU);
oxigénio dissolvido (mg L") e sdélidos totais dissolvidos (g L'). Mediu-se também
a profundidade (sonar Speedtech) e a transparéncia da agua (disco de Secchi).
Simultaneamente, foram coletadas amostras de agua (1L por ponto) para anélise
da concentracéo de clorofila a total (espectrofotometria), um indicador da biomassa
fitoplanctonica, sendo esta realizada pelo método de maceragédo manual dos filtros
(Millipore AP40) e extracdo do pigmento em acetona 90% a frio (Golterman et al.,
1978).

Os dados obtidos foram apresentados em forma de tabela e graficos com
auxilio do programa Sigma plot 11 e confrontados, quando pertinente, com valores
de referéncia da Resolucao CONAMA 357/2005, sobre a classificacao dos corpos
d’agua no pais.

Uma analise de componentes principais (software PRIMER 6) foi realizada com
o intuito de ordenar o conjunto de informacgdes limnoldgicas e permitir discriminar as
diferencas entre os distintos habitats considerados.

8 UHE Porto Primavera

8 P.E.:Maorroidolbiabo

UHE Rosana
L

8 Lentico § Lotico

& Lagoa

A
N
20 km

Figura 1. Trecho final do rio Paranapanema, com a localizagdo dos pontos de amostragem
(Lotico, Lagoa e Léntico) na area de influéncia do reservatorio de Rosana. Em destaque na
imagem o Parque Estadual do Morro do Diabo e a UHE de Porto Primavera (rio Parana).

3| RESULTADOS

Os valores das variaveis limnolégicas medidas em perfis verticais nos trés
diferentes tipos de habitats aquaticos considerados sdo apresentados na Tabela 1.
Na Tabela 2 também estdo incluidos os valores de referéncia da Resolugcado 357
(classe 2), para fins comparativos.

A fim de facilitar a comparacédo entre os habitats distribuidos ao longo do
eixo principal do reservatorio, foram confeccionadas as Figuras 2, 3, 4, 5 e 6,
correspondentes as variaveis transparéncia, turbidez, pH, condutividade elétrica e
clorofila a total, respectivamente.

Por sua vez, as Figuras 7 e 8 mostram um perfil detalhado da distribuicdo da
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temperatura e do oxigénio ao longo da coluna d’agua analisada em cada um dos
habitats.

A analise de componentes principais (Figura 9) explicou uma elevada
percentagem da variabilidade dos dados (60,4 % componente 1; 39,6% componente
2). Todas as variaveis, com excecao do pH, apresentaram uma elevada correlacao
(> 0,4) com pelo menos um dos dois primeiros componentes da analise (Tabela 3).

Temp. H REDOX Condutividade Turbidez O.D.(mg O.D. S.T.D.

(°C) 2 (mV) (uS cm™) (NTU) L") (%) (gL")
Lotico 22,0 (0,1) (g’l) 388 (16) 57,5 (0,5) 4203 7,0(01) ?21 ’19) 0,037 (0,0)
Lagoa 21,7 (0,2) (g’gg) 373 (9) 56,3 (0,0) 8,4(03) 58(0,3) (647’56) 0,036 (0,0)
Léntico 20,7 (0,07) (g’?) 354 (20) 55,0 (0) 14(06) 9,0 (0,3) 18‘%? 0,036 (0,0)

Tabela 1. Valores médios para a coluna d"agua, e respectivos desvios-padréo, das variaveis
limnolégicas medidas nos diferentes habitats aquéticos do reservatorio de Rosana, rio
Paranapanema (SP/PR).

Lético Lagoa Léntico Classe 2%
pH 7,13 7,04 7,62 6a9
Turbidez (NTU) 4,24 8,49 1,43 <100
S.T.D.(gL") 0,037 0,036 0,036 < 0,50
D.O. (mg L") 7,0 5,8 9,0 >5
Clorofila a (ug L) 0,9 4,9 2,0 <30

Tabela 2. Valores médios das variaveis limnol6gicas medidas nos diferentes habitats aquaticos
do reservatorio de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR), e padrdes de referéncia para aguas de
classe 2 (Conama 357).

* Enquadramento atual do rio Paranapanema em sua maior extensao.

Lético Lagoa Léntico
0 1 1 1

Figura 2. Variagédo da transparéncia da agua nos diferentes habitats aquaticos do reservatoério
de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).
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Figura 3. Variagéo da turbidez da agua (média e desvio-padrao) nos diferentes habitats
aquaticos do reservatério de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).

Lético Lagoa Léntico

Figura 4. Variacao do pH da agua (média e desvio-padréao) nos diferentes habitats aquéticos do
reservatério de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).
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Figura 5. Variacéo da condutividade elétrica da agua (média e desvio-padréo) nos diferentes
habitats aquaticos do reservatorio de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).

(g L’

Lético Lagoa Léntico

Figura 6. Variacao da concentragéo de clorofila a nos diferentes habitats aquéticos do
reservatério de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).
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Figura 7. Variagcao vertical da temperatura da dgua nos diferentes habitats aquaticos do
reservatério de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).
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Figura 8. Variacéo vertical da concentracéo de oxigénio dissolvido na agua nos diferentes
habitats aquéticos do reservatério de Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).
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Figura 9. Resultado gréafico da andlise de componentes principais (componentes 1 € 2) com
base nos caracteristicas limnolégicas dos diferentes habitats aquaticos do reservatério de
Rosana, rio Paranapanema (SP/PR).

Variaveis PCA PC2
Transparéncia -0,056 -0,555
Temperatura 0,398 0,265
pH -0,126 -0,062
REDOX 0,448 -0,078
Condutividade 0,421 -0,205
Turbidez 0,282 0,437
0O.D. -0,445 0,099
T.D.S 0,409 -0,239
Clorofila a -0,008 0,559

Tabela 3. Valores de correlagéo (scores) entre as varidveis limnologicas e os componentes 1 e
2 da analise de componentes principais.

4 | DISCUSSAO

Os reservatoérios construidos para atender as demandas de geracéo de energia
elétrica podem ser classificados em dois tipos basicos, em termos de operacéo: de
acumulacao e fio d’agua. A principal diferenca entre eles esta relacionada ao tempo
de retencéao hidraulica, mais elevado naqueles do tipo de acumulagao, geralmente
localizados na porcéao superior de bacias hidrograficas e que além da geragcado
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tém a funcdo de estocar e controlar a vazao de jusante. Estes distintos modelos
operacionais tém implica¢des profundas na estrutura e funcionamento ecologico dos
trechos represados, sendo que a magnitude das mudancas tende a ser menor nos
reservatorios fio d"agua, pelo fato destes preservarem as condi¢des l6ticas ou semi-
I6ticas (Nogueira et al., 2012).

Conforme mencionado anteriormente, o reservatério de Rosana, embora opere
a fio d"agua, € um sistema de grande porte (area de 220 km? e 90 km de eixo
longitudinal) o que pode levar uma consideravel heterogeneidade nas condicdes
limnoldgicas dos seus distintos compartimentos.

Tal hip6tese foi claramente demonstrada através dos resultados da anélise de
componentes principais, que resultou em uma nitida separacgéo entre os trés tipos de
habitats considerados — trecho l6tico, lagoa marginal e trecho |éntico.

O ponto representado pela Lagoa marginal se destacou por apresentar maior
turbidez, maior concentracao de clorofila e menor concentracéo de oxigénio. Embora
a transparéncia tenha sido consideravelmente mais baixa, comparada aos demais
habitats, isso se deve ao fato de a lagoa apresentar uma baixa profundidade (ca.
1 m), uma vez que a visualizacdo do disco de Secchi se deu até o fundo. Essa
condicdo de penetracao de luz em toda a coluna d’agua, associada a uma maior
estabilidade fisica e, provavelmente, maior disponibilidade de nutrientes, favorece
o desenvolvimento do fitoplancton, conforme indicado pela clorofila a. Por sua vez,
tanto a menor concentracéo de oxigénio, bem como a maior turbidez (ainda que essa
nao limite a fotossintese), devem estar relacionadas a decomposicao das macrofitas
aquaticas, que se proliferam intensamente nesse tipo de ambiente mas que entram
em senescéncia durante o periodo de outono/inverno (periodo das amostragens).
Em um estudo realizado na mesma regido, mas que contemplou um conjunto
de lagoas marginais (4 ambientes distintos, além do canal do rio), ja havia sido
verificado o fato de as lagoas apresentarem condi¢cdes limnoldgicas distintas com
relacdo ao rio/reservatério (Ferrareze et al., 2014). Certamente, isso contribui para
que esses habitats marginais suportem uma alta variedade de distintas populagcdes
de fauna e flora, por exemplo do fitoplancton, zooplancton e da ictiofauna (Ferrareze
& Nogueira, 2011a, b; Ferrareze & Nogueira, 2013), bem como de interacdes tréficas
(Ferrareze et al., 2015).

O ambiente Léntico se destacou dos demais pelos elevados valores de oxigénio
dissolvido e de pH. Em relacdo a primeira variavel, isso provavelmente se deve ao
fato dessa zona do reservatério ser muito larga e exposta a acédo do vento (pista de
vento), ocorrendo de forma intensa e frequente trocas com a atmosfera. O maior pH
deve estar relacionado ao metabolismo fotossintético do fitoplancton, que tende a
aumentar a basicidade do meio ao longo dos horarios iluminados do dia (Esteves,
2011). Nesse local as concentragcbées de clorofila foram moderadas (2 pyg L) e,
diferente das lagoas, ndo ha uma interferéncia da liberagcdo de substancias acidas

por macrofitas aquaticas.
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Na dimensao vertical (perfis de medidas) verificou-se a auséncia de
estratificacbes térmicas nos trés ambientes, apenas decréscimos graduais da
temperatura. Contudo, destaca-se o rapido decaimento em direcdo ao fundo das
concentracdes de oxigénio no ambiente de Lagoa, a despeito da pouca profundidade.
Novamente, isso se explica pela decomposicao das plantas aquaticas e menor
turbuléncia (estabilidade).

Em termos de qualidade de agua, todas as variaveis que permitiram
comparagoes, estiveram em conformidade com os padrbes de referéncia da
resolucao Conama 357/205, para aguas de classe 2, enquadramento atual do rio
Paranapanema, em sua maior extensao. As aguas de classe 2 podem ser destinadas:
a) ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional; b) a
protecdo das comunidades aquaticas; c) a recreacédo de contato primario, tais como
natacéo, esqui aquatico e mergulho, conforme Resolugao CONAMA 274/2000; d) a
irrigac@o de hortalicas, plantas frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte
e lazer, com 0s quais o publico possa vir a ter contato direto; e e€) a aquicultura e a
atividade de pesca. Isso é mais uma evidéncia da manutencao da boa qualidade das
aguas desse grande rio do sudeste brasileiro, conforme analisado recentemente de
forma detalhada por Pomari et al. (2018).

A comparacao entre os habitats selecionados permitiu comprovar a existéncia
de uma importante variabilidade de condi¢cdes limnoldgicas, representativas dos
ecossistemas aquaticos regionais e que certamente suportam uma alta diversidade
de comunidades bidticas e de complexas interagdes ecoldgicas.
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RESUMO: As ferritinas séo proteinas capazes
de armazenar ferro, tornando este biodisponivel
para as células, além de sua importancia
na desintoxicagdo de espécies reativas de
oxigénio.
imprescindivel em varios aspectos relacionados
a bionanotecnologia. Como exemplo disso,
elas estdo relacionadas a biomineralizagcao,

Essas proteinas tem um papel

podendo mineralizar uma série de complexos
metalicos, além da entrega de drogas no interior
da capside da proteina e do desenvolvimento
de vacinas, um papel precursor que pode
ser utilizado em aplicagbes farmacéuticas
e terapéuticas. Por conta das inumeras
aplicacbes da ferritina e pela dificuldade de
purificacdo desta diretamente a partir de culturas
de Corynebacterium pseudotuberculosis, o
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pseudotuberculosis

objetivo foi expressar e purificar a ferritina em
Escherichia coli possibilitando a compreenséo
dos fatores que influenciam a oligomerizacéo/
desoligomerizacédo do oligbmero da ferritina
para aplicacdo nas
bionanotecnologia. Esse procedimento foi

inUmeras areas da

realizado por meio da transformacéo bacteriana
pET28a
subsequente expressao da proteina em larga

utilizando o vetor recombinante,
escala e purificacdo em coluna de afinidade
seguidade cromatografiade exclusao molecular.
As proteinas purificadas foram utilizadas em
ensaios de espalhamento dinamico de luz (DLS)
para testar as condigcbes que influenciam na
oligomerizac&o/desoligomerizacdo da ferritina.
Emrelacdoaosresultados,ascondi¢cdestestadas
(pH, presenca de ferro e EDTA) influenciaram
o raio hidrodindmico da proteina e isso pode
estar relacionado a inducéo da auto-montagem/
desmontagem do oligbmero. Enquanto a
presenca de ferro induziu a auto-montagem
do oligbmero, a diminuicdo do pH e adicao
de EDTA induziram sua desoligomerizacao.
PALAVRAS-CHAVE:

bionanotecnologia.

ferritina;  oligbmero;

OLIGOMERIZATION OF THE FERRITIN-
BINDER COMPLEX BY THE EXPRESSION
AND PURIFICATION OF THE FERRITIN OF
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Corynebacterium pseudotuberculosis

ABSTRACT: Ferritins are proteins capable of storing iron, making it bioavailable to
cells, in addition to its importance in the detoxification of reactive oxygen species.
These proteins play an essential role in many aspects related to bionanotechnology.
As an example, they are related to biomineralization, which can mineralize a series
of metal complexes, as well as the delivery of drugs inside the protein capsid and
the development of vaccines, a precursor role that can be used in pharmaceutical
and therapeutic applications. Because of the innumerable applications of ferritin and
the difficulty in purifying it directly from Corynebacterium pseudotuberculosis, the
objective was to express and purify the ferritin in Escherichia coli, making possible
the understanding of the factors that influence the oligomerization/desoligomerization
of the ferritin oligomer for the application in the many areas of bionanotechnology.
This procedure was performed by bacterial transformation using the recombinant
pET28a vector, subsequent large scale protein expression and affinity column
purification followed by molecular exclusion chromatography. Purified proteins were
used in dynamic light scattering assays (DLS) to test conditions influencing ferritin
oligomerization/desoligomerization. Regarding the results, the conditions tested (pH,
presence of iron and EDTA) influenced the hydrodynamic radius of the protein and this
may be related to the induction of self-assembly / disassembly of the oligomer. While
the presence of iron induced self-assembly of the oligomer, the decrease in pH and
addition of EDTA induced its desoligomerization.

KEYWORDS: ferritin; oligomer; bionanotechnology.

11 INTRODUGCAO

A ferritina € uma proteina codificada em genomas de uma gama enorme de
organismos, desde Archaea até humanos e € expressa ha maioria dos tipos celulares.
Nas bactérias ela também esta presente, sendo que muitas nao utilizam apenas o
ferro extracelular como fonte de ferro, mas depositam reservas intracelulares dentro
das proteinas de armazenamento, sendo a ferritina uma das principais (ANDREWS,
1998). A ferritina arranja-se em um complexo protéico esférico formado por 24
subunidades (cada subunidade formada por um feixe de quatro a-hélices) dispostas
em simetria octaédrica ao redor de uma cavidade central que atua no armazenamento
de ferro. Existem canais no revestimento da proteina nos eixos de simetria: 8 canais
triplos e 6 canais quadruplos, sendo uma via de acesso importante para Fe?* na
cavidade proteica (BRADLEY et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1. A) Representagao esquematica de uma ferritina com 24 subunidades. B) Quatro
estruturas de a-hélices conservadas da subunidade de ferritina, com a quinta hélice curta em
C-terminal. C) Visao em close de um dos oito canais triplos do eixo de simetria.

As ferritinas dos vertebrados contém pelo menos dois tipos de subunidades:
cadeias pesada (H) e leve (L). Uma distingdo importante entre as duas subunidades
€ que as cadeias H contém residuos que formam um sitio de ferro dinuclear que
catalisa a oxidacao de Fe*? a Fe*® (centro catalitico de ferroxidase). O aumento
da ferritina rica em subunidades H esta relacionado com a utilizacéo de ferro pelo
organismo, enquanto o aumento da subunidade L estd relacionado ao depdsito
de ferro, sendo que a ferritina apresenta-se como uma flexivel reserva de ferro no
organismo (YANG et al., 1999). Entretanto, as ferritinas procari6ticas parecem ser
homopolimeros que consistem apenas em subunidades do tipo cadeia H, mas estas
ndo sao particularmente similares as ferritinas de cadeia H eucari6ticas em termos
de similaridade geral de sequéncia (identidade de 20%) (BRADLEY et al., 2014).

Nessas proteinas, a cavidade central atua no armazenamento de ferro, sendo
que este é absorvido na forma ferrosa soluvel (Fe*?), mas é depositado na forma
férrica oxidada (Fe*®). Esse processo de armazenamento de ferro requer um passo
de ferroxidacédo, catalisado pelo centro de ferroxidase localizado na regido central
das subunidades. Os residuos neste local sdo altamente conservados e atuam como
ligantes para a ligacéo de dois ions ferrosos (TOSHA et al., 2010), o primeiro passo
no processo de absorcao de ferro. O par de ions ferrosos ligado é posteriormente
oxidado por O, resultando na formagéo do ferro férrico e redugéo de O, a peroxido
de hidrogénio (ANDREWS et al., 2003). Os ions férricos migram para o exterior do
centro de ferroxidase, transferidos para a cavidade central e ocorre sua mineralizacéao
formando pequenos aglomerados de ferro (hidretos de ferro) (BOU-ABDALLAH
et al., 2002) (Figura 2). O nucleo de ferro mineralizado atua para fornecer ferro
biodisponivel a uma variedade de enzimas redox e também atende um papel de
desintoxicacao.
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Figura 2. Mecanismo de mineralizacao das ferritinas do tipo cadeia-H, descrevendo o
funcionamento do centro de ferroxidase.

Como as ferritinas sdo capazes de armazenar uma quantidade significativa de
ferro dentro do seu nucleo oco, exibem estabilidade térmica e quimica notavel, sao
passiveis de reconstituicdo através de desmontagem e de modificagdes quimicas
e biologicas, elas sdo alvos atraentes para a pesquisa em bionanotecnologia
(MARLES-WRIGHT; HE, 2015). Algumas das suas aplica¢des bionanotecnologicas é
a biomineralizacao. Na pratica, a capside da ferritina pode ser usada para mineralizar
uma série de complexos metélicos. Esta exibe a capacidade de aceitar ndo apenas
ions de ferro, mas também uma grande variedade de atomos, tornando-a um molde
biocompativel perfeito para a sintese de nanoparticulas controladas por tamanho e
forma (SANO et al., 2005).

Outra aplicacéo é a entrega de medicamentos, na qual ocorre o carregamento
da cavidade proteica com medicamentos contendo metal por meio da sua montagem
e desmontagem em pH variados (MARLES-WRIGHT; HE, 2015). Ao combinar o
carregamento da ferritina com farmacos e a modificacdo da sua superficie com
epitopos de peptideos, a ferritina pode ser direcionada especificamente para tumores
de células particulares para a administracao eficiente de agentes terapéuticos. Outro
ponto importante & o desenvolvimento de vacinas, que ocorre por meio da ligacéao da
ferritina a proteinas virais, por exemplo, proteinas do envelope de virus patogénicos,
sendo que essas proteinas de fusdo sdo usadas no desenvolvimento de anticorpos
contra os virus. Um aspecto funcional dessas vacinas é que a proteina viral pode ser
posicionada no interior da ferritina, assim a capside néao ir4 ser reconhecida como
estranha pelo organismo até que comece a se desmontar e 0 antigeno se torne
exposto (CARTER; LI, 2006). Isso significa que é possivel criar um efeito antigénico
que pode potencialmente produzir uma imunidade maior, pois a exposicdo aos
antigenos continuara por um periodo de tempo muito mais longo.
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2| OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi expressar a ferritina de Corynebacterium
pseudotuberculosis em E. coli, realizar sua purificacdo e avaliar os fatores e
condicdes que influenciam a oligomerizagao/desoligomerizacao do oligbmero da
ferritina, visando compreender o mecanismo de montagem e desmontagem da sua
capside para aplicagcdo nas mais diversas areas da bionanotecnologia. Para isso
foram utilizadas técnicas de biologia molecular e analises biofisicas.

3 1 JUSTIFICATIVA

Devido a dificuldade de purificagao de proteinas bacterianas diretamente a partir
de culturas de C. pseudotuberculosis, a expressao da ferritina em E. coli viabiliza a
producédo em larga escala desse alvo para estudos de interacdo e estruturais. Além
disso, o conhecimento do mecanismo de oligomerizacao da ferritina permitira no futuro,
servir como base no desenvolvimento de complexos ferritina-ligante com aplicacdes
na pecuaria, medicina e agricultura, podendo ser utilizados para fabricacdo de
nanoparticulas metalicas, entrega de medicamentos, desenvolvimento de vacinas e
muitas outras utilizacdes. Portanto, o entendimento sobre as modificacées quimicas,
fisicas e bioldgicas que influenciam o mecanismo de desmontagem e reconstituicao da
capside da ferritina é essencial para avangos na area de bionanotecnologia.

4| METODOLOGIA

Os vetores de expressao contendo as sequéncias nucleotidicas codificadoras
da ferritina de C. pseudotuberculosis foram sintetizados pela empresa GenScript.
O vetor utilizado foi o pET28a recombinante, o qual possui uma sequéncia
codificadora de uma cauda de seis residuos de histidina fusionada a proteina
expressa. Primeiramente, foi realizada a transformacao bacteriana, na qual 80 ng de
plasmideos recombinantes foram adicionados a 50 uL de solu¢&o contendo linhagens
de E. coli competentes (BL21 RIL e BL21 T1). Essa mistura permaneceu no gelo
durante 30 minutos, e entao, foi submetida ao choque de temperatura a 42 °C por 1
minuto seguida de 2 minutos no gelo. Apés o choque térmico foram adicionados 450
microlitros de meio de cultura LB (Luria Bertani) liquido pré-aquecido e 20 mM de
MgCl,, sendo mantido sob agitagéo (1 hora a 37°C a 250 rpm).

Em seguida, as bactérias foram plaqueadas em meio sélido seletivo LB contendo
canamicina, para selecionar apenas 0s microrganismos que sofreram 0 processo
de transformacéo bacteriana. As colbnias resistentes foram inoculadas em tubos
individuais contendo 10 mL de meio liquido LB com mesmo antibi6tico (pré-inoculo),
mantidos sob agitacdo e aeracao constante e entao, utilizados para expressao em
pequena escala para determinar as melhores condicbes de expressdo (variacdes
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na linhagem celular, temperatura de inducdo, quantidade de indutor e tempo de
expressao). A proteina foi expressa adicionando 10 mL de pré-in6colo em 1L de
meio seletivo LB com 10 microlitros de canamicina, o qual foi mantido no shaker até
atingir a densidade 6tica entre 0,4 e 0,6 para inducao da expressao com IPTG. Apo6s
aproximadamente 2 horas, a cultura foi induzida com IPTG a 0,3 mM.

Apds 5 horas de expressao a cultura foi centrifugada por 15 minutos a 5000 x
g a 5°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em tampéo
de lise celular (NaH,PO, 50 mM, NaCl 500 mM, Glicerol 10%, 10mM de imidazol,
pH 7.8). A solucéo foi submetida a sonicacédo em sonicador (Marconi - MA 103) para
lise celular. O lisado celular obtido desse processo foi centrifugado a 15000 x g por
40 minutos, a 5°C. Posteriormente, a purificacao foi feita em coluna de afinidade
utilizando resina de niquel (Ni-NTA). O sobrenadante do lisado celular obtido apés
centrifugacéo foi passado através da coluna de purificacdo (coluna de gravidade,
Bio-Rad) para que as proteinas (His-tagged) fossem adsorvidas ao niquel. Apds
a adsorgéo, a resina foi lavada utilizando tampao de lavagem (50mM NaH,PO,,
500mM NaCl e 10 % glicerol, pH 7.7) com quantidades crescentes de imidazol para
remover proteinas contaminantes adsorvidas inespecificamente na resina de niquel.
Por fim, a proteina de interesse contendo a His-tagged foi eluida utilizando tampao
de eluicdo (20 mM fosfato de sédio dibasico, 300 mM NaCl, 400 mM imidazol, pH
7.7).

As proteinas da fracéo eluida foram concentradas até 500 uL em filtros de
centrifuga Amicon® Ultra-15. Posteriormente foram submetidas a um novo processo
de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular utilizando coluna Superdex
G75 10/300 em Akta purifier com um tampao 10 mM de Tris HCIl e 100 mM de NacCl,
com 10% de glicerol em um pH 7 com a intengcdo de aumentar a pureza e melhorar
a qualidade da amostra proteica. Posteriormente, foi realizada a remo¢éo da cauda
de histidina pela enzima TEV protease, na qual a proteina recombinante e a TEV
protease foram incubadas em uma membrana de dialise, a qual foi mantida em um
tampao Tris HCI 10 mM NaCl 100 mM (pH=7). Ap6s a incubacéo, a solugcéao contendo
a proteina clivada e a TEV protease foi novamente submetida a cromatografia de
afinidade, utilizando resina a base de niquel (repurificacédo por afinidade).

ApoOs todas as etapas foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida com
detergente SDS (SDS-PAGE), que possibilita a separacédo de proteinas de acordo
com o tamanho molecular para analise de pureza. Para determinar a presenca da
proteina com altissima sensibilidade também foi realizado o Western Blot. Nesta
técnica, foi utilizado um anticorpo primario (presente no antissoro monoclonal
Antipoli-histidina) que interage especificamente com a cauda de histidina da proteina
recombinante. Em seguida, o anticorpo secundario (presente no antissoro anti-1gG),
se acopla ao primario, sendo responsavel pela sua sinalizagdo. E possivel observar
a coloracdo azul-purpura apenas quando ocorre a reag¢ao antigeno/anticorpo, ou

seja, na presenca da proteina.
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Foram realizados ensaio de DLS (espalhamento dinamico de luz), no qual a
solucéo proteica foi centrifugada por 10 minutos a 16000 x g a 4°C, e as amostras
foram transferidas para cubetas de quartzo para analise no aparelho Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern). Foram testadas diversas condi¢coes como presenca de EDTA no
tampéo, alteragéo do pH e adigéo de cloreto ferroso (FeCl,) visando concluir se esses
fatores influenciavam no raio hidrodinamico (RH) da proteina, e consequentemente
na montagem e desmontagem do oligdmero da ferritina.

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da analise da intensidade das bandas do gel SDS-PAGE, concluiu-se
que o melhor rendimento na expressao da proteina alvo foi utilizando a linhagem
BL21-T1 em 1 L de meio LB na presenca do indutor IPTG a 0,3 mM em temperatura
de 30°C por 5 horas. Durante a primeira etapa de purificagdo por cromatografia
de afinidade, foi visto que a ferritina era liberada durante a lavagem com tampao
de eluicdo. Foi necessario realizar a cromatografia de exclusdo molecular, a qual
garantiu um maior grau de pureza da amostra pela separagao da proteina alvo das
contaminantes pelo seu tamanho (Figura 3). Por meio do Western Blot foi possivel a
deteccéo da presenca da ferritina com um maior grau de sensibilidade pela reacéao
antigeno-anticorpo (Figura 4).
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Figura 3. Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da ferritina de C. pseudotuberculosis
concentrada e aplicada em Superdex G75/300 (GE), ap6s etapa de purificagao a partir da
coluna de niquel.
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Figura 4. Resultado do Western blot evidenciando a reacao especifica do anticorpo Antipoli-
histidina, para detecgdo da ferritina de C. pseudotuberculosis. (M) Marcador molecular pré-
corado. (1) 5 p/L da ferritina linhagem BL21(DE3)-T1, 0,43mg/mL. (2) 15xL da ferritina linhagem
BL21(DE3)-T1, 0,43mg/mL.

A clivagem da cauda de histidina ocorreu como o esperado, ja que a proteina
alvo antes da clivagem apresenta um tamanho em kDa maior que a proteina alvo
apos a clivagem (Figura 5). A repurificagcdo por afinidade (Ni-NTA) também foi
realizada com sucesso, sendo que a TEV protease e as proteinas contaminantes
que possuiam muitos aminoacidos histidina ficaram aderidas ao niquel da resina,
e a ferritina como nao possuia mais a Histag foi eluida da resina com o tampao de
lavagem contendo 60 mM de imidazol.
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Figura 5. Gel SDS - PAGE 15% contendo a amostra antes e depois da remoc¢é&o da Histag.(M)
Marcador molecular em kDa. (1) Amostra de ferritina antes da clivagem.(2) 15 yL da amostra
de ferritina incubada com TEV protease. As setas pretas correspondem as bandas para
comparacao do tamanho em kDa da ferritina ndo clivada (1) e clivada com a TEV protease (2).
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Por meio da utilizagdo do espalhamento dindmico de luz foram testadas
diversas condicoes como variacdo de temperatura, concentracao proteica, valores
de pH, adicdo de diferentes metais e de compostos quelantes, que pudessem
induzir ou reprimir a auto-montagem/desmontagem do oligbmero da ferritina. A
primeira condicdo testada foi a adicdo de EDTA no tampao 10 mM Tris 100 mM
NaCl, sendo que o didmetro hidrodinamico da proteina foi reduzido de 70 nm para
10 nm. Posteriormente, foi adicionado 0,5 M de Cloreto ferroso (Il) (FeCl,) a essa
solucédo, sendo que o didmetro aumentou para 100 nm (Figura 6). Em relacédo ao
EDTA, por ser um agente quelante, ou seja, tem a capacidade de complexar ions
metalicos, pode estar sequestrando os ions de ferro da cavidade central induzindo
sua desoligomerizagao, por isso houve reducao do seu didmetro. Na condicdo com
FeCl,, ocorreu aumento do diametro pois a ferritina absorve o ferro disponivel e o
armazena, induzindo a auto-montagem do oligbmero. Isso pode ser explicado por
conta da ferroxidacéo que ocorre no interior das ferritinas. Essas proteinas absorvem
ferro na forma ferrosa soluvel (Fe*?), mas o ferro € depositado na cavidade central na
forma férrica oxidada (Fe*3).
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Figura 6. Grafico do tamanho (nm) em relagdo ao numero (%) plotado por meio de DLS
demonstrando o efeito do EDTA e FeCl, sobre a ferritina. (A) Ferritina em tamp&o 10 mM Tris
100 mM NaCl sem EDTA, evidenciando seu Dh préximo a 70 nm. (B) Ferritina com 1mM de
EDTA, evidenciando o seu Dh proximo de 10 nm. (C) Ferritina com 1mM de EDTA e 0,5M de
Cloreto de Ferro (ll) (FeCl2), evidenciando seu Dh préximo de 100 nm.

As proximas condigdes testadas incluiram comparacbes do Dh da ferritina
em diferentes pHs (tampéo TRIS x tampé&o Glicina). Quando a proteina estava em
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tamp&o 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8) apresentou um Dh de 55 nm e quando
estava em tampéao 5 mM glicina (pH=2,5) o didmetro diminuiu para 35 nm (Figura 7).
Quando houve adicao de 0,5 M de cloreto ferroso ao tampéao 5 mM glicina (pH=2,5)
o didmetro aumentou de 35 para 55 nm (Figura 8), sendo que 0 mesmo ocorreu com
o tampao 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8), sendo que o diametro aumentou de 55
para 100 nm ap0s a adi¢ao do ferro (Figura 9).
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Figura 7. Grafico do tamanho (nm) em relagéo ao nimero (%) plotado por meio de DLS,
comparando a diferenca do Dh da ferritina em 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8) e em 5 mM de
tampao glicina (pH=2,5).
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Figura 8. Grafico do tamanho (nm) em relagéo ao nimero (%) plotado por meio de DLS,
comparando a diferenca do Dh da ferritina em 5 mM de tampé&o glicina (pH=2,5) e com 0,5 M de
FeCl2.
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Size Distribution by Number
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Figura 9. Grafico do tamanho (nm) em relagéo ao nimero (%) plotado por meio de DLS,
comparando a diferenca do Dh da ferritina em 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8) e com 0,5 M de
FeCl.,.

Levando em conta esses resultados, a conclusédo é que ao diminuir o valor
do pH de 8 para 2,5 a proteina se torna instavel, ocorrendo possivelmente sua
desnaturagéo e a desmontagem do oligbmero, indicado pela diminuigdo do valor
do Dh em todas as condi¢gbes em que houve a utilizagdo do tampao glicina com pH
2,5. Mesmo sabendo que a capside da ferritina composta por 24 subunidades exibe
estabilidade térmica e quimica notavel, o pH usado foi tdo baixo que a estabilidade foi
perdida. Em um trabalho realizado por Kim et al. (2011), foi analisada a estabilidade
da apoferritina mediante mudangas no valor do pH, sendo que abaixo do pH 3,4
a apoferritina tornou-se instavel e passou por desmontagens graduais através de
varios intermediarios estruturais. Foi comprovado também que mesmo em um pH
muito baixo (2,5), a presenga de ferro continua atuando na auto-montagem das
subunidades da capside da ferritina. Na condicdo em que o pH foi diminuido pelo
tampao glicina ocorreu primeiramente a desmontagem do oligdmero, que depois foi
novamente montado por conta da absorgéo do FeCl,.

6 | CONCLUSAO

Os protocolos testados permitem expressar e purificar a ferritina de C.
pseudotuberculosis. Os ensaios de espalhamento dindmico de luz contribuiram
para indicar as condicdes (pH, presenca de ferro e EDTA) que influenciam no raio
hidrodinamico da amostra proteica e isso pode estar relacionado ao mecanismo
de desmontagem e reconstituicdo do oligbmero da ferritina, sendo imprescindivel
para avancos na area de bionanotecnologia como veiculo de entrega de drogas,
fabricacdo de nanoparticulas metalicas, entre outros.
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RESUMO: A Sindrome de Angelman (SA) é
um transtorno neurocognitivo caracterizado
por retardo motor e intelectual grave, disturbio
de movimento ou equilibrio, comportamentos
anormais tipicos, limitagdes graves na fala e na
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linguagem, hipotonia e epilepsia. A maioria é
causada pela auséncia da contribuicao materna
ou erros de impressao gendmica em 15q11-gq13.
Translocacbes reciprocas séo anormalidades
cromossémicas comuns, com incidéncia de
1/500 a 1/625 nativivos. Apenas cerca de
6% estao relacionadas ao fendtipo anormal,
porém, devem ser sempre consideradas em
termos de aconselhamento genético. Com o
desenvolvimento de diversas metodologias
moleculares, a citogenética classica vem sendo
cada vez menos utilizada no diagndstico,
direcionando a busca especificamente
para a sindrome investigada. Neste relato
apresentamos um caso de SA, diagnosticada
por FISH,
cromossOmica distinta. Paciente masculino,

concomitante a uma alteracéo

atualmente com 06 anos, nascido a termo, filho
unico de casal ndo consanguineo, com historia
de uma perda gestacional de 1° trimestre,
mae 37 anos e pai 36 anos, ao nascimento.
Ao exame clinico apresentava pele e cabelos
claros, dentes espacados, estereotipias em
maos, agitac¢ao, risos imotivados, espasticidade
nos membros inferiores, auséncia de fala e
histéria de epilepsia. A suspeita foi de AS, sendo
solicitados caridtipo e FISH. A técnica FISH
identificou delecdo em 15g11.2, confirmando
o diagndstico metilagao.
Adicionalmente, a analise por bandeamento

molecular  por

GTG revelou translocagao equilibrada entre os
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cromossomas 8 e 19 (8q12 e 19g13) de origem materna. Carittipo: 46,XY,1(8; 19)
(912;913)mat. ish del (15)(q11.2q11.2) (SNRPN/GABRB3x1). A anélise de metilacéo
associada ao FISH foi fundamental para confirmar o diagnostico. Entretanto, neste
caso, a presenca de alteracdo cromossOmica familiar balanceada n&o relacionada
ao diagndstico, fortalece a idéia de que a citogenética classica (bandeamento GTG)
deve ser ainda aplicada para todos os casos de malformacdes congénitas e/ou retardo
mental, mesmo naqueles suspeitos de sindromes bem caracterizadas. Nao podemos
deixar de considerar que, mesmo rara, a ocorréncia de uma alteracdo balanceada
familiar associada a microdelecbes, modifica consideravelmente, os critérios de
aconselhamento genético.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Angelman; Translocagcdo balanceada;
Aconselhamento genético; FISH

INTRODUCAO

A utilizacdo de diferentes métodos de investigacdo molecular tem sido
amplamente inserida na pratica clinica, sendo em muitos casos, recomendados como
padrdo ouro para a definicao diagnéstica em diferentes tipos de doencas genéticas,
em especial aquelas relacionadas a microdele¢des (Smith, 2017).

A Sindrome de Angelman (SA) é um transtorno neurocognitivo, resultante de
anomalias no cromossomo 15 de origem materna, mais especificamente em sua
regiao 15g11-q13, onde se localiza o gene UBE3A, cuja auséncia da expressao
€ o fator determinante da sindrome. Esta perda de funcdo do gene pode ser
ocasionada por delecao, erros de impresséo gendémica, dissomia uniparental paterna
ou mutagées pontuais no gene UBE3A (Williams e cols, 2010). E uma sindrome
rara, com incidéncia estimada em 1 a cada 10.000 a 20.000 individuos. (MALUF &
RIEGEL, 2011).

O diagnostico da SA pode ser confirmado em 80% dos casos pelos estudos
genéticos (FRYBURG e cols., 1991; Liu e cols, 2019). Os exames genéticos para
determinacdo da SA envolvem as técnicas: FISH, detectando perda da regido 15
g11-g13, analise do polimorfismo do DNA, capaz de detectar pequenas dele¢cdes
do cromossomo materno ou dissomia uniparental paterna; anéalise do padréo de
metilacéo da regido 15q11-q13 e analise de mutacdes do gene UBE3A.

A analise citogenética por bandeamento GTG, mesmo em alta resolugéo, tem
sido cada vez menos utilizada, sendo a analise molecular para averiguar o padrao de
metilacédo para regidao 15q11-q13 considerada como padrao ouro para o diagnéstico
(Ferreira e cols, 2019). Este trabalho relata um caso de sindrome de Angelman com
delecéo da regiao 15gq12-q13 identificada por FISH concomitante a uma translocagéao
balanceada entre os cromossomos 8 e 19, e evidencia que a analise citogenética por
bandeamento GTG permanece insubstituivel, mesmo em casos com quadro clinico
caracteristico. A importancia fundamental da deteccéo de alteragcdes cromossdmicas
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estruturais, muitas vezes nao relacionadas ao diagnostico clinico, esta no fato de
fornecer informagdes importantes para um correto aconselhamento genético familiar.

METODOLOGIA

Relato de Caso

Paciente do sexo masculino, nascido a termo, comegou a apresentar sinais
caracteristicos da sindrome aos sete meses de vida, com convulsdes e hipotonia.
Ao exame fisico apresentava pele e cabelos claros, dentes espacados, estereotipias
em méaos, agitacéo, risos imotivados e espasticidade nos membros inferiores. Era
fruto da segunda gestacéo de casal ndo consanguineo, mée com 37 e pai com 36
anos ao nascimento, com relato de que a primeira gestacao terminou em aborto de
1° trimestre.

O caribtipo foi realizado a partir de amostra de sangue periférico, utilizando
técnica padrao por Moorehead e colaboradores (1960), bandeamento GTG segundo
SEABRIGHT, 1971, avaliando-se um namero minimo de 20 metafases com um nivel
de resolucdo de 450 bandas e 850 bandas por conjunto hapldide e classificacéo
segundo ISCN,2016. Atécnica FISH foi realizada segundo protocolo padréo utilizando
a sonda LPUO5 (SNRPN/GABRB3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A etiologia da SA é variada, podendo estar relacionada a delecdes
relativamente grandes naregiao 15q11.2-11.3 até alteragdes no padrao de metilagcao
desta regido, sendo necessaria a aplicacdo de diferentes metodologias para
determinacao da causa genética. Atualmente, a primeira técnica recomendada tem
sido a analise do padré&o de metilagao, que na maioria das vezes, define diagnéstico
sem evidenciar a origem deste padrdao anormal. Assim, torna-se necessaria a
utilizacédo da técnica FISH para a investigacdo de microdele¢cdes que justifiquem o
padréao de metilacdo anormal.

Neste caso, a técnica de hibridizacédo in situ por fluorescéncia, identificou a
microdelecao da regiao 15911.2 em todas as metafases e nicleos avaliados (Figura
1), confirmando o diagnostico molecular de SA por delecao da regidao 15q11.2.
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Figura 1 — Técnica FISH na qual podemos observar a auséncia do sinal vermelho,
correspondente a regido 15911.2-13 e um dos cromossomos homologos tanto na metafase (a
esquerda,) quanto nos nucleos avaliados (a direita), confirmando a microdelegéo.

A técnica de bandeamento GTG, para nossa surpresa, evidenciou a ocorréncia
de uma alteracao extra, uma translocacao aparentemente balanceada entre um dos
cromossomos do par 8 e um dos cromossomos do par 19 (Figura 2).
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Figura 2 — Bandeamento GTG identificando a translocacao aparentemente balanceada entre os
cromossomos 8 e 19. Caribtipo: 46, XY, t (8;19) (g12;q13).

A partir do conhecimento atual sobre a etiologia da SA e tendo observado que
0 paciente ndo apresentava caracteristicas clinicas diferentes das conhecidas na
SA, consideramos a alteracdo estrutural como possivelmente balanceada, sem
efeito fenotipico para ao paciente. A ocorréncia de uma alteracdo cromossémica
estrutural implica na investigacao do cari6tipo da familia. Assim, realizamos o estudo
cromossOmico dos pais que mostrou cari6tipo paterno normal (Figura 3a). e caribtipo
materno mostrando a mesma translocacao do paciente (Figura 3b).
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Figuras: 3a — Cari6tipo paterno = 46, XY 3b — Cari6tipo materno = 46, XX, 1(8;19)(q1.2;q1.3).

Com objetivo de investigar a presenca de rearranjo na regiao 15gq11.2 também
na mae, realizamos a técnica FISH que mostrou a regido 15q11.2 integra, em ambos
os cromossomos 15. Este resultado era esperado uma vez que a mae nao possui
nenhuma caracteristica clinica da SA. Assim, o cari6tipo do paciente ficou definido
como: 46, XY, 1(8;19) (q12;913)mat. ish del (15)(q11.2q11.2) (GABRB3x1) “de novo”.

O fato de encontrarmos uma anomalia cromossémica balanceada na
familia muda os critérios de aconselhamento genético. Esta alteracdo acarreta o
aumento do risco de recorréncia de anormalidades cromossdémicas envolvendo os
cromossomos 8 e 19, o que pode originar embrides malformados e/ou ocorréncias
de perdas gestacionais. Consideramos entao, a importancia, exemplificada neste
caso, da realizagao do cariétipo por bandeamento GTG (citogenética classica) em
todos os casos com indicacdo clinica para malformagdes congénitas e/ou retardo
mental, mesmo naqueles com definicdo clinica conhecida e métodos moleculares
estabelecidos, uma vez que a maioria dos métodos moleculares ndo detectam
anomalias estruturais balanceadas.
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