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ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR

APRESENTACAO

Esse material didatico apresenta rotei-
ros de atividades praticas em biologia celu-
lar. Ele surgiu em resposta as necessidades
de professores e discentes da disciplina de
Biologia Celular da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL]. Em 2010 Rocha e Silveira
fizeram um estudo sobre o ensino desse
conteldo para os cursos de Licenciatura
e Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas da
UFPEL, os autores discutiram que devido
a dificuldade no aprendizado de biologia
celular seria necessario desenvolver um
processo ensino/aprendizagem dindmico
e interativo. As aulas praticas vém ao en-
contro dessa necessidade, pois possibilitam
a oportunidade dos discentes exercitarem
novos conhecimentos e entenderem teorias
que somente em aulas expositivas se dis-
tanciam de sua realidade. Reginaldo e cola-
boradores (2012) discutem que, a realizacao
de experimentos representa uma excelente
ferramenta para que o discente faca a expe-
rimentacdo do conteldo e, possa estabele-
cer a dindmica e indissociavel relacdo entre
teoria e pratica. Larrosa (2002) afirma que
“aprender nao significa adquirir e processar
informacao, é necessario experienciar para
conhecer”.

As atividades praticas bem trabalhadas
possibilitam exercitar a capacidade dos alu-
nos de analisarem problemas, levantarem
hipéteses e comprovarem suas hipdteses
rejeitando-as ou aceitando-as. Enquanto ao
docente, ao invés de levar somente a trans-
missao de informacao tradicional, possibili-
ta levar conhecimento cientifico propiciando
aos alunos testarem e aprimorarem seus
conhecimentos, pois “o trabalho do profes-
sor é o trabalho do professor com os alu-
nos e nao do professor consigo mesmo”

(FREIRE, 2008).

O primeiro capitulo faz uma abordagem
geral sobre as células, os demais capitulos
trazem uma breve revisao teérica do con-
teldo seguida por propostas de atividades
praticas. Essas propostas foram baseadas
em diferentes livros de biologia celular,
cadernos de exercicios de Universidades
brasileiras, livros do ensino médio e pela
experiéncia vivenciada na area. O principal
foco desse roteiro é a atividade pratica e nao
o conteldo tedrico em si, por essa razao é
imprescindivel a leitura de livros de biologia
celular.

QOutra forma para tornar o processo
ensino/aprendizagem dindmico é o uso de
imagens, pois elas transmitem o conheci-
mento com uma velocidade maior que a lin-
guagem escrita e sao mais facilmente lem-
bradas (MARTINS et al, 2005; PIOVESANI,
2012). No roteiro sdo apresentadas foto-
micrografias obtidas a partir do laminario
de Histologia e Biologia Celular da UFPEL,
imagens de microscopia eletronica obtidas
na UFV (Universidade Federal de Vicosa) e
esquemas elaborados sobre modelos es-
bocados por discente da UFPEL. As ima-
gens também permitem que os estudantes
continuarem seus estudos mesmo fora do
Laboratério de aulas praticas.

O modelo de célula mais utilizado nes-
se roteiro foi a animal, tanto nas imagens
quanto nos exercicios. Isso se deve ao fato
que geralmente as células vegetais e as
procariotas sao tratadas com mais detalhes
em outras disciplinas.

Esperamos que esse livro desperte ain-
da mais o interesse de nossos discentes por
essa area tao complexa e fascinante.






Figura 1 - Arvore
corticeira

ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR

Capitulo 1

Caracteristicas gerais das células

Todos os seres vivos sao compostos por
células, que sdo as unidades funcionais dos
seres vivos. Portanto, para compreender as
funcoes basicas da vida, como a respiracao,
nutricao, crescimento, reproducdo é funda-
mental conhecer as células.

Esse estudo nao pode ser feito consi-
derando a célula como uma unidade inde-
pendente, é importante considerar todas
as relacdes existentes. Como por exemplo,
as células formando os tecidos, estes for-
mando os 6rgaos, que formam os sistemas,
que formam os organismos e ainda deve-se
considerar a relacao dos organismos com o
ambiente que os cerca.

Historico

O termo célula foi utilizado pela pri-
meira vez em 1665 por Robert Hooke para
designar ‘pequenas caixas observadas em
cortes de uma arvore, a corticeira (Erythrina
sp.) (Figura 1).

Hooke deu este nome porque elas pa-
reciam com as celas habitadas por monges
nos monastérios. Na verdade, o material
observado ndo apresentava células vivas,
apenas espacos rodeados por parede celu-
lar.

Do século XVII até o XX, o avanco tec-
nolégico permitiu um aprimoramento dos
equipamentos dpticos e das metodologias
de estudos das células. Devido a esse pro-
gresso, Schleiden em 1838, um advogado
que se tornou botanico (Alemao), e Schwann
em 1839, um zodlogo (Alemao), desenvolve-
ram a Teoria Celular. Esta teoria inferiu que
todos os seres vivos sao compostos de uma
ou mais células e que ela é a unidade estru-
tural da vida. Contudo essa teoria apresen-
tou uma ‘falha’, pois os autores considera-
ram que as células poderiam ser geradas a
partir de materiais nao celulares. Virchow,
médico, antropélogo e politico polonés, em
1855 postulou o terceiro principio da teoria
celular, que as células originam-se exclusi-
vamente por divisdo de uma célula pré-exis-
tente: ele escreveu: ‘A célula é a Ultima e ir-
redutivel forma de todo elemento vivo, e......
dela emanam todas as atividades da vida,
tanto na salde como na doenca’. Virchow
também iniciou a histologia, desenvolvendo
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a classificacao basica para os tecidos ani-
mais. Em 1860, Louis Pasteur confirmou
a afirmacdo de Virchow, comprovando que
organismos Vvivos nao surgem espontanea-
mente.

Tipos de células

Existem dois grandes grupos de célu-
las: procariota e eucariota. Uma diferenca
entre elas se refere a complexidade estrutu-
ral. Enquanto nas células procariotas existe
apenas uma membrana que envolve o cito-
plasma (Figura 2), nas células eucariotas
existe um sistema de endomembranas que
forma as organelas (Figura 3).

Plasmidio

Flagelo de

Membrana procarioto

plasmatica

Parede
celular

Cloroplasto

Reticulo endoplasmatico liso

Membrana plasmatica

Parede cel

Figura 2 - Célula
procariota.

Figura 3 - Célula
eucariota vegetal.



Tabela 1 - Comparacao entre
eucariotos e procariotos
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As principais diferencas entre procariotos e eucariotos estao apresentadas na Tabela 1.

Reino Monera -
Bactérias, incluindo as
cianoficeas

Ocorréncia

So existe a membrana
externa [membrana
plasmatica)

Membranas

Divisao

Endocitose

Complexos cilios e
flagelos

Os organismos procariotos sao unicelu-
lares, podendo fazer fotossintese (autotrofi-
cos) ou n&o (heterotréficos). Da mesma for-
ma, os eucariotos podem ser autotréficos ou
heterotroficos. Porém diferentemente dos
procariotos, os eucariotos podem ser unice-
lulares ou multicelulares podendo organizar
tecidos ou ndo (Figura 4). Considera-se te-
cido um conjunto de células que interagem

Reino Protista - unicelulares de vida livre ou
coloniais

Reino Fungi - todos os fungos

Reino Plantae - algas cloroficeas e vegetais
superiores

Reino Animalia - animais

Rigueza de membranas (sistema de

endomembranas)

Por fissao Pelos processos de mitose e meiose
Nao realizam Realizam

e sao interdependentes, atuando de modo
harménico na execucdo de determinadas
funcoes. Para formar um tecido é neces-
sario que as células se apresentem ligadas
entre si por uma matriz extracelular, por
adesoes entre as suas membranas ou por
pontes citoplasmaticas.

Para exemplificar essa diversidade é
apresentado o diagrama a seguir.
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PROCARIOTO
UNICELULAR

AUTOTROFICO HETEROTROFICO
Ex.: Cianobactérias Ex.: Bactérias

EUCARIOTO
UNICELULAR MULTICELULAR
AUTOTROFICO HETEROTRGFICO

Ex.: Algas Ex.: Protozoarios

Figura 4 - Diagrama da

AUTOTROFICO HETEROTROFICO AUTOTROFICO HETEROTROFICO diversidade de seres
Ex.: Algas Ex.: Esponjas Ex.: Plantas Ex.: Animais )
Fungos vivos conforme as

caracteristicas celulares.

As células eucariotas

Organelas e citosol

As células eucariotas apresentam di-
versas organelas, sendo que cada uma
exerce funcoes especificas, gerando um
produto que podera ser utilizado por uma
segunda organela e assim sucessivamente. Figura 5 - Esfregaco
sanguineo mostrando
um mondcito (seta) e
hemécias (asterisco).
Escala: Sum

Vamos comecar pela maior organela da cé-
lula animal, o nucleo.

O nucleo é facilmente visto no micros-
copio optico, por exemplo, na figura 5 pode-
se observar o nlcleo de um mondcito (seta)
com formato de rim (reniforme). No esque-
ma da figura 6 observa-se que esta orga-
nela é delimitada pelo envoltério nuclear,

composto por duas membranas e apresenta Figura 6 - Nucleo-

envoltoério nuclear

[EN), poros nucleares
(seta), nucléolo (Nu),
nucleoplasma (CNJ] com a
cromatina dispersa.

poros nucleares por toda a sua extensao. No
interior do nlcleo se encontra o nucléolo, a
cromatina e o nucleoplasma.




Figura 7 - Reticulo
endoplasmatico

rugoso (RER] e reticulo
endoplasmatico liso (RELJ.

Figura 8 - Neurdnio com
corpusculo de Nissl.
Escala: Sum

Figura 9 - Complexo de
Golgi - Cisterna Cis (CC],
Cisterna Média (CM] e
Cisterna Trans (CT).

Figura 10 - Lisossomo.

E importante ressaltar que nem todas
as células animais adultas tém nucleo; por
exemplo, a hemacia humana é anucleada
(Figura 5, asterisco). Por outro lado, algu-
mas células possuem centenas de nucleos
(exemplo: célula muscular estriada esque-
lética).

Existe uma organela que é continua
com a membrana externa do envoltdrio
nuclear, o reticulo endoplasmatico. Ele é o
mais extenso sistema de membranas das
células, formado por uma rede de vesiculas
achatadas e interconectadas, podendo ser
de dois tipos, o rugoso (RER], quando asso-
ciado a ribossomos e o liso (REL], quando
nao estd associado a ribossomos (Figura 7).

ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR -
Caracteristicas gerais 5215 Céll'u}}/l-\s 17

Ambos os reticulos se distinguem qui-
mica e funcionalmente, além disso, o RER
possui ribossomos aderidos a sua face ex-
terna. O reticulo endoplasmatico rugoso é
responsavel por parte do processo de tra-
ducao e do processamento de proteinas.
Enquanto o reticulo endoplasmatico liso
tem como funcdo a metabolizacdo e desin-
toxicacdo de compostos quimicos; a sintese
de lipidios, além de ser um reservatério de
calcio. As proteinas produzidas no reticulo
endoplasmatico sao encaminhadas ao com-
plexo de Golgi, para finalizar sua constru-
¢ao, assim como os lipidios.

No corpo do neurdnio, é possivel identi-
ficar pontos escuros dentro do seu citoplas-
ma que correspondem ao acimulo de RER e
ribossomos, denominado de corpUsculos de
Nissl (Figura 8).

O complexo de Golgi é formado por ve-
siculas achatadas [cisternas] e esféricas. As
cisternas estdo dispostas de maneira orga-
nizada: cisterna cis (voltada para o RER],
cisternas médias, cisternas trans (voltadas
para a membrana plasmatica) (Figura 9).

Uma das suas funcdes é o processa-
mento e encaminhamento das proteinas e
lipidios vindos do reticulo endoplasmatico.
Dentre os processamentos estao a glicosila-

()

|
w™

o)
/

\

A\

|
\

\




ELULAR

18 - ATIVIDADES PRATICAS EM E}OLOGI/A
ulas

Caracteristicas gerais das cé

cao, sulfatacao e fosforilacao. No complexo
de Golgi também ocorre a sintese de polis-
sacarideos (hemicelulose, pectina, glicosa-
minoglicana).

Os lisossomos (Figura 10) sdo sacos
membranosos que contém no seu interior
diferentes tipos de enzimas (proteases, nu-
cleases, lipases) que quebram compostos
grandes em pequenas moléculas.

Os lisossomos também sdo responsa-
veis pela reciclagem de organelas velhas e
digestao de microrganismos. Outra caracte-
ristica dessa organela é o seu pH, que é me-
nor que o pH do citoplasma, essa condicao
é importante para as enzimas realizarem
suas atividades.

Para que as organelas exercam suas
funcoes é fundamental a presenca de ener-
gia, a principal molécula de energia da cé-
lula é o ATP (Adenosina Trifosfato). Parte da
producao de energia nos eucariotos ocorre
nas mitocdndrias. Elas podem ser alon-
gadas ou esféricas, sao envoltas por duas
membranas (externa e interna) e possuem
no seu interior DNA circular, ribossomos e
uma matriz (Figura 11).

Nas células vegetais, além das organe-
las citadas existem os cloroplastos. Eles sao
responsaveis pela formacao de compostos
organicos, convertendo energia luminosa
em energia quimica, gracas a presenca de

pigmentos, como a clorofila. Estas organe-
las sdo facilmente observadas ao micros-
copio 6ptico devido ao seu tamanho e por
apresentarem pigmentos (Figura 12).

Assim como as mitocdndrias, os cloro-
plastos sdo formados por duas membranas
(externa e interna), possuem DNA circular
e estroma. Porém no seu interior, mergu-
lhado no estroma, encontra-se um sistema
de membranas, os tilacoides. Além dos clo-
roplastos, existem outros tipos de plastos,
com outras funcées [Figura 13).

Os peroxissomos sao formados por ve-
siculas esféricas ou alongadas, possuem
uma membrana e na sua matriz estao as
enzimas necessdrias para sua atividade.
Atuam em conjunto com as mitocdndrias,
quebrando cadeias longas de acidos graxos
em cadeias curtas, que podem ser forneci-
das para as mitocondrias produzirem ener-
gia, ou serem excretadas, ou servir como in-
termedidrios na sintese de lipidios. Também
fazem a quebra do peréxido de hidrogénio
em &gua e oxigénio.

Tanto os metabdlitos vindos do exterior
da célula quanto os produtos das reacdes
celulares e as proprias organelas seguem
rotas dentro da célula. Para esses proces-
SO0s ocorrerem é necessaria uma organiza-
cao estrutural da célula, que é proporcio-
nada pelo citoesqueleto. Este oferece vias

Figura 11 - Mitocéndria -
membrana externa (ME),
membrana interna (Ml),
DNA e ribossomos (RB).

Figura 12 - Célula

vegetal sem coloracao
evidenciando os
cloroplastos. Escala: 10pm

Figura 13 - Cloroplasto —
Membrana externa (ME]),
Membrana Interna (M),
Tilacdides (T), DNA e
Ribossomos (RB).
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para os movimentos das organelas e para o  sdo celular, com a participacdo do centriolo

direcionamento do trafego de vesiculas en-  (Figura 14).

tre elas. Também é importante para a divi- O citoesqueleto é formado por varios
elementos, entre eles os microtubulos, fi-

lamentos intermediérios e microfilamentos
de actina.

Diferencas entre células animais e
vegetais

As células eucariotas podem variar em
relacao aos tipos de organelas e estruturas
que apresentam. Como exemplo, veremos
no quadro abaixo diferencas entre as células
vegetais e animais (Tabela 2J.

Figura 14 - Centriolo.

Matriz extracelular Tipo especializado (parede celular), rigida

Plastos Leucoplastos (amiloplastos, oleoplastos, |Ausente
proteoplastos) e Cromoplastos
(cloroplastos)

Ausentes Presentes

entre células animais e
vegetais
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A quantidade de citoplasma e de orga-
nelas também varia entre os tipos celula-
res, pois depende da funcdo da célula. Por
exemplo, comparando proporcionalmente o
tamanho da célula e a quantidade de cito-
plasma, veremos que um linfécito apresenta
menor quantidade de citoplasma compara-
do a um plasmécito (Figura 15).

No nosso corpo existe um tipo celular
que nao apresenta organelas, as células
do cristalino (Figura 16). Quando essas cé-
lulas sao jovens, elas possuem organelas,
contudo, estas sao destruidas no inicio do
desenvolvimento. O que permanece no ci-
toplasma sdo as proteinas cristalinas, que
se apresentam organizadas regularmente.
A auséncia de organelas é vantajosa para
as células do cristalino, pois a sua presenca
dispersaria a luz para a formacao da ima-
gem. Por outro lado, a desvantagem é que
essas células nao conseguem se regenerar
quando ocorre algum problema.

Formas, tamanho e cor

As células eucariotas podem apresen-
tar diversas formas, que dependem prin-
cipalmente da organizacdo do seu citoes-
queleto. Outros fatores sdo importantes
como a tensao superficial, a viscosidade do
protoplasma, a acdo mecanica que exercem
células contiguas e a rigidez da membrana
plasmatica. E importante observar que ge-

ralmente a forma da célula esta relacionada
com a sua funcao, por exemplo, um neuro-
nio apresenta longos prolongamentos, pois
sua funcao é transmitir informacéao a longa
distancia.

A maioria das células animais apresen-
ta forma fixa, sendo que para algumas a sua
forma é regular, como por exemplo, a célula

Figura 15 - Comparacao
entre quantidade de
citoplasma do linfécito
(seta) e o plasmdcito
(cabeca de seta). Escala:
Sum

Figura 16 - Olho, C indica
o cristalino. Escala:
100pum

Figura 17 - Comparacao
entre as formas das
células: A) célula clbica
(cabeca de seta) e célula
pavimentosa (seta) do
rim; B) Célula prismatica
da vesicula biliar (seta);
CJ] Célula com formato
irregular do linfonodo
(seta). Escala: 10um



Figura 18 - Epitélio do
es6fago evidenciando
as diferentes formas

das células conforme o
estagio de diferenciacao.
Escala: 10pm

Figura 19 - Macroéfago.
Escala: 5pm

Figura 20 - Célula da
mucosa oral sem corar e
analisada em microscopia
Optica. Escala: 5um

cubica (Figura 17 AJ, a pavimentosa (Figura
17A) presentes no rim e a célula cilindrica
da vesicula biliar (Figura 17 B). No entanto,
outras células apresentam forma irregular,
como a célula reticular que é rica em pro-
longamentos citoplasmaticos (Figura 17 CJ.

i
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Algumas células modificam seu forma-
to durante o seu tempo de vida, como por
exemplo, as células epiteliais do esofago.
Na camada basal as células sdo altas, a me-
dida que elas vao se diferenciando, tornam-
se achatadas ou pavimentosas (Figura 18).

Algumas células ndo apresentam um
formato permanente pelo fato de exercerem
movimentos, como por exemplo, os mono-
citos e outras células de defesa. Eles sao
produzidos na medula dssea, transportados
pela circulacdo sanguinea, atravessam por
diapedese os vasos e alcancam os tecidos,
onde se diferenciam em macréfagos (Figura
19).

E importante ressaltar que, apesar das
células dos organismos sexuados serem tao
diferentes entre si, todas tém origem a par-
tir de uma Unica célula, o zigoto. Isso signifi-
ca que possuem o mesmo material genético
em seu nucleo. As diferencas estruturais e
funcionais ocorrem devido a expressdo gé-
nica diferenciada entre as células.

Outra caracteristica das células é quan-
to ao seu tamanho, a maioria das células
nao é visivel a olho nu, a menor dimensao
possivel de ser enxergada com vista desar-
mada é de 200 um e as células tém cerca de
5a 20 um. Contudo, algumas células alcan-
cam dimensdes maiores, como por exem-
plo, alguns 6vulos de aves e de anfibios (1
mm).

Além da questdo do tamanho, outro fa-
tor que dificulta a visualizacdo das células
é a cor. E dificil diferenciar a célula do meio
que a contém, pois a maioria nao possui pig-
mentos e os componentes celulares apre-
sentam indices de refracdo préximos entre
si [Figura 20).
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Vida e morte da célula

Tanto os seres unicelulares quanto os
multicelulares realizam processos de mul-
tiplicacao celular. Nos unicelulares a divisao
celular permite a multiplicacdo dos orga-
nismos, ja para alguns multicelulares, pode
haver dois tipos de divisao, a meiose que
ocorre exclusivamente nas células gaméti-
cas dos organismos sexuados (Figura 21 A
e a mitose que ocorre com as células soma-
ticas (Figura 21 B), bem como na ovogdnia e
espermatogonia.

Quando o ovécito é fecundado ocorre a
formacao do zigoto e se inicia um processo
de multiplicacdo celular por divisoes mi-
téticas. Apds algumas divisdes é formado
o blastocisto, nessa fase, todas as células
sao totipotentes e denominadas de ‘célu-
las tronco embrionarias’. Essas células tém
capacidade de formar qualquer outro tipo
celular, inclusive células dos anexos em-
brionarios.

A medida que essas células vao se di-
ferenciando, formam as células pluripoten-
tes, que também tém capacidade de formar
todos os tipos celulares, exceto em células
dos anexos embrionarios. Conforme segue
o processo de diferenciacao sao geradas as
células adultas especializadas e com isso
diminuindo a capacidade de sofrer mitose.

O tempo de vida de uma célula pode
variar de horas a anos, dependendo do tipo
celular. Por exemplo, as células do sangue
como as heméacias tém um tempo de vida
em média de 120 dias, enquanto um neuro-
nio pode durar o tempo de vida da pessoa,
90 anos, por exemplo.

Cercade 90% das moléculas que consti-
tuem nosso corpo sao substituidas em torno
de seis meses. Contudo, com o passar dos
anos, essa capacidade diminui e as células
podem morrer. A morte celular pode ocorrer
através de dois mecanismos, a necrose ou a

apoptose, sendo esta Ultima também cha-
mada de morte celular programada.

No processo de apoptose, 0 DNA é des-
truido, as mitocondrias param de funcionar
e sao formados corpos apoptodticos, que sdo
pequenas vesiculas que se formam como
parte do citoplasma da célula. J& na ne-
crose as membranas celulares perdem sua
integridade, ocorrendo extravasamento de
substancias contidas nas células.

Origem e evolucao das células

A vida no planeta Terra teve origem
ha aproximadamente 4 bilhdes de anos.
Segundo a Hipdtese da evolucao gradual
dos sistemas quimicos - Hipétese de Oparin
e Haldane, ha 4 bilhdes de anos atras a su-
perficie era coberta por grande quantidade
de &gua e era rica em vapor de dgua, diéxido
de carbono, metano, aménia e hidrogénio. A
temperatura era bem mais alta que a atual,
havia muitos raios ultravioletas e descargas
elétricas, além da auséncia de oxigénio.
As descargas elétricas e as radiacdes for-
neceram energia para que algumas molé-
culas se unissem formando as primeiras
moléculas organicas e a chuva levava essas
moléculas da atmosfera para os mares pri-
mitivos. Esse evento é chamado de sintese
pré-bidtica.

Um passo muito importante na origem

Figura 21 - Células que
apresentam diferentes
tipos de divisdo: Ovécito
(Al e células da raiz da
cebola (Allium cepa) (B).
Escala: 10pum



Figura 22 - Origem das
células eucariotas por
invaginacao da membrana
plasmatica.

da vida foi a formacao de moléculas com ca-
pacidade de criar copias de si mesma, pro-
vavelmente moléculas semelhantes ao RNA
(replicadores). Porém a replicacdo desse
tipo de molécula nem sempre era fiel, o que
levou a evolucdo das moléculas e conse-
quentemente a variabilidade. Acredita que a
molécula de DNA surgiu a partir da polime-
rizacao de nucleotideos sobre um molde de
RNA. Esse DNA, assim como o RNA deter-
minavam a estrutura das proteinas, assim
como ocorre atualmente.

As condicoes na Terra nao favoreciam
a perpetuacao dos replicadores e eles so
conseguiram se manter nesse ambiente
indspito porque houve o desenvolvimento
de um revestimento protetor, a membrana
plasmatica. Atualmente poderiamos con-
siderar o RNA como os replicadores e a
membrana como a sua maquina de sobre-
vivéncia. Considera-se que nesse ponto ori-
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ginaram-se as primeiras células vivas, que
foram semelhantes aos atuais procariotos
heterotréficos anaerébicos.

A partir do aparecimento de pigmentos
semelhantes a clorofila, que sdo capazes
de transformar energia solar em energia
quimica, surgiram as células autotréficas.
Desse evento dependeu a manutencao da
vida na terra, pois o estoque de compostos
de carbonos, utilizados pelas células ances-
trais como alimento, era limitado. O oxigé-
nio liberado formou a camada de ozonio que
protegeu a terra da radiacao ultravioleta e
permitiu a evolucdo de células aerdbicas. Os
seres anaerobicos ficaram entao restritos
aos ambientes sem oxigénio.

Os eucariotos evoluiram de procariotos
a partir de invaginacoes da membrana plas-
matica, formando algumas organelas, como
o nucleo, o reticulo endoplasmatico rugoso
e o complexo de golgi (Figura 22).
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Uma das evidéncias desse processo é
que a face externa da membrana das orga-
nelas, que estd em contato com o citosol,
¢é semelhante a face interna da membrana
plasmatica e a face interna da membrana
das organelas é semelhante a parte externa
da membrana plasmatica (Figura 23).

A origem da mitocondria e cloroplas-
to foi proposta por Lynn Margulis (1960).
Segundo a hipdtese simbiética, a mitocén-
dria e cloroplasto surgiram a partir de um
processo chamado de endosimbiose, no

Z

®

-

Essa hipdtese tem embasamento em
algumas evidéncias, como por exemplo, o
DNA da mitocondria e do cloroplasto é cir-
cular, semelhante ao bacteriano e diferente
do DNA nuclear, que ¢é linear. Outra evidén-
cia estd na composicdo das membranas, a
interna é semelhante a membrana plasma-

qual algumas bactérias foram fagocitadas
por células pré-eucariotas e estabeleceram
um relacionamento mutuamente benéfico
e irreversivel. A mitocdndria foi originada a
partir da simbiose de um organismo pro-
carioto heterotréfico aerdbico com um pré
-eucarioto, enquanto o cloroplasto originou
a partir de procarioto autotréfico com um
pré-eucarioto. Em ambos os casos poste-
riormente ocorreu uma dependéncia mutua
(Figura 24).

2
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tica bacteriana e a membrana externa é se-
melhante @ membrana plasmatica de euca-
rioto. Além disso, essas organelas possuem
ribossomos préprios, que sdo semelhantes
aos ribossomos das bactérias e diferentes
dos ribossomos do citoplasma da célula eu-
cariota.

Figura 23 - Localizacao

das faces da membrana

plasmatica durante a
invaginacao.

Figura 24 - Origem da
mitocondria.
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As explicacdes acima se referem a ori-
gem do primeiro ser vivo, que era unicelular.
A partir dos seres unicelulares ocorreu a
evolucao até a formacao dos multicelulares.
E importante ressaltar que os organismos
unicelulares exercem todas as funcoes vi-
tais para a sua sobrevivéncia e perpetuacao,
ja nos organismos multicelulares existe a
diferenciacao estrutural e funcional entre
suas células.

Existem também aqueles organismos
intermediarios, que sao unicelulares, mas
vivem em coldnias. Como é o caso das algas
unicelulares Chlamydomonas, as células fi-
cam ligadas apenas por filamentos citoplas-
maticos. Nas algas do género Pandorina,
varias células ficam envoltas numa massa
coloidal e a colonia de Volvox chega a apre-
sentar mais de 1000 células biflageladas,
que apresentam divisdo de trabalho - célu-

las somaticas e reprodutoras.

Existe também o exemplo de um pro-
tozoario unicelular, o Dictyostelium discoi-
deum. Quando ha presenca de nutrientes
no ambiente, esses organismos apresen-
tam-se isolados. Contudo na auséncia de
nutrientes, cerca de 100.000 protozodrios
se unem e as células podem exercem dife-
rentes funcoes. Com essa estratégia, esses
organismos sao capazes de sobreviver por
dezenas de anos sem nutrientes.

A diferenca bésica entre os organis-
mos unicelulares que vivem em colénia e os
multicelulares é que estes sdo ligados entre
si por uma matriz extracelular e adesodes
entre membranas. Provavelmente este foi
o caminho evolutivo: seres unicelulares se
reuniram em colonias e originaram os plu-
ricelulares.
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Capitulo 2

Técnicas de microscopias para estudo das

celulas

Algumas células sao vistas a olho nu,
como por exemplo, a Acetabularia, uma
alga unicelular marinha que pode chegar
até 12 cm de comprimento, porém a maioria
das células é de tamanho muito reduzido (5
a 20 um). O tamanho minimo, que pode ser
observado a olho nu, é de 200 um e o olho
humano sé consegue discriminar dois pon-
tos separados por mais de 100 um, por isso,
para observar as células e suas estruturas
internas é necessario utilizar um equipa-
mento que forneca aumento e ao mesmo
tempo nitidez da imagem.

0 microscépio, do grego mikro (peque-
no) e skopein (ver) foi construido no fim do
século XVI. O primeiro microscépio a ser
desenvolvido foi o microscépio 6ptico, atual-
mente existem diversos tipos e com diferen-
tes funcdes, mas todos tém como objetivo o
aumento e nitidez de imagem. Com o avan-
co das tecnologias e o aprimoramento dos
microscoépios foi possivel conhecer novos
detalhes da estrutura celular.

Microscopia de luz ou éptica

O microscoépio Optico é o mais utiliza-
do nas técnicas rotineiras de laboratério. A
maioria dos microscopios opticos fornece
um aumento maximo de 1.000 vezes e atra-
vés dele é possivel observar estruturas de
até 100 nm. As medidas mais utilizadas na
microscopia é o micrémetro (um) que cor-
responde a 1 mm/1000 e o nanémetro (nm),
que corresponde a Tum/1000.

E importante ressaltar que para uma

boa imagem, além do aumento é necessaria
a nitidez da imagem, ou seja, a capacidade
de observar estruturas muito pequenas e
individualizadas. A olho nu é possivel ob-
servar estruturas individualizadas se elas
tiverem no minimo 100 um de distancia e no
microscopio de luz a 0,2 um.

Tanto o aumento de imagem quanto a
nitidez sdo fornecidos pelo conjunto de len-
tes, a ocular, objetiva e condensador. Além
da parte dptica, o microscépio possui varios
componentes responsaveis pelo suporte
mecanico e iluminacao. Os principais cons-
tituintes dos microscépios sao:

*P¢ ou base - sustenta todas as demais
pecas;

eBraco - liga a base a parte superior do
microscopio;

e Platina ou Mesa - recebe o material (l3-
mina) para a analise. Ela possui o charriot,
que permite o deslocamento da lamina, e
uma pinca, que serve para prender a la-
mina;

e Cabecote - suporta os tubos onde se lo-
calizam as oculares, escala de ajuste de
dioptrias e da distancia interpupilar;

e Revdlver - suporta as lentes objetivas;

e Macrométrico - permite grandes avan-
cos ou recuos da platina em relacdo as
objetivas;

e Micrométrico - permite pequenos avan-
cos ou recuos da platina em relacdo as
objetivas;

e(Oculares - lentes que fornecem aumen-
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to;

¢ Objetivas - lentes que fornecem aumen-
to e resolucao da imagem estdo presas no
revolver. Geralmente os microscoépios opti-
cos apresentam objetivas com aumentos
de 4X, 10X, 20X, 40X e 100X;

e Condensador - lentes que concentram e
tornam paralelo o feixe luminoso;

eDiafragma - controla a entrada de luz
para o condensador;

eFiltro — converte a luz de halogénio em
luz branca;

eFonte de luz - ldmpada haldgena;

e Seletor de intensidade luminosa - regula
a intensidade da luz;

Explicacao dos dados de uma objetiva
de 100X:

- 100 (aumento de 100 vezes)
- 1.25 (abertura numérica)

- 0.17 (espessura maxima da laminula
- que pode ser utilizada)

- oil (deve utilizar éleo de imers3o).

Funcionamento basico do microscépio
optico

A imagem formada pelo microscépio
optico é maior e invertida em relacdo ao
objeto. O aumento final da imagem ¢é resul-
tado do produto dos aumentos da objetiva
e da ocular. Geralmente a ocular tem um
aumento de 10X e o aumento das objetivas
varia. Podendo ser de 4X, 10X, 40X e 100X,
proporcionando aumentos de 40X, 100X,
400X e 1.000X, respectivamente.

Quanto maior o aumento, menor sera
a abrangéncia da area observada na lamina
(Figura 1), por exemplo: com o aumento de
100X o campo observado sera de 1.500 pm,

com o aumento de 400X, o campo sera de
375 um e com o aumento de 1000X o campo
sera de 150 um. Por isso, antes de iniciar a
analise da lamina é necessario centralizar o
material no campo de observacao.

0 poder de resolucdo de um microscé-
pio é a capacidade deste em fornecer ima-
gens nitidas. Ele é inferido de uma forma
indireta, tendo como base o limite de reso-
lucdo. Quanto menor o limite de resolucao
de um microscépio, maior o seu poder de
resolucdo. O limite de resolucao correspon-
de a menor distancia que deve existir entre
dois pontos, de modo que ainda aparecam
individualizados na imagem formada pelo
sistema de lentes. Ele é calculado pela se-
guinte férmula:

LR =K.A/AN
K =0,61 (constante)

A = comprimento de onda (luz ou feixe
de elétrons)

luz branca = 550 nm ou 0,55 mm

AN = n.sena (abertura numérica da
objetiva). Este valor esta na objetiva.

n = indice de refracdo do material que
estd entre a laminula e a objetiva

Ar: 1, 6leo de imersao: 1,52

o = metade do angulo de abertura da
objetiva

0 valor da AN depende do indice de re-
fracdo do material que esté entre a ldmina
e a objetiva. Para todas a objetiva o material
é o ar, apenas para a objetiva de 100X 0 ma-
terial deve ser o dleo de imersao. O fato do
valor do indice de refracao do 6leo (1,52) ser
maior que do ar (1,0], permite uma maior
nitidez do material na objetiva de 100X, pois
quanto maior o indice de refracdo, maior a
AN, menor o limite de resolucdo e quanto
menor o limite de resolucao, menor pode
ser a distancia entre dois pontos para que
eles aparecam individualizados.



Figura 1 - Imagens da
medula espinhal com
diferentes aumentos. A)
Objetiva de 4X, Escala: 100
pm; B) Objetiva de 10X,
Escala: 50 um; C) Objetiva
de 40X, Escala: 10 um e D)
Objetiva de 100X. Escala:
5 um

Microscopia de contraste de fase

Para estudar mais facilmente as célu-
las e os tecidos é necessario que haja um
contraste de cor entre elas e 0 meio que as
envolve. Esse contraste é gerado pela ab-
sor¢ao ou refracao dos raios de luz ao in-
teragirem com as células, contudo elas sao
formadas por atomos de baixo peso mole-
cular, que nao oferecem grandes contras-
tes. Para obter esse contraste é necesséario
corar as células. Contudo existe um tipo de
microscépio, microscépio de contraste de
fase, que permite observar as células e te-
cidos sem coloracao e até mesmo observar
as células vivas.

O microscoépio de contraste de fase pos-
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sui um sistema de anéis metalicos, coloca-
dos no condensador e nas objetivas, esse
sistema produz imagens visiveis de objetos
transparentes. O sistema de anéis modifica
avelocidade que a luz atravessa o material e
essa diferenca de velocidade é utilizada para
fazer com que as estruturas parecam mais
claras ou mais escuras, pois quanto maior a
densidade da estrutura, menor a velocidade
da luz ao atravessar e consequentemente
menor a refracao.

Essa microscopia é utilizada para ob-
servacao de células em cultura, esfregacos
vaginais, sangue, bactérias, algas, proto-
zoarios, conteldo estomacal de animais,
materiais ceramicos e outros produtos sin-
téticos.
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Microscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia é a capacidade de algu-
mas substancias em emitir luz visivel ao ser
irradiada por luz invisivel ao olho humano.
Alguns componentes celulares sao natural-
mente fluorescentes como a clorofila, ligni-
na, elastina, colédgeno, entre outros. Porém,
outros componentes que nao sejam fluores-
centes podem se ligar a corantes fluores-
centes (fluorocromos) e assim serem detec-
tados na microscopia de fluorescéncia.

O microscépio de fluorescéncia possui
ldmpada de mercurio que transmite luz de
comprimentos pequenos. Também possui
dois filtros: um de excitacao e um de barra-
gem. O de excitacdo seleciona os fétons de
comprimento determinado, esses atingem
o objeto, que emite uma luz fluorescente.
Tanto os fétons, quanto a fluorescéncia sao
transmitidos para a objetiva, porém o filtro
de barragem permite apenas a passagem
da luz da fluorescéncia, que tém compri-
mento maior. A imagem visualizada fluores-
ce contra um fundo escuro.

O microscépio de fluorescéncia permite
identificar as substancias natural e artifi-
cialmente fluorescentes. E muito utilizada
na imunocitoguimica, como por exemplo, na
técnica de FISH (Fluorescent in situ hibridi-
zation) (Figura 2).

Microscopia eletronica de transmis-
sao

O microscépio 6ptico aumenta a ima-
gem até 1000 vezes, contudo ndo é possi-
vel observar com detalhes as estruturas e
organelas intracelulares. Apenas o nlcleo e
cloroplastos sao facilmente observados.

Para analisar estruturas menores que
200 nm é imprescindivel o uso do micros-
copio eletronico. Esse equipamento per-
mite aumento de 120.000 vezes e, além do

maior aumento, este microscépio tem me-
lhor definicao de imagem que o microscépio
optico, pois apresenta um menor limite de
resolucao por utilizar feixes de elétrons (A:
0,005mm) no lugar de feixes de luz da mi-
croscopia 6ptica (A: 0,55 mm). O limite de
resolucdo a olho nu é de 100 um, do micros-
copico o6ptico é de 0,2 um e do microscépio
eletronico é de 0,002 pm.

Veja a comparacao entre o que se pode
observar com microscépio optico e eletroni-
co (Figura 3).

10 nm - virus
célula - 10 pym

10 nm -

proteinas

1 um
]

bactéria -
1 nm - aminoacidos

MICROSCOPIO OPTICO MICROSCOPIO ELETRONICO

A fonte envia os elétrons que passam
por um condensador, atravessam o mate-
rial a ser estudado, interagem ou nao com
esse material e sdo projetados sobre uma
tela, filme fotografico ou monitor.

A dispersao dos elétrons depende da
espessura e densidade molecular do ma-
terial e em especial do numero atdomico
dos dtomos que entram na composicdo do
material. Como os atomos que compde as
células [CHON) possuem nimero atémico
baixo, o material precisa ser impregnado

Figura 2 - FISH com
sonda para rDNA em
cromossomos de abelha
Melipona bicolor. Escala:
Sum

Figura 3 - Comparacao
entre a capacidade de
aumento do microscoépio
optico e eletronico de
transmissao.
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Figura 4 - Microscopia
eletronica de transmissao
de células da vesicula
seminal de inseto
Diaphorina citri
(Hemiptera).

Figura 5 - Microscopia
eletronica de varredura
de espermatozoide de

inseto Diaphorina citri

(Hemiptera).
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com metais, estes se combinam seletiva-
mente com determinadas estruturas celu-
lares. Portanto os elétrons que interagem
com regides impregnadas por metais, for-
mardo uma imagem escura (eletrodensal
e os elétrons que passam livremente pelo
material formam uma imagem eletroltcida
(Figura 4).

O preparo do material é feito de forma
diferente da microscopia dptica. Os cortes
precisam ser bem mais finos, para isso a
navalha utilizada é de vidro ou diamante.
Nao sao utilizadas laminas de vidro e sim
grades de metal para suportar o material.

Microscopia eletronica de varredura

E semelhante & microscopia eletroni-
ca de transmissao, exceto pela sua funcao,
pois revela as feicOes topograficas de uma
superficie, portanto fornece imagens tridi-
mensionais.

A amostra é vaporizada com ouro, 0s
elétrons varrem o material, sao refletidos
pelos dtomos de ouro e sdo capturados for-
mando uma imagem tridimensional (Figura
5).

Existem outros tipos de microscopias
que nao serao tratadas nesse roteiro. il
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE TECNICAS DE MICROSCOPIAS PARA ESTUDO DAS CELULAS

¢ Atividade 1
Objetivo - Aprender a utilizar o microscépio 6ptico.

Procedimentos:

1 - Verificar se a objetiva de menor aumento (4x] estad encaixada, se necessario utilizar o revélver
para encaixa-la;

2 - Verificar se a platina esta abaixada, se necessario utilizar o macrométrico para abaixar;

3 - Verificar se o condensador esta na posicdo mais elevada,

4 - Verificar se o diafragma esta aberto;

5 - Pegar uma lamina histoldgica do laminario indicada pela professora;

6 - Colocar a lamina entre as presilhas da platina, verificar se a laminula esta voltada da cima;
7 - Centralizar o material da ldmina no foco de luz;

8 - Levantar a platina até visualizar o material e utilizar o micrométrico para pequenos ajustes no
foco;

9 - Caso necessario observar em aumento maior, utilize o revélver para mudar a objetiva e o micro-
métrico para fazer ajuste de foco;

10 - Para utilizar a objetiva de 100X é necessario o uso de dleo de imersdo. Apés a focalizacao corre-
ta nas objetivas menores, deve-se adicionar uma gota de 6leo de imersdo sobre a ldmina e encaixar
para a objetiva de 100X;

11 - No final do uso do microscdpio, deve-se encaixar a objetiva de menor aumento, abaixar a platina
e desligar o microscdpio. Caso tenha utilizado o 6leo, a objetiva de 100X deve ser limpa com algodao
e solucao especial para limpeza.

Inicialmente deve fazer os procedimentos de focalizacao considerando apenas para o olho direito,
depois deve ajustar o foco para o olho esquerdo, girando a propria ocular esquerda. Cada pessoa
tem uma distancia entre os olhos, portanto deve-se ajustar a distdncia para uma melhor visualiza-
cao distanciando ou aproximando as oculares.

¢ Atividade 2
Objetivo - Verificar a formacdo da imagem pelo microscdpio dptico.

Procedimentos:

1 - Utilizar uma l&mina com uma letra colada (decalquel;
2 - Colocar a lamina na platina com a letra para cima conforme é lida;
3 - Observar no microscdpio a imagem da letra com aumento de 40X.

Responda:

A) Fazer um desenho esquematico da imagem vista no microscépio.
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¢ Atividade 3

Objetivo - Verificar a orientacao da imagem em relacao ao objeto no microscopio optico.
Procedimentos:

1 - Colocar uma lamina histolégica na platina e observar o que acontece com a orientacdo da ima-
gem em relacao ao objeto.

Responda:

A) O que acontece com a orientacdo da imagem em relacdo ao objeto quando movimenta a
ldmina para:

a esquerda?
a direita?
frente?
tras?

¢ Atividade 4

Objetivo - Verificar a relacao entre aumento da imagem e area observada no microscépio
optico.

Procedimentos:
1 - Utilizar uma lamina histolégica e analisar com diferentes aumentos.
Responda:

A) Esquematizar a imagem formada com os aumentos de 40X, 100X e 400X.

Aumento de 40X Aumento de 100X Aumento de 400X

B - O que acontece com o campo de observacao?
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¢ Atividade 5
Objetivo - Conhecer os valores presentes no microscopio.

Procedimentos:
1 - Analisar os valores presentes nas oculares e objetivas do microscoépio optico
Responda:
Completar a tabela 1.

Dados: k= 0,61, A= comprimento de onda da luz branca= 0,55 mm. A abertura numérica e o aumento
da ocular estao no préprio microscépio.

LR=K.A/AN

Tabela 1 - Valores na microscopia 6ptica

Aumento da Ocular | Aumento da objetiva | Abertura numérica Aumento total Limite de resolucao

B) Qual objetiva apresenta maior poder de resolucdo?

C) Qual objetiva apresenta maior limite de resolucdo?

D) Qual objetiva apresenta maior capacidade de fornecer nitidez?

E) Qual organela foi possivel observar com esse microscépio?
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¢ Atividade 6
Objetivo - Discutir as diferencas entre as imagens formadas por algumas microscopias.

Procedimentos:

1 - Observar as fotos obtidas por diferentes microscdpios: dptico, contraste de fase, de fluorescén-
cia, eletronico de transmissao e eletronico de varredura.

Responda:

Qual o principal objetivo das seguintes microscopias?
1 - Contraste de fase:

2 - Fluorescéncia:

3 - Eletronica de transmissao:

4 - Eletronica de varredura:
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Capitulo 3

Metodologias para estudo das células

Para uma andlise detalhada é impor-
tante preparar adequadamente o material a
ser estudado, que podem ser células isola-
das, tecidos ou 6rgaos. Dependendo do ob-
jetivo, o material pode sofrer cortes [micro-
tomia) (Figura 1A) ou n&o (Figura 1B, C, D,
E, F), ser permanente, podendo durar anos
(Figura 1A) ou ser descartado logo apds a
analise (Figura 1B, C, D, EJ.

Lamina permanente com microtomia

Nas areas de biologia celular e histolo-
gia é comum o uso de ldminas histoldgicas
permanentes (Figura 1A]. Quando o mate-
rial de interesse (6rgdos ou tecidos) nao é
fino, ele deve passar por um processo de
microtomia.

Para a confeccdo dessas ldminas o ma-
terial apds ser coletado deve ser fragmenta-
do em pequenos pedacos e imersos imedia-
tamente em solucdo fixadora. A fixacao evita
o processo de degradacao, seja por micror-
ganismos ou pela prépria célula (autdlise).
Ela permite manter a mesma organizacao
estrutural apresentada /n vivo e minimiza
o0 aparecimento de detalhes que ndo sejam
da estrutura normal do tecido (artefatos de
técnicas). Os principais fixadores utilizados
sdo o formol a 10% ou misturas fixadoras
como o Bouin (formaldeido, &cido acético e
acido picrico). Também existe a fixacao por
congelamento (criofixacdo) e por perfusao
intravascular, em que os fixadores sao in-
jetados pelos vasos sanguineos e assim
alcancam os diferentes érgdos internos do

animal.

Outra questao relevante é quanto a es-
pessura do material em estudo, pois para
formar a imagem na microscopia o6ptica é
necessario que a luz atravesse o material.
Isso somente é possivel se ele tiver uma fina
espessura, portanto, é necessario que o 6r-
gao passe por um processo de microtomia.

E dificil fazer cortes finos diretamente
nos 6rgdo, por isso coloca-se o 6rgao em
solucdo que lhe proporcione consisténcia
rigida, porém, que mantenha todas as suas
caracteristicas originais. Para microscopia
Optica, um dos meios de inclusdo mais utili-
zado é a parafina. Contudo, pelo fato da pa-
rafina ndo ser miscivel com a dgua presente
nos tecidos, o material passa por uma desi-
dratacao, que é realizada por banhos cres-
centes de etanol. A desidratacdo também
tem como consequéncia o endurecimento
do tecido.

Nesse estagio da técnica o material ndo
tem mais dgua e o etanol passa a ocupar
os espacos deixados pela agua. Contudo a
parafina ainda ndo é miscivel com etanol,
por isso é necessario fazer a diafanizacao,
ouU seja, usa-se um composto intermedia-
rio (xilol), que é miscivel tanto com o alcool
quanto com a parafina. Essa etapa também
torna o fragmento transparente e por esse
motivo é denominado de clarificacao.

Apbds passar pelo xilol, o material é in-
cluido em parafina, utilizando alta tempe-
ratura (58-60°C). O solvente (xilol) evapora
e o seu lugar é ocupado pela parafina. No
final do processo o material é incluido em
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um molde contendo a parafina em estado
liquido, que ao solidificar forma um bloco
(emblocamento).

0 material incluido em parafina pas-
sa pelo processo de microtomia, no qual é
utilizada l@mina de aco ou vidro que produz
cortes de 1 a 10 um. Apds a microtomia, o
material, ainda envolvido pela parafina, é

colocado sobre a superficie de dgua com
alcool para distender, depois é transferido
para solucao de gelatina aguecida onde se
mergulha uma lamina por baixo do mate-
rial, para que ele fique aderido na l@mina.
0 material é colocado em estufa para que
ocorra a secagem e sua total adesao a la-
mina.

Figura 1 - A) Lamina
permanente com
microtomia, corte
transversal da minhoca
Eisenia andrei - Escala:
100um; B) Espalhamento
da mucosa bucal humana
corado com azul de
metileno - Escala: Sum;
C] Esfregaco sanguineo
humano - Escala: 10pum;
DJ; Distensao a fresco

da epiderme vegetal de
Tradescantia sp. - Escala:
50um; E) Esmagamento
da vesicula seminal de
minhoca Eisenia andrei
corado com orceina
acética - Escala: 5um; F)
Preparo a fresco da dgua
de lago com organismos
microscopicos - Escala:
50pum



Tabela 1 - Resumo

dos principais passos
para obtencao de
ldmina permanente por
microtomia

Nesse estdgio do processo o material
ainda nao estad pronto para ser observado,
pois os constituintes das células possuem
baixo peso molecular e por isso o contraste
entre eles é imperceptivel via microscopia
Optica. Para promover um contraste utili-
zam-se diversos métodos de citoquimica,
geralmente usa-se um corante que rea-

Coletar material de interesse
(animal ou vegetal).

Obtencao do
material

Desidratacao Retirar dgua para o solvente

penetrar e fazer a interface com a

parafina.

Inclusao

Microtomia

Secagem

Montagem Preservar o material corado
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Secagem do material em estufa

s celiles 52

etodologias para estudo

ge com o substrato celular de carga ionica
oposta. Por exemplo, um corante anioni-
co [eosina) que combina com substancia
catidnica (proteina) e corantes catiénicos
[hematoxilina) combinam com substancias
anionicas (DNA, RNA). Como a maioria dos
corantes nao é miscivel em parafina é ne-
cessario retird-la do material. Para isso a

Isolar o0 6rgdo e manter em solucdo
fisioldgica [mesmo pH do érgao,
geralmente é utilizado o cloreto de sédio
0,9%

Banhos com concentracoes crescentes de
etanol.

Facilitar a obtencao de cortes finos | Imergir o 6rgdo em solucao de parafina
Fazer cortes finos (5a 12 um) Fazer os cortes utilizando o micrétomo

Ajuda a aderir o corte na [dmina (por
desnaturacao das proteinas da gelatina) e
elimina a dgua

Cobrir o corte com uma laminula,
utilizando uma resina de montagem. Porém
antes desse passo deve-se desidratar e
diafanizar
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ldmina com o material é mergulhado em
xilol, posteriormente reidratado e entao co-
rado.

Para proteger o material na l@mina é
necessario colocar uma laminula de vidro.
Para tal, o material na ldmina tem que ser
desidratado e passar pelo xilol, pois o meio
de montagem nao é miscivel com a agua
presente no material. Geralmente usa-se o
Balsamo do Canada ou Entelan para fazer a
montagem da l@mina e laminula.

Outra forma de preparo do material é
por fixacao fisica, nessa metodologia o 6r-
gdo é rapidamente congelado com o nitro-
génio liquido apds ser retirado do animal. O
micrétomo para fazer os cortes histoldgicos
é especial (criostato) e todos os materiais
utilizados também devem estar em baixa
temperatura. As vantagens dessa fixacao
é que evita varios passos, por isso é mais
répida, podendo ser utilizada durante pro-
cedimentos cirurgicos para andlise histopa-
toldgica. Ele também preserva as enzimas
e lipidios.

Resumidamente o preparo das laminas
de tecidos animais espessos pode seguir 0s
passos descritos na Tabela 1.

Além da microtomia existe a ultramicro-
tomia, que é utilizada no preparo de mate-
rial para analise em microscopia eletronica
de transmissao. Os produtos utilizados sao
diferentes, como por exemplo, os fixadores
que podem ser solucdes contendo glutaral-
deido e tetroxio de dsmio. A desidratacao
pode ser realizada com acetona ou éxido de
propileno. Ainclusao é feita em resina epoxi.
Os cortes para microscopia eletronica sao
de 250 a 400 nm, utilizando-se navalha de
diamante, os cortes sao coletados sobre tela
de cobre. Para a contrastacao, geralmente
sao utilizados metais pesados para acen-
tuar as diferencas de densidade das estru-
turas, gerando imagens elétron-densas ou
elétron-lucidas.

Lamina temporaria sem microtomia

Como foi citado a microtomia nem sem-
pre é necessaria. E possivel fazer prepara-
cOes em que o material bioldgico recente-
mente obtido é preparado de forma mais
simples e rapida. Quando nao ha cortes é
possivel observar células inteiras e medir o
conteldo da mesma. Porém, inter-relacoes
das células do tecido ndo sdo respeitadas.
A seguir alguns exemplos dessas técnicas.

Espalhamento

Inicia-se com a raspagem de mucosas,
como a bucal (Figura 1B), anal ou uterina
com auxilio de uma espatula. Depois se es-
palha o material coletado sobre a lamina,
ele é fixado e corado. Nessa técnica nem
sempre a forma da célula é preservada,
contudo é possivel medir o volume celular e
a quantidade de certas moléculas, como por
exemplo, o DNA. Uma técnica de espalha-
mento muito utilizada é o Papanicolau rea-
lizado como prevencao ao cancer do colo do
Utero. Devido a forma de se obter o material
nessa técnica, muitas vezes ela é erronea-
mente chamada de esfregaco.

Esfregaco

Essa técnica é aplicada para estudar
células presentes em fluidos como sangue
(Figura 1C), sémen ou linfa. A técnica se re-
sume em esfregar o material coletado sobre
uma lamina com auxilio de outra ldmina. E
importante que se forme uma fina camada,
caso contrario ficard célula sobre célula
dificultando a analise. Depois o material é
fixado e corado.



Figura 2 - Organismos
presentes na dgua de um
lago de Pelotas/RS. A,
B,C,D,E,F,G H, I Je

K sao microalgas, L e M
sdo diatomaceas, N e O
sdo protozoarios e P é um
microcrustaceo. Escala
maior: 50 um e Escala
menor: 10 um

Distensao

Também conhecida como montagem
total, essa técnica é utilizada para estudar
material fino ou transparente, como mem-
branas fetais, 6rgaos de insetos, mesentério
ou epiderme vegetal. A técnica se resume
em distender o material coletado sobre a
ldmina, fixar e corar. No caso de epiderme
vegetal ndo é necessario fazer a coloracao
quando as préprias células j& apresentam
pigmentos (Figura 1D).

Esmagamento

0 esmagamento é uma técnica utilizada
para estudo de tecidos com alta taxa de divi-
soes celulares e tecidos mais ‘moles’ como
raiz de planta, testiculo ou glandulas de in-
vertebrados (Figura 1E]. A técnica consiste
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em esmagar o material entre a ldmina e la-
minula. A coloracdo pode ser concomitante
ao esmagamento ou posterior, neste caso a
laminula pode ser retirada com o auxilio de
nitrogénio liquido.

Preparo a fresco

Essa técnica é metodologicamente sim-
ples e ndo exige nenhum tipo de reagente.
Basta pingar uma gota do material em estu-
do (agua de lagos, lagoas, rios, ou até mes-
mo, organismos em culturas) na ldmina e
cobrir com laminula (Figura 1F, 2).

Ela é uma das técnicas que mais atrai
os estudantes, devido a diversidade e beleza
dos organismos que podem ser observados.
Utilizando essa técnica é possivel fazer ana-
lise comparativa da diversidade de organis-
mos encontrados em diferentes habitats. i




42 - ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR

ATIVIDADES PRATICAS SOBRE METODOLOGIAS PARA ESTUDO DAS CELULAS

¢ Atividade 1
Objetivo - Vivenciar a rotina do preparo de lamina histoldgica permanente.

Procedimentos:
1 - Fazer uma visita técnica ao laboratério de Histologia/Biologia Celular/Anatomia do desenvolvi-
mento e descrever os passos da técnica de preparo de ldminas permanentes com microtomia.
Responda:
A) Descrever a técnica observada no laboratério

¢ Atividade 2

Objetivos - Realizar a técnica de espalhamento, analisar a importancia da coloracao,
diferenciar o nucleo e citoplasma, observar a forma das células do epitélio de
revestimento da mucosa bucal, discutir a importancia da solucao fisioldgica para as
células e comparar o mesmo tipo celular preparado por duas técnicas diferentes (lamina
permanente com microtomia e espalhamento).

Procedimentos:

1 - Colocar uma pequena gota de solucdo salina (0,9%) sobre uma extremidade da ld&mina e na outra
extremidade colocar uma gota de corante azul de metileno 1%;

solucao
salina

’|O

corante

20
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2 - Fazer uma suave raspagem na mucosa bucal, com um palito de fdsforo;

3 - Colocar o material colhido primeiramente sobre a gota de solucao salina, fazer uma nova raspa-
gem e colocar o material sobre a gota do corante;

4 - Cobrir cada gota com uma laminula, sem deixar encostar uma laminula na outra;

5 - Observar com objetivas de 10X e 40X. Regular o diafragma e o condensador para analisar mate-
rial ndo corado.

Responda:

A) Esquematizar as células epiteliais.

B) A visualizacdo das células foi mais facil com ou sem a coloracido? Qual a importéncia da
coloracao?

C) Por que se utilizou solucao salina 0.9%?

D) Analisar a lamina L1 e comparar o mesmo tipo celular visto na ldmina de espalhamento.
Esquematizar células epiteliais de revestimento da mucosa bucal.

E) Qual o tipo de informac3o que é possivel obter a partir do espalhamento que ndo ¢ possivel
através da lamina permanente L17?
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¢ Atividade 3

Objetivos: Aprender a técnica de esfregaco; Observar diferentes formas de ndcleos;
caracterizar diferentes tipos celulares do sangue; aprender utilizar a objetiva de Imersao
(100X).

Procedimentos

1 - Identificar uma ldmina com seu nome (escrever na parte foscal;

2 - Desinfetar o dedo com algodao embebido em alcool 70%;

3 - Fazer uma puncao digital, ou seja, perfurar o dedo anelar com uma microlanceta;
4 - Colocar uma gota de sangue a aproximadamente 1 cm da extremidade da ldmina;

5 - Colocar outra lamina em angulo de 45° sobre a ldmina, de modo que fique na frente da gota de
sangue, aproxima-la até encostar-se a gota, permitindo que esta se espalhe;

Nome:

Gota de

sangue Turma:

6 - Deslizar a lamina superior de forma que o sangue se espalhe uniformemente sobre a ldmina
inferior;

7 - Secar o esfregaco rapidamente, agitando a ldmina no ar;

8 - Corar com 20 gotas de Corante Wright por 3 minutos;

9 - Pingar aproximadamente 20 gotas de tampao e aguardar por 5 minutos;
10 - Escorrer o corante e lavar rapidamente a ldmina com agua;

11 - Secar a ldmina ao ar;

12 - Observar na objetiva de 4X, 10X e 100X (uso do 6leo de imersao). Para utilizar a objetiva de 100X,
apos a focalizacdo correta nas objetivas de 4X e 10X, deve-se pingar uma gota de 6leo de imersao
sobre a ldmina, mudar para a objetiva de 100X e utilizar apenas o micrométrico para a focalizacao.
Jamais passar a objetiva de 40X pelo 6leo de imersao.

COLORACAO PANOPTICA DE WRIGHT

Glicerina

Fosfato de sddio secundario
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Responda:
A) Para quais tipos de materiais essa técnica pode ser empregada?

B) Localizar em sua ldmina os leucdcitos agranuldcitos - mondcitos (1) e linfécitos (2], os
leucécitos granulécitos - baséfilo (3), eosindfilo (4) e neutrdfilo (5) e as hemacias (6). Utilize a
Figura 2 como referéncia dos elementos celulares a serem encontrados.

Figura 1a - Elementos do sangue. Escala: 5 um
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¢ Atividade 4

Objetivos - Identificar diferentes eucariotos; fazer uma preparacéao ‘a fresco’ da agua do lago;
estimular a curiosidade, despertando o espirito cientifico dos alunos através de analise de
diversos microrganismos da agua de lago.

Procedimentos:

1 - Colocar uma gota de 4gua de lago sobre a lamina;
2 - Colocar a laminula sobre o material. Retirar o excesso de dgua se for preciso;
3 - Focalizar com a objetivas de 4X, 10X e 40X. Caso necessario, feche o diafragma;

4 - |dentificar e esquematizar os organismos encontrados segundo a morfologia, tamanho, a riqueza
de membranas (procarioto ou eucarioto), quanto ao nimero de células (unicelular, unicelular for-
mador de coldnia, multicelular sem tecido verdadeiro, multicelular com tecido verdadeiro) e quanto
a producao de compostos orgénicos (autotréfico ou heterotréfico).

Responda:

A) Qual a principal diferenca entre células eucariotas e procariotas?

B) Os procariotos sdo menos ‘eficientes” e menos ‘evoluidos’ que os eucariotos? Justifique sua
resposta.

C) Quais os tipos de seres vivos que foram encontrados com maior frequéncia? Por que vocé
acha que isso aconteceu?
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¢ Atividade 5

Objetivos - Desenvolver a capacidade de abstracao.

Procedimentos:

1 - Observar a apresentacao ludica e fazer a analise histoldgica.
Responda:

A) Esquematizar os cortes de um ovo cozido seccionado em diferentes planos.

B) Esquematizar o corpo do neurdnio cortado em diferentes regides, onde no corte seja possivel
ver o nucleo (A] e outro que o corte tenha sido fora da area do nucleo (B) (LAmina G2 - Medula)

A B

C) Esquematizar os cortes de uma cenoura seccionada em diferentes planos.

D) Esquematizar os cortes transversais e lon?itudinais de tecido muscular estriado esquelético.
Indicar os nlcleos - Ldmina L5 - Lingua (HE

Transversal Longitudinal
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E) Esquematizar os cortes de uma laranja seccionada em diferentes planos.

F) I%sqL]Jematizar a forma de uma célula secretora e de um &cino na glandula salivar - Lamina
L9 (HE

Célula Acino

G) Esquematizar uma glandula tubulosa simples do intestino grosso cortada longitudinalmente
e transversalmente - Lamina K5 (HE)

Transversal Longitudinal

H) Esquematizar um corte da glandula tubulosa simples enovelada (gléandula sudoripara) -
Lamina S2 - Pele espessa (HE)



Figura 1 - Pontes
de Hidrogénio entre
moléculas de dgua.
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Tanto os seres vivos quanto os elemen-
tos abidticos sdo compostos pelas mesmas
unidades béasicas, os atomos. Existem 92
tipos de atomos, sendo que os seres vivos
sao formados principalmente por carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio.

Os atomos sao formados por um ndcleo
e orbitas. No nlcleo localizam os prétons e
néutrons e nas orbitas, os elétrons. Cada ér-
bita do dtomo comporta um nUmero deter-
minado de elétrons, por exemplo: a primeira
orbita comporta dois elétrons, a segunda e
terceira, oito elétrons, a quarta e quinta, de-
zoito elétrons. Contudo muitos dtomos pos-
suem a Ultima camada incompleta e para
completa-la eles devem ganhar, perder ou
compartilhar elétrons.

Na ligacdo i6nica, o dtomo ganha ou
perde elétrons e se transforma em Jon.
Quando perde elétrons torna-se positivo,

A\

V)
A\

denominado de cation e quando ganha tor-
na-se negativo, denominado de anion.

Nas ligacoes covalentes ocorre o com-
partithamento de elétrons, que pode ser
de forma desigual [polar) ou igual (apolar).
Portanto na ligacao polar a carga positiva
estd concentrada em uma extremidade e
a negativa em outra; na apolar os elétrons
sdo atraidos equitativamente para ambos os
atomos. As ligacdes covalentes podem ser
simples, quando cada atomo compartilha
apenas um elétron com outro dtomo dife-
rente e a ligacdo dupla, em que hd o com-
partithamento de dois elétrons entre dois
atomos.

Outro tipo de ligacdo muito comum € a
ponte de hidrogénio. Esta ocorre entre um
hidrogénio com um oxigénio ou nitrogénio.
Na figura 1 é exemplificada uma ponte de
hidrogénio entre moléculas de agua. O hi-
drogénio estd ligado ao oxigénio por uma
ligacdo idnica, por isso, apresenta carga po-
sitiva e consequentemente o oxigénio apre-
senta carga negativa. A ponte de Hidrogénio
é realizada entre um atomo de hidrogénio
e o oxigénio de outra molécula de agua
(Figura 1).

Agua

A vida surgiu na agua e todos os seres
vivos dependem dela para sobreviver. A dgua
representa cerca de 80% das substancias
que compdem o corpo dos seres vivos. A
quantidade de &gua nas células varia con-
forme o tipo celular, podendo alcancar 83%
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nos musculos e 25% nos 0ssos.

A agua é composta por dois dtomos de
hidrogénio (H] e um de oxigénio (0]. A dispo-
sicdo dos atomos nao ¢é linear, eles formam
um angulo. A ligacao entre os dtomos de H
e 0 édotipo covalente polar, onde o oxigénio
atrai mais fortemente os elétrons, com uma
zona positiva e outra negativa formando um
dipolo (Figura 1).

Pelo fato da &gua ser tao importante,
outras moléculas sao classificadas confor-
me a sua afinidade com ela:

Moléculas hidrofilicas - possuem liga-
coes polares, tém carga e formam pontes de
Hidrogénio com a agua;

Moléculas hidrofébicas - possuem liga-
cbes apolares, ndo tém carga e ndo formam
pontes de Hidrogénio com a agua;

Moléculas anfipaticas - possuem re-
gides hidrofilicas e hidrofébicas

Aclucares

S3o hidratos de carbono (C:H:0 = 1:2:1),
possuem dois hidrogénios para cada carbo-
no. Pode ocorrer ligacao entre as diferentes
moléculas de aclcar, essa ligacdo ocorre
entre suas hidroxilas. Como existem varias
hidroxilas livres, podem-se formar varios ti-
pos de ligacoes, consequentemente existem

Ribose e Monossacarideo | RNA e DNA

desoxirribose

Polissacarideo

Glicogénio

Celulose

inimeros tipos de carboidratos.

Dependendo da quantidade de molécu-
las interligadas sao denominadas: monos-
sacarideos, dissacarideos ou polissacari-
deos. Essas moléculas podem ser sollveis
em agua e utilizadas imediatamente como
fonte de energia (monossacarideos e dis-
sacarideos] ou serem insollveis em agua e
por isso atuarem na composicao estrutural
das células ou no armazenamento de ener-
gia [polissacarideos] (Tabela 1).

Lipidios

Os lipidios apresentam estruturas e
funcdes muito divergentes entre si, mas
compartitlham uma caracteristica, a baixa
solubilidade em agua e a solubilidade em
solventes orgdnicos como o éter e o alcool.

Os lipidios mais encontrados nas célu-
las sdo os acidos graxos, que sao formados
por uma molécula de acido carboxilico (hi-
drofilico), associada a cadeias hidrocarbo-
nadas (hidrofébica). As cadeias podem ser
saturadas (somente ligacdo simples) ou in-
saturadas (com duplas ligacées) (Figura 2).

As duplas ligacoes determinam um do-
bramento das moléculas, que interferem na
sua capacidade de compactacao. A marga-
rina € um exemplo de gordura saturada e o

Compdem o material genético
que comanda as atividades
celulares

Células animais

Parede celular vegetal

Tabela 1 - Tipo e funcao

Esuitural e areizeae de carboidratos celulares

Polissacarideo
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Figura 2 - Fosfolipidio.

Figura 3 - Ligacao
peptidica.
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6leo de soja é insaturada.

Os lipidios tém como principais funcoes
a reserva nutritiva e estrutural. Os lipidios
de reserva geralmente possuem longas ca-
deias de carbono com nUmero par e 0s mais
comuns sdo os triglicerideos. Eles podem
ficar acumulados em praticamente todos os
tipos celulares, contudo, hd um tipo espe-
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cializado no actmulo de lipidios, os adip6-
citos.

Os lipidios estruturais estdo presentes
em todas as membranas das células, os
principais sao fosfolipidios, glicolipidios e
colesterol (somente em animal). Como ja foi
dito, os lipidios sao moléculas anfipaticas
com cabeca polar e duas caudas apolares,
sendo as caudas apolares que permitem a
associacao dos lipidios por interacdo hidro-
fobica para formar as membranas. Ocorre
interacao hidrofébica entre os aminoacidos
apolares das proteinas transmembranas e
as caudas apolares dos lipidios de membra-
na.

Proteinas

As proteinas sao polimeros de aminoa-
cidos e cada aminoacido é composto por
um grupo carboxila (COO-), grupo amino
(+H3N-C-H] [em pH 7) e um substituinte que
varia (S) [Figura 3]

Os aminoacidos diferem pelo tipo de
substituinte que contém. Nos seres vivos
predominam 20 tipos diferentes de ami-
noacidos, ligados entre si através do grupo
carboxila de um aminoacido com o grupo
amino de outro, formando os peptideos: A
ligacao peptidica é do tipo covalente [Figura

Algumas proteinas possuem outros
compostos quimicos ligados a elas, que
sdo chamados de grupamentos prostéticos.
Exemplos: lipidios (lipoproteina), acucares

H H O H H O
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(glicoproteina), metais [metaloproteinal,
acidos nucléicos [(nucleoproteinas) e pig-

mentos (cromoproteinas). As proteinas se Estrutural

diferenciam em numero, na sequéncia de
aminoacidos e grupamento prostético.

A estrutura funcional das proteinas é
dada pelo seu dobramento ou niveis de or-
ganizacdo. A estrutura primaria é a sequén-
cia de aminoacidos, a estrutura secundaria
é o resultado do dobramento e enrolamento
do peptideo, mantida por pontes de hidro-
génio. Pode ser de dois tipos: cilindrica (a
hélice] ou folha dobrada (B pregueadal. Ja
a estrutura terciaria é resultado do dobra-
mento da secundaria. A estrutura quaterna-
ria ocorre quando varias estruturas tercia-
rias se juntam.

A configuracdo nativa das proteinas o—
(forma tridimensional das proteinas ativas)

é mantida pelas seguintes forcas de esta-
bilizacdo: ligacées covalentes (ligacdo dis-

sulfeto e peptidica), interacao hidrofébica e 0
ontes de H.
P O/ :/ .

As proteinas sdo de extrema importan- |

Tabela 2 - Funcao das
proteinas

Hormdnios Reguladoras

cia para todos os seres vivos, elas apresen- 0—P=0 0
tam varias fungd lificad |
am varias funcées como exemplificado na 0 H—C—H
Tabela 2: [ /
|
P

Acidos nucléicos o 0=P—0
(0}
(0]

Os acidos nucléicos armazenam as in-

formacoes hereditarias das células (DNA, o_||3=o (0)

RNAJ, depositam e transferem energia (ATP) (l) H—CI—H

ou atuam como enzimas [RNA-Ribozima, | 0

transcriptase reversal. H—(|I—H O—IL—O
Estruturalmente os acidos nucléicos 0 _|

sao polimeros de nucleotideos, que por sua 0

vez sdo formados por uma base, um acucar

e um grupo fosfato (Tabela 3. 0
As bases dos acidos nucléicos podem H—C—H

ser puricas (Adenina, Guanina) ou pirimi- (l) Figura 4 - Estrutura do

dicas (Timina, Uracila, Citosina), o fosfato é 0=IL—O DNA.

originado de um &cido fosférico e o actcar |
é uma pentose. A numeracao dos carbonos 0




ATIVIDADES PRATICAS Eyl BIOLOGIA CELULAR - 43
a

zomacmmo/écu AN cztoquzmzm

Tabela 3 - Esquemas dos
constituintes do DNA

Fosfato

Aclcar

Purina

Pirimidina

Guanina

Adenina

Citosina

Timina

Uracila

DNA

o
1
-0O-T-0
n
o

RNA c. ¢

C3'C2

1 1
OH

do aclcar é muito importante para entender
a estrutura do DNA, ela inicia pelo carbono
que faz uma dupla ligacdo com o oxigénio.

O DNA é uma dupla hélice, onde as fi-
tas sdo antiparalelas e pareadas através das
bases. O pareamento é devido as pontes de
Hidrogénio entre os grupos ceto e amino e
de amino e amino. Entre Adenina e Uracila
existe uma ligacao ceto e uma amino; entre
Timina e Adenina sdo duas ligacdes amino;
Entre Citosina e Guanina existem uma ceto
e duas amino (Figura 4).

A base nitrogenada é ligada ao Carbono
1 da pentose e o fosfato é ligado ao Carbono
5 da pentose. Os nucleotideos adjacentes
sao unidos por ligacdes entre fosfatos liga-
dos ao C5 de uma pentose e ao grupo OH
do C3 de uma pentose adjacente (Figura 4).

Os efeitos hidrofobicos estabilizam o
pareamento. As bases sao forcadas pela
agua para o interior da dupla hélice, mas os
sitios hidrofilicos ficam expostos nas cavi-
dades. As forcas de Van Der Walls fazem a
manutencao da dupla hélice, devido ao em-
pilhamento das bases.

O DNA pode apresentar forma circular,
nos plasmideos, alguns virus, bactérias, mi-
tocondrias e cloroplastos, ou linear, presen-
te nos eucariotos.

Os principais tipos de RNA sao:

Mensageiro - contém a informacao ge-
nética que determina o tipo de polipeptidio
que sera traduzido. E um intermediério en-
tre 0 DNA e a proteina;

Ribossémico - juntamente com protei-
nas compoe os ribossomos, que serve de
apoio para a sintese proteica;

Transportador - identificam e transpor-
tam os aminoacidos até os ribossomos.

Evidenciacao das biomacromoléculas
- citoquimica

As biomacromoléculas das células
podem ser detectadas através de técnicas
especiais de coloracdo (citoquimical, nelas
ocorrem reacoes especificas entre certos ti-
pos de substancias e os componentes celu-
lares, o que resulta em produtos detectaveis
ao microscoépio.

A citoquimica estuda os elementos ce-
lulares: acidos nucléicos, proteinas, lipidios,
acucares e fons. O produto da reacao cito-
quimica sempre apresentara uma determi-
nada cor ou formara a partir de um precipi-
tado insoluvel no local da reacao. Para tal é
necessario que haja uma reacao especifica
entre o corante e os elementos a seres estu-
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dados (substrato). As reacdes ocorrem por
meio de ligacoes eletrostaticas, covalentes
ou interacoes hidrofébicas.

Um exemplo de ligacao eletrostatica é
a basofilia e acidofilia, onde um substrato
e corantes de cargas opostas se ligam por
ligacées eletrostaticas. O Fast Green e a
Eosina sdo exemplos de corantes anidnicos
que se ligam geralmente ao grupo ami-
no das proteinas. O Azul de toluidina, Azul
de metileno e Hematoxilina sao exemplos
de corantes cationicos, e se ligam no gru-
po fosfato (PO4-] dos &cidos nucléicos, nos
grupos SO04- e SO3- das glicosaminoglica-
nas presentes na matriz e no grupo COO-

3 T—

das proteinas.

A principal coloracado utilizada na mi-
croscopia optica é a Hematoxilina e Eosina
(HEJ, na qual os &cidos nucléicos sao cora-
dos pela Hematoxilina (roxo) e as proteinas
basicas do citoplasma sao coradas pela eo-
sina (rosa) (Figura BAJ.

Entre as técnicas que se baseiam em
ligacdes covalentes estd o teste de Acido
Periddico-Schiff (PAS). O reativo de Schiff
utilizado nessa técnica se liga a hidroxi-
la dos acucares, evidenciando glicogénio,
amido, celulose e glicoproteinas. Na figura
5B (seta) as células caliciformes estdo bem
coradas, devido a riqueza de glicoproteinas.

Figura 5 - Traqueia corada
com AJ Hematoxilina e
Eosina e B) pela técnica
de PAS [seta indica a
célula caliciforme); C)
Adipécitos multiloculares
corados com Hematoxilina
e Eosina e D) Artéria e
veia de médio calibre
corado pelo Tricromico de
Masson. A, B e C Escala:
10um; D Escala: 100 um



Enquanto que na figura 1A, coloracao com
HE, a mesma célula apresenta citoplasma
fracamente corado, pois esta técnica nao
evidencia o produto de secrecdo da célula,
a glicoproteina.

Para localizar lipidios apolares, o mate-
rial ndo pode serincluido em parafina e usar
corantes que interagem com lipidios por
interacdes hidrofébicas. Como por exem-
plo, o Sudam black e azul de Nilo. Quando
o material sofre o processamento descrito
acima para preparo de ldmina permanente,

ATIVIDADES PRATICAS E
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os lipidios presentes nas células sao ‘per-
didos” durante a técnica e apds a coloracao
com Hematoxilina e Eosina apenas espacos
vazios sao observados (Figura 2C).

As coloracdes tricomicas, como as de
Masson (Figura 2D}, Mallory e Gémori tam-
bém se baseiam em ligacdes covalentes.
Elas demonstram diferencialmente os teci-
dos conjuntivos (em azul] dos demais.

Existem outras técnicas utilizadas para
o estudo das células e tecidos que ndo estao
descritas nesse livro.

BIOLOGIA CELULAR - 54
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¢ Atividade 1

Objetivos - Comparar células caliciformes da traqueia submetidas a duas técnicas citoquimica
diferentes (HE e PAS) e analisar vesiculas ou granulos; Reconhecer a estrutura de uma célula
secretora.

Procedimentos:

1 - Analisar as laminas C1 e C4.

Responda:

A) Esquematizar o tecido epitelial e indicar o ntcleo. Nas células caliciformes indicar o local
das vesiculas de secrecao ou vesiculas de mucina.

Lamina C1 (HE) Lamina C4 (PAS)

B) Qual a natureza da secrecao das células caliciformes?

C) As vesiculas da célula caliciforme ficaram mais evidentes em qual técnica? Por qué?
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¢ Atividade 2

Objetivos - Observar células do pancreas submetidas a duas técnicas citoquimica diferentes
(HE e Hematoxilina fosfotingstica de Mallory) e analisar as vesiculas ou granulos de
zimogénio; Reconhecer a estrutura de uma célula secretora.

Procedimentos:

1 - Analisar as laminas K7 e A4.

Responda:

A) Esquematizar o tecido, indicar o nlcleo e o local das vesiculas de secrecdo e a regido de
reticulo endoplasmatico rugoso.

Lamina K7 - Pancreas (HE]) Lamina A4 - Pancreas (Hematoxilina fosfottngstica de Mallory)

BJ Qual a cor do ntcleo? Ele foi corado, principalmente por qual corante?

C) Qual a cor dos granulos de zimogénio? Ele foi corado, principalmente por qual corante?

D) Qual a cor do reticulo endoplasmatico rugoso? Ele foi corado, principalmente por qual
corante? Por qué?
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¢ Atividade 3

Objetivos - Compreender o comportamento quimico da gordura diante as técnicas
citoquimicas; Identificar inclusdes de gordura nos adipocitos multilocular - Lamina I5-
Periferia do Timo (HE) e unilocular B7 - Gordura (HE)

Procedimento:

1 - Analisar as ldminas |5 E B7

Responda:

A) Esquematizar os adipdcitos e indicar os nucleos e as inclusoes.

Laminas 15 (Periferia do timo - HE]) Laminas B7 (Gordura - HE)

B) As inclustes foram coradas? Por qué?

C) Quais sdo os procedimentos adequados para identificar gordura?
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¢ Atividade 4
Objetivo - Diferenciar os granulos das células sanguineas conforme sua afinidade pela
coloracao Wright.
Procedimentos:
1 - Analisar a lamina de esfregaco.
Responda:

A) Quais as cores dos granulos dos:
Eosinofilos:

Basodfilos:
Neutroéfilos:

¢ Atividade 5

Objetivo - Identificar a queratina

Procedimentos:

1 - Analisar a ldmina S2 da pele espessa (HE]

Responda:
A) Em qual tecido foi mais facil identificar a queratina? Justifique sua resposta.







ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR

Capitulo 5

Biomembranas

As biomembranas sao encontradas em
todos os seres vivos, sendo que os proca-
riotos apresentam apenas uma membrana,
que é a membrana plasmatica. Os eucario-
tos além da membrana plasmatica, apre-
sentam um rico sistema de endomembra-
nas.

O fato de estar presente em todos os se-
res vivos demonstra a sua grande importan-
cia, como por exemplo, ser o primeiro local
de contato da célula com o seu meio exter-
no. Por isso, ela é importante para manter
a homeostasia, selecionando a entrada e
saida das moléculas. Sem essa troca, a cé-
lula nao sobrevive, pois ela precisa receber
nutrientes, gases, sais, sinalizadores quimi-
cos e eliminar os produtos residuais de seu
metabolismo. A membrana também ¢é im-
portante para detectar alteracoes elétricas
e a presenca de moléculas sinalizadoras
em suas imediacoes, como fatores de cres-
cimento celular, hormonios e nutrientes.

Além disso, nos organismos unicelula-
res a membrana plasmatica é fundamen-
tal na percepcao dos predadores, localiza-
cao de nutrientes, entre outras. J& para os
multicelulares, a membrana plasmatica
exerce papel fundamental nos processos
de reconhecimento, adesao e comunicacao
celular. Em outro nivel, ela é importante na
absorcao de nutrientes no sistema diges-
tério, para trocas gasosas no respiratorio e
percepcao dos sentidos como olfato e tato.
Um bom exemplo ocorre pela ingestao de
medicamentos, cujo efeito no organismo sé
ocorre ap6s sua entrada na célula passan-

do pela membrana plasmatica e as vezes
ultrapassando a membrana das organelas
para agir no interior das mesmas.

A membrana plasmatica, assim como a
membrana das organelas, é muito delgada
e a sua espessura (5 a 10nm] estéd abaixo
do limite de resolucao do microscépio Op-
tico (até 200nm), nesse tipo de microsco-
pia é possivel determinar apenas o local
onde a membrana plasmatica se encontra
por isso o termo mais correto utilizado é
‘limite celular’. E mais facil determinar os
limites celulares nas células vegetais, de-
vido a presenca da parede celular que fica
adjacente @ membrana plasmatica (Figura
1A). Enquanto que nas células animais nem
sempre os limites sdo perceptiveis devido
a similaridade de cor entre o citoplasma e
a matriz extracelular ou ao fato das célu-
las estarem muito proximas (Figura 1B). A
membrana plasmatica pode ser observada
por microscopia eletronica, que apresenta
maior poder de resolucdo (Figura 1C).

Constituicao quimica

As membranas sdo formadas por uma
bicamada lipidica e por proteinas, sendo que
existe normalmente cerca de 50 moléculas
de lipidios para cada proteina. Contudo a
quantidade e qualidade de proteinas e lipi-
dios de uma membrana variam conforme o
tipo celular ou até mesmo, entre as organe-
las, o que reflete diretamente na funcao da-
quela membrana especifica. Por exemplo, a
bainha de mielina que envolve os axodnios, é
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formada por aproximadamente 75% de lipi-
dios.

Dependendo da técnica utilizada, quan-
do se prepara uma ldmina de um nervo ou

da substancia branca do sistema nervoso
central, observa-se um ‘espaco branco’ ao
redor do axdnio (Figura 2, asterisco). Esse
‘espaco’ corresponde aos lipidios da mem-

brana plasmatica das células que formam a
bainha de mielina. Durante o preparo da la-
mina ocorre perda desses lipidios, pelo fato
de se utilizar solventes organicos e calor.
Os lipidios sdo formados por moléculas
muito diferentes, mas todas sdo insollveis
na agua e sollveis em solventes organicos.
Os lipidios de membrana mais abundantes

Figura 1 - A) Estémato
com duas células-
guarda que apresentam
cloroplastos discéides
(seta indica a parede
celular); B) célula animal
corada com Hematoxilina
eosina (linhas indicam
os limites celulares

de enterdcito - Escala:
10 um; C) Células da
vesicula seminal de
inseto Diaphorina citri
(Hemiptera) (seta indica
a membrana plasmatica
e cabeca de seta indica
envoltério nuclear).
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sdo os fosfolipidios, que sdo anfipaticos, ou
seja, formados por uma cabeca polar e duas
caudas apolares, podendo ou nao apresen-
tar insaturacées (Figura 3).

Nao existem ligacoes fortes entre os
lipidios da membrana, as moléculas de li-
pidios sdo comprimidas umas contra as
outras devido a repulsdo que sofrem pela
agua presente no meio que as envolve, esse
fenémeno é denominado de interacéo hidro-
fobica. Quando os lipidios anfipaticos estao
em ambiente aquoso, o arranjo energetica-
mente mais favoravel é a formacao de bi-
camadas sem bordas livres (circulos), para
evitar o contato da porcao hidrofébica com a
agua (Figura 4).

Por nao haver ligacdes quimicas fortes
entre os lipidios da membrana, pode ocor-
rer a movimentacdo dos componentes da
membrana, como as proteinas e lipidios.
Qutro fator que influencia o movimento e

Figura 2 - Substancia
branca evidenciando o
local da bainha de mielina
(asterisco). Escala:5um

\ Cabeca polar que facilita o transporte é o nUmero de insa-
Caud l turacées presentes entre os lipidios (Figura

—_ o .
audas apolares 3). Quanto mais insaturacdées presentes nos

lipidios da membrana, maior a sua fluidez
. e mais facilmente vai ocorrer o movimen-
to das moléculas. A fluidez da membrana

Figura 3 - Esquema dos - Insaturacao permite que ela cresca, mude de forma e,
lipidios anfipaticos de quando é perfurada, as partes separadas
membrana. rapidamente voltem a se ligar.

Interagindo com a bicamada lipidica es-
tao as proteinas, que podem ser de diferen-
tes tipos. Geralmente as diferencas nas pro-
teinas das membranas das organelas sao
responsaveis por fazer com que as organe-
las sejam diferentes entre si. As proteinas
apresentam varias funcdes como a funcao
estrutural, de transporte e também podem
atuar como receptores de membrana.

Conforme sua interacdo com os lipi-
deos as proteinas podem ser classificadas
como proteinas extrinsecas (ou periférica)
ou proteinas intrinsecas (ou transmembra-
na). As proteinas intrinsecas atravessam a

Figura 4 - Interacoes dos
lipidios de membrana.
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bicamada lipidica, uma vez (unipasso) ou
varias vezes (multipasso). Este tipo de pro-
teina possui porcoes hidrofébicas, formadas
por aminoacidos hidrofébicos, que ficam em
contado com o interior hidroféhico da bica-
mada lipidica. Contudo, as proteinas intrin-
secas nao se limitam apenas ao interior da
bicamada lipidica, parte delas atravessa a
bicamada lipidica, ficando em contato com
o citoplasma ou a matriz extracelular. As
proteinas extrinsecas ndo interagem com
a regiao hidrofébica da bicamada lipidica,
apenas com as partes hidrofilicas das pro-
teinas intrinsecas ou dos lipidios e a outras
proteinas extrinsecas (Figura 5).

Outro componente quimico muito im-
portante nas biomembranas é o carboidra-
to, que corresponde a porcao glicidica dos
glicolipidios e das glicoproteinas (oligossa-
carideos] e proteoglicanas (polissacaridios].
Geralmente essas moléculas se encontram
na face nao citoplasmatica das células e
estao ligadas externamente a outras glico-
proteinas e proteoglicanas secretadas pelas
proprias células, formando uma estrutura
conhecida como glicocélice (Figura 5). Essa
estrutura tem como funcdes o reconheci-
mento celular; a adesao celular e a deter-
minacao do grupo sanguineo, entre outras.

Juncoes celulares

Nos organismos multicelulares é fun-
damental a comunicacdo e uniao entre as
células e dessas com o meio extracelu-
lar. Uma das estruturas que permite que
a célula exerca essas funcdes é a juncéo
de oclusao, ou oclusiva. Ela é formada por
proteinas integrais (ocludinas e claudinal
de células adjacentes que se dispoem lado
a lado formando ‘corddes’ de vedacdo e in-
ternamente esta ligada ao citoesqueleto de
microfilamentos de actina.

A espessura da membrana onde exis-
tem as zonulas de oclusdo é menor que a
espessura total das duas membranas sepa-
radas, o que leva a concluir que as proteinas
de membrana dessa regiao formam uma
estrutura semelhante a um ‘ziper’. Essa
juncao pode formar um ‘cinturao’ ao redor
das células epiteliais, sendo continuo (zénu-
la) ou descontinuo (faixas).

Ajuncao de oclusao tem como funcdes:
limitar a difusdo passiva de ions e pequenas
moléculas entre as células e manter a po-
laridade celular. Esta presente nos epitélios
de revestimento.

Outra estrutura que permite a adesao é
a juncao aderente, ela também é formada

3
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Figura 5 - Esquema de
uma membrana bioldgica,
mostrando a B) bicamada
lipidica; C] carboidratos

e proteinas 1) intrinseca
unipasso; e 2] intrinseca
multipasso; 3) extrinseca.



por proteinas integrais da membrana plas-
matica de células adjacentes. Essas protei-
nas sdo da familia das caderinas e se ligam
por pontes de célcio. A sua porcdo citoplas-
matica também se liga indiretamente ao
citoesqueleto de microfilamentos de actina.
A‘juncao de adesao forma um cinturdo con-
tinuo e/ou descontinuo abaixo da juncao de
oclusdo das células epiteliais. Além da fun-
cao de adesao, ela também ¢é responsavel
por manter a polaridade celular e tem papel
fundamental no reconhecimento celular,
uma vez que as caderinas so interagem en-
tre si homotipicamente.

Os desmossomos também tém como
funcao a adesao intercelular, eles possuem
estrutura semelhante a juncdo aderente,
mas diferenciam-se nos tipos de protei-
nas que o formam e por estarem ligados
internamente aos filamentos intermedia-
rios. Eles formam estruturas descontinuas,
como ‘botdes” em torno das células e estao
presentes em todos tecidos que sofrem atri-
to. E muito abundante na camada espinhosa
da derme, que recebeu esse nome devido a
presenca de grande numero de desmosso-
mos observados na microscopia eletronica.

Existemn mais dois tipos de estruturas
de adesao, a de adesdo focal e o hemides-
mossomo, ambas formadas por proteinas
transmembranas do tipo integrina que se
ligam internamente ao citoesqueleto e ex-
ternamente a matriz. Sendo que a adesao
focal esta ligada internamente aos microfi-
lamentos de actina e os hemidesmossomos
aos filamentos intermediarios. Além da fun-
cao de adesao, sdo responsaveis por me-
diar a transducdo de sinais da matriz para
o interior da célula, que sao importantes no
processo de diferenciacdo celular, cresci-
mento, apoptose, entre outros.

Diferentemente das estruturas citadas
acima, as quais apresentavam funcoes de
adesao e oclusdo, a juncao comunicante
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tem como funcdo a livre passagem de ions
e moléculas pequenas como aminoéacidos,
nucleotideos, monossacarideos e alguns
mensageiros quimicos entre células adja-
centes. Estao presentes em praticamente
todos os tipos celulares, exceto células do
sangue e espermatozoide.

A juncdo comunicante é formada por
dois hemicanais, que por sua vez sao for-
mados por seis proteinas transmembranas
(conexinas). Os hemicanais podem estar
presentes na membrana plasmatica de dois
tipos celulares iguais (homocelulares), entre
tipos celulares diferentes (heterocelulares),
entre dobras e prolongamentos da mesma
membrana plasmatica (autocelulares) e en-
tre organelas da mesma célula.

Essas juncdes sao muito importantes
na nutricdo de células pouco vasculariza-
das, como o cristalino do olho.

Nas células que formam a bainha
de mielina dos neurénios (as células de
Schwann e os Oligodendrécitos) as juncées
comunicantes tém um papel fundamental
na manutencao da estabilidade da bainha de
mielina, pois servem como via interna para
fluxo de fons, nutrientes e moléculas sina-
lizadoras, conectando os compartimentos
citoplasmaticos periaxonal e perinuclear,
diminuindo em torno de 1000 vezes a dis-
tancia percorrida.

Outra funcao das juncdes comunican-
tes é a propagacado de sinais quimicos e
elétricos, que ocorrem nos neurdnios e cé-
lulas cardiacas. Neste caso, permitem que
grupos celulares funcionem de modo coor-
denado e harménico, formando um conjunto
funcional.

Especializacoes de membrana
Algumas células podem apresentar

especializacoes, que sdo expansoes do ci-
toplasma recobertas por membrana plas-
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matica e contendo no interior algum tipo
de citoesqueleto. Como por exemplo, as
microvilosidades, os estereocilios, os cilios
e os flagelos. As microvilosidades e os es-
tereocilios contém actina no interior e nao
apresentam movimento. Os cilios e flagelo
contém microtlbulos internamente e apre-
sentam movimentos.

As microvilosidades tém como funcao
aumentar a area de absorcao e estdo pre-
sentes nas células do intestino e rim, por
exemplo, e as suas dimensoes (2um/0, Tum)
nao permitem que sejam observadas em
microscopia 6ptica. Contudo é possivel ob-
servar que a regiao apical das células do
intestino se apresenta mais corada devido
a presenca dessas especializacées (Figura
6A). Também ¢é possivel observar a diferen-
ca entre células do rim que possuem mi-
crovilosidades maiores (células do tubulo
contorcido proximal) e células onde elas sao
menores (tubulo contorcido distal) (Figura
6B). No tubulo contorcido proximal ndo é
possivel ver a luz do tubulo, pois as micro-
vilosidades estdo ocupando esse espaco, ja
no distal é possivel distinguir essa luz.

Os estereocilios sao muito semelhan-
tes as microvilosidades, porém sdo maio-

res e mais finos, alcancam até 10um e por
isso sao mais perceptivos em microscopia
optica (Figura 7). Sdo encontrados no ducto
deferente e no epididimo onde estao envol-
vidos com a modificacdo da composicao do
liquido em que ficam os espermatozoides
durante a sua maturacao. Eles também sao
encontrados nas células pilosas do ouvido
externo, onde sao importantes para geracao
de um um sinal elétrico que é transmitido
ao sistema nervoso central.

Figura 6 - Al intestino
corado com HE, seta
indica a regiao das
microvilosidades; B) Rim
corado com HE mostrando
tubulo contorcido proximal
[seta) e distal (asterisco).
Escala:5um

Figura 7 - Epididimo
corado com HE, seta
indica os estereocilios.
Escala:5um



Figura 8 - Espermatozoide
de inseto Diaphorina citri
(Hemiptera) em corte
transversal mostrando o
axonema (seta).

Figura 9 - A) Traqueia
corada com HE (seta
indica a regiao dos cilios;
B) Espermatozoide com
flagelo. Escala:bum

Nos cilios e flagelos um feixe de micro-
tibulos se projeta do citoplasma a partir do
corpusculo basal [(cinetossomo), que é uma
estrutura igual ao centriolo. Os cilios e fla-
gelos possuem internamente o axonema,
que geralmente é formado por nove duplas
periféricas de dois microtibulos e uma du-
pla central (Figura 8).

A diferenca bésica entre cilios e flagelos
é o tamanho e nimero por células. Os cilios
variam de 0,2 a 10pum e podem ocorrer até
250 unidades por células. O flagelo é bem
maior, chegando a 200 pm de comprimento,
e em menor numero que os cilios, geral-
mente apenas um.

Os cilios sao encontrados nos seres
multicelulares e unicelulares (protistas).
Nestes tem como funcdo o deslocamento
dos organismos e coleta de particulas ali-
mentares. Nos multicelulares os cilios tém
a funcdo de movimentar muco ou fluidos
sobre a superficie celular, como na traqueia
(Figura 9A] e trompa uterina. Os flagelos

\%
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também tém funcao de locomocao para va-
rios protozodrios e também para os esper-
matozoides (Figura 9B.

Outra especializacdo de membrana é
a bainha de mielina, que ao contrério das
demais citadas nado apresenta riqueza de
citoesqueleto no seu interior. A bainha de
mielina é formada por expansdes da mem-
brana plasmatica das células de Schwann
[no sistema nervoso periférico) ou oligo-
dendrdcitos (no sistema nervoso centrall.
Essas expansbes se enrolam nos axdnios
e como foi dito anteriormente, é composta
por aproximadamente 75% de lipidios, o que
colabora na funcdo de isolamento elétrico
e consequentemente aumenta a velocidade
da transmissao do impulso nervoso pelos
axonios.

Também existem os processos celula-
res, que sdo projecoes citoplasmaticas reco-
bertas por membrana plasmatica presentes
nas células de Sertoli (ou nutridora) e nos
macroéfagos. No primeiro caso 0s processos
permitem maior area de interacées da cé-
lula de Sertoli com as células germinativas,
0 que é muito importante no processo es-
permatogénico. No entanto, em relacdo aos
macroéfagos os processos celulares sdo for-
mados durante a fagocitose e na movimen-
tacao da célula. Estes processos sé podem
ser visualizados em microscopia eletrénica.
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE BIOMEMBRANAS

¢ Atividade 1
Objetivo - Analisar a membrana plasmatica de forma indireta.

Procedimento:

1 - Analisar a o epitélio da bexiga (l&mina A5-HE] e as células musculares (Ldmina L5 -
Lingua HE).

Responda:

A) Esquematizar as células epiteliais da bexiga e indicar a localizacdo da membrana plasmatica.

B) Em qual tecido (epitelial ou muscular) foi mais facil perceber os limites celulares? Por qué?




ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR - 69

¢ Atividade 2

Objetivo - Identificar e compreender as especializacdes de membrana plasmatica em cinco
tipos celulares.

Procedimentos:

1 - Analisar as especializacoes da membrana plasmatica nas células epiteliais do Epididi-
mo, Intestino, Traqueia e os Espermatozoides.

Responda:

A) Esquematizar as especializacées dessas células e sua correspondéncia em microscopia
eletronica de transmissao.

B) Complete os dados:

Lamina 06 - Epididimo (HE)
Tipo de especializacao:
Tipo de citoesqueleto presente:
Local da célula onde a especializacao é encontrada:
Relacdo da especializacdo com a funcao da célula:

Lamina k17 - Intestino (HE)
Tipo de especializacao:
Tipo de citoesqueleto presente:
Local da célula onde a especializacdo é encontrada:
Relacao da especializacdao com a funcao da célula:
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Lamina C4 - Traqueia (PAS)
Tipo de especializacao:
Tipo de citoesqueleto presente:
Local da célula onde a especializacdo é encontrada:
Relacdo da especializacdo com a funcao da célula:

Lamina U1 - Esperma

Tipo de especializacao:
Tipo de citoesqueleto presente:
Local da célula onde a especializacdo é encontrada:
Relacdo da especializacdo com a funcao da célula:

C) Cologue em ordem decrescente as especializacdes que foram mais facilmente observadas
em microscopia 6ptica?

18-

2@ -

32 -

43 -

D) Esquematize uma fibra nervosa da medula espinhal (Ldmina G2) em corte transversal,
indicando o axonio e a regiao da bainha de mielina.

E) Por que a regido da bainha de mielina ndo aparece corada na lamina?

F) Relacione a modificacdo da membrana plasmatica da bainha de mielina do oligodendrdécito
com a sua funcao para o sistema nervoso.




Figura 1 - Permeabilidade
seletiva via bicamada
lipidica.
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Capitulo 6

Transporte via biomembranas

As células sao formadas por membra-
nas, os procariotos apresentam apenas a
membrana que envolve o citosol enquanto
0s eucariotos possuem um sistema de en-
domembranas, que formam as organelas.
Todas essas membranas apresentam per-
meabilidade seletiva, ou seja, permitem a
passagem de certas substancias e impedem
a passagem de outras. Esse controle é fun-
damental para que as células mantenham
sua homeostasia e exercam suas funcoes
adequadamente.

A funcdo seletiva das membranas ¢
exercida pelos seus componentes quimi-
cos. Os lipidios permitem a livre passagem
de algumas moléculas, como por exemplo,
a agua, alguns gases, pequenas moléculas
apolares. Por outro lado, as moléculas po-
lares, apolares grandes e ions ndo conse-
guem atravessar via camada lipidica e por
isso seu transporte é realizado pelas protei-
nas (Figura 1).

As proteinas que fazem o transpor-
te de moléculas podem ser de dois tipos:
proteinas formadoras de canais e as protei-
nas permeases ou carreadoras. Quando o
transporte ocorre via proteinas formadoras
de canais nao ha ligacao entre as moléculas
que estao sendo transportadas com as pro-
teinas dos canais. A velocidade de transpor-
te e proporcional a concentracdo das molé-
culas a serem transportadas (Figura 2AJ.

J& as permeases interagem com a mo-
lécula que esté sendo transportada, existin-
do permeases especificas para cada tipo de
molécula que é transportada. Ao se ligar ao
soluto a permease muda sua conformacao e
realiza o processo de transporte. A velocida-
de também ¢é proporcional a concentracao
do soluto, porém existe um ponto de satu-
racao, quando todas as proteinas ja estdo
ocupadas no processo de transporte (Figura
2BJ.

n Pequenas
moléculas

Gases apolares

Agua

seesteste
SUULuLY

Moléculas polares,
apolares grandes
eions
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As proteinas carreadoras podem rea-
lizar trés tipos de transportes: (1) uniporte
quando uma molécula é transportada em
uma direcdo ou co-transporte que pode ser
(2) simporte quando duas moléculas sao
transportadas juntamente em uma Unica
direcao ou (3) antiporte, onde duas molécu-
las sao transportadas em direcoes opostas
(Figura 3).

Transporte em pequena quantidade

Os mecanismos de transportes podem
ser de dois tipos: passivo e ativo. O passivo
ocorre a favor de um gradiente eletroquimi-
co e sem gasto de energia. No transporte
ativo ha gasto de energia e é contra o gra-
diente eletroquimico. O transporte passivo
pode ser por difusdo simples via lipidios
(dgua, gases e moléculas apolares peque-
nas), através de proteinas canais [dgua e
ions) ou por difusdo facilitada, que é inter-

C o
¢

B

mediada por proteinas permeases [carboi-
dratos e aminodcidos) (Figura 3).

O transporte ativo é realizado sempre
por proteinas carreadoras que tem uma
zona ATPasica. E importante ressaltar que
grande parte do ATP das células é gasto
no transporte ativo. Este tipo de transporte
ocorre principalmente quando a concen-
tracdo de certos ions ou moléculas de um
lado da célula é maior que do outro lado ou
quando as moléculas sdao muito grandes.

O transporte ativo pode ser unipor-
te, simporte ou antiporte. Exemplos de
transporte ativo: bomba de sdédio e potas-
sio-ATPase, bomba de céalcio (no reticulo
sarcoplasmatico] e bomba de hidrogénio
(no lisosoma). Também existe o transporte
ativo indireto ou secundario no qual a ener-
gia provém do co-transporte de um ion ou
molécula que atravessa a favor de um gra-
diente, como por exemplo, o simporte de

Glicose-Na" (Figura 3).
+
+e x+e

+
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Figura 2 - A) proteinas
formadoras de canais e B)
permeases.

Figura 3 -Tipos de
transporte quanto ao
gasto de energia - A)
Passivo por difusao
simples; B) Passivo

por proteinas canais;

C) Passivo por difusao
facilitada; D) Ativo
primario do tipo antiporte;
E) Ativo secundério do tipo
simporte.
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Figura 4 - Folha vegetal
- Al antes e B) apds a
submissao ao frio.

Uma mesma molécula pode ser trans-
portada por diferentes tipos de transportes
e transportadores, conforme o gradien-
te eletroquimico atual e a regido da célula
onde se encontram os transportadores (api-
cal ou basall.

Tudo o que afeta os componentes das
membranas também afeta a sua permeabi-
lidade seletiva, como por exemplo, o calor, o
frio e solventes organicos. O calor desnatura
as proteinas fazendo com que modifiquem
a sua forma. O aumento da temperatura
também diminui a interacado hidrofébica dos
lipidios. Em ambos os casos ocorre o ‘afas-
tamento’ dos componentes da membrana
abrindo ‘espacos’ por onde passam molécu-
las e fons sem a devida selecdo. Os solven-
tes organicos diminuem a interacdo hidro-
fobica dos lipidios das membranas, fazendo
com que a membrana perca a seletivida-
de. O frio, dependendo da sua intensidade,
além de aumentar o volume celular, forma
cristais de gelo que sdo ‘cortantes’ e abrem
espacos nas células levando ao extravasa-
mento do conteldo citoplasmatico e con-
sequentemente a morte celular. Esse efeito
pode ser observado em vegetais expostos ao
frio, como na Figura 4 com a mesma folha
de alface em temperatura ambiente (A] e
apds a submissao ao frio (B).

Transporte em grande quantidade

Os tipos de transportes vistos se refe-
rem as pequenas quantidades de molécu-
las, contudo para o metabolismo normal
da célula e sua prépria defesa, em alguns
momentos é necessario o transporte de
substancias em grande quantidade ou até
mesmo a captura de microrganismos. Esse
processo se chama endocitose, consome
energia e pode ser de dois tipos: pinocitose
e fagocitose.

Uma das diferencas entre os dois pro-
cessos é quanto a forma de interiorizar o
material, na pinocitose a membrana sofre
uma invaginacao e na fagocitose ela forma
pseudépodos ao redor do material a ser en-
docitado. Outra diferenca é quanto ao tama-
nho das particulas endocitadas, a pinocitose
envolve particulas menores que na fagoci-
tose.

A pinocitose pode ser seletiva ou nao,
enquanto a fagocitose é apenas seletiva.
Enquanto a pinocitose pode ser realizada
por todos os tipos celulares, a fagocitose é
realizada por células especializadas na de-
fesa (neutréfilos e células do sistema mono-
citico-macrofagico) e é bastante difundida
nos protozoarios (Figura 5).

Na endocitose o material introduzido na
célula é compartimentalizado em vesiculas,



4 - ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR

Iransporte via biomembranas

que sao chamadas de endossomos. Essas
vesiculas recebem enzimas digestivas pro-
venientes dos lisossomos. Apds proces-
samento do material pelas enzimas, pode
haver o aproveitamento desse material pela
propria célula, ou a excrecdo ou o armaze-
namento como corpos residuais (Figura 5).
O processo inverso da endocitose é a
exocitose, ou seja, o transporte ‘para fora’
da célula. Esse transporte permite eliminar
secrecdes como hormonios, muco, enzimas
digestivas e proteinas para a matriz extra-
celular, assim como a excrecao de residuos

metabdlitos. Também Pode ocorrer a exoci-
tose de vesicula para que sejam devolvidas

proteinas de membrana utilizadas na endo-
citose (Figura 5).

Osmose

A origem dos seres vivos foi a partir da
4gua e por isso carregamos impressa’ em
nossas células essa origem. Isso pode ser
visto, por exemplo, no que se refere ao trans-
porte da dgua que pode ocorrer de diferen-
tes formas através da membrana. Quando
ha um desequilibrio de concentracao de so-
luto entre a célula e o meio externo, a 4gua
é transportada para dentro ou para fora da
célula até que ocorra o equilibrio entre os

Figura 5 - Transporte em
grande guantidade - A)
Reaproveitamento de
proteinas de membrana
plasmatica; B) Pinocitose
seletiva; C] Fagocitose de
bactéria; D) exocitose de
residuo e E) exocitose de
secrecao.



Figura 6 - Processo de
osmose em A] célula
animal e B) vegetal.
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meios. Esse processo de transporte da agua
do meio com menos concentracao de sais
para um meio com maior concentracao,
sem gasto de energia denomina-se osmose.
Quando o meio estd isotdnico [mesma
concentracdo salina) a célula ndo modifica
sua forma, porém quando o meio estd hi-
potdnico, a célula transporta dgua para seu
interior até atingir o equilibrio, ou até que
sua membrana nao suporte mais a grande
quantidade de dgua e se rompa. Nas células
vegetais o rompimento é evitado pela acdo
mecanica da parede celular, que regula a
entrada excessiva de dgua. Mesmo assim a
célula vegetal aumenta o volume, esse feno-
meno é denominado de turgescéncia.
Quando o meio esta com alta concen-

tracdo salina (hipertdnico) a célula trans-
porta dgua para o exterior e também modi-
fica sua forma, pois diminui de volume, esse
fendmeno é chamado de plasmélise. Isso
é mais perceptivel na célula animal do que
na vegetal, pois na vegetal a parede celular
nao se modifica abruptamente, apenas o ci-
toplasma se reduz em proporcao. Quando a
célula vegetal possui pigmentos é possivel
observar que a intensidade da cor aumenta
devido a saida da dgua e consequentemen-
te, a concentracdo dos pigmentos (Figura
6). Quando as condicdes do meio externo se
modificam a célula pode voltar ao seu vo-
lume original em um processo denominado
deplasmdlise.
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE TRANSPORTE VIA BIOMEMBRANAS

¢ Atividade 1

Objetivo - Verificar o efeito de solvente organico e da temperatura sobre a permeabilidade
seletiva da membrana em células vegetais.

Procedimentos:

1 - Cortar cubos de beterraba e lava-las durante 5 minutos em agua corrente, até que nao saiam
mais pigmentos pelas superficies de corte;

2 - Colocar em trés béqueres diferentes conforme tabela abaixo.

Tabela 1 - Experimento sobre efeito de solvente e temperatura sobre as células vegetais

Béquer Temperatura Procedimentos

1 ambiente Colocar agua até cobrir

2 ambiente Colocar acetona até cobrir

3 alta Colocar dgua até cobrir e deixar em banho Maria por 15 minutos a 80°C
Responda:

A) Qual a cor dos liquidos nos béqueres 1, 2 e 3? Explique esses resultados.
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¢ Atividade 2

Objetivo - Verificar o efeito da temperatura sobre a permeabilidade seletiva da membrana
plasmatica em fungo.

Procedimentos:

1 - Enumerar dois tubos de ensaio e fazer as adicoes descritas na tabela seguinte, na sequéncia
indicada:

Tabela 2 - Experimento sobre efeito da temperatura sobre a membrana plasmatica de fungo

TUBOS SUSPENSAQ DE LEVEDO |VERMELHO CONGO | CONDICOES
0,2%
1 2mL 3mL Temperatura ambiente
2 2mL 3mL banho-maria a 100°C por 10 minutos

2 - Analisar o lévedo em microscopia optica.

Responda:

A) Qual a cor do lévedo dos tubos 1 e 2? Explique os resultados.

¢ Atividade 3

Objetivos - Verificar o processo de osmose em células epiteliais vegetais; aprender a
técnica de distensdo; conhecer células vegetais; diferenciar o ndcleo, cristais, plastos;
diferenciar células animais e vegetais; discutir a diferenca entre a membrana plasmatica
das células animais e a parede celular das células vegetais e diferenciar as células de
guarda dos estomatos.

Procedimentos:

1 - Colocar uma gota de solucdo isotonica sobre a lamina;

2 - Retirar alguns fragmentos da epiderme inferior, regiao abaxial, de uma folha de Tradescantia sp.
com auxilio de uma pinca ou lamina de barbear;

3 - Colocar o fragmento sobre a gota e cobrir com laminula;
4 - Observar no microscépio com objetiva de 10X;

5 - Colocar algumas gotas de solucao hipertonica (Solucdo salina - NaCl 3%) em uma das extremi-
dades da laminula e na extremidade oposta um papel filtro. Desta forma a solucao isotonica que esta
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entre a ldmina e laminula serd substituida pela solucao salina. Caso demore muito, pode retirar a
laminula e com o papel-filtro absorver o excesso da solucao isotonica que estd em volta da epiderme
e depois pingar uma gota de solucao hipertdnica.

6 - Observar em microscdpio dptico.

7 - Substituir a solucao hipertonica por hipotonica. Caso ndo observe modificacoes, repita esse pas-
so com células plasmolisadas recentemente.

Responda:

A) Esquematizaras células colocadas em solucaoisotdnica e hipertdnica. Explique os resultados.

Solucao hipotodnica Solucao hipertdnica

B) O que aconteceu quando substituiu a solucdo isotdnica pela solucdo hipertonica? Qual o
nome desse evento?

C) 0 que aconteceu quando substituiu a solucdo hiperténica pela solucdo hipotdnica? Qual o
nome desse evento?
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¢ Atividade 4

Objetivos - Discutir o processo de osmose em células animais (células da mucosa bucal) e
discutir a diferenca dos resultados da osmose em células animais e vegetais.

Procedimentos:

1 - Colocar uma gota de solucdo isotdnica sobre a lamina;

2 - Fazer uma raspagem da mucosa bucal com auxilio de um palito de fosforo;
3 - Colocar o material sobre a gota e cobrir com laminula;

4 - Observar no microscépio com objetiva de 10X;

5 - Colocar algumas gotas de solucao hipertonica (Solucdo salina - NaCl 3%) em uma das extremi-
dades da laminula e na extremidade oposta um papel filtro. Desta forma a solucao isotdnica que esta
entre a ldmina e laminula serd substituida pela solucao salina.

6 - Observar o efeito ao microscépio.
7 - Substituir a solucao hipertdnica por hipotonica.

Responda:

A) Esquematizar as células colocadas em solucdo isotdnica, hipertdnica e na hipoténica.

Solucao isotonica Solucao hipertonica Solucao hipotodnica

B) O que acontece com a forma das células na soluc&o hipotdnica e na solucao hiperténica? Por
que aconteceram esses eventos?

C] Quais as principais diferencas entre a osmose vegetal e animal?
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¢ Atividade 5
Objetivo - Verificar o papel da osmose na turgidez das células vegetais.

Procedimentos:

1 - Colocar algumas fatias de batata em agua (solucdo hipotdnica) e outras em solucdo hiperténica;
2 - Analisar a consisténcia das fatias de batata.

Responda:

A) Em qual solucdo a batata ficou mais turgida? Por qué?

¢ Atividade 6
Objetivo - Verificar a consequéncia da osmose em células vegetais.

Procedimentos:

1 - Fazer uma concavidade em uma batata com auxilio de uma faca;
2 - Colocar sal na concavidade e esperar uns 30 minutos;
3 - Analisar.

Responda:

A) O que pode ser observado? Expliqgue como ocorreu esse evento?
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¢ Atividade 7
Objetivo: Estimular a analise critica do discente

Procedimentos:

1 - Analise as figuras abaixo:

- Yy

Figura 1a - Flor- estrela (Familia Apocynaceae) A) logo apés a abertura e B) alguns dias depois.

Responda:

Explique o que aconteceu com a flor dessa planta.
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Capitulo 7

Citoplasma

As células procaridticas sao mais sim-
ples estruturalmente que as eucariéticas,
pois ndo apresentam organelas: nucleo,
reticulo endoplasmatico, complexo de gol-
gi, lisossomo, mitocondria e peroxissomo. O
citoplasma das células procariotas é forma-
do apenas pelo citosol, que é rico em ions,
moléculas e estruturas celulares como os
ribossomos. Em algumas bactérias a mem-
brana plasmatica invagina no citoplasma
formando uma estrutura chamada mesos-
somo. Nas cianobactérias essas invagina-
coes citoplasmaticas contém pigmentos
fotossintéticos.

Nas células eucaridticas 55% do volu-
me celular sdo representados pelo citosol
ou matriz citoplasmatica, composto por
agua, ions e aminoacidos, precursores dos
acidos nucléicos, bem como enzimas e ele-
mentos do citoesqueleto, como as microfi-
brilas de actina, microtdbulos e filamentos
intermediarios.

Inclusodes e vesiculas

No citosol estdo presentes inclusoes,
que servem como local de depdsito de subs-
tancias. As mais comuns sao acumulos de
glicogénio que se apresentam na forma de
granulos esféricos, podendo ser chama-
dos de glicossomos, que sdao armazenados
como suprimento energético, principalmen-
te pelos hepatdcitos, midcitos, neutréfilos e
certos epitélios.

Inclusdes comumente encontradas no
citosol sao as goticulas de lipidios, princi-

palmente os triglicerideos. Elas estao pre-
sentes em diferentes tipos celulares, sao
mais facilmente visiveis nos adipécitos, ser-
vindo de reserva concentrada de nutrien-
tes para todo o organismo (Figura TA]. Nas
células musculares, essa reserva é para o
consumo proprio do tecido. Os hepatdcitos
também apresentam grande quantidade de
inclusées, uma vez que o figado é o princi-
pal 6rgao envolvido no metabolismo lipidico.
As células de algumas glandulas também
apresentam inclusodes lipidicas, mas nesse
caso é representado pelo seu préprio mate-
rial de secrecao.

Os pigmentos também se acumulam
na forma de inclusdes como, por exemplo,
a melanina, encontrada nas células da epi-
derme (Figura 1BJ. Outro pigmento encon-
trado na forma de inclusao é a lipofuscina,
que se acumula em algumas células de vida
longa, como os neurdnios e células muscu-
lares estriadas cardiacas.

Além das inclusdes no citosol das cé-
lulas eucaridticas, ocorrem vesiculas que
podem ser de endocitose, exocitose ou de
secrecdo. As vesiculas de secrecao sao for-
madas no complexo de Golgi, geralmente
repletas de proteinas que serdo secretadas
para fora da célula. Um exemplo tipico é o
granulo de zimogénio do pancreas (Figura
1C) e as vesiculas de mucina das glandulas
caliciformes.

Existem as inclusdes cristalinas, que
geralmente sdo compostas por proteinas,
mas podem ser formadas por urato, ferri-
tina, entre outros. Suas funcoes ainda nao
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Citoplasma

sao bem conhecidas.

As vesiculas de endocitose formam
um compartimento endossomal, que se
expande desde a membrana plasmatica
até as proximidades do nucleo. Esse com-
partimento é responsavel pela separacao e
enderecamento do material que penetra no
citoplasma pelas vesiculas de pinocitose. O
material presente no endossoma pode ter
trés destinos diferentes: passar para o cito-
sol, voltar para superficie celular ou unir-se
aos lisossomos.

Citoesqueleto

0 citoesqueleto é constituido por fila-
mentos proteicos, sendo que os principais
tipos sao os microtubulos, microfilamentos
de actina e filamentos intermediarios. Os
microfilamentos de actina sdo assim deno-
minados por possuirem o menor didmetro
entre os trés filamentos do citoesqueleto,
que éde 6 a8nm. O filamento intermediario
apresenta valor intermediario de 8 a 10 nm
e o microtUbulo é o que apresenta o maior

Figura 1 - Al inclusdes
lipidicas do adipdcito
multilocular (*); B
inclusoes de melanina
da epiderme (seta); C)
vesicula de secrecao com
granulo de zimogénio

do pancreas (seta).
Escala:5um



Figura 2 - Distribuicao
preferencial do
citoesqueleto.

didmetro, de 22 a 24 nm.

O citoesqueleto faz com que o citosol
se comporte como um gel aquoso, fazendo
com que a sua consisténcia se modifique.
Isso é possivel porque a actina e os micro-
tibulos polimerizam e despolimerizam de
modo reversivel e dindmico. Quando despo-
limerizam, conferem ao citosol maior flui-
dez e quando polimerizam apresenta con-
sisténcia de gel.

O citoesqueleto ocorre somente nos
eucariotos, sendo que a quantidade, distri-
buicdo e combinacao dos filamentos variam
entre os diferentes tipos celulares. Esses
filamentos combinados com outras protei-
nas exercem varias funcdes nas células, tais
como organizacao estrutural, manutencao
da forma e movimentos celulares.

Os trés filamentos do citoesqueleto es-
tao distribuidos por todo citoplasma de for-
ma organizada. Os microtUbulos partem do
centrossomo, os filamentos intermediarios
circundam o nucleo externa e internamente,
formando a l@mina nuclear e actina encon-
tra-se principalmente abaixo da membrana
plasmatica, participando do cértex celular,
microvilosidades, juncao de oclusao, adesao
e adesdo focal (Figura 2).

Microfilamentos de actina

Filamentos intermediarios

Microtubulos
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Microfilamentos de actina

Os microfilamentos de actina estdo
presentes em todas as células eucariéticas,
sendo formadas por proteinas globulares
denominadas actina G, que podem se juntar
em filamentos helicoidais denominados ac-
tina F. Esses filamentos de actina F podem
formar redes ou feixes como nas microvilo-
sidades, juncoes celulares, sarcomeros (cé-
lulas musculares) e cértex celular.

Os mondmeros que formam os microfi-
lamentos de actina sdo estruturas instaveis
que podem ser removidos ou adicionados.
Por essa razao os microfilamentos de acti-
na podem sofrer a acdo de algumas drogas
como, por exemplo, a citocalasina que im-
pede a polimerizacao e a faloidina que esta-
biliza o microfilamento de actina impedindo
a despolimerizacao.

Por outro lado algumas estruturas
formadas por actina sao estaveis, os sar-
comeros das células musculares. Essa es-
tabilidade é conferida pela associacao do
microfilamento com proteinas estabilizado-
ras, que recobrem os microfilamentos im-
pedindo a acado de proteinas de clivagem e
impedindo a remocao de actinas G.

Como visto no exemplo acima, existem
proteinas que atuam conjuntamente com
a actina, como por exemplo, as proteinas
fragmentadoras de actina, as proteinas se-
questradoras que se ligam aos mondme-
ros livres, modulando sua afinidade com o
microfilamento de actina, as proteinas de
ligacdo que fazem a ligacao entre microfi-
lamentos de actina a outras proteinas, as
proteinas de ancoragem que ancoram os
microfilamentos a membrana plasmatica e
as proteinas motoras que utilizam os micro-
filamentos como ‘trilhos’ para locomocao de
vesiculas, organelas e/ou macromoléculas.

Os microfilamentos de actina apresen-
tam diversas funcoes, como por exemplo,
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ser responsavel pelo suporte mecanico da
célula, por isso esses microfilamentos se
localizam na periferia celular, formando o
cortex celular. Essa actina presente na peri-
feria da célula também atua nos processos
de endocitose e exocitose, além de partici-
par da adesao celular nas juncoes de oclu-
s3o, de adesao e adesao focal.

Pelo fato da actina estar na periferia
ela também é importante para determinar e
manter a forma dos diferentes tipos celula-
res e formar as microvilosidades e estereo-
cilios (Figura 3).

Os microfilamentos de actina sao res-
ponsaveis pela ciclose, que é uma corrente
citoplasmatica capaz de deslocar nucleo e
outras organelas. Sendo por isso impor-
tante na distribuicdo dos nutrientes den-
tro da célula. Ela ocorre tanto nas células
animais quanto nas vegetais, porém é mais
perceptivel nas vegetais, pois o citoplasma
estd restrito a periferia da célula devido ao
grande volume do vacuolo. A ciclose pode
ser observada ao microscopio de luz pela
movimentacao dos cloroplastos, uma vez
que os demais constituintes celulares sao
incolores.

Outro movimento realizado pelos mi-
crofilamentos de actina é o movimento
amebdide realizado por organismos unice-
lulares [ameba) e células de multicelulares
(leucdcitos e macrdfagos). Os microfilamen-

tos de actina promovem a movimentacao do
citoplasma o que altera a forma da célula,
criando “falsos pés” [pseuddpodes).

Eles também promovem o transporte
de vesiculas de secrecdo e macromoléculas
no citoplasma, participam da mudanca de
consisténcia do citosol, da contracdo mus-
cular e da citocinese.

Filamentos Intermediarios

Esse tipo de citoesqueleto estd presen-
te apenas nos organismos multicelulares.
Estando presente na maioria das células
animais, exceto nas células de embrides jo-
vens e oligodendrdcitos.

Os filamentos intermediarios sao for-
mados por proteinas fibrosas em que trés
cadeias polipeptidicas se enrolam em hé-
lice. Eles sao formados por proteinas de
diversas classes e conforme o tipo celular
existe um filamento intermediario especifi-
co. Por exemplo, na epiderme, o citoesque-
leto intermedidrio é a citoqueratina, no teci-
do conjuntivo é a vimentina, nos neuronios
s3o os neurofilamentos, nas células muscu-

lares é a desmina. Devido a essa distribui-
cao especifica, a sua identificacdo nas cé-
lulas do cancer facilita o diagndstico sobre
a origem do cancer no caso de metastase.
Os filamentos intermediarios sao ele-
mentos estruturais e por isso nao partici-

Figura 3 - Especializacoes
da membrana plasmatica
sustentadas pela actina.
A) Microvilosidades (seta)
do intestino delgado) e

B) Estereocilios (seta) do
epididimo. Escala: 10 pm.



pam diretamente dos movimentos celula-
res. Quase nao apresentam polimerizacao,
portanto, sao estaveis. Contudo, eles podem
ser rearranjados para responder as neces-
sidades celulares, como por exemplo, du-
rante as divisoes celulares.

Os filamentos intermediarios sdo res-
ponsaveis pela resisténcia mecanica, por
isso estao presentes em células que sofrem
muitos atritos como as células da epiderme.
Essas células sdo ricas em estruturas que
conferem adesao celular, como os desmos-
somo e hemidesmossomo. Por meio dos
desmossomos as células adjacentes se co-
nectam, atuando de maneira integrada. Por
essa razdo o estresse mecanico sofrido no
tecido é distribuido uniformemente pelas
células adjacentes. Os anexos epidérmicos
(cabelo, unha, chifre, casco) sao ricos em fi-
lamentos intermediarios, o que demonstra
sua funcao de resisténcia mecéanica.

No nucleo, os filamentos intermedia-
rios, denominados de lamina nuclear, fazem
a ancoragem da cromatina no envoltério
nuclear e participam dos processos de de-
sintegracdo e reestruturacao do envoltério
nuclear durante a mitose e a meiose.

Nos neurdnios existe um tipo especifi-
co de filamento intermediario, os neurofila-
mentos, que mantém a forma do axdnio dos
neurbnios e contribuem no posicionamento
das organelas dentro da célula.

Assim como a actina, os filamentos
intermediarios também dependem de pro-
teinas acessorias. Elas influenciam na sua
polimerizacdo e estabelecimento do arranjo
tridimensional. Por exemplo, elas interli-
gam os filamentos intermedidrios a outros
componentes do citoesqueleto, formando
assim uma malha dindmica e flexivel.
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Microtubulos

Os microtubulos estdo distribuidos por
toda a célula, mas geralmente partem do
centrossomo, que é o principal centro or-
ganizador de microtibulos na maioria das
células animais. O centrossomo fica locali-
zado perto do nucleo, onde na maioria das
células esta situado um par de centriolos.

Os microtubulos sdo formados por pro-
teinas tubulinas dos tipos a e B que se or-
ganizam formando filamentos. Treze desses
filamentos se juntam de forma linear e pa-
ralela formando o microttbulo, portanto, ele
é uma estrutura oca.

Os mondmeros que formam os micro-
tubulos podem ser removidos ou adiciona-
dos, ou seja, os microtubulos ndo sao es-
truturas estaveis. Dependendo da célula,
os filamentos apresentam maior ou menor
estabilidade. Nos cilios, centriolos e flage-
los os microtubulos sao estaveis.

Considerando que os microttbulos po-
limerizam e despolimerizam, eles podem
sofrer a acdo de algumas drogas nesse
processo, como por exemplo, a colchicina
que se liga as tubulinas do citoplasma, im-
pedindo que se associem as extremidades
dos microtubulos, portanto, impedindo a po-
limerizacdo. Outra droga, o taxol, acelera a
polimerizacao do microtibulo e depois o es-
tabiliza, impedindo a sua despolimerizacao.
O taxol é utilizado no tratamento de cancer
devido a sua acdo antimitética.

Assim como a actina, os microtubulos
trabalham com outras proteinas acessoérias,
como por exemplo, as proteinas motoras
dineina e cinesina. Ambas estao envolvidas
na funcdo de transporte e locomocao den-
tro da célula. Esse citoesqueleto também é
influenciado pelas proteinas associadas aos
microtdbulos (MAPs). Elas podem se ligar
aos microtubulos e impedir que sejam des-
polarizados, tornando-os estaveis. Também
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fazem a ligacao dos microtibulos com ou-
tros elementos do citoesqueleto.

Além da funcado de movimento, como
deslocamento intracelular de vesiculas e
organelas, processo de exocitose, 0os mi-
crotubulos estdo envolvidos no estabeleci-
mento e manutencao da forma da célula, na
organizacao das organelas no citoplasma,
formacao dos cilios e flagelos (Figura 4). No

processo de divisdo celular os microtibu-
los formam os centriolos e o fuso mitético/
meidtico.

Nas células vegetais os microttbulos
tém funcao de direcionar as vesiculas para
a formacao da nova parede apds a divisao
celular, bem como orientar as fibras de ce-

lulose na formacao da parede celular.
[ |

Figura 4 - Especializagoes
da membrana plasmatica
sustentadas por
microtibulos. A) Cilios
(seta) da traqueia e

BJ Flagelos (seta) do
espermatozoide de
equino. Escala: Sum.
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE CITOPLASMA

¢ Atividade 1
Objetivo - Analisar granulos (vesiculas) e inclusdes citoplasmaticas em células animais.

Procedimentos:
1 - Analisar as células do pancreas (Ladmina A4, Hematoxilina fosfotingstica de Mallory), as células

caliciformes da traqueia (Ldmina C4, PAS), células da pele delgada (Lamina L1, HE) e os adipdcitos
presentes na periferia do Timo (L&mina 15).

Responda:

A) Esquematizar um acino do pancreas e indicar a regido basal e a apical das células.

BJ Em qual regido as vesiculas (granulos de zimogénio) estdo presentes? Qual a cor dessa
regiao?
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C) Esquematizar uma célula caliciforme da traqueia como é vista na de luz e na microscopia
eletronica (ultraestrutura)

Microscopia de luz Microscopia eletronica
D] Identificar os granulos de melanina e de querato-hialina na pele delgada.

E) Esquematizar um adipdcito com uma Unica inclusdo (adipdcito unilocular) e outro adipdcito
com varias inclusdes (adipdcito multilocular) na periferia do timo.

Adipdcito Unilocular Adipdcito multilocular
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¢ Atividade 2
Objetivo - Sistematizar os conhecimentos sobre citoesqueleto

Responda:

A - Complete a tabela com as caracteristicas do citoesqueleto:

Caracteristica Microfilamentos de Actina Filamentos Intermediarios | Microttbulos

Espessura

Unidade Basica

Local de distribuicao
preferencial

Nivel de estabilidade

Presente em quais
especializacoes da
membrana plasmatica

Presente em quais
estruturas de adesao
intercelular

Funcoes relacionadas ao
movimento

Outras funcoes
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¢ Atividade 3

Objetivo - Identificar as estruturas que apresentam citoesqueleto

Procedimento:

1 - Analisar as células de revestimento do jejuno (Ldmina K17 - HE), epididimo (L&mina 06 - HE),
traqueia (Ldmina C1 ou C4 - HE ou PAS), as células musculares estriadas esqueléticas da lingua em
corte longitudinais (LA&mina F3 - HE] e os flagelos dos espermatozoides (L&mina U1 - HE)

Responda:

A) Esquematizar as células que contém:

Microvilosidades

Estereocilios

Cilios

Estrias

Flagelos

(As estrias devem ser observadas com
o condensador abaixado e o diafragma
fechado)
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¢ Atividade 4
Objetivo - Observar os movimentos dos procariotos promovidos pelo citoesqueleto.

Procedimentos:

1 - Colocar sobre a lamina uma gota de dgua do lago e cobrir com a laminula;
2 - Observar com objetivas de 10 e 40X (regulando o diafragma e condensador];

Responda:

A) Discutir a provavel estrutura de locomoc&o dos organismos encontrados.

¢ Atividade 5
Objetivo - Analisar a ciclose.

Procedimentos:

1 - Colocar uma gota de dgua sobre a lamina;
2 - Colocar uma folha de Elodea sp. sobre a gota;
3 - Colocar uma laminula sobre a folha e observar.

Responda:

A) O que é possivel observar?







Figura 1 - Potes de mel de
abelha nativa (Melipona)
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Capitulo 8

Sistema de endomembranas

Provavelmente as primeiras células eu-
caridticas surgiram a partir de células pro-
caridticas por um processo de invaginacao
da membrana plasmatica, originando assim
um sistema de endomembranas, formado
pelo nucleo, reticulo endoplasmatico, com-
plexo de golgi e lisossomo. O nlcleo serd
tratado em um capitulo a parte, a seguir se-
rao apresentadas caracteristicas do reticulo
endoplasmatico, complexo de golgi, lisosso-
mos e do processo de traducao.

Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico é uma rede
de membranas que delimitam cavidades
(lumen ou luz] que se intercomunicam.
Cerca de 50 a 60% do total de membranas
da célula fazem parte do reticulo, por isso
juntamente com o citoesqueleto, ele forne-
ce o suporte mecanico ao citosol. Apesar da
sua grande quantidade, o reticulo endoplas-
maético nao é visivel diretamente ao micros-
copio de luz.

O reticulo endoplasmatico pode ser de
dois tipos: granular ou rugoso; agranular
ou liso. O reticulo endoplasmatico rugoso
também é conhecido como ergastoplasma.
Esses dois tipos de reticulos podem ser
continuos entre si e com a membrana do
nucleo, o envoltdrio nuclear. Os dois tipos
de reticulos apresentam diferencas estrutu-
rais, funcionais e quimicas entre si.

O reticulo endoplasmatico liso é for-
mado por vesiculas globulares ou tubulos
contorcidos, semelhantes a potes de mel de
abelhas nativas (Figura 1)

Essa organela é bem desenvolvida em
células de certos drgaos, por exemplo, em
6rgdos que produzem horménios esteroi-
des, como gb6nadas e glandulas suprarre-
nais.

Além da producao de hormoénios es-
teroides, o reticulo endoplasmatico liso
também sintetiza lipidios que compdem as
membranas e formam os triglicerideos a
partir de acidos graxos e glicerol. Nas célu-
las do figado é responsavel pela metaboliza-
cao do glicogénio ou glicogendlise.

Uma funcado muito importante do reti-
culo endoplasmatico liso é a desintoxicacao.
Essa organela possui enzimas que tornam
0s compostos téxicos mais sollveis em
agua e assim eles podem ser eliminados.
Quando as drogas sao ingeridas em exces-
so, ocorre a proliferacdo do reticulo endo-
plasmatico liso e das suas enzimas. Com
isso aumenta a tolerdncia do organismo as
drogas, sendo necessarias doses mais altas
da droga para se obter o mesmo efeito, ou
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seja, o organismo desenvolve ‘toleréncia’ a
certos medicamentos.

O reticulo endoplasmatico liso também
é importante na regulacdo e reservatério do
Ca+ intracelular. Esse ion atua no processo
de contracao muscular e por essa razao as
células musculares sao ricas nessa organe-
la, onde sdo denominadas de reticulo sarco-
plasmatico.

O reticulo endoplasmatico rugoso é
formado por ldminas achatadas e parale-
las. Uma das suas diferencas em relacao
ao reticulo endoplasmatico liso é a presen-
ca de polirribossomos aderidos a face da
membrana do reticulo voltada para o citosol
(face citosdlica) (Figura 2). Essa adesdo s
é possivel porque na membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso existem proteinas
receptoras de ribossomos. E importante
ressaltar que os ribossomos presentes no
reticulo endoplasmatico rugoso sao idénti-
cos aos ribossomos livres no citosol e que
0s mesmos sao liberados no citosol assim
que a traducao termina.

Outra diferenca quanto a composicao
quimica entre o reticulo endoplasmatico
liso e 0 rugoso é a presenca de proteinas
envolvidas na translocacao e interiorizacao
das cadeias polipeptidicas, uma vez que a

principal funcao do reticulo endoplasmatico
rugoso é a sintese proteica.

0 reticulo endoplasmatico rugoso en-
contra-se disperso no citoplasma, mas esté
localizado preferencialmente perto do nu-
cleo. Devido a sua funcéo ele é mais abun-
dante nas células secretoras, nas quais
pode ocupar mais da metade da area da
célula. Nessas células ele fica no polo basal
(Figura 3A] e o produto de sua secrecdo fica
no polo apical (Figura 3B).

Essa organela nao pode ser vista por
microscopia de luz, contudo é possivel ve-
rificar a regido onde esta localizado devido
a sua basofilia. O reticulo endoplasmatico
rugoso é rico em ribossomos que por sua
vez é rico em RNA ribossémico, que é um

Figura 2 - Ribossomos
aderidos ao reticulo
endoplasmatico (seta) e

a membrana externa do
envoltério nuclear (cabeca
de seta).

Figura 3 - Acinos
pancreéaticos corados
com A Hematoxilina
Eosina e B) Hematoxilina
fosfotingstica de Mallory
(* indica polo apical e
seta indica o polo basal).
Escala: 10pm.



Figura 4 - Neur6nio,
pontos indicam
corpusculo de Nissl.
Escala: Spm

acido e por isso se cora com corantes ba-
sofilos, como a hematoxilina. Na figura 3A é
possivel observar a basofilia na regido basal
da célula do pancreas, indicando sua loca-
lizacao.

Nos neurénios (Figura 4) existe um acu-
mulo de reticulo endoplasmatico rugoso e
polirribossomos livres no citosol da célula,
formando os corpusculos de Nissl que sao
visiveis a microscopia de luz.

Nas células existem dois locais de
producdo de proteinas: no citosol, pelos
polirribossomos livres e no reticulo endo-
plasmatico rugoso. O destino das proteinas
sintetizadas nesses dois locais é diferente.
As proteinas sintetizadas no reticulo endo-
plasmatico rugoso vao para o reticulo endo-
plasmatico liso e rugoso, complexo de golgi,
lisossomos, a membrana plasmatica ou sao
secretadas. Enquanto que as proteinas sin-
tetizadas pelos polirribossomos livres ficam
no proprio citoplasma ou vao para o nucleo,
mitocdndria, cloroplasto e peroxissomos.

As proteinas sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso passam por varias
modificacdes. Durante o processo da tra-
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ducdo, ocorre adicdo de aclcares e dobra-
mentos do peptideo nascente. As enzimas
chaperonas se ligam ao peptideo e o auxi-
liam na aquisicdo da conformacao terciaria
e quaternaria das proteinas com a realiza-
cdo de dobramentos e reunido de varias ca-
deias. As chaperonas também fazem o ‘con-
trole de qualidade’, permitindo que apenas
as proteinas normais continuem o processo,
ou seja, vao para o complexo de Golgi para
atingir a configuracdo final. As proteinas
‘defeituosas’ sdo degradadas na luz do re-
ticulo endoplasmatico rugoso ou no citosol
para onde sdo transportadas. Concomitante
a esse processo, a dissulfeto isomerase fa-
vorece a formacao correta de pontes dissul-
feto das proteinas nascentes.

Apds sua sintese, as proteinas sao en-
viadas para o complexo de golgi onde serdo
processadas e encaminhadas para seus
destinos finais. O transporte se da através
de brotamento e fusado de vesiculas. Quando
a direcao é do interior da célula para a
membrana plasmatica, o transporte é de-
nominado de anterégrado e quando os com-
ponentes voltam o transporte é chamado de
retrégrado. S6 realizam o transporte retré-
grado as proteinas residentes do reticulo
endoplasmatico que ficam no lumen ou na
membrana dessa organela. Essas proteinas
possuem uma sequéncia sinal que as iden-
tificam como sendo do reticulo endoplas-
matico.

Complexo de Golgi

As proteinas e os lipidios produzidos no
reticulo endoplasmatico sdo enviados para
o complexo de golgi onde sofrem importan-
tes modificacdes estruturais. Essa organela
localiza-se geralmente préximo ao reticulo
endoplasmatico e é formada por vesiculas
achatadas [cisternas) e esféricas [que bro-
tam das achatadas). Diferentemente do reti-

ELUAR - 97



98 - ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR

istema de endomembranas

culo endoplasmatico em que as vesiculas se
interconectam, no complexo de golgi as ve-
siculas sao separadas entre si e sua comu-
nicacao se da por meio de vesiculas esféri-
cas que brotam das vesiculas achatadas e
se unem as proximas. Nas células animais,
as cisternas estao dispostas de maneira
organizada: cisterna cis [voltada para o re-
ticulo endoplasmatico), cisternas médias e
cisternas trans (voltadas para a membrana
plasmatica) (Figura 5).

As células secretoras apresentam
grande quantidade de complexo de golgi,
pois ele estd envolvido no processamento
das proteinas oriundas do reticulo endo-
plasmatico, esse processamento pode ser a
glicosilacdo que é realizado pelas proteinas
de membranas (glicosiltransferases] atra-
vés de reacdes em cascata. Na cisterna cis

e média ocorre a remocado de manose, na
média é adicionado a N-acetilglicosamina e
na trans é adicionado a galactose, acido sia-

lico e de diferentes aclcares ao aminoacido
serina ou treonina, sendo a adicao realizada
em cascata, ou seja, um a um. A adicao de
acucar dificulta a acao de proteases e con-
fere carga negativa, fundamental para a es-
trutura quaternaria da proteina.

Outro processamento é a sulfatacao,
que é a adicdo de sulfato a tirosina a partir de
um doador de sulfato (trans). Esse processo
confere carga negativa as proteinas. A fosfo-
rilacdo é a adicao de fosfato (face cis) a resi-
duos de manose pelas N-acetilglicosaminas
fosfotransferase e fosfodiesterase, sendo
importante para as enzimas lisossomais.

Além desses processamentos no com-
plexo de golgi, as proteinas sao separadas
conforme o tipo e ‘empacotadas’ ou seja,
elas sao concentradas dentro de vesicu-
las e depois seguem caminhos diferentes.
Algumas proteinas sao enviadas para a
membrana plasmatica na qual se incor-
poram e passam a fazer parte da mesma.

Figura 5 - Complexo

de Golgi (CG) e reticulo
endoplasmatico rugoso
(RER].



Algumas proteinas da membrana plas-
matica também sao produzidas no citosol
pelos polirribossomos livres. Outros tipos
de proteinas também migram para a mem-
brana plasmatica, contudo elas estdo den-
tro de vesiculas, e quando essas se fundem
a membrana plasmatica o seu conteldo é
liberado para o meio externo, em um pro-
cesso denominado de exocitose. Outras
proteinas permanecem dentro de vesiculas
no préprio citosol, e atuam no processo de
digestdo intracelular, fazendo parte dos li-
S0SS0MOS.

Além da funcao de processamento, o
complexo de golgi é responsavel pela sin-
tese de alguns carboidratos (hemicelulose,
pectina da parede celular) e formacao do
acrossomo do espermatozoide.

Lisossomos

Algumas proteinas sintetizadas no reti-
culo endoplasmatico rugoso e processadas
no complexo de golgi fazem parte dos lisos-
somos. Essas organelas estao presentes
nas células animais, vegetais e nos proto-
zoarios. Geralmente sao esféricas e com
dimensoes varidveis. A membrana lisosso-
mica é revestida internamente por carboi-
dratos, evitando assim a digestao causada
pelas suas préprias enzimas. O pH interno
do lisossomo é acido, em torno de 5,0. Esse
pH é mantido por bombas de hidrogénio e
de cloro que transportam ativamente ions
H" e Cl do citosol para o interior do lisosso-
mo. Esses fons combinam e formam o acido
cloridrico (HCl) responsavel pela acidez do
lisossomo. As enzimas digestivas dos lisos-
somos variam de acordo com o tipo celular
e sdo ativas somente em pH acido. Por essa
razao, caso haja um rompimento do lisos-
somo, as enzimas nao atuam no citoplasma
ou na matriz extracelular, pois o pH desses
locais é proximo a 7,0.
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Uma das funcoes dos lisossomos € a
digestdo, que pode ser intracelular ou ex-
tracelular. Na digestao intracelular o mate-
rial digerido pode ser obtido por endocitose,
nesse caso ela é conhecida como digestao
heterofagica, pois o material é proveniente
de fora da célula. Conforme a dimensao do
material endocitado, o processo denomina-
se de pinocitose [particulas menores] ou
fagocitose (particulas maiores, geralmente
bactérias). O material endocitado fica dentro
de vesiculas (fagossomo ou pinossomo) nas
quais os lisossomos se fundem e liberam
seu conteldo para que ocorra a digestao.
Alguns autores consideram o lisossomo pri-
mario aquele que so apresenta as enzimas
digestivas e lisossomo secundario aquele
que se funde ao fagossomo ou pinossomo.

A outra forma de digestao intracelular
¢ a autofagia, ou seja, digestdo de partes da
propria célula. Esse processo pode ocorrer
para eliminacdo de organelas envelhecidas,
danificadas ou em quantidade excessiva.
Também serve como mecanismo de nutri-
cdo da célula durante a escassez de alimen-
to do organismo ou nutricdo do recém-nas-
cido no pés-parto. Outra funcdo da autofagia
é a transformacao de um tipo celular, como
ocorre no processo de formacdo das hema-
cias humanas. Essas células sao originadas
dos eritroblastos, ocorre a eliminacao do
nucleo e os lisossomos digerem as outras
organelas por autofagia.

Outra funcdo dos lisossomos esta rela-
cionada a apoptose, que é a morte progra-
mada da célula. Esse processo pode ocorrer
para que as células sejam eliminadas du-
rante a embriogénese, ou para que ocorra
a eliminacdo do excesso de células do Ute-
ro apo6s o parto, ou durante a metamorfose
dos anfibios, no processo de eliminacao da
cauda.

0O material digerido pelas enzimas li-
sossomais pode ser transferido para o cito-
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plasma (alguns lipidios, aminoacidos, mo-
nossacarideos), sofrer exocitose (produtos
ndo digeridos) ou acumular dentro da cé-
lula, nesse caso a vesicula com o material
acumulado denomina-se de corpo residual.

Outra forma de digestao é a extrace-
lular, em que ocorre a fusao do lisossomo
com a membrana plasmatica e liberacdo de
enzimas. Porém as enzimas nao consegui-
riam exercer sua funcao digestiva devido ao
pH, por isso ocorre a acidificacdo do meio
extracelular e s6 entdo é possivel a diges-
tdo. Esse tipo de digestao é realizado por
algumas células especificas, como o osteo-
clasto durante a digestao da matriz dssea e
pelo espermatozoide durante o processo de
fecundacao.
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Caracteristicas gerais do processo de
traducao

A compreensao da traducao exige en-
tendimento de processos moleculares, por
isso a seguir serao apresentados apenas
alguns pontos importantes para o enten-
dimento desse processo em nivel celular.
A traducdo é a producado de uma cadeia
de aminoéacidos (polipeptidica) tendo como
molde uma cadeia de nucleotideos, conhe-
cida como RNA mensageiro [RNAm]. Nesse
processo outros acidos ribonucleicos (RNA)
sdo necessarios, como o RNA transportador
(RNAt) e RNA ribossémico (RNAr).

0 RNAm é uma molécula linear que
contém uma sequéncia de nucleotideos que

2a. Base

1a. Base

3a. Base

Tabela 1 - Tabela do
codigo genético



determina o tipo de proteina que serd pro-
duzida. A sequéncia de trés nucleotideos no
RNAmM é chamada de cédon, uma molécula
de RNAm apresenta varios cédons.

RNAt é uma molécula que apresenta
duas regides importantes, uma denominada
anti-cddon, que também é constituida por
3 nucleotideos e outra onde o aminoacido
se liga. Existe uma regra para a ligacao dos
aminoacidos aos RNAt, conforme o anti-co-
don que o RNAt apresenta, apenas um tipo
de aminoéacido pode se ligar ao RNAt.

0 RNAr juntamente com proteinas for-
ma o ribossomo, que é o local apropriado
para ocorrer a traducdo. O ribossomo apre-
senta os sitios A, P e E. Esses sitios sdo im-
portantes para a correta ligacao do cddon ao
anti-cédon e dos aminoacidos entre si.

Atraducdo é a decodificacdo da mensa-
gem contida no RNAm para a formacao de
uma sequéncia de aminoacidos. Para que
ocorra essa decodificacdo, um cddigo deve
ser seguido, o cddigo genético (Tabela 1).
Esse cddigo rege que para cada trés nucleo-
tideos do RNAm haja o acréscimo de um
aminoacido na cadeia polipeptidica que esta
sendo construida.

O processo de traducao pode ser dividi-
do em 3 partes: iniciacao, elongacao e ter-
minacdo. Na iniciacdo a subunidade menor
do ribossomo, com fatores para a traducao,
além de um RNAt carregado com o0 aminoda-
cido f-metionina ligam-se ao RNAm, sendo
que o RNAt ocupa o sitio P do ribossomo.
Depois disso a subunidade maior do ribos-
somo liga-se ao complexo.

Na elongacao, o segundo RNAt chega
carregando um aminoéacido, e ocupa o si-
tio A. Ocorre uma ligacdo peptidica entre
0s aminoacidos que estao no sitico Ae P. O
ribossomo se desloca ao longo da molécu-
la de RNAm e traduz suas informacoes, ou
seja, para cada trés nucleotideos (cédon) é
adicionado um aminoacido na cadeia po-

ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA

istema 6[6 ern 07%67%27’4”45

lipeptidica nascente. Para cada novo RNAt
que chega entra no sitio A, o RNAt que es-
tava no A se desloca para o sitio P e depois,
para o E de onde se desprende para o cito-
sol.

Na etapa de terminacdo, o ribossomo
encontra um cédon de parada que pode ser
UAA, UAG ou UGA. Para esses cédons nao
existe RNAt correspondente, por isso protei-
nas (fatores de liberacdo) ocupam o sitio A
e ativam a peptidil-transferase, que é uma
enzima que corta a ligacdo do polipeptideo
com o uUltimo RNAt, liberando assim a ca-
deia polipeptidica.

O processo de traducdo que ocorre no
reticulo endoplasmatico rugoso apresenta
algumas especificidades. O inicio do pro-
cesso ocorre no citoplasma, como descrito
acima. A diferenca é que a primeira sequén-
cia de aminoacidos sintetizada é uma se-
quéncia sinal com cerca de 20 aminoéacidos,
esse sequéncia é conhecida como peptideo
sinal. Esse peptideo sinal é reconhecido
por uma particula reconhecedora de sinal
(PRS), que é formado por RNA e polipepti-
deos. Quando o peptideo sinal se liga a PRS
a traducdo é bloqueada. A PRS e os ribos-
somos sao reconhecidos por receptores do
reticulo endoplasmatico rugoso. Em segui-
da a PRS é liberada e a traducdo continua.
A medida que o polipeptideo é sintetizado,
ele é translocado para o interior do reticulo
endoplasmatico rugoso através de canais
aquosos. Quando o ribossomo chega ao
cédon de parada, a peptidase sinal cliva a
sequéncia sinal e o polipeptideo é libera-
do para dentro do reticulo endoplasmatico
rugoso, consequentemente o complexo se
desfaz. Algumas proteinas ndo sao libera-
das no interior do reticulo endoplasmatico
rugoso, sao as proteinas transmembranas
que permanecem na membrana do préprio
reticulo endoplasmatico rugoso.
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS

¢ Atividade 1
Objetivo - reconhecer a organizacao interna de uma célula secretora.

Procedimento:

1 - Analisar as células do pancreas coradas com dois corantes diferentes, Hematoxilina fosfotings-
tica de Mallory (Lamina A4) e Hematoxilina Eosina (Ldmina K7).

Responda:

A) Esquematizar a célula do pancreas indicando a regido de reticulo endoplasmatico rugoso e
a regiao das vesiculas secretoras

B) Em qual regido da célula encontra-se o reticulo endoplasmatico rugoso? Justifique sua
resposta com base na analise das laminas.
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¢ Atividade 2
Objetivo - Reconhecer os corpusculos de Nissl.

Procedimento:
1. - Analisar a ldmina da medula espinhal (Ldmina G2, Hematoxilina Férrica).
Responda:

A) 0 que sao corpusculos de Nissl?

B) E possivel na microscopia éptica visualizar o reticulo endoplasmatico, ou o complexo de
Golgi, individualmente? Justifique sua resposta.




Figura 1 - Importancia
do nucleo para a
sobrevivéncia da célula
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Capitulo 9

Aspectos gerais do nucleo

Nas células eucariotas, geralmente o
nucleo é a organela mais evidente.

A presenca do nucleo é fundamental
para sobrevivéncia das células eucariéticas.
Se uma célula for dividida artificialmente, a
parte que nao contiver o nucleo sofrera de-
generacao (Figura 1).

Numero, forma e localizacao do nu-
cleo

No nosso corpo, as células anucleadas,
como as hemécias (Figura 2A), possuem
um curto tempo de vida e nao se multipli-
cam, uma vez que o nlcleo coordena todas
as funcoes vitais da célula. Elas sobrevivem
apenas por um determinado tempo, cerca
de 120 dias. As hemacias incialmente apre-

v v

Regenaracao Degenaracao

sentam nucleo e a medida que amadure-
cem, elas perdem o nucleo. Outro exemplo
de célula anucleada sao as que formam o
cristalino. Por ser uma lente, a presenca do
nucleo e demais organelas poderia desviar
os feixes de luz durante a formacao da ima-
gem, por isso um dos passos da maturacao
desse tecido é a perda gradual das suas or-
ganelas.

Na maioria das células, o nlcleo é Unico,
porém algumas podem ter dois (binucleada)
e até varios nucleos (multinucleada). Essa
caracteristica pode ser resultado da dupli-
cacao nuclear sem a divisao do citoplasma.
Esse processo é comum nos hepatdcitos
(Figura 2B). Também pode ser o resultado
da fusdo de varias células, como acontece
na formacao dos osteoclastos (Figura 2C) e
das células musculares estriadas esquelé-
ticas.

A célula também pode ser poliploide,
ou seja, ela apresenta apenas um nucleo,
porém com o material genético multiplica-
do. Nesse caso ocorre a replicacdao do DNA,
sem haver a divisdo do nucleo. Um exemplo
dessa célula no nosso corpo sdo os mega-
caridcitos, que formam as plaquetas (Figura

O nucleo pode apresentar diversas for-
mas, mas geralmente é constante para cada
tipo celular. A forma da célula normalmente
acompanha a forma do nucleo (Figura 3).

Existem algumas células que nado se-
guem essa regra, como por exemplo, alguns
leucdcitos, que sdo células cubicas e apre-
sentam nucleo polimorfico, com lébulos li-
gados entre si por finas pontes cromaticas
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2D).

Figura 2 - A} Hemacia
anucleada; B) Hepatdcito
com dois nlcleos;

C) Osteoclasto com

varios nucleos e D)
Megacariécito com nucleo
poliploide. Escala: 5 pm

Figura 3 - A] células
colunares ou cilindricas,
nucleos colunares ou
cilindricos B) células
cubicas, nucleos
arredondados; C] células
pavimentosas, nucleos
achatados e D) células
fusiformes, ntcleos
fusiformes. Escala: 5 pm




Figura 4 - A) Neutréfilo
(seta) e B) Célula
caliciforme (seta). Escala:
5 um

Figura 5 - Nucelo
evidenciando o
envoltério nuclear
(seta), eucromatina (E) e
heterocromatina (HJ.

——

30
-

(Figura 4A). As células caliciformes tém for-
ma de calice, no entanto o nucleo é colunar
(Figura 4B).

Geralmente o nucleo esta localizado no
centro da célula, porém ele pode ser des-
locado para a periferia como ocorre nas
células secretoras devido ao acimulo de
secrecdo no citoplasma (Figura 4BJ; nas
células adiposas uniloculares pelo acimulo
de lipidios na forma de uma grande gota e
nas células vegetais, pela presenca de um
grande vacuolo.

Constituicao

0 nucleo sofre varias mudancas duran-
te a divisdo celular, por isso sua caracteri-
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zacdo geral é feita considerando o estado de
intérfase. Ele é constituido por um envolto-
rio nuclear, nucléolo, cromatina (eucroma-
tina e heterocromatina) e nucleoplasma.
(Figura 5).

0 nucleoplasma é uma solucédo aquo-
sa composta por agua, metabdlitos, ions,
proteinas, além da maior parte do material
genético da célula e de diferentes tipos de
RNAs e enzimas.

Envoltorio Nuclear

0 envoltério ou envelope nuclear tem
como funcao separar o material nuclear do
restante do citoplasma e fazer a selecao do
material que é transportado entre o nucleo
e o citoplasma. Essa funcao de transporte
estd representada pela quantidade de pro-
teinas que é formado o envoltério, cerca de
70%, uma vez que essas moléculas sao res-
ponsaveis pela maior parte do transporte.

Nao é possivel definir o envoltério nu-
clear na microscopia de luz, pois ele estd
abaixo do limite de resolucdo desse tipo de
microscopia, porém ¢é possivel distinguir do
nutcleo seu contorno devido a coloracao di-
ferencial em relacao ao citoplasma (Figura
1,2e3).

Na microscopia eletronica é possivel
distinguir que o envoltério é formado por
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duas membranas e um espaco intermem-
branas ou perinuclear. A membrana externa
é continua com o reticulo endoplasmatico
rugoso e também possui ribossomos aderi-
dos. O espaco perinuclear contém as mes-
mas proteinas presentes nas cisternas do
reticulo endoplasmatico, portanto, pode-se
considerar que a membrana externa é uma
porcdo especializada do reticulo endoplas-
matico (Figura 5).

A membrana interna fica associada a
cromatina, a qual geralmente apresenta-se
mais compactada e por isso aparece mais
fortemente corada (heterocromatinal. Além
da cromatina a membrana interna do envol-
tério estd associada a ldmina nuclear, que
é uma estrutura equivalente ao citoesque-
leto do citoplasma. Os seus componentes
mais conhecidos sdo as proteinas laminas A
e B, essas proteinas formam redes e estao
ausentes na regiao dos poros, onde ocorre
transporte de moléculas grandes.

A ldmina nuclear participa da organiza-
cao espacial dos componentes nucleares,
proporcionando suporte mecanico ao enve-
lope nuclear, ligando a cromatina ao envol-
tério e o reconstituindo o nlcleo apés a divi-
sao celular. No inicio do processo de divisao
celular a laminas A é fosforilada, com isso
as interacoes entre as laminas A e B sdo en-
fraquecidas e consequentemente a lamina
nuclear é desfeita. Dessa forma, a membra-
na nuclear é desestruturada em pequenas
vesiculas que permanecem ligadas a lamina
B. Quando a divisao alcanca a fase de anéafa-
se, uma fosfatase retira o fosfato da ldmina
A e esta se reassocia com 0S Cromossomos
e com a lamina B, que esta ligada as vesicu-
las do envoltério nuclear. Dessa forma o en-
voltdrio é reconstituido novamente em torno
dos cromossomos.

A membrana externa apresenta menor
seletividade em relacdo a interna quanto ao
transporte de moléculas. Contudo, parte

do transporte é realizado através dos poros
nucleares, que sao aberturas formadas a
partir da unido da membrana externa com
ainterna. Nesses locais existe um complexo
de proteinas que formam os complexos dos
poros. Esse complexo é constituido por cer-
ca de 100 proteinas, sendo 30 tipos diferen-
tes, conhecidas como nucleoporinas.

Os complexos do poro permitem a pas-
sagem de diversas moléculas para dentro
e para fora do nucleo, sendo que algumas
moléculas sao transportadas de forma pas-
siva e outras de forma ativa (macromolé-
culas). Pelo didmetro do complexo do poro
ndo seria possivel a passagem de moléculas
com mais de 60.000 Dalton, porém o nucleo
necessita importar do citoplasma protei-
nas com peso molecular elevado, como por
exemplo: proteinas polimerases do DNA e
RNA (100.000 a 200.000 Dalton]). A entrada
desses tipos de moléculas s é possivel pelo
fato do complexo do poro ser suficientemen-
te flexivel para acomodar sua passagem.
Estudos com varios tamanhos de particulas
de ouro indicaram que a abertura do poro
pode ser dilatada até cerca de 26nm de dia-
metro durante o transporte.

Esse transporte ¢ ativo e se da em res-
posta a presenca de sequéncias sinais, co-
nhecidas como NLS (Sinais de Localizacdo
Nuclear]. Sdo sequéncias de 4 a 8 aminoa-
cidos, geralmente com carga positiva (lisina
e arginina). As proteinas com a NLS ligam-
se as importinas que sdo reconhecidas pelo
complexo do poro e assim o transporte é
realizado.

Os RNAs transcritos no ntcleo sao
complexados as proteinas que possuem
uma sequéncia de exportacao nuclear (NES])
e depois se ligam as exportinas, que sao re-
conhecidas pelo complexo do poro e assim
o transporte para o citoplasma ¢é realizado.
Tanto as importinas quanto as exportinas se
desligam das proteinas e do RNA depois do



Figura 6 - Esquema do
nucléolo e da Sintese do
ribossomo: (1) O rDNA
sintetiza RNA ribossomico
e RNA mensageiro. No
citoplasma da célula (2)

o RNAm traduz proteinas
ribossomais. Essas
proteinas, juntamente
com outras proteinas
sintetizadas a partir de
outros RNA mensageiros,
voltam para o nucléolo

e (3] se associam ao

RNA ribossémico para
formar as subunidades
ribossémicas maiores

e menores (4). As
subunidades migram
para o citoplasma, onde a
menor se liga ao RNAm e
depois esse complexo se
liga a subunidade maior
e inicia o processo de
traducao.

transporte e sao reutilizadas pela célula.
Nucléolo

O nucléolo é uma estrutura nuclear es-
férica nao delimitada por membrana, cons-
tituido pela regido organizadora do nucléolo
(RON ou NOR) e uma regido da cromatina
- rDNA - que contém os principais genes do
RNA ribossémico (rRNAJ. Além do DNA (até
17%), o nucléolo é constituido por RNA (até
10%) e proteinas (85%). Esses componentes
estao distribuidos de maneira a formar trés
areas dentro do nucléolo, que sdo identifica-
das apenas ao microscépio eletrénico.

A transcricao do rDNA e os primeiros
passos da biogénese dos ribossomos ocor-
rem no nucléolo, contudo as subunidades,
maior e menor, somente se associam no
momento da sintese proteica no citosol
(Figura 6).

O numero de nucléolos varia entre es-
pécies, entre células de um mesmo orga-
nismo e até mesmo entre estagios da di-
visdo celular. O nimero maximo que uma
célula pode ter de nucléolos é 0 mesmo nu-
mero que ela tem de regides organizadoras
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de nucléolos (RON ou NORJ. Porém quando
a atividade da célula é intensa e a interfase
é longa, pode ocorrer uma associacao das
RONSs e por esta razdo o numero de nucléo-
Por exemplo, em mamiferos,
existem cinco cromossomos com genes

los diminui.

para rRNA, no final da mitose sao formados
dez pequenos nucléolos, porém eles logo se
fundem formando apenas um.

Verificou-se também que o tamanho va-
ria conforme o estado funcional da célula,
quanto maior a sintese proteica, maior o ta-
manho do nucléolo. O neurdnio é uma célula
com alta taxa de producao de proteinas, por
isso o seu nucléolo é facilmente observado
em microscopia de luz (Figura 7).

O estudo da RON tem varias aplicacées,
entre elas a determinacdo da atividade de
transcricao do rDNA e o estudo da atividade
nuclear durante a gametogénese. A analise
dos rearranjos envolvendo esta regido tem
sido utilizada para o entendimento da evolu-
¢ao cromossdmica e nos estudos filogené-
ticos em diferentes grupos de organismos.
Também tem sido utilizada no estudo da de-
terminacao sexual, pois em alguns organis-
mos ela apresenta localizacao preferencial
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NoS Mesmos Cromossomos que carregam
0s genes que determinam o sexo.

A RON pode ser evidenciada por dife-
rentes técnicas citogenéticas, como a im-
pregnacao pela prata (Banda NOR) (Figura
8A] e a hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) com sonda de rDNA (Figura 8B).

Material genético da célula

O material genético das células é cons-
tituido pelos acidos nucléicos (DNA e RNAJ,
estes se encontram associados a proteinas
especificas, as histonas (H1, H2A, H2B, H3 e
H4) e proteinas nao-histénicas. A estrutura
do DNA associado a proteinas é denominada
de cromatina. A ligacdo do DNA as proteinas
deve-se ao fato delas possuirem aminoéaci-
dos bésicos (lisina e arginina) que se ligam
aos radicais fosfatos do DNA. Contudo, nem
todos radicais fosfatos sao neutralizados
pelas histonas, o que confere a cromatina
um carater acido, consequentemente ele se
liga a corantes basicos (basofilia).

A cromatina pode estar organizada em
diferentes niveis de compactacao. Quando
ela alcanca seu maior nivel de compacta-
cdo, é chamada de cromossomo. Esse nivel
de compactacdo ocorre em células em divi-
530, na fase de metéafase.

A cromatina pode ser classificada em
eucromatina e heterocromatina. A hetero-
cromatina é formada por DNA altamente
repetitivo, ou seja, quando uma mesma se-
quéncia de pares de base se repete por mais
de 100.000 vezes. Quando a repeticao da se-
quéncia é menor que 1000.000 vezes o DNA
é considerado moderadamente repetitivo e
quando nao se repete ou repete poucas ve-
zes 0 DNA é considerado de sequéncia uni-
ca, em ambos os casos essas regides sao
chamadas de eucromatina.

A maior parte da cromatina (90%) é
constituida pelo DNA moderadamente repe-

titivo ou de sequéncia Unica e é a partir do
DNA sequéncia Unica que os todos RNAm
sdo sintetizados, com excecdo dos genes
para histonas que se encontram no DNA
moderadamente repetitivo. Devido a grande
repetibilidade de bases da heterocromatina,
geralmente ela nao possui genes.

A heterocromatina representa pouco
no genoma das espécies (em média 10%),
contudo existem espécies de abelhas nati-
vas em que ela chega a 70% do conteldo.
Algumas espécies também apresentam
cromossomos inteiros praticamente hetero-
cromaticos, geralmente isso ocorre para os
cromossomos Bs.

A heterocromatina possui distribuicao
preferencial nas regides teloméricas, cen-
troméricas e/ou nas regides organizadoras
de nucléolo. Geralmente apresenta-se em
blocos e aparece em ambos os homaélogos,
na mesma posicao e com o mesmo tama-
nho. Ela permanece condensada em todas
as células e durante todo o ciclo, porisso a
heterocromatina apresenta-se mais corada

Figura 7 - Corpo de
neurénio com nucleo
interfasico apresentando
nucléolo evidente (seta).
Escala: 5 um

Figura 8 - Equerda:
Nucleo de Melipona apés
a técnica de Banda NOR
e direita: cromossomos e
ntcleos de Melipona apds
a FISH - RON evidenciado
em amarelo.



Figura 9 - Cariétipo

de Melipona apds

a técnica de Banda

C. Tracos indicam a
heterocromatina na regiao
pericentromérica e B
indica cromossomos B
heterocromaticos.
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nas técnicas rotineiras. Ela inicia a replica-
cao no final da fase S, apds a eucromatina e
por isso termina depois (Figura 9).

Além da heterocromatina, existem ou-
tras regides que podem permanecer con-
densadas na célula, porém essas regides
nao sao formadas por DNA altamente re-
petitivo. Elas foram classificadas erronea-
mente como heterocromatina facultativa e
heterocromatina tecido-especifica. Essas
regides, ora se comportam como eucroma-
tina, ora como heterocromatina. Por exem-
plo, a facultativa estd presente em apenas
em um dos homologos, nao se concentra
em blocos e tem genes estruturais, por
outro lado estd reprimida devido a conden-
sacdo interfasica. Isso pode ser verificado
para os cromossomos X de fémea, um deles
permanece condensado dentro das célu-
las. Outro exemplo ocorre em homépteros
(pulgdes e cochonilhas), nos machos o gru-
po cromossomico paterno se condensa. A
heterocromatina tecido-especifica, como o
proprio nome diz, sdo regides que possuem
genes, mas que dependendo do tecido, per-
manecem condensadas, pois ndo tém genes
especificos para aquele tecido. O termo “he-
terocromatina” refere-se apenas a hetero-
cromatina constitutiva.

Devido ao fato de ter sido considerada
geneticamente inativa, ou seja, nao possuir
genes, a heterocromatina foi pouco estuda-
da durante muito tempo. Contudo ja existem
diversos estudos que atribuem a ela varios
efeitos e funcdes. Um exemplo é o efeito
de posicao no padrao de variegacao, isto
é, ocorre repressao da expressao de genes
presentes em regides eucromaticas, por
terem sido translocados para uma posicao

adjacente a heterocromatina.

A heterocromatina também apresenta
um importante papel na determinacdo da
estrutura tridimensional do nucleo interfa-
sico, e sabe-se que o arranjo ordenado dos
cromossomos no nucleo interfasico pode
ser um meio pelo qual a atividade genéti-
ca é coordenada dentro do genoma. Sendo
assim, ela pode afetar a expressao génica.

Em células germinativas, a heterocro-
matina afeta, basicamente, o pareamento, a
recombinacao e a segregacao dos cromos-
somos.

Uma provavel funcao da heterocromati-
na seria a de recuperar a estabilidade telo-
meérica apds eventos de fissdo, ou seja, apos
a fissao, ocorreria adicdo de heterocroma-
tina na regido quebrada, que corresponde
a regiao telomérica, recuperando assim a
estabilidade que era proporcionada pelo
telomero. Uma evidéncia que reforca esta
hipétese é o acumulo de heterocromatina
encontrado preferencialmente em um dos
bracos dos cromossomos, em diversas for-
migas que apresentam elevado numero de
cromossomos. O mesmo também foi verifi-
cado em vespas e abelhas.

No que se refere a funcao da hetero-
cromatina, também se propde que esta
teria importante papel na protecdo da eu-
cromatina contra ataques de virus, agentes
mutagénicos e clastogénicos, agindo como
um “guarda-costas”. Essa funcdo se deve a
posicao da heterocromatina no nucleo, for-
mando uma camada dispersa na face peri-
férica deste, protegendo a eucromatina que
fica no interior (Figura 10).
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Cromossomos metafasicos

Durante a metafase, os cromossomos
sao mais facilmente analisados devido sua
maior compactacao, o que permite sua in-
dividualizacao. Nesta fase eles se encon-
tram alinhados em um plano mediano da
célula, formando a placa metafasica. Para
aumentar o niumero de células nesta fase,
aplicam-se substancias antimitéticas as
células em divisdo. Essas substancias li-
gam-se as proteinas que formam as fibras
do fuso acroméatico, denominadas tubulinas,
impedindo sua polimerizacao e consequen-
temente suprimindo a formacao das fibras,
ou ainda inativando os fusos ja formados.

Os cromossomos metafasicos foram
classificados conforme a posicao do centro-
mero: telocéntrico, acrocéntrico, submeta-
céntrico e metacéntrico (Figura 11).

Os cromossomos metafasicos sdo for-
mados por duas subunidades paralelas
chamadas de cromatides irmas. Durante a
intérfase a cromatina replica-se e origina
outra idéntica, elas permanecem ligadas
pela regido do centrémero e vao se con-
densando até metafase. Nesse estagio o
conjunto das duas cromatinas é chamado
de cromossomo e cada cromatina é deno-
minada de cromatide. As cromatides encon-
tram-se presas entre si pelo centrémero, o
qual representa uma constricao que divide
a cromatide em dois segmentos, os bracos
cromossoémicos, que dependendo do tipo de
cromossomo podem ser diferenciados em
braco menor e maior (Figura 12).

O centromero é uma regido com DNA
especializado e proteinas especificas, os
cinetdcoros, que sdo complexos proteicos,
onde os microtubulos do fuso se ligam.
Portanto sua funcdo é permitir a ligacao do
microtubulo no cromossomo e garantir as-
sim que cada cromatide migre para o polo

s .
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oposto durante a anafase. Pode ocorrer em
alguns casos outra constricao, chamada de
secundaria.

Outra regido dos cromossomos sao 0s
telomeros que sdo as extremidades de qual-
quer braco cromossdmico. Geralmente pos-
sui uma sequéncia de DNA especifica e tem
como funcao impedir associacoes indevidas
das cromatinas (Figura 12).

A descricado das caracteristicas do con-
junto cromossémico de uma espécie é co-
nhecida como caridtipo. A representacéo
deste pode ser feita na forma de cariograma
ou de idiograma. O cariograma é construido
a partir de uma fotografia ou de um dese-
nho detalhado de uma metéfase, os cro-
mossomos sdo recortados e os homodlogos
sao emparelhados e enumerados dentro de
uma determinada ordem (Figura 13). O idio-

— —
—
—

Telocéntrico Acrocéntrico Submetacéntrico Metacéntrico

Figura 10 - Células
mitoticas de Melipona
seminigra fuscopilosa em
estagios sucessivos de
divisdo. (1, 2, 3). * nlcleo
interfasico. Técnica de
Banda C.

Figura 11 - Tipos
morfolégicos dos
cromossomos. Setas
indicam a posicao dos
centromeros.



Figura 12 - Esquema do
cromossomo metafasico.

Figura 13 - Cariograma de
Melipona (abelha nativa)

Figura 14 - Idiograma de
Melipona (abelha natival.

m Telémero

Braco menor

Centromero —p-

Braco maior

Telbmero
——

Cromatides irmas

grama é uma representacao esquematica
do caridtipo, utilizando valores médios da
posicao do centromero e tamanho de cada
cromossomo do conjunto hapléide (Figura
14).

Algumas alteracées no genétipo podem
levar a mudancas no fenétipo. Algumas
dessas alteracdes genotipicas podem ser
detectadas pela citogenética, como por
exemplo, as aberracées cromossomicas
numeéricas e estruturais, que em humanos
pode levar a abortos espontaneos (42%) ou
anomalias do desenvolvimento fisico e/ou
mental do recém-nascido (10%).

As aberracdoes numéricas podem ser do
tipo aneuploidia, quando um dos cromosso-
mos homalogos multiplica ou diminui, ou do
tipo euploidia, quando ocorre aumento ou
diminuicao de todo um conjunto cromosso-
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mico.

As sindromes causadas por aneu-
ploidia mais encontradas sao as trisso-
mias: Sindrome de Down ou mongolismo
(cromossomo 21), Sindrome de Edwards
(cromossomo 18), Sindrome de Patau (cro-
mossomo 13). Também ocorrem trisso-
mia envolvendo 0s cromossomos sexuais:
Sindrome de Klinefelter (XXY], e trissomias
que nao causam sindromes como o XXX e
XYY, entre outras. Também pode ocorrer fal-
ta de um dos cromossomos sexuais, como
no caso da Sindrome de Turner (X0)

Individuos com euploidia, geralmente
ndo sobrevivem. Existem casos de indivi-
duos adultos com quimerismo diploide-tri-
ploide, ou seja, células com um conjunto de
cromossomos normais (2n) e células tripld-
des (3n).

As aberracoes estruturais podem ser
causadas por radiacoes, infeccoes, produtos
quimicos, entre outros. Um tipo é a delecao,
onde ocorrem duas quebras em um mesmo
braco cromossémico, o que leva a perda de
um segmento. Um exemplo tipico de dele-
cao é a perda de um segmento do cromos-
somo 5 (Sindrome de cri-du-chat ou miado
de gato). Pode também haver perda total de
um dos bracos cromossdmicos, isso é mais
comum para 0s Cromossomos sexuais.

Pode também acontecer inversoes, ou
seja, apds o cromossomo sofrer duas que-
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bras, o fragmento é ligado novamente, po-
rém de forma invertida. Ou ainda, apds dois
cromossomos nao-homologos sofrem que-
bras e seus segmentos sao ligados nos cro-
mossomos do outro, esse evento é chamado
de translocacdo. Um exemplo é a leucemia
mielocitica cronica, em que uma parte do
cromossomo 22 foi translocado para outro
cromossomo. O linfoma de Burkitt, é um
exemplo de translocacdo do cromossomo
14.

Cromossomos gigantes

Em alguns organismos a cromatina
pode-se comportar de maneira fisiologi-
camente diferente durante o ciclo celular,
formando os ‘cromossomos gigantes’, que
podem ser de dois tipos: politénicos e plu-
mosos. Os cromossomos politénicos foram
descobertos em 1881, nas glandulas saliva-
res do diptero Chironomus (Figura 15).

Os cromossomos politénicos sdo pro-
duzidos pela replicacdo da molécula de DNA
por dez vezes sem que ocorra a separacao
das crométides. Cada cromossomo contém,
entdo, 210 ou 1.024 moléculas de DNA, as
quais estdo associadas em uma série late-
ral. Sao encontrados apenas na fase larval

dos dipteros, em praticamente todos os
seus 6rgaos, porém nas glandulas salivares
os politénicos se apresentam mais desen-
volvidos. Em Drosophila eles medem cerca
de 1.800 a 2.000 mm de comprimento, en-
quanto seus cromossomos metafasicos tém
cerca de 7 mm. Essa diferenca de tamanho
se deve ao fato de que nos nucleos politéni-
COS 0S Cromossomos se encontram pratica-
mente desespiralizados.

Em determinadas condicdes, os cromo-
meros [corpusculos] de todos os cromone-
mas (fio de DNA + histonas) de uma deter-
minada faixa podem se descondensar dando
origem a uma estrutura de aspecto inchada
e menos densa, chamada “pufe”. Em algu-
mas espécies, principalmente no género
Chironomus, formam-se pufes excepcio-
nalmente grandes, denominados anéis de
Balbiani (Figura 16, P).

Os cromossomos politénicos apresen-
tam uma constante sinapse somética, po-
rém se um membro do seu par homdlogo
¢ alterado ocorre uma irregularidade no
pareamento. Essas irregularidades sao ob-
servaveis, o que torna possivel o reconheci-
mento de modificacées cromossdmicas e a
sua localizacao.

Qutro tipo de cromossomo gigante é o

Figura 15 - Cromossomos
politénicos de glandulas
salivares de larva

de Chironomidae,
corados com orceina
acética. P (pufe), 2n =4
cromossomos (1, 2, 3, 4
em ordem decrescente de
tamanho).



Tabela 1 - Comparacoes
entre cromossomos
plumosos e politénicos

cromossomo plumoso. Assim como o poli-
ténico, o plumoso s ocorre em alguns or-
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Até 800 pm de comprimento

Os homdlogos ficam unidos e
apresentam cromomeros ao longo
dos cromossomos, que aparecem
como regioes granulosas,

com maior espiralizacao dos
nucleofilamentos, que ndo
transcrevem.

Os cromomeros desespiralizam, o
que leva a formacao de alcas finas,
distribuidas aos pares, simétricas
e com caracteristicas morfolégicas
proprias e constantes.

Essas alcas sao ricas
principalmente em RNA e proteinas
(99%)

spectos gerais do niicleo

ganismos e em certas fases.
Veja as comparacdes na Tabela 1. |

De 150 a 250 pm de comprimento.
Podendo chegar até 1.500 pm em células
infectadas por virus ou microsporideos

Ocorrem varios ciclos de replicacao
sem a separacao das cromatides
(endomitose) e entao ocorre o
pareamento ponto por ponto dos
Cromossomos.

Apresentam cromémeros, que sdo
regioes de maior espiralizacao e regides
intercromomeéricas, que possui menor
concentracao de DNA e proteinas.

Os cromomeros ficam justapostos,
originando estrias transversais (bandas)
Algumas regides dos cromdmeros se
desespiralizam, processo reversivel.
Essas regides sdo chamadas de pufes
ou anel de Balbiane ou bulbos. Os anéis
de Balbiane sao pufes que ocorrem em
Chironomus. Bulbos sao pequenos pufes
de RNA que ocorrem em sciarideos
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE ASPECTOS GERAIS DO NUCLEO

¢ Atividade 1

Objetivos - Analisar diferentes tipos celulares e comparar a forma do ntcleo com a forma da
célula, Verificar a posicao do nucleo e o nimero de nucléolo por célula.

Procedimentos:

1. - Analisar diferentes células em microscopia 6ptica

Responda:

A) Esquematizar as células e indicar ols) nucleo(s) e o (s) nucléolo(s).

Ladmina A3 - Vesicula Biliar (HE)
- células epiteliais

Lamina B6 - Polpa dental (HE) -
células epiteliais

Lamina Q1 - Rim (HE] - regido dos
tubos coletores

Lamina L5 - Lingua (HE) -
células musculares estriadas
esqueléticas

Lamina K17 - Intestino (HE) -
células musculares lisas

Lamina I5 - Timo (HE] - adipécitos
uniloculares e multiloculares

Lamina Ké - Figado (HE) -
hepatécitos

Lamina G4 - Cerebelo (Método
Bielschowsky) - células de
Purkinje

Lamina Esfregaco sanguineo
(Wrigth) - hemacia e neutréfilo
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B) Preencha a tabela:

Lamina Posicao do nucleo N° de nlcleos N° de nucléolos

A3

Bé

Q1

L5

K17

15

Ké

G4

Esfregaco

C) Existe relacdo entre a forma do ntcleo e a forma da célula?

D) Qual o nimero de nicleo mais encontrado?

E) Qual o nimero de nucléolos mais encontrado?
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¢ Atividade 2

Objetivos - Analisar células poliploides e multinucleadas. Discutir a origem desses tipos de
células em relacao aos nucleos.

Procedimentos:
1. - Analisar diferentes células em microscopia dptica

Responda:

A) Esquematizar um osteoclasto e um megacariocito e indicar se eles sdo polipléides ou
multinucleados.

Lamina D4 - Osso Longo (HE)
Osteoclasto - Tipo Megacariocito - Tipo

B) Explique como ocorre a poliploidizacao e a multinuclearidade.

C) Cite outro exemplo de célula multinucleada.




Figura 1 - Célula de
cebola em intérfase com
nucléolo evidente (seta)
corada com Hematoxilina
férrica. Escala: 5 pm
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Capitulo 10

Ciclo celular mitotico e Meiose

Em algum momento fomos seres uni-
celulares, quando o ovdcito da nossa mae
foi fecundado pelo espermatozoide do nosso
pai. A partir desse momento comeca o pro-
cesso de desenvolvimento, para isso o ovo
sofre varias multiplicacées celulares, for-
mando varias células, as quais se diferen-
ciam e formam os érgdos do nosso corpo.
A medida que o tempo passa, esses 6rgaos
se desenvolvem e para isso também sao re-
queridas muitas multiplicacdes celulares.
Mesmo quando o individuo ja é adulto, varias
células do nosso corpo ainda séo formadas,
para repor células que normalmente sao
perdidas, como por exemplo, as células epi-
teliais que constantemente sofrem perda
natural, as espermatogdnias que originam
os espermatozoides e as células-tronco he-
matopoiéticas.

A perda celular também pode ser de-
corrente de uma lesdo, e dependendo da
extensdo da lesdo no érgdo ou tecido, esse
pode sofrer regeneracdo ou cicatrizacao.
Em ambos os casos também ocorre a multi-

plicacao celular. Para os seres unicelulares
a multiplicacdo celular é a prépria geracao
de nova vida.

Nem todas as células do nosso organis-
mo possuem a capacidade de se multiplicar,
pois algumas células sao altamente espe-
cializadas, como por exemplo, os neurdnios
e as hemacias. Outras células s6 entram em
mitose quando recebem um estimulo apro-
priado, como os hepatdcitos apés a remo-
cao de parte do figado.

Intérfase

Para as células se multiplicarem, elas
passam por um processo chamado de ciclo
celular. Este compreende a intérfase e um
processo de divisao celular, a mitose. A in-
térfase é uma fase em que ocorre a duplica-
cao de todo material nuclear e citoplasma-
tico da célula, sendo dividida nas subfases
G1,S, G2. Afase S, que é a mais extensa, é
caracterizada pela replicacdo do DNA e das
histonas, nas fases G1 e G2 ocorre a trans-
cricdo dos RNA e traducdo das proteinas.

Na fase S, quando o DNA é replicado,
as duas fitas de DNA permanecem unidas
ligadas por proteinas (coesinas] na regido
do centrémero. Devido a replicacao do DNA
o0 seu conteldo dobra de 2C para 4C, porém
o nimero cromossdmico permanece igual
(2N).

Grande parte das nossas células esta
em intérfase, sendo que algumas estdo no
periodo GO, um periodo que antecede a fase
S, onde as células apresentam-se tempora-
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ria ou permanentemente inalteradas.

O ciclo celular é altamente regulado, os
eventos ocorrem em uma sequéncia deter-
minada e a ordem deve ser mantida mes-
mo se um estagio estender-se mais do que
o normal. Existe um sistema controle, que
ndo desencadeia o proximo passo antes do
término do estagio precedente. Esse contro-
le é realizado por fatores citoplasmaticos,
que sdo proteinas [ciclinas] que regulam
enzimas (quinases) que desencadeiam os
processos de multiplicacao ou divisao.

Durante a divisao celular, a ldmina nu-
clear é desintegrada e o envoltério nuclear
é dissociado em pequenas vesiculas e sua
reestruturacdo inicia-se na teléfase. Para a
reconstituicdo, varias vesiculas do envoltd-
rio se fundem umas as outras em volta dos
cromossomos. Sabe-se que as proteinas da
ldmina nuclear apresentam um papel fun-
damental nessa reconstituicao, influencian-
do na associacdo das vesiculas em volta dos
cromossomos (como visto no capitulo sobre
nucleo).

Mitose

Considerando os objetivos de crescer,
desenvolver ou repor é necessario um pro-
cesso que permita a formacdo de células
idénticas a partir de células pré-existentes.
Para isso a célula passa por um processo de
divisdo denominada mitose. Esse processo
é dividido em fases, denominadas profase,
pro-metéafase, metafase, anafase e teldfase.

Na proéfase inicia o processo de conden-
sacdo gradual do DNA, isso sé é possivel

Figura 2 - Célula de
cebola em préfase corada
com Hematoxilina férrica.
Escala: 5 um

Figura 3 - Célula de
cebola em intérfase

(1), profase (P) e

estagios crescentes da
prometafase (PM1 e PM2)
corada com Hematoxilina
férrica. Escala: 5 pm
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Na anéfase ocorre a separacao e mi-
gracao das cromatides para os polos opos-
tos. Para isso as fibras do fuso encurtam
(perda de tubulinas nas extremidades] e
aumenta a disténcia entre os polos (adicao
de tubulinas). Nessa fase ocorre o inicio da
citocinese (Figura 5).

Figura 4 - Célula de Na teléfase as cromatides alcancam
cebola em metéafase
corada com Hematoxilina
férrica. Setas indicam
fusos. Escala: 5 pm

os polos opostos, inicia o processo de des-
condensacdo e ocorre a reconstituicdo do
envoltério nuclear entorno delas. A actina

gracas a proteinas especificas da cromatina.
0 nucléolo se desorganiza e deixa de produ-
zir o rRNA, a producao de subunidades ri-
bossémicas ¢é finalizada ou os precursores
das subunidades acompanham os cromos-
somos. Nessa fase os centriolos duplicam
e os centrossomos migram para os polos
opostos da célula, iniciando a formacao do
fuso a partir do centrossomos (Figura 2J.

A maioria das células animais possui
centriolo, contudo as células vegetais nao
os possuem. Portanto a formacdo do fuso
ocorre a partir do centrossomo, este pos-
suindo ou nao os centriolos.

Na pro-metéfase a cromatina continua
condensando, o envoltério se desorganiza,
sendo que a membrana do nucleo se rompe
em varios pontos, formando vesiculas. Os
complexos do poro se dissociam e a lami-
na nuclear se despolimeriza. Nessa fase os
centrossomos alcancam os polos e as fibras
dos fusos alcancam os cinetécoros, que sdo
proteinas localizadas nos centrémeros dos
cromossomos (Figura 3).

Na metéafase a cromatina alcanca o ma-
ximo da sua condensacao. Nessa fase os fu-
sos mitéticos alinham os cromossomos na
placa metafasica (Figura 4).

forma o anel contratil, normalmente no
meio da célula, fazendo entdo a divisao do
citoplasma (citocinese]. O nucléolo é reor-
ganizado e ocorre a importacao de proteinas
nucleares (Figura 5).

A citocinese em célula animal inicia
com a formac&o de um ‘anel contratil, que
é formado onde existem os microtUbulos re-
manescentes do fuso mitético. Esse anel é
composto principalmente de actina e mio-
sina. O anel inicia sua montagem formando
plano perpendicular a célula, exatamente
abaixo da membrana plasmatica. A medi-
da que o anel se contrai, puxa a membrana
para dentro dividindo a célula em duas. A
forca é gerada pelo deslizamento dos fila-
mentos de actina contra os filamentos de
miosina.

Na célula vegetal, a citocinese tem ini-
cio pela formacao de uma nova parede celu-
lar dentro da célula. Esse processo é condu-
zido pelo fragmoplasto, que é formado por
vestigios de microtibulos na regido equa-
torial do fuso mitético velho. A nova parede
celular em crescimento é envolvida por uma
membrana que se alarga para dividir o cito-
plasma em dois, que comeca a se formar no
citoplasma entre dois conjuntos de cromos-
somos que se agregam no inicio da teldfa-
se. A parede comeca a ser formada quando
vesiculas do complexo de Golgi, preenchi-
das com polissacarideos e glicoproteinas
da matriz da parede celular dirigem-se ao
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fragmoplasto. Elas se fundem e se expan-

dem para fora até a membrana plasmatica
e a parede celular, dividindo assim a célula
em duas. A construcao final da nova parede
celular ocorre pela adicao de microfibras de
celulose dentro da matriz.

De acordo com a figura 6, a cromatina
tende aumento crescente de compactacao
desde a intérfase até a metafase, e apds
essa fase ela tende a desespiralizar. A cro-
matina é duplicada na fase S da intérfase
e forma duas cromatides irmas, quando
essas cromatides atingem o maior grau de
condensacao, durante a metéafase, sdo cha-
madas de cromossomo. As cromatides sdo
separadas na anafase mitdtica.

Durante o ciclo celular a cromatina so-
fre algumas mudancas como ja foi mencio-

nado acima e para entender melhor essas
mudancas, segue o esquema abaixo (Figura
7).

De acordo com a figura 6, a cromati-
na tende aumento crescente de compac-
tacdo desde a intérfase até a metéfase, e
apos essa fase ela tende a desespiralizar. A
cromatina é duplicada na fase S da intérfa-
se e forma duas cromatides irmas, quando
essas cromatides atingem o maior grau de
condensacédo, durante a metafase, sdo cha-
madas de cromossomo. As cromatides sao
separadas na anéafase mitética.

Meiose

Como ja foi visto, a mitose é um pro-
cesso de divisao celular, que conserva as

Figura 5 - Células de
cebola em estagios
sucessivos da anafase (A1,
A2, A3) e na teldfase (T)
coradas com Hematoxilina
férrica. Seta indica
fragmoplasto. Escala: 5
pum



Figura 6 -
Comportamento da
cromatina durante o ciclo
celular.

caracteristicas genéticas das células soma-
ticas. Existe outro tipo de divisao celular que
nao ocorre nas células somaticas e sim em
células denominadas germinativas, essa di-
visao é conhecida como meiose.

A meiose permite que o nimero dipldi-
de (2n) de cromossomos de uma espécie
seja reduzido a um numero hapldide, isso
acontece porque a célula passa por duas
divisdes citoplasmaticas e apenas uma
duplicacao do material genético. Gracas a
meiose é possivel a reproducdo sexuada,
em que células gaméticas masculinas e fe-
mininas se fundem reconstituindo o ndimero
cromossomico da espécie.

A meiose também garante a variabilida-
de genética, que é muito importante para a
adaptacao das espécies as novas condicoes
ambientais. Essa variabilidade é gerada
através da segregacao ao acaso dos cro-
mossomos na anafase e a permuta génica,
ou seja, troca de segmentos homoélogos que
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leva ao surgimento de cromatides com com-
binacdes génicas novas. Este evento ocor-
re quando ha quebra simultaneas de duas
crométides dos cromossomos bivalentes,
ambas quebram exatamente na mesma po-
sicao e em seguida ocorre a fusao cruzada
das cromatides. Este ponto de permuta é o
quiasma.

Aintérfase da meiose é igual a intérfase
da mitose, o que diferencia sao os eventos
que ocorrem nas fases subsequentes.

A meiose apresenta as mesmas fases
que a mitose, contudo ocorrem duas divi-
soes [meiose | e Il), sendo que a meiose | é
reducional e a meiose Il é equacional. Entre
as duas meioses nao ha uma intérfase, mas
uma fase chamada intercinese, em que nao
ha replicacao do DNA. A seguir os eventos
chaves que ocorrem em cada fase.

A proéfase | é 200 vezes mais longa que
a da mitose. Nas mulheres ela dura desde
a fase embrionaria até a puberdade, e nos

¢ INTERFASE
Centromero
— Cromatides-irmas
— Proteinas
Cromatina
G1 S G2
PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

&
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homens s6 acontece na puberdade e dura
aproximadamente 14 dias. Ela é subdividida
em leptéteno, zigdteno, paquiteno, diplote-
no e diacinese [Figura 7). As imagens das
fases da meiose na Figura 7 pertencem a
diferentes géneros de gafanhotos, como
Caruaruacris, Orphulella, Amblytropidia e
Vilerna. Algumas fases da meiose nao sao
encontradas em gafanhotos.

No leptéteno inicia a condensacao da
cromatina e a aproximacdo dos homélogos.
Entre os cromossomos homélogos inicia a
formacdo dos elementos laterais do com-
plexo sinaptonémico. Esse complexo é for-
mado por diversas proteinas e permite o
emparelhamento dos pares dos cromosso-
mos homdlogos (sinapse) (Figura 7A).

Em zigdteno termina a formacao do
complexo sinaptonémico, o que permite a
associacao dos homoélogos. Essa associacao
é um evento chave no processo de meiose,
pois garante a disjuncao dos homoélogos na
anafase |, além de permitir a recombinacao.
Como os cromossomos homélogos estdo
pareados, eles sdo chamados de tétrades ou
bivalentes. Na imagem pode perceber que
0s cromossomos se tornam mais conden-
sados em zigdteno (Figura 7B]).

Em paquiteno forma-se o nédulo de

recombinacdo, que é um complexo multien-
zimatico que permite a ocorréncia do pro-
cesso molecular da recombinacdo genética
ou permuta ou crossing-over. No paquiteno
ocorre a permuta, porém é observada cito-
logicamente somente nas préximas fases
(Figura 7C).

Em diploteno inicia a desorganizacao
do complexo sinaptonémico, consequente-
mente a separacao dos homoélogos. Nessa
fase é possivel observar os quiasmas, que
sao locais onde ocorreram as permutas. E
uma fase que pode durar muito tempo, nas
mulheres é chamada de dictiéteno e ocor-
re nos ovocitos ainda na vida intrauterina e
permanece a ovulacao. Em alguns organis-
mos, como peixes, aves e répteis, podem ser
formados os cromossomos plumosos nessa
fase (Figura 7D, 7E).

Na diacinese ocorre o aumento da re-
pulsdo entre os homdlogos, consequente-
mente ocorre o deslocamento dos quias-
mas para as extremidades. Nessa fase sao
observados eventos descritos na mitose que
sdo: desorganizacdo do envoltdrio nuclear,
ligacao dos cromossomos as fibras do fuso
e movimento dos cromossomos para a pla-
ca equatorial. No final da diacinese obser-
vam-se 0S cromossomos mais condensados

Figura 7 - Subfases da
Préfase | de gafanhotos:
AJ Leptéteno, B Zigéteno,
C] Paquiteno, D] Inicio

do dipléteno, E) Fim do
dipléteno e F) Diacinese.
Escala: 5 um



Figura 8 - Meiose de
gafanhoto. A] Metéfase |,
BJ Inicio de Anéafase, C)
Anéfase mais avancada, D)
Anéfase final, E) Metafase
Il com vista polar, F) Inicio
da Anéfase Il, G) Anafase
II, H) Fim da anafase Il e I)
Teléfase . Escala: 5 um

que nas fases anteriores. O cromossomo X
esteve sempre mais condensado que os de-
mais e n3o fez permuta génica (Figura 7F).

Na Metéfase | os cromossomos homoé-
logos continuam juntos pelos quiasmas e
localizam-se na placa equatorial, ficando
lado a lado. Diferentemente da mitose, cada
cromossomo homoélogo se dispde com seus
dois cinetécoros voltados para o mesmo
polo (Figura 8AJ.

Na anéafase | ocorre a separacdo dos
cromossomos homoélogos e por isso o nu-
mero cromossomico é reduzido de 2n para
n. O conteddo de DNA também ¢ reduzido,
passa de 4C para 2C (Figura 8B, 8C, 8D

Na teléfase | os cromossomos com
duas cromatides alcancam os polos opostos
e iniciam a descondensacao. O envoltério
nuclear é reconstituido, ocorre a citocinese
e sao formadas duas células n.
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Apds a intercinese vem a Préfase |l
onde 0s cromossomos reiniciam a conden-
sacao, o envoltério é desorganizado e o fuso
é montado novamente.

Na Metéfase Il os cromossomos estdo
localizados na regiao equatorial e os cine-
técoros das cromatides-irmas orientados
para polos opostos (Figura 8E).

Na Anafase Il as cromatides irmas mi-
gram para os polos opostos (Figura 8F, 8G,
8H).

Finalmente na Teldfase Il os cromosso-
mos descondensam, o envoltério é reconsti-
tuido, o nucléolo reaparece, ocorre a citoci-
nese e sdo formadas 4 células N, C (Figura
8l).

A gametogénese humana feminina ini-
cia ainda na vida intrauterina. Do 3° ao 7°
més, as ovogbnias entram em mitose e ori-
ginam os ovodcitos |. Estes entram em meio-
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se | e param em dipléteno. Quando a me-
nina entra na puberdade e comeca a ovular
o0 ovocitos | termina a meiose |, produz um
ovécito Il e um corpusculo primario, que fica
aderido ao ovdcito Il e depois é expulso. O
ovécito Il entra na meiose Il e fica estaciona-
do em metéfase Il. Esse ovécito sé terminara

a meiose |l quando for fecundado, formando
um évulo e um corpusculo secundario.

Nos homens as espermatogbnias so-
frem mitose até a infancia. Na puberdade
sao formados os espermatozoides por meio
da meiose. Cada espermatogbnia origina
quatro espermatozoides. Il
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ATIVIDADES PRATICAS SOBRE CICLO CELULAR MITOTICO E MEIOSE

¢ Atividade 1

Objetivo - Reconhecer as fases do ciclo celular mitético em células vegetais - raiz de cebola
(Allium cepa), 2n = 8 cromossomos e realizar a técnica de esmagamento.

Procedimentos:

1 - Obter as raizes de cebola:
1.1 - Retirar os catafilos secos e as raizes velhas da cebola;
1.2 - Colocar a parte inferior da cebola mergulhada em um frasco escuro com agua;

1.3 - Deixar por aproximadamente trés dias. As raizes novas devem ficar sempre em contato com a
agua, caso necessario colocar mais dgua durante os trés dias;

1.4 - Retirar as raizes

2 - Fixar as raizes em Carnoy por 2 a 3 horas. Caso as raizes nao sejam utilizadas apds esse tempo,
elas deverao ser mantidas em geladeira no alcool 70%;

3 - Mergulhar as raizes em solucao para hidrélise acida por 10 minutos em temperatura ambiente
ou 5 minutos a 60°C;

4 - Interromper a hidrélise, para isso mergulhar as raizes em Carnoy por 10 minutos;

5 - Sobre a lamina, retirar o excesso de raiz com um estilete, deixando somente a regido terminal
(coifa);

6 - Pingar 3 gotas de Orceina sobre a raiz e deixar agir por 6 minutos;

7 - Cobrir com uma laminula e fazer o esmagamento. Colocar um pedaco de papel de filtro sobre a
laminula e com o polegar, ou a extremidade de um lapis, esmagar a raiz com firmeza. Cuidado para
ndo deslocar ou quebrar a laminula;

8 - Caso a lamina for analisada posteriormente, deve vedar as bordas da laminula com esmalte de
unha para evitar o ressecamento. Caso queira observar apds alguns dias, deve-se guardar em reci-
piente bem vedado na geladeira.

0BS.: O horario em que as raizes apresentam maior nimero de divisdes mitéticas € entre: 10 e 11
horas, horario em que as mesmas devem ser coletadas e fixadas. Porém, dependendo da regido do
pais e da época do ano, esse horario pode ser diferente.

Receitas
1 - Solucao fixadora de Carnoy 3 - Orceina lacto-acética

Acido acético glacial 25 ml Acido acético glacial

- Misturar os reagentes somente na hora do uso.

2 - Solucao para hidrélise acida - Deixar no agitador por uma hora ou
mais;
- Guardar na geladeira, em frasco escuro;
HCL1 N 50 ml - Filtrar na hora do uso.

- Misturar os reagentes somente na hora do uso.
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Responda:

A) Descrever os principais eventos de cada fase do ciclo celular mitético

¢ Atividade 2
Objetivo: Identificar as fases do ciclo celular mitético.

Procedimentos:

1 - Analisar a Figura 1a.

Figura 1a - Ciclo celular mitético. Escala: 5 pm
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Responda:

A) Preencher a tabela abaixo indicando a qual fase pertence cada célula indicada pelos nimeros:

Célula Fase

1

¢ Atividade 3
Objetivo - Reconhecer as fases da mitose em lamina permanente.

Procedimento:

Analisar a ldmina permanente de mitose em raiz de cebola (Ldmina A2 - Hematoxilina férrica)
Responda:

A) Identificar as fases da mitose e esquematizar

Profase Préo-metafase Metafase

Inicio da Anafase Final da anafase Teldfase
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¢ Atividade 4
Objetivo - Reconhecer as fases meiose.

Procedimento:

1. - Analisar a figura abaixo:

Figura 2a - Fases da meiose. Escala: 5 pm
Responda:

Identificar pela foto as seguintes fases da meiose de gafanhoto:
A)
B)
C)
D)
E)
F)
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Capitulo 11

Organelas e o metabolismo energético da

celula

Existem seres vivos capazes de produzir
sua propria energia (autotrdficos) e outros
que buscam a energia nos alimentos (hete-
rotréficos). As principais fontes de energia
utilizadas pelos animais sao os compostos
orgdnicos como os carboidratos, gorduras,
e em menor escala, as proteinas.

O processo para a obtencao de energia
chama-se respiracao e é realizada pelos os
animais, vegetais, protistas, fungos e alguns
procariotos. No processo de respiracao pode
haver a participacado do oxigénio (aerdbical
ou nao [(anaerdbica). Algumas bactérias,
fungos e células animais que sdo aerdbicos,
podem realizar a respiracdo anaerébica na
falta de oxigénio, por essa razdo sdo conhe-
cidos como anaerdbicos facultativos.

No processo de respiracao ocorre a
producdo de um composto intermediario,
a adenosina-trifosfato (ATP). Essa é a mo-
lécula utilizada pela célula na maior parte
de suas reacdes, ou seja, que faz a célula
funcionar. 0 ATP é uma molécula com duas
ligacoes ricas em energia, que fica entre os
atomos de fésforo (P).

Tanto os seres autotréficos quanto os
heterotroficos produzem ATP, entretanto
nos procariotos a producao de ATP ocorre
em nivel de membrana plasmatica e nos
eucariotos ocorre dentro de organelas es-
pecificas.

Na respiracao ocorre a quebra de mo-
léculas organicas para gerar energia, en-
quanto que na fotossintese ocorre a produ-
cao de moléculas organicas a partir de uma
fonte primaria de energia, a luz do sol. A

fotossintese é realizada pelos seres autotré-
ficos (plantas) que possuem uma organela
especifica para tal funcdo, o cloroplasto,
mas a fotossintese também pode ser reali-
zada por organismos procariotos, como as
cianoficeas, nesses organismos a fotossin-
tese ocorre na membrana plasmatica.

Mitocondria

A mitocondria ocorre em todas as cé-
lulas eucariéticas aerdbicas, sendo geral-
mente alongadas ou mesmo esféricas. Seu
comprimento varia de 2 a 8 um, portanto é
visivel em microscopia éptica. O numero de
mitocondrias em cada célula também varia,
certas algas verdes possuem apenas uma
unidade por célula, enquanto um ovocito
pode apresentar 300.000.

A distribuicdo das mitocondrias nas cé-
lulas geralmente ocorre ao acaso, podendo
haver uma concentracao onde a demanda
energética é maior. Por exemplo, nas cé-
lulas musculares, as mitocondrias ficam
proximas aos sarcomeros, nos esperma-
tozoides, localizam na peca intermediaria,
0 que promove o movimento da cauda. As
mitocdndrias geralmente ficam associadas
a goticulas lipidicas contendo &cidos graxos
a partir das quais elas derivam produtos
brutos que serao oxidados. Essas organe-
las podem mudar de localizacdo dentro da
célula através da acdo do citoesqueleto. Em
algumas células verificou-se que as mito-
condrias nao ficam separadas, mas perma-
necem juntas formando redes.
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Novas mitocondrias sao formadas a
partir de mitocéndrias pré-existentes. Para
isso é necessario que ela replique o seu
DNA, o que acontece independente da re-
plicacdo do DNA nuclear. As mitocondrias
também fazem a transcricao dos RNAs e a
traducao de suas proteinas. Contudo, nem
todas as proteinas necessarias para a mito-
condria sobreviver sao traduzidas localmen-
te, sendo necessario importar algumas do
citoplasma.

A sua biogénese se da por fissao, apds
atingir certo tamanho, a mitocondria sofre
uma divisdo (fissao), que resulta em duas
novas mitocondrias, semelhante ao que
ocorre na multiplicacdo dos procariotos.

A heranca das mitocondrias é materna,
pois para a maioria dos organismos euca-
riotos que se reproduzem sexuadamente,
durante a fecundacdo as mitocondrias pa-
ternas presentes nos espermatozoides sao
prontamente degradadas ao entrarem no
ovulo. Dessa forma, o futuro embridao her-
dara somente as mitocondrias maternas, ou

seja, aquelas contidas nos dévulos.

Como discutido no primeiro capitulo,
a origem da mitocondria provavelmente foi
por endosimbiose, ou seja, bactérias aero-
bias foram fagocitadas por células eucario-
tas anaerdbias e escaparam do mecanismo
de destruicao da mesma. Criou-se uma re-
lacdo de endosimbiose, em que o procarioto
era protegido do ambiente indspito por estar
no interior dos eucariotos, em contraparti-
da, o procarioto fazia o suprimento de ATP
necessario ao eucarioto.

Algumas provas dessa origem s3o: (1) o
DNA da mitocondria é circular, como o DNA
das bactérias; (2) a composicdo quimica da
membrana interna da mitocondria é seme-
lhante @ membrana da bactéria e a externa
é semelhante @ membrana plasmatica dos
eucariotos e (3] os ribossomos mitocon-
driais sao semelhantes aos bacterianos,
com o mesmo coeficiente de sedimentacao,
705S.

Estruturalmente as mitocondrias pos-
suem duas membranas, a externa e a inter-

Tilacoides

DNA

Ribossomos

Membrana externa
Espaco intermembranas
Membrana interna

<

Matriz/Estroma <

Figura 1 - Comparacao
entre mitocdndria e
cloroplasto.
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na, que forma vérias cristas. As membranas
sao estrutural e quimicamente diferentes
entre si, a interna possui 80% de proteinas
enquanto a externa apenas 50%. Devido
as diferencas quimicas, essas membranas
também apresentam diferentes graus de
seletividade. A membrana externa é mais
permedvel devido principalmente a um tipo
especial de proteina, a porina, que forma
canais na membrana. A membrana interna
é mais seletiva, nela estdo presentes varias
enzimas envolvidas na respiracao celular,
como por exemplo, a ATP-sintetase, que
participa da sintese de ATP, a NADH desi-
drogenase, que libera um par de elétrons
para a cadeia respiratéria e proteinas que
fazem o transporte de metabélitos para
dentro da matriz mitocondrial. A membrana
interna, contrariamente da externa, possui
muitas invaginacoes (cristas), por isso pode
ser considerado um sistema de membra-
nas. Quanto maior o nimero de cristas na
mitocdndria, maior é a area disponivel para
hospedar a maquinaria necessaria para o
processo de respiracao e consequentemen-
te, maior a atividade da mitocondria (Figura
1.

Devido a presenca de duas membranas,
podem-se distinguir dois espacos: o inter-
membranas e a matriz mitocondrial. A ma-
triz mitocondrial tem uma consisténcia se-
melhante a gel, devido a alta concentracéo
de proteinas solUveis em agua; além disso
contém ions, mitoribossomos, enzimas,
DNA e os varios tipos de RNAs (Figura 1).
O DNA representa apenas 1% do DNA con-
tido no nlcleo e pode existir mais de uma
molécula por mitocdndria. Ele é circular,
formado somente por éxons, e em humanos
codifica apenas 13 proteinas, 2 RNAs ribos-
somais e 22 tRNA que sdo utilizados dentro
da prépria mitocondria.

Cloroplastos

A sobrevivéncia dos seres heterotrofi-
cos no planeta Terra dependeu da origem
dos seres autotréficos, pois o estoque de
compostos organicos do planeta era finito.
Os organismos autotréficos surgiram com
0 aparecimento de pigmentos capazes de
transformar energia luminosa em energia
quimica.

Os pigmentos fotossintetizantes sao
moléculas lipidicas com capacidade de ab-
sorver certos comprimentos de luz e refletir
outros, portanto, a cor do pigmento é dada
pela cor que ele ndo absorve, ou seja, a luz
refletida. Os principais pigmentos sao: clo-
rofila (verde), carotenos e xantofilas (ama-
relos), ficocianina (azul] e ficoeritrina (ver-
melho).

A clorofila é o pigmento mais eficiente
no processo de fotossintese, pois é capaz
de absorver com mais eficiéncia os compri-
mentos de onda azul e vermelha, nos quais
a fotossintese é mais intensa. A clorofila
apresenta pequenas diferencas em suas
moléculas, podendo ser classificada como
clorofila a, b, c ou d.

Esses pigmentos ocorrem tanto nos
procariotos quanto nos eucariotos,
do que nos procariotos autotréficos esses
pigmentos estdo associados a membrana
plasmatica ou em lamelas presentes no
citoplasma. Ja nos eucariotos vegetais, os
pigmentos estao presentes nos cloroplastos
das células eucaridticas aerdbicas autotrofi-
cas, desde algas até angiosperma.

Os cloroplastos sao organelas citoplas-
maticas relativamente grandes, possuindo
de 5 a 10 um de comprimento e de 2 a 4
um de largura. Lembrando que as o menor
tamanho visto no microscépio de luz é de
100nm.

Os cloroplastos podem apresentar dife-
rentes formas: espiralada (alga Spyrogiral,

sen-
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estrelada (Zygnema) ou esférica (angiosper-
ma) (Figura 2J.

O numero de cloroplasto por célula va-
ria em funcao da espécie e no mesmo orga-
nismo varia conforme o tecido vegetal.

Os cloroplastos podem ter duas for-
mas de heranca: materna e mista (paterna
e maternal, pois para algumas espécies de
vegetais, 0s seus pélens nao contém cloro-
plastos.

Segundo a teoria da endosimbiose, os
cloroplastos foram originados apés a ins-
talacdo de procariotos autotréficos (ciano-
bactérias] em células eucariotas hetero-
tréficas semelhante ao processo de origem
das mitocondrias. Posteriormente criou-se
dependéncia mutua e parte do genoma do
procarioto autotréfico foi transferida para o
nucleo do eucarioto tornando-o dependen-
te das produzidas pelo eucarioto. Por outro
lado o organismo eucarioto, e este passou a
depender dos compostos organicos produ-
zidos pelos autotroficos.

Assim como as mitocondrias, a biogé-
nese dos cloroplastos se da por fissao apds
atingir certo tamanho, devido ao aumento
ocasionado pela propria sintese de lipidios,
bem como de algumas proteinas e importa-
cao de outras.

Os cloroplastos, assim como os demais
cromoplastos e leucoplastos se desenvol-
vem a partir de precursores, os protoplas-
tideos. Dependendo do tipo de pigmento
armazenado haverd a producdo de um tipo
diferente de cromoplastos e, se ndo houver
pigmentos, forma-se um leucoplasto, que
geralmente serve como reserva nutritiva,
como por exemplo, o amiloplasto, oleoplas-
to e proteoplasto.

Essas organelas tém capacidade de se
duplicar independente da célula, como a
mitocondria. Para isso eles multiplicam seu
conteldo interno, sintetizando alguns ami-
nodcidos, proteinas, acidos graxos e lipidios.

Entre os lipidios, estao os préprios pigmen-
tos: clorofila e carotendides. Os cloroplastos
também ndo sintetizam todas as proteinas
necessarias, parte delas sao importadas do
citoplasma.

Os cloroplastos possuem duas mem-
branas e entre as duas existe um espaco in-
termembrana. A membrana externa é mais
permedvel que a interna e também contém
as porinas, que sao proteinas semelhantes
as existentes na mitocondria e na mem-
brana das bactérias. A membrana interna
é seletiva, as moléculas s6 podem atraves-
sar por canais especificos, por exemplo, a
glicose possui um transportador especifico
na membrana, enquanto o ATP e ADP nao
possuem transportadores e por isso nao
atravessam a membrana do cloroplasto
para o citoplasma da célula. Portanto, o ATP
produzido pelos cloroplastos nao pode ser
utilizado para suprir as necessidades ener-
géticas da propria célula que o produziu.
Essa energia, assim como nas células ani-
mais, tem que ser obtida a partir da quebra
de compostos orgénicos (Figura 1)

Nos cloroplastos jovens, a membrana
interna sofre invaginacdes, liberando para
dentro vesiculas membranosas que se
transformam em discos achatados; os ti-
lacdides, que delimitam um espaco interno
(luz). Os pigmentos, inclusive a clorofila, es-

Figura 2 - Estémato

de angiosperma com
cloroplastos nas células-
guarda. Escala: 10 pum
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tdo presentes nas membranas dos tilacéi-
des e formam os complexos antenas.

Nos tilacéides também estdo presentes
as enzimas ATP sintetase, semelhante as
encontradas na mitocondria. Nos cloroplas-
tos maduros os tilacdides se organizam em
granum, semelhante a pilhas de moedas. O
conjunto de granum recebe o nome de gra-
na. Geralmente encontra-se 10 tilacdides
por granum e cerca de 30 a 40 por grana.
Pode ocorrer intercomunicacao entre essas
estruturas.

No estroma do cloroplasto corresponde
a regido que fica entre a membrana interna
e os tilacéides. Assim como na mitocondria,
estd presente o DNA circular, que é maior
que o DNA da mitocéndria e em maior nu-
mero de copias. Também estdo presentes
todos os tipos de RNAs, ribossomos, protei-
nas, d4gua, fons, enzimas e compostos orga-
nicos (amido) (Figura 2).

Peroxissomo

Outra organela importante para a pro-
ducao de energia é o peroxissomo, pois ele
realiza a quebra de moléculas de &cidos
graxos, em um processo é conhecido como
B-Oxidacao.

Os peroxissomos ocorrem em pratica-
mente todos os eucariotos, e geralmente é
uma organela esférica, podendo apresen-
tar-se alongada. E menor que a mitocon-
dria, 0,2 a 1 um, geralmente é a menor or-
ganela da célula. Varia em quantidade e tipo
celular, por exemplo, os hepatécitos apre-
sentam maior nUmero de peroxissomos que
0s neurdnios.

Possui uma matriz envolvida por uma
membrana Unica, e nessa matriz encon-
tra-se a maioria das enzimas responsaveis
pelas suas funcdes. Também é possivel en-
contrar inclusdes cristalinas.

Todas as proteinas peroxissomais sdo

sintetizadas por polissomos livres no ci-
toplasma, elas possuem uma sequéncia
especifica de aminoéacidos (PTS) que é fun-
damental para seu enderecamento. Elas
podem ser transportadas por outras protei-
nas até o peroxissomo ou se ligarem a re-
ceptores especificos da membrana.

Os peroxissomos pré-existentes se divi-
dem por fissdo para dessa forma repor orga-
nelas velhas, para se preparar para a divisao
celular ou mesmo em resposta a estimulos
externos, como drogas. Para ocorrer a fis-
sdo é necessario que haja um crescimento
da organela, que se da pela importacdo de
proteinas do citoplasma e transferéncia de
lipidios do reticulo endoplasmatico.

As funcoes dos peroxissomos sao di-
versas, dependendo do conjunto de enzimas
presentes. Por isso, diferentes tipos celula-
res podem possuir diferentes tipos de pero-
xissomos. Porém, todos peroxissomos sem-
pre apresentarao dois tipos de enzimas: as
oxidases e as catalases. As oxidases oxidam
substratos a partir de oxigénio molecular e
com isso produzem perdxido de hidrogénio
e as catalases decompdem essa molécula

Os peroxissomos tém um papel mui-
to importante na producao de energia pela
célula. Eles realizam a B-oxidacdo, ou seja,
a quebra de moléculas de acido graxo. Nos
fungos e leveduras os peroxissomos degra-
dam todos os acidos graxos, nos vegetais
eles degradam a maior parte dos acidos
graxos e nos animais dividem essa funcao
com as mitocdndrias.

Os peroxissomos sao inativos perante
cadeias de acidos graxos de tamanhos mé-
dios e pequenos, eles fazem a degradacao
apenas de cadeias longas e muito longas.
Portanto, os peroxissomos agem como sis-
tema de encurtamento das cadeias de &ci-
dos graxos. Quando estas cadeias chegam
ao tamanho médio, elas sdo excretadas, ou
servem como intermediarios na sintese de
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alguns lipidios, ou ainda migram para as
mitocondrias para serem oxidados em mo-
léculas de acetil-CoA, podendo entdo ser
oxidadas a CO, no ciclo de Krebs.

A energia produzida pela B-Oxidacao
peroxissomal é armazenada na forma de
NADH e parte é dissipada na forma de ca-
lor, enquanto a B-Oxidacdo mitocondrial,
por estar acoplada a cadeia transportadora
de elétrons, produz no final ATP. Durante a
B-Oxidacao sdo produzidas moléculas de
H,0,, que sdo decompostas pela catalase.

Os peroxissomo também participam
de etapas da formacao de fosfolipidios de
membrana, como o colesterol e dolicol.
Outra funcdo dos peroxissomos é a degra-
dacao de acido Urico em alantoina, pela
enzima urato oxidase. A alantoina posterior-
mente é transformada em alantoato, uréia
e aménia. Os primatas hominideos, aves e
alguns répteis nao possuem a enzima urato
oxidase e por isso o acido Urico é excretado
sem sofrer degradacao.

Alguns peroxissomos estao presentes
apenas em células vegetais de sementes
que contém lipidios como reserva. Esses
peroxissomos receberam um nome espe-
cial: glioxissomo. Eles realizam um ciclo de
reacées semelhante ao ciclo de Krebs, com
isso é possivel converter lipidios em carboi-
dratos, que é fundamental na germinacao
das sementes. Esse processo de conversao
é chamado de neoglicogénese.

Os peroxissomos também participam
do processo de fotorrespiracao nas folhas,
juntamente com as mitocondrias e cloro-
plastos. Eles realizam uma via, dentro da
fotorrespiracao, que recupera carbonos que
seriam ‘perdidos’ devido ao excesso de O,.

Essa organela também é muito impor-
tante na desintoxicacao, pois grande parte
do alcool etilico consumido por uma pessoa
¢ degradada nos peroxissomos, principal-
mente os peroxissomos presentes no figado

e rins. Outra parte do alcool é degradada
pelo reticulo endoplasmatico liso.

Uma funcao dessa organela, como ja
mencionado, é a quebra do perdxido de hi-
drogénio (H,0,) em &gua e oxigénio. A enzi-
ma responsavel por essa funcao é a catala-
se e estd presente na matriz do peroxissomo
em maior quantidade (40%) comparada ao
restante do citoplasma. O perdxido de hi-
drogénio é produzido durante o catabolismo
peroxissomal, mas é téxico para as células
por oxidar os aminoacidos e outros com-
postos, desnaturando-os. Quando se coloca
adgua oxigenada sobre feridas, a catalase
quebra o perdxido de hidrogénio e o oxigénio
liberado forma ‘bolhas’ que s&o visiveis.

A acdo da catalase (figura 3):

catalase

2H,0, 2% 2H,0 + 0,

Producao de energia na mitocondria

A respiracdo é um dos processos para
a producao de energia, mas existem ou-
tras formas como a fermentacdo, em que
a quebra de compostos organicos ocorre
na auséncia de oxigénio. Ela ocorre no cito-
plasma das células e pode ocorrer de varias
formas, dependendo da substancia que sera
originada apos a quebra do composto orga-
nico. Exemplo: a fermentacao latica produz
o acido latico; a alcoolica, o dlcool etilico e a
acética, o acido acético.

A fermentacdo latica é realizada por
algumas bactérias, fungos e células mus-
culares. Esse processo ocorre no musculo
quando ha falta de oxigénio para desen-
volver a respiracdo aerdbica, o acimulo de
acido latico pode levar a fadiga muscular
(caibral).

A fermentacao alcodlica ocorre em
bactérias e leveduras, sendo muito impor-
tante na producdo de bebidas e paes. J& a



Figura 3 - Producao de
energia

Figura 4 -
Descarboxilacdo do
piruvato.
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E Glicose (6C)
2 ATP
ZADF‘D

LATP
2NAD
2NADH

2 Piruvato (3C)

GLICOLISE

Fermentacao Respiracao aerdbica

fermentacdo acética é realizada por aceto-
bactérias e é importante na fabricacao de vi-
nagre, mas provoca o azedamento de vinho
e sucos.

A glicose é uma molécula utilizada na
producdo de energia. A sua quebra (glicoli-
se) ocorre em varias etapas no citoplasma
da célula, até a formacao de duas molécu-
las de piruvato ou acido pirtvico (3C). Nesse
processo sdo gastas duas moléculas de
ATP e produzidas quatro, portanto rende
duas moléculas de ATP. Também sao libe-
rados hidrogénios durante a glicélise, que
sao capitados pela NAD, tornando-se NADH
(Figura 3).

Esse rendimento é muito pequeno, e
no curso da evolucao foi desenvolvida uma
nova via metabdlica de maior rendimento
energético onde piruvato é transformado
em agua e gas carbonico. Essa via é a fos-

forilacao oxidativa, ocorre a participacao do
oxigénio e por isso é denominado de respi-
racdo aerdbica.

Respiracao Aerdbica

A respiracdo aerdbica é o processo de
producao de energia (ATP) com a participa-
cao do oxigénio. Ela é realizada por proca-
riotos, protistas, fungos, plantas e animais.
Dentro do processo de respiracdo aerodbia,
ocorre uma etapa em gue ndo é necessario
o oxigénio, a glicélise, ou a quebra da gli-
cose.

Nos seres aerdbicos eucariotos, a gli-
célise ocorre no citoplasma. Apds a quebra
dessa molécula sao formadas duas molé-
culas de piruvato (3C) que atravessam as
duas membranas da mitocondria e na ma-
triz dessa organela sofrem descarboxilacao
pelo complexo piruvato desidrogenase. O
resultado desse processo é a formacao de
uma molécula de CO, e uma molécula de
acetil-CoA, além da reducdo do NAD em
NADH "H" (Figura 4).

Os acidos graxos e os aminoacidos
também podem ser utilizados na producao
de ATP, para isso eles passam por varias
modificaces e sdo transformados em ace-
til-CoA. Apds a producdo da molécula de
Acetil CoA, esta participa de varias etapas
sendo oxidada a CO, e H,0, o que é central

| CO, !

CHC =0 — PIRUVATO DESIDROGENASE | CH.C =0
| ey \
€00 - NAD" —> NADH + H’ S - CoA
PIRUVATO CCETI S EaAT

ACETIL - CoA
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para o metabolismo de organismos aerdbi-
cos. A primeira etapa é o ciclo de Krebs. Em
procariotos o ciclo ocorre no citoplasma, ja
nos eucariotos, essa fase ocorre dentro da
mitocondria.

Ciclo de Krebs (ciclo do acido citrico
ou ciclo dos acidos tricarboxilicos)

O acetil CoA se junta a um 4&cido oxala-
cético (4C) e resulta em é&cido citrico. Este
passa por um ciclo de reacdes na matriz
mitocondrial e acaba produzindo novamen-
te uma nova molécula de &cido oxalacético
que inicia um novo ciclo. Durante esse ci-
clo, o &cido citrico sofre desidrogenacao,
ou seja, sao liberados quatro pares de ato-
mos de hidrogénio, sendo que trés reduzem
moléculas de NAD, e um hidrogénio reduz
uma molécula de FAD, tornando-se NADH
e FADH,, respectivamente. Também ocorre

s e 0 metabolismo energético da célula

a producdo de energia ATP (via GTP) e a pro-
dugao de CO, (Figura 5).

Os atomos de oxigénio utilizados para
obter o CO, a partir dos grupos acetil que
entram no ciclo sdo fornecidos pela agua e
nado pelo oxigénio molecular. Portanto, nes-
se ciclo ndo ¢é utilizado o oxigénio molecu-
lar, mas ele é imprescindivel para a proxima
etapa, a cadeia transportadora de elétrons.

Fosforilacao oxidativa

Esse evento ocorre na cadeia transpor-
tadora de elétrons (CTE) que esta presente,
em varias cépias, na membrana interna das
mitocéndrias, e também na membrana plas-
matica dos procariotos. Ela é constituida por
diferentes proteinas e moléculas aceptoras
e doadoras de elétrons. Essas proteinas es-
tdo agrupadas em trés grandes complexos
enzimaticos: a NADH desidrogenase, o ci-

4C

—

NADH + H

E Acetil-CoA (2C)

|

H,0
Coenzima A

CO,
\)

NADH + H

77777 | 5C
OTP, \\/
NADH + H <> 0024B

Figura 5 - Ciclo de Krebs.



Figura 6 - Cadeia
transportadora de
elétrons.
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tocromo b-c1 e a citocromo-oxidase (Figura
6). Os complexos possuem fons metélicos e
outros grupamentos que formam rota para
a passagem dos elétrons.

Os NADH e FADH, produzidos no ciclo
de krebs sofrem a remocao de um fon hidre-
to (H) que é convertido em um proton (H') e
dois elétrons de alta energia (2e-). Essa rea-
cao é catalisada pela NADH-desidrogenase
que também inicia o transporte dos elétrons
na CTE. Esse transporte é possivel gracas
a diferenca nas tendéncias dos componen-
tes da cadeia em perder elétrons. Contudo,
no complexo citocromo-oxidase, o elétron é
recebido pelo oxigénio gasoso (0,) que se di-
fundiu para dentro da mitocondria e simul-
taneamente combinou-se com prétons (H)
da solucdo circundante para formar a agua
(Figura 6).

Os elétrons, ao serem transportados
pela CTE vao perdendo energia, que é uti-
lizada para a ejecdo dos prétons da agua
(H,0 - H" + OH) da matriz para o espaco

intermembranas. Esse evento ocorre nos
trés complexos proteicos. A ejecdo de pro-
tons cria uma diferenca de pH e de potencial
elétrico. Essa diferenca de pH e potencial de
membrana forca os H" a retornarem a ma-
triz via ATP-sintetase. A medida que os pré-
tons fazem sua passagem por meio da ATP-
sintetase, eles sao utilizados para dirigir a
reacao energeticamente desfavoravel entre
o ATP e o Pi para produzir ATP (Figura 6).

Existem moléculas presentes na mem-
brana que servem de canais por onde os
prétons podem retornar a matriz mitocon-
drial sem produzir energia, sao os desaco-
pladores (Figura 6).

Producao de energia no cloroplasto

Os eventos metabdlicos que ocorrem
nos cloroplastos sao muito semelhantes aos
que ocorrem nas mitocondrias, porém com
objetivo inverso. Os cloroplastos utilizam a
energia solar para produzir ATP, depois uti-

E MEMBRANA INTERNA
X~

NADH
| NADH Desidrogenase CN 5
AD+

"
Ubiquinona QFADH
FAD*

Citocromo b-C1

_____

. 2H + 1/20,

[4— MEMBRANA EXTERNA

=T
v
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H,0

/
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lizam esse ATP para juntar moléculas de
carbono, oriundas do CO,, para formar os
compostos organicos. Durante o proces-
so ocorre liberacdo de oxigénio a partir da
agua. Na mitocondria os compostos organi-
cos sdo quebrados, utiliza-se oxigénio, sen-
do liberado CO, e energia na forma de ATP.

A estrutura dessas organelas também
é muito semelhante, porém no cloroplasto,
além das duas membranas (interna e exter-
na) tem um terceiro sistema de membranas,
os tilacdides, onde ocorre a cadeia trans-
portadora de elétrons.

Os processos envolvidos na producao
dos compostos organicos nos cloroplastos
recebem o nome de fotossintese, que apre-
senta a seguinte equacao:

Energia luminosa

clorofila

——>1C,H,,0, + 6H,0 + 60,;

1
1
,,,,,,,,,,,,, Lo et =c====

77777777777777

Conforme a dependéncia da presenca
de luz, as reacoes sao classificadas em dois
tipos: fotodependente e fotoindependente. A
primeira fase ocorre nos tilacéides e nessa
fase a energia luminosa é convertida em
energia quimica (ATP) a partir de ADP, tam-
bém é produzido NADPH e a 4gua é oxidada,
resultando na liberacdo de 0, A segunda
fase, fotoindependente, ocorre no estroma
e utiliza o ATP e NADPH produzidos na fase
anterior para converter CO, em compostos
organicos.

Fase clara ou fotoquimica - reacoes
fotodependentes

A fase clara envolve dois processos: a
fotofosforilacao e a fotdlise da dgua. Como o
proprio nome diz, fotofosforilacao é um pro-
cesso que ocorre na presenca de luz (féton)
no qual ocorre a adicao de fosfato (fosfori-

lacdo) a uma molécula, no caso é adicdo de
um Pino ADP, que se transforma em ATP.

A fotofosforilacao ocorre com a parti-
cipacao de dois fotossistemas: | e Il. Esses
fotossistemas sao formados por pigmentos,
substancias aceptoras de elétrons e diver-
sas enzimas. A organizacao dos pigmentos
lembra uma antena parabdlica, por isso é
conhecido como ‘complexo antena’. No cen-
tro desse complexo estao as clorofilas P700
e P680, cujos valores significam o compri-
mento de onda da luz que é absorvido com
maior eficiéncia pelas clorofilas.

No fotossistema | a energia solar ativa
os elétrons presentes nas varias clorofilas
que constituem a porcao antena do com-
plexo, a energia de um elétron excitado é
transmitida de uma clorofila para outra até
alcancar um centro de reacdo. Esse centro
é formado por varias proteinas transmem-
branas e pigmentos, entre eles a clorofila
P700. Esta clorofila apds receber os elé-
trons e ser excitada, libera os elétrons que
sao recepcionados pela ferredoxina, que por
sua vez os transfere para uma cadeia trans-
portadora de elétrons (CTE). Nessa cadeia,
assim como na mitocondria, é sintetizado
ATP pela liberacao gradual de energia dos
elétrons. No final, os elétrons voltam para
o centro de reacdo do complexo antena. Os
elétrons também podem segquir outro cami-
nho em vez de passar pela cadeia. Na fer-
redoxina, os elétrons sdo transferidos para
o NADP" e este é reduzido a NADPH. Nesse
segundo caso os elétrons ndo retornaram
ao centro de reacdo, contudo eles tém que
ser repostos para a fosforilacao continuar.
Essa reposicao conta com a participacao do
Fotossistema Il [Figura 8).

No Fotossistema Il, assim como no |, os
processos sdo 0os mesmos: depois que o par
da clorofila P680 é excitado, os elétrons sao
transferidos para um aceptor, a plastoquino-
na, que segue passando esses elétrons por



Figura 7 - Fotofosforilacao
e fotolise da agua.
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uma cadeia (CTE). A energia perdida durante
a transferéncia é utilizada para a sintese de
ATP. No final os elétrons do Fotossistema |l
migram para as clorofilas do Fotossistema |,
e as clorofilas do Fotossistema Il ficam sem
elétrons (Figura 7).

Os elétrons do Fotossistema Il sdo re-
postos pelo processo da fotdlise da agua
(oxidacao da 4gual. A luz causa a quebra da
agua que estd presente no espaco intrati-
lacdide, essa quebra é catalisada por uma
enzima que fica na membrana do tilacéides.
Com a cisdo da agua, sao liberados protons
e moléculas de oxigénio para o espaco in-
tratilacéide. Os elétrons liberados sao cap-
tados pelas clorofilas do Fotossistema I, os
protons ao passar pela ATP-sintetase for-
mam ATP e 0 0, é liberado (Figura 7).

NADP-
C NADPH

ferredoxina

ADP + Pi
ATPD
=
et o

Reacoes fotoindependentes (quimica
ou fase escura ou ciclo de Calvin-Ben-
son)

Essas reacoes ocorrem no estroma, o
ATP e NADPH produzidos na fase clara sao
utilizados para formar os hidratos de carbo-
no a partir do CO,.

0 CO, une-se a uma pentose (Ribulose-
1,5-bifosfato) e forma uma molécula de seis
carbonos que ¢ imediatamente quebra-
da em duas moléculas de trés carbonos,
o 3-fosfoglicerato. Essa molécula recebe
fosfato do ATP e é reduzida pelo NADPH e
por isso é transformada em 3-fosfogliceral-
deido. Algumas dessas moléculas sao uti-
lizadas no ciclo para recuperar a Ribulose-
1,5bifosfato com gasto de energia, e a outra
parte é utilizada para a formacao de subs-
tancias organicas (Figura 8).

Dentro do cloroplasto, o fosfogliceral-
deido é utilizado para a formacao da glico-
se, mas a maior parte entra na formacao da
sacarose e amido. No citoplasma ele pode
entrar diretamente no ciclo da glicélise e
assim produzir o piruvato, que vai participar
da respiracao celular. Ou ainda, o gliceral-
deido pode ser transformado em outros po-
lissacarideos e ser armazenado na forma de
sacarose ou amido (Figura 8).

Resumo da fotossintese

A energia proveniente do sol (1) é uti-
lizada nos tilacdides (2) para a producado
de ATP (3] e fotdlise da aqua (4], que pro-
duz o oxigénio e reduz o NAD. O NADPH e o
ATP produzidos na fase clara sao utilizados
no estroma para a producdo de compos-
tos orgéanicos (5) a partir do gas carbénico.
Portanto, a fotossintese é a transformacao
da energia luminosa em energia elétrica e
finalmente em energia quimica, contida nas
ligacdes dos compostos organicos, princi-
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Figura 8 - Ciclo de Calvin-
Benson.

palmente a glicose (Figura 9).

Nas bactérias, a fotossintese pode ser
muito semelhante (cianobactérias) ou di-
ferente (bactérias verdes e purpuras) da
fotossintese dos eucariotos. Elas diferem

principalmente nos tipos de pigmentos
(bacterioclorofila] e doador de H (H,, H,S).
Por nao ser a dgua a doadora de hidrogénio,
0 oxigénio nao é produzido.

Figura 9 - Resumo da
fotossintese.




ATIVIDADES PRATICAS EM BIOLOGIA CELULAR - 143

ATIVIDADES PRATICAS SOBRE ORGANELAS E 0 METABOLISMO ENERGETICO DA CELULA

¢ Atividade 1
Objetivo - Evidenciar a catalase.

Procedimentos:

1 - Cortar duas fatias finas de tubérculo de batata;
2 - Ferver uma delas por 5 minutos;
3 - Colocar em placas de Petri separadas e cobri-las com perdxido de hidrogénio;

Responda:

A) De que forma foi evidenciada a presenca da catalase na batata crua?

B) Por que a catalase n3o atuou na batata cozida?
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O presente material didatico apresenta roteiros de atividades praticas
em biologia celular. Essas atividades, possibilitam exercitar a
capacidade dos mesmos de analisar problemas, levantar hipoteses e
comprova-las, rejeitando-as ou aceitando-as.

Todas as propostas foram baseadas em diferentes livros sobre biologia
celular, cadernos de exercicios de universidades brasileiras, livros de
ensino médio e pela experiéncia vivenciada na area durante varios
anos.
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