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APRESENTACAO

Apresentamos o livro “A Genética e a construgcéo de novos paradigmas nas Ciéncias
da Vida”, um material rico e direcionado a todos académicos e docentes com interesse pela
genética.

A genética e suas aplicacdes tem influenciado diversas pesquisas promissoras
em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saude, agricultura, economia e
biotecnologia. Aliada a revolugéo tecnologica essa subarea tem contribuido muito nos
Ultimos anos com o avango no campo da pesquisa. Como sabemos a genética possui
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com
0s avancos cientificos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é o
enfoque desta obra.

Deste modo, abordamos nesta obra assuntos relativos aos avangos e dados cientificos
aplicados aos recursos genéticos, o leitor podera se aprofundar em temas direcionados a
mitose, salde e ambiente, célula e saude, Cromossomo Philadelphia, biometria, DRESS,
reacOes a drogas, exantema, ensino, laboratérios, extragdo DNA, tecidos vegetais, pureza
e integridade, Stylosanthes sp., Hylocereus, conservacgéo, variabilidade, RNA, método de
extracéo, Stylosanthes, telomeros, telomerase, micropropagacgéo, TCL, Crambe abyssinica
Hochst, germinagéo, producgéo, herdabilidade, divergéncia genética, cancer, Danio Rerio,
Eye Disorders, Kidney Disease, Neurological Disorders, In Vivo Animal model, dentre
outros.

Esperamos que mais uma vez o contetdo deste material possa somar de maneira
significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando cada
vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela teoria
bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora por
permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas geracoes

se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.
Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: No ensino médio leciona-se a mitose
como conteudo da divisdo celular abordada em
citologia, porém nem sempre é facil a abstracao
desse conteldo pelo estudante. Estudos
demonstram a eficacia dos modelos citologicos
usados como recurso didatico na melhoria do
aprendizado, além de videos sobre a estrutura
celular e seu ciclo, bem como ilustragbes e o
microscopio. Qualquer que seja a metodologia
aplicada pelo docente, sempre se recorre
a representagbes visuais. Como apoio na
abordagem da citologia, alguns docentes obtém
imagens de atlas citolégicos e histologicos para
nivel superior. O presente estudo consiste na
elaboracéo de uma sequéncia didatica e um atlas
comentado que sirvam como ferramenta auxiliar
na abordagem do conteudo de divisdo celular
mitética no ensino da biologia para as turmas de
nivel médio da educacéo basica, demonstrando
as alteragdes celulares que ilustrem a conexao
célula-ambiente-satde. Para isso procedeu-
se o cultivo do meristema radicular de Allium
cepa L. (cebola), em condi¢des normais e sobre
estresse quimico provocado por sulfato de cobre
agente genotoxico e mutagénico, registrando
por fotografias as fases da mitose normal e
alterada. O presente estudo e proposicoes
almejam desenvolver o estudante como ser
integral através da pesquisa experimental e
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da reflexdo sobre a acdo antropica nos ecossistemas e na sadde humana, estimulando o
desenvolvimento das diversas habilidades baseadas nas multiplas facetas da aprendizagem
do individuo. Assim, tanto a sequéncia didatica quanto o atlas estimulam a elaboracéo
de alternativas que legitimem o protagonismo estudantil, promovendo sua autonomia na
consolidagéo do processo de ensino-aprendizagem em suas multiplas dimensdes de forma
dindmica, permitindo demonstrar seu posicionamento ético-cidaddo e firmar-se socio-
historico-culturalmente.

PALAVRAS - CHAVE: Sequéncia didatica; Mitose; Saude e ambiente; Célula e salde.

GENOTOXIC, CYTOXIC AND MUTAGENIC CHANGES: ACONTENT TO BE
ILLUSTRATED AND WORKED IN HIGH SCHOOL

ABSTRACT: In high school, mitosis is taught as content of the cell division approached
in cytology, but it is not always easy to abstraction of this content by the student. Studies
demonstrate the effectiveness of cytological models used as a didactic resource in improving
learning, as well as videos about cell structure and its cycle, as well as illustrations and the
microscope. Whatever the methodology applied by the teacher, one always resorts to visual
representations. In support of the cytology approach, some teachers take higher-level images
of cytological and histological atlases. The present study consists of the elaboration of a
didactic sequence and a commented atlas that will serve as an auxiliary tool in the approach
of the mitotic cell division content in the teaching of biology to the middle school classes,
demonstrating the cellular alterations that illustrate the cell-environment-health connection.
For this, the Allium cepa L. root meristem (onion) was cultivated under normal conditions
and under chemical stress caused by genotoxic and mutagenic copper sulfate, recording the
phases of normal and altered mitosis by photographs. The present study and propositions
aim to develop the student as an integral being through experimental research and reflection
on anthropic action in ecosystems and human health, stimulating the development of diverse
skills based on the multiple facets of individual learning. Thus, both the didactic sequence
and the atlas stimulate the elaboration of alternatives that legitimize the student protagonism,
promoting its autonomy in the consolidation of the teaching-learning process in its multiple
dimensions in a dynamic way, allowing to demonstrate its ethical-citizen positioning and to
establish itself. socio-historical-culturally.

KEYWORDS: Didactic sequence; Mitosis; Health and environment; Cell and health.

11 INTRODUGAO

Aaprendizagem exige que o individuo esteja envolvido com o objeto do conhecimento
e disposto a aprender, por isso, € primordial estimular a curiosidade no estudante para que
ele investigue, analise, elabore hipoteses, dirima as duvidas e estabelega conceitos de
forma critica reflexiva. (CARVALHO, 2010).

O presente estudo é um recorte da dissertacdo homénima presente no repositorio
da UFPE (BRITO, 2019) e almeja auxiliar o ensino do contetdo sobre o ciclo mitético da
divisdo celular propondo ao professor ou professora uma sequéncia didatica que estimule

aos estudantes a analisarem o método cientifico através do experimento de indugéo de
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enraizamento da cebola, preparando o laminario do meristema radicular em condigcbes
normais e sob estresse quimico (CARVALHO, 2010; GUERRA; SOUZA, 2002; MACEDO,
2014).

O experimento permite visualizar a mitose em suas diferentes fases; mas, uma vez
que a mera observagao nao representa compreensao, propomos na sequéncia didatica e no
atlas comentado “DIVISAO CELULAR: o estudo da mitose numa conex&o entre ambiente
e saude” (BRITO, 2019) que os discentes registrem, por meio de desenhos e relatérios
as caracteristicas da divisao celular em ambas as situagbes experimentais, explicando as
caracteristicas de cada fase da diviséo, em cada situagé@o e posteriormente elaborando a
interconexao entre fatores ambientais e alteracbes no ciclo mitético (CACHAPUZ et al.,
2005).

A escolha da citologia deve-se ao fato dela permear o estudo da biologia em
diversos campos e representar um campo essencial a ser aprendido na educacao
basica. Sua importancia é seguida de dificuldades em relagéo a aprendizagem por parte
dos estudantes porque exige que o estudante transponha estruturas microscopicas e
moleculares peculiares da morfologia celular para uma percep¢do macroscoépica (BRASIL,
2018; SOUZA; MESSEDER, 2017).

Consultando os portais de periédicos CAPES e PubMed, com descritores referentes
aos recursos didaticos que dao suporte ao lecionar os contetdos desse campo cientifico,
percebe-se que grande parte dos trabalhos séo centrados na criagdo de modelos celulares
através do suporte de livros didaticos (SOUZA; MESSEDER, 2017).

Contudo, ndo basta a mera representacao celular, pois considera-se importante a
contextualizagdo do contetdo de citologia, bem como o incentivo dos estudantes a construir
a nocdo de que muitos danos macroscopicos tém origem na escala molecular e que alguns
danos levam ao mau funcionamento ou morte celular, lesando tecidos e érgédos. Neste
sentido, o estudo da citologia deve permitir que o estudante faga conexdes entre os danos
moleculares que podem ocorrer numa célula e a origem de processos patologicos (PAULA,
2007).

Para além disso, a citologia pode e deve fazer uma interconexao entre possiveis
estressores ambientais, danos moleculares e processos patolégicos. Dessa forma, a
citologia deveria ser estudada ndo como um objetivo em si, mas no contexto amplo que
integra a relacéo das pessoas com o meio ambiente e a repercussdo do meio ambiente na
saude dos seres vivos, em especial a espécie humana. Por exemplo, é possivel fazer uma
conexao entre os habitos alimentares nas sociedades industrializadas e sua repercussao na
saude. O estudo de danos no DNA pode ser uma conexao pela qual o estudante entenderia
arelacao entre poluicéo e alteragdes genéticas, uma vez que algumas moléculas presentes
no ar, solo ou agua podem causar danos genéticos em alguns organismos (TROIAN; SILVA,
2013).

A célula representa a conexdo entre um meio ambiente poluido e 0s processos
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de doencas que tal ambiente causa. Tal linha de pensamento néo s6 contextualiza, mas
também demonstra a importancia da biologia celular nas ciéncias biologicas e na saude.
Porém, muitos docentes encontram dificuldades em fazer com que tais conexdes sejam
aprendidas e compreendidas pelos estudantes. Isso se da por motivos variados que
passam pela precariedade na infraestrutura escolar, por lacunas presentes na formacao
docente e/ou pela inadequacgao dos livros didaticos para uma melhor exploragéo desse
ramo do ensino da biologia (CACHAPUZ et al., 2005).

Uma vez que infraestrutura e formacdo docente s&o problemas cuja solucdo
demanda investimentos maiores e tempo para gerar resultados, os recursos didaticos
poderiam ajudar a diminuir as dificuldades em fazer as conexdes célula-ambiente-saude.
Os livros didaticos podem integrar materiais que possuam ilustracoes e conexdes cientificas
com base em experimentos que possibilitem ao estudante usufruir melhor da perspectiva
realista do universo celular, ndo s6 no aspecto saudavel de funcionamento celular, mas
também em situagcbes de estresse ambiental (SOUZA; MESSEDER, 2017).

21 METODOLOGIA

Aelaboragéo da sequéncia didatica utilizou como subsidio a Base Nacional Curricular
Comum — BNCC, cujo contetdo prima pela uniformizacdo dos parametros basicos que o
estudante deve obter na sua educacéo basica (BRASIL, 2018).

Quanto ao atlas comentado da divisédo celular da mitose, antes de sua criagdo
foi necessario efetivar o experimento conforme metodologia apresentada por Guerra e
Souza (2002) para obtencgéo das células nas duas situagdes, mitose normal e mitose com
alteracbes genotoxicas e mutagénicas.

O experimento consistiu em cultivar sementes de Allium cepa L. a fim de obter o
meristema radicular, que possui inimeras células em processo de divisdo mitdtica para
registro fotografico tanto em condi¢cdes normais (Figura 1), quanto submetida a estresse
quimico por agentes genotoxicos, citotoxicos e mutagénicos como o sulfato de cobre
(Figura 2).
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Figura 1 Mitose normal de meristema radicular de Allium cepa L. com suas fases: a — Interfase;
b — Profase; c — Metafase; d — Anéfase; e — Tel6fase.

Fonte: Rosanne Lopes de Brito; Gerusa Tomaz de Aquino Beltrao; Julio Brando Messias; Cristiano
Aparecido Chagas.
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Figura 2 Mitose em células de meristema radicular de Allium cepa L. submetido a germinagdo

em solugéo de sulfato de cobre. Evidenciando as alteragdes genotdxicas e mutagénicas: a —

Metafase com perda cromossémica; b — Anafase com ponte cromoss6mica; ¢ — Interfase com
micronucleo; d — Interfase com quebra de cromossomo.

Fonte: Rosanne Lopes de Brito; Gerusa Tomaz de Aquino Beltrao; Jalio Brando Messias; Cristiano
Aparecido Chagas.

A escolha do espécime Allium cepa L., advém de ser um organismo disseminado na
comunidade cientifica como parametro para andlise de efeitos genotdxicos, mutagénicos
e citotoxicos. Também por possuir uma pequena quantidade de cromossomos (diploide
= 16) com tamanhos adequados a visualizagdo ao microscépio 6ptico e germinarem na
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maioria dos meses do ano em temperatura ambiente. Outro requisito adequado deve-se
a algumas reacdes nessa espécie serem analogas aos efeitos quimicos nas células de
mamiferos, possibilitando assim correlacionar com danos e/ou alteracdes nestas e presumir
diagnésticos ambientais e farmacolégicos (GUERRA; SOUZA, 2002).

Conforme, o protocolo foi estabelecido dois grupos cultivados: o primeiro grupo de
sementes de Allium cepa L. foi germinado em placa de Petri com papel filtro embebido em
agua destilada, enquanto o segundo grupo de sementes foi colocado na placa de Petri com
papel filtro embebido em solucdo de sulfato de cobre a 6 mg/L. Ambos, germinaram com
eficacia (MACEDO et al., 2014; MESSIAS et al., 2019).

A sequéncia didatica em conjunto com o atlas e o préprio experimento almejam
motivar os estudantes a pesquisarem e refletirem criticamente sobre o efeito que
determinadas substancias, presentes em nossa alimentagcdo e no meio ambiente podem
ter nos processos celulares e em como tais efeitos podem desencadear patologias nos
organismos, em especial no ser humano (BRITO, 2019).

O atlas permite a autonomia do estudante, pois estimula a refletir e a identificar a
fase e a alterag@o apresentada (BRITO, 2019). Ainda ajuda a estabelecer uma correlagéo
com processos patologicos que possam afetar a saude ambiental e humana; sem tira
do professor ou da professora o papel de mediador e orientador que podera discutir e
viabilizar com os estudantes a analise desse elo entre célula (estrutura microscopica) e
organismo (estrutura macroscépica), permitindo que o estudante protagonize no processo
de ensino-aprendizagem ao fazer as conexdes com seu cotidiano (CACHAPUZ et al., 2005;
CARVALHO, 2010).

31 RESULTADOS E DISCURSOES

A sequéncia didatica € um recurso de importancia significativa que envolve a
reflexdo-agdo do (a) professor (a) por direcionar a agdo educativa. Conforme, Zabala
(1998) enfatiza a importancia da elaboragéo escrita e ndo apenas mental das aulas a serem
ministradas. Nesse sentido, a flexibilidade da sequéncia didatica é primordial, visto que as
turmas e estudantes apresentam suas peculiaridades, assim é importante que se possa
fazer adaptagOes a cada situagédo que podera surgir no decorrer da aplicagéo da sequéncia
didatica.

A elaboragdo da sequéncia didatica levou em consideracdo as habilidades
conceituais, atitudinais e procedimentais pertinentes a citologia, no que se refere ao estudo
do ciclo de divisao celular mitotico. Além disso, apresenta a possibilidade de aplicar o método
cientifico como modo de construir conceitos, habilidades e competéncias relacionadas ao
conteudo abordado (BRASIL, 2018; ZABALA, 1998).

Para isso, a Base Nacional Curricular Comum — BNCC, foi usada como subsidio;
seu conteldo versa sobre a uniformizagdo dos parametros basicos que o estudante deve
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obter na sua educacgéo. O atlas proposto prioriza a linguagem visual, cujo suporte auxiliara
compreender o ciclo de divisdo mitética de modo mais concreto (BRASIL, 2018).

Quanto as competéncias especificas das Ciéncias Naturais, a proposta apresenta a
investigacdo e avaliagcdo de uma situagéo-problema, compondo a competéncia 3 (Figura 1),
por meio da aplicagcdo do método cientifico. O estudante sera levado a observar, registrar
e analisar o fendmeno de germinacao da espécie Allium cepa L. em duas situa¢des: na
primeira, o estudante analisara as etapas da mitose normal, na segunda ele analisara os
efeitos de um composto quimico genotéxico e mutagénico no processo de divisdo, que
causa alteragdes perceptiveis quando vista ao microscopio optico. Este procedimento se
encaixa na descri¢cdo das exigéncias apresentadas nas competéncias 1 e 2 (Figura 1).

1. Analisar fenSmenos naturais e processos tecnologicos, com base nas interagdes e relagdes
___entre matéria e energia, para propor agdes individuais e coletivas que aperfeigoem processos

produtives., mmmimizem impactos socioambientais e melhorem as condigdes de wida em
ambito local regional e global.

2. Analisar e utilizar interpretagdes sobre a dindmica da Vida. da Terra e do Cosmos para
+—elaborar argumentos, realizar previsdes sobre o funcionamento e a evolugdo dos seres vivos e
do Universo, e fundamentar e defender decisdes éticas e responsaveis.

das Ciéncias Naturais
I

3. Investigar situagdes-problema e avaliar aplicagies do conhecimento cientifico e
tecnologico e suas implicagdes no mundo, utilizando procedimentos e linguagens proprios das
Ciéncias da Natureza. para propor solugdes que considerem demandas locais. regionaiz efou
‘globais, & comunicar suas descobertas e conclusdes a pablicos variados. em diversos
contextos e por meio de diferentes midias e tecnologias digitais de informagio e comunicagio
—TDIC.

Competéncias Especificas

Figura 1 Descrigcdo das competéncias Especificas das Ciéncias Naturais, propostas na BNCC
para o ensino médio.

Fonte: Adaptado de BRASIL (2018, p. 553).

A elaboracéao da sequéncia didatica também contemplou o despertar da “curiosidade
intelectual” do estudante estabelecida na BNCC, com a aplicagdo do método cientifico, que
o estimula a investigar as alterag¢des celulares provenientes do uso de compostos quimicos
com acao genotdxica e mutagénica. Nesse caso, o estudante sera estimulado a fazer uma
andlise, com reflexdo critica sobre possiveis consequéncias da agéo antrépica na biota e
nos seres humanos, remetendo a desenvolver competéncia 3 (Figura 2) (BRASIL, 2018).

A sequéncia didatica explora o protagonismo estudantil sob mediacédo do (a)
professor (a) no uso das tecnologias digitais como fonte de pesquisa para obtengédo de
dados em fontes confiaveis, estimulando a discussdo sobre as informagdes obtidas,
encorajando o estudante a adotar uma postura critica, ética e responsavel perante os fatos
(BRASIL, 2018).

As competéncias especificas 1 e 2 (Figura 1) estdo presentes na analise das células
em duas situacdes: com o desenvolvimento das fases da mitose normal e sobre a¢do do
sulfato de cobre que causou alteragbes genotdxica e mutagénica. Com isso, o estudante
desperta a curiosidade a respeito das consequéncias do uso de determinadas substancias
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capazes de interferir no desenvolvimento normal do organismo; assim, cria-se na sala
de aula uma atmosfera favordvel a colocacdo deles sobre como podemos reduzir os
danos advindos da agédo humana, a partir das informagdes coletadas para subsidiar suas
argumentacoes, assim desenvolvendo as habilidades exigidas (BRASIL, 2018).

A aplicacdao da sequéncia didatica proposta requer que o professor previamente
aborde conceitos iniciais de citologia como estruturas, componentes e fungbes celulares.
Assim como, o livro proposto sobre o ciclo de divisao celular mitético. Nas duas situacbes
o estudante necessita compreender o método cientifico e sua importancia na validacéo
do conhecimento cientifico, estabelecendo a interligacéo entre a ciéncia e o cotidiano,
como forma de garantir a manutencéo da qualidade de vida do ser humano, o equilibrio
dos ecossistemas e consequentemente do Planeta (CARVALHO, 2010; ZABALA, 1998).
Assim, ambos focam no contexto do ciclo de divisao celular mitética a conexao entre célula-
ambiente-saude.

Sao inUmeros 0s agentes quimicos com potencial de provocar riscos a populacéo,
cabe ao professor estimular os estudantes a pesquisarem sobre algumas dessas
substancias naturalmente existentes no ambiente e também aquelas provenientes de
acOes antropicas que possam ocasionar danos a salde de diferentes organismos; desse
modo o aluno pode refletir a respeito do conhecimento existente sobre a interligagcéo entre
célula-ambiente-saude.

Os recursos destinados ao ensino da biologia no ensino médio no que se refere
a divisdo celular, em geral sdo suplementados pelo professor com imagens obtidas
de materiais direcionados ao ensino superior, que muitas vezes extrapolam as reais
necessidades do publico em questdo. O livro “Divisao celular: o estudo da mitose numa
conexao entre ambiente e saude” (BRITO, 2019) &€ uma proposta para suprir a caréncia
de materiais didaticos auxiliares destinados aos estudantes do ensino médio, como um
material auxiliar capaz de vincular a célula-ambiente-saude (PAULA, 2007).

Uma forma de estimular o aluno é através da pesquisa de algumas substancias
quimicas que sejam consideradas poluentes ambientais, tanto de solo como de aguas
limnoticas e oceéanicas. O objetivo é o de contextualizar os problemas decorrentes da acédo
antropica. A pesquisa pode ser realizada em diferentes midias sobre orientacdo do (a)
professor (a), e deve terminar com uma lista de algumas substancias com agéo poluente
(BRASIL, 2018; ZABALA, 1998).

O uso da sequéncia didatica proposto por Zabala (1998) remete as diferentes
formas de aprendizagem do individuo por meio de metodologias que estabelecam multiplas
aprendizagens, assim utilizando a estratégia da roda de dialogo proposto nesse estudo
devem proporcionar as conexdes existentes entre alguns compostos, como o sulfato
de cobre, a bioacumulacdo com a intoxicacdo de alguns seres vivos. Nessa pesquisa
também devem ser discutidos processos patoldégicos que podem ser decorrentes dessas
intoxicagbes, com uma reflexdo sobre como tais processos patolégicos devem iniciar no

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 1 _



nivel celular/ molecular.

Subsidiado na BNCC (2018), a pesquisa em escala macro podera ser direcionada a
realidade vivenciada pelo estudante em seu contexto social, como por exemplo visualizando
o0 dano ambiental capaz de desencadear maleficios. Diante disso, o estudante pode refletir
que a substancia primeiramente penetrard na célula, alterando seu funcionamento e
dependendo dessa alteracao prejudicar os tecidos, desencadeando danos sistémicos ao
organismo.

De acordo com Cachapuz et al. (2005) e Carvalho (2010) o método cientifico deve
ser parte do universo de aprendizagem das ciéncias. O experimento integrante desse
estudo podera ser aplicado de modo demonstrativo ap6s expor o objetivo do experimento,
uma vez que pressupde que devido as pesquisas realizadas deixara os estudantes cientes
das consequéncias da metodologia. Assim a acao genotoxica e mutagénica do sulfato de
cobre no espécime em questéo, Allium cepa L. (GUERRA; SOUZA, 2002; MACEDO et al.,
2014; MESSIAS et al., 2019) configura-se como um exemplo da reflexdo relacionada a uma
situacao-problema (BRASIL, 2018).

As ilustragdes contidas no livro, assim como o texto explicativo possibilitam os
alunos o entendimento do ciclo celular, tanto em seu prosseguimento normal como alterado,
instigando os mesmos a reconhecerem que as alteragcbes evidenciadas nas imagens, cujas
células haviam sido submetidas a um agente agressor, sem a preocupacao da utilizagdo
dos termos técnicos como ponte, micronucleo, perda e quebra (GUERRA; SOUZA, 2002;
MACEDO et al., 2014; MESSIAS et al., 2019).

ABNCC (2018), estabelece algumas habilidades que o estudante deve desenvolver
no aprendizado dos contetdos referentes as Ciéncias Naturais, destacam-se as que podem
ser exploradas utilizando a sequéncia didatica e o livro proposto (Figura 2).

A habilidade EM13CNT104 tem como foco principal avaliacdo dos beneficios e
riscos a saude e ao ambiente (BRASIL, 2018), nesse sentido o livro busca essa avaliagao
através do uso de um agente agressor ao meio ambiente, como o sulfato de cobre, capaz
de causar danos no ciclo mitético; provocando alteragdes tanto de padrdes citotdxicos
como reducéo do ciclo mitotico, como genotbxicos. As alteragbes genotdxicas podem ser
pontes cromossOmicas na fase da mitose de acordo com Giacomelli (1999) as pontes
resultam de aderéncias cromossémicas que quando multiplas persistem da anafase até a
teléfase. Ou perda de cromossomos que segundo Matsumoto e Marin-Morales (2004) pode
ser consequéncia da adesado na anafase que pode romper as pontes resultando na quebra
do cromossomo.

A habilidade EM13CNT203 estimula a avaliar e prever efeitos de interven¢des nos
ecossistemas, e seus impactos nos seres vivos e no corpo humano (BRASIL, 2018; DEMO,
2011). A conveniéncia da escolha da mitose para tematica da sequéncia didatica e do
livro, facilita estabelecer a habilidade mencionada, visto ser visivel a agdo toxica do sulfato

de cobre nas células meristematicas da Allium cepa L., evidenciando que algumas acgbes
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antropicas tém efeitos indesejaveis nos ecossistemas que desencadeiam consequéncias
aos organismos.

A habilidade EM13CNT205 tem como destaque principal interpretar resultados
e realizar previsbes sobre atividades experimentais, fendmenos naturais e processos
tecnolégicos (BRASIL, 2018). Essa habilidade esta presente durante toda a proposta desse
estudo, toda reflexdo sugerida ao educador para estimular o estudante é subsidiada na
interpretacdo da realizacdo, observacéao e anélise dos resultados obtidos na demonstracao
e/ou realizacdo de um experimento cientifico, consolidado na literatura. Isso confirma o
diz Moraes, Ramos e Galiazzi (2004) quando comenta que a aprender e ensinar sdo viés
relevantes na educacao formal.

)

+(EMI3CNT104) Avaliar os beneficios e os riscos a saide e ao ambients, considerando a composigio, a
toxicidade e a reatividade de diferentes materiais e produtos, como também o nivel de exposicio a eles,
posicionando-se criticamente e propondo solugfes mdividuais e/ou coletivas para seus usos e descartes
Tesponsiveis.

Competéncia 2 - Habilidades

(E]\rIBCNTZO?.) Analisar as d.wersas forrms d.c mﬂm.fnsmpn da vida em sens diferentes niveis de
organizacio, bem como as is & os fatores ks a elas, com ou sem o uso
de dispositivos & aplicatives digitais (como softwares de simulagio e de realidade virtual entre outros).

+(EMI3CNT203) Avaliar & prever efeitos de mmmpoes nos ecossistemas, e seus impactos nos seres vivos
& no corpo humano, com base nos mecanismos de mamutengio da vida, nos ciclos da matéria e nas
transformagBes e transferéncias de energia utilizando representagSes & simulagfes sobre tais fatorss, com
ou sem o uso de dispositivos e aplicativos digitais (come softwares de simulagio e de realidade virtual,

entre outros).

+(EMI3CNT205) Interpretar resultados e realizar pmvl_mes snbre atw‘idades experimentais. fendmenos
naturais & Euooass«ns [emolnpws\, com baze nas nogbes de e incerteza, h do oz
limites explicativos das ciéncias.

+(EMI3CNT206) Discutir a importéncia da preservagio e DDHSCIVQW da biodiversidade, considerando
parimetros qualitativos e quantitativos, ¢ avalisr os efeitos da apio humana e das politicas ambientais para
a garantia da sustentahilidade do plansta.

(EMISCNI'J,O'?) Identificar, analisar e discutir vulnerabilidades vinculadas ds wivéncias e aos desafios
contemporineos aos quais asju‘-enmd.es estio expostas, considerando os aspectos fisico, peicoemocional e
social, a fim de desenvelver e divulgar agdes de prevengdo e de promogdo da safide e do bem-estar.

3 - Habilidades

+(EMI13CNT301) Construir questdes, elaborar hipdteses, previsdes e estimativas, empregar
instrumentos de mediglio e representar e interpretar modelos explicativos, dados efou resultadoes
experimentais para construir, avaliar e justificar conclusées no enfrentamento de sifuagfes-
problema sobuma perspectiva cientifica.

+(EMI13CNT302) Comunicar, para publicos variados, em diversos contextos, resultados de
andlises, pesquisas e/ou experimentos, elaborando efou interpretando textos, gréficos, tabelas,
simbolos, codigos, sistemas de classificaglio e equagdes, por meio de diferentes lnguagens,
midias, tecnologias digitais de informagio e comunicagiio (TDIC). de modo a participar efou
promover debates em tomo de temas cientificos e/ou tecnolégicos de relevincia sociocultural e
ambiental.

+{EMI13CNT303) Interpretar textos de divulgacio cientifica que tratem de tematicas das Ciéncias
da Natureza, disponiveis em diferentes midias, considerando a apresentagio dos dados, tanto na
forma de textos como em equagdes, grificos efou tabelas, a consisténeia dos argumentos e a
coerdneia das conclusfes, visando construir estratégias de selegiio de fontes confidveis de
informagées.

+(EMI3CNT304) Analisar e debater situagSes controversas sobre a aplicagio de conhecimentos
da drea de Ciéncias da Natureza, com base em argumentos consistentes, legais, éticos e
responsdveis, distinguindo diferentes pontos de vista.

+(EMI3CNT306) Avaliar os riscos envolvidos em atividades cotidianas, aplicande
conhecimentos das Ciéncias da Natureza, para justificar o uso de equipamentos e recursos, bem
como comportamentos de seguranga, visando a integridade fisica, individual e coletiva, e
socioambiental, podendo fazer uso de dispositivos e aplicativos digitais que viabilizem a
estruturagéio de simulagdes de tais riscos

+(EM13CNT310) Investigar e analisar os efeitos de programas de infraestritura e demais servigos
basicos e id n idades locais e/ou regionais em relagiio a esses servigos, a fim de
avaliar efou promover ages que confribuam para a melhoria na qualidade de vida e nas
condigdes de saiide da populagio.

Figura 2 - Selecéo de algumas competéncias e habilidades que podem ser desenvolvidas ao
trabalhar o conteudo de citologia no ensino médio.

Fonte: Adaptado de BRASIL (2018, p. 555-560).

A habilidade EM13CNT206 ressalta a importancia de discutir o quao é essencial
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preservar e conservar a biodiversidade, almejando garantia a sustentabilidade do planeta
(BRASIL, 2018), a proposta da sequéncia didatica almeja estimular no estudante o
desenvolvimento do senso critico através da adog¢do de uma postura proativa direcionada
a atitudes que contemplem o respeito as diversas formas de vida e agdes que viabilizem a
preservacao e conservagdo ambiental.

Na habilidade EM13CNT301 o foco principal € a constru¢do de questdes, elaboracao
de hipoteses, além do desenvolvimento da capacidade de prever e estimar por meio do
confronto de situagdes-problemas embasada no conhecimento cientifico (BRASIL, 2018).
O ensino investigativo é excelente viés para desenvolver essa habilidade do educando, com
isso o0 presente estudo principia por uma situagdo problema evidenciada no experimento
cientifico.

A habilidade EM13CNT303 evidencia a necessidade da interpretacdo de textos
de divulgacgéao cientifica objetivando instaurar uma analise em fontes confiaveis (BRASIL,
2018). Assim, a presente proposta de sequéncia didatica e do livro “Divisdo celular: o
estudo da mitose numa conexdo entre ambiente e saude” comtempla a habilidade em
destaque por meio da elucidacéo da problematica apresentada. Para isso é importante que
as discussOes sejam subsidiadas com informacdes obtidas em fontes confiaveis, a atuagéo
do (a) professor (a) como mediador e orientador € imprescindivel para favorecer a correta
interpretacéo desses dados.

A habilidade EM13CNT306 tem como foco principal avaliar os riscos envolvidos em
atividades cotidianas (BRASIL, 2018), ambas interagdes didaticas — objeto desse estudo
— instiga a refletir sobre a acéo de toxinas na célula e nos organismos; ao submeter o
estudante a analisar a importancia de atribuir a si e aqueles que o cercam, atitudes que
assegurem protec@o em determinadas atividades do seu dia-a-dia.

Enquanto a habilidade EM13CNT310 remete a necessidade de realcar as
probleméticas locais por meio da investigacdo e analise dos efeitos de programas de
infraestrutura e demais servigcos basicos (BRASIL, 2018). Concordamos que um ponto
primordial € a reflexdo e postura politica sobre os riscos advindos de ambientes com
infraestruturas precarias ou inadequadas; motivando o estudante a descrever e analisar
a situacé@o da localidade em que reside e na qual a escola esta situada, detectando os
riscos que possam estarem presentes e discutindo medidas que minimizem tais perigos.
Andreia e Labur (2011) comenta que o ensino investigativo possibilita que os estudantes
apresentem uma participa¢do mais ativa durante as aulas.

As habilidades e competéncias explanadas na BNCC (BRASIL, 2018) e destacadas
no presente estudo corrobora com o artigo 35 da LDB porque ambas revelam a importancia
do ensino médio no aprimoramento do individuo nos aspectos éticos, cognitivo autbnomo
e primordialmente na percepcéo critica a respeito dos fatos que o inserem e circundam,
facilitando a compreenséao das bases cientifico-tecnologicas na manutengéo dos processos
produtivos, consolidando a conexdo entre teoria e pratica (CARVALHO, 2010; ZABALA,
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1998).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho baseou-se no processo de ensino-aprendizado pelo método
investigativo ao estabelecer uma situag@o-problema que motiva a postura cidada e ética
do estudante.

A sequéncia didatica e o atlas comentado estimulam a pesquisa e influenciam a
acao reflexiva tanto no aspecto da selecdo das informacbes em fontes confiaveis, quanto
na ponderacdo sobre 0 qudo a acdo humana pode ser danosa aos ecossistemas e,
consequentemente, ao préprio ser humano.

Outro ponto importante dessa obra, consiste em viabilizar o desenvolvimento do
estudante como ser integral, através de uma educacdo que o contemple em amplos e
variados aspectos e atinja as mdltiplas facetas das juventudes. Além disso, estimula a
elaboragcédo de alternativas que legitimam o protagonismo estudantil, promovendo sua
autonomia na consolidagdo do processo de ensino-aprendizagem em suas mdultiplas
dimensdes de forma din&mica, permitindo demonstrar seu posicionamento ético-cidadao e
firmar-se sécio-histérico-culturalmente.

Sendo assim, é fundamental a continuidade do estudo no que concerne a aplicagao
da metodologia cientifica pelo préprio estudante com a aplicagédo da sequéncia didatica e o
uso do atlas como ferramenta auxiliar do aprendizado.
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RESUMO: Tumores n&o-s6lidos sdo um grupo
de doencgas relacionadas a desordens em
precursores hematolégicos na medula 6ssea,
levando a proliferacdo exacerbada de células
de linhagem leucocitaria no sangue periférico.
No contexto das leucemias é importante de se
conhecer e entender a historia do cromossomo
Philadephia  que, desde  primeiramente
reportado, serviu como modelo para estudo das
anormalidades citogenéticas na oncogénese.
Se caracterizando como uma translocagéo
reciproca entre os genes ABL e BCR nos
cromossomos 9 e 22, respectivamente, foi
descrito pela primeira vez em 1960 como um
achado tipico para leucemias mielbides cronicas,
sendo também identificado em outros subtipos
leucémicos posteriormente. Apds algumas
décadas de estudos, a caracterizagdo molecular
precisa desta regido quimérica foi alcangada,
deixando claro a sua via na oncogénese através
da ativagéo constitutiva de tirosina-quinases e
permitindo o desenvolvimento de terapias alvo-
especificas altamente eficazes. O cromossomo
Philadelphia se configura como um marco da
medicina oncologica e do diagnéstico molecular
de neoplasias de uma maneira geral, ainda sendo
relevante na prética clinica atual e impulsionando
0 surgimento novas estratégias para abordagem
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e manejo desta alteracéo citogenética.
PALAVRAS - CHAVE: Cromossomo Philadelphia; Tirosina Quinase BCR-ABL; Histéria da
Medicina

THE PHILADELPHIA CHROMOSOME CHARACTERIZATION IN NON-SOLID
TUMORS: A CYTOGENETIC APPROACH TO CANCER

ABSTRACT: Non-solid tumors are a group of diseases related to disorders in hematological
precursors in the bone marrow, leading to an exacerbated proliferation of leukocyte lineage
cells in the peripheral blood. In the context of leukemias, it is important to know and
understand the history of the Philadelphia chromosome which, since first reported, served as
a model for studying cytogenetic abnormalities in oncogenesis. Characterized as a reciprocal
translocation between the ABL and BCR genes on chromosomes 9 and 22, respectively,
it was first described in 1960 as a typical finding for chronic myeloid leukemias, being also
identified in other leukemic subtypes later. After a few decades of studies, the precise molecular
characterization of this chimeric region has been elucidated, allowing the understanding of its
pathway in oncogenesis through the constitutive activation of tyrosine kinases and leading
the way to the development of highly effective target-specific therapies. The Philadelphia
chromosome consolidates itself as a milestone in oncological medicine and in the molecular
diagnosis of neoplasms in general, still being relevant in current clinical practice and driving
the emergence of new strategies to approach and manage this cytogenetic alteration.
KEYWORDS: Philadelphia Chromosome; BCR-ABL Tyrosine Kinase; History of Medicine.

EPIDEMIOLOGIA E RELEVANCIA DOS TUMORES NAO-SOLIDOS

Tumores né&o-sdlidos sdo um grupo de doencgas relacionadas a desordens em
precursores hematolégicos na medula Ossea, levando a proliferacdo exacerbada de
células de linhagem leucocitaria no sangue periférico. Também podendo ser denominados
como malignidades hematologicas, estes tumores nao-sélidos incluem desordens como
sindromes mieloproliferativas, linfomas e leucemias crbnicas e agudas (JULIUSSON;
HOUGH, 2016; LICHTMAN, 2008).

O relato mais antigo de leucemia esta associado com o pesquisador Velpeau no
ano de 1827, no qual relatou o caso de uma mulher de 63 anos que apresentava sintomas
como febre, estdmago inchado e fraqueza geral. Apds a morte da paciente, Velpeau pdde
observar através da autopsia que a mesma apresentava esplenomegalia e seu sangue era
espesso. Apesar das evidéncias observadas pelo pesquisador, ndo se pode definir ao certo
o diagnostico para leucemia pois haviam poucas evidencias fornecidas na publicagéo e
nenhum nome oficial foi atribuido a doenga na época (GOLDMAN; DALEY, 2007; THOMAS,
2013).

Embora a leucemia ja houvesse sido citada anteriormente, o pesquisador Virchow
quem utilizou o termo “leukhemia” pela primeira vez em 1847, a palavra provém do grego
“leukos” que significa branco e “heima” que significa sangue, referindo-se a “sangue
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branco”. Bennett sugeriu o termo “leucocitemia” no mesmo ano (GOLDMAN; DALEY, 2007;
THOMAS, 2013).

Estatisticas para previséo da incidéncia de cancer no mundo indicam que mais de
um milh&o de pessoas sdo afetadas anualmente por malignidades hematoldgicas e que,
entre estes casos, mais de seiscentas mil mortes séo reportadas (BRAY et al., 2018).

Apesar do numero ainda expressivo de casos e 6bitos, o tratamento das neoplasias
hematolodgicas evoluiu aceleradamente no decorrer dos anos, culminando atualmente em
terapias moleculares com alvos especificos (LICHTMAN, 2008; SHIMADA, 2019). Neste
contexto, € importante de se conhecer e entender a histéria do cromossomo Philadelphia
que, desde primeiramente reportado, serviu como modelo para estudo das anormalidades
citogenéticas na oncogénese (ZHOU et al., 2018).

O cromossomo Philadephia se caracteriza como uma translocagao reciproca entre
os cromossomos 9 e 22 (Figura 1) dando origem a regido génica quimérica BCR-ABL
que expressa diferentes isoformas de tirosina-quinases com caracteristicas de ativacéo
constitutiva. Esta hiperatividade de tirosina-quinase favorece processos potenciadores da
oncogénese como a proliferacao celular exacerbada e inibicao da senescéncia e apoptose
(KANG et al., 2016).

- pon > >> @

Cromossama 9 Cromassomo 22 _ b

Translocagdo

reciproca 4

Gene quimérico
BCR-ABL

Figura 1: Translocagéo entre os bragos longos do cromossomo 9 e 22, dando origem ao
cromossomo Philadephia e sua regido quimérica BCR-ABL.

Fonte: Autoria Propria (2020).

O AVANCO DAS ANALISES CITOGENETICAS

Descrito pela primeira vez em 1960 por Peter Nowell e David Hungerford, a
rudimentaridade das primeiras técnicas citogenéticas ndo permitiu uma identificagcdo
precisa da natureza deste cromossomo. Observado pelos pesquisadores em amostras de

pacientes acometidos por leucemia miel6ide crénica, e descrito como um cromossomo
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diminuto, acreditavam se tratar de uma delecdo em uma por¢éo do braco longo do que seria,
corretamente a época, o cromossomo 21 (NOWELL, 1962; NOWELL; HUNGERFORD,
1960).

Por estar presente em mais de 90% dos pacientes portadores de leucemia miel6ide
cronica, esta foi a primeira alteracéo citogenética associada a um cancer a ser reportada,
entretanto, a incapacidade dos estudos da época de identificar altera¢gdes cromossOmicas
consistentes em outros tumores, solidos e nao-sélidos, acabou por invalidar a ideia de
que alteracbes cromossdmicas poderiam, de alguma forma, influenciar na carcinogénese,
renegando a este achado a atengdo merecida (NOWELL, 2007; NOWELL; HUNGERFORD,
1961).

Apenas ao fim da década de 1960 e inicio de 1970 que as técnicas de citogenética
avangaram a ponto de permitir um estudo mais detalhado da estrutura cromossomal. Em
1971, Caspersson e colaboradores descreveram o padrdo de bandeamento de todos os
24 cromossomos humanos durante a metéfase, permitindo entdo a melhor visualizagéo
de alteragbes estruturais como translocagdes e inversdes que, até entdo, eram apenas
teorizadas (CASPERSSON; LOMAKKA; ZECH, 1971; GERSEN, 2013).

Neste mesmo periodo, mudangas de nomeclatura, devido a consolidagdo da
Sindrome de Down como “trissomia do 21”7, permutaram as denominagbes entre os
cromossomos 21 e 22, tornando agora o cromossomo Philadephia em uma alteracédo no
braco longo do cromossomo 22 (GERSEN, 2013).

Em 19783, utilizando-se de técnicas de bandeamento recém aprimoradas combinando
coloracdes de quinacrina mostarda e Giemsa, Janet Rowley analisou amostras de pacientes
acometidos por leucemia mieléide cronica em diferentes fases da doenca e observou
material fluorescente adicional na extremidade do cromossomo 9 de células leucémicas
portadoras do cromossomo Philadephia. Pela primeira vez foi proposto que o cromossomo
Philadephia na realidade seria formado por uma translocagéo entre os bracgos longos dos
cromossomos 9 e 22, ndo sendo apenas uma delecdo de material genético, e que esta
translocacao seria determinante ao inicio da doenca, ao invés de uma consequéncia da
mesma (ROWLEY, 1973).

O AVANGCO DAS ANALISES MOLECULARES

Ap6s a compressdo das alteragcdes estruturais envolvidas na formacdo do
cromossomo Philadephia, o proximo passo no estudo desta alteracéo foi, naturalmente, a
determinacao das suas bases moleculares e possiveis mecanismos de acao que estariam
envolvidos na carcinogénese.

Em 1982, Klein e colaboradores identificaram, através de hibridizagcdes por Southern
blot, que a translocagcdo cromossdmica Philadephia se configurava na troca da regido
humana homoéloga ao Virus da leucemia murina de Abelson (ABL) do cromossomo 9 ao
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cromossomo 22. Sabendo-se da atividade primaria de tirosina-quinase exercida por ABL, a
correlagdo com outros oncogenes conhecidos foi rapidamente estabelecida, sendo proposto
que seu mecanismo para inducdo de malignidade deveria envolver sua hiperexpressao por
ligacdo a uma regido promotora no cromossomo 22 (KLEIN et al., 1982).

Buscando entender as consequéncias desta translocacdo para a estrutura
cromossomal, em 1984 um estudo liderado pelo mesmo grupo de pesquisadores identificou
quebras em uma regido ndo muito longa do cromossomo 22 em pacientes com leucemia
mieldide crdnica e portadores do cromossomo Philadephia. Esta regido de quebra, entdo
denominada “breakpoint cluster region” (BCR), se mostrava altamente especifica por
ndo ser identificada em outros tipos de leucemias estudadas e nem mesmo nas células
saudaveis de pacientes acometidos por leucemias miel6ides cronicas (GROFFEN et al.,
1984a).

Assim, a alta especificidade das regides de quebras cromossomais e a natureza ja
conhecida de oncogenes com atividade de tirosina-quinase levantaram a hipétese inicial
de que o quimerismo entre BCR e ABL estaria intimamente relacionado ao potencial de
malignidade de células portadoras do cromossomo Philadephia (GROFFEN et al., 1984b).

PARA ALEM DA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Primariamente tendo sido apontado como altamente especifico para leucemias
mieldides cronicas, dez anos apoés ter sido descrito pela primeira vez, no ano de 1970,
relatos de caso reportando a presenga de cromossomo Philadephia também em leucemias
agudas revelaram que o mecanismo carcinogénico desta translocagéo €, em sua realidade,
muito mais complexo do que inicialmente pensado (NOWELL, 1962; PROPP; LIZZI, 1970;
WHANG-PENG et al., 1970).

Aidentificacao de diferentes isoformas da proteina BCR-ABL trouxe a compreenséo
de que os pontos de quebra em BCR nao ocorrem de maneira aleatéria, como foi
primeramente especulado, e podem resultar em diferentes fen6tipos (Figura 2), sendo o
fenotipo responsavel pelo desenvolvimento da leucemia linféide aguda até mais agressivo
do que o classico causador de leucemia mieldide crénica (CLARK et al., 1987; KONOPKA
etal., 1984; LUGO et al., 1990).
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Figura 2: Representagdo dos diferentes pontos de quebra e fusédo em BCR e ABL e possiveis
isoformas proteicas transcritas.

Fonte: Autoria Propria (2020).

A relevancia desta translocagdo na oncogénese de diferentes neoplasias
hematolégicas propulsionou a busca por drogas alvo-especificas capazes de inibir a
atividade constitutiva de tirosina-quinase proveniente de BCR-ABL, tendo tido sucesso
clinico com o desenvolvimento do inibidor hoje conhecido como Mesilato de Imatinibe e,
mais tardiamente, com o surgimento de inibidores de segunda e terceira geragéo capazes
de contornar possiveis resisténcias das células tumorais (DRUKER et al., 2001; ROSSARI
et al., 2018)an inhibitor of the kinase could be an effective treatment for CML. METHODS
We conducted a phase 1, dose-escalating trial of STI571 (formerly known as CGP 57148B.

Atualmente, o cromossomo Philadephia se configura como um marco da medicina
oncoldgica e do diagnéstico molecular de neoplasias de uma maneira geral. Ainda sendo
relevante na pratica clinica, novas estratégias para abordagem e manejo desta aberracao
citogenébmica continuam a surgir e inovar a medicina e a vida de pacientes a cada dia
(ROSSARI et al., 2018)22.
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RESUMO: A caracterizagdo morfologica &€ uma
das ferramentas que auxilia na determinagéo da
diversidade genética entre as populagdes de uma
espécie. Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi avaliar a biometria e a diversidade fenotipica
de duas populagdes de macauba (Acrocomia
aculeata) no estado do Maranh&o, Brasil. As
variaveis analisadas foram: comprimento,
didmetro, peso e relagdo comprimento/
didmetro dos frutos. Em seguida, procederam-
se as andlises estatisticas univariadas, que
compreenderam medidas de posicéo, dispersao
e assimetria. Os resultados obtidos a partir das
analises univariadas evidenciam a presenca de
variagcdo fenotipica. A diversidade foi estimada
levando em consideracdo os resultados obtidos
da caracterizagdo fisica dos frutos. A partir,
da matriz de distancia euclidiana, aplicou-se
a técnica UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages), que reuniu
as palmeiras em quatro grupos, de modo que
a obtencé@o de grupos distintos indica presenca
de variabilidade genética no material coletado.
A andlise de componentes principais, do mesmo
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modo que a método de agrupamento UPGMA confirmaram a maior divergéncia do genétipo
12 em relagdo as demais macaubas, sendo que 0 mesmo apresentou as maiores medidas
para peso dos frutos. Deste modo, as variaveis biométricas quantificadas sédo eficazes na
distincdo da macauba, sendo assim, sdo importantes marcadores morfolégicos que podem
auxiliar na diferenciacao de genétipos e contribuir para estudos de divergéncia genética.
PALAVRAS - CHAVE: Biometria, caracterizacéo, morfologia dos frutos.

MORPHOLOGICAL DIVERSITY OF MACAUBA FRUITS (Acrocomia aculeata)

ABSTRACT: Morphological characterization is tools that helps in determining genetic diversity
among populations of a species. In this sense, the objective of this study was to evaluate the
biometrics and morphological diversity of two populations of macauba (Acrocomia aculeata)
in the state of Maranhao, Brazil. The variables analyzed were: length, diameter, weight and
length / diameter ratio of the fruits. Then, univariate statistical analyzes were performed, which
comprised measures of position and measures of dispersion and asymmetry. The results
obtained from the univariate analyzes showed the presence of phenotypic variation. Diversity
was estimated taking into account the results of the physical characterization of fruits. From
the Euclidean distance matrix, the UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) technique was applied, which gathered the palm trees in four groups, so that
obtaining distinct groups indicates the presence of genetic variability in the collected material.
The principal component analysis, in the same way as the UPGMA clustering method,
confirmed the greatest divergence of genotype 12 in relation to the other macaubas, with
the same having the greatest measures for fruit weight. Thus, the biometric variables are
quantified effective in macaudba distinction, therefore, are important morphological markers
that can help to differentiate genotypes and contribute to studies of genetic divergence.
KEYWORDS: Biometry, characterization, fruit morphology.

INTRODUCAO

Macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.) é uma palmeira tropical
da familia Arecaceae nativa da América do Sul, seu fruto possui alto teor de 6leo, que
apresenta caracteristicas favoraveis para a produgao de biodiesel (Rencoret et al., 2018).

Uma Unica planta apresenta de 2 a 8 cachos, com um namero de frutos por panicula
variando de 250 a 500, e rende entre 25.000 e 40.000 kg de frutos. No Brasil, A. aculeata
€ encontrada principalmente nas regides Norte, Nordeste e Centro- Oeste (da Silva et al.,
2015).

Uma elevada variagdo morfolégica é observada nas diferentes espécies de palmeiras
tropicais, em relagcéo as caracteristicas fisicas dos frutos, como é o caso da macauba. Nesse
sentindo, estudos relacionados a biometria de frutos fornecem importantes informagbes
para auxiliar na caracterizacdo das espécies e desempenha um papel importante na
deteccéo da variabilidade genética dentro de populagcdes de uma mesma espécie (Silva et
al., 2018; Rosa et al., 2018; Costa et al., 2020). Apesar da importancia desses estudos, a
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utilizacdo desta abordagem ainda ndo é comum.

Fundamentando-se da hip6tese que h& variacdo morfologica nos frutos de
macauba e que a partir da realiza¢do de estudos relacionados a biometria é possivel obter
informacdes que servirdo de base para programas de melhoramento e conservagéo desse
recurso genético, o objetivo deste estudo foi avaliar a biometria e diversidade morfoldgica
de duas populag¢des de macauba (Acrocomia aculeata) no estado do Maranh&o, Brasil.

METODOLOGIA

A amostra de estudo foi composta por duas popula¢des naturais de A. aculeata
(Jacq.) coletadas em duas areas no municipio de Fortuna, Maranh&o, Brasil (Populacdo da
Mata e Populacdo da Quinta). A populacéo da Mata corresponde a uma floresta estacional
semidecidual (Reserva ecologica) com Latitude: 5°44’58,452”S e Longitude: 44°9'35,67"W.
Esta area corresponde a um fragmento de cerca de 100 hectares a margem da antiga lagoa
de Fortuna, que foi degradada e transformada em acude.

A populacéo da Quinta, Latitude: 5°44’47,652” S; Longitude: 44°8°30,9” W é uma
area usada como pasto de gado bovino e caprino. A area possui aproximadamente 5
hectare e 0 acesso é através de uma ladeira ingreme, assoreada pela for¢ca da agua das
chuvas.

A amostragem se deu de forma aleatéria, onde foram incluidos 200 frutos de dez
macaubas de cada populagédo. De acordo com Manfio et al. (2011) e Vianna et al. (2017),
a avaliacao de quatro frutos em uma populagéo é suficiente para estimar as caracteristicas
estudadas.

A coleta dos frutos foi realizada em setembro de 2019, os mesmos estavam em fase
de maturagéo, sendo retirado um cacho por planta com o auxilio de um podéo, colocados
em sacos de nailon e levados para o Laboratério de Ecofisiologia e Biologia da Conservagéao
do Centro de Ciéncias da Natureza Il da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro
Petronio Portella, Piaui, Brasil, onde foram feitas avaliagbes fisicas individuais de cada
fruto, com base nos descritores preconizados por Vianna e colaboradores em 2017.

As variaveis analisadas foram: comprimento do fruto, que representa a medida do
didmetro longitudinal externo; o didmetro do fruto, que consiste na medida referente ao
diametro transversal externo; o peso fruto que é determinado pela massa fresca e a razao
do comprimento / didmetro (C/D) dos frutos, considerando que a relagdo C/D < 1 indica
forma plana, C/D > 1 ovoide e C/D = 1 globosa. As medidas de comprimento e diametro
foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital e expressas em centimetros (cm).
Para as medidas de massa foi utilizada balancga digital de precisdo expressa em gramas
(9)-

Os dados biométricos foram analisados por meio de estatisticas univariadas,

que compreenderam medidas do centro da distribuicdo (valores minimos e maximos, e
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média) e medidas de dispersdo e assimetria (coeficientes de variagdo, de assimetria e
curtose). Os valores de referéncia adotados para o coeficiente de assimetria foram: S <
0 distribuicdo assimétrica a esquerda e S > 0 distribuicdo assimétrica a direita. Para o
coeficiente de curtose foram: K > 3 (leptocurtica) distribuicdo mais “afilada” que a normal e
K < 3 (platicurtica) distribuicdo mais achatada do que a normal, conforme descrito por Silva
et al. (2007).

Anormalidade dos dados biométricos foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilkw, como
os dados nado apresentavam distribuicdo normal aplicou-se a correlagéo néo paramétrica de
Spearman (rs). Foram estimadas as medidas de diversidade genética a partir das variaveis
biométricas entre os 10 plantas de cada populacédo (10 plantas da popula¢do da Mata e 10
plantas da populag¢édo da Quinta), pelo método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages) utilizando a matriz de disténcia euclidiana simples. A
andlise da disperséo grafica dos componentes principais e o0 método UPGMA referentes
ao agrupamento dos individuos das duas popula¢des com base nos descritores avaliados
foram obtidos utilizando a plataforma computacional R (R Development Core Team, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir das analises univariadas evidenciam a presenca de
variagcdo fenotipica entre os individuos das duas populagbes. As medidas de posigcédo e
dispersao para cada variavel biométrica podem ser observados na tabela 1.

Com relagéo ao comprimento do fruto verificou-se uma amplitude de variacéo de
2,98 a 4,978 cm, apresentando comportamento assimétrico a direita, devido o valor do
coeficiente de assimetria ser maior que zero (S>0).

Em relacdo aos dados de comprimento, os frutos podem ser classificados quanto
a seu tamanho em: pequeno (2,1 a 2,9 cm), médio (3,0 a 3,8 cm) e grande (3,9 a 4,6
cm). A partir dos dados amostrados 55% dos frutos apresentam tamanho médio e 45%
dos frutos apresentam tamanho considerado como grande. Esses resultados sao similares
aos observados por Sanjinez-Argandofa e Chuba (2011) e Lescano et al. (2015) que ao
realizarem a caracterizagdo biométrica e fisica dos frutos encontraram valores médios de
3,468 cm de comprimento.

A caracteristica diametro do fruto apresentou tendéncia para uma distribuigdo normal
conforme o resultado do teste de Shapiro-Wilkw (p=0,19) com valores variando entre
3,067 a 4,951 cm. Em relagdo ao diametro 55% dos frutos amostrados séo classificados
como largos por apresentarem medidas entre 4,0 e 4,7 cm e 45% foram definidos como
frutos intermediarios com medidas entre 3,0 a 4,0 cm. Nenhum fruto foi identificado como
pequeno, uma vez que nao apresentaram valores de didmetros entre 2,2 a 3,0 cm. Os
resultados encontrados estéo de acordo com a descri¢éo boténica da espécie realizada por
Vianna et al. (2017), que ao avaliarem 30 frutos de duas populagdes naturais no municipio
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de ltapira em Séo Paulo, verificaram que 83,33% dos frutos tém diametro largo.

Na avaliacéo da caracteristica peso do fruto os valores estiveram entre 10,3 a 45,77
g. Os frutos amostrados, considerando as duas populagdes apresentaram peso entre 10,35
e 45,77 g, de modo que 80% dos dados referentes a essa varidvel foi concentrada na
classe muito leve com frutos pesando entre 10 e 20 g, enquanto 15% foram classificados
com peso leve entre 21 a 40 g e apenas 5% foram classificados como pesados com escala
de 41 a 46 g.

Estes resultados diferem dos encontrados por Vianna et al. (2017), em que 45%
dos dados de massa fresca foi concentrada na classe de frutos pesados com variagdo de
40 e 45,5 g. Fatores como variabilidade interanual, localizagéo, distribuicdo, ocorréncia,
variacéo genética e diferenga de polinizacdo entre inflorescéncias, podem ser os motivos
que explicam a existéncia da variacdo observada do peso dos frutos nas populagcbes
(Moura et al., 2019).

Caracteristicas n Minimo Maximo Média Desvio CV (%) ) K
biométricas padréo
Comprimento do 200 2,984 4978 3,848 0,381 9,910 0,583 0,999
fruto (cm)
Diametro do 200 3,067 4,951 3,964 0,301 7,591 0,256 0,246
fruto (cm)
Peso do fruto (g) 200 10,35 4577 17,607 6,059 34417 1878 6,449
Razao (C/D) 200 0,763 1,127 09702  0,0526 5418 -0,260 1,555

Tabela 1. Caracteristicas biométricas de frutos de A. aculeata.

As avaliagbes para determinar o peso dos frutos sdo importantes, uma vez que
permitem distinguir os frutos com maior quantidade de polpa, os mais valorizados pela
industria, pois apresentam os maiores valores de mercado podendo ser utilizados na
alimentagdo humana, devido sua boa qualidade nutricional e propriedades farmacolégicas
(Ramirez-Hernandez et al., 2011). No entanto, o maior interesse na exploragéo dos frutos
em A. aculeata é pelo seu potencial na produgéo de 6leo para biocombustivel (Lopes et
al., 2018).

Os valores para a caracteristica razdo (C/D) estiveram entre 0,76 a 1,127 cm, de
modo que 85% dos frutos apresentam forma plana (C/D < 1) e 15% formado ovoide (C/D >
1) e nenhum apresentou forma globosa. De acordo com a analise da estatistica descritiva
(Tabela 1) a variavel peso do fruto apresentou maior valor de coeficiente de variagao
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(34,417%), indicando alta variabilidade quando comparada com as demais caracteristicas
analisadas. E comum que populagées de palmeiras apresentarem variagdes intraespecificas
para diferentes caracteristicas, sendo que as diferengas ambientais e genéticas sdo os
principais fatores atribuidos para variagdo observada (Mhanhmad et al., 2012; Goudel et
al., 2012).

Em relacéo a assimetria, ocorreu distribuicdo a direita apenas para o peso do fruto
que apresentou valores positivos, assim predominaram na amostra frutos com menor peso.
As demais caracteristicas apresentaram distribuicdo assimétrica pra a esquerda com valor
de S <0, evidenciando predominancia de frutos com maior comprimento e diametro.

As caracteristicas comprimento, didametro e razdo C/D evidenciaram uma medida
de curtose menor que a da distribuicdo normal, sendo K < 3. Diante disso, a funcéo de
distribuicdo € mais achatada, ou seja, platicurtica, indicando disperséo dos dados em torno
da média. Ja a caracteristica peso do fruto o valor do coeficiente de curtose foi K > 3, ou
seja, leptocurtico, indicando que existe uma grande concentrag@o dos valores em torno da
média.

Segundo a correlacdo de Spearman, apenas os valores didmetro do fruto e razédo
C/D nao foram significativos (Tabela 2). As correlagbes entre as variaveis: comprimento
x diémetro do fruto; comprimento x peso do fruto; razdo C/D x peso do fruto e peso do
fruto x didmetro do fruto foram altas, positivas e significativas, mostrando que estas
caracteristicas estao fortemente relacionadas, de modo que frutos com os maiores valores
de comprimento também apresentam o maior didmetro e peso. A relagéo peso do fruto x
razdo C/D apresentou uma baixa correlagédo, porém significativa. Esses dados podem ser
observados no grafico de heatmap (Figura 1)

Correlagao rs
Comprimento do fruto x Diametro do fruto 0,832*
Comprimento do fruto x Peso do fruto 0,734
Comprimento do fruto x Razéao C/D 0,601*
Diametro do fruto x Peso do fruto 0,839
Diametro do fruto x Razdo C/D -0,123™
Peso do fruto x Razédo C/D 0,173*

* = P <0.05; ns = ndo significativo.

Tabela 2- Correlacao de Spearman (rs) entre as variaveis biométricas dos frutos em A.
aculeata.
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Figura 1. Gréafico heartmap referente as correlagdes entre as variaveis biométricas através
da intensidade das cores. Onde, os quadrados mais escuros representam baixo grau de
correlagdo entre as caracteristicas e os quadrados mais claros representam alta correlagéo
entre as variaveis associadas.

Estudos de biometria de frutos subsidiam importantes informacdes para a
conservacgao das espécies (Lucio et al., 2019). Apesar de existirem pesquisas que discutem
essa tematica para algumas espécies de Arecaceae (Moura et al., 2010; Goudel et al.,
2013; Silva et al., 2013; Hoffmann et al., 2014; Lescano et al., 2015; Vianna et al., 2017).
Estudos em A. aculeata ainda s@o escassos, deste modo as informag¢des obtidas no
presente trabalho podem apoiar os programas de conservacdo genética de populagdes
naturais.

Estimamos a diversidade genética de vinte macalbas, dez plantas por populagéo,
levando em consideragéo os resultados obtidos da caracterizagao fisica dos frutos. Existe
na literatura uma variedade de medidas de dissimilaridade que podem ser utilizadas em
estudos de diversidade genética, a mais comum € a distancia euclidiana média. A escolha
do método depende da precisdo desejada pelo pesquisador, da facilidade da analise e
da forma como os dados séo obtidos (Cruz, Carneiro e Regazzi 2014). A partir, da matriz
de distancia euclidiana, aplicamos a técnica UPGMA, que consiste no agrupamento para
discriminar os individuos e separa-los em grupos, analisando um conjunto de tracos
inerentes a cada individuo, classificando-os de tal forma que exista homogeneidade dentro
0 grupo e heterogeneidade entre os grupos (Rosa et al., 2018).

A partir da anélise do dendrograma, podemos observar a formagdo de quatro
grupos, com representantes das duas populacdes em todos os grupos gerados, indicando
que os individuos das duas populagbes apresentam um grau de homogeneidade para as
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caracteristicas fenotipicas analisadas (Figura 2). O primeiro grupo é formado apenas pela
planta 12, que representa a populagéo da Quinta. O segundo € constituido pelas plantas
11, 13, 14, 15 e 19 (Populacdo da Quinta) e pelas plantas 1 e 10 (Populagdo da Mata). O
terceiro grupo é composto pelas plantas 2, 7 e 8 (Populagéo da Mata) e apenas por uma
planta da populagé@o da Quinta (individuo 18).

O quarto e ultimo grupo é constituido pelos membros 3, 4, 5, 6 e 9 (Populacdo da
Mata) e 16, 17 e 20 (Populagéo da Quinta). Assim o grupo IV reuniu a maioria dos acessos
das duas populagées (40%), o grupo Il alocou 20% dos individuos amostrados, o grupo |l
agrupou 35% das plantas e o grupo | reuniu somente a amostra 12, portanto este grupo é
considerado como o mais divergente, uma vez que esta planta apresentou frutos com os

maiores pesos, caracteristica importante para programas de melhoramento genético.

[ | I 1
8 5] 4 2 0

Distancia

Figura 2. Dendrograma de similaridade dos individuos de A. aculeata obtido pelo método de
UPGMA.

A partir da analise de componentes principais foram acumulados 96,3% da variancia
nos dois primeiros componentes. Em que o CP1 explicou 78,6% e o segundo CP2 17,7% da
variacdo dos dados. De acordo com Manly (2008) nem sempre a analise de componentes
principais acumula 80% da variagdo nos dois ou trés primeiros componentes, nesse
caso as variaveis originais sdo pouco correlacionadas. No entanto, em nosso estudo as
caracteristicas analisadas apresentam forte associacdo. Na dispersdo grafica (Figura 2)
0s angulos agudos (<90°) entre as variaveis indicam correlagdo positiva entre as mesmas,
angulos obtusos (>90°) indicam correlagdo negativa e angulos retos (=90°) indicam
auséncia de correlagéo.

Com base nos coeficientes de ponderagéo, no CP1 ficou evidente a contribuicdo das
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variaveis peso e comprimento do fruto, no CP2 se destacaram as variaveis comprimento
e didmetro do fruto. O gréfico Biplot (Figura 2) com as posicdes relativas dos acessos e
das variaveis, considerando os dois primeiros componentes, mostra que as plantas 4, 5
e 6 (Populacdo da Mata) e 20 (Populagéo da Quinta) agruparam-se por apresentarem os
maiores valores para comprimento e razdo C/D. E as plantas 3 e 9 (Populacdo da Mata),
16 e 17 (Populacdo da Quinta) apresentaram os maiores valores para peso e didmetro do
fruto.

Analise de Componentes Principais, do mesmo modo que a método de agrupamento
UPGMA confirmaram a maior divergéncia do acesso 12 em relacdo as demais plantas
amostradas nesta pesquisa. Existem trabalhos relacionados a diversidade morfolégica em
populagdes naturais de plantas que é possivel observar que tanto a anélise de componentes
principais quanto os métodos de agrupamento UPGMA mostram semelhangas na
classificacao dos acessos amostrados (Costa et al., 2016; Carneiro et al., 2019).

PCA - Biplot

=]

Dim2 (17.7%)
-
x

5 4 2 0 2
Dim1 (78.6%)

Figura 2. Disperséao grafica via analise de componentes principais — PCA, considerando os dois
primeiros componentes para quatro variaveis em duas populagdes naturais de A. aculeata.

CONCLUSAO

Os frutos de macauba apresentam variagdes fenotipicas, sendo possivel observar
que os frutos com maior comprimento apresentam os maiores valores para didmetro e peso.
Portanto, as variaveis biométricas quantificadas sé&o importantes marcadores morfolégicos
que podem auxiliar na diferenciacdo de geno6tipos e contribuir para estudos de divergéncia
genética da espécie.
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A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida

RESUMO: A sindrome da hipersensibilidade a
drogascomeosinofiliae sintomas sistémicoséuma
sindrome rara, multissistémica e potencialmente
fatal. A predisposicdo a tal Hipersensibilidade
est4 associada a fatores genéticos, uma vez que
o polimorfismo no gene que codifica as moléculas
de antigenos leucocitarios humanos (HLA)
permitem a apresenta¢do de uma ampla gama de
ligantes peptidicos. O objetivo deste trabalho &
demonstrar a relagédo entre o consumo de certos
farmacos com os sintomas apresentados por um
individuo com DRESS assim como compreender
possiveis complicacdes, tratamentos e critérios
de diagnostico, além de fomentar o diagnostico
precoce. Trata-se de uma revisdo sistematica
de literatura a partir da extra¢cdo dos dados em
indexadores como Google Académico, SciELO,
PUBMED, MEDLINE, tendo como descritores:
DRESS, reacdes a drogas, hipersensibilidade,
exantema, medicamentos. Os estudos trazem
evidéncias que a DRESS esta associada a
diversos fatores genéticos e imunolégicos,
portanto possuem mlultiplas manifestacdes
clinicas. Tal fato reforca a importancia da
interdisciplinaridade para o tratamento e
acompanhamento de pacientes que desenvolvem
a DRESS. Conclui-se que ha a necessidade de
mais estudos cientificos randomizados uma vez
que, atualmente, ha a prevaléncia de estudos de
baixa e média confianca cientifica.

PALAVRAS - CHAVE: DRESS; Reagbes
a drogas; Hipersensibilidade; Exantema;
Medicamentos.
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DRESS: DRUG HYPERSENSITIVITY SYNDROME WITH EOSINOPHILIA AND
SYSTEMIC SYMPTOMS: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT: The hypersensitivity syndrome to drugs with eosinophilia and systemic symptoms
is a rare, multisystemic and potentially fatal syndrome. The predisposition to hypersensitivity
is associated with genetic factors, the polymorphism in the gene that encodes the molecules
of human leukocyte antigens (HLA) allows the presentation of a wide range of peptide ligands.
( because the gene that encodes the molecules of human leukocyte antigens (HLA) allows
the presentation of a wide range of peptide ligands, calls polymorphism.) The objective of this
article is to demonstrate the relationship between consumption of certain drugs and symptoms
presented by the patients with DRESS, as well as to understand possible complications,
treatments and diagnostic criteria, in addition to promoting early diagnosis. This is a systematic
review of the literature based on the extraction of databases as Google Scholar, SciELO,
PUBMED, MEDLINE, having as descriptors: DRESS, drug reactions, hypersensitivity, rash,
medications. The studies provide evidence that the DRESS is associated with several genetic
and immunological factors, therefore, it has multiple clinical manifestations. This fact reinforces
the importance of interdisciplinarity for the treatment and monitoring of patients who develop
DRESS. It is concluded there is need for more randomized scientific studies since, currently,
there is a prevalence of low and medium scientific confidence studies.

KEYWORDS: DRESS; Drug reactions; Hypersensitivity; Rash; Medicines.

11 INTRODUGAO

A sindrome da hipersensibilidade a drogas com eosinofilia e sintomas sistémicos
(DRESS) é rara, multissistémica e potencialmente fatal, que pode afetar a pele, e
também outros 6rgéos como figado, rins e coragédo, desencadeada principalmente pelo
uso de farmacos como antiepilépticos aroméaticos, aluprinol, sulfonamidas e outras
variantes de antibidticos. Tem capacidade de causar febre, vermelhidao, linfadenopatia
e anormalidades hematologicas. Contudo, devido aos crescentes nimeros de casos
associados a psicotropicos, esta ganhando espaco dentro dos estudos interdisciplinares
com a psiquiatria, imunologia e genética.

O objetivo desta revisao literaria é demonstrar de forma sistematica a relagé@o entre
o consumo de certos medicamentos com os sintomas apresentados por um individuo com
DRESS e assim compreender os sintomas, assim como complicagdes, tratamentos e
critérios de diagnostico, além de fomentar o diagnéstico precoce.

21 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma reviséo sistematica de literatura a partir da extracdo dos dados em
indexadores como Google Académico, SciELO, PUBMED, MEDLINE, de publicacdes entre
2008 a 2019, nos idiomas portugués, inglés e espanhol, tendo como descritores: DRESS,
reacdes a drogas, hipersensibilidade, exantema, medicamentos.
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Apbs a selecédo, baseando-se nos critérios de inclusdo, foram contabilizados 24
artigos, dentre eles estudos de casos clinicos e revisdes literadrias. Como critérios de
exclusao foi adotado que ndo deveriam ser trabalhos de dissertacdao, monografias e teses.

Este estudo ndo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos, por que se trata de uma revisao sistematica com informacgées obtidas em fontes
secundarias e ja publicadas, ndo havendo, portanto, riscos iminentes aos sujeitos referidos

no presente estudo.

31 DESENVOLVIMENTO

Os trabalhos encontrados limitam-se principalmente a estudos de caso e ha,
atualmente, uma caréncia de estudos cientificos mais aprofundados acerca do tema.

Os trabalhos mostram que a predisposicdo a DRESS est4 associada a fatores
genéticos, como o polimorfismo nos genes do CYP, da Glutathione-S-transferase, da
N-acetiltransferase e nos genes que codificam o HLA.

Arelacado da DRESS com os polimorfismos em HLA esta no aumento da capacidade
na apresentacdo de uma ampla gama de ligantes peptidicos, o que resulta em uma
maximizagdo da vigilancia imunolégica, sendo responsavel também pelas diferencas
na metabolizacdo da droga, gerando diferencas nos metabdlitos intermediarios. Essa
predisposicao genética determinada por variantes dos genes do HLA é demonstrado em
artigos recentes através de experimentos que mostram a interagdo com medicamentos das
classes de anticonvulsivantes aromaticos, antidepressivos, sulfonamidas e sulfonas, drogas
anti- inflamatérias, inibidores da enzima de conversao da angiotensina e betabloqueadores.

As variantes clinicas da sindrome podem indicar o envolvimento de diversos fatores
genéticos e imunologicos com alteragdes cuténeas, onde apresenta critérios de Registro
de Adversidade Cutanea Severa da Europa (RegiSCAR) a sistémica, incluindo possiveis
complicagcdes cardiacas. Somado a isso, 0 manejo do paciente inclui tratamento com anti-
histaminicos, emolientes, corticoesterdides e plasmaferese, além da imediata suspensao
da medicagé@o que causou a hipersensibilidade

41 CONCLUSAO

Com o estudo foi possivel observar uma prevaléncia de estudos de relatos de
casos clinicos em contraponto a escassez de estudos cientificos mais aprofundados e
atuais acerca de rea¢des medicamentosas que relacionam farmacodermias e alteracdes
sistémicas.

Dessa forma, devido a importancia clinica e epidemiol6gica da sindrome, que
apesar de rara tem alta mortalidade devido as inimeras complicagbes possiveis, ha uma
necessidade de fomentar a conscientizagédo do diagnéstico precoce de DRESS.
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RESUMO: O controle dos processos €
fundamental para garantir a seguranca dos
procedimentos realizados em laboratérios
académicos. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi elaborar um manual de aulas praticas
para laboratérios académicos de radiologia
odontologica. A metodologia utilizada é de
natureza descritiva e documental. A proposta do
manual foi constituida a partir de adaptacdes de
manuais ja existentes. A validagdo do manual
ocorreu em trés etapas: pesquisa documental,
aplicacao dos exercicios praticos e avaliagdo da
metodologia de ensino. Conclui-se que com esse
manual seja possivel melhorar as condigbes de
ensino de radiologia odontologica, além do uso e
a organizacao dos laboratérios académicos.
PALAVRAS - CHAVE: Ensino, Laboratérios,
Manual de Laboratorio, Radiologia.
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PREPARATION OF DENTAL
RADIOGRAPHY LABORATORY MANUAL

ABSTRACT: Process control is essential to
ensure the safety of procedures performed in
academic laboratories. The objective of this work
was to develop a dental radiology laboratory
manual. The methodology used is of a descriptive
and documentary nature. The proposal for the
manual was based on adaptations of existing
manuals. The manual was validated in three
stages: documentary research, application of
practical exercises and evaluation of the teaching
methodology. It is concluded that with this manual
it is possible to improve the teaching conditions
of dental radiology, in addition to the use and
organization of academic laboratories.
KEYWORDS: Teaching, Laboratories, Laboratory
Manual, Radiology.

INTRODUCAO

Em certo momento, algumas pessoas
possuem a oportunidade de escolher um curso
de graduagédo, que o formara para ser um
profissionalcompetente em sua area de atuacéo.
De acordo com Santos, Ferreira e Batista (2016).
Na area da saude é importante que o profissional
tenha uma formacdo da qual desenvolva
responsabilidade profissional, conscientizagédo
individual e coletiva, que ja comecam a ser
adquiridas durante a graduacéo, pois 0 mesmo
estara lidando com outras vidas, vidas que estao
sujeitas a sua competéncia profissional.
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Como formador desse tipo de profissional a Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Para tem em seu Projeto Politico Pedagdgico a disciplina de Propedéutica
Odontoldgica |, cujo ensino é voltado para area do diagnoéstico, onde alguns dos temas
abordados sado nas areas de Estomatologia e Radiologia Odontoldgica e Imaginologia. Esta
disciplina, alia 0 ensino tedrico e pratico, o tedrico em salas de aulas ou em meio do ambiente
virtual deaprendizagem. Ja o ensino pratico acontece na clinica odontolégica e Laboratério
de Ensino de Radiologia Odontologica. Com o tempo, esse laboratério foi provido com
equipamentos e materiaispara melhor atender os discentes, preparando-os melhor € mais
treinados para o mercado de trabalho.

O Laboratério de Ensino de Radiologia Odontolégica é destinado ao ensino,
pesquisa e extensdo, e permite facilitar a aprendizagem préatica dos discentes. Nesse
laboratério existe equipamentos radioldégicos de um alto custo, o que por consequéncia,
dificulta o processo de aquisicao dos mesmos. Os equipamentos foram adquiridos por meio
de processo licitatorio, onde as aquisicdes sdao complexas e necessitam de assisténcia
no momento de montagem e instalacdo, o que pode gerar custos. A utilizacdo incorreta
destes pode provocar prejuizos financeiros altos, podendo impedir nova aquisi¢cdo e/ou
necessitando de manutencéo corretiva.

O manual de ensino pratico para uso no laboratério académico de radiologia
odontolégica visa facilitar a utilizagdo consciente desses laboratorios, de forma a otimizar e
compartilhar espacos e equipamentos. Além disso, a inexisténcia de um texto para praticas
de Radiologia Odontoldgica adaptado as nossas condi¢des de laboratério, e destinado aos
cursos de Odontologia, nos motivaram a elaboracao deste manual. No presente trabalho
foi elaborado um manual de boas praticas para o uso dos ambientes do Laboratério de
Ensino deRadiologia Odontolégica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Par4, ja que o mesmo ndo possuia qualquer tipo de documento de normatizagéo para

a sua utilizagao.

REVISAO DA LITERATURA

Para o desenvolvimento desse trabalho foram necessarios conhecimentos prévio
sobre o0 assunto do tema a ser tratado e com isso, iniciou-se a pesquisa. Foram utilizados
alguns conhecimentos para dar fundamentacaoteoérica.

O ENSINO COMO FONTE DE CONHECIMENTO

A educacdo formal é a abordagem de ensino mais conhecida pelas instituicoes
publicas e privadas, seja ela de ensino basico, superior, especial, profissional e de jovens
e adultos (REIS; SEMEDO; GOMES, 2012). E aquela onde a uma hierarquizagéo, ha um
docente e os discentes. A aula adotada normalmente é expositiva e o docente fala e os
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discentes ouvem. Desta forma o discente aprende o que lhe foi “ensinado”.

No entanto o ensino tem passado por diversas modificagdes ao longo dos ultimos
anos, principalmente com relagdo aos seus objetivos. Atualmente ndo so6 as aulas expositivas
tém passado por essas modificacdes, mas também outras formas de abordagem aos
discentes foram desenvolvidas denominadas de metodologias ativas de aprendizagem.

ENSINO TEORICO

A educacgéo formal possui érgéos fiscalizadores como o Ministério da Educacéo,
¢é utilizada por escolas e universidades, existem hierarquia docente-discente. Para Gohn
(2006), essa relagao de ensino aprendizagem tem carater metodico e, usualmente, divide-
se por idade/classe de conhecimento.

Segundo Moura et al. (2010), o ensino teérico normalmente é generalizado para
todos os discentes, todos eles sédo ensinados da mesma forma onde o docente fala e
os discentes ouvem, as tarefas de estudo, acbes de estudo, acbes de autoavaliagéo e
regulacao estdo integrados, o docente é responsavel por mediar esses componentes e
permitir que o discente aprenda conceitos de forma sistematica e intencional, fazendo com
que seu desenvolvimento seja embasado em pensamento tedrico.

Sabe-se que o0 ensino tedrico é de extrema importancia para o conhecimento, onde
a sala de aula é um lugar que possibilita significagbes e as construgdes conceituais, os
discentes e docentes podem fazer perguntas de suas dividas, trazendo formas de buscas
de conhecimento (MACHADO, 2012).

ENSINO PRATICO

Tanto o ensino pratico quanto o teérico sdo importantes na formagéo do discente.
A formacéo prética é aquela que se “ensaia” o que sera realizado no mercado de trabalho,
trazendo maior seguranca para o discente. Nos laboratorios de aulas praticas os discentes
ficam sob supervisdo e auxilio do docente da disciplina, tendo esse ambiente para
colocar o conhecimento tedrico em pratica, isso “é uma forma otimizada de aproximacgao
da academia e campo de atuacgdo, fazendo que se entenda no processo de formacédo o
que é esperado no futuro profissional” (FREITAS; MADUREIRA; MAESTRI, 2014). Os
conhecimentos adquiridos no laboratoério contribuem para que o discente agregue valores
além de conhecimento académico.

A monitoria também é uma forma de ensino pratico, pois um discente pratica o
transmitir seu conhecimento e experiéncia para outros discentes. Outra forma de ensino
pratico € o estagio, pois nele o discente enfrenta o “mundo real” e o que ird encontrar no
futuro profissional (SANTOS; FERREIRA; BATISTA, 2016).
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LABORATORIOS ACADEMICOS

Os laboratérios académicos sao ambientes onde os discentes possuem aulas
praticas em determinada area. As aulas ministradas em laboratérios académicos sédo
complementares as aulas tedéricas (FONSECA et al., 2013), dao suporte para que o discente
desenvolva conhecimento prévio do que ira encontrar no mercado de trabalho.

Uma pesquisa feita com os estudantes do Curso de Graduagdo em Agronomia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, mostrou que “a falta ou a dificuldade de
relacionar a teoria e a préatica pode levar ao empobrecimento da formagéo do discente
para o mundo do trabalho” (SOUZA; LOBATO, 2012). Afinal, € o ambiente que o discente
pode treinar o que lhe foi ensinado, sem medo de errar, para que futuramente, no ambiente

profissional esteja mais encorajado e preparado.

PROTECAO RADIOLOGICA

A radiacdo ionizante pode ser natural (radionuclideos e radiagdo cdsmica) ou
artificial (reator nuclear, aceleradores de particula ou tubos de raios X), essa radiagdo pode
trazer para o corpo humano consequéncias (OKUNO, 2013). Tem-se a preocupagédo com
seus efeitos que podem ser deterministicos e/ou estocasticos. O efeito deterministico &
“ocasionado por altas doses de radiagdo num curto espaco de tempo, e o efeito estocastico,
provocado por pequenas doses recebidas ao longo de um grande periodo” (SOARES;
PEREIRA; FLOR, 2011), dentre esses efeitos estédo relacionados catarata, radiodermite,
esterilidade temporaria e permanente, etc (FENYO-PEREIRA, 2019).

A Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC N° 330, de 20 de dezembro de 2019 é
responsavel pelo regulamento da protecédo radiolégica em servigos de radiodiagnéstico
médico e odontoldgico no Brasil. Esse regulamento ndo estabelece normas especificas
para centros de ensino e laboratérios académicos, pois pelo principio de justificagao,
nenhum exame devera ser realizado sem prescricdo médica ou a titulo de experimentacéo.

Os laboratérios académicos servem para que se treinem os posicionamentos e
técnicas sem exposi¢cdes desnecessarias. Porém, essa Resolugdo determina como os
ambientes de radiodiagnostico devem ser sinalizados e formas de evitar acidentes, sendo
que alguns dos aparelhos dos laboratérios académicos possuem tubo de raios X. Entéo
faz-se importante o conhecimento da portaria para evitar acidentes desnecessarios e tratar
0 ambiente de estudo como um local mais proximo do futuro ambiente profissional.

METODOLOGIA

O estudo trata de um trabalho descritivo e documental, e para elaborar este manual
realizou-se a analise dos manuais ja existentes e levantou-se informacdes relevantes para
fazer adaptagcdo em um manual para uso em laboratérios académicos de Radiologia.
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O desenvolvimento do trabalho ocorreu no Laboratério de Ensino de Radiologia
Odontolégica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Par4.

O trabalho consistiu em trés etapas, sendo: a) pesquisa documental; b) aplicacdo
dos exercicios; e c) leitura dos relatérios de respostas produzidos pelos estudantes.

Na primeira etapa teve carater documental, que consistiu na descricédo de exercicios
praticos, com base em normas e/ou instrucées de segurang¢a em relacao aos riscos, boas
praticas em Radiologia, utilizadas no Laboratério de Ensino de Radiologia Odontologica da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Para (FO-UFPA).

A segunda etapa foi realizada a aplicacdo dos exercicios nas aulas praticas, na
disciplina de Propedéutica Odontolégica | da FO-UFPA. Cada exercicio, precedido de seu
objetivo e/ou finalidade fundamental, foi dividido em seis partes, a saber:

»  Introdugéo — Descricdo resumida da teoria, do tema ou utilizada no exercicio.
+  Material necessario — Relagéo do material utilizado durante o exercicio.
+  Procedimentos — Passo a passo para a realizagao do exercicio.

+  Questdes baseadas no exercicio de laboratério — Onde se apresentam algumas
perguntas destinadas a aprofundar, melhorar o espirito critico e discutir os co-
nhecimentos dos fendmenos estudados.

+  Objetivos da aula — Resultado esperado apés a realizacdo do exercicio.
*  Questbes de revisdao — Onde se apresentam algumas perguntas relacionadas
ao exercicio ou assunto. As respostas encontram-se no final do livro.

A terceira etapa consistiu na leitura e discussdo dos relatérios produzidos pelos
estudantes ap0s a realizagdo do exercicio diario.

RESULTADOS

O resultado foi a confeccdo de um manual pratico digital como instrumento para
ensino em laboratérios académicos de Radiologia Odontologica, o download do manual
pode ser obtido no link: https://linktr.ee/lerofoufpa ou no endereco: https://drive.google.com/
file/d/1urVm_wiCuQZbPxNIeKv_DEfks65LzRPt/view?usp=sharing

A composicdo do manual gerou 6 capitulos com exercicios praticos e questdes de
revisdo, além de questdes para auto-estudo.

CONSIDERACOES FINAIS

A inexisténcia de um texto para praticas de Radiologia Odontolégica adaptado as
nossas condi¢des de laboratorio, e destinado aos cursos de Odontologia, nos motivaram
a elaboragéo deste manual. Os exercicios foram selecionados de modo a englobar alguns
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assuntos fundamentais de Radiologia Odontologica, que podem ser facilmente efetuados
em clinicas de ensino de Radiologia com recursos limitados ou néo.

O conhecimento referente foi evidenciado, tendo em vista orientar o uso correto dos
laboratérios académicos de Radiologia. Espera-se que com esse manual possa vir projetos
futuros dando continuidade ao mesmo, acrescentando novos materiais e equipamentos
que possam ser adquiridos posteriormente, sugestdo de boas praticas que nao foram
mencionadas ou revisando-os futuramente para o que ambiente sempre possua um
documento atualizado.

CONCLUSAO

Conclui-se que o manual melhore o0 uso e a organizagao dos laboratorios académicos

de Radiologia Odontolégica e minimize possiveis acidentes.
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RESUMO: O uso de marcadores moleculares
em plantas requer DNA de boa qualidade
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e integridade, porém raramente se obtém
o melhor material para sua extracdo. Neste
estudo foi avaliada a eficiéncia da extragéo de
DNA de quatro diferentes tecidos da espécie
Stylosanthes capitata Vogel. O material utilizado
foi: folhas cotiledonares frescas (FCtF); folhas
frescas de plantas adultas congeladas (-20
°C) (FFC); folhas secas de plantas adultas
armazenadas a temperatura ambiente (11 meses)
(FS) e inflorescéncias secas armazenadas a
temperatura ambiente (7 meses) (IS). Para
a extragdo do DNA foi utilizado um protocolo
rapido de CTAB. Os DNAs das amostras foram
quantificados seguindo as razbes 260/280nm
(~1,8) e 260/230nm (2,0-2,2) para verificar
contaminagéo por proteinas e carboidratos,
respectivamente. As amostras também foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose
para verificar sua integridade e amplificadas
com o marcador microssatélite SC 18-01 A2A,
desenvolvido para a espécie. Como resultado
observou-se que a concentracdo de DNA de FS
e FCtF foram semelhantes (FS=288,39+27,11;
FCtF=261,2+29,18) e maiores em comparagao
com as outras amostras (p<0,01). Os materiais
de maior pureza foram observados em FCtF
(260/280=1,90; 260/230=1,73 p<0,01), seguido
por FS e FFC com resultados semelhantes
para 260/280 (FS=1,78; FFC=1,89 p<0,05) e
para 260/230 (FS=1,22; FFC=1,27). O DNA
concentrado dos tecidos FCtF e FFC mostraram
maior integridade seguido por FS, enquanto o IS
nao foi visualizado. Todas as amostras de FCtF,
FFC e 44% de FS amplificaram com o marcador
SSR, enquanto que para IS nao foi observado
produto de amplificagc@o. Em todos os parametros,

Capitulo 6



o DNA de IS obteve os menores valores (p<0,01) mostrando contaminagéo por carboidratos
(260/230=0,28+0,06), possivel consequéncia da alta concentrac@o desses fotoassimilados
nas inflorescéncias da planta no momento da coleta. Em resumo, excetuando IS, os DNAs
de diferentes fontes de tecidos vegetais foram adequados para amplificacdo e andlise de
marcadores moleculares da espécie.

PALAVRAS - CHAVE: Extracao DNA; Tecidos vegetais; Pureza e integridade; Stylosanthes

sp.

DNA EXTRACTION IN DIFFERENT PLANT TISSUES OF THE LEGUMINOUS
FORAGE SPECIES Stylosanthes capitata VOGEL

ABSTRACT: The use of molecular markers in plants requires DNA of good quality and integrity;
however the best material for their extraction is rarely obtained. In this study the efficiency of
the DNA extraction of four different tissues of the species Stylosanthes capitata Vogel was
evaluated. The material used was: fresh cotiledonous leaves (FCtF); fresh leaves of frozen
adult plants (-20°C) (FFC); dry leaves of adult plants stored at room temperature (11 months)
(FS) and dry inflorescences stored at room temperature (7 months) (IS). For the extraction of
DNA a fast protocol of CTAB was used. The DNAs of the samples were quantified following
the ratios 260/280nm(~1.8) and 260/230nm(2.0-2.2) to verify contamination by proteins and
carbohydrates, respectively. The samples were also submitted to agarose gel electrophoresis
to verify their integrity and amplified with the microsatellite marker SC18-01A2A, developed for
the species. As aresult it was observed that the DNA concentration of FS and FCtF were similar
(FS=288.39+27.11; FCtF=261.2+29.18) and higher in comparison with the other samples
(p<0.01). The highest purity materials were observed in FCtF (260/280=1.90; 260/230=1.73
p<0.01), followed by FS and FFC with similar results for 260/280 (FS=1.78; FFC=1.89 p<0.05)
and for 260/230 (FS=1.22; FFC=1.27). The concentrated DNA from the FCtF and FFC tissues
showed greater integrity followed by FS, while the IS was not visualized. All samples of FCtF,
FFC and 44% of FS amplified with the SSR marker, whereas for IS, no amplification product
was observed. In all parameters. In all parameters, the IS DNA obtained the lowest values
(p<0.01) showing carbohydrate contamination (260/230=0.28+0.06), possible consequence
of the high concentration of these photoassimilates in the inflorescences of the plant at the
time of collection. In summary, except for IS, the DNAs of different plant tissue were suitable
for amplification and analysis of molecular markers of the species.

KEYWORDS: DNA extraction; Plant tissues; Purity and integrity; Stylosanthes.

11 INTRODUGAO

O DNAgendmico encontra-se associado a diversas proteinas e enzimas, que agem na
arquitetura da molécula, no seu processo de replicagdo, na manutencgéo da sua integridade
e em outros processos afins (Lewin, 2009). Quando se tem o propédsito de utilizar este
DNA em estudos que fazem o uso de marcadores moleculares, ha a necessidade de que
o material tenha uma boa qualidade, quantidade e integridade (Romano et al., 1998). No
entanto raramente € possivel obter o melhor material para a utilizagdo destas estratégias,
pelas proprias caracteristicas do material e porque a sua obtencao pode estar restrita a
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determinado estagio de maturacao do individuo.

Nas células vegetais os polissacarideos e fendis sdo compostos secundérios que
se apresentam com maior abundancia (Lien et al., 1999; Wang et al., 2020). No processo
de extracdo de acidos nucleicos com alta pureza e qualidade, tais compostos se tornam
um obstaculo (Romano et al., 1998). A pureza e qualidade do DNA extraido podem ser
verificadas com os métodos de absorbéancia (densidade 6ptica) e analise de eletroforese
em gel de agarose.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da extracdo de DNA de quatro
tecidos diferentes da espécie leguminosa forrageira Stylosanthes capitata Vogel: Folhas
cotiledonares frescas, folhas frescas de plantas adultas congeladas, folhas e inflorescéncias
dessecadas de plantas adultas armazenadas em temperatura ambiente.

21 METODOLOGIA

2.1 A espécie em estudo

Stylosanthes capitata Vogel € um subarbusto perene de 50-120 cm de altura com
estrutura foliar composta por trés foliolos (Figura 1A), com inflorescéncias formadas por
bracteas modificadas em espigas terminais e flores pediceladas de corola amarela (Figura
1B). Esta espécie, nativa do Brasil (regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste) com
dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, apresenta
melhor adaptacdo em solos areno-argilosos ou argilo-pedregosos em ambientes Umidos
(Costa et al., 2008; Fortuna-Perez et al., 2011; Costa et al., 2014).

Figura 1. Estruturas foliares elipticas trifolioladas, inflorescéncias e flores de corola amarela,
dispostas em bracteas da espécie S. capitata. (Fotos: Laboratorio Genética Vegetal, USP/RP)
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2.2 Origem do material vegetal

Os tecidos de S. capitata utilizados neste trabalho foram provenientes de coletas
da variedade “Estilosantes Campo Grande” no experimento Trop-T-Face (Temperature
Free Air Controlled Enhancement and Free Air Carbon Dioxide Enrichment) instalado na
Universidade de Sao Paulo campus de Ribeirdo Preto, SP (Figura 2A-D). As sementes da
espécie, cultivadas no campo experimental, foram gentilmente cedidas pela Embrapa Gado
de Corte.

Figura 2. Tecidos vegetais da espécie S. capitata. A: folhas cotiledonares frescas (FCtF); B:
folhas frescas congeladas (FFC); C: folhas secas (FS) e D: inflorescéncias secas (IS).

Uma descricdo mais detalhada do sistema Trop-T-Face encontra-se disponivel em
Martinez et al. (2014) e Habermann et al. (2019).

2.3 Tipos de tecidos

Amostras de folhas adultas foram coletadas e congeladas a -20 °C, sendo
denominadas como FFC (folhas frescas congeladas — Figura 2B). Plantas adultas com
folhas e inflorescéncias foram dessecadas em estufa e conservadas em sacos de papel
a temperatura ambiente por um periodo de 11 meses. No sétimo més foram coletadas as
bracteas das plantas secas, denominadas como IS (inflorescéncias secas — Figura 2D), e
no més 11 foram coletadas as folhas secas, denominadas como FS (folhas secas — Figura
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2C). No laboratério, sementes da espécie foram germinadas in vitro (sob fotoperiodo de 12
horas, com temperatura média de 25,2+1,1 °C e umidade relativa de 47,3+5,0%) e apos
cinco dias, os tecidos das plantulas foram coletados e denominados como FCtF (folhas
cotiledonares frescas — Figura 2A).

2.4 Extracao e quantificacdo de DNA

O DNA gendmico total foi extraido de aproximadamente 150mg dos quatro diferentes
tecidos vegetais, por meio do método descrito por Alzate-Marin et al. (2009). A quantificagéo
foi realizada em espectrofotémetro (Nanodrop 2000c) medindo-se a absorbancia, nos
comprimentos de onda 260/280 e 260/230 nm.

2.5 Validacao por amplificacdo com marcador molecular

Para validar as extragbes de DNA nos diferentes tecidos vegetais, foi utilizado o
marcador microssatélite (SSR), desenvolvido para a espécie em estudo, SC 18-01 A2A
(forward: 5’ AGCAGCATAGGGAATAAAATS3’ e reverse: 55CAAAGGCCTAATCAACTGTG 37)
(Santos-Garcia et al., 2011; Alzate-Marin et al., 2020).

As reagcbes em cadeia de polimerase (PCR), foram realizadas em termociclador
Mastercycler® (Eppendorf), nas seguintes condigbes: 2ul de DNA gendmico, em um volume
total de 5ul de GoTaq Colorless Master Mix, 5 ul de Nuclease-Free Water (Promega) (Taq
DNA polymerase fornecida em tampédo de reacéo [pH 8.5] 2x incolor, 400ul, dATP, 400ul
dGTP, 400ul dCTP, 400ul dTTP e 3mM MgCI2) e 1 ul do marcador SSR. As amplificacbes
foram conduzidas de acordo com a programagéo de 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos, 30
ciclos a 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e 1 ciclo a 72 °C por 7
minutos. Os produtos das amplificagdes foram separados por eletroforese horizontal em gel
de agarose 1% e marcados com SYBER™ Green (Thermo Fisher Scientific) e visualizados
em fotodocumentador (ImageQuant LAS500 — GE).

2.6 Analises estatisticas

Os efeitos da influéncia da origem da amostra foram analisados utilizando ANOVA
one-way, e a diferenga entre os tratamentos foi analisada utilizando o teste de Tukey 5%,
com o auxilio de ferramentas de andlise do Excel e do software estatistico PAST 4.03
(Hammer et al., 2001).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificacdo de DNA e relacdes de pureza

O material gendmico extraido dos quatro diferentes tipos de tecidos foi quantificado,
verificando-se a pureza de acordo com as medidas de absorbancia 260/280 e 260/230
nm, sendo esperados resultados de aproximadamente 1,8 e 2,0-2,2 respectivamente para

cada razdo. Estas razdes estéo vinculadas as verificacoes de contaminagéo por proteinas

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 6 “



e carboidratos, respectivamente, quando menores que os valores de referéncia (NanoDrop
Spectrophotometers).

3.2 Concentracao de DNA

Houve um efeito significativo da origem das amostras na concentragcédo de DNA
obtido na extracédo ao nivel de 5% [F(3;40)=29,95; p=2,551E-10]. Comparagdes posteriores
usando o teste de Tukey HSD indicaram que as concentragdes médias em ng/uL dos DNAs
extraidos das FS e das FCtF foram similares (FS=288,39+27,11; FCtF=261,2+29,18) e
mais alto que os obtidos em outros tecidos (p<0,01) (Tabela 1). A concentragcdo média
de DNA foi mais alta em folhas frescas congeladas a -20 °C (FFC=117,9+16,11) que nas
bracteas das inflorescéncias dessecadas (IS=39,9+3,55), no entanto ndo se observaram
diferencas significativas entre as médias, de acordo com Tukey (p<0,05).

FFC' FCtF? I1s? Fs*
Média 117,90 261,21 39,99 288,39
EPs 16,11 29,18 3,55 27,1

"Folhas adultas frescas congeladas em -20 °C; 2Folhas cotiledonares frescas; Jinflorescéncias secas;
“folhas adultas dessecadas em temperatura ambiente; °Erro padrdao da média.

Tabela 1. Concentragdes médias de DNA em ng/uL de quatro tipos de tecidos vegetais de onze
plantas da espécie S. capitata

3.3 Relacdes de pureza de DNA

Foi observado um efeito significante ao nivel de p<0,05 da origem das amostras
com relacdo a pureza do DNA extraido, medido nas razdes de absorbancia 260/280
[F(3;40)=34,85; p=3,0377E-11]. Comparacgdes posteriores usando o teste de Tukey HSD
indicaram que as relacbes médias de 260/280 dos DNAs extraidos das FFC, FCtF e FS
foram similares (FFC=1,89+0,02; FCtF=1,90+0,01; FS=1,78+0,05) € mais altas (p<0,01)
que as obtidas de IS (IS= 1,44+0,07) (Tabela 2, Figura 3). Em geral os valores observados
para FFC, FCiF e FS estao préximos a 1,8, valor este usado como referéncia de pureza
da razdo 260/280. O valor de 1,44 indica contaminagéo por proteinas nas amostras de IS
analisadas (Figura 3).
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FFC' FCtF? Is® FS*
260/280  260/230 260/280 260/230 260/280 260/230 260/280  260/230
Média 1,89 1,27 1,90 1,73 1,44 0,28 1,78 1,22
EP® 0,02 0,10 0,01 0,07 0,06 0,02 0,05 0,06

"Folhas adultas frescas congeladas em -20 °C; 2Folhas cotiledonares frescas; inflorescéncias
secas; “folhas adultas dessecadas em temperatura ambiente; °Erro padrao da média.

Tabela 2. Relagbes médias de 260/280 e 260/230 nm obtidas em Nanodrop de quatro tipos de
tecidos vegetais de onze plantas da espécie S. capitata

Também foi observado um efeito significativo ao nivel de p<0,05 da origem das
amostras comrelagéo a pureza do DNA extraido, medido nas razbes 260/230 [F(3;40)=81,22;
p=4,62E-17]. Comparacdes posteriores usando o teste de Tukey indicaram que as médias
da razéo 260/230 de FCtF foram mais altas (FCtF=1,73+0,07; p<0,01) que as obtidas das
outras amostras (Tabela 2; Figura 3). Asmédias darazéo 260/230 de FFC e FS foram similares
(FFC=1,27+0,10; FS=1,22+0,06) e mais altas que as observadas nas inflorescéncias secas
(IS= 0,28+0,06), que por sua vez foram significativamente mais baixos (p<0,01) que nos
outros dois tecidos analisados. Em geral, todas as amostras apresentaram valores abaixo
do esperado para serem consideradas livres de contaminantes, como carboidratos, mais
especialmente os tecidos IS séo os que apresentam maior grau de impurezas (Figura 3).
Os DNAs dos tecidos que estdo mais proximas da razdo de referéncia (260/230=2,0) sédo
originarios de folhas cotiledonares frescas (FCtF).

2.50

2.00 a g
1.50 b I
1.00

0.50

0.00
FFC FCtF IS FS

Figura 3. Relagbes de pureza de acordo com as absorbancias 260/280 (barras azuis) e
260/230 (barras verdes) do conjunto de quatro tipos de tecidos vegetais da espécie S.
capitata, sendo FFC — folhas frescas congeladas; FCtF — folhas cotiledonares frescas; IS —
inflorescéncias secas; FS — folhas secas. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05).
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Em todos os parametros de pureza avaliados, os DNAs extraidos das inflorescéncias
secas (IS) obtiveram as menores médias (260/280=1,44; 260/230=0,28) (Figura 3),
mostrando contaminac¢ao com proteinas e elevado grau de contaminagéo por carboidratos,
0 que pode ser consequéncia da alta concentracdo de fotoassimiliados neste 6rgéao
especifico da planta, considerados como drenos, e também em fung¢éo do horéario em que
a coleta deste material foi realizada. Os materiais de maior pureza, visando ambos o0s
parametros analisados, foram os oriundos dos tecidos FCtF (260/280=1,90; 260/230=1,73),
seguidos de FS e FFC, que foram similares nos parametros avaliados.

3.4 Integridade do DNA e validacao por amplificacao

Os tecidos de FFC e FCtF apresentaram 6tima qualidade nas analises eletroforéticas,
apresentando bandas compactas sem arrastre (Figuras 4A e 4B).

12 34567 8 910 11 12 131415 1617181920 2122

v — - . - . . - - .

A

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

\ \ LiSTre bl

Figura 5. Gel agarose 1% para validagdo da qualidade e integridade do DNA de tecidos
vegetais de S. capitata. Sendo: A) canaletas superiores 1-11: DNA de folhas frescas
congeladas (FFC) e conservadas em -20 °C; B) canaletas superiores 12-22: DNA das folhas
cotiledonares frescas (FCtF); C) canaletas inferiores 1-11: DNA de inflorescéncias secas (IS) e
D) Canaletas 12-22: DNA das folhas secas (FS).

ODNAdasi inflorescéncias secas (Figura 4C) ndo apresentou um padrao eletroforético
visivel, o que mostra uma baixa concentragédo de DNA, como ja observado na quantificacéo
(Tabela 1), além das contaminagGes detectadas nas analises de pureza (Figura 3). O DNA
das amostras das folhas secas mostrou uma integridade menor (Figura 4D), observando-
se degradacgdo do material extraido, embora com qualidade suficiente para amplificagéo.

Na amplificagéo via PCR (SSR SC 18-01 A2A), todas as amostras dos tecidos
cotiledonares frescos (FCtF) e folhas adultas frescas conservadas a -20 °C (FFC)
apresentaram produtos de amplificacao (Figuras 5a,b), porém os DNAs das amostras de
FS s6 apresentaram produtos de amplificagdo 6timo para 4 (45,45%) das onze amostras
analisadas (Figura 5c). Inicialmente néo foi observado produto de amplificagdo no DNA
extraido de inflorescéncias dessecadas.
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Figura 6. Produtos de amplificagcdo com o marcador SSR SC 18-01 A2A dos tecidos vegetais
de folhas cotiledonares (FCtF — a), folhas frescas congeladas (FFC — b) e folhas secas (FS - ¢)
da espécie S. capitata, em gel de agarose 1%.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, nossos resultados sugerem que a origem das amostras tem um
real efeito sobre a concentragédo, pureza e qualidade do DNA extraido da espécie S.
capitata. Os melhores tecidos para extracdo de DNA desta espécie foram os obtidos
das folhas cotiledonares frescas e das folhas adultas frescas congeladas a -20 °C, as
quais apresentaram altas concentragdes, boas relagdes de pureza além da integridade e
consequente amplificacéo via PCR, visualizados em gel de agarose. Também foi observado
0 sucesso de extracdo de DNA das folhas secas conservadas em temperatura ambiente
abrindo a possibilidade de analises genéticas com este tipo de tecido. Embora fosse
observada menor qualidade e graus de contaminagcdo com carboidratos, as FS também
apresentaram altas concentracdes e boas razdes para 260/280, além dos produtos de
amplificacéo visualizados em 44% das amostras analisadas. J4 as inflorescéncias secas
se mostram como possiveis tecidos para extragcdo de DNA, quando ndo ha disponibilidade
de outros, para uso molecular, no entanto serdo necessarios maiores ajustes na coleta,
armazenamento e extracéo deste material.
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RESUMO: A conservagao dos recursos genéticos
das espécies vegetais, bem como a aquisicao de
uma maior variabilidade genética, visando um
possivel programa de melhoramento, pode ser
feita através de um banco ativo de germoplasma.
No municipio de Colatina-ES, onde se localiza o
IFES campus ltapina, a cultura da pitaya ainda
€ pouco explorada, o objetivo do trabalho foi
introduzir acessos de pitaya, tradicionais ou
locais, produzidas pela agricultura familiar na
Regido Noroeste do Espirito Santo. Os cladodios
de pitaya foram adquiridos de pequenos plantios
no municipio de Marilandia-ES, sendo obtidas
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as espécies, Hylocereus undatus (frutos de casca vermelha e polpa branca) e Hylocereus
costaricensis (frutos de casca e polpa vermelhas). O plantio foi feito no setor de Culturas
Perenes do IFES, com 3 linhas e 20 plantas por linha, sendo 30 plantas de cada espécie.
Foi acompanhada a altura das plantas, aos 30, 45 e 60 dias ap6s o plantio em campo,
fazendo-se uma comparacao interespecifica do crescimento inicial. A avaliagcdo estatistica
foi em DIC, com 10 repeticbes compostas por 3 plantas cada, para cada uma das espécies.
Foi realizada a analise de variancia a 1%, ndo sendo necessario o teste de médias, visto que
foram somente duas espécies (tratamentos). A espécie H. costaricensis obteve as seguintes
médias de altura da planta respectivamente aos 30, 45 e 60 dias apds o plantio (60,98cm;
68,87cm; 77,1cm), sendo bem superiores as médias de H. undatus, que foram (31,97cm;
35,67cm; 43,53cm).

PALAVRAS-CHAVE: Hylocereus; Conservacao; Variabilidade.

INTRODUCTION OF PITAYA GERMOPLASM BANK IN THE IFES CAMPUS
ITAPINA

ABSTRACT: The conservation of genetic resources of plant species, as well as the acquisition
of greater genetic variability, aiming at a possible breeding program, can be done through an
active germplasm bank. In the municipality of Colatina-ES, where the IFES campus ltapina is
located, the culture of pitaya is still little explored, the objective of the work was to introduce
pitaya accesses, traditional or local, produced by family farming in the Northwest Region of
Espirito Santo. Pitaya cladodes were acquired from small plantations in the municipality of
Marilandia-ES, obtaining the species, Hylocereus undatus (Fruits with red skin and white
pulp) and Hylocereus costaricensis (Fruits with red skin and pulp.). Planting was done in the
IFES Perennial Cultures sector, with 3 rows and 20 plants per row, 30 plants of each species.
The height of the plants was monitored at 30, 45 and 60 days after planting in the field, making
an interspecific comparison of the initial growth. The statistical evaluation was in DIC, with 10
replicates composed of 3 plants each, for each species. Analysis of variance at 1% was carried
out, without the need for averages testing, since there were only two species (treatments).
The species H. costaricensis obtained the following plant height averages, respectively, at
30, 45 and 60 days after planting (60.98cm; 68.87cm; 77.1cm), being much higher than H
undatus, which were (31.97cm; 35.67cm; 43.53cm).

KEYWORDS: Hylocereus; Conservation; Variability.

INTRODUCAO

Apitayatem origem na América e distribuicdo em paises como Costa Rica, Venezuela,
Panama, Uruguai, Brasil, Coldmbia e México (CANTO, 1993). Existem diferentes tipos de
pitaya, que podem ser separadas em quatro géneros: Stenocereus, Cereus, Selenicereus e
Hylocereus, as mais comuns séo a pitaya amarela (Selenicereus megalanthus) com casca
amarela e polpa branca, e a pitaya vermelha (Hylocereus sp.), tem casca vermelha e polpa
branca ou vermelha, dependendo da espécie (GIAROLA, 2012). As diferentes espécies
podem ser encontradas em locais com distintas condigdes ambientais, desde regides com

baixa altitude e clima quente e Umido, até clima frio com maior altitude, o que mostra
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grande capacidade de adaptagéo (SILVA, 2014).

A pitaya é considerada como trepadeira, pertence a familia das cactaceas, € uma
fruta exotica que tem se destacado no mercado de fruticultura brasileiro (SANTOS et al.,
2010). Pode ser consumida in natura, como suco, sorvete, mousse, e até para producéo
de corantes. Além disso possui alguns valores medicinais, pelo fato de ter captina, que
é reconhecido como um ténico cardiaco. Seu 6leo tem efeito laxante, sendo efetivo no
controle da gastrite e infecgbes nos rins (DONADIO, 2009).

No brasil principalmente na regido de Catanduva S&o Paulo existem pequenas
areas de plantio de pitaya. No entanto a crescente tendéncia do consumo de frutas exoéticas
e seu prego tem despertado interesse nos produtores, que comegam a apostar nessa
cultura. Na regido Sudeste a producéo ocorre durante os meses de dezembro e maio, com
produtividade anual de 14 toneladas de fruto/ha (BASTOS et al., 2006).

No entanto, ndo se dispde de cultivares que possibilitem a formacdao de pomares
comerciais, para tal se faz necesséario a obtencdo de acessos que contenham boas
caracteristicas. A conservagdo dos recursos genéticos das espécies vegetais, bem
como a aquisicdo de uma maior variabilidade genética, visando um possivel programa
de melhoramento, pode ser feita através de um banco ativo de germoplasma (COSTA
et al.,, 2011). No municipio de Colatina-ES, onde se localiza o IFES campus Itapina, a
cultura da pitaya ainda é pouco explorada, o objetivo do trabalho foi introduzir um banco de
germoplasma no campus, com acessos de pitaya, tradicionais ou locais, produzidas pela
agricultura familiar na Regido Noroeste do Espirito Santo.

MATERIAIS E METODO

Os cladoédios de pitaya foram adquiridos de pequenos plantios no municipio de
Marilandia-ES, sendo obtidas as espécies, (Hylocereus undatus Haw.) (frutos de casca
vermelha e polpa branca) e (Hylocereus costaricensis Web.) (frutos de casca e polpa
vermelhas). Foram cortadas estacas de 20 cm, colocadas em calda bordalesa por 1 minuto,
em seguida foram transferidas para uma caixa de areia para enraizamento. Aos 60 dias as
mudas foram plantadas em campo. O plantio foi feito no setor de Culturas Perenes do IFES,
com 3 linhas e 20 plantas por linha, sendo 30 plantas de cada espécie. As plantas foram
adubadas com composto organico contendo esterco de caprino e capim seco, curtidos,
cerca de 500 g por planta. Nado se mostrou necessario nenhum tipo de controle de pragas
ou doencas. As plantas foram tutoradas e amarradas com barbante, deixando-se apenas
dois brotos no maximo por planta para formacgéo da parte produtiva. Foram realizadas duas
rocadas e uma capina manual no periodo de implantacdo. A irrigagcéo foi por gotejamento
e realizada diariamente, exceto em periodos de precipitagdo intensa. Foi acompanhada
a altura das plantas, aos 30, 45 e 60 dias apos o plantio em campo, fazendo-se uma
comparacao interespecifica do crescimento inicial. A avaliagao estatistica foi em DIC, com
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10 repeticbes compostas por 3 plantas cada, para cada uma das espécies. Foi realizada
a analise de variancia a 1%, ndo sendo necessario o teste de médias, visto que foram

somente duas espécies (tratamentos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas espécies demonstraram um bom desenvolvimento inicial em campo, porém,
a H. costaricensis (polpa vermelha) obteve médias de altura muito superiores a H. undatus
(polpa branca) (Tabela 1). Esta primeira apresentou altura (90%, 93% e 77%) maior que a
outra, respectivamente aos 30, 45 e 60 dias.

Altura da planta (cm)

Espécie _ _ -
30 dias 45 dias 60 dias
H. costaricensis
60,98 a 68,87 a 771a
(Polpa vermelha)
H. undatus
31,97b 35,67 b 43,53 b

(Polpa branca)

Tabela 1- Médias da altura das plantas de H. costaricensis e H. undatus aos 30, 45 e 60 dias
apos o plantio.

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao se diferem entre si, pela anélise de variancia a 1% de
probabilidade.

E provavel que a pitaya de polpa vermelha apresente maior crescimento devido a
melhor adaptacao as condigdes ambientais do local, ou por caracteristicas especificas da
espécie.

Aintroducdo do banco de germoplasma foi um passo importante para a conservagéao
da variabilidade genética de pitaya, aléem de possibilitar a caracterizacéo dos acessos e o
inicio de um futuro programa de melhoramento genético, visando a obtencao de matrizes

com boas caracteristicas para a regido noroeste do Espirito Santo.

CONCLUSAO

Através da introdug¢éo dos acessos no campus foi possivel se obter uma pequena
colegcdo de plantas, visando a conservagdo das espécies e futuros programas de
melhoramento e selec¢éo.
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capitata (VOGEL)

RESUMO: As espécies de Stylosanthes spp.
apresentam elevados niveis de polissacarideos
em suas folhas que podem potencialmente
interferir e dificultar a extracdo de acidos
nucleicos de boa qualidade, em especial para o
isolamento de RNA. Neste contexto, o objetivo
desta pesquisa foi comparar dois protocolos
de isolamento de RNA (Trizol+acetato de sodio
[TA] e Trizol+sarcosil+acetato de sodio [TSA]) a
partir de tecidos foliares da espécie Stylosanthes
capitata Vogel coletados em um experimento de
campo sobre simulagdo de mudangas climéticas
futuras (Trop-T-Face:Temperature Free Air
Controlled Enhancement and Free Air Carbon
Dioxide Enrichment da USP/RP). No protocolo
TA foi adicionado acetato de s6dio 3M na fase de
purificacdo de RNA, desde que este sal participa
na precipitacdo dos acidos nucleicos junto com
o Etanol. No protocolo TSA, foi adicionado o
detergente sarcosil na solugdo de extragéo o
qual auxilia na solubilizacdo de proteinas, além
da adicao do acetato de sdédio como previamente
relatado. Como resultados foram observadas
diferencas altamente significativas (p<0,01) para
ambas as metodologias de extragdo em todos os
pardmetros estudados. A concentracdo média
de RNA (ng/uL) foi 6,3 vezes superior em TSA
(TSA=911,25 vs. TA=145,35). As razdes de
pureza ao redor de 2,0 e entre 2,0-2,2 para 0s
parametros 260/280 e 260/230, respectivamente,
foram observados em 96% das amostras do
protocolo TSA. Os resultados de integridade do
RNA (RIN), o qual é classificado como 1 = RNA
degradado a 10 = RNA intacto, confirmam que o
protocolo TSA alcangou os melhores resultados
devido a melhor qualidade e integridade das
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amostras (média de 3,87/TA e 7,25/TSA). Estes parametros indicam que para extracéo
do RNA de folhas da espécie S. capitata, 0 método TSA é o mais indicado, com 84% de
eficiéncia, em comparagédo ao método TA, que alcangou 25%.

PALAVRAS - CHAVE: RNA; Método de extracéo; Stylosanthes.

HIGH-PURITY RNA EXTRACTION METHOD FROM LEAVES OF THE SPECIES
Stylosanthes capitata (VOGEL)

ABSTRACT: Stylosanthes spp. species have high levels of polysaccharides in their leaves
that can potentially interfere and make it difficult to extract good quality nucleic acids, especially
for the isolation of RNA. In this context, the objective of this research was to compare two RNA
isolation protocols (Trizol+sodium acetate [TA] and Trizol+sarcosyl+sodium acetate [TSA])
from leaf tissues of the species Stylosanthes capitata Vogel collected in a field experiment
on simulation of future climate changes (Trop-T-Face: Temperature Free Air Controlled
Enhancement and Free Air Carbon Dioxide Enrichment from USP/RP). In the TA protocol 3M
sodium acetate was added in the RNA purification phase, since this salt participates in the
precipitation of nucleic acids together with Ethanol. In the TSA protocol, sarcosil detergent
was added in the extraction solution which helps in protein solubilization, besides the addition
of sodium acetate as previously reported. As results, highly significant differences (p<0.01)
were observed for both extraction methodologies in all parameters studied. The mean RNA
concentration (ng/uL) was 6.3 times higher in TSA (TSA=911.25 vs. TA=145.35). Purity ratios
around 2.0 and between 2.0-2.2 for parameters 260/280 and 260/230 respectively, were
observed in 96% of samples of the TSA protocol. The results of RNA integrity (RIN), which is
classified as 1 = RNA degraded to 10 = RNA intact, confirm that the TSA protocol achieved
the best results due to the better quality and integrity of the samples (average of 3.87/TA
and 7.25/TSA). These parameters indicate that for extraction of RNA from leaves of the S.
capitata species, the TSA method is the most indicated, with 84% efficiency, compared to the
TA method, which reached 25%.

KEYWORDS: RNA; Extraction methods; Stylosanthes.

11 INTRODUGAO

As moléculas de RNA néo sédo somente intermedidrias entre as informacdes
genéticas contidas no DNA e a proteina. Pesquisas recentes vém elucidando uma gama de
possibilidades oriundas das modificagcdes pos-transcricionais nas moléculas de RNA, o que
aumenta a complexidade dos produtos transcritos de um mesmo gene. Evidencia-se assim
a importancia do RNA na determinagéo de fenétipos (Li e Mason, 2014).

A extracdo de acidos ribonucleicos (RNA) do interior de células eucaridticas pode
ser realizada para diversas finalidades, desde estudos de expressdo génica, andlise
funcional dos RNAs, da qualidade dos transcritos, analise da expressédo génica, dentre
outras. A maior dificuldade na extracdo de RNA envolve a alta incidéncia de ribonucleases
(enzimas que se mantém ativas mesmo na auséncia de cofatores), que sdo capazes
de degradar rapidamente as riboses da molécula do RNA. A presenca do grupamento
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hidroxila no carbono 2" da ribose torna a molécula de RNA mais suscetivel a hidrélise pelas
ribonucleases (Yockteng et al., 2013). Por isso, os protocolos de extracdo de RNA devem
contar com etapas que visem: 1) A inativacao destas enzimas enddégenas nas amostras (ex:
congelamento das amostras ou tratamento quimico) e, 2) A reducdo da contaminagédo das
amostras por ribonucleases exdgenas (ex: utilizando materiais e reagentes autoclavados,
limpeza e cuidado com a manipulagéo das amostras).

As novas tecnologias automatizadas de anéalise do RNA (como o RNA sequencing)
s@o de grande importéncia para andlise de milhdes de transcritos de uma determinada
populacéo. Entretanto, elas requerem altas concentracbes de RNA, com alta qualidade
e pureza para sua utilizagdo. Em especial, o isolamento de RNA de plantas para essa
finalidade vem sendo um verdadeiro desafio, pois as células vegetais produzem alta
quantidade de polissacarideos (como taninos), polimeros orgénicos (como a lignina) e
metabolitos secundarios (como terpenos e flavonoides). Estas moléculas complexas sao
de dificil remocao, o que impossibilita a obtencdo de uma RNA de alta qualidade e pureza
(Jordon-Thaden et al., 2015).

Em vista disso, inumeros métodos de extracao foram testados e publicados para os
mais diversos taxons vegetais (Johnson et al., 2012; Yockteng et al., 2013; Jordon-Thaden
et al., 2015). Entretanto, sua grande variabilidade dificulta a escolha de um método padréo.
Jordon-Thaden e colaboradores (2015) analisaram diversos métodos empregados para
extracdo de RNA de diferentes tdxons vegetais, observando que aqueles que continham
Trizol e o reagente sarcosil foram os de maior eficiéncia.

Como relatado por Chiari et al. (2009), as folhas das plantas das espécies de
Stylosanthes spp., inclusive as jovens, apresentam elevados niveis de polissacarideos em
suas folhas, os quais podem potencialmente dificultar o isolamento de acidos nucleicos de
alta qualidade, o que representa um desafio (Bonato et al., 2002; Faleiro et al., 2003; Chiari
et al., 2009), especialmente em se tratando da extracdo de RNA. Trabalhos prévios relatam
a extracdo de RNA de Stylosanthes guianensis Aubl. usando o reagente Trizol (Sun et al.,
2013; Liu et al., 2016).

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi comparar a eficiéncia de dois
protocolos: Trizol + acetato de sodio (TA) e Trizol + sarcosil + acetato de so6dio (TSA) no
isolamento de RNA a partir de tecidos foliares da espécie Stylosanthes capitata coletados
em um experimento de campo sobre a simulacdo de mudancas climaticas futuras em
sistema Trop-T-Face.
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21 METODOLOGIA

2.1 Coleta de amostras foliares de Stylosanthes capitata

As amostras de folhas de Stylosanthes capitata Vogel, para o estudo foram coletadas
de um experimento em campo aberto, denominado Trop-T-Face, que teve por objetivo
determinar os efeitos da elevada temperatura (+2 °C) e elevado CO, (600 ppm) (Figura
1). Uma descricdo mais detalhada deste sistema de simulagdo Trop-T-Face encontra-
se disponivel em Martinez et al. (2014) e Haberman et al. (2019). As amostras de folhas
coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. O material foi mantido
em -80 °C até o momento da sua utilizagéo para extracdo do RNA. Foram extraidas 12

amostras em cada protocolo.

Figura 1. Flores de Stylosanthes capitata em campo experimental. (Foto: Laboratério de
Genética Vegetal, USP-RP)

2.2 Protocolos de extracdo do RNA

O RNA total de folhas foi extraido seguindo o protocolo do Trizol de acordo com o
manual do fabricante (Thermo Fisher Scientific) com pequenas modifica¢des especialmente
em tempos de centrifugacdo e periodos de incubacdo. No protocolo 1, denominado
TA, foi adicionado acetato de sodio 3M na fase de purificagdo de RNA, desde que este
sal (CH,COONa) diminui a solubilidade em agua dos acidos nucleicos sendo, portanto,
comumente usada em precipitacdes de DNA e RNA com etanol (Maniatis et al.,1982).

No protocolo 2, denominado TSA, além do acetato de sodio foi adicionado o sal
sarcosil (C,,H,,NNaO,) que atua como detergente na solubilizagéo de proteinas e ja foi

relatado com sucesso no processo de extracdo de DNA e RNA em plantas (Cheung et al.,
1993; Jordon-Thaden et al, 2015).
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2.2.1 Protocolo TA — Trizol + acetato de sdédio

Aproximadamente 250mg de folhas foram dispostas em tubos de 2mL estéreis e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Os tecidos foram macerados com pistilos
estéreis, acoplados em parafusadeira portatil, até obtengdo de um pé fino. Adicionou-se
1mL de Trizol (Invitrogen), seguido de homogeneizacdo vigorosa em vortex. O material
foi incubado em temperatura ambiente (20-30 °C) por 2-3 minutos, sendo posteriormente
centrifugadas a 4 °C na velocidade de 12.000rpm por 10minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2mL e acrescido de 200uL de
cloroférmio. A mistura foi agitada por inverséo (15-20 segundos) e incubada novamente a
temperatura ambiente (20-30 °C) por 3 minutos. Submetendo-as em uma nova centrifugacéo
a 4 °C, 12.000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
1,5mL. Adicionou-se 500uL de isopropanol e ap6s agitagcdo, o material foi incubado para
precipitacdo por 10 minutos a -20 °C. Apés a precipitagdo do RNA, as amostras foram
centrifugadas, nas mesmas condi¢des anteriores, por 10 minutos. A seguir, o sobrenadante
foi descartado e o pellet foi lavado com etanol 75%. ApOs agitacdo, as amostras foram
centrifugadas novamente e o pellet foi ressuspendido em 400uL de agua ultrapura tratada
com o reagente dietilpirocarbonato (DEPC).

Apbs a primeira ressuspensado do pellet de RNA em &gua, iniciou-se a etapa de
separacgdo, que consistiu em adicionar 400pL de cloroférmio. Apds agitacdo em vortex,
as amostras foram centrifugadas a 4 °C na velocidade de 12.000rpm, por 10 minutos. O
sobrenadante (cerca de 300uL) foi transferido para um novo tubo e cerca de 900uL de
etanol 100% gelado foi misturado a cada amostra. Adicionou-se 30uL de acetato de sédio
3M (Ambion) por amostra e incubou-se por 2 horas a -20 °C (Meng e Feldman, 2010).

ApbOs esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C na velocidade de
12.000rpm, por 30 minutos, retirando o sobrenadante em seguida e o pellet de RNA foi
lavado com 1mL de etanol 75%. As amostras foram novamente centrifugadas nas mesmas
condig¢des anteriores por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet submetido
ao processo de secagem por 10 minutos, o excesso de goticulas de etanol dentro do tubo
foi retirado com o auxilio de ponteiras RNAse free. O RNA foi ressuspenso em 30uL de
agua ultrapura DEPC.

2.2.2 Protocolo TSA — Trizol + Sarcosil + acetato de sddio

O mesmo protocolo anterior foi realizado, com as seguintes modificagdes: 1)
Adicionou-se 50puL de sarcosil 20% junto ao 1TmL do reagente de extracédo Trizol (Invitrogen),
na etapa inicial da extragdo (Huang et al., 2012; Jordon-Thaden et al., 2015). 2) O tempo
de incubacao com cloroférmio foi aumentado de 3 para 5 minutos. 3) A velocidade das
centrifugacdes foi aumentada de 12.000 para 14.000 rpm. 4) Nas etapas de precipitacéo
do pellet (ap6s incubag¢do com isopropanol e apds a Ultima lavagem com etanol 75%) o
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tempo de centrifugacéo foi aumentado de 10 para 20 minutos. 5) O periodo de incubacéo
das amostras com isopropanol foi de 60 minutos a -20 °C. 6) Todos os reagentes utilizados
estavam gelados (com excec¢éo da agua DEPC).

2.2.3 Tratamento com DNAse

Utilizou-se o kit Turbo DNA-free (Ambion), que consiste na adi¢gdo de 3uL do tampéao
DNAse Buffer 10x e de 1uL da enzima DNAse | em 30uL de cada amostra. Os reagentes
foram incubados por 25 minutos a 37 °C. Adicionou-se a seguir 1yL do reagente de
inativagdo com incubacéo a temperatura ambiente por 5 minutos. Por Ultimo, as amostras
foram centrifugadas a 12.000rpm por 1,5 minutos e o sobrenadante (cerca de 30yL) foram
transferidos para um novo tubo RNA-se free.

2.2.4 Quantificacédo e qualidade pelo bioanalyser

A concentracéao de RNA (ng/uL), assim como as razdes 260/280 e 260/230 foram
mensuradas em NanoDrop 2000c, utilizando 1uyL da amostra final. A quantificacdo e a
qualidade e integridade do RNA extraido foram mensuradas por eletroforese capilar realizada
no Bioanalisador Agilent, utilizando o Agilent RNA6000 Nano Kit (Aligent Technologies). O
programa gerou graficos com picos de eletroferograma e calculou a integridade do RNA
(RIN - RNA Integrity Number).

2.3 Analise dos resultados

Foram consideradas amostras de qualidade aquelas que apresentaram: alta
concentracéo de RNA, razédo 260/280 no valor de 2,0 e a razdo 260/230 no valore entre
2,0-2,2 e o RIN igual ou superior a 7,0. A comparacao entre os dois métodos de extracéo
foi realizada por comparagéo destes parametros.

2.4 Analise estatistica

Para os dados de cada protocolo que apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-
Wilk e Lilliefors, p<0,05), foram comparados pelo teste {-Student, e os que ndo seguiram
normalidade foram comparados com o teste ndo paramétrico de Mann Whitney. As analises
foram conduzidas através dos softwares estatisticos Minitab 19 e PAST 4.03.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo do RNA extraido em ng/uL das 12 amostras de Stylosanthes
capitata, assim como as razdes 260/280, 260/230 e o valor de RIN para cada amostra nos
diferentes métodos de extracéo estédo dispostos na Tabela 1. A média de concentragdo de
RNA do grupo amostral, extraido pelo método TSA foi estatisticamente superior (t= -5,01;
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p<0,001) do que a observada pelas amostras extraidas pelo método TA (TSA=911,25 vs.
TA=145,35 ng/uL). A raz@o 260/230 foi significativamente superior nas amostras extraidas
através do método TSA (i= -3,63; p=0,001), e na razao 260/280 observou-se diferencas
estatisticas significativas entre as médias do método TA e TSA (p=0,001) segundo o teste
de Mann Whitney. O mesmo ocorreu no parametro que mede a integridade do RNA (RIN),
cujas médias foram TA= 3,88+0,64 e TSA= 7,25+0,22 (p=0,002).

As razbes de pureza 260/280 e 260/230 que medem graus de contamina¢gdo com
proteinas/fenol e fenol/guanidina/etanol/glicerol devem oscilar entre 2,0 e entre 2,0-2,2,
respetivamente. Estes valores foram observados em quase 100% das amostras extraidas
pelo método com sarcosil, com excecdo de duas amostras (1.2, 2.1). Estas amostras,
embora apresentem concentracdo de RNA superior quando extraidas pelo protocolo TSA,
apresentam pureza e integridade maior quando extraidas pelo protocolo TA. Uma amostra
(4.1) apresentou resultados similares em ambos os métodos.

A Figura 2 mostra o perfil dos picos de eletroforese das amostras corridas pelo
método TA (A) e TSA (B). E possivel observar que a maioria das amostras extraidas pelo
método TA apresentam um pico bastante elevado na altura de 25 nt e menores picos
nas alturas de 1000 e 4000 nt (Figura 2A). Ja as amostras extraidas pelo método TSA
apresentam o padr@o oposto: menores picos 25 nt e maiores picos de 1000 e 400 nt (Figura
2B). Isso demonstra claramente como a qualidade e a integridade das amostras extraidas
pelo método TSA alcancaram os melhores resultados. Ja a Figura 3 apresenta o padrao de
bandas eletroforéticas. As bandas mais fortes sdo observadas nas amostras extraidas pelo
método TSA (Figura 3B).

Para determinar a integridade do RNA, os valores de RIN variam de 1 indicando que
0 material esta totalmente degradado e 10 quando o mesmo se encontra completamente
intacto (Schroeder et al., 2006). Baseados neste parametro pode-se considerar que o
método TA alcancou 25% de eficiéncia e 0 método TSA alcangou em torno de 83%.
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Método TA: Trizol + Acetato de Sodio Método TSA: Trizol + sarcosil + Acetato de Sodio
Concentragao Integridade Concentragao Integridade
Amostra do RNA 260/280" 260/230' do RNA do RNA 260/280"  260/230° do RNA

(ng/pL) (RIN) (ng/pL) (RIN)

1.1 92,0 1,93 1,88 2,60 396,0 2,09 2,01 7,40
12 73,0 2,03 1,90 7,20 513,0 2,07 2,03 5,70
21 64,0 1,96 2,04 7,50 518,0 2,10 2,12 7,20
22 63,2 2,02 2,07 4,60 672,0 2,05 2,16 7,30
32 137,0 2,01 2,02 2,50 1044,0 2,07 2,12 7,80
41 86,0 2,04 1,95 7,50 908,0 2,01 2,03 7,50
42 167,0 2,00 2,01 1,90 1985,0 2,03 2,16 7,90
5.1 208,0 1,85 1,89 2,60 1585,0 2,09 2,17 5,70
6.1 170,0 2,03 1,99 2,50 1439,0 2,10 2,16 7,40
6.2 224,0 2,04 1,87 2,60 1000,0 2,04 1,94 7,90
71 209,0 2,00 1,99 2,60 306,0 2,03 2,02 7.20
7.2 251,0 2,00 2,03 2,40 569,0 2,03 2,03 8,00
Média 145,35* 1,99 1,97 387" 911,25% 2,06 2,08 7,25*
EP? 19,74 0,02 0,02 0,64 151,52 0,01 0,02 0,22

'Razéo de absorbancia; 2Erro padrao da média; (*) diferem estatisticamente (p<0,01)

Tabela 1. Comparagéao da concentragcdo do RNA e das razdes entre as absorbancias obtidas na
extragdo das mesmas amostras utilizando o primeiro e o segundo método.
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Figura 2. Perfil dos picos de eletroforese capilar obtidas pelo Bioanalyser Agilent RNA 6000 das

amostras de RNAs isolados pelas metodologias TA (A) e TSA (B).
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As maiores dificuldades com as metodologias estdo ligadas a quantidade e

qualidade do tecido usado na extracdo. Folhas amareladas ou muito senescentes foram o

fator limitante para obtencéo de 6tima concentragdo de RNA, boas razdes e valor de RIN

acima de 7.0 utilizando o protocolo TSA.
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Figura 3. Perfil das bandas de eletroforese capilar obtidas pelo Bioanalyser Agilent RNA 6000
das amostras de RNAs isolados pelas metodologias TA (A) e TSA (B).

Observou-se também que as amostras obtidas dos diferentes tratamentos em
campo nao parecem interferir na qualidade das amostras, ja que houve amostras de igual
qualidade em todos os tratamentos.

41 CONCLUSAO

Estes resultados nos permitem concluir que o protocolo denominado como TSA, que
consiste na adicao de sarcosil e de outras modificagdes (de acordo com 0 mencionado em
material e métodos) do protocolo do Trizol, melhora significativamente a concentragéo, a
qualidade e a integridade do RNA extraido de tecido foliar da espécie S. capitata.
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RESUMO: As extremidades dos bracos dos
cromossomos s&o compostas por uma estrutura
de sequéncias repetidas, denominado telémero.
O telébmero apresenta como principal funcao a
protecdo do DNA. Naturalmente os telémeros
se encurtam, mas & um problema quando se
trata do encurtamento excessivo em células
com alto indice de divisdes. Além do telémero
se encurtar pelas replicagbes celulares, o
estresse oxidativo ocasionado pelo estilo de
vida individual também pode ser um fator de
impacto na degradacédo deles. O alongamento
do telémero ocorre principalmente pela enzima
telomerase (hTERT), considerada uma grande
ribonucleoproteina composta por duas principais
subunidades: hTERC e a denominada hTERT. O
encurtamento telomérico pode ser revertido com
a acao da telomerase, porém, essa enzima se
apresenta em quantidades limitadas no corpo
humano. Células somaticas normais tem um
numero limite de divisbes estabelecido pelos
teldomeros, as divisbes encurtam os telémeros e
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quando atingem o limite de encurtamento, entram em um estado de senescéncia replicativa.
No caso de células em estado anormal, como ocorre nas neoplasias, o gene da telomerase
¢é reativado, gerando o padrao de imortalizacdo celular pela manutengcdo do comprimento
dos telémeros. Outra caracteristica das neoplasias é a instabilidade genética, que pode
ser causada pelo encurtamento anormal dos telémeros e pelo acumulo de mutagcdes em
genes de reparo do DNA, o que pode desencadear rearranjos cromossomais e de genes,
podendo levar a amplificacdes de genes alterados e seus produtos. Destacamos nesse
capitulo a importancia de estudos sobre os teldmeros pois seu conhecimento pode auxiliar
no diagnostico e prognosticos de diversas patologias associadas a sua disfuncéo.
PALAVRAS - CHAVE: Cromossomos; Teldbmeros; Telomerase.

THE ROLE OF TELOMERES IN DNA PROTECTION AND CELL VIABILITY

ABSTRACT: The ends of the chromosome arms are composed of a structure of repeated
sequences, called telomere. The telomere has DNA protection as its main function. Naturally
telomeres shorten, but it is a problem when it comes to excessive shortening in cells with high
rate of divisions. In addition to the telomere being shortened by cellular replications, oxidative
stress caused by the individual lifestyle can also be an impact factor in their degradation.
Telomere elongation occurs mainly by the enzyme telomerase (hTERT), considered a large
ribonucleoprotein composed of two main subunits: h"TERC and the so-called hTERT. Telomere
shortening can be reversed with the action of telomerase, but this enzyme is presented in
limited amounts in the human body. Normal somatic cells have a limit number of divisions
established by telomeres, the divisions shorten the telomeres and when they reach the
shortening limit they enter a state of replicative senescence. In the case of dysfunctional cells,
as occurs in neoplasms, the telomerase gene is reactivated, generating the pattern of cellular
immortalization by maintaining telomere length. Another characteristic of neoplasms is genetic
instability, which can be caused by abnormal telomere shortening and the accumulation of
mutations in DNA repair genes, which can trigger chromosomal and gene rearrangements,
which may lead to amplifications of altered genes and their products. We highlight in this
chapter the importance of studies on telomeres because their knowledge can help in the
diagnosis and prognoses of various pathologies associated with their dysfunction.
KEYWORDS: Chromosome; Telomere; Telomerase.

FORMAGAO E ESTRUTURA DOS CROMOSSOMOS

Presente no nicleo de cada célula, o DNA estd compactado em estruturas
denominadas cromossomos. Cada cromossomo é formado pela compactagcéo do material
genético em componentes proteicos denominados histonas e também por proteinas
cromossdmicas néo histonas. Duas copias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4
se encontram unidas e formam um octamero de histonas, em torno do DNA onde o0 mesmo
se enovela (LENART; KREJCI, 2016).

O octamero é circundado por duas voltas de DNA dupla hélice no qual constitui
a particula central do nucleossomo. As histonas ligadoras H1 unem os nucleossomos
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proporcionando estabilidade para a condensagéo da cromatina. Por fim, os nucleossomos
sdo empilhados, em formato de alcas e sdo ligados entre si para a organizagdo e
estruturag@o dos cromossomos (Figura 1). Embora os nucleossomos sejam compactados,
essa estrutura deve ser dindmica possibilitando sua remodelagdo para ocorrer tanto
o silenciamento genético quanto para permitir 0 acesso aos genes que precisam ser
transcritos (ALBERTS et al., 2017; GRIFFITHS et al., 2016).

¢

' Cromossomo Metafasico

. &
Y

I &ﬂmw ﬂ

ﬂ |

\

Filamentos Nucleassémicos

Nucleossomo:
DMA + Histonas

* Histanas

\ Filamento de DNA

Figura 1. Niveis de organiza¢édo da cromatina. O cromossomo metafasico presente no
nucleo da célula sendo descompactado, formando dominios em algas, que por sua vez sao
organizados em filamentos nucleossémicos, que representam o menor nivel de organizagao da
cromatina, em seguida, apenas a molécula pura de DNA.

Fonte: Autoria Propria (2020).

O DNA é o componente que contém o material hereditario em humanos e diversas
espécies biologicas, e quase todas as células do corpo tem a mesma informacdo de
componente genético. A informacdo proveniente desse material € armazenada como um
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coédigo composto por cerca de 3 bilhdes de bases nitrogenadas e mais de 99% delas séo
iguais em todos os humanos, o que ocorre a variabilidade de fenétipos é a ordem ou a
sequéncia que as bases sao transcritas, pois elas que determinam a informacéao disponivel
na constru¢do de um organismo (GRIFFITHS et al., 2016; VIVANTE; et al., 2017).

Os cromossomos sao formados por uma constituicdo em partes aproximadamente
iguais de material genético e proteinas (histonas) e o conjunto desse material € denominado
cromatina. Podemos ter dois tipos de cromatina, a eucromatina e a heterocromatina. A
estrutura visivel dos cromossomos (Figura 2) se apresenta em dois bragos curtos (p), dois
bracos longos (q) e o centrdbmero que liga os bragos maiores e menores. As extremidades
dos bragos dos cromossomos sao compostas por uma estrutura de sequéncias repetidas,
denominado telémero (GRIFFITHS et al., 2016).

Teldbmeros

Centromero «— -

- Brago curto (p)

Finun Brago longo (q)

Figura 2. Estrutura de um cromossomo. A estrutura é definida pelos Bragos longos (q) e
curtos (p), centrdomero ligando os bracgos e os telémeros dispostos nas extremidades superior e
inferior.

Fonte: Autoria Propria (2020).

O trabalho tem como objetivo abordar a fungéo dos teldomeros na protecao do DNA
e apontar seu papel em doencas humanas, salientando a importancia na realizacdo de
estudos dos telébmeros, pois podem auxiliar no diagnoéstico e prognésticos de diversas
patologias associadas a sua disfuncéo.

TELOMEROS, O QUE SAO?

A palavra teldmero vem do grego antigo, TéAog (télos, extremidade) + pépog
(méros, parte), que significa “parte da extremidade”. Os telémeros formam as porcoes finais
das extremidades dos cromossomos e sao constituidos de repeticdes néao codificantes de
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5-TTAGGG-3’ (HERRMANN et al., 2018).

Os telébmeros séo estruturas muito importantes de um cromossomo, sua principal
funcdo é a protecdo do DNA, impedindo seu desgaste e podendo ser considerados o
relégio bioldgico celular. Na medida em que nossas células se dividem para se multiplicar
e para regenerar os tecidos e 6rgaos do nosso corpo, os teldbmeros dos cromossomos
tornam-se mais curtos. Quando os teldmeros ficam tdo pequenos que ja ndo sao capazes
de realizar sua funcao de prote¢éo do DNA, as células param de se reproduzir sabendo que
ndo podem se dividir mais, pois desgastariam o DNA, alcangando entdo o envelhecimento
celular, ou senescéncia. Além de preservar a integridade do genoma, os telémeros também
protegem os cromossomos de sofrerem altera¢des estruturais, como por exemplo, fusdo
com outros cromossomos (ALBERTS et al., 2017; LEAO et al., 2018).

Os telémeros humanos séo por¢des repetitivas de nucleotideos nédo codificantes,
presente nas extremidades dos cromossomos e que sdo associados a um complexo de
seis proteinas, conhecido como Shelterin. Esse complexo de proteinas & responsavel
por manter a integridade do material genético, além de auxiliar na protecdo contra danos
excessivos no decorrer das divisdes celulares. Outro subcomplexo de proteinas reveste
0 excesso rico em Guanina, que é caracteristico de todas as nossas extremidades
cromossdmicas, regulando o acesso da telomerase. Com isso, ao limitar as extremidades
dos cromossomos, o complexo protege o DNA telomérico da degradacao indesejada e das
fusdes cromossodmicas (SMITH; PENDLEBURY; NANDAKUMAR, 2019).

Naturalmente os teldbmeros se encurtam, mas é um problema quando se trata
do encurtamento excessivo em células-tronco tanto de criangas quanto de adultos. O
encurtamento telomérico pode ser revertido com uma enzima denominada telomerase,
porém, essa enzima se apresenta em quantidades limitadas no corpo humano. Além do
telomero se encurtar pelas replicacoes celulares, o estresse oxidativo ocasionado pelo
estilo de vida individual também pode ser um fator de impacto na degradacéo deles
(MARCON et al., 2011 KONG; LEE; WANG, 2013).

Telébmeros: O Relégio Bioldgico Celular

Os teldbmeros podem atuar como relégio biologico celular, pois o comprimento
médio dos teldmeros € considerado um biomarcador para envelhecimento, sobrevivéncia
e mortalidade. Em células normais o limite de divisao, também conhecido como limite de
Hayflick, se encontra entre 50 a 70 divisbes antes da célula entrar em senescéncia ou
apoptose. A degradacao dos teldbmeros ocorre de forma multifatorial, podendo acontecer
durante a replicagéo da célula (Figura 3) e também pelo estresse oxidativo (A SHAMMAS,
2011; WU, et al., 2020).
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Figura 3. Erosao dos telémeros nas divisdes celulares. Conforme a multiplicacdo
celular ocorre, os telémeros vao se encurtando gradativamente. Quando os teldbmeros
ficam extremamente encurtados as células param de se reproduzir alcangando entéo o
envelhecimento celular.

Fonte: Autoria Prépria (2020)

A enzima telomerase pode amenizar o encurtamento dos telémeros quando é capaz
de interagir com eles, sendo assim, o comprimento dos telémeros e sua integridade sao
regulados de formas diferentes, e esse processo de regulagéo pode variar dependendo da
condicao em que a célula se encontra, como por exemplo situacdes de inflamacao cronica
ou aguda (WU; et al., 2020).

TELOMERASE: E POSSIVEL ALONGAR OS TELOMEROS?

A principal forma de perda telomérica ocorre quando a maquinaria celular nédo é
capaz de realizar a replicacdo completa das extremidades dos cromossomos e por conta
disso, os teldbmeros estéo sujeitos a agdo das enzimas que degradam o material genético,
conhecidas como nucleases. Por consequéncia da replicagao celular, ocorre o encurtamento
dos cromossomos a cada divisao celular na qual conduz a morte celular ou a senescéncia
replicativa. Mas também o estresse oxidativo pode acelerar o encurtamento dos telémeros,
presumivelmente porque o DNA telomérico rico em Guanina é particularmente vulneravel a
danos oxidativos (ALBERTS et al., 2017; SMITH; PENDLEBURY; NANDAKUMAR, 2019).

O alongamento do teldbmero ocorre principalmente pela enzima telomerase (hTERT),
considerada uma grande ribonucleoproteina composta por duas principais subunidades:
uma apresentando o modelo de RNA complementar ao DNA, chamada hTERC e a segunda,
sendo um dominio catalitico denominada hTERT, tendo a caracteristica de transcriptase
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reversa, utilizando a fita de RNA molde para complementar o DNA telomérico. A telomerase
atua ao final da replicacdo da fita descontinua, onde sobram nucleotideos desemparelhados
pois a maquinaria celular ndo consegue reconhecer o Ultimo primer e colocar suas bases
complementares (ALBERTS et al., 2017; GRIFFITHS et al., 2016; SMITH; PENDLEBURY;
NANDAKUMAR, 2019).

O gene hTERT que codifica a telomerase esta inativo na maioria das células
somaticas, mas que ha excegdes em que ele € transcrito, por exemplo em células tronco
e células germinativas, de modo geral, em células que precisam ter sua autorenovagao
ilimitada. Esses sao exemplos de tipos celulares que precisam passar por varias divisoes,
ou no caso de células germinativas, que precisam dar origem a um novo organismo, entéao
precisam que seu teldbmero se mantenha (ALBERTS et al., 2017; GRIFFITHS et al., 2016).

TELOMEROS E DOENGAS HUMANAS

Células somaticas ndo neoplasicas tem um namero limite de divisbes estabelecido
pelos teldmeros, as divisbes encurtam os telémeros e as células reconhecem que néo
podem se dividir mais, entrando em um estado de senescéncia. No caso de células em
estado anormal, como no caso de neoplasias, o gene da telomerase é reativado, gerando
o padrao de imortalizac¢ao celular que € alcancado através da manutengéo do comprimento
dos telémeros, o que possibilita a rapida progressdo da doenga. O comprimento dos
teldmeros pela telomerase se torna um sistema compensatério, pois quanto mais divisdes,
mais a enzima atua na manutencao do comprimento telomérico (WU; et al., 2020).

Embora o modelo padrédo de tumorigénese para a maioria dos canceres seja dado
pelo aumento da taxa da telomerase e o alongamento dos telémeros, existem alguns tipos
tumorais que conseguem continuar a proliferagcéo indefinida com a telomerase hiperativada
mas sem que os teldmeros necessariamente se alonguem, como se faz no caso das
doencgas oncohematolégicas (NOGUEIRA, et al., 2020; ROPIO et al., 2016). Também é
visto em amostras de tecido de neoplasias de mama, colon e prostata, que os telémeros
eram mais curtos quando comparados com amostras normais de tecido. Essa ocorréncia
pode estar associada com a progressado da doenga e sua agressividade (HERRMANN et
al., 2018).

A instabilidade genética, que pode ser causada pelo encurtamento anormal dos
telébmeros e pelo acimulo de mutagdes em genes de reparo do DNA, é outra caracteristica
das neoplasias, a qual pode desencadear rearranjos cromossomais e de genes, podendo
levar a amplificacbes de genes alterados e seus produtos, e também pode-se observar
aneuploidias cromossémicas, ou seja, cariétipos com mais ou menos que 46 cromossomos.
Todas essas alteragdes citogenéticas podem ser decorrentes de quebras proximas aos
telémeros e que podem aumentar o risco do desenvolvimento da neoplasia e piorar seu
prognostico (LEAO et al., 2018).
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Também podem haver mutagbes que afetam a fungéo e a biologia dos telémeros,
como ocorre por exemplo na Disqueratose Congénita, na Sindrome de Hoveraal-
Hreidarsson, na Sindrome de Revesz, na Anemia apléstica entre outras, e que resultam em
telomeropatias que apresentam os teldbmeros mais curtos, podendo ser responsaveis pela
evolugao dos disturbios para neoplasias (SAVAGE, 2014).

A IMPORTANCIA NO ESTUDO DO PAPEL DOS TELOMEROS

Varios estudos tentam buscar uma associagdo entre o encurtamento acelerado de
teldbmeros e um risco aumentado no desenvolvimento do cancer. Em um estudo publicado
no normativo Aging Study, 800 pacientes sem céancer foram submetidos a medi¢des
periédicas do tamanho de seus teldmeros. A taxa anual de encurtamento de teldmeros em
individuos que desenvolveram o cancer durante o acompanhamento foi duas vezes maior
quando comparados com individuos que ndo desenvolveram cancer (HERRMANN et al.,
2018; HOU et al., 2015).

Em um estudo prospectivo de 10 anos, utilizando o método de Bruneck, no qual ha
uma selec¢édo randémica de uma populagdo com numeros iguais de homens e mulheres
estratificados por idade, obteve como resultado que os individuos com teldmeros mais
curtos apresentaram um risco maior no desenvolvimento de cancer e consequentemente a
morte por conta desta doenca (HERRMANN et al., 2018; WILLEIT et al., 2010).

A modulagdo da manutencéo dos telédmeros pela telomerase utilizando a terapia
génica podem alcancar resultados terapéuticos diferentes, podendo ajudar em aplicagbes
antienvelhecimento que requerem a ativagéo da telomerase na manutencéo e alongamento
dos telémeros, pois esses pacientes geralmente apresentam um desgaste dos telémeros.
Como também em aplicag¢des anticancer, que precisam da inibicao da telomerase, pois sua
hiperexpressao, pode ser observada em 85% dos pacientes com neoplasias, o que auxilia
na imortalidade das células neoplasicas por conta do aumento dos telémeros (HONG; YUN,
2019).

CONCLUSOES FINAIS

Por fim, & importante salientar que estudos dos telémeros e da telomerase, podem
ajudar no diagnostico de neoplasias, prognésticos e direcionar alvos terapéuticos com a
finalidade de reduzir a expressao génica da telomerase e como consequéncia, a producéo
em excesso da enzima telomerase. Pode ajudar também na reposicdo enzimatica
da telomerase e auxiliar em doencas relacionadas com o envelhecimento e mutacgoes,
revertendo o encurtamento telomérico excessivo (ARMSTRONG; TOMITA, 2017; HONG;
YUN, 2019).
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Resumo: Visando solucionar problemas
relacionados com a dificuldade de propagacédo
e infecgbes virais, o cultivo in vifro tem sido
considerado uma importante ferramenta para
superar esses problemas. Dentre as diversas
técnicas que podem ser aplicadas in vitro,
a Thin Cell Layer (TCL) se destaca pela sua
aplicabilidade diversa. Este trabalho teve
por objetivo estabelecer um protocolo de
organogénese via TCL de Passsiflora edulis
Sims. Adicionalmente, o acompanhamento
morfoanatbmico do processo foi realizado.
Para tanto, ramos com cerca de 15 cm foram
coletados em campo, a partir de cinco genitores
elite: CPMSC1, CPGA1, MR1, CPMGA2 e
CPF1SSBR. Apos desinfestacao, os ramos foram
seccionados transversalmente em segmentos
com cerca de 1-2 mm e inoculadas em placas de
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Petri com meio de cultura de MS suplementado
com 4,45 uM de 6-Benzilaminopurina. O material
foi mantido na auséncia de luz durante 7 dias a
25+2°C e, posteriormente, mantido sob a mesma
temperatura e 16 horas de fotoperiodo. Ap6s 30
dias, os explantes foram avaliados quanto aos
percentuais de formacéo de calo e de brotos. Para
a andlise morfoanatdmica, foram selecionadas
explantes com brotacdes adventicias com 30
dias de cultivo. Apés os processos de preparo
das amostras para estudos anatdmicos, cortes
foram obtidos em micr6tomo rotatério manual.
Apds os processos de montagem, as laminas
foram analisadas em microscopio. Nao foram
detectadas diferencas estatisticas entre os
gendtipos em relagcdo a formagéo de calos e
brotos organogénicos, com valores médios de
57,4% e 5,6%, respectivamente. Com base nestes
resultados, conclui-se que a utilizacdo da TCL
pode ser uma técnica alternativa para a cultura
do maracujazeiro. No entanto, faz-se necessario
mais estudos analisando outros fatores que
podem contribuir para melhoria das taxas de
formacéo e alongamento de brotos como, por
exemplo, a necessidade de suplementacdo dos
meios com outros reguladores de crescimento.
PALAVRAS - CHAVE: Maracujazeiro.
Micropropagacgéo. TCL.

ORGANOGENESIS OF PASSION FRUIT
(Passiflora edulis Sims) USING THE TCL
TECHNIQUE (THIN CELL LAYER)
ABSTRACT: In order to solve problems such
as propagation difficulties and viral infections, in
vitro culture has been considered an important
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tool to overcome these problems. Among the techniques that can be applied in vitro, the
Thin Cell Layer (TCL) stands out for its diverse applicability. This work aimed to establish an
organogenesis protocol via TCL for Passiflora edulis Sims. In addition, morphoanatomical
monitoring of the process was carried out. For that, branches with about 15 cm were
collected from five parents used for seed production: CPMSC1, CPGA1, MR1, CPMGA2
and CPF1SSBR. After disinfestation, the branches were sectioned in segments of about 1-2
mm and inoculated in Petri dishes with MS culture medium supplemented with 4.45 yM of
6-Benzylaminopurine.The material was kept in the absence of light for 7 days at 25 + 2°C and,
subsequently, kept under the same temperature and 16 hours photoperiod. After 30 days, the
explants were evaluated for the percentage of callus formation and organogenic shoots. For
morphoanatomical analysis, explants with adventitious shoots with 30 days of cultivation were
selected. The fixation, dehydration and infiltration processes of the samples were performed
and cuts were obtained in a rotating manual microtome. After the assembly processes, the
slides were analyzed under a microscope. No statistical differences were detected between
genotypes in relation to the formation of calluses and organogenic shoots, with average values
of 57.4% and 5.6%, respectively. Based on these results, it is concluded that the use of TCL
can be an alternative technique for the cultivation of passion fruit. However, further studies
are needed analyzing other factors that may contribute to improving the formation rates and
elongation of organogenic shoots, such as, for example, the need for media supplementation
with other growth regulators.

KEYWORDS: Passion fruit. Micropropagation. TCL.

11 INTRODUGAO

O cultivo do maracujazeiro tem crescido longo dos anos, tanto nacional como
internacionalmente. No Brasil, ocorrem cerca de 150 espécies distribuidas em quatro
géneros, sendo Passiflora edulis Sims e P. alata as mais cultivadas mundialmente
(BERNACCI, 2003; JUNQUEIRA et al., 2005). A espécie P. edulis é a mais utilizada para
producao e comercializagao de frutos, concentrando maiores investimentos em pesquisa
para melhorar a produtividade (MELETTI, 2011). No entanto, outras espécies possuem
caracteristicas de interesse, assim como propriedades medicinais cientificamente
reconhecidas. Dentre elas, cita-se a P. foetida, a qual apresenta ac¢do antibacteriana
(MOHANASUNDARI et al., 2007).

O cultivo in vitro do maracujazeiro tem sido aplicado como alternativa para
multiplicacdo de material livre de fitopatdbgeno e, apesar de apresentar sucesso na
limpeza clonal do material, a multiplicagdo do material in vitro ainda pode ser aperfeicoada
(PRAMMANEE et al., 2011).

Dentre as diversas técnicas que podem ser aplicadas in vitro, a Thin Cell Layer
(TCL) (VAN, 1973) se destaca pela sua aplicabilidade diversa (Nhut et al., 2003). Pode ser
aplicada para obtencdo de embrides somaticos, brotagdes, raizes, entre outros (SILVA;
FUKAI, 2003). Um dos fatores mais importantes da técnica refere-se a espessura do

explante, pois permite um maior controle sobre as varaveis endégenas e exdgenas dos
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tecidos, que influenciam as respostas morfogénicas (NHUT et al., 2003). Por isso, a técnica
pode ser classificada conforme o corte realizado, podendo ser transversalmente (tTCL) ou
longitudinalmente (ITCL), com particularidades em relacdo aos tipos de células presentes
em cada corte (SILVA; DOBRANSZKI, 2013).

Aaplicagéo da técnica TCL é pouco documentada no cultivo in vitro de maracujazeiro.
Nhut et al. (2007) testaram a acao de diversos reguladores em explantes de P. edulis Sims
com espessura de 1 mm e indicaram a concentracéo de 4,45 yM de 6-Benzilaminopurina
(BAP) como a melhor para regeneracao de brotos.

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade da
utilizacao da técnica tTCL para propagacao in vitro de cinco gendtipos elite de Passiflora
edulis Sims. Adicionalmente, o acompanhamento morfoanatémico do processo foi realizado.
Adicionalmente, objetivou-se investigar em termos anatdmicos as repostas morfogénicas
obtidas.

21 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia, DF. Para a montagem do experimento,
foram utilizados como fornecedores dos explantes, cinco genétipos elite de maracujazeiro
(Passiflora edulis Sims), a saber: CPMSC1, CPGA1, MR1, CPMGA2 e CPF1SSBR. O
material foi proveniente da Embrapa Produtos e Mercado, situada em Riacho Fundo II,
Brasilia, DF, e pertence ao Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Cerrados,
Planaltina, DF.

Em laboratorio, brotos coletados foram reduzidos a aproximadamente 3 cm e
tiveram todas as folhas retiradas, deixando apenas uma gema lateral em cada microestaca.
Posteriormente, as microestacas foram imersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto, hipoclorito
de sbdio (NaClO) (1% de cloro ativo) e 3 gotas de Tween-20 por 15 minutos, seguido de
trés lavagens em agua destilada e autoclavada.

Com o auxilio de pinga e bisturi, foram removidas as extremidades da estaca para
evitar oxidacéo pelo hipoclorito e os segmentos internodais foram entdo seccionados
transversalmente em explantes com cerca de 1-2 mm de espessura (Figura 1A). Uma vez
seccionados, os explantes foram inoculadas imediatamente em placas de Petri (15 x 90 mm)
com meio de cultura contendo sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado
com 30 g.L' de sacarose, 4,45 yM de 6-Benzilaminopurina (BAP), conforme Nhut et al.
(2007). Para a solidificagao do meio de cultura foram adicionados 2,5 g.L"' de Phytage/®
(SIGMA).

O material foi mantido na auséncia de luz durante 7 dias, a 25+2 °C. Apds esse
periodo, os explantes foram levados para sala crescimento sob condigcbes de 16 h de
fotoperiodo e irradiacdo de 100 pmol.m-2.s-1. O delineamento utilizado foi o inteiramente
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casualizado com 5 tratamentos (genétipos citados anteriormente) com 3 repeticbes cada,
sendo 20 explantes por repeticdo (placa). Apos 30 dias, os explantes foram avaliados
quanto aos percentuais de brotacdes adventicias e formacéo de calo. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F e, quando significativo, as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia, por meio do
software estatistico R.

Para a andlise morfoanatdmica, explantes com brotagdes adventicias de 30 dias
de cultivo foram selecionados. Os processos de fixacdo, desidratacdo e infiliracdo das
amostras foram realizados conforme Silva-Cardoso et al. (2019). Cortes (3 a 5 ym) foram
obtidos em micr6tomo rotatério manual (Leica® RM2125RT), distendidos em chapa
aquecedora a 45 °C e aderidos as laminas microscépicas. Os cortes foram corados com
Azul de Toluidina (1%) (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964). A obtencdo e andlise de
imagens foram realizadas via microscopio Leica DM 750 e programa Leica Application
Suite EZ.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs 10 dias de cultivo em meio com citocinina, observou-se intumescimento
na maioria dos explantes, em todos os genoétipos (Figura 1 B). Apos 20 dias de cultivo,
verificou-se a formacao de brota¢des adventicias na maioria dos genétipos, com excecao
do CPMSCH1. Ao final de 30 dias de cultivo todos os gendtipos apresentaram pelo menos um
explante com brotagdes adventicias (Figura 1C). A andlise dos resultados néo identificou
diferencas estatisticas entres os genotipos em relagdo a formagéo de brotacdes e calos,
com valores médios de 5,8%, 61%, respectivamente.

Nnhut et al. (2007) testaram diferentes reguladores de crescimento e obtiveram
100% de regeneracgao de brotos de P. edulis Sims em meio MS acrescido de 4,45 yM de
BAP, obtendo formagcdes semelhantes as obtidas neste estudo (Figura 1C). Estudos com
TCL reportaram altas porcentagens de brotacdo nos explantes. Silva e Fukai (2003), por
exemplo, testaram a influéncia de diversos reguladores de crescimento em Crisantemo
(Dendranthema grandiflorum Ramat Kitamura), obtendo 82% de explantes com brotacao
em MS acrescido de 4,45 yM de BAP.

A espessura do corte utilizada neste estudo (1-2 mm) pode ter influenciado na
baixa porcentagem de brotacbes obtidas. Estudos realizados por Nhut et al. (2001),
demonstraram a importancia da espessura do explante, obtendo maior taxa de brotacoes e
de explantes vivos com corte de espessura entre 3 — 4 mm. Na maioria dos trabalhos com
uso da técnica TCL, a ocorréncia de calos é recorrente (NHUT et al., 2001; SILVA; FUKAI,
2003), o que pode estar relacionado ao proprio estresse ocasionado pelo seccionamento
do explante, além da resposta ao regulador utilizado ou ao possivel estresse causado pelas
condi¢cdes de cultivo.
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FIGURA 1 - Aspecto morfoanatémico da organogénese a partir de explantes internodais
segmentados em Thin Cell Layer (TCL) de Passiflora edulis. A. Explante internodal
imediatamente antes do cultivo. B: Explante internodal intumescido ap6s 10 dias de

cultivo; observar protuberancias (seta). C: Explante com gemas adventicias (seta) apds

20 dias de cultivo. D: Segmento foliar com células epidérmicas e subepidérmicas com
caracteristicas meristematicas (pontilhado). E: Divisdes em células epidérmicas (pontilhado).

F, G: Protuberancias oriundas de divisdes de células periféricas do explante. H: Centros

meristematicos na regiéo interna do explante. |: Brotacdo adventicia em formagao; notar

conexdo vascular na regido inferior (retangulos). J, K: Secg¢éo anatémica evidenciando
protuberancia (seta) e gema adventicia com primoérdios foliares e meristema apical caulinar
evidentes. K: Detalhe de primordio foliar e meristema apical caulinar. AbreviagGes: (cm) centro
meristematico, (ep) epiderme, (ev) elemento de vaso, (mac) meristema apical caulinar, (pf)
primérdio foliar e (pt) protuberancia. Barras = A: 0,5 mm; B, C: 1 mm, D, E, K: 0,025 mm, F-H:
0,05 mme l, J: 0,1 mm.

As analises morfoanatdmicas revelaram o envolvimento de células epidérmicas
e subepidérmicas dos explantes com a formacdo de brota¢des adventicias (Figura 1D-
K). Essas células adquiriram caracteristicas meristeméticas, como nudcleos e nucléolos

evidentes e alta relagdo nucleo/citoplasma (VERDEIL et al., 2007) (Figura 1D, E) e
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dividiram-se formando protuberancias (Figura 1F, G), similares aquelas reportadas por
Fernando et al. (2007), das quais as gemas adventicias foram originadas. Salienta-se que
as gemas se desenvolveram preferencialmente sobre a parte superior do explante, a qual
ndo apresentava contato direto com o meio de cultura, assim como mencionado por Rocha,
Monte-Bello e Dornelas (2015).

Verificou-se também conexao vascular entre as gemas formadas e o explante de
origem (Figura 11), confirmando a ocorréncia da rota organogénica. Essa rota é considerada
predominante em Passiflora spp. e tem sido comumente relatada a partir de variadas fontes
de explantes, como hipocétilos (FERNANDO et al., 2007), explantes foliares (BECERRA;
FORERO; GONGORA, 2004), raizes (SILVA et al., 2011) e embrides zigbticos (ROCHA;
MONTE-BELLO; DORNELAS, 2015). As brota¢des obtidas apresentavam meristema apical
e primérdios foliares evidentes (Figura 1J, K).

41 CONCLUSAO

A técnica tTCL pode ser utilizada para multiplicagédo dos genétipos de Passiflora
edulis Sims estudados. Porém, faz-se necessario mais estudos analisando outros fatores
que podem ter contribuido para a baixa taxa de formagéo de brotos, como espessura dos
cortes e necessidade de suplementacdo do meio de cultura com outros reguladores de

crescimento.

AGRADECIMENTOS

A FAPEAM pelo auxilio financeiro conferido ao primeiro autor. A Embrapa por ceder
espacgo e equipamentos para realizacao dos experimentos.

REFERENCIAS

BECERRA, D. C.; FORERO, A. P.; GONGORA, G. A. Age and physiological condition of donor
plants affect in vitro morphogenesis in leaf explants of Passiflora edulis f. flavicarpa. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, Holanda, v. 79, n. 1, p. 87-90, 2004.

BERNACCI, L. C. Passifloraceae. Em: WANDERLEY, M. G. L.; SHEPHERD, G. J.; MELHEM, T. S.;
GIULIETT, A. M.; KIRIZAWA, M (Eds). Flora Fanerogamica do Estado de Sao Paulo. Sdo Paulo:
RiMa, 2003. v. 3, p. 247-274. ISBN 85-7523-054-9.

FERNANDO, J. A; VIEIRA, M. L. C.; MACHADO, S. R.; APPEZZATO-DA-GLORIA, B. New insights
into the in vitro organogenesis process: The case of Passiflora. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, v. 91, n. 1, p. 37-44, 2007.

UNQUEIRA, N. T. V; BRAGA, M. F,; FALEIRO, F. G.; PEIXOTO, J. R. Passifloraceae do Brasil: estudo
do género Passiflora L. Em: FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F. (Eds.). Maracuja:
Germoplasma e melhoramento genético. 12 ed. Planaltina: Embrapa Cerrados, 2005. p. 81-92. ISBN
978-94-017-3522-3.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 10



MELETTI, L. M. M. Avancos na cultura do maracuja no Brasil. Revista Brasileira de Fruticultura, v.
33, n. spel, p. 83-91, out. 2011.

MOHANASUNDARI, C.; NATARAJAN, D.; SRINIVASAN, K.; UMAMAHESWARI, S.;
RAMACHANDRAN, A. Antibacterial properties of Passiflora foetida L. a common exotic medicinal
plant. African Journal of Biotechnology, v. 6, n. 23, p. 2650—2653, 31 dez. 2007.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with Tobacco
Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, n. 3, p. 473-497, jul. 1962.

NHUT, D. T.; VAN LE, B.; TANAKA, M.; TRAN THANH VAN, K. Shoot induction and plant
regeneration from receptacle tissues of Lilium longiflorum. Scientia Horticulturae, v. 87, n. 1-2, p.
131-138, 2001.

NHUT, D. T.; SILVA, J. A. T.; VAN LE, B.; T.; TRAN THANH VAN, K. Thin cell layer studies of vegetable,
leguminous and medicinal plants. Em: NHUT, D. T.; VAN LE, B.; TRAN THANH VAN, K.; THORPE, T
(Eds.). Thin cell layer culture system: regeneration and transformation applica- tions. Dordrecht:
Kluwer Academic Publishers, 2003. p. 387—425. ISBN 978-94-017-3522-3.

NHUT, D. T; KHIET, B.L.T.; THI, N.N.; THUY, D.T.T,; DUY, N.; HAI, N.T.; HUYEN, P.X. High frequency
shoot formation of yellow passion fruit (Passiflora edulis f. Flavicarpa) via Thin Cell Layer (TCL)
technology. Em: JAIN, S. M.; HAGGMAN, H. (Eds.). Protocols for Micropropagation of Woody Trees
and Fruits. Springer, 2007. p. 417-426. ISBN 978-1-4020-6352-7.

O’BRIEN, T. P.; FEDER, N.; MCCULLY, M. E. Polychromatic staining of plant cell walls by toluidine
blue O. Protoplasma, v. 59, p. 368-373, jun. 1964.

PRAMMANEE, S.; THUMJAMRAS, S.; CHIEMSOMBAT, P.; PIPATTANAWONG, N. Efficient shoot
regeneration from direct apical meristem tissue to produce virus-free purple passion fruit plants.
Crop Protection, v. 30, n. 11, p. 1425-1429, nov. 2011.

ROCHA, D. |.; MONTE-BELLO, C. C.; DORNELAS, M. C. Alternative induction of de novo shoot
organogenesis or somatic embryogenesis from in vitro cultures of mature zygotic embryos of
passion fruit (Passiflora edulis Sims) is modulated by the ratio between auxin and cytokinin in
the medium. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 120, n. 3, p. 1087-1098, 2015.

SILVA-CARDOSO, I. M. A;; MEIRA, F. S.; GOMES, A. C. M. M.; SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E.
Anatomical and histochemical studies of the somatic embryogenesis of syagrus oleracea from
immature inflorescences. Crop Breeding and Applied Biotechnology, v. 19, n. 4, p. 444-450, 2019.

SILVA, C. V.; OLIVEIRA, L. S.; LORIATO, V. A. P;; SILVA, L. C.; CAMPOS, J. M. S.; VICCINI, L. F;
OLIVEIRA, E. J.; OTONI, W. C. Organogenesis from root explants of commercial populations of
Passiflora edulis Sims and a wild passionfruit species, P. cincinnata Masters. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, v. 107, n. 3, p. 407—416, 2011.

SILVA, J. A. T.; DOBRANSZKI, J. Plant Thin Cell Layers: A 40-Year Celebration. Journal of Plant
Growth Regulation, v. 32, n. 4, p. 922-943, 2013.

SILVA, J. A. T.; FUKAI, S. Chrysanthemum Organogenesis Through Thin Cell Layer Technology
and Plant Growth Regulator Control. Asian Journal of Plant Sciences, v. 2, n. 6, p. 505-514, 1 jun.
2003.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 10



Van, M. T. T. Direct flower neoformation from superficial tissue of small explants of Nicotiana
tabacum L. Planta 115: 87-92, 1973.

VERDEIL, J. L.; ALEMANNO, L.; NIEMENAK, N.; TRAMBARGER, T. J. Pluripotent versus totipotent
plant stem cells: dependence versus autonomy? Trends in Plant Science, v. 12, n. 6, p. 245-252,
2007.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 10 m



CAPITULO 11

QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES
E DESENVOLVIMENTO DO CRAMBE SOB
DIFERENTES DOSES DE ADUBACAO

Data de aceite: 01/03/2021
Data de submissdo: 18/12/2020

Victor dos Santos Rosa de Oliveira

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ

Rafael Hydalgo Passeri-Lima

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ

Juliana Correa Aratjo
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ

Joao Pedro Vanderlei Machado

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ

Bruna Rafaela da Silva Menezes

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ

RESUMO: O crambe (Crambe abssynica Hochst)
€ uma cultura de inverno que pode ser utilizada
para a alimentacdo animal ou para a producgédo de
biodiesel. Ainda existem poucas informacdes na
literatura sobre condicbes de manejo e algumas
caracteristicas como a qualidade fisioloégica das
sementes. Com isso, os objetivos deste trabalho
foram avaliar caracteristicas morfoagrondmicas e
de producéo, aos 40 e 80 dias ap0s a emergéncia
média, em diferentes doses de adubacéo
nitrogenada e avaliar a qualidade fisiologica de
sementes de crambe. O experimento foi realizado
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NITROGENADA

no campo experimental da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ. O
delineamento foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des. A cultivar utilizada foi a FMS
Brilhante avaliada em cinco doses de adubagéo
nitrogenada (0, 30, 60, 90, 120 kg ha'). A
cultura apresentou ciclo de 80 dias e, por isso,
as avaliacoes foram feitas aos 40 dias e no final
do ciclo cultural. Ap6s a colheita, as sementes
foram submetidas a quatro tratamentos:
sementes com tegumento e sem acido giberélico
(GA,), sementes sem tegumento e sem é&cido
giberélico, sementes com tegumento e com acido
giberélico, e sementes sem tegumento e com
acido giberélico. Posteriormente, as sementes
de cada tratamento foram avaliadas quanto a
sua qualidade fisiologica pelos testes de primeira
contagem e de germinagéo. Houve tendéncia de
aumento da altura da planta tanto aos 40 quanto
aos 80 dias ap6s a emergéncia com aumento
das doses de nitrogénio. Comportamento
semelhante foi observado para a produgéo de
sementes. A retirada do tegumento e a adicao de
GA, contribuiram para a melhoria da qualidade
fisiolégica de sementes de crambe.

PALAVRAS - CHAVE: Crambe abyssinica
Hochst; germinacéo; producgao.

PHYSIOLOGICAL QUALITY OF SEEDS
AND DEVELOPMENT OF CRAMBE
UNDER DIFFERENT DOSES OF
NITROGEN FERTILIZATION

ABSTRACT: Crambe (Crambe abssynica
Hochst) is a winter crop that can be used to feed
an animal or to produce biodiesel. There is still
information about the literature on management
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conditions and some characteristics such as the physiological quality of seeds. Thus, the
objectives of this work were to evaluate the morpho-agronomic and production characteristics,
at 40 and 80 days after the medium emergence, in different doses of nitrogen fertilization
and to evaluate a physiological quality of crambe seeds. The experiment was carried out in
the experimental field of the Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica-RJ. The
design was completely randomized, with four replications. A cultivar used for FMS Brilhante
evaluated in five doses of nitrogen fertilization (0, 30, 60, 90, 120 kg ha-1). The culture
presented 80 days and, therefore, the tests were done at 40 days and at the end of the cultural
cycle. After harvesting, the seeds were submitted to four treatments: seeds with tegument and
without gibberellic acid (GA3), seeds without tegument and without gibberellic acid, seeds
with tegument and with gibberellic acid, and seeds without tegument and with gibberellic
acid. Subsequently, the seeds of each treatment were evaluated for their physiological quality
by the first count and germination tests. There was a tendency to increase plant height both
at 40 and 80 days after emergence with an increase in nitrogen doses. Similar behavior
was observed for seed production. The removal of the tegument and the addition of GA,
contributed to the improvement of the physiological quality of crambe seeds.

KEYWORDS: Crambe abyssinica Hochst; germination; production.

INTRODUCAO

O crambe (Crambe abssynica Hochst) & originario da Africa e domesticado na
Europa (Knights, 2003). Diversas areas no Brasil estdo aptas para a producao de crambe.
Os estados do Mato Grosso do Sul e Goias, sdo os maiores produtores, sendo suas areas
plantadas de 3 mil hectares e 3,5 mil hectares no ano de 2011, respectivamente. Esta
cultura pode ser utilizada principalmente pela industria de 6leos vegetais, graos e farelos
(Jasper et al., 2010; Zoz et al., 2012). Sua rusticidade, resisténcia ao déficit hidrico e ciclo
curto (até 90 dias), além de ser uma cultura de inverno, tem despertado o interesse de
muitos produtores (Pitol et al, 2010).

O 6leo de crambe pode ser usado como lubrificante industrial, inibidor de corroséao,
e como ingrediente na fabricacdo de borracha sintética, contém de 50 a 60% de acido
erdcico, um acido graxo de cadeia longa, que € usado na fabricacdo de filmes pléasticos,
plastificantes, nylon, adesivos e isolante elétrico (Oplinger et al., 1989). A torta e/ou farelo,
subproduto da extracéo do 6leo, apresenta indices de até 45% de proteina bruta e, pode
ser utilizado como suplementos protéicos em alimentagéo de ruminantes (Carlson et al.,
1996).

As sementes da espécie sdo ortodoxas, do tipo cariopse (Souza et al., 2009). O
potencial fisiologico das sementes é traduzido em capacidade desta em desempenhar suas
funcdes vitais, caracterizando-se pela longevidade, germinagéo e vigor (Toledo et al. 2009).
A dorméncia em sementes de algumas espécies pode ser proporcionada pelo tegumento
pelo fato de ser impermeavel a agua, porém retirada desta estrutura pode acelerar o
processo de germinagéo (Santarém & Aquila, 1995).
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Os objetivos deste trabalho foram avaliar caracteristicas morfoagronémicas e de
producdo, aos 40 e 80 dias apbs a emergéncia média, em diferentes doses de adubacéo
nitrogenada e avaliar a qualidade fisioloégica de sementes de crambe.

MATERIAL E METODOS

Implantag¢@o do experimento

O experimento foi conduzido no campus da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), Departamento de Fitotecnia/lA. A cultivar utilizada foi a FMS Brilhante.
Foram utilizadas cinco doses de adubagédo nitrogenada (0, 30, 60, 90, 120 kg ha') com
sulfato de amédnio. A adubacéo foi realizada no momento do plantio. O plantio seré realizado
em vasos de 9 L e, estes mantidos em local aberto. Foram semeadas 20 sementes por
vaso e, apods desbaste foram mantidas apenas duas plantas por vaso. As plantas foram
avaliadas quanto caracteristicas morfoagrondmicas aos 40 e 80 dias (colheita) apos a
emergéncia média.

Figura 1: Planta de crambe aos 40 dias ap6s a emergéncia média.

Avaliacao das caracteristicas morfoagrondémicas e de producéao

As caracteristicas morfoagronémicas e de producéo avaliadas foram: altura de
planta (ALT, em cm): sendo a distancia entre a superficie do solo e o apice da planta, foi
medida com auxilio de um trena; didmetro do caule (DC, em mm): foi feito medicdes rente
ao solo, utilizando paquimetro digital; niumero de ramos por planta (NR): foi obtido por
contagem dos ramos em cada planta; altura do primeiro ramo produtivo (ARP, em cm): foi
obtida & medida correspondente da disténcia entre a superficie do solo até o primeiro ramo
produtivo; peso do crambe (PC, em g): foi obtido pesando com uma balanga de preciséo o
peso total das sementes produzidos pela planta.
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Avaliacao da qualidade fisiolégica das sementes

Ap6s secagem em temperatura ambiente as sementes de crambe foram submetidas
a quatro diferentes tratamentos: sementes com tegumento e sem acido giberélico (CTSG);
sem tegumento e sem acido giberélico (STSG); com tegumento e com acido giberélico
(CTCG); sem tegumento e com acido giberélico (STCG). A retirada das sementes foi
realizada manualmente e a concentracdo de acido giberélico utilizada foi a de 500 mg L.

Figura 2: sementes de crambre submetidas ao teste de germinacéo.

As analises para a qualidade fisiolégicas das sementes forma: teor de agua:
determinado pelo método da estufa, a 105°C, durante 24 horas, com utilizacdo de duas
repeticbes, conforme metodologia prescrita nas Regras para Anéalise de Sementes (Brasil,
2009); primeira contagem do teste de germinacao (PG%): realizada em conjunto com o
teste de germinacdo, sendo utilizadas 50 sementes por repeticdo, colocadas para germinar
em substrato de papel, a 25 °C, sendo realizada contagem das plantulas normais, no 4°
dia apés o inicio do teste. O papel foi umedecido com agua destilada, em quantidade
equivalente a 2,5 vezes a sua massa seca, de forma a uniformizar o teste (Brasil, 2009);
teste de germinacgéo (G%): foram utilizadas 50 sementes por repeticdo, colocadas para
germinar em substrato de papel, a 25 °C, sendo realizada contagem das plantulas normais,
no 7° dia ap6s o inicio do teste. O papel foi umedecido com agua destilada, em quantidade
equivalente a 2,5 vezes a sua massa seca, de forma a uniformizar o teste (Brasil, 2009).

Analise estatistica

Para a avaliagdo dos efeitos da adubacado nitrogenada no desenvolvimento das
plantas do crambe aos 40 e 80 dias ap6s a emergéncia média foi utilizado o delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com cinco repeti¢cbes. Os tratamentos foram
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cinco doses de adubacgéo nitrogenada (0, 30, 60, 90, 120 kg ha). Foi realizado analise de
variancia e de regressao. Para avaliagcdo da qualidade fisioldégica das sementes foi utilizado
o delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e quatro repeticdes. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de médias e analise de regressao e das diferentes doses de nitrogénio

A altura da planta (ALT) n&o apresentou diferenca significativa entre os tratamentos,
aos 40 DAE, pelo teste de médias (Tabela 1). No entanto, a analise de regresséo
demonstrou que houve resposta positiva das plantas a adubacao nitrogenada para esse
parametro, em que ocorreu 0 aumento linear da altura das plantas em funcéo do aumento
da dose de nitrogénio aplicada (Figura 3 A). Isso corrobora com o experimento de Vechiatto
& Fernandes (2011), em que as plantas de crambe avaliadas aos 45 e 60 DAE, também
apresentaram aumento da média de altura em fungéo do aumento da dose de nitrogénio
aplicada.

Para numero de ramos por planta (NRP), aos 40 dias, observou-se que houve
diminui¢éo significativa do nimero de ramos na dose de 90 kg ha' de nitrogénio em
comparacao as doses de zero (controle) e de 30 kg ha'de nitrogénio, pelo teste de médias
(Tabela 1), porém, o efeito dessa dose néo diferiu significativamente do efeito das doses
de 60 e 120 kg ha' de nitrogénio. Essa tendéncia de decréscimo do NRP em funcéo do
aumento da dose de nitrogénio foi confirmada na analise de regresséo, que demonstra uma
diminuicéo linear da caracteristica, quanto maior a dose de N aplicada (Figura 3B). Esse
resultado difere do avaliado aos 80 DAE, em que as médias nao diferiram significativamente
entre si sob os diferentes tratamentos (Tabela 2).

Em relagdo a variavel diametro do colmo (DC) aos 40 dias ap6s a emergéncia
verifica-se que nado houve diferencgas significativas entre as médias das diferentes doses
de nitrogénio (P>0,05), sendo a média geral observada de 7,05 mm (Tabela 1). No entanto,
verifica-se na analise de regressao que o modelo quadratico foi significativo (P>0,05), com
coeficiente de determinacao de 91,83% (Figura 3 C). A analise indica que houve tendéncia
de aumento do DC com o ponto maximo aos 60 kg ha'. Posteriormente, ocorreu reducéo
do DC com o aumento da dose de nitrogénio.

Ao observar a altura do primeiro ramo (APR) aos 40 dias verifica-se que houve
diferencas significativas entre as médias de zero (controle) e 30 kg ha' de nitrogénio e
a dose de 60 kg ha de nitrogénio (P<0,05) (Tabela 1). Isso indica que nesse estadio de
desenvolvimento sob a dosagem de 60 kg ha' de nitrogénio houve uma reducgéo da APR,
0 que pode também ser observado na analise de regressao para a caracteristica (Figura
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3D). Esta variavel é importante ser avaliada, pois interfere na colheita mecanizada (Oliveira

et al., 2018).

Tratamento ALT NRP DC APR
OdeN 2292 a 8,60 a 5,88 a 4,26 a
30deN 25,20 a 8,60 a 6,89 a 4,26 a
60 de N 27,27 a 7,20 ab 7,60 a 1,96 b
90 de N 31,80a 580b 8,05 a 3,00 ab
120 de N 31,88 a 6,60 ab 6,81 a 3,33 ab
Média geral 27,81 7,36 7,05 3,36
QMresiduo 27,12 1,46 1,79 1,24
CV (%) 18,72 16,42 18,99 33,16

ALT: altura da planta, em cm; NRP: numero de ramos por planta; DC: diametro
de caule, em mm; APR: altura do primeiro ramo, em cm. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 1: Médias de cinco caracteristicas em fungdo de diferentes doses de adubagéo
nitrogenada aos 40 dias apés a emergéncia (Seropédica, RJ, 2019).
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Figura 3: Altura da planta (ALT, figura 3 A), nimero de ramos por planta (NRP, figura 3 B),

diametro do colmo (DC, figura 3 C) e altura do primeiro ramo (APR, figura 3 D) aos 40 dias

apos a emergéncia em fungéo de diferentes doses de nitrogénio (Seropédica, RJ, 2019). *
Significativo a 5% de probabilidade.

Diferentemente do avaliado aos 40 dias apds a emergéncia, em que nao houve
diferenca significativa das médias para o parametro altura das plantas (ALT), aos 80
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DAE, o tratamento com concentragcdo de 60 kg ha' de nitrogénio apresentou média
significativamente menor em relagéo aos tratamentos de 90 e 120 kg ha' de nitrogénio
(Tabela 2). A analise de regressao, porém, demonstra que as plantas foram responsivas
nessa caracteristica em todas as doses de nitrogénio, aumentando a altura das plantas de
forma linear ao aumento das doses de N aplicadas (Figura 4 A).

Aos 80 dias apds a emergéncia, semelhantemente ao o que ocorreu no teste de
média aos 40 dias ap6s a emergéncia, ndo houve diferencas significativas entre as médias
das diferentes doses de nitrogénio para o parametro didmetro do colmo (DC) (P>0,05)
(Tabela 2). Porém, os modelos linear e quadratico ndo foram significativos na analise de
regressdo. A média geral para a caracteristica foi de 8,97 mm. Souza & Chaves (2017),
ao avaliarem o crescimento e produgdo do crambe em diferentes doses de nitrogénio,
verificaram que o modelo que melhor se ajustou aos dados foi o quadréatico em relagao do
DC em diferentes doses de N, com valor maximo de diametro de 10,93 mm, em dose de
120 kg.ha' de N, média acima as encontradas no presente estudo na época da colheita.

Diferentemente do observado aos 40 dias apds a emergéncia, a média para a APR,
na época da colheita verifica-se que nédo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as
médias das doses de zero (controle), 30 e 60 kg ha™' de nitrogénio (Tabela 2). Em relagéo a
andlise de regressao, o modelo que melhor explicou os resultados de APR foi o linear. Isso
indica que ocorre o aumento da APR com o aumento da dose de adubagé&o com nitrogénio
(Figura 4 B). Os valores encontrados nas doses de 90 e 120 kg ha' de nitrogénio (11,30
e 10,80, respectivamente) corroboram com os observados em Oliveira et al. (2018), onde
foram encontrados valores entre 8,07 a 15,30 cm ao avaliarem diferentes genétipos de
crambe.

A produgé@o de sementes, medida em gramas de sementes por vaso, apresentou
resultado significativamente maior das médias em comparacao a dose testemunha (zero),
nas concentracoes de 30 e 90 kg ha' de nitrogénio. A anélise de regressdo, porém,
demonstrou aumento de producdo quanto maior a dose de nitrogénio aplicada, em que
a produgédo aumentou abruptamente na dose de 30 kg ha'de N em comparagdo com a
testemunha, e outro salto abrupto quando a dose foi aumentada de para 120 kg ha' de
nitrogénio. Esse resultado difere do encontrado por Souza et al. (2014), em que a média
de producéo de sementes nédo diferiu significativamente entre si em fungcéo do aumento da

concentracéo de N aplicada.
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Tratamento ALT NRP DC APR PS
OdeN 79,44 ab 10,40 a 9,17 a 474 ¢ 441 b
30de N 85,00 ab 8,80 a 9,54 a 589¢c 777 a
60 de N 73,60 b 10,60 a 9,15a 7,16 bc 6,04 ab
90de N 97,60 a 8,60 a 8,10 a 11,30 a 6,93 a
120de N 96,80 a 10,60 a 8,88 a 10,80 ab 6,69 ab
Média 86,49 9,80 8,97 7,98 6,36
geral

QMresiduo 111,99 5,98 1,60 3,91 1,64
CV (%) 12,24 24,95 14,11 24,79 20,12

ALT: altura da planta, em cm; NRP: nimero de ramos por planta; DC: diametro
de caule, em mm; APR: altura do primeiro ramo, em cm; PS: peso de
sementes, em g. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2: Médias de cinco caracteristicas em fungéo de diferentes doses de adubagao
nitrogenada aos 80 dias apds a emergéncia (Seropédica, RJ, 2019).
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Dosesde N

Figura 4: Altura da planta (ALT, figura 4 A), altura do primeiro ramo (APR, figura 4 B) e producédo
(Producao, figura 4 C) em funcdo de diferentes doses de nitrogénio (Seropédica, RJ, 2019). *
Significativo a 5% de probabilidade.

Teste de média para a andlise da qualidade fisiolégica das sementes

As sementes de crambe apresentaram teor de agua de 9,8%. Para a analise

fisiolégica das sementes, foram usados quatro tratamentos: sementes com tegumento e

Capitulo 11



sem acido giberélico (GA,), sementes sem tegumento e sem acido giberélico, sementes
com tegumento e com acido giberélico, e sementes sem tegumento e com 4cido giberélico.
A qualidade fisioloégica das sementes foi analisada pelos testes de germinagéo e primeira
contagem (Tabela 3).

O tratamento com tegumento e sem adigéo de GA, foi o que apresentou menor
percentual de plantulas normais na primeira contagem (PC) em relagdo aos tratamentos
com tegumento e sem tegumento com a adigdo de GA,. O tratamento sem tegumento
e sem adi¢éo de GA, (tratamento controle) foi o que apresentou menor porcentagem de
germinagéo. No entanto, o tratamento sem tratamento e com GA, foi 0 que apresentou
significativamente maiores valores de porcentagem de germinagéo. Desta forma, pode-se
inferir que a adigéo de GA, contribuiu para o aumento da germinagdo em sementes de
crambe.

De acordo com Gutormson et al (1992), para determinar a superagéo da dorméncia
de sementes de crambe sob diferentes tratamentos para quebra ou diminuicdo da
dorméncia, em que foi demonstrado que a adi¢éo de &acido giberélico, apesar de aumentar
o percentual de germinacgao, diminui o nUmero de plantulas normais na primeira contagem.
Essa diferenciagdo pode estar ligada as diferentes concentrages de GA, utilizadas, por
isso se faz necessario novos experimentos para resultados conclusivos. Na concentragao
de GA, utilizada neste trabalho n&o foi observada essa redugédo na primeira contagem, pois
os tratamentos com GA, apresentaram valores que ndo se diferiram estatisticamente do

tratamento controle.

Tratamento PC (%) G (%)
Com tegumento e sem GA, 15,00 b 67,62 b
Sem tegumento e sem GA, 22,00 ab 55,00 ¢
Com tegumento e com GA, 24,50 a 63,12 b
Sem tegumento e com GA, 30,50 a 78,00 a
Média geral 23,00 65,94
QM .o 17,33 12,24
CV (%) 18,10 5,31

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 3: Porcentagem de plantulas normais na primeira contagem (PC%) e no teste de
germinagéo (G%) em sementes de crambe submetidas a quatro diferentes tratamentos.

CONCLUSAO

Houve tendéncia de aumento da producdo de sementes com aumento das doses
de nitrogénio.
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A qualidade fisiol6gica de sementes de crambe pode ser melhorada com a retirada
do tegumento e a adigéo de GA,.
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RESUMO: O jambu [Acmella oleracea (L.) R.
K. Jansen] € uma hortalica herbacea. Ocorre
principalmente no norte do Brasil, sendo muito
apreciada pela culinaria paraense, devido
haver em sua composicao quimica o espilantol.
Muitos estudos com jambu s&o voltados para
analises ambientais ou morfologicas, sendo
de suma importancia analisar as divergéncias
genéticas. Dessa forma, objetivou-se analisar
as divergéncias genéticas entre cinco acessos
de plantulas de jambu, baseado em medidas
de dissimilaridades observadas no processo de
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emergéncia de plantulas no teste de germinacgéo.
As sementes de jambu, oriundas das seguintes
regidbes do estado do Para: Tapana, Camets,
Ponta de Pedra, Flor Roxa-Belém e Salvaterra,
foram coletadas de inflorescéncias maduras.
O experimento foi realizado em Delineamento
Inteiramente Casualizado, com 5 tratamentos e
4 repeticbes. Os Gerboxs foram organizados ao
acaso na camara incubadora do tipo BOD. Os
dados analisados foram processados e estimados
no Rbio. A andlise de dispersdo constatou
que a porcentagem de germinagdo, indice
de velocidade de germinacdo, massa fresca
foliar e comprimento da raiz sdo diretamente
proporcionais e o IVG foi menor do que o tempo
médio de germinagéo. Na analise do dendograma
de dissimilaridade, a maior proximidade de
grupos é composta pelos acessos das seguintes
localidades: Salvaterra; Cameta; Ponta de Pedra
e Tapana, esse agrupamento apresentou maior
distanciamento do acesso de Flor Roxa. Os
resultados da analise de variancia mostram que
as variaveis de maior significancia foram TMG,
APA e MFF, rejeitando-se HO a 5%. As médias
resultantes dos parametros analisados foram
altas com excecgdo da variavel APA com valor
abaixo da média, entretanto com relagdo CVg/
CV tendente a 1 e herdabilidade acima de 69%.
O acesso do grupo 1 (Flor Roxa) é indicado
para cruzamentos com os acessos do grupo 2
(Salvaterra; Cameta; Ponta de Pedra e Tapand),
sendo 0s acessos do grupo 2, similares entre si.
PALAVRAS - CHAVE: Hortalica, Herdabilidade,
Divergéncia Genética.
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SIMILARITIES AND DISSIMILARITIES IN EMERGENCY OF JAMBU SEEDLINGS
[Acmella oleracea (L.) R.K. JANSEN]

ABSTRACT: The jambu [Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen] is an herbaceous greenery. It
occurs mainly in the north of Brazil, appreciated for the cuisine of Para, because there is in
its chemical composition spilantol. Many studies are focused on environmental analysis or
morphological, being important to analyze the genetic divergences. Therefore, the objective
was to analyze the genetic divergences between five accessions of jambu seedlings, based
on measures of dissimilarities observed in the seedling emergence process in the germination
test. Jambu seeds, from the following regions of the state of Para: Tapana, Cameta, Ponta
de Pedra, Flor Roxa- Belém and Salvaterra, were collected from mature inflorescences.
The experiment was executed in a completely randomized design, with five treatments
and 4 repetitions. Gerboxs were randomly arranged in the BOD incubator chamber. The
analyzed data were processed and estimated in Rbio. The dispersion analysis found that
the germination percentage, germination speed index, fresh leaf mass and root length are
directly proportional and the IVG was less than the average germination time. In the analysis
of the dissimilarity dendogram, the greater proximity of the groups consists of accesses
from the following locations: Salvaterra; Cameta; Ponta de Pedra and Tapana, this group
showed greater distance from the access of Flor Roxa. The results of the analysis of variance
show that the most significant variables were TMG, APA and MFF, rejecting HO at 5%. The
mean resulting from the analyzed parameters were high except for the APA variable with a
value below the average, but with a CVg / CV ratio tending to 1 and heritability above 69%.
The access of group 1 (Flor Roxa) is indicated for crossings with the accesses of group 2
(Salvaterra; Cametéa; Ponta de Pedra and Tapand), being the accesses of group 2, similar to
each other.

KEYSWORDS: Greenery, Heritability, Genetic divergences.

11 INTRODUGAO

O jambu [Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen] é uma hortalica herbacea pertencente
a familia das Asteraceas, também conhecida por agrido-bravo, agrido-do-Para, abecedaria,
botéo-de-ouro e jambuacu (RODRIGUES et al.,, 2014). Com ramos decumbentes que
podem alcancgar até 60 cm de comprimento. Ocorre principalmente no norte do Brasil,
sendo muito apreciada pela culinaria paraense, principal ingrediente de diversos pratos
tipicos, com sabor Unico e que proporciona sensagao de dorméncia, devido haver em sua
composicado quimica o espilantol. Ademais, a hortalica € rica em nutrientes como ferro,
vitaminas B1, B2, niacina, vitamina C, vitamina A e calcio, além de conter propriedades
afrodisiacas, anti-inflamatorias, anestésicas sendo, portanto, uma matéria prima de grande
potencial para industria farmacéutica (GUSMAO; GUSMAO, 2013).

O estudo da biometria de sementes, frutos e da morfologia, juntamente com o
desenvolvimento de plantulas, sdo base para as pesquisas sobre germinagao e reprodugcéo
de mudas para recomposicao vegetal (LEONHARDT et al., 2008; SOUZA, 2018).
Compreender sobre germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas ajuda na
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distincdo e agrupamento de familias botanicas diversas e até mesmo diferencia-las em
subfamilias, géneros e espécies, colaborando nas pesquisas sobre tecnologia de sementes,
regeneracao, assim como dispersado, sucessao e regeneracao da espécie (SANTOS et al.,
2014).

Dessa forma, é possivel compreender que muitos estudos com jambu s&o voltados
para analises ambientais ou morfoldgicas, sendo de suma importancia analisar as
divergéncias genéticas fenotipicas e genotipicas para fins de melhoramento genético.

Neste sentido, segundo Cruz et al (2014) para obten¢do de um excelente programa
de melhoramento genético é necessario a formacéo de uma populagéo base formada com
alta variabilidade genética, para isso é indicado o intercruzamento entre cultivares com
caracteristicas relevantes e divergentes, formando, assim, hibridos de maior heterozigose,
possibilitando que nas geragdes segregantes haja obtencéo de genétipos superiores.

Inicialmente é importante a escolha das matrizes que serdo propagadas para, assim,
haver a selecéo. Nesse sentido, é recomendado que a selecdo das matrizes tenha relacao
com variabilidade genética da caracteristica de interesse, logo estimar a dissimilaridade
genética entre as populacdes acelera o processo de selecdo dos gendtipos superiores
(FERREIRA et al, 2003; SANTOS et al, 2018).

A reproducé@o sexuada € um importante aliado para o programa de melhoramento
genético, devido proporcionar variabilidade genética suficiente para selecdo de
caracteristicas relevantes, auxiliar na conservacdo dos recursos fitogénicos diversos e
perpetuagdo de espécies em bancos de germoplasma (RUTHS et al.; 2019)

A identificacdo de possiveis genitores para cruzamento que apresentem
heterogeneidade s@o analisados através de variadas técnicas biométricas que estimam
medidas de dissimilaridade. Essa medida gera graficos de dispersao que permite a analise
da diversidade genética, identifica particularidades que mais colaboram para a diversidade
genética dos individuos, além de agrupar os materiais com padrao de similaridade proximo
(CRUZ, 2006; FISCHER, 2015).

Assim sendo, sdo fundamentais os estudos voltados para caracterizagéo de espécies
por meio da observagao da emergéncia de plantulas, uma vez que viabiliza na detecgéo da
variabilidade genética entre localidades distintas devido as condicdes ambientais dentro de
populagdes de uma mesma espécie, além das suas variagdes individuais.

Dessa forma, objetivou-se analisar as divergéncias genéticas entre cinco acessos
de plantulas de jambu, baseado em medidas de dissimilaridades observadas no processo
de emergéncia de plantulas no teste de germinacéo.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, as sementes de jambu, oriundas das seguintes regibes do estado
do Para: Tapana, Cameta, Ponta de Pedra, Flor Roxa- UFRA/Belém e Salvaterra, foram
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coletadas de inflorescéncias maduras pertencentes ao Banco de Germoplasma do Setor de
Hortalicas da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), no Campus de Belém (PA),
situada no nordeste paraense, sob coordenadas 1°27°18”S e 48°30°9”.

O material genético foi levado para o Laboratério de Sementes, para realizar os
processos de debulha das sementes e separacéo das impurezas, seguida da deposicéo
das sementes dentro das caixas de poliestireno Gerbox, com dimensbes de 11 mm x 11
mm x 3,5 mm (Figura 1).

O experimento foi realizado em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com
cinco tratamentos e 4 repeticbes. Os tratamentos foram constituidos pelos cinco acessos:
Tapana, Camet4, Ponta de Pedra, Flor Roxa e Salvaterra. Cada repeticéo foi constituida
por uma caixa de Gerbox contendo 100 sementes de jambu. Foram contabilizadas um total

de 400 sementes por tratamento.

Figura 1 — Detalhe da disposicao das sementes de plantas de jambu em caixas Gerbox.

Fonte: Autores

Utilizou-se folha de papel filtro como substrato, em todos os tratamentos. O substrato
foi irrigado diariamente através de uma pipeta contendo 2 mL de agua destilada, seguindo
um padréo de umedecimento a cada 24 horas.

Os Gerboxs foram organizados ao acaso na camara incubadora do tipo BOD (Figura
2), ambientando as sementes de jambu em temperatura de 29°C, com fotoperidodo de 12
horas e umidade relativa do ar em torno de 90°C, ao longo de oito dias.
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Figura 2- Camara BOD acondicionando os Gerbox com as sementes de jambu

Fonte: Autores

As andlises diarias também auxiliaram na separacdo de sementes avaliadas
como fungadas, moles e duras, sendo consideradas mortas, j& que nao apresentaram
desenvolvimento ou quando apresentaram, estavam inviaveis ao uso comercial devido a
presenca de infecg¢do por fungos.

Apds oito dias de observacgéo, todas as plantulas desenvolvidas foram pesadas em
balanca de preciséo (Figura 3) para mensuragdo da massa fresca. J&4 para analise da
massa seca o material genético foi colocado em estufa a 60°C durante 48h, para ser aferida
a massa apos retirada da agua.

Figura 3- Massa de plantula de jambu obtida em balanga de preciséo 0,001.

Fonte: Autores
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Para obtencéo da porcentagem de germinacéo, adotou-se expressao:
In
E= (—) x100
55

Em que: Z: Somatoéria; n: numero de sementes germinadas; ss: niUmero de sementes
na amostra.

Para obtencéo do indice de velocidade de emergéncia, adotou-se a expressao:
G1 G2 Gn
VG= (D + () + ()

Em que: G1, G2, Gn: NUmero de sementes germinadas na primeira, segunda e
demais contagens. N1, N2, Nn: Niumero de dias apds semeadura, sendo primeira, segunda
e demais contagens.

Para obtencao do tempo médio de germinagéo, adotou-se a expressao:

IZ(N1xT1+N2xT2+ NnxTn)

T™G = N

Em que: 3: Somatéria; N1, N2, Nn: NUmero de sementes germinadas na primeira,
segunda e demais contagens; T1, T2, Tn: Namero de dias ap6s semeadura, sendo primeira,
segunda e demais contagens.

Para obtencao variancia fenotipica adotou-se a expresséo:

o2f = (@QMT + QMR)
T

Em que: QMT: Quadrado médio do tratamento; QMR: Quadrado médio do tratamento;

r: nUmero de repeticbes

Para obtencéo herdabilidade adotou-se a expressao:

_olg

h2 =
o2f

Em que: h2: Coeficiente de herdabilidade; o?g: Variancia genotipica entre progénies;
o2f: Variancia fenotipica entre progénies.

Para obtengao coeficiente de variagdo genético adotou-se a expresséo:
JP
cvG = 100x V28
x

Em que: ®g: Variagdo genética entre os tratamentos; x: Média dos parametros
morfologicos analisados.

Para obtengdo Razao de varidncia genotipica e ambiental adotou-se a expresséo=

cvG

cvE
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Em que: cvG: Coeficiente de variagdo genética; cvE: Coeficiente de variagdo
ambiental.

Para obtengao acuracia adotou-se a expresséo:

Rgg = (r2zmm x r2mq)
1/2

Em que: r2__ Confiabilidade global de predigéo; rzmq: Proporgéo da variagéo do gene
explicada pelo marcador.

Os dados analisados foram processados e estimados no Rbio, Software livre de
linguagem R, a fim de capturar informagdes relevantes ao interesse genético. Neste
Software foram obtidas informagdes sobre parametros genéticos, dissimilaridade de
acessos, qualidade de possivel repeticdo dos dados com a anova, cargas fatoriais e

componentes principais que mais apresentaram maior escore nos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise de dispersdo nos permite relacionar duas variaveis quantitativas,
representadas pelo eixo X (coordenada) —porcentagem de germinagéo e eixo Y (abscissa) -
velocidade de germinagéo, assim foi possivel constatar que a porcentagem de germinagao,
indice de velocidade de germinagdo, massa fresca foliar e comprimento da raiz sédo
diretamente proporcionais e o IVG foi menor do que o tempo médio de germinacao (Grafico
1). Isso pode ser explicado, pois segundo Nascimento et al, 2011; Sousa, (2018) o IVG &
um medidor de vigor que estima em média quantas plantas germinaram por dia. Dessa
forma, quanto maior a velocidade de germinagdo de uma plantula, menos exposta ela
sera aos infortunios do meio, sendo diretamente refletido na producgéo final. J& a APA em
comparacao com o CR teve valores inferiores (Tabela 1), devido ter havido concentragéo de
energia para o desenvolvimento da radicula, logo o TMG aumenta e a altura da parte aérea
diminui, sendo importante ressaltar que as sementes duras e fungadas foram consideradas
mortas, mesmo que tenham apresentado germinagao, desenvolvimento de radicula e parte
aérea. Em relagcdo a MFF e MSF, obtiveram valores expressivos influenciados pelo tempo
médio de germinacgéo, onde os melhores resultados foram atribuidos a componente 1.
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Gréfico1. Correlagéo da dispersdo de componentes principais, sendo eixo de abscissas-
Germinagcao e eixo de coordenadas- indice de Velocidade de Germinagédo; G- porcentagem de
germinacéo transformada em arc sen, IVE- indice de Velocidade de Germinagdo TMG- Tempo

Médio de Germinacgdo, APA- Altura da Parte Aérea, CR- Comprimento de Radicula, MFF-

Massa Fresca Foliar, MSF- Massa Seca Foliar. UFRA, Belém-PA, 2020.

Fonte: Autores, 2020.

Comp.1 Comp.2 Comp.3 Comp.4 Comp.5 Comp.6 Comp.7

G 0,420 0,318 0,181 0,541 0,268 0,566
IVE 0,436 0,109 0,361 0,141  -0,802
TME -0,358 0,137 0,828 0,264 -0,213 0,156 -0,170
MFF 0,381 0,358 -0,811 -0,259

MSF 0,424 0,161 0,168 0,301 -0,210 -0,793

APA -0,972 0,140 0,153

CR 0,418 -0,186 0,339 -0,646 0,501

Tabela 1. Estimativa de cargas fatoriais obtidas através de indices germinativos e biométricos.
COMP.1- Altura da Parte Aérea, COMP.2- Comprimento de Radicula, COMP.3- Massa Fresca
Foliar, COMP.4- Massa Seca Foliar, COMP.5- Porcentagem de Germinagdo, COMP.6- indice
de Velocidade de Germinagdo, COMP.7- Tempo Médio de Germinagéo, G- Porcentagem de
Germinagao IVG- indice de Velocidade de Germinagdo, TMG- Tempo Médio de Germinagao,
APA- Altura da Parte Aérea, CR- Comprimento de Radicula, MFF- Massa Fresca Foliar, MSF-
Massa Seca Foliar. UFRA, Belém-PA, 2020.

Fonte: Autores, 2020.
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Na analise do dendograma de dissimilaridade de acessos de plantulas de jambu
(Gréfico2), foram consideradas as variaveis de indice de velocidade de emergéncia;
tempo médio de emergéncia; massa fresca foliar; massa seca foliar; altura da parte aérea
e comprimento de radicula. Desta forma, foi possivel observar dois diferentes grupos
de acessos, com graus de proximidade e distanciamento entre si. Com isso, a maior
proximidade de grupos é composta pelos acessos das seguintes localidades: Salvaterra
(5); Cameta (2); Ponta de Pedra (3) e Tapana (1). Esse agrupamento apresentou maior
distanciamento do acesso de Flor Roxa (4), devido apresentarem caracteristicas distintas.
Segundo Rotili, (2012) e Santos (2018) os individuos com menor distanciamento génico
entre si, apresentam maior similaridade genética e poucas chances de reproduzir
populagdes com alta heterose. Resultados semelhantes foram encontrados por Salgado
et al, (2019) na anélise do dendograma foi possivel reunir trés acessos de jambu em dois
grupos, mostrando os materiais mais proximos e mais distantes geneticamente, assim foi
possivel concluir que entre os dois grupos ha alta heterogeneidade, caracteristica ideal
para fins de melhoramento genético.

Cluster Dendrogram

25 7

20 7

Dissimilaridade

matriz
hclust (*,"average")

Grafico 2. Dissimilaridade e agrupamento dos acessos de jambu com base nas variaveis
germinativas e biométricas quantificadas. 1- Tapana (TP), 2- Cametéa (CT), 3- Ponta de Pedra
(PP), 4- Flor Roxa (FR), 5- Salvaterra (SV). UFRA, Belém-PA, 2020.

Fonte: Autores, 2020.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 12




Os resultados da analise de variancia (Tabela 2) mostram que as variaveis de maior
significancia foram TMG, APA e MFF, rejeitando-se HO a 5%, logo, apresentam diferenca,
dessa forma, demonstraram variabilidade quantitativa dos dados as caracteristicas
analisadas, rejeitando-se também a hip6tese nula, ou seja, de que apresentem médias
iguais, tendo em vista que os p-valores com significancia a 1% também obtiveram resultados
indesejaveis, com a probabilidade de serem iguais ser praticamente nula. Porém, os demais
parametros apresentaram p-valores altos, indicando que os resultados sdo compativeis
com a hipétese nula, neste caso aceita-se Ho, e, dessa forma, apresentam proximidade
entre si.

ANOVA
Variaveis sQT SQR QM F-VALUE Pr(>F)

G 0,6117 0,1032 035745 22,24  3,67e-06 ***
IVG 357.5 57,5 386,25 2334  2,71e-06 ***
T™MG 6,305 2,352 4,3285 10,05 0,000368
APA 7,037 7,999 7,518 3,29 0,0397 *
CR 2206,3 68,3 1.137,3 121,2  3,14e-11 ***
MFF 0,0035 0,0034  0,00345 3,84 0,0241 *

MSF 0,0005983 0,0000362 3,1725 61,97 3,8e-09 ***

Tabela 2. Analise de ANOVA com significancia a 5% de tukey; GTPAE, IVG- indice de
Velocidade de Germinagéo, TMG- Tempo Médio de Germinagdo, APA- Altura da Parte Aérea,
CR- Comprimento de Radicula, MFF- Massa Fresca Foliar, MSF- Massa Seca Foliar; SQT-
Soma do Quadrado de Tratamento; SQR- Soma do Quadrado Residual; QM- Quadrado Médio.
Significad code *** ‘0’, ** ‘0,001’. UFRA, Belém-PA, 2020.

Fonte: Autores, 2020

As estimativas dos parametros genéticos dos diferentes acessos (Tabela 3) revelam
que todos os acessos estdo aptos para futuros programas de selegcdo, levando em
consideracédo que os valores da relagdo CVg/CV tendentes a 1 ou maiores, apresentam
gendtipos onde nas caracteristicas expressadas tera maior peso o valor génico, com isso,
no programa de selecéo de genoétipos o cruzamento de espécies com alto ganho de selecao
denotara maior herdabilidade, a indica quanto do diferencial de sele¢do € devido ao ganho
génico. As médias lesultantes dos parametros analisados foram altas com exce¢édo da
variavel APA com valor abaixo da média, entretanto com relagdo CVg/CV tendente a 1 e
herdabilidade acima de 69%. Segundo Resende (2015) a herdabilidade possui a seguinte
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classificacao, baixa (0,01 < h? < 0,15); média (0,15 < h? < 0,50); alta (h? = 0,50), como foi
mostrado na Tabela 3, é possivel observar que o nimero de genes & o maior responsavel
pela qualidade das caracteristicas de germinagéo a temperatura de 29°C com fotoperiodo
de 12h e umidade relativa do ar a 90%, condicdo comum no norte brasileiro. Assim como
€ exposto no trabalho de Salgados et al, (2019) a herdabilidade transparece a influéncia
genotipica dos materiais, contabilizando a possibilidade das caracteristicas de uma matriz
ser repassada a proxima geracao.

PARAMETROS
Variave CV( Cvf CvVg CVe o2g( CVg h%(%) Rgg(
is %) %) ICV %)

G 10,2 137,89 136,75 1,13765 24,35 5,48 99,17 99,58

0
VG 19,0 22,34321 21,3857 0,95750 45,01 2,36 9571 97,83
4 9N
™G 7,19 0,394047 0,35485 0,03919 10,82 1,50 90,05 94,89
2 01 712
APA 13,3 043979 0,30648 0,13331 10,13 0,75 69,68 83,47
6

Tabela 3. Estimativa de componentes de variancia e pardmetros genéticos para variaveis do
processo de germinagao e variaveis biométricas. G- Porcentagem de germinagéo transformada
em arc sen, IVG- indice de Velocidade de Germinagéo, TMG- Tempo Médio de Germinagéo,
APA- Altura da Parte Aérea, CR- Comprimento de Radicula, MFF- Massa Fresca Foliar,
MSF- Massa Seca Foliar; CV- coeficiente de variagdo geral, CVf- variancia fenotipica média,
CVg- variancia genotipica média, CVe- variancia ambiental média, 02g- coeficiente de variagao
genético, CVg/CV- razdo gendtipo/ambiente, h>- herdabilidade, Rgg- acuracia. UFRA, Belém-
PA, 2020.

Fonte: Autores, 2020.

CONCLUSAO

O acesso do grupo 1 (Flor Roxa) é indicado para cruzamentos com os acessos do
grupo 2 (Salvaterra - 5; Cameta - 2; Ponta de Pedra - 3 e Tapana - 1), sendo os acessos do
grupo 2, similares entre si.
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ABSTRACT: Research in biological sciences
relies on the use of animal models to deepen
knowledge related to causes and mechanisms
of human pathologies, as well as the possibility
for testing innovative therapies. Zebrafish (Danio
rerio) is an experimental model in areas such
as oncology, toxicology, genetics, reproductive
studies and regenerative medicine. The
relevance of this vertebrate model relies on the
small size of these animals, easy to maintain
and manipulate, with a high rate of reproduction
and development. The genome, physiology and
anatomical structure similar to humans allows the
creation of transgenic or mutant models to study
several human pathologies and consequently
the discovery of new therapeutic targets. In
this review, we explore the zebrafish model
into the study of several human pathologies,
highlighting neurodegenerative diseases, cancer
development and progression, ocular diseases
and kidney diseases.

KEYWORDS: Cancer; Danio
Disorders; Kidney Disease,
Disorders; In Vivo Animal model;

Rerio; Eye
Neurological

RESUMO: A pesquisa em ciéncias bioldgicas
conta com a utilizagdo de modelos animais
para aprofundar conhecimentos relacionados as
causas e mecanismos das patologias humanas,
bem como a possibilidade de testar terapias
inovadoras. O peixe-zebra (Danio rerio) € um
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modelo experimental em areas como oncologia, toxicologia, genética, estudos reprodutivos
e medicina regenerativa. A relevancia desse modelo de vertebrado esta no pequeno porte
desses animais, de facil manutengcdo e manipulagdo, com alto indice de reproducédo e
desenvolvimento. O genoma, a fisiologia e a estrutura anatdmica semelhantes aos humanos
permitem a criagcdo de modelos transgénicos ou mutantes para o estudo de diversas patologias
humanas e consequentemente a descoberta de novos alvos terapéuticos. Nesta revisao,
exploramos o0 modelo do peixe-zebra no estudo de varias patologias humanas, destacando
doencas neurodegenerativas, desenvolvimento e progressao do cancer, doengas oculares e
doencas renais.

PALAVRAS - CHAVE: Cancro; Danio Rerio; Desordens oculares; Doenga Renal, Doencgas
Neurolégicas; Modelo In Vivo Animal;

INTRODUCTION

Animal models have been an invaluable tool to advance biomedical sciences
research as they provide experimental avenues for cellular and molecular investigation.
The zebrafish (Danio rerio) is an excellent alternative to mammalian models used to apply
powerful experimental methods normally used in invertebrates to answer questions about
development and disease (1).

The zebrafish belongs to Cyprinidae family, is a slightly alkaline freshwater fish, having
slow water as its preferred habitat (7,2). Due to the easy breeding and maintenance in the
laboratory, the zebrafish has spread Worldwide, as an animal model. Studies involving this
animal model grown exponentially and zebrafish model is now widely used. Methods and
strategies for genetic and embryological evaluation and the induction of abnormal formative
processes of internal organs can be easily applied to this model (5).

Until the beginning of its adult phase, zebrafish is transparent, which allows
microscopic techniques that monitor cells in vivo through the different stages of its
development (1,6,7). This characteristic allows obtaining information regarding the animal’s
morphology, physiology and biochemistry (1,6,8).

The zebrafish has a circulatory system, consisting of erythrocytes and platelets, which
together with the operculum ensure gas exchange; a gastrointestinal system, composed of
various organs such as intestine, liver, gallbladder, swimming bladder and pancreas (1,9—
12). The immune system is ensured by macrocytes and leukocytes from hematopoietic stem
cells in which the T lymphocytes have matured in the thymus (12).

Zebrafish is a very important animal model for biology and biomedicine, once it
allows the study of many human diseases, with 70% of homology to human genes (6,13).
Well-established transgenic zebrafish lines with fluorescence tissues are available and add
new insights into cancer cell development, dissemination and the tumour microenvironment
in real-time (8).

Our aim with this review is to explore the zebrafish model in the study of several
human pathologies, with a focus on neurodegenerative diseases, cancer, ocular and kidney
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diseases (figure 1).
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Zebrafish Model in Neurodegenerative Diseases

Zebrafish model represents an optimal model to study nervoussystemalterations
due to the simplicity of its nervoussystem (15,16). Its central nervous system (CNS) is
similarwith other vertebrates and just like mammals,the zebrafish brain contains
several progenitor cells that generate new and distinct neuronal lines, havinga greater
number of active neurogenic niches(10,17-20). The blood-brain barrier(BBB)is operational
3 days after fertilization, which offers an advantagecompared to higher vertebrates(21).
Zebrafish still share 84% of the genes associated with human dementias, suchas:co-
orthologues tomicrotubule-associated tau protein(MAPT) gene, protein amyloid-B8 (APP)
and presenilins (PSEN1and PSEN2)(15,22)but alsomany proteins and neurotransmitters
expressed in neurodegenerativehumans diseases (15,18,23). These characteristics make
zebrafish an enriching animal model to reproduce phenotypes typical of CNS lesions or
human neurodegenerative diseases(19,20).

Alzheimer Disease studies in Zebrafish Model

Several studies in Alzheimer’s disease (AD) have been developed through the
zebrafish model, allowing the characterization of the disease and its evolution. Several
behavioural trials were necessary to identify phenotypes like the disease in humans. Several
researchers observe the learning and memorization capacity of Zebrafish through different
stimuli, where cognitive and memory deficits were similar to those observed in humans, as
well as mobility difficulties (15,20,24).
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The induction of AD status in zebrafish was explored through different substances
such as aluminium exposure and 3 1-42 amyloid injection or okadaic acid (OKA) (20,24).
Using the induction through the aluminium exposure, a reduction in cognitive and locomotor
abilities was observed (20), whereas induction using amyloid 8 1-42 leads to an increase in
phosphorylation and a reduction in cognitive abilities (20,25-27).

From the development of these models, we were able to understand behavioral
phenotypes associated with Alzheimer’s disease that can be compared to humans, as well
as through the method of action to develop drugs. For example, inducing using scopolamine,
a drug able to induce a phenotype similar to AD, it was possible to track cholinesterase-
inhibiting treatments, such as donepezil, which will block the breakdown of acetylcholine,
increasing the amount of the neurotransmitter in the synapse and consequently increasing
memory retention (15). Exposure to OKA is also capable of inducing phenotypes and
alterations compatible with human AD-like pathology, and cases of cerebral amyloid
angiopathy (CAA) are also verified. However, in zebrafish the use of OKA to induce AD
has several limitations, since OKA is a protein phosphatase 2 (PP2A) and PP2A inhibitor
presents in abundance throughout the zebrafish body, besides inducing neurotoxicity (19).

Techniques such as Microinjections of antisense morpholino oligonucleotides (MOs)
were also used in the creation of AD zebrafish embryos. The use of MOs microinjections
in zebrafish embryos has allowed the study of several genes associated with AD such as
presenilin-1 (PSENT1, presenilin 2 (PSEN2), orthologue zebrafish amyloid precursor protein
(Appa, and Appb ) and their role in the pathophysiology of AD (15,22,25). The Appa and
Appb genes are associated with CNS cell death, a mechanism that may be responsible
for cognitive decline. Two homologues (Appa and Appb) have been identified in Zebrafish
for the human amyloid protein precursor (APP) gene, through which the amyloid B is
synthesized (13).

Currently, the zebrafish model has been explored for drug screening. Memantine has
been used in zebrafish to assess neuroprotection, however, it has no effects on locomotor
behavior (15,23—-25). Methylene blue (MB) was studied in zebrafish as an inhibitor of
aggregation, decreasing cognitive neurodegeneration and decline, however, the results
have been in constant and even contradictory (15,22).

Parkinson’s Disease in the Zebrafish Model

Zebrafish model has been widely explored in the study of Parkinson’s Disease
(PD), due to the genetic similarity to humans and also due to the dopaminergic neurons in
zebrafish’s posterior tuberculum are well characterized both in the embryonic and adulthood
stages (28-31)debilitating, neurodegenerative disorder for which the current gold standard
treatment, levodopa (L-DOPA.

Several studies identified in the zebrafish model, neurons containing tyrosine
hydroxylase (TH) in the ventral diencephalon homologous to mammals (25,32) and DP-
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related proteins such as Parkin (PRKN), protein Deglycase (DJ-1), Pten-induced kinase
1 (PINK1) and leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) (29,32). PD can be studied in the
zebrafish model through neurotoxins and genetic alterations. The neurotoxin-based models
were developed through substances such as 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP), 6-hydroxydopamine (6-OHDA), rotenone and paraquat (28).

The creation of zebrafish models associated with PD, such as the 6-OHDA model,
allows testing innovative drugs for PD. Through the zebrafish 6-OHDA model, neuroprotective
drugs such as isradipine, rasagiline and minocycline were screened, and the results suggest
that minocycline and rasagiline can protect or restore locomotor activity deficit and the loss
of dopaminergic neurons due to 6-OHDA (28).

Studies with MPTP in zebrafish result in behavioral changes, including decreased
locomotor activity associated with selective loss of dopaminergic neurons in the NHS, along
with decreased levels of striatal dopamine. The main limitation of the MPTP model is the
absence of formation of lascivious bodies (LB), one of the most important neuropathological
characteristics of PD (30,32)rodents, zebrafish, Caenorhabditis (C.. In turn, using 6-OHDA
in different regions of the brain, different phenotypes are observed in zebrafish according to
the location of the substance, since it cannot cross the BBB (17).

The phenotypes produced by 6-OHDA in Zebrafish range from alterations of the
axonal terminals, dopaminergic degeneration of neurons in the nigra substantia, decreased
levels of dopamine and norepinephrine and motor deficiencies to olfactory disorders
(21,30,32).

The 6-OHDA in Zebrafish also allowed the tracking of some therapeutic compounds
such as antioxidants and iron chending agents that demonstrated optimistic effects on
the neutralization of 6-OHDA neurotoxicity (30)rodents, zebrafish, Caenorhabditis (C.
and therapies with vitamin E, minocycline and levodopa + carbidopa where recovery of
locomotor deficiencies induced by 6-OHDA was verified (21).

Pesticides such as paraquat,induce oxidative stress and cytotoxicity in
neurons(21,30)leading todeficiencies in spatial memory, decrease in the proportion
of 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)/dopamine levels, decrease in dopamine
transporter expression,decrease inmitochondrial viability, andincrease in the expression
of antioxidant enzymes(21). Some authors suggest the presence of locomotor
alterations or anxiolytic and aggressive behaviours depending on the genotype and sex
of the fish(21,33)However, when administrated inthe water, paraquat seems to induce no
parkinsonian-like phenotypes in larvaeeand adult zebrafish(30).Inturn,studieswithrotenone
induce inconstantphenotypes(21,30,31).

Through different genetic silencing techniques, such as MOs, Custered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeatsassociated protein 9(CRISPR/Cas9)
several researchers studied in Zebrafish possible target therapies for genes associated
with PD(21,25,30,32,34,35). One of the therapies tested in zebrafish for PD was L-3,4-
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dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) in which we verified a decrease in spontaneous
swimming behaviour and a reduction in the expression of parkingenes, pink mMRNA1 and
TH protein (32).

Amyotrophic Lateral Sclerosis in the Zebrafish Model

The zebrafish presents many features of Amyotrophic lateral sclerosis (ALS),
including decreased adult swimming endurance, loss of motor neurons, paralysis and larvael
and adult neuromuscular junction defects (36—39). Currently, several studies have been
developed in zebrafish to understand the aetiology of ALS, through microinjection of cDNA
or mRNA (18,37,39,40) and techniques such as zinc-finger nucleases (ZFNs), transcription
activator-like effector nucleases (TALENs) and CRISPR/Cas9 that allow easy testing in
Zebrafish the loss or overexpression of genetic function associated with ALS (18,38). Most
of these studies focused on genes such as TAR DNA Binding Protein (TARDBP), FUS RNA
binding protein (FUS) and chromosome 9 open reading frame 72 (C9orf72) (36—38,40).

For example, ALS models generated by injection of cDNA or RNA in fertilized
eggs allowed the creation of mutant SOD1 zebrafish models, associated with interneuron
dysfunction. From the creation of SOD1 zebrafish mutant, it is possible to trace activating
substances that regulate resistance to oxidative stress such as apomorphine and riluzole,
where the neutralization of the interneuron dysfunction was observed (36).

With the development of transgenic zebrafish for ALS, it was possible to study neuronal
toxicity associated with overexpression of Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1). In zebrafish
model, the SOD1 mutation demonstrated locomotor deficiency, paralysis, changes in nerve
and muscle terminals, muscle atrophy, oxidative stress sensitivity and loss of motor neurons
(37-39). Studies in Zebrafish using the TAR 43 protein (TDP-43) (34,36,37,39) suggested
paralysis, neurodegeneration, oxidative stress in nerves and consequent deficiency of
locomotion (18,23,37,38). The injection of human mutant FUS mRNA into Zebrafish resulted
in the accumulation of cytosolic tension granules, aggregation of proteins in the cytoplasm
of motor neurons, damage in the synaptic transmission of the neuromuscular junction,
locomotor deficits and ventral root projection anomalies (18,36,37). From this model, it was
possible to study the action of MB, pleiotropic molecule, used to prevent 3 amyloid and tau
aggregation in vitro. MB in mutant zebrafish is effective in suppressing the TDP-43 and FUS
phenotypes, protecting against cellular stress and conferring neuroprotective properties
against the toxicity of TDP-43, a protein linked to the formation of amyotrophic sclerosis.
The action of MB will reduce the stress of the endoplasmic reticulum resulting from the
accumulation of mutant proteins and also restore synaptic function (22,34,38). Drugs such
as guanabenz, phenanae and salubrinal were also tested in zebrafish with ALS and also
revealed neuroprotective drugs (32,36).

A repeated expression of the hexanucleotide "GGGCC" in the non-coding region of
the C9ORF72 gene was also studied in zebrafish associated with different forms of ALS such
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as behavioural and cellular deficits related to locomotion and motor axonopathy (25,37-39).

Zebrafish Model in Neuropsychiatric diseases

The second class the neuronal diseases studied in zebrafish are Neuropsychiatric
diseases. Within neuropsychiatric diseases, we can include Epilepsy, Autism Spectrum
Disorder (ASD) and Schizophrenia (SCZ).

Epilepsy

In an epilepsy state, zebrafish presents similar behavior to human, from changes
in locomotion, hyperactivity and spasms to electrical discharges in the CNS (18,22,25,41).
Epilepsy studied in larvael and adult zebrafish through behavioural evaluation is possible
through the administration of certain drugs and genetic alterations. The most commonly
used drugs are picrotoxin, pentylenetetrazole (PTZ), kainic acid (KA) and acute caffeine
(18,22,25). The behavioural alterations described were: hyperactivity, increased body
cortisol, spasms in swimming, erratic movements, hyperventilation, fast whole-body clonic-
like behaviour and even death (22,42). The zebrafish model was also evaluated as screening
of therapeutics since these epilepsy-inducing drugs are suppressed by anti-epileptic drugs
(22,25,43,44). For example, the creation of the PTZ model of adult zebrafish was crucial for
the understanding and characterization of complex phenotypes of behavioural seizures, as
well as in the investigation of molecular/cellular changes associated with seizure episodes.

Additionally, using the PTZ larvael model, it was possible to track therapeutic genes
and identify modular seizure genes, using genetic lines (45). Other studies using Zebrafish
have evaluated different anticonvulsant drugs and vitamin K analogues (44).

Techniques such as TALENs and CRISPR-Cas9 provide additional models for
epilepsy research, creating stable genetic models targeting mutations of a single human
epilepsy gene (46). Through CRISPR-Cas9 editing it was possible to create lines of zebrafish
mutants with loss of functions for physiological comorbidities in syntaxin-binding protein 1
(STXBP1), aldehyde dehydrogenase 7 family member ai (aldh7al), among others (46).
For example, the establishment of stable mutant lines for zebrafish STXBP1 homologues
(stxbp1a and stxbp1b), characteristic of epilepsy, rebelled that zebrafish presents clinical
phenotypes similar to those of the human syntaxin binding protein 1 mutation (47).

In recent decades, a model of epilepsy in zebrafish was also developed through
the induction of N-Ethyl-N-nitrosourea (ENU), resulting in a phenotype similar to Dravet
syndrome (41,43,48).

Autism Spectrum Disorder (ASD)

Zebrafish is a very social animal living in mixed-gender groups (shoals) with

behavioural flexibility according to their social experience and a structured dominance
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hierarchy (35,49). Zebrafish develops its social components during the first month of
development, being visible at the 6th day after fertilization the first signs of shoal and later a
rapid increase in the cohesion of the schoal. In less than a month after fertilization zebrafish
already establishes social preferences associated with visual stimuli essential to their
survival and schooling and other complex social interactions in the schoal (16,24,35,49,50).

The acquired behaviours are associated with the innate tendency of an animal to
observe, mimic and approach a conspecific, characteristic preserved within the species of
social vertebrates (35). To assess the emotional and social was used inhibitory prevention
with cameras and paired with an aversive stimulus such as electric shock. In autism,
aggression and even self-aggression behaviours are common due to the inability to
process social suggestions. In zebrafish this component is observed in undulating, circular
movements of the body, biting off the head, elevation of the fins, the opening of the mouth,
pursuit of reflection and change of body colour. These behaviours were possible to identify
through various tests with the use of mirrors (49).

The creation of zebrafish models to study ASD is possible through the disturbance
of behavioural and cognitive function, by the action of drugs. For example, the use of the
N-methyl-D-aspartate receptor antagonist (NMDA), which results in zebrafish in reducing
the cohesion of the shoals and the exposure to nicotine which decreases the cohesion of
the shoals but has a small effect on the polarization of the shoals (49).

The Zebrafish genome sequence bears high similarity to humans, with approximately
858 human genes associated with ASD being identified (49). Based on these similarities,
several projects were developed based on the analysis of social behavior deficits. The ASD
study, on a genetic level, was possible from the elimination of shank3b, the induction of the
mutant ortholog Sam2 to the human gene FAM19A2 and the study of the gene centrosomal
protein 41(CEP41) (16,35,48). Using genome editing technologies such as CRISPR/Cas9-
based genome editing it was possible to develop zebrafish gene lines allowing the study of
phenotypes associated with ASD associated genetic variants. For example, using Cas9, it
is possible to induce micro-dalicis in the ortholog of zebrafish (chd8) of the CDH8 gene of
the human ASD, allowing to observe an overall increase in head size in fish, and thus mark
the parallelize with the human phenotype (49). A CRISPR study also looked at risk genes for
neuropsychic diseases such as schizophrenia and autism indicating significant behavioural
changes in the mutants inner mitochondrial membrane peptidase subunit 2 (immp2l) and
sodium channel, voltage-gated, type Il, alpha (scnilab) (35).

Schizophrenia (SCZ)

Schizophrenia is a debilitating disorder characterized by disorganized psychiatric
thinking, disorientation, hallucinations, illusions and motivational decline (18,48,51).
Schizophrenia is a genetically complex disease with the presence of more than one hundred
variants and some quite rare and harmful. Through strategies such as the introduction
of CRISPR/Cas9-mediated genome editing and other processes of suppression and
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overexpression of genes easily established in the animal model, it was possible to create
zebrafish models with genetic mutations or insertions directed to schizophrenia. The creation
of these large-scale mutant models, due to the high fertility rate of zebrafish, allowed the
study of phenotypes associated with the disease and also the screening of therapeutic
potentials (25,48).

One of the applications of the mutant zebrafish model created from techniques
such as CRISPR/Cas9, allowed to investigate the function of a rare gene associated with
schizophrenia, the disrupted in Schizophrenia 1(DISC1)(17,48). Zebrafish disc1 mutants
revealed an abnormal brain morphology in early stages of development, including changes
in the small cerebral, hypothalamic ventricles, and stress responses in the zebrafish disc1
mutants. Changes in this gene have also been studied phenotypically where phenotypes
common to schizophrenia, such as hyperlocomotion, social behaviour and memory deficits
were observed (18,22,25,35,48).

Further study of dopaminergic and glutamatergic signalling will be crucial to understand
the mechanisms involved in the neurological development aspects of schizophrenia (25).

Zebrafish Model in Oncology

Zebrafish model is nowadays a powerful tool to study tumoral process, from the
implementation of the primary tumour to its development and development of metastases.
Since the development of cancer spontaneously in zebrafish is rare, there is a need to
induce tumour formation, through xenotransplantation of tumour cells, treatment with
chemical exposure to carcinogenic or induction of genetic alterations and creation of mutant
or transgenic models(8,52,53), as shown in Figure 2.

Mechanisms of tumgr formation in zebratish
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Zebrafish xenografts allow observation of changes in morphology, migration and cell
cycle dynamics throughout tumour development. The xenotransplantation of tumour cells
in zebrafish was developed in the phases of development, embryo, larvae and adult. The
study in embryo and zebrafish larvae is very useful for its adaptive immune system and
transparency. However, xenotransplantation in adult zebrafish allows a better analogy to
human due to the tissue similarity between the mature tissues of zebrafish and the origin
of xenograft. Currently, xenotransplantation in adult zebrafish is no longer compromised
by the need to suppress the immune systems, through the use of techniques such as
irradiation vy, treatment with dexamethasone and more recently a Casper line of transparent
immunocompromised zebrafish, prkdc®'0¥®103 j|2rgg®104104  Casper-strain  zebrafish
(8,52,54,55). Zebrafish larvae and embryos may represent an interesting alternative to
adult zebrafish because they allow the analysis of microtumor formation, tumour-induced
angiogenesis and cell invasion. The study of tumour angiogenesis is also possible, due to
its vascular embryonic system. Techniques such as fluorescence microscopy in transgenic
embryos facilitate macroscopic and microscopic observation of the entire angiogenesis
process (52—-54,56).

Other studies on zebrafish have allowed tumour development and progression by
creating genetic instability and/or epigenetic changes, a common feature in human tumours
(52). Genetic instability in zebrafish is possible through reverse genetic approaches to
generate loss-of-function phenotypes, such as MOs, targeting induced local lesions in
genomes (TILLING), CRISPR/Ca9 system and transcription activator-like effector nucleases
(TALENSs) (8,53,56-58). The characterization of mutant and transgenic zebrafish lines
allowed identifying chemical inhibitors of mutant phenotypes using chemical suppressor
screens. For example, using a cell cycle stop mutant as a crash&burn (crb) it was possible
to identify oncogenic genes (59). The zebrafish model has also been used in the study of
tumour progression and self-renewal through cells in its microenvironment as called tumour-
propagating cells (TPCS) which are responsible for initiating metastasis, relapse and stem
cell-like population (52,53).

The complex and heterogeneous tumour development comprises interaction of
multiple signalling pathways. The zebrafish model through chemical genetics has allowed
the identification of molecules involved in the oncogenic signalling pathways and the
discovery of new targeted therapies (8,59,60).

The zebrafish model allowed the development of small molecule screens, resulting
from a procedure in which small molecules are tested for their ability to activate or
modify a target or a biological process of interest. For example, inhibitors of oncogenic
pathways including Wnt/b-catenin and Ras; metastasis of cancer including lymphamnesis
and angiogenesis; and cell cycle aberrations were found (8,59). Regarding the study of
tumour metastasis in Zebrafish, several tumours were studied, such as liver carcinoma,
glioblastoma, breast cancer, rhabdomyosarcoma, melanoma, neuroblastoma, among
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others(14,52,58). All the stages of the metastatic process were able to be studied
including the beginning, approaching, clustering, invading, migrating, transmigrating and
metastatic colonization (52,54,58,61). Several techniques are used to observe invasion and
metastatic dissemination, such as the fluorescent zebrafish model and the development of
transparent Casper adult zebrafish. For example, the fluorescent zebrafish model evaluates
the progression of T-lymphoblastic lymphoma (T-LBL) to acute lymphoblastic leukaemia
(T-ALL) and the transparent Casper adult zebrafish to evaluate the graft and proliferation of
pigmented melanoma cells (8,52,54,58,62).

Fluorescence transgenic zebrafish allow the detection of genes or alterations in the
signaling pathways involved in tumor development, allowing the implementation of new
therapies, through suppressive drugs, such as vascular endothelial growth factor (VEGFR)
inhibitors, inhibition of SMYDS3 (promotes cancer invasion), cell division cycle-associated
protein 7 (CDCA7) and protein human MutT Homolog1 (MTH1) (54,63).

Due to their small size, zebrafish embryos and larvaee are ideal systems for large-
scale screening of pharmacological molecules in culture plates and studies in vivo in cancer
research, several molecules can be identified and adjusted to anti-cancer therapeutic
strategies and drugs (59,62—-64). Researchers studied chemical libraries variations based
on the time and duration of exposure, chemical concentration and general toxicity. The most
used are the Chembridge DIVERSetE collection of synthetic compounds and the LOPAC
collection of bioactive (59). The zebrafish larvae and embryo has also been useful to identify
specific therapies against cancer stem cells that contribute to metastasis and relapse (59,65).
Currently, several drugs have been studied in zebrafish for various types of cancers such
as Dasatinib Quisinostat or Crizotinib for Melanoma, Indenum[1,2-b]quinoxaline derivatives
for hepatocellular carcinoma, Visfatin for breast cancer, among many others with significant
results (54,66,67).

Zebrafish Model in Kidney diseases

Zebrafish is increasingly used in kidney diseases, as they are genetically tractable
and have basic renal anatomy comparable to mammalian kidneys with tubular filtration
processing and glomerular filtration (68—72). Genetic studies by Wingert et al. have confirmed
that many genes that are localized to a specific segment in the mammalian kidney were also
expressed in zebrafish prone, such as an expression chloride voltage-gated channel K gene
(clenk) associated chloride channel in mammals in the distal regions (68,70).

Given the morphological characteristics and functioning of the zebrafish kidneys, this
animal model has been used in the study of several of these pathologies. About renal acute
injury (AKI), Zebrafish has been used to study the effect of nephrotoxic agents such as
gentamicin and cisplatin (70,72). The induction of AKl in zebrafish allowed to identify possible
targets for nephrotic recovery therapy, with for example the analogue of 4-(phenylthio)-
butanoic acid, which is an inhibitor of histone deactylase and is related to the reduction of
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cell cycle arrest and consequently renal proliferation in the context of abrupt and protracted
injury (72). Zebrafish ise also used in the study of glomerular diseases. Genome-associated
studies (GWAS) identified phosphatase acid 1 (ACPI) and the SOS Ras/Rho guanine 2
nucleotide (SOS2), which were associated with renal function and development based
on the estimated glomerular filtration rate (eGFR) (70). Genetic studies revealed several
mutations associated with renal filtration and cell growth (70).

With the use of transgenic zebrafish, it was possible to identify several mutations
associated with kidney diseases, such as underlying mutations in the FAT atypi-calcadherin1
gene (FAT1) in inoculant in steroid-resistant nephrotic syndrome (SSR) and also a specific
transgenic line of podocyte Tg (podocin:GFP) (70-72). Polycystic kidney disease and
cylopathy were also studied in this model, where it was possible to identify 12 genes
causing human cystic kidney disease in a panel of zebrafish mutants with cystic phenotypes
(70-73). Some scientists studied the relation between renal disease and apolipoprotein 1
(APOL), suggesting that zebrafish model is beneficial in the study of APOL eliminating the
potential redundancy effect because zebrafish have only one APOL orthologue and the
primates are up to five APOL genes (70). The screening and testing of drugs through the
zebrafish model, is now possible, by the knowledge of the renal physiology of zebrafish and
by laboratory procedures such as genetic screens that allow the breeding and detection of
a mutant organism (70,72).

Zebrafish Model in Ocular diseases

Ocular development in zebrafish is like humans and other vertebrates. Zebrafish
has predominantly cone-mediated vision like the human macula resulting in color vision
with a cone density close to humans. The retina in zebrafish and humans also share the
same layout, with the ganglion cell layer, the outer nuclear layer, the inner nuclear layer and
two synaptic layers. Moreover, the retinal architecture is characterized by photoreceptor
subtypes spatially arranged in a highly organized photoreceptor mosaic. Besides, the eyes
of the zebrafish are large relative to the overall size of the fish, allowing eye manipulation
easier during embryogenesis (74).

The characteristics mentioned above, and the great genetic homology enable a
widespread investigation of human ocular diseases in this vertebrate model (75). Several
researchers search for genetic modifications in Zebrafish. They have identified genome
editing technologies, such as TALENs, MOs, the clustered regularly interspersed short
palindromic repeats CRISPR-/Cas 9 system and zinc-finger nucleases (ZFNs) (74-76).
The MO knockdown technique allowed the identification of genes associated with Joubert
syndrome (JBTS). The JBTS is a type of human diseases associated with numerous
ciliopathic defects, ataxia, cognitive impairment and retinopathy (75,77). ZFNs have been
extensively studied in DNA manipulation, allowed to induce gene expression in zebrafish
for further mechanistic studies of eye phenotypes. The use of ZFNs allowed the study of
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hereditary mutations and somatic mutations. Using ZFNs it was possible to create clarin 1
(clrn1 gene) mutants, associated with syndrome type lll, which leads to progressive loss
of vision in patients (75,78). From 2011, several studies were developed using TALENS,
which can be more easily designed than ZFNs. With the use of TALENSs it was possible to
establish a link between eye diseases and target genes, such as elongation Factor Tu GTP
Binding Domain Containing 2 (EFTUD2 gene), beta 3-glucosyltransferase (BSGLCT gene),
mab-21 like 2 (MAB21L2 gene), abelson helper integration site 1 (AHI1) and paired like
homeodomain 2 (PITX2 gene) (75,79-81).

Currently, studies have been conducted on the modeling of human eye diseases
with CRISPR/Cas9 system in zebrafish (75,82). Using CRISPR-Cas9 it was possible to
establish a line of zebrafish with elimination of the mutation in the frame in the chaperonin
containing TCP1 Subunit 2 (cct2 gene). As heterozygous mutations composed in CCT2,
resultin symptoms such as sunken eyes, early-onset blindness, photophobia and oculodigital
signs, well characteristic of Leber Congenital Amaurosis (LCA). Through the retina of the
homozygous mutant, we can associate cct2 with the significant death of the cell in the
developing neural retina, a phenotype similar to that of retinal pathology in human patients
of LCA (75,83). Associated with each phenotype of eye disease, these zebrafish genes
homologous to humans were identified through zebrafish mutant/morphant establishment.
For example, associated with Coloboma we identified mutant adenomatomas polyposis coli
(apc) homologous to the human gene APC and associated with Corneal dystrophies and
cataract we identified laminin a1 (Lama1), homologous to the human LAMA1 gene(74).

The Microphthalmia was studied in zebrafish identifying genes such as SRY (sex-
determining region Y)-box 2 (SOX2 gene), the gene most associated with this disease, and
the patched 1 (PTCH1) gene. Using CRISPR/Cas9- mediated knockout zebrafish, it was
possible to identify the characteristic phenotype of patients as defects of the terminal nerve
and ethmoid plate and decreased eye size (74,75). In Arhinia Microphthalmia Syndrome,
we used CRISPR/Cas9 edited smchd1 knockout zebrafish in which phenotypes such as
ethmoid plate defects, eye size and terminal nerve were observed (75). Mutant zebrafish
models were used in the study of ocular coloboma, allowing to understand the optic fissure
morphogenesis and orthologues of the human ocular coloboma, characteristic of retinal and
lens defects. The creation of mutant zebrafish models allowed to better understand ocular
coloboma. For example, homozygous mutant zebrafish for the paired box gene 2 (pax2)
mutation is associated with a defect in the closure of optic fissure and recessive mutations
in genes such as laminin-y1 (lamc1), laminin-B1 (lamb1a), growth factor and growth
differentiation 6 (gdf6a), adenomatous polyposis coli (apc), patched1 (ptc1) and n-cadherin
(ncad). These mutations were associated with pathological changes in the extracellular
matrix position compromising tissue function and persistence of optic fissure (74,75). In
retinal degeneration, a model expressed a human RHO transgene with a truncated mutation
Q344X, associated with the autosomal dominant form of the disease and the pde6c zebrafish
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mutant, that cause changes in zebrafish vision (84).

However, many other studies in pathologies such as Glaucoma (74,80), Cyclopia
(74), Corneal dystrophies (74), Cataract (74,85), Ocular albinism (74), retinitis pigmentosa
(74,84), genetic correlations and pathologic phenotypes were also identified (74). The
Zebrafish model is used in the study of ocular toxicity and screening of therapeutic drugs
for eye diseases. Unlike other animal models, Zebrafish has an unusual characteristic, the

retina can regenerate (74,86).

CONCLUSION

The study of the anatomical structure and metabolism of the zebrafish model
revealed an intimate connection with the human, suggesting that this model is desirable for
the study of various human pathologies. Although zebrafish do not spontaneously develop
diseases similar to humans, their genetic and behavioral homology allows the induction of
the pathological state. The establishment of genetic screens and the easy manipulation of
the genome allows basic and transactional investigation of cell biology and pathogenesis.
This animal model proved important in the identification, testing of inhibitors, and genetic or
chemical suppressors associated with phenotypes of different diseases. The transparency
of the embryo and zebrafish larvae make this model unique for the direct visualization of
cellular dynamics, allowing a better understanding of the development and progression of
complex diseases such as cancer and neurodegenerative diseases. In recent years, the
zebrafish model has proven satisfactory results regarding the diagnosis and prognosis of
human diseases, as well as in the discovery of new therapies. Being a low-cost model,
comparing with other models used widely, shares a high genetic similarity with the human,
high fecundity and easy chemical absorption makes zebrafish a powerful model in the
screening of new drugs and therapies directed to human diseases.
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RESUMO: Relatamos os achados clinicos
e citogenéticos de um recém- nascido (RN)
apresentando uma associacdo de sindromes
genéticas raras caracterizadas por um
cromossomo Y adicional e uma delegéo do brago
curto do cromossomo 18, cari6tipo 47,XYY,del(18)
(p11.1), sem precedentes na literatura. Ao
nascimento, foi evidenciada genitalia ambigua,
anus impérvio e uma fistula abaixo do que seria o
oOstio da uretra. Ao exame clinico detalhado, néo
foram visualizadas outras alteragGes fenotipicas.
Até os 7 meses de vida, a crianga ndo apresentou
atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor
condizentes com as alteragbes citogenéticas
encontradas. A descricdo clinica e laboratorial
de pacientes apresentando sindromes raras
€ de suma importancia, visto que as mesmas
apresentam um amplo espectro clinico e a
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avaliacdo dessas alteragbes genéticas possibilita uma correlagcdo fendtipo e gendtipo
indispensavel para uma maior acuidade no aconselhamento genético, além do entendimento
da doencga e melhores estratégias terapéuticas.

PALAVRAS - CHAVE: sindromes genéticas raras, citogenética convencional, estratégias
terapéuticas.

ASSOCIATION OF XYY SYNDROMES AND DELETION OF THE SHORT ARM OF
CHROMOSOME 18 IN A NEWBORN: CASE REPORT

ABSTRACT: We report the clinical and cytogenetic findings in a newborn who has an
association of rare genetic syndromes characterized by an additional Y chromosome and a
deletion of the short arm of chromosome 18, karyotype 47,XYY,del(18)(p11.1), never described
in the scientific literature. At birth, were evidenced ambiguous genitalia, impervious anus and
a fistula below what would be the urethral ostium. Upon detailed clinical examination, other
phenotypic changes were not seen. Up to 7 months of age, the child didn’t show delays in
neuropsychomotor development consistent with the cytogenetic changes found. The clinical
and laboratory description of patients with rare syndromes is very important, since it shows
a broad clinical spectrum and the evaluation of these genetic alterations allows a correlation
between phenotype and genotype, which is essential for greater accuracy in genetic
counseling, in addition to the study of the disease and better therapeutic strategies.
KEYWORDS: rare genetic syndromes, conventional cytogenetics, therapeutic strategies.

11 INTRODUGAO

Durante o processo de formacdo dos gametas, a estabilidade cromossémica
numérica e estrutural é de fundamental importancia para que o desenvolvimento
embrionario aconteca de maneira correta. Qualquer alteracdo neste padrdo acarretara
em um desbalanco na expressdo génica, gerando um concepto fenotipicamente anormal
ou inviavel. As aneuploidias sdo alteragdes numéricas caracterizadas pela presenca de
um numero de cromossomos ndo multiplos exatos do conjunto haploide, constituindo a
anomalia cromossémica mais prevalente em humanos. A presenca de cépias extras dos
cromossomos sexuais € mais frequente em comparagéo aos cromossomos autossomicos,
visto que 0os mesmos apresentam uma maior susceptibilidade a erros durante a meiose,
principalmente na meiose paterna, onde os cromossomos sexuais X e Y pareiam-se
apenas pelas regides pseudoautossOmicas, apresentando assim uma maior instabilidade
sinptica. Além disto, copias extras de cromossomos autossémicos sdo em grande maioria
deletérias, sendo apenas algumas compativeis com a vida (MALUF et al., 2011).

Ja as alteracbes cromossOmicas estruturais podem ser classificadas em
balanceadas, isto €, sem ganho ou perda de material genético, ou ndo balanceadas,
com ganho ou perda de fragmento cromoss6mico. A delecdo € um exemplo de alteragéo
estrutural desbalanceada, onde uma porgéo € perdida em um dos bragos do cromossomo,
levando a uma monossomia parcial do mesmo (MALUF et al., 2011).

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 14 “



A sindrome XYY, conhecida como duplo Y, apresenta uma frequéncia de 1:1000
nativivos do sexo masculino e ocorre devido a um erro no estagio Il da meiose na
espermatogénese ou em decorréncia de uma falha durante o processo de diviséo celular
na mitose poOs-zigbtica, de forma que alguns espermatozoides sdo constituidos por dois
cromossomos sexuais Y. Homens com essa sindrome raramente apresentam malformacgées
congénitas, a maioria €& diagnosticada tardiamente devido as graves alteracbes
comportamentais, como déficit de atencdo, hiperatividade e autismo. Fenotipicamente,
podem apresentar alta estatura, hipotonia muscular, anormalidades neuroldgicas, entre
outras (JACOBS et al., 1965; MBAMOGNOUA et al., 2020).

A sindrome da dele¢édo do braco curto do cromossomo 18 (OMIM #146390) foi o
primeiro exemplo de monossomia autossdmica parcial descrita com maior sobrevida. Sua
incidéncia estimada é de 1:50.000 nascidos vivos, sendo mais frequente em mulheres,
considerada rara, principalmente em individuos do sexo masculino. As manifestaces
clinicas desta sindrome séo diversas, variando de acordo com o tamanho do fragmento
perdido e genes envolvidos, sendo o atraso no crescimento e desenvolvimento cognitivo,
baixa estatura e altera¢des craniofaciais, as mais comuns. A maioria dos casos envolvendo
a delecédo do brago curto do cromossomo 18 (18p-) é causada por delecoes espontéaneas
(de novo), os demais decorrem da formacédo de anéis cromossdmicos e de rearranjos
cromossdmicos desequilibrados (MARANDA et al., 2006; Ql et al., 2019).

A investigac@o de pacientes com alteracdes cromossémicas raras € de extrema
relevancia, pois possibilita uma melhor compreenséo clinica e prognéstica. Portanto, o
relato de caso de um recém-nascido (RN) com o caridtipo 47,XYY,del(18)(p11.1) trara
muitas contribuicbes para a comunidade cientifica, considerando a auséncia de relatos de
associagao das duas sindromes em um mesmo individuo semelhantes na literatura.

21 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa iniciou-se a partir da realizacdo do exame de cari6tipo de banda G do
RN pelo Departamento de Citogenética do Instituto Hermes Pardini. A realizagcdo do exame
possibilitou o diagnostico do paciente, através da analise dos cromossomos pela técnica de
bandeamento G padréo (DRETS, M.E., & SHAW, M.W., 1971). O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando a utilizagao do resultado, assim como o histérico
clinico e laboratorial e quaisquer outras informacgdes relevantes para o uso em pesquisa e/
ou divulgacéo cientifica foi assinado pela responsavel pelo paciente.

Posteriormente, foi feita uma revisédo bibliografica nos bancos de dados publicos
disponiveis (PubMed, MedLine), incluindo estudos sobre as sindromes em questéo.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Trata-se de um RN, primeiro filho de casal higido, ndo consanguineos e sem historico
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familiar de malformagbes congénitas. A mae apresentava 40 anos de idade, GllI PIl, AO.
Nega histérico de intercorréncias durante o periodo pré-natal. Ainda sem conhecimento da
gestacao foi submetida a um tratamento psiquiatrico com a medicagédo Paroxetina 20mg,
1 comprimido a noite, interrompendo o uso logo ap6s a descoberta da gravidez, aos dois
meses (aproximadamente com 8 semanas de idade gestacional). Nega exposi¢céo a outros
agentes teratogénicos. O pai, com 49 anos de idade, possui duas filhas gémeas, higidas,
de 29 anos, provenientes de sua primeira uniéo.

Acrianca nasceu de parto cesareo, a termo (39 semanas), pesando 3.320g, estatura
de 49 cm, perimetro cefalico de 36 cm e apgar 9/10/10. Ao nascimento, foi evidenciada
genitélia ambigua (presenca de grandes labios e clitéris proeminentes ou pénis e bolsa
escrotal ndo fundida) e anus impérvio. Ao exame clinico detalhado, foi visualizada a
presenca de uma fistula abaixo do que seria o0 6stio da uretra com saida de mecénio, sem
outras alteragdes morfolégicas ao exame fisico.

Durante a triagem neonatal, foi realizada a manobra de ortolani, com resultado
negativo, teste reflexo vermelho, teste do pezinho e triagem auditiva, ambos sem alteracoes.
Na unidade de terapia intensiva neonatal, realizou ultrassonografias dos rins e vias urinarias,
evidenciando hidronefrose bilateral grau 1 e da pelve com a presenca dos testiculos em
regido inguinal, bilateral e epididimos correspondentes. Além de raio-X do abddémen com
auséncia de ar em ampola retal e perfil com reto terminando na regido da fistula e do
torax sem alteracdes. O ecocardiograma apresentou forame oval patente (normal para a
idade). Devido a sepse neonatal, a colostomia néo fora realizada de imediato, a alternativa
encontrada pela equipe cirurgica foi dilatagcéo da fistula, com saida de grande quantidade de
mecobnio, melhorando imediatamente a distenséo abdominal. Realizada colostomia com 11
dias de vida, sem intercorréncias. Em nenhum momento necessitou de suporte ventilatorio.
Foi realizada a dosagem de 17-Alfa-Hidroxiprogesterona, apresentando resultado normal,
descartando assim a hipdtese de hiperplasia adrenal congénita. Por fim, foi feito o cari6tipo
por banda G, revelando o resultado 47,XYY,del(18)(p11.1) (Figura 1). Recebeu alta em seio
materno apés 17 dias de internacao.

A Genética e a Construcao de Novos Paradigmas nas Ciéncias da Vida Capitulo 14




e
Y
g W% -
T

2

o ar

it & z

” - 35 3( ha |
6 T 8 9 1 1 12
g8d £} 18 BF 1% Ba
13 14 15 16 17 18

-

= 2B YT i 2
19 20 21 22 X Y

Figura 1: Cari6tipo Banda G- 450 Bandas.

Resultado: 47,XYY,del(18)(p11.1), setas indicam os cromossomos alterados.

Fonte: Banco de dados do Departamento de Citogenética do Instituto Hermes Pardini.

Ao completar um més de vida, o bebé realizou um raio-X da coluna lombar
apresentando corpos vertebrais de forma, estrutura e contornos normais, pediculos e
espacos intervertebrais conservados. Aos quatro meses de vida, foi realizado o exame
ecocardiografia transtoracica color doppler apresentando todas as medidas ecograficas
normais e valvas sem alteracbes, sem evidéncias de cardiopatia com repercusséo
hemodinamica atual. A dosagem do horménio foliculo estimulante, horménio luteinizante,
cortisol basal e T4 livre, também foram normais.

A ultrassonografia do aparelho urinario foi repetida ap6s seis meses do nascimento,
mostrando os rins com forma, contorno, dimensdes, topografia e eixos normais, parénquima
conservado e diferenciado em sinusial e cortico-medular bilateralmente, ou seja, sem a
presenca de hidronefrose bilateral. Foi realizada também a ultrassonografia craniana,
apresentando resultado normal.

Na ultima consulta de rotina ao pediatra, realizada em fevereiro/2021, aos 7 meses
de vida, ndo foram observados atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. Suas medidas
antropométricas (estatura de 63 cm, 44 cm de perimetro cefalico e peso 5.740 g) estédo
dentro do escore esperado pela Organizacdo Mundial da Saude (2006) (GARZA 2006),
embora o0 ganho de peso néo tenha sido o ideal. Uma equipe multidisciplinar o acompanha
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constantemente.

A Paroxetina, também conhecida como Cloridrato de Paroxetina, € um medicamento
antidepressivo da classe dos inibidores seletivos de receptacdo da serotonina (SSRI).
Até meados de 2005, era considerada uma droga segura durante o periodo pré-natal,
posteriormente, a farmacéutica GlaxoSmithKline (GSK) publicou em seu site que a utilizagcao
do referido medicamento no primeiro trimestre de gravidez seria um fator de risco para
malformacdes congénitas, em especial as cardiopatias, mudando assim a sua classificagcao
de risco para Categoria D na gestacédo (GlaxoSmithKline, 2005). Desde entédo, varios
estudos em diversas populag¢des foram feitos com a finalidade de avaliar a teratogenicidade
da droga. Os resultados obtidos foram conflitantes em relagdo as malformag¢des maiores,
mas em relacdo as malformacdes cardiacas, foram significantes (BERARD et al., 2016;
EINARSON, 2010). Sendo assim, considerando as malformagbes cardiacas o achado
clinico de maior relevancia ao uso da Paroxetina no primeiro trimestre de gravidez, pode-
se inferir que as malformagdes encontradas no concepto podem néo estar relacionadas ao
uso do medicamento, indicando maior relevancia as alteragdes citogenéticas encontradas.

As malformacdes genito-urinarias apresentadas pelo RN podem estar associadas
a delecao 18p. A criptorquidia, anomalia urogenital mais comum, esta mapeada na regido
18p11.32p11.31. Nesta regido, estdo presentes os genes TGIF1, THOC1E CETN1, ligados
ao desenvolvimento deste sistema (tabela 1). A delegédo do gene TGIF1 estéa relacionada a
holoprosencefalia (HPE) e suas microformas, cerca de 10 a 15% dos individuos com 18p-
manifestam a doengca (WANG et al., 2009; TATSI et al., 2013; HASI-ZOGAJ et al., 2015).
Tatsi et al. (2013) demonstraram que a além da HPE, alteragbes na expresséo génica de
TGIF1 estao envolvidos na sindrome de interrupgédo da haste hipofisaria, que normalmente
manifestam-se na infancia com hipoglicemia, falhas no crescimento devido as deficiéncias
dos hormonios hipofisarios e micropénis. A haploinsuficiéncia génica de THOC1 e CETN1
pode estar ligada ao desenvolvimento anormal testicular. Ja o gene TXNDCZ2 localizado em
18p11.22, responsavel pela expressao proteica da tiorredoxina nos testiculos, envolvida
nos estagios finais da espermatogénese, pode cursar em infertilidade (Tabela 1) (JIMENEZ
et al., 2002; WANG et al., 2009; HASI-ZOGAJ et al., 2015).
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Gene Localizacdo Efeitos Haploinsuficiéncia Referéncia

TGIF1 18p11.31 HPE; Tatsi et al., 2013

Sindrome de interrupgao da haste hipofisaria

THOC1 18p11.32 Desenvolvimento testicular anormal Wang et al., 2009;

Hasi-Zogaj et al., 2015

CETN1 18p11.32 Desenvolvimento testicular anormal Wang et al., 2009;

Hasi-Zogaj et al., 2015

TXNDC2 18p11.22 Infertilidade Jimenez et al., 2002

Tabela 1- Efeitos da Haploinsuficiéncia dos genes relacionados as malformagdes genito-
urinarias mapeados no cromossomo 18p.

A presenca do cromossomo Y adicional também pode ter corroborado para a
existéncia de genitalia ambigua no recém-nascido, embora malformagbes em individuos
47,XYY seja rara. Mbamognoua e colaboradores (2020), relataram o caso de um jovem com
17 anos de idade, com caribtipo 47,XYY, que ao exame clinico foi constatado micropénis,
ginecomastia bilateral estagio Il sem secrecao mamilar, testiculos com 3,5 cm e pelos
pubianos, ambos no estagio de Tanner Il. A relagédo testosterona/DHT (diidrotestosterona
plasmatica) foi avaliada, o resultado encontrado foi maior que 20 (=29), permitindo assim
concluir a deficiéncia da enzima 5-alfa redutase. Tal enzima é responsavel pela catalisagéo
da testosterona em di-hidrotestosterona, horménio primordial no processo de diferenciacéo
da genitalia externa e do trato urogenital masculino. A deficiéncia de 5-alfa redutase é
considerada uma doenca rara, cursando em um pseudo-hermafroditismo masculino. A
deficiéncia enzimatica foi possivelmente explicada pela duplicidade do cromossomo Y,
contudo, em individuos XYY com fung@o gonadotrépica normal, esta hipétese ndo seria
aceita (MBAMOGNOUA et al., 2020).

A malformacéo anorretal também pode estar associada a 18p-, embora ainda néo
haja genes especificos descritos nesta regido que poderiam estar modulando para esta
anomalia, esta malformacao esta associada as regides consideradas como criticas em
18p, onde a dosagem génica ainda néo foi estabelecida. Essas regides criticas ja foram
relacionadas a variados fenotipos, tais como, anomalias estruturais da hipéfise, deficiéncia
auditiva, tetralogia de Fallot, doencas autoimunes, criptorquidia, agenesia sacral,
estrabismo, displasia de quadril, entre outros (HASI-ZOGAJ et al., 2015).

Individuos portadores da delecdo de 18p apresentam um amplo espectro de
fenétipos, algumas manifestagbes clinicas iniciam no periodo pré-natal e muitas outras
apds o nascimento. A grande heterogeneidade genética da regido em hemizigose poderia
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explicar tais variagbes, pois muitos genes que compdem a regido 18p quando em coépia
Unica causam fendtipos de baixa penetrancia (SEBOLD et al., 2015).

41 CONCLUSAO

O referido estudo descreveu a associacédo de duas sindromes raras em um mesmo
individuo, sem precedentes na literatura. Os resultados da pesquisa evidenciaram que
ambas as alteracbes genéticas possivelmente afetaram o fenétipo do paciente.

A descrig@o clinica e laboratorial de pacientes apresentando sindromes raras é de
suma importéncia, visto que as mesmas apresentam um amplo espectro clinico e a avaliagdo
dessas alteragbes genéticas possibilita uma correlagéo fenétipo e genoétipo indispensavel
para uma maior acuidade no aconselhamento genético, além do entendimento da doenca

e melhores estratégias terapéuticas.
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RESUMO: A sindrome de delegéo do brago curto
do cromossomo 18 é uma altera¢do rara, com
espectro clinico amplo, variando de acordo com
o0 tamanho do segmento perdido e numero de
genes envolvidos. As principais caracteristicas
desta sindrome sé@o baixa estatura e alteracdes
craniofaciais. Neste artigo, apresentamos uma
menina de dois anos encaminhada ao setor
de citogenética do Instituto Hermes Pardini,
com déficit de crescimento pés-natal e atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor. Aos
10 meses, foram evidenciadas dismorfias
craniofaciais e encurtamento de membros,
com idade Ossea aos 15 meses equivalente a
3 meses de vida. O resultado do seu cari6tipo
foi 46,XX,del(18)(p11.2), envolvendo a delecdo
de aproximadamente 66 genes (OMIM), onde
alguns deles apresentam fungbes que poderiam
estar modulando o fenétipo relatado. Como
a baixa estatura é um dos principais achados
clinicos frequentemente descritos associados
a sindrome 18p-, sugerimos que essa delecdo
seja incluida no diagnéstico diferencial de
criangas que apresentam este fen6tipo. O exame
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citogenético por bandamento G é de suma importancia no diagnéstico destes pacientes,
tanto para identificar este tipo de alteragdo cromossémica, como para o aconselhamento
genético familiar.

PALAVRAS - CHAVE: Baixa estatura, sindrome de dele¢édo 18p, atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor, citogenética.

18p DELETION SYNDROME AS A DIFFERENTIAL DIAGNOSIS FOR LOW
STATURE: CASE REPORT

ABSTRACT: The short arm deletion syndrome of chromosome 18 is a rare disorder, with a
broad clinical spectrum, varying according to the size of the lost segment and the number of
genes involved. The main characteristics of this syndrome are short stature and craniofacial
changes. In this article, we present a two years old girl referred to the cytogenetics sector of
the Hermes Pardini Institute, with postnatal growth deficit and delayed neuropsychomotor
development. At 10 months, craniofacial dysmorphia and limb shortening were evidenced,
with bone age at 15 months old equivalent to 3 months old. The result of her karyotype was
46,XX,del(18)(p11.2), involving the deletion of approximately 66 genes (OMIM), where some
of them have functions that could be modulating the reported phenotype. As short stature
is one of the main clinical findings frequently described in association with 18p- syndrome,
we suggest that this deletion be included in the differential diagnosis of children with this
phenotype. Cytogenetic examination by G banding is very important in the diagnosis of these
patients, both to identify this type of chromosomal alteration for the family genetic counseling.
KEYWORDS: Short stature, 18p deletion syndrome, neuropsychomotor developmental delay,
cytogenetic.

11 INTRODUGAO

As anomalias cromossémicas sdo alteragbes na estrutura ou no numero dos
cromossomos do individuo e podem envolver tanto cromossomos autossomos, como
sexuais, resultando em mudancas na express@o génica. Aproximadamente 0,8% dos
nascidos vivos apresentam algum tipo de anomalia e metade desses exibem um feno6tipo
anormal (SHARKEY et al., 2005). A alteracao fenotipica mais comum observada em criangas
e adolescentes é o atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (VASCONCELOS, 2004).

A sindrome de dele¢céo do brago curto do cromossomo 18 (OMIM #146390), ou
sindrome de Grouchy, foi descrita pela primeira vez em 1963 (THIEFFRY et al., 1963; de
GROUCHY et al., 1964). E uma alteragdo cromossomica rara, com incidéncia de 1:50.000
nascidos vivos. Os pacientes apresentam um amplo espectro clinico, variando de acordo
com o tamanho do segmento perdido e numero de genes envolvidos. Sendo assim, 0s
sinais clinicos bem descritos associados a melhor definicdo de ponto de quebra, tém sido
preconizados por diversos autores, no intuito de relacionar qual gene esta modulando para
cada fenotipo (CODY et al., 2009a; CODY et al., 2009b; SEBOLD et al., 2015).

A sindrome 18p- acomete principalmente individuos do sexo feminino. As

caracteristicas desta sindrome variam de anomalias congénitas menores a holoprosencefalia,
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sendo a baixa estatura e alteragdes craniofaciais as mais comuns (PACHAJOA, 2016; SUN
etal., 2018).

Aproximadamente 85% dos casos originam de delecbes de novo e o restante
estdo relacionados a rearranjos estruturais desequilibrados (SPINNER & EMANUEL,
2002). Apesar dos avancos tecnoldgicos, a citogenética convencional continua sendo uma
ferramenta fundamental no diagnéstico dos pacientes, tanto para identificar qual tipo de
alterac@o, como para aconselhamento genético.

Aqui, relatamos o caso de uma menina com delecédo de novo do 18p, utilizando o
cariétipo convencional como teste diagnostico.

21 MATERIAS E METODOS

Este estudo atendeu aos principios da Declaracdo de Helsinque. O formulario
de consentimento para a publicacdo (Anexo 1) e as imagens que o acompanham foram
assinados pelos responsaveis pela paciente.

O diagnéstico da paciente foi realizado por meio de analise cromossdmica em células
do sangue periférico, seguindo a metodologia de bandeamento G padrado (DRETS, M.E.,
& SHAW, M.W., 1971). O procedimento também foi realizado nos genitores da probanda.

Realizamos uma revisdo da literatura e incluimos pacientes com a sindrome 18p-

relatados anteriormente em bancos de dados publicos disponiveis (PubMed, Medline).

31 RESULTADO E DISCUSSAO

A probanda é uma menina, com idade atual de 2 anos e 2 meses de vida. Nasceu
de parto cesareo, com 38 semanas, pesando 2670g e 42cm, com perimetro cefalico 34cm
e apgar 9/9. Segunda filha de casal ndo consanguineo, a mae com 39 anos de idade,
alega gestagdo normal sem nenhuma intercorréncia, negando uso de teratdgenos durante
a gestacao, informando apenas o uso de Aerolin ®, devido as crises de asma. O casal
possui uma filha saudavel, com idade atual de 6 anos, além de um menino de 14 anos,
higido, proveniente da primeira unido paterna. Ambos negam casos de malformagbes ou

deficiéncia intelectual na familia, conforme heredograma abaixo (Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do heredograma da probanda contemplando trés
geracgoes.

No teste do pezinho, ndo foram observadas alteragbes, ao contrario do teste da
orelhinha, cujo resultado identificou baixa amplitude auditiva e foi solicitada repeticdo do
mesmo. A audiometria comportamental ndo apresentou alteragdes.

Os marcos motores de desenvolvimento da probanda né&o foram registrados no
periodo esperado, seu desenvolvimento ndo correspondia a sua idade cronoldgica.

Aos quatro meses, comegou a sustentar a cabeca e, com cinco meses de vida, fez
sua primeira internac¢do hospitalar, devido a bronquiolite, durante 23 dias. Nesse periodo,
foi observado pela pediatra membros curtos, sendo indicada avaliagédo ortopédica que nao
identificou anormalidades.

Entre 9 e 10 meses, comecou a sentar sozinha, comportamento normalmente
observado em torno do 5° més, onde a crianga comeca a sentar com apoio e, no 7° més ja
€ capaz de sustentar o tronco permanecendo ereta sem apoiar. Neste periodo, a paciente
foi encaminha ao geneticista por suspeita de sindrome Down.

Com 10 meses de vida, pesava 6260kg, com estatura de 60 cm e perimetro cefalico
de 42cm. Foram evidenciadas dismorfias craniofaciais caracterizadas por fontanela
anterior, amplas fendas oculares de inclinagédo inferior, filtrum longo e liso, raiz nasal plana,
ponte nasal afilada, alas nasais largas, orelhas de baixa implantacdo com fistula auris a
direita. Encurtamento rizo-mesomélico e dobras extras de peles nos membros superiores
e inferiores.

Foram realizados ultrassons do abdémen e do quadril, que ndo revelaram alteragdes,
e o de transfontanela, onde foi possivel observar uma leve dilatagdo dos ventriculos
laterais. Também nédo foram encontradas alteracées no ecocardiograma, bem como no

raio-x da coluna.
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Aos 15 meses de vida, a sua idade 6ssea era equivalente a 3 meses, momento que
comecou a dar os primeiros passos com apoio, andando somente a partir dos 2 anos de idade.
Atualmente, evolui com atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e déficit importante no
crescimento péndero-estatural (<<P2) (Foto 1). Nao apresenta desenvolvimento tipico da

linguagem e da fala, discorrendo poucas palavras, sem conseguir junta-las em frases.

Foto 1 - Caracteristicas fenotipicas da probanda atualmente com 2 anos 6 meses de vida

O resultado da analise cromossémica da paciente foi 46,XX,del(18)(p11.2), conforme
a figura 2. O cariétipo materno obteve resultado normal (46,XX) e o paterno apresentou
somente heteromorfismos citados em padronizagdo de nomenclatura internacional como
variantes normais (46,XY,14cenh+,15pstk+)(ISCN,2016).
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Figura 2 — Carié6tipo de banda G da paciente apresentando a dele¢do no cromossomo 18
indicada pela seta preta.

Fonte: Banco de dados do Departamento de citogenética do Instituto Hermes Pardini

A delecéo do brago curto do cromossomo 18, encontrada na nossa paciente,
acomete genes que desempenham func¢des importantes, como os genes LAMA1, DLGAP1,
MTCL1, FAM210A, USP14 e SMCHD1, conforme a figura 3.

Figura 3 — Genes importantes destacados em azul, localizados no brago curto do cromossomo
18. Idiograma do cromossomo 18, com retangulo vermelho evidenciando a regido deletada na
paciente. Fonte:Adaptado de Decipher (FIRTH, H.V et al. 2009)
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Os genes LAMAT1, DLGAP1 e MTCL1 sao conhecidos por participarem do
desenvolvimento do cerebelo, fungdes ligadas ao sistema nervoso central e na diferenciacéo
do segmento inicial axénico das células neuronais (ALDINGER et al., 2014, KIM et al.,
1997). Desta forma, pressupde-se que a haploinsuficiéncia desses genes estaria envolvida
com as alteragbes neurologicas observadas na paciente relatada. No banco de dados
DECIPHER, tais perdas génicas sao classificadas como patogénicas.

Segundo Wester et al., (2006), a regido entre 18p11.1 e 18p11.21 parece ser critica
na determinacédo da deficiéncia intelectual, visto que alguns pacientes com delecbes mais
distais apresentam desenvolvimento intelectual normal.

As disfungdes neuromusculares observadas podem estar relacionadas a perda do
gene MYOMT1 presente na regido. Este gene codifica a proteina (Myomesin 1) que € um
componente estrutural importante de miofibrilas do tecido muscular (GUILHERME et al.,
2014). Um estudo recente de Nasir et al., (2006), pesquisou uma mae e filho com distonia
muscular e verificou que ambos apresentavam sindrome 18p-, envolvendo este gene.

O gene FAM210A tem um papel crucial na regulacdo da estrutura, fungéo éssea
e muscular, sugerindo assim que esse gene esteja contribuindo com baixa estatura e
disrupcao motora observada (TANAKA K.1. et al., 2018).

Também vale destacar o gene SMCHD1, essencial na inativagdo do cromossomo
X, mesmo sem relatos de associagdo de haploinsuficiéncia do mesmo com alteragées no
crescimento, outros pacientes com mutacdo neste gene ja foram descritos com fen6tipo de
baixa estatura, anomalias faciais e distrofia muscular (KINJO et al., 2020, XU, L.J. et al.,
2017 & QI HONG M.D. et al., 2019).

O gene USP14 também encontra-se deletado e sua mutagdo vem sendo associada
a retardo do crescimento. Estudos em camundongos mostraram que a mutagcdo do gene
USP14 em homozigose resultou na reducéo de expressao de proteinas, levando os animais
a apresentarem déficit de crescimento e alteragdes graves de comportamento (ANDERSON
et al., 2005). Em um estudo realizado por Brenk et al., (2007), quatro pacientes com
delecbes 18p apresentaram deficiéncia de crescimento pos natal e convulsées, sugerindo
que alteragbes na regido localizada entre 18p11.3 e 18p11.2 estdo relacionadas a este
feno6tipo. Desta forma, a expressdo monoalélica de SMCHD1 e USP14 pode estar
corroborando para o quadro clinico da paciente aqui apresentada.

No quadro 1, estdo descritos os principais feno6tipos encontrados em pacientes
relatados anteriormente em bancos de dados que apresentam a sindrome de dele¢do do
cromossomo 18p, além da paciente relatada no presente artigo.
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Autor Principais fenétipos associados
Baixa ADNPM | Dismorfismos | Holoprosencefalia
estatura

Maranda, B. et al., 2006 X X X

Babaiji, P. et al., 2014 X X X
Pachajoa, H. 2016 X X X
Xu, LJ. etal, 2017 X X X
Crosiers D. et al., 2018 X X X
Mello, C.B et al., 2018 X X X
Qi Hong M.D. et al., 2019 X X
Probanda X X X

Quadro 1 — Principais fen6tipos associados a sindrome do cromossomo 18p.

A grande variabilidade fenotipica, relacionada a sindrome de delecdo do 18p
dificulta seu diagnéstico, ndo sendo possivel a suspeita da mesma somente através de
sinais clinicos. A sindrome de delecdo de 18p tem como principais achados clinicos atraso
de desenvolvimento/dismorfias e baixa estatura, podendo evocar a sindrome de Down,
como ocorrido na paciente apresentada, bem como a sindrome de Turner.

Sendo assim, o exame citogenético por bandamento G € de suma importancia e
indispensavel. Além disso, é essencial no aconselhamento genético, pois modifica o calculo

de risco de repeticdo na prole quando ha rearranjo equilibrado em um dos progenitores.

41 CONCLUSAO

O presente artigo apresentou o caso de uma menina encaminhada ao geneticista por
suspeita de sindrome de Down, apresentando atraso de desenvolvimento e baixa estatura.
ApOs o teste citogenético, foi constatada a dele¢do de novo do brago curto do cromossomo
18, caracterizando a Sindrome de Grouchy.

Considerada uma sindrome rara, a publicacdo de novos casos auxilia no
conhecimento de suas caracteristicas clinicas, ajudando no diagnéstico precoce. Apesar de
nao existir tratamentos especificos, intervencdes reabilitadoras precoces sdo recomendadas
para estimular o desenvolvimento das habilidades psicomotoras, proporcionando melhor
qualidade de vida.

Apoio e Financiamento Instituto Hermes Pardini.

Os autores declaram que nao ha conflitos de interesse.
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