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Resumo

O microscopio Optico - conhecido desde o século XVII, mas s6 utilizado para fins
cientificos de modo mais sistematico a partir do século XIX - revolucionou decisivamente a
pesquisa em biologia, trazendo indmeras revelacdes e fundamentando novas teorias e
disciplinas. Ja no final do século XIX, o aperfeicoamento desse instrumento garantiu a
visualizacdo de organismos mindsculos e mesmo células antes indistinguiveis a olho nu,
por seu tamanho reduzido. Décadas mais tarde o avanco da microscopia permitiu aumentar
em mais de 2000 vezes o didmetro da amostra observada. Nesse ponto, quando o
instrumento parecia ter chegado a um limite, surgiram novas técnicas, em especial a
microscopia digital, possibilitando aos pesquisadores o estudo detalhado de criaturas e
coisas que a microscopia convencional ndo era capaz de definir.

Um passo relativamente recente e importante nessa trajetéria foi a introducdo da
microscopia digital de alta resolu¢do, que inclui o microscopio confocal por varredura laser
que, associada ao emprego de compostos quimicos denominados fluor6foros, que levou a
grandes avangos na pesquisa de organismos vivos. Essa combinagdo de principios da 6ptica
e da fisico-quimica tornou finalmente possivel “olhar de perto” variados tipos de células
vivas e medir fendmenos biolégicos em tempo e espago reais. Com a nova técnica ampliou-
se rapidamente, em dreas diferentes da biologia, como biofisica, bioquimica, biologia
celular, microbiologia, fisiologia, farmacologia e outras, o conhecimento de elementos e
organismos fundamentais.



Introducao

Nao se sabe ao certo quando as lentes foram inventadas. J4 em 721 a.C, hé relato de
um cristal de rocha recortado com propriedades de amplia¢do. Contudo, as lentes passaram
a ser realmente conhecidas e utilizadas por volta do ano 1280, na Itdlia, com a invenc¢do dos
Oculos. Com sua rdpida popularizacio, logo comegaram as primeiras experiéncias de
combinacdo de lentes para aplicagdo em instrumentos de ampliacao de imagens, resultando
na criagao do primeiro microscépio composto (duas ou mais lentes).

O crédito pela inven¢ao do microscépio € dado ao holandés Zacharias Jansen, por
volta do ano 1595. Como era muito jovem na época, € provavel que o primeiro
microscopio, com duas lentes, tenha sido desenvolvido pelo seu pai, Hans Jansen. Contudo,
era Zacharias quem montava os microscopios, distribuidos para realeza européia.

Ainda no final do século XVII, o cientista alemdo Antoni Van Leeuwenhoek fez
descobertas significativas, usando um simples microscépio com apenas uma lente.
Empregando técnicas revoluciondrias na época para a construcio de lentes, Leeuwenhoek
produziu instrumentos com magnificacao entre 50 e 200 vezes. Com o grande sucesso, 0S
microscopios simples conquistaram um lugar ao lado dos modelos compostos de vdrias
lentes. Na verdade, até o inicio do século XIX, alguns dos melhores microscépios podiam
ser usados como simples ou compostos.

No século XIX, os fabricantes de microscopios desenvolveram novas técnicas para
fabricacdo de lentes. Passaram, também, a utilizar espelhos curvos para melhorar a
capacidade de foco desses instrumentos. Finalmente, por volta de 1880, os chamados
microscopios Opticos atingiram a resolucao de 0,2 micrémetros, limite que permanece até
os dias de hoje. No nosso caso objetos da ordem de 0,2 micrémetros podem ser resolvidos,
ediferencas de altura de menos de 0,1 micrometro torna-se visivel mesmo sem o uso de
métodos de interferéncia.

Atualmente, os microscopios e as técnicas de observagdo estdo bastante avancgados.
Os modelos 6pticos confocais possibilitam regulagens extremamente precisas no foco e na
capacidade de ampliacdo. Novos microscopios eletronicos estdo levando a observacdo a um
limite que os cientistas do século XVI jamais imaginariam: o nivel atdmico. No século XX,
0 microscOpio conquistou seu espaco em campos tdo diversos quanto a medicina e a
engenharia.

A técnica que utilizamos € a técnica de microscopia confocal por varredura laser,
que utiliza uma combinag¢do de recursos de microscopia Optica aliadas a principios de
mecanica quantica, fisico-quimica e computagdo para a aquisi¢cdo e processamento de
imagens. Devido a quantidade de recursos que o equipamento oferece, ndo € tarefa simples
para o usudrio esporddico obter o maximo em desempenho, ficando o equipamento, na
maioria das vezes, subtilizado. Por este motivo torna-se necessario que 0s usudrios estejam
acompanhados de alguém que conheca profundamente os recursos do equipamento e que
conheca também os principios da Fisica que governam o funcionamento do sistema como

um todo.



Fundamentos Teoricos

Fluorescéncia

O microscopio confocal de fluorescéncia por varredura laser, doravante referido
apenas como confocal, utiliza a fluorescéncia para a aquisicao das imagens. A fluorescéncia
€ um tipo de luminescéncia (emissao de luz) em que um corpo absorve luz e apés um curto
intervalo de tempo re-emite essa luz. Dependendo da fonte de energia, a luminescéncia
pode ser do tipo eletroluminescéncia, radioluminescéncia, quimioluminescéncia ou
fotoluminescéncia, onde a ultima ocorre quando a fonte de energia sdao fétons.

Esse € o principio da microscopia de fluorescéncia, na qual compostos quimicos
chamados fluoréforos sdo usados para produzir a fluorescéncia do material em estudo. O
uso dos fluoréforos em biologia, por exemplo, acontece quando se quer localizar uma area
especifica da amostra (como uma proteina, por exemplo) ou para responder a um estimulo
especifico.

A fluorescéncia acontece por um fendmeno onde elétrons do fluor6foro absorvem
fétons com energia hv provindos de uma fonte (uma lampada ou um feixe laser) e passam
de um estado fundamental (estado de mais baixa energia) para um estado excitado (de mais
alta energia). Neste estado o fluoréforo passa por uma mudanca em sua conformagdo e
pode interagir com uma série de moléculas ao seu redor. Com isso a energia deste estado
excitado € dissipada e o elétron passa para um estado de menor energia, nao
necessariamente o estado fundamental. A diferenca de energia entre o estado excitado e o
estado de menor energia é emitida em forma de um féton. A técnica de microscopia de
fluorescéncia consiste justamente em captar este féton que € emitido e com ele gerar uma
imagem.

No caso de moléculas em solucdo, as energias de excitacdo e de emissdo sdo
distintas e formam um espectro de excitacao e emissdo, respectivamente. Essa diferenca se
da justamente por causa das perdas durante o tempo de vida de excitacdo. Existem
diferengas também nos espectros de fluoréforos distintos, o que permite o uso de diferentes
fluor6foros, de acordo com o que se quer observar, na mesma aplicagao.

Microscopio de Fluorescéncia

O sistema conhecido como microscopia confocal utiliza uma fonte de laser para
promover a excitagdo dos fluoréforos. Através de um conjunto de lentes o microscopio €
capaz de focar um cone de luz laser em uma profundidade predeterminada da amostra a ser
estudada. Mudando-se o ponto focal (mantida a profundidade) é possivel iluminar todo o
plano em estudo, ponto a ponto.

Ao retornar pelo mesmo caminho Optico, a luz devida a fluorescéncia é separada
utilizando-se um conjunto de espelhos chamados divisor de luz. Em seguida a luz separada



passa por um pequeno orificio, chamado pinhole, capaz de separar apenas a luz proveniente
do ponto focado, eliminando a luz emitida por pontos fora de foco. Com isso s6 a luz dos
pontos em foco € registrada, com a ajuda de tubos fotomultiplicadores. Estes sinais gerados
pelas fotomultiplicadoras sdo processados por um computador € assim imagens
bidimensionais extremamente precisas podem ser construidas. Um esquema desse
dispositivo € apresentado no apéndice B.

A obtencdo de imagens sucessivas de diferentes planos da mesma amostra
possibilita construir imagens tridimensionais € imagens tridimensionais em movimento. O
inconveniente desta técnica é a degradacdo dos fluoréforos, o que leva a utilizacdo do
confocal para o estudo de fendmenos mais rapidos, no caso de espécimes vivos, ou para
estudar detalhes internos das células em espécimes vivos ou fixados.



Atividades

As atividades realizadas foram principalmente a aquisi¢do de imagens para os
pesquisadores e seus alunos e eventualmente demos instru¢des sobre técnicas e recursos do
confocal para alguns usudrios. Além disso houve a dedicacdo de varias horas frente ao
microscopio dedicadas ao treino e aperfeicoamento de novas técnicas e recursos.

As atividades foram desenvolvidas utilizando-se o microscépio invertido LSM 510
Axiovert 200 M, tabricado pela Carl Zeiss, equipado com os seguintes canhdes de laser:

Argon/2 458/477/488/514 nm
HeNel 543 nm
HeNe2 633 nm

Durante o primeiro semestre a principal atividade foi a aquisi¢do de imagens para os
alunos de poés-graduacdo do prof. dr. Kléber Gomes Franchini, chefe do Laboratério de
Fisiopatologia Cardiovascular do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp.

Como parte complementar das atividades, prestamos servigos em colabora¢do com
o trabalho de outro grupo da FCM, chefiado pelo prof. Dr. Licio Augusto Velloso, para
grupos de pesquisa do Instituto de Biologia da Unicamp e para pesquisadores Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA), campus Luiz de Queiroz da Universidade de Sao
Paulo - USP.

A tabela 1 apresenta o nome do orientador responsidvel por cada grupo, o
departamento ao qual fazem parte, a instituicio de origem e o nome e nivel (mestrado,
doutorado ou pds-doutorado) de cada aluno.

Tabela 1 - Relagdo de alunos e orientadores

Orientador Departamento Instituicao Nome Nivel
de origem
Kléber G. Clinica Médica - FCM | Unicamp Daniella Crosara | Pds-Doutorado
Franchini
Marcos Corat Doutorado
Rosana Yuri Inoue Doutorado
Licio Augusto | Clinica Médica - FCM | Unicamp Vivian Cristine Doutorado
Velloso
Eduardo Melani | Clinica Médica - FCM | Unicamp | Monica de Céssia Mestrado
Rocha Alves
Luis Eduardo Departamento de USP
Soares Netto Bioquimica - Instituto




de Biociéncias
Co-orientador: Genética - IB Unicamp Ana Paula Dias Pés-Doutorado
Gongalo A. Demasi
Guimaraes Pereira
Maria Julia Anatomia - IB Unicamp Adriana Pertille Doutorado
Marques
Victor Laboratério de Biologia USP Clévis Arruda de Doutorado
Alexandre Celular e Molecular/ Souza
Vitorello CENA
Flavia Regina Doutorado
Capaldi

A tabela 2 apresenta o nome de cada aluno e o titulo do projeto. No apéndice A é
apresentado um resumo desses trabalhos. Nao aparecem os nomes de todos os alunos
relacionados na tabela 1 pois alguns deles ndo o enviaram.

Tabela 2 - Projetos

Nome do Aluno

Titulo do Projeto

Daniella Crosara

Efeito do Tratamento com Inibidores de Tirosina Quinases no
Crescimento Hipertréfico de Midcitos Cardiacos de Ratos
Adultos Submetidos a Estiramento In Vitro

Vivian Cristine

Mecanismos Moleculares Envolvidos na Associagcao
Funcional entre o Receptor de Insulina (IR) e os Receptores
de Angiotensina (AT1 e AT2), JAK2, STATs e SOCS3

Mbonica de Cassia Alves

Avaliagdo da relagdo entre produtos finais de glicosilagdo
(AGEs) em glandulas lacrimais e superficie ocular e olho
seco em modelos animais de diabetes e envelhecimento

Ana Paula Dias Demasi

Caracterizagdo da participacao de tiorredoxina peroxidase
citoplasmadtica I na defesa antioxidante de células de levedura
com disturbios respiratorios.

Adriana Pertille

Papel das Proteinas Ligadas ao Célcio no Mecanismo de
Protecdo a Mionecrose na Distrofia Muscular de Duchenne

Clovis Arruda de Souza

Alteracdes celulares relacionadas com a sensibilidade
ao aluminio em Nicotiana tabacum L. cv. BY-2

Flavia Regina Capaldi

Papel da membrana plasmadtica na avalia¢ao da sensibilidade
de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 ao
aluminio




Resultados

Os resultados obtidos durante este semestre estdo relacionados & melhoria das
imagens adquiridas com relacdo as imagens mais antigas. Conseguimos aumentar
consideravelmente a resolucdo das imagens através do estudo e aplicacdo dos recursos
oferecidos pelo confocal. Este feito resultou em diminui¢do de gastos financeiros com
reagentes e fluor6foros, uma vez que cada reacdo pode ser explorada com mais
profundidade.

Também houve avangos na questdo de novos projetos, pois, para cada resultado
bem-sucedido houve a possibilidade de se preparar novas reagdes e estudar novos efeitos
utilizando o confocal.

Com relacdo a parte técnica, implementamos o uso de recursos importantes para a
preservacdo da fluorescéncia, evitando assim o fotodesbotamento dos fluor6foros e
permitindo um melhor aproveitamento de cada amostra.

Alguns desses recursos implementados foram os seguintes:

e Utilizacao do recurso de ganho do detector. Isso permitiu que fosse possivel utilizar
o laser com até 30% menos intensidade com relacdo ao que era utilizado antes.
Assim, a amostra resistia mais ao efeito de fotodesbotamento;

e Utilizacdo adequada dos espelhos e refletores dicronicos, permitindo uma melhoria
na captacdo do sinal emitido pela fluorescéncia e evitando a sobreposicdo dos
espectros de emissao. Isso permitiu que as imagens obtidas fossem mais confidveis;

e Utilizagdo do recurso Multi Track para a varredura das amostras. Este recurso
permite um melhor controle sobre a excitacdo dos fluoréforos, pois, neste modo,
cada laser € passado separado do outro, evitando problemas de superposicdo de
espectros de emissao;

¢ Implementacdo da técnica de multi-cortes, que permite que a amostra seja varrida
plano a plano e apds a aquisi¢do das imagens € possivel fazer a montagem em 3
dimensdes da amostra. Este recurso permite uma verificacdo espacial da localizacao
dos objetos de interesse no interior da amostra.

¢ Implementacdo da utilizacdo do canal de luz DIC para a formacao de imagem. Este
canal forma uma imagem ndo por fluorescéncia, mas por transmissdo. Assim €
possivel obter uma imagem do relevo da amostra. Este recurso é especialmente ttil
em casos de marcacdo simples, pois permite ao pesquisador ter um panorama da
localizacdo do objeto de interesse na amostra;

No més de novembro a aluna Daniella Crosara teve um artigo aceito por uma importante
revista. Este artigo conta com vérios testes, incluindo o confocal, onde participei fazendo a



aquisicdo das imagens, das quais duas foram aproveitadas. O apéndice B contém a versao
do artigo que esta sendo corrigida para ser publicada.

Conclusao

Como visto, o microscépio é uma ferramenta extremamente importante na vida de
um laboratério que lida com biologia. O microscépio confocal é especialmente ttil por
permitir a visualizacdo de estruturas de interesse de cada pesquisador com alta resolugio,
gracas a utilizagdo do laser para a excitacdo dos fluor6foros.

E importante também notar que o preparo e dedicacdo na operacdo do equipamento
resulta num aumento da eficiéncia no aproveitamento dos recursos disponiveis e
conseqiiente aumento na qualidade da imagem final, contribuindo desta forma para uma
melhor avaliacdo dos dados obtidos.



Apéndice A - Resumos

Vivian Cristine - Mecanismos Moleculares Envolvidos na Associa¢do Funcional entre o
Receptor de Insulina (IR) e os Receptores de Angiotensina (AT1 e AT2), JAK2, STATs e
SOCS3

Resumo: Interacdes existentes entre diferentes vias de sinalizagdo intracelular podem agir
como mecanismos moduladores dos sinais gerados por cada uma das vias
independentemente. A relagdo fisica existente entre o receptor de insulina e a via de
sinalizacdo da angiotensina nio é completamente compreendida. Sabe-se que o receptor de
insulina é uma tirosina quinase enquanto o receptor de angiotensina pertence a familia dos
receptores de sete segmentos transmembrana acoplados a proteina G. Recentes estudos tém
demonstrado que o tratamento de tecidos com angiotensina Il leva a fosforilagdo de
elementos intracelulares pertencentes a via de sinalizacdo da insulina. Um dos possiveis
mediadores desta intera¢do € a quinase citosélica JAK2, e também a proteina inibitéria da
sinalizagcdo SOCS3, ambas participantes da via de sinalizacdo JAK/STAT.

No presente projeto, serd realizada uma investigacdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na associacdo funcional entre o receptor de insulina (IR), os receptores de
angiotensina (AT1 e AT2), JAK2, STATs e SOCS3 utilizando-se para isso, coracdes de
ratos Wistar adultos infundidos com insulina ou All, e tratados ou ndo com bloqueadores
do IR, ATI1, AT2, JAK2 e SOCS3. Técnicas de biologia molecular, como Western blot e
RT-PCR serao realizados, além de testes imunohistoquimicos. Os animais também serao
tratados com oligonucleotideos modificados fosfotiolatos especificos para a proteina
SOCS3 a fim de se verificar a sua expressao e a de early inducible genes, apds estimulo
com insulina e AlL

O conhecimento dos elementos envolvidos nas vias de sinalizacdo intracelular da
insulina e da angiotensina II, e suas inter-relagdes, € de fundamental importancia para que
se possa avangar no conhecimento da causa da freqiiente associacdo clinica entre diabetes
mellitus e hipertensao arterial.



Mbonica de Cassia Alves - Avaliacdo da relacdo entre produtos finais de glicosilagdo
(AGEs) em glandulas lacrimais e superficie ocular e olho seco em modelos animais de
diabetes e envelhecimento

Resumo: Objetivo: em estudos prévios observamos que a sinalizagdo insulinica estd
prejudicada em glandulas lacrimais (GL) de ratos diabéticos e identificamos insulina na
lagrima de ratos além de receptores de insulina em tecidos da superficie ocular (SO). Esses
dados sugerem que as alteracdes na acdo da insulina podem estar localmente envolvidas nas
disfungdes oculares relacionadas ao Diabetes Mellitus (DM). O Fator Nuclear-kBINF -kB)
€ uma proteina intracelular que atua na transcri¢do génica e sua atividade estd associada a
complicacOes relacionadas do DM, através do aumento de fatores pré-inflamatérios como a
interleucina-1p (IL-1pB).Paraonhecerainflu ~ éncia do DM na SO, esse estudo avalia: (1) a
presenca do NF-kBnac Ornea, conjuntiva e GL, e de IL-1BenGL,e(2)fan ~ ¢do lacrimal de
ratos diabéticos comparado a controles. Métodos: a expressao de proteinas NF-xBelL -1f
nos tecidos estudados foi avaliada em ratos Wistar por Western blot, e a localiza¢do de NF-
kB por imunohistoqu imica com microscopia confocal. O DM foi induzido com
estreptozotocina. As amostras de sangue e lagrimas dos ratos diabéticos e controles
(n=5/grupo) foram analisadas por espectrofotometria para determinagcdao dos niveis de
glicose plasmatica e proteina total na ldgrima. Resultados: NF-kBfoi encontrad em
cornea, conjuntiva e GL. Na GL a sua expressao foi significativamente maior em ratos
diabéticos do que em controles. O volume de lagrimas foi de 2,38%1,01ul no grupo controle
e 1,40t 0,51ul no grupo de diabéticos (P=0,06) e a concentracdo de proteinas foi de
3,1210,88 ug/ul no grupo controle e 1,84+0,24 ug/ul no grupo de diabéticos (P=0,02).
Conclusdes: 0 DM produz alteracdes significativas na secrecdo lacrimal de ratos. A maior
expressdo da proteina NF-kBemGLderat os diabéticos sugere que esses fatores possam
estar envolvidos nas alteragcdes de SO do DM. Esse conhecimento permite estudar
terapéuticas especificas para olho seco e alteracdes de SO relacionadas ao DM.



Ana Paula Dias Demasi - Caracterizacdo da participagdo de tiorredoxina peroxidase
citoplasmatica I na defesa antioxidante de células de levedura com distirbios respiratorios.

Resumo: Tiorredoxina peroxidase citosolica I (cTPxI) pertence a familia das
peroxirredoxinas, enzimas antioxidantes conservadas desde bactérias até humanos capazes
de reduzir hidroperéxidos as custas de um substrato doador de elétrons contendo tiol.
Recentemente, demonstramos que cTPxI € essencial para a defesa antioxidante de células
com deficiéncias respiratorias (FEBS Letters, 2001, 509:430-434). Além disso,
demonstramos também que EROs derivadas a partir de mitocondrias funcionalmente
comprometidas exercem papel determinante na sensibilidade de células deficientes em
cTPxI ao per6xido de hidrogénio. Portanto, cTPxI parece ser especialmente importante na
protecdo de células expostas simultaneamente a fontes de EROs enddgenas e exdgenas.

Danos oxidativos ao DNA mitocondrial podem causar mutagdes, levando ao
bloqueio do transporte de elétrons, aumento da producdo de EROs e deficiéncia
respiratéria. Estas alteracdes sdo freqiientemente associadas ao processo de
envelhecimento, doengas neurodegenerativas e cancer em células humanas e podem estar
relacionadas a sua maior sensibilidade ao estresse oxidativo. De acordo com nossos
resultados, ¢cTPxI poderia exercer papel decisivo no destino (sobrevivéncia/morte) de

células afetadas por estas desordens

Pretendemos com este projeto caracterizar a resposta antioxidante de células de
levedura com distirbios respiratérios, na presenga e na auséncia de cTPxI, utilizando
membranas de “microarray”’, contendo os 6200 genes de levedura. Apds andlise dos
resultados obtidos com as membranas comerciais, esperamos obter evidéncias que possam
nos indicar possiveis mensageiros e vias de sinalizacdo envolvidos nesta resposta, para um
maior entendimento da interacdo cTPxI/mitocondria. Também pretendemos estudar o
possivel papel de cTPxI e da atividade mitocondrial em envelhecimento. Véarios marcadores
de envelhecimento existentes em levedura poderdo ser analisados.

Estes estudos podem originar importantes contribuicdes as pesquisas nas dreas de
diagnéstico, prevencao e de tratamento das mais variadas desordens humanas provocadas
por mutacdes no DNA mitocondrial.



Adriana Pertille - Papel das Proteinas Ligadas ao Cdlcio no Mecanismo de Protecdo a
Mionecrose na Distrofia Muscular de Duchenne.

Resumo: Os musculos extra-oculares respondem de forma tnica a falta da distrofina. Nos
camundongos mdx, os musculos retos e obliquos ndo apresentam sinal de degeneragdo
muscular. J4 os musculos acessorios apresentam sinais de regenera¢do confirmados pela
localizag@o central dos nucleos. A atividade das proteinas ligadas ao Ca®* pode ser um dos
mecanismos envolvidos para explicar tal protecao e, dentre essas proteinas, destacamos a
calmodulina, considerada sensor universal de cdlcio. Para verificar se os niveis da proteina
calmodulina podem ser co-relacionados a auséncia de mionecrose encontrada nos musculos
extra-oculares foi realizada andlise quantitativa da proteina através da técnica de
immunobloting. O padrdo de distribuicdo dos receptores de acetilcolina desses musculos
também foi avaliado. Nos resultados parciais observou-se diminui¢cdo dos niveis de
calmodulina no animal mdx comparado ao controle, sendo 23,5% menor nos musculos da
pata, 52% nos musculos extra-oculares € 67% no musculo esternomastéide. Como 0s
musculos da pata t€ém predominio de fibras rdpidas, o musculo esternomastdide fibras
rapidas e lentas e os musculos extra-oculares apresentam um tipo especial, sugere-se que o
tipo de fibra muscular possa estar relacionado ao nivel de calmodulina. Entretanto, ndo é
possivel até o momento afirmar se a calmodulina estd ou nao relacionada a protecao dos
musculos extra-oculares. Em relac@o as juncdes observadas nos musculos distréficos, 77%
apresentaram o mesmo padrdao de distribuicdo dos receptores encontrado nos musculos
controle. As demais junc¢des foram observadas no musculo retrator do bulbo (parcialmente
afetado pela distrofia) que apresentou distribuicdo dos receptores em placa. Nossos
resultados sugerem que a distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteinas nao esta
envolvido na organizagdo dos receptores nesses musculos.



Clévis Arruda de Souza - Alteracdes celulares relacionadas com a sensibilidade ao
aluminio em Nicotiana tabacum L. cv. BY-2

Resumo: A sensibilidade celular ao aluminio (Al) depende do estado fisiolégico
ou de desenvolvimento das células. Em plantas, as células da zona de transi¢do
distal da raiz s3o particularmente sensiveis ao Al. Nesta regido, as células
encontram-se em uma fase preparatoria para a rdpida expansdo celular. Assim
como, os pé€los radiculares em expansao que também sdo sensiveis ao Al, mas ndo
as células epidérmicas vizinhas. Em suspensdo celular, as células que se encontram
na fase logaritmica de crescimento da cultura sdo sensiveis e acumulam Al,
enquanto que as células na fase estaciondria de crescimento sdo tolerantes e
acumulam muito pouco Al. Estas mesmas células em crescimento perdem sua
sensibilidade ao Al quando induzidas a um estado de repouso pela retirada
tempordria de nutrientes do meio (< 3h).

Os objetivos deste trabalho foram: (A) otimizar a condu¢do de uma cultura
de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2 (TBY2), quanto a comutacdo entre
modos de crescimento celular: (al) pela manipulacdo composicdo do meio de
crescimento celular; (a2) pela alteracdo do regime de subcultivo da suspensdo
celular (freqiiéncia do subcultivo e quantidade de indculo celular) e (a3) por
sincronizacdo do ciclo celular; (B) verificar a existéncia de diferencas na
capacidade celular de acimulo de Al nas células que tiveram crescimento /
desenvolvimento celular alterado; (C) verificar se as alteragdes capacidade celular
de acimulo de Al (sensibilidade celular) foram moduladas pelo ciclo celular e
explorar a(s) fase(s) do ciclo celular em que a capacidade celular de actiimulo de Al
mudou de patamar e (D) verificar se as diferencas na capacidade celular de
acimulo de Al foram dependentes do processo de exocitose celular inibido por
cafeina.

Obteve-se mudancas no padrdo de desenvolvimento celular, através de (i)
uso de reguladores de crescimento vegetal (auxinas e citoquininas) conseguiu-se
células sob predominante processo de divisdo celular com pouca expansido e
também células com predominante elongac¢do celular com pouca divisdo celular;
(i1) pela retirada tempordria de componentes do meio de crescimento celular (ou
fosforo, ou sacarose ou 2,4D) e (iii) principalmente pela sincronizacdo do ciclo
celular.

Houve diferencas na capacidade celular de acimulo de Al nas células que
apresentaram alteracdes do desenvolvimento celular. Durante o crescimento da
cultura observaram-se as diferentes fases de crescimento (lag, logaritmica e
estaciondria) o maior acimulo de Al foi verificado no inicio da fase logaritmica de
crescimento. No inicio da fase logaritmica de crescimento observou-se a maior
taxa relativa de crescimento celular da cultura. Quando as células foram induzidas
a predominancia de divisao ou de elongacao celular, a maior capacidade celular de
acimulo de Al foi verificada sob processo predominante de divisdo celular. As
células completamente expandidas tinham baixa capacidade celular de actimulo de



Al. Quando estas células foram induzidas a re-entrarem em processo de divisdo
celular também recuperaram a capacidade celular de acimulo de Al.

Em culturas com dois dias de idade, as células se encontram no inicio da
fase logaritmica de crescimento e apresentam o pico maximo de acimulo de Al.
Este pico de aciimulo de Al na suspensdo celular crescida em meio de cultura
(completo) foi considerado como actmulo relativo de Al = 100%. Estas células
quando foram previamente tratadas / lavadas com meio de cultura incompleto
perderam rapidamente a capacidade celular de acimulo de Al (<3h). Ja as células
de uma cultura na fase estaciondria que foram inoculadas em meio de crescimento
celular incompleto, tal como restricdo de sacarose por até trés dias consecutivos
apresentaram acentuada alteracdo na capacidade celular de actimulo de Al. Durante
os primeiros trés dias este acimulo de Al foi muito pequeno, apds a re-adicdo de
sacarose as culturas, estas rapidamente recuperaram a capacidade de crescimento
celular e o acimulo de Al nestas condi¢des foi quase que o dobro do pico de
acimulo de Al apresentado pela cultura crescida em meio de cultura (completo).
Culturas crescidas por até trés dias em meio de cultura modificado 2 (auséncia de
2,4D) entraram num processo de expansdo celular e a capacidade celular de
acimulo de Al foi menor do que a verificada na cultura mantida sob meio de
crescimento completo. O retorno da cultura ao meio de cultura (completo)
contendo auxina, promoveu a re-entrada em processo de divisao celular e também,
observou-se recuperacdo da capacidade celular de acimulo de Al a niveis préximos
ao da cultura que foi mantida em meio de cultura (completo).

Como o processo de divisdo celular definitivamente determinou a uma maior
capacidade celular de acimulo de Al das células realizaram-se experimentos de
sincronizacdo celular com alta eficiéncia usando afidicolina e sucessivamente
propizamida. Obtiveram-se aproximadamente 90% de células mit6ticas no primeiro
pico de sincronizagdo celular. Nestas células sincronizadas aliquotas de suspensao
celular foram coletadas e submetidas ao ensaio padrdo de acimulo de Al. Em todas
as fases do ciclo celular foi observado acimulo de Al, mas na transi¢do entre a fase
M e GI1 observou-se um rdpido e acentuado aumento (2X) na capacidade de
acumular Al. Entre as fases M / G1 ocorre a citocinese celular. As andlises por
microscopia de epifluorescéncia ou microscopia confocal de varredura a laser
permitiram observar células com acimulo de Al acentuado na regido celular
correspondente a placa de divisao celular entre duas células. Nos estudos usando o
inibidor da formacdo de placa de divisdo celular (cafeina) as células ndo
progrediram no processo de formagao da nova parede celular e também o actimulo
de Al nao mudou de patamar, como o ocorrido com as células ndo tratadas com
cafeina. Conclui-se que os processos de secre¢cdo de membranas e paredes celulares
novas (exocitose) constituem-se nos potenciais alvos da acdo téxica do Al e
determina o local celular inicial de maior capacidade de acumular de Al.



Flavia Regina Capaldi - Papel da membrana plasmatica na avaliacdo da sensibilidade de
células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 ao aluminio

Resumo: A toxicidade por Al é um fator limitante ao crescimento das plantas em solos
acidos, constituindo-se num sério problema em muitos paises. O primeiro efeito atribuido a
toxicidade por Al nas plantas € a inibi¢do da elongagdo radicular. Ao nivel celular, o Al
afeta o citoesqueleto e a estrutura e o funcionamento da membrana plasmatica, mas a
toxicidade por Al também tem sido relacionada a ocorréncia de estresse oxidativo nas
células, causando, por exemplo, a peroxidacdo de lipidios, seja pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio ou pela supressdo do sistema antioxidante da célula, ou ainda, por
alteracoes na susceptibilidade da membrana plasmatica a peroxida¢do. Contudo, os
mecanismos de toxicidade ao Al ainda sdo pouco conhecidos, sobretudo aos niveis genético

e molecular.

A sensibilidade das células ao Al € relativa a fase de crescimento e desenvolvimento
em que se encontram, além de também estar relacionada ao seu genétipo. Em raizes, grupos
de células localizados entre o meristema € a zona de elongacdo (transicao distal) sdao
considerados sensiveis ao Al, assim como os pelos radiculares em crescimento.

Quando cultivadas em suspensdes, as células apresentam sensibilidade na fase log
de crescimento e tolerancia na fase estaciondria ou quando estdo crescendo apenas por
elongacdo. As células sensiveis apresentam elevado acimulo de Al quando expostas a este
metal, enquanto que, as células resistentes acumulam muito pouco. N@o se conhecem os
motivos destas diferencas, mas estes ndo devem ocorrer apenas por mecanismos de
exclusdo conhecidos, envolvendo a secrecdo de dcidos organicos ou elevacdo do pH
extracelular, pois lavagens destas células antes da exposi¢do a Al ndo afetam as diferengas
encontradas (as lavagens retiram os dcidos orginicos que poderiam estar complexando o
Al). Assim, os mecanismos provavelmente envolvem a membrana plasmética, considerada
como barreira primdria a entrada de compostos organicos, fons e outras substancias na
célula. E possivel que modifica¢des na composicdo lipidica e protéica possam conferir as
caracteristicas de maior ou menor acimulo de Al pelas células. Estudos conduzidos com
células cultivadas de um mesmo gendtipo, as quais podem sofrer alteracdes no grau de
sensibilidade ao Al, apresentam bom potencial para a elucidagdo de mecanismos
envolvendo a toxicidade por este metal.

O trabalho proposto estd inserido em uma das principais linhas de pesquisa do
laboratério e também em Auxilio a Pesquisa da FAPESP (00/10109-0) que visa utilizar-se
deste tipo de abordagem em uma cultura de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-
2, linhagem modelo extensamente utilizada em estudos de biologia celular vegetal.

Especificamente, este trabalho propde, em uma primeira etapa, dar continuidade a
trabalhos em andamento, que visam encontrar e otimizar diferentes maneiras de se gerar
alteracdes na sensibilidade destas células ao Al (continuidade do desenvolvimento do
sistema modelo). A partir dai o trabalho investigard possiveis motivos do actimulo
diferencial de Al, tendo os seguintes objetivos: a) examinar se ha diferencas na peroxidagao
da membrana plasmadtica entre células sensiveis e resistentes e se esta peroxidagcdo afeta o



acumulo de Al, b) em caso afirmativo, examinar se o sistema antioxidante da célula pode
ser responsdvel por estas diferencas na peroxidacdo da membrana plasmatica, e ¢) examinar
diferencas na composi¢do lipidica e protéica da membrana plasmatica entre células
sensiveis e resistentes, visando explicar as diferencas de acimulo de Al.

HIPOTESES

Baseados nos objetivos deste estudo e em informagdes disponiveis na literatura
especifica, algumas hipdteses foram determinadas:

- Diferencas no acimulo de Al podem ser um resultado de diferencas na
peroxidacao de lipidios da membrana plasmatica e/ou na composicao lipidica ou protéica.

- No caso de diferencia¢do na peroxidagdo da membrana, pode haver ocorréncia da
acdo do sistema antioxidante celular, na tentativa de desintoxicar a célula.

- A expressdo diferencial de proteinas da membrana plasmatica (sintese, delecdo,
fosforilagdao/desfosforilagdo) pode ser uma das razdes que acarretam na sensibilidade e/ou
resisténcia das células a presenca de Al.

OBJETIVOS

- Promover mudangas no grau de sensibilidade das células de tabaco cv BY-2 ao
aluminio, procurando induzir transi¢des rdpidas entre condicdes de sensibilidade e
tolerancia das células ao Al,

- Estudar a razdo da ocorréncia destas diferencas na sensibilidade ao Al entre células
em diferentes estdgios de desenvolvimento:

a) Verificar se ha diferencas na peroxida¢do da MP entre células que acumulam Al
(sensiveis, fase log) e células que ndo acumulam Al (resistentes, fase estaciondria)
b) Observar se as diferencas na peroxidacdo da MP entre células sensiveis e resistentes
estdo relacionadas a atividade do sistema antioxidante celular, ou a composicao lipidica e
protéica da MP, considerando a MP como barreira inicial a entrada de Al na célula.



Apéndice B

Principio da Imagem Confocal




