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CAPITULO1

PRINCIPIOS DE
MICROSCOPIA OPTICA

José Eduardo Baroneza
Camila Kowodzeichak de Lima
Ana Carolina Bubniak

L uiza Fernandes de Carvalho



Introducao

Boa parte do conhecimento que possuimos hoje em biomorfologia se deve
ao desenvolvimento de tecnologias que nos possibilitaram ampliar o mundo mi-
croscopico a ponto de ver em detalhes o que nao pode ser observado a olho
nu. Os microscopios opticos sao constituidos por componentes mecanicos €
opticos e utilizam conjuntos organizados de lentes para ampliar a imagem de
pequenos objetos. A parte mecanica inclui a base, a coluna, o botao liga/desli-
ga, a fonte de luz, o revolver, o potencidémetro, o diafragma, a mesa, a pinca e 0s
parafusos macromeétricos, micromeétricos e charriot do microscépio optico. A
parte optica é constituida por lentes denominadas oculares, objetivas e a con-
densadora.

A fonte de luz € o componente responsavel pela emissao da luz necessaria
para a formacao daimagem. O que controla aintensidade da luz no microscopio
é 0 potencidbmetro, normalmente localizado ao lado do botao liga/desliga.

Platina ou mesa dispoe-se perpendicularmente ao eixo optico e tem por
finalidade sustentar o objeto a ser examinado. Possui em seu centro um orificio
que permite a passagem de raios procedentes da fonte luminosa. As platinas
podem ser fixas ou méveis e apresentam grampos (presilhas) que servem para
fixar as laminas e evitar o seu deslizamento.

O parafuso charriot € o dispositivo de movimentacao da lamina sobre a
mesa composto pelo parafuso macrométrico, responsavel pelo deslocamento
vertical de grande amplitude, e pelo parafuso micromeétrico, responsavel pelo
deslocamento vertical de pequena amplitude ou pequenos ajustes de foco, per-
mitindo a escolha do campo de estudo em um preparado.

O revolver localiza-se na extremidade inferior do canhao e possuide $ab
vaos circulares, providos de roscas, onde se encaixam de § a b lentes objetivas,
sempre na ordem de seu aumento progressivo.

Os componentes opticos sao 0s mais importantes do microscopio. A por-
cao optica é composta por uma fonte de luz e trés conjuntos de lentes: lentes
condensadoras, lentes objetivas e lentes oculares.
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As lentes condensadoras se situam logo abaixo da platina do microscopio
e tém por funcao projetar um cone de luz sobre o material que esta sendo ob-
servado, o qual penetra nas lentes objetivas. As condensadoras apresentamum
diafragma ou iris abaixo do sistema de lentes, que controlam a intensidade do
feixe de luz e podem ser manipuladas pelo observador. As lentes objetivas po-
dem ser secas ou de imersao, sao as mais proximas do objeto e provocam um
aumento naimagem na ordem de 4 a 100 vezes. As lentes de imersao devem ser
usadas com 6leo apropriado sobre o objeto, comindice de refragcao que permite
a focalizacao.

As lentes oculares estao contidas em tubos curtos constituidos por um
conjunto de lentes de modo que no extremo superior encontra-se alente ocular
e no inferior a lente de campo ou coletora. A sua funcao € ampliar aimagem in-
termediaria produzida pela objetiva e projeta-la naretina. Normalmente, as ocu-
lares de um microscopio sao constituidas para trabalharem em conjunto com as
objetivas daguele mesmo microscopio, trazendo assim melhores resultados.

A ampliacao final obtida com o microscépio
é igual ao aumento da objetiva multiplicado pela
ocular. Por exemplo: para se observar estrutu-
ras com intuito de amplia-las 40 vezes em rela-
¢cao ao tamanho real deve-se usar a objetiva de
4x e a ocular de 10x.

Para que a imagem seja focalizada a ponto
de permitir o estudo detalhado do campo obser-
vado, 0 objeto deve estar a uma distancia preci-
sa da retina. O parafuso macromeétrico deve ser
utilizado preferencialmente para ajustar o foco
no aumento de 40x. Ele promove o deslocamen-
to da mesa no sentido vertical, permitindo que T P DU ——
0 objeto altere sua posi¢cao em relacao ao fun- imagem em aumento de 40x.
do do olho do observador, onde fica a retina. O
parafuso micrométrico, por sua vez, proporciona um deslocamento menor da
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mesa e permite focalizar objetos nos aumentos de 100x a 1.000x. A figura 1.1
exemplifica como a correta focalizacao de uma lamina gera uma nitida visuali-
zacao da imagem para o observador.

Além disso, é preciso entender como se deve usar 0 microscopio para ob-
ter as melhores imagens. Seqgue abaixo algumas dicas importantes:

« Antes de examinar no microscopio uma lamina de vidro contendo frag-
mentos de tecidos ou ceélulas, ligue a fonte de luz e coloque a lamina de
vidro sobre a mesa. Confira se a posicao da laminula esta correta, volta-
daemdirecao as lentes objetivas. Caso esteja utilizando um microscopio
binocular, regule a distancia lateral entre as lentes oculares para aquela
na qual vocé tem o maior conforto visual.

« Mesmo que seu objetivo seja observar uma estrutura com aumento de
100a1.000 vezes, vocé deve antes focalizar noaumento de 40 vezes. Para
tanto, mantenhaalente objetiva de 4x voltada para o objeto e movimente
a mesa para cima com o auxilio do parafuso macromeétrico até aimagem
aparecer nitida.

« 0O ajuste do foco nos aumentos superiores a 40x so deve ser realizado
com o auxilio do parafuso micromeétrico; este cuidado diminui o risco de
danificar aléamina e o microscopio. Ao girar o revolver para mudar a lente
objetiva, faca sempre na ordem crescente de aumento.

- Alente objetivade 40x pode ser usada com ou sem oleo de imersao sobre
a laminula de vidro. Entretanto, para obter imagens nitidas de um objeto
sob a lente objetiva de 100x, o uso de 6leo de imersao € essencial. 0 éleo
de imersao possui densidade otica ideal que permite o correto direcio-
namento dos feixes de luz em direcao a essa lente.

- Casoaslentes estejam sujas, vocé pode ter dificuldade de focalizar. Nes-
se caso, recomendamos que ela seja limpa com o auxilio de gaze ou um
bom papel toalha embebido com solucao de etanol 50 % e éter 50 %.

« Apds o uso de oleo de imersao, lembre-se de limpar as laminas de vi-
dro e as lentes objetivas com o0 mesmo procedimento indicado no item
anterior.
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- Ao final, o microscopio deve ser deixado em posicao de descanso, com a
objetiva de menor aumento voltada para a mesa, com a fonte de luz des-
ligada e a bancada de trabalho limpa.

Pratica: aprendendo a focar

Objetivo

|ldentificar as diferentes partes do microscopio 6ptico e aprender a por
imagens em foco.

Materiais
« Microscopio optico;

« Laminas de vidro preparadas com letras diversas. O material pode ser
preparado anteriormente a aula com os seqguintes materiais:

— laminas e laminulas de vidro para microscopia;
— recortes de pedagos de papel com letras impressas (tamanho 4 ou 5);

— balsamo do Canada ou verniz vitral para selar a laminula sobre a lami-
na, caso Se queira arquivar.

Metodologia

- |dentificar e manipular as diferentes partes do microscopio com auxilio
do professor.

« Colocar a lamina de vidro com letras sobre a mesa. A laminula sempre
deve estar voltada para cima, em proximidade com a lente objetiva.

« Manipular o parafuso charriot para deslocar a lamina sobre a mesa de
modo que o que se deseja por em foco esteja exatamente sobre o orificio
por onde passa a luz.

« Observar com a objetiva de 4x (aumento de 40x) voltada para a l[amina.
Manipular o parafuso macromeétrico até encontrar a distancia correta da
mesa para a formacao da imagem.
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- Passar paraaobjetivade 10x e nasequénciaade 40x, nao se esquecendo
de ajustar o foco manipulando o parafuso micrométrico.

Questoes para discussao

1. Que diferenca existe entre o significado do poder de aumento e o poder
de resolucao de um microscopio optico?

2. Qualafuncao do microscopio optico de contraste de fase e como um mi-
croscopio dptico convencional pode ser adaptado para funcionar como
microscopio 6ptico de contraste de fase?

Referéncias

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Biologia celular e molecular. 12. ed. Rio de Ja-
neiro: Guanabara Koogan, 2013.

MOLINARQO, E. M.; CAPUTO, L. F. G.; AMENDOEIRA, M. R. R. (Org.). Conceitos e
métodos para formacgdo de profissionais em laboratorios de saude. Rio de Janei-
ro: EPSJV; I0C, 2009, v. 1, p. 125-153.

RIBEIRO, C. A. O.; REIS FILHO, H. S.; GROTZNER, S. R. Técnicas e métodos para
utilizacdo pratica de microscopia. Sao Paulo: Santos, 2012.

TELSER, A.G.; YOUNG J. K.; BALDWIN, K. M. Histologia. Rio de Janeiro: Elsevier,
2008.
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CAPITULO 2

INTRODUCAO A
HISTOTECNOLOGIA

Joseé Eduardo Baroneza
Camila Kowodzeichak de Lima
Ana Carolina Bubniak

| uiza Fernandes de Carvalho



Introducao

A técnica histologica é o conjunto de procedimentos que tem por objetivo
prepararlaminas de vidro contendo amostras bioldgicas para serem observadas
no microscopio optico. Nesse processo, € importante preservar a estruturae a
organizacao das células e dos tecidos, que em sua maioria devem ser corados e
colocados sobre o vidro, desde que estejam finos o suficiente para permitir que
aluz do microscopio atravesse o material e atinja as lentes objetivas.

As laminas de vidro com fragmentos para analise citologica e histologica
podem ser produzidas para observacoes rapidas e pontuais ou para analises se-
quenciais em longo periodo de tempo. Nesse caso, sao confeccionadas laminas
permanentes que passam por um conjunto de etapas que resumidamente
descreveremos a sequir.

A técnica histopatologica comeca pela coleta do material de interesse e passa
pelas etapasde fixacao, desidratacao, clarificacao, inclusao, coloracao e montagem.

O procedimento de coleta do material € realizado removendo amostras de
tecido do organismo a ser estudado. Apos a coleta, o material deve ser devida-
mente identificado e imediatamente fixado para preservar ao maximo as estru-
turas celulares, interrompendo o0 metabolismo celular e estabilizando as estru-
turas e os componentes bioguimicos intracelulares e extracelulares.

O tipo de fixador empregado e o tempo de fixagao podem variar de acordo
com o objeto a ser submetido a técnica. Existem fixadores fisicos e quimicos.
Em centros cirurgicos e laboratdrios de anatomia patoldgica, a fixacao fisica a
frio € a mais utilizada, devido principalmente a rapidez do procedimento quan-
do comparado aos fixadores quimicos. A fixagcao quimica é a mais utilizada em
laboratorios de pesquisa e depende da imersao do objeto de interesse em solu-
cao fixadora apropriada, que pode ser de varios tipos, dependendo do material
a ser fixado, da disponibilidade dos quimicos necessarios para o procedimento
no laboratorio e da experiéncia do pesquisador. Os fixadores mais utilizados em
laboratdrios sao a base de aldeidos, como o formaldeido. O formaldeido é um
gas incolor, fornecido em solucao na concentracao de 37 % ou 40 %. Quando
utilizado em solucao a base de formaldeido a 10 %, chama-se formalina.

Atividades Praticas em Biologia Celular |15



Apds manter o objeto de interesse imerso na solucao fixadora pelo tem-
po correto, que difere para cada fixador, deve-se preparar o material para uma
etapa essencial da técnica histologica: a inclusao. A inclusao consiste em em-
beber aamostra em parafina liquida, em ambiente apropriado cuja temperatura
possa ser mantida entre 55 °C e 60 °C. Nesse procedimento, a parafina penetra
nos tecidos visando ocupar os espacos onde “in vivo” existia uma solucao aguo-
sa. Entretanto, a agua existente nos tecidos nao € miscivel com a parafina, de
modo que para realizar a inclusao € necessario que anteriormente a amostra
bioldgica seja desidratada e clarificada. O objetivo da desidratacao é retirar a
aguadointerior da célula e inserir alcool etilico em seu lugar. O alcool etilico, por
sua vez, também nao se mistura com a parafina, mas é miscivel com a solucao
clareadora xilol, que, por sua vez, € miscivel com a parafina liquida. A desidrata-
cao alcodlica realizada anteriormente a clarificacao é necessaria, uma vez que
a agua nao se mistura com solucao de xilol.

Para que se obtenha sucesso na série de procedimentos entre a fixacao e
a inclusao, o material deve ser desidratado por meio da imersao em solugoes
alcoolicas de concentracao crescente, variando entre 70 % e 100 %, e poste-
riormente clarificado em solucao de xilol. Embora de elevada toxicidade, a solu-
cao de xilol € muito utilizada na pratica histoldgica e ocorre com a mistura dos
solventes ortoxileno, metaxileno e paraxileno, trés compostos do tipo dimetil-
benzeno. As solucoes com diferentes graduacoes alcoodlicas, o tempo de cada
passagem e até mesmo o uso do xilol na pré-inclusao podem sofrer alteracoes
em protocolos para amostras diferentes. Portanto, antes de iniciar a técnica,
convém realizar uma busca bibliografica e testar o protocolo escolhido.

A inclusao em parafina é realizada para tornar possivel o corte do tecido.
Como ja mencionado anteriormente, € necessario que a parafina esteja em sua
forma liguida e o procedimento seja realizado em estufa. Apos esse procedi-
mento, o objeto em parafina liquida deve ser refrigerado para que a mesma so-
lidifique, no intuito de proporcionar dureza suficiente a amostra para que possa
ser cortada em finissimas fatias no procedimento conhecido como microtomia.
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A microtomia consiste na obtencao, com o auxilio de navalhas de aco, de
cortes finos e uniformes da amostra biologica a ser analisada. O equipamento
necessario para esta etapa do processo histoldgico € o microtomo, que permite
realizar cortes tao finos como 1uym, embora a maioria dos laboratérios de histo-
logia e patologia utilize cortes de 4 a6 um. Fatias daamostra com espessura su-
perior aisto nao sao indicadas, pois o acumulo de células no plano vertical pode
prejudicar avisualizacao daimagem e atrapalhar ou mesmo impedir a analise do
material.

Os cortes devem ser distendidos e posicionados sobre laminas de vidro.
Este procedimento pode ser realizado utilizando o banho-maria com agua aque-
cida e posterior pescagem do material. Alguns laboratérios que nao dispéem
de banho-maria distendem os cortes posicionando-os sobre uma gota de agua
depositada na superficie dalamina de vidro e posteriormente aguecendo o con-
junto numa placa quente a cerca de 50 °C. Apos a distensao do objeto, a lamina
deve ser levada a estufa para que a 4gua entre o corte e a ldmina evapore, de
modo a facilitar a adesao entre ambos.

As proximas etapas correspondem a desparafinizacao e a hidratagao do
material para que possa ser submetido a coloracao, etapa de grande importan-
cia, uma vez que possibilita que diferentes estruturas intracelulares e extrace-
lulares sejam analisadas ao microscopio de luz. As laminas de vidro com cortes
ja aderidos devem passar rapidamente pelo xilol (desparafinizagao) e por uma
série alcodlica decrescente (hidratacao) antes de imergirem nos corantes. Em-
bora haja varios corantes, os mais utilizados na histologia convencional sao a
hematoxilina e a eosina. A eosina € um corante acido que possui afinidade por
componentes basicos tanto nas células quanto na matriz extracelular. A hema-
toxilina € um corante basico com afinidade por estruturas acidas como o nucleo,
as mitocéndrias, os lisossomos, as regioes citosolicas ricas em ribossomos e a
matriz extracelular rica em acido hialurénico, como a matriz de cartilagem hiali-
na e elastica. Apos a coloracao, sobre alamina deve ser adicionada uma solucao
selante e a laminula. E importante deixar o conjunto secar no interior de uma
estufa de 24 a 48 horas antes da observacao no microscoépio optico.
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Pratica: entendendo a histotecnologia

Objetivo

Compreender o passo a passo da técnica histologica fundamental e as di-
ferencas entre a preparacao de amostras oriundas de tecidos e 0s organismos
diferentes.

Metodologia

« Vocé deve escolher uma amostra bioldgica de seu interesse e realizar a
pesquisa bibliografica para entender o passo a passo para a confeccao
de laminas de vidro que possibilitem a observacao do material escolhido.
Exemplos de amostras: sangue, asa de inseto, embriao de galinha, bran-
quias de peixes, 0ssos de camundongo, pele de cachorro, figado de rato,
entre outros.

« Vocé deve redigir um texto explicando o processo histolégico para ana-
lise do seu material. Seu texto deve conter um resumo da técnica e um
organograma com 0 passo a passo.

« Emum préoximo encontro, devem ser formados grupos de 4 ou 5 alunos,
para discutir, na forma de mesa-redonda, as diferencas e similaridades
do procedimento para preparacao de cada amostra escolhida.

Recomendamos que a discussao seja supervisionada por tutores com co-
nhecimento pratico em histotecnologia.

Questoes para discussao

1. Ao observar uma lamina de corte de figado, vocé percebe que aparente-
mente o material se apresenta com dobras, onde células sao sobrepos-
tas. Essas dobras podem ocorrer como resultado de descuido em gue
momento do processo histoldgico?

2. Ao analisar um corte de pancreas, voceé verifica tons de coloracao varia-
veis em diferentes segmentos do objeto, prejudicando a analise. O que
pode motivar esse problema?
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3. Que tipos de problemas podem ocorrer em laminas histolégicas como
resultado da fixacado pelo tempo inadequado (menor ou maior que o re-
comendado)?

4. Que prejuizo pode ter uma amostra em que o processo de inclusao ocor-
reu em estufa a temperatura superior a 60 graus?

5. Que cuidados deve ter o profissional especializado em histotecnologia
ao preparar laminas de tecidos calcificados, como dentes, muito hidra-
tados, como embrides em estagios iniciais ou com pelos como a pele?

6. Por quanto tempo é possivel assegurar a qualidade de uma lamina de vi-
dro preparada para observacao histolégica?

Referéncias

EYNARD, A.R.; VALENTICH, M. A.; ROVASIO, R. A. Histologia e embriologia huma-
nas: bases celulares e moleculares. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2011. p. 46-50.

MOLINARQ, E. M.; CAPUTO, L. F. G.; AMENDOEIRA, M. R. R. (Org.). Conceitos e
meétodos para formacgdo de profissionais em laboratorios de saude. Rio de Janei-
ro: EPSJV; 10C, 2010, v. 2, p. 89-187.

RIBEIRO, C. A. O.; FILHO, H. S. R.; GROTZNER, S. R. Técnicas e métodos para uti-
lizacdo pratica de microscopia. Sao Paulo: Santos, 2012. p. 1-57.

TELSER, A. G.; YOUNG J. K.; BALDWIN, K. M. Histologia. Rio de Janeiro: Elsevier,
2008.
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CAPITULO 3
DIVERSIDADE CELULAR

Jose Eduardo Baroneza
Victor Costa da Silva
Amanda Ribeiro Bosch

Katheleen Kravicz



Introducao

Quantos tipos de células existem? Somente no corpo humano sao encon-
tradas mais de duas centenas de diferentes células. Ao considerar as plantas,
as bactérias, os fungos e outros animais, esse numero aumenta em muitos mi-
lhares e isso € uma evidéncia da enorme diversidade celular presente no univer-
SO0 dos seres vivos.

A diversidade que vemos hoje se deve a varios fatores, entre eles destacam-
-se a simbiose, que incorporou mitocondrias e cloroplastos as células eucarioti-
cas, as invaginacoes membranares, que possibilitaram o surgimento da rede in-
terna de endomembranas, e as mutacoes, alteracoes no DNA que ocorreram ao
longo dos bilhdes de anos nos quais a vida tem se desenvolvido em nosso plane-
ta. Cada ambiente ocupado pelas células € capaz de recompensar ou castigar as
mudancas apresentadas por elas ao longo do processo evolutivo. Individualmen-
te, as mudancas podem nao representar muito, mas o acumulo de mudancas ao
longo das geracoes acaba por transformar cada organismo de forma particular.

A presenca no interior das células de uma membrana dupla que envolve
0 material genético e delimita o nucleo celular, a carioteca, as divide em dois
grandes dominios: procariontes e eucariontes. Células procariontes nao pos-
suem carioteca e sao exclusivas das bactérias. Células eucariontes, por sua
vez, estao nos animais, vegetais e fungos, possuem carioteca e, portanto, sao
nucleadas. Além disso, ha outras diferencas, tais como a completa auséncia de
compartimentos revestidos por membranas na célula procaridtica. Esses com-
partimentos, tais como o reticulo endoplasmatico, os lisossomos, 0S peroxis-
somos, as mitocéndrias, os cloroplastos, o complexo de Golgi e as diversas ve-
siculas de transporte, sao caracteristicas presentes nas células eucarioticas.
Entre as células eucariodticas, as plantas e os fungos apresentam parede celular
externaa membrana plasmatica. Essa estrutura, rica em proteinas e carboidra-
tos, tem funcao de proteger as células desses organismos. Até pouco tempo
atras acreditava-se que as células procaridticas nao possuiam moléculas do ci-
toesqueleto, entretanto novas pesquisas relatam a sua presenca tanto quanto
em células eucariodticas.
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Nesta atividade, poderemos observar a diferenca entre a célula bacteriana,
aanimal e a vegetal. No final, nao se esqueca de desenhar o que foi observado e
anotar suas observacoes.

Pratica: observando as diferencas entre células proca-
riontes e eucariontes

Objetivos

Visualizar células eucariontes e procariontes. Desenhar e anotar as dife-
rencas.

Materiais para observacao de células animais e bactérias

« Laminas e laminulas para microscopia;

 Palitos de madeira para a coleta de células de mucosa oral(caso nao te-
nha os palitos, a coleta pode ser realizada utilizando laminas de vidro lim-
pas, higienizadas em etanol 70 % e secas);

« Corante azul de metileno;
« Pipetas Pasteur;

- Frasco com agua e detergente para descarte de laminas apos a pratica.

Metodologia para observacao de células animais e bactérias

« Com a boca aberta, pressionar pelo lado externo a lateral da bochecha
com ajuda do dedo polegar.

« Rasparamucosainterna dabochecha com o auxilio do palito ou da lami-
na de vidro.

« Realizarum esfregaco das células coletadas sobre alaminade vidro. Para
tanto, caso tenha coletado com o palito, arrastar as células coletadas
sobre a superficie da lamina. Caso tenha coletado com a lamina, realizar
0 esfregaco com o auxilio de uma segunda lamina de vidro.
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« Esperarsecar.

- Gotejar sobre as células a solucao corante azul de metileno.
« Esperar 5 minutos.

« Colocar alaminula sobre alamina.

« Retirar o excesso de corante com papel absorvente.

- Levaralamina preparada para o microscopio de luz e observar nas obje-
tivas 4x, 10x, 40x e 100x.

Figura 3.1- Observagao de células da mucosa oral. A) Células eucariontes da mucosa oral em aumento de 400x. Ob-
servar o nucleo em tom de azul mais escuro que o citosol. B) Bactérias diplococos comuns da mucosa oral sobre uma
das células em aumento de 400x.

Materiais para observagao de células vegetais

Laminas e laminulas para microscopia;

Folhas de Elodea sp.;

Frasco com aqua;

Pipeta Pasteur.
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Metodologia para observacao de células vegetais

 Retirar uma folha de Elodea do ramo com o auxilio da pinca.
« Colocar afolha sobre alamina e adicionar uma gota de agua.
« Cobrir afolha com uma laminula de vidro e levar ao microscopio optico.

« (Observar eilustrar a célula.

Questoes para discussao

1. De que maneira as mutacoes podem ser benéficas para as células?

2.Que vantagens a presenca de parede celular fornece as células que a
POSSUi?

3. Por que células procariodticas e eucarioticas variam em volume?

4. Na pratica realizada, por qual motivo o nucleo das células de mucosa oral
se corou mais intensamente que o citosol?

5. Que organelas foram observadas nas celulas vegetais e por qual motivo
nao foi necessario corar essas células durante a metodologia empregada?

6. Por que motivo ocorre movimento das organelas observadas na célula
vegetal?
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CAPITULO 4

CONSTRUGAO DE
MODELOS DIDATICOS EM
BIOLOGIA CELULAR

Carla Maria Medeiros y Araujo

Amanda dos Santos Lima Marinho



Introducao

Ha quase duzentos anos, o botanico alemao Matthias Schleiden, o zoologo
alemao Theodor Schwann e o médico polonés Rudolf Virchow lancaram mao de
proposicoes que persistemnos livros de Biologia Celular. Tais proposicoes foram
compiladas na popular “teoria celular”, por meio da qual se passou a considerar
que a célula é a unidade basica estrutural e funcional de todos 0s organismos
vivos e que todas as células se originam de células preexistentes. Sao trilhoes
dessas “unidades basicas” compondo o corpo humano, com mais de 200 tipos
celulares que se distinguem tanto na forma como na funcao que desempenham.

No transcorrer do complexo processo de diferenciacao celular, dd-se o es-
tabelecimento da forma celular com intensa participacao das moléculas protei-
cas que compoem o citoesqueleto. Alem dessa diversificada e dindmica rede
de fibras e filamentos proteicos, a variedade de formas celulares também é de-
pendente da tensao superficial, da viscosidade do citoplasma, da proximidade
entre as células, da composicao quimica da membrana plasmatica e da funcao
que cada célula esta programada para exercer.

No corpo humano, é possivel encontrar células ja diferenciadas com capa-
cidade de modificar sua forma, como é o caso dos leucocitos. A passagem des-
sas celulas do interior dos vasos capilares sanguineos para o tecido conjuntivo,
movimento conhecido como diapedese, transforma temporariamente o forma-
to esférico dessas ceélulas. Além da capacidade de mudanca de suas configura-
coes, em situacoes especificas, cabe ressaltar a variedade de formas apresen-
tadas pelas células nostecidos humanos. Como exemplos, podem ser citadas as
células esféricas (como os neutrofilos), as de formato achatado (como as célu-
las epiteliais da superficie da pele), as alongadas(como os sincicios que formam
as fibras musculares) e as ramificadas(como os neurdnios da medula espinhal).

Para estudar a variedade de formas de células que exercem suas funcoes
de maneira cooperativa e complexa nos tecidos, orgaos e sistemas dos organis-
mos multicelulares, empregam-se desde métodos de pesquisa simples, tradi-
cionais e eficientes até os mais sofisticados. Para as aulas de Biologia Celular e
Molecular, hoje em dia temos a possibilidade de recorrer a softwares de realida-
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des aumentada e virtual para melhor compreender a relagao entre a forma e a
funcao dos tipos celulares criando e usando modelos didaticos interessantes e
eficientes para a aprendizagem.

Também podemos construir pequenas esculturas celulares utilizando e re-
ciclando materiais de baixo custo financeiro e privilegiando o uso do tato e da
concepcao de modelos mentais na manufatura de objetos didaticos no trans-
correr de processos de aprendizagem em qualquer espaco de ensino formal
ou informal. Uma montagem de material didatico com essas caracteristicas é
apresentada nesta atividade pratica.

Pratica: construindo modelos de células

Modelo de neurdnio multipolar mielinizado

Objetivo

Construir modelo didatico de neurdénio multipolar mielinizado por meio da
pratica da escultura. Estruturar, com um conjunto de modelos produzidos, uma
rede neuronal para discutir tépicos como a comunicacao celular e a constitui-
cao e o funcionamento de fibras nervosas e nervos periféricos. Comparar os
modelos com imagens cientificas (fotomicrografias) para ressaltar a comple-
mentaridade entre materiais didaticos diversificados.

Materiais

« Dois bastdes de massinha de modelar COR 1(nao utilizar a do tipo soft,
independentemente da marca);

« Um bastao de massinha de modelar COR 2 (ndo utilizar a do tipo soft, in-
dependentemente da marca);

« Seis pedacos de arame fino de 5 cm de comprimento cada para repre-
sentar o citoesqueleto dos dendritos principais;

- Oito a doze pedacos de arame fino de 1a 1,5 cm de comprimento cada
para o citoesqueleto das ramificacoes dos dendritos principais, isto é, a
“arvore dendritica”;
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« Um pedaco de arame grosso de 13 cm de comprimento para o citoesque-
leto do axdnio;

« Dois pedacos de arame fino de 4 cm de comprimento cada para o citoes-
queleto do telodendro do axénio, isto é, as ramificacoes finais do axénio;

« Uma placade madeira(ou papeldo ouum azulejo)de 10cmx10cmx1cm;
- Uma etiqueta didatica para colar no verso da placa;

« Cincobandeirinhas de papel/palito de dente, cada qual com uma palavra-
-chave(corpo celular, dendrito, célula de Schwann ou internodo, nodo de
Ranvier ou nodo).

Metodologia

Parte 1- Construindo o modelo de neurdnio multipolar mielinizado

« Separarum bastao e meio de massinha de modelarda COR 1para esculpir
0 corpo celular e os dendritos. Construir uma bola de massinha e espetar
seis arames (5 cm de comprimento cada) em diversas direcdes. Afundar
cada pedacgo de arame, deixando exposto 3 cm de cada um (Figura 4.1B).

- Puxar, com as pontas dos dedos, a massinha de modelar até cobrir to-
talmente cada um dos arames. A medida que se afastar da bola, diminuir
o diametro de cada projecao, resultando em uma estrutura central (cor-
po celular) com ramificacdes dendriticas gradativamente mais delgadas
(Figura 4.1C).

« Pegarosaramesdelalbcmdecomprimento e envolvé-los com peque-
na quantidade da metade do bastao de massinha COR 1. Deixar expos-
ta uma das extremidades de cada arame e espeta-los nas extremidades
dos dendritos principais (Figura 4.1D), formando uma arvore dendritica.

« Pegar oarame de 13 cm de comprimento, curvar e recobrir com dois ter-
cos do restante do bastao de COR 1 a partir do centro do arame, man-
tendo o diametro ao longo de toda a estrutura. Deixar uma das pontas
do arame sem recobrimento. Na outra ponta, que esta recoberta, forme
uma pequena protuberancia para representar um botao axonal. Com os
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arames de 4 cm, recobri-los do mesmo modo, inserindo-os a2 cm da ex-
tremidade do axoénio (Figura 4.1E-F-G).

- Para a bainha de mielina, cortar transversalmente o bastao de massinha
COR 2 em 3 porcoesiguais. Achatar cada pedacinho para formar estrutu-
ras planas, longas e estreitas. Cada pedaco de massinha representauma
célula de Schwann e deve envolver concentricamente e sequencialmen-
te o axonio (Figura 4.1H-1-J).

« Espetar as bandeirinhas conceituais concomitantemente a leitura dos
conceitos da etiqueta didatica do verso da plaguinha. Vocé pode pedir
para os proprios alunos elaborarem a etiqueta didatica como uma ativi-
dade de concepcao de um glossario para os conceitos utilizados na mon-
tagem do modelo. Se finalizar a atividade nesta etapa, colar o modelo na
superficie da plaguinha na face contraria a da etiqueta didatica. Ao utili-
zar uma cola de boa qualidade (cola-tudo), a plaguinha podera ser girada
livremente (Figura 4.1L-M).

Parte 2 - Formando redes neuronais

« Apos a conclusao dos modelos individuais, antes de inserir as bandeiri-
nhas e colar os modelos nas plaquinhas, explorar o tema comunicacao
celular. Solicitar aos alunos que aproximem os seus modelos e formem
uma rede neuronal em uma superficie plana, como, por exemplo, a mesa
do professor ou o0 chao da sala de aula.

« Observar e discutir, com a turma, o posicionamento dos modelos adota-
dos pelos alunos.

- Debater e consolidar conceitos como sinapses quimicas, de como um
neurénio pode formar conexdes com varios outros neurénios ao mesmo
tempo e ser influenciado por essas conexoes. Explorar o fato de que as
sinapses podem ocorrer entre botoes axonais e dendritos, assim como
entre os botoes axonais e corpos celulares e também entre os botoes
axonais e axénios de outros neurénios.
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Figura 4.1 - Etapas da manufatura do modelo de neurdénio multipolar mielinizado. A) Kit do aluno para a execugao da
atividade de modelagem. B) Inicio damodelagem do corpo celular e dos dendritos principais. C)Modelagem dos dendritos
principais. D) Etapa concluida do corpo celular, dos dendritos principais e de suas ramificagoes. E/F) Modelagem do
axonio e ramificagoes axonais (telodendro), com bot6es axonais(setas). G) Conclusao do modelo de neurdénio multipolar
com a representacgao do corpo celular (1), dendritos (2), ramificagdes dendriticas (3), axonio (4) e telodendro (5). H) Fase
inicial da modelagem das células de Schwann (em verde) para a formagao da bainha de mielina na superficie do axénio.
I) Espiralizacao das células de Schwann ao redor do axdnio. J) Trés modelos de células de Schwann foram inseridos
sequencialmente, representando trés internodos com dois nodos (=nodo de Ranvier). K/L) Etapas de finalizagao do
modelo, com insercao das bandeirinhas conceituais concomitantemente a leitura da etiqueta didatica.
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Parte 3 - Fibras nervosas e nervos periféricos

« Com o mesmo conjunto de modelos didaticos, solicitar aos alunos que
conceituem fibras nervosas e representem nervos periféricos com auxi-
lio dos modelos.

« Observar e discutir, com a turma, o posicionamento dos modelos adota-
dos pelos alunos.

« Debater e consolidar o conceito de fibra nervosa e nervo periférico, o
posicionamento e o comprimento dessas estruturas no corpo humano, a
formacao de sinapses com outros tipos celulares como as fibras muscu-
lares e as glandulas exocrinas.

Parte 4 - Comparando o modelo com outros materiais didaticos

« Com o modelo didatico a mao, comparar este material didatico com as
fotomicrografias disponibilizadas a sequir.

« Observar e discutir quais as estruturas histoldgicas que estao evidencia-
das nas fotomicrografias de corte de medula espinhal e que foram repre-
sentadas no modelo de neurdnio multipolar e quais das estruturas nao
foram representadas na escultura (Figura 4.2).

« Ao analisar as fotomicrografias do detalhe da substancia cinzenta da
medula espinhal, acentuar a presenca do nucleo grande com cromatina
pouco compactada e das manchas basofilas citoplasmaticas denomina-
das corpusculos de Nissl (poliribossomos em alta quantidade e algumas
cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso). Relacionar essas caracte-
risticas morfologicas com a sintese de neurotransmissores.

« Debater e consolidarasinformacoes bioldgicas obtidas pelo processo de
manufatura do modelo de neurdnio e pela analise das fotomicrografias,
acentuando a complementaridade dos materiais didaticos utilizados.
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Figura 4.2 - A/B) Detalhes da substancia cinzenta de uma medula espinhal. Observar os corpos celulares de
neurdnios (setas pretas) que se destacam por suas dimens6es maiores e por conter granulagoes citoplasmaticas
que correspondem a polirribossomos e reticulos endoplasmaticos rugosos (setas brancas). O ntcleo visivel em dois
neurdnios apresenta cromatina pouco condensada e nucléolo evidente. Os prolongamentos citoplasmaticos dos
corpos celulares correspondem aos dendritos e axénios. Os neurdnios sao circundados por grande quantidade de
fibras nervosas(F)altamente entrelagadas e por nlcleos de células da glia. Em B, ao lado do corpo celular do neurénio,
visualiza-se corte de vaso capilar (V).
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Questoes para discussao

1. Apos arealizacao do modelo didatico, analise-o. Quais as qualidades e as
limitacOes que vocé considera que seu modelo didatico apresenta para
a sua aprendizagem sobre a morfologia deste tipo celular? Compare sua
pequena escultura 3D com outras representacoes didaticas, como, por
exemplo, as imagens do seu livro-texto.

2. As sinapses foram debatidas nesta atividade pratica na Parte 2. Concei-
tue sinapses.

3. Definir a constituicao histologica de uma fibra nervosa mielinica. Qual a
diferenca com a fibra nervosa amielinica?

4. Quais as razoes biologicas para que os neurdnios multipolares sejam ce-
lulas com o aspecto morfoldgico que vocé representou por meio do seu
modelo didatico e nao com caracteristicas morfolégicas similares as cé-
lulas do tecido epitelial?
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Introducao

O microscépio eletronico é assim denominado porque aimagem € formada
a partir da incidéncia de elétrons no material que se deseja observar, diferen-
temente do microscopio Optico, que depende da incidéncia da luz. Inventado
por um fisico alemao, Ernst Ruska, o microscopio eletrénico foi apresentado
a comunidade cientifica em 1931 como um avanco espetacular da tecnologia,
permitindo, assim, a observacao de estruturas microscopicas. Enquanto o mi-
croscopio optico convencional nos permite observar estruturas até 1.000 vezes
inferior ao limite do olho humano, capaz de revelar dois pontos separadosauma
distancia equivalente a 0,2 pm, o microscopio eletrénico pode revelar dois pon-
tos distantes a cerca de 0,2 nm, permitindo-nos observar detalhes de estrutu-
ras até 1 milhao de vezes inferior ao limite do olho humano.

Emboraatecnologiasejade interesse e uso de varias areas daciéncia, além
das Biologicas, tais como a Quimica e a Fisica de Materiais, € inegavel que a Bio-
logia Celular tem se utilizado enormemente de sua tecnologia em funcao de re-
velar imagens relacionadas a estrutura de biomoléculas, organelas ou mesmo
complexos moleculares organizados, tais como os virus. E correto dizer que
com o microscopio eletrénico a Biologia Celular iniciou uma nova era.

Ha dois tipos de micros-
copio eletrénico de interes-
se para a Biologia Celular: o de
transmissao e o de varredura.
O microscopio eletrénico de
transmissao (MET) possui maior
poder de resolucao e é utilizado
para observacao de estruturas
intracelulares. Paratanto, apre-
paracao do material a ser obser-
vado envolve varias etapas, en-
tre elas a fixagao, ainclusao em Figura5.1- Comparagéo da trajetéria da luz no microscépio ptico
resina e a realizacdo de cortes °©®etronico devarredura.
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ultrafinos de micrétomos especiais. Por outro lado, mesmo possuindo uma re-
solucao inferior, o microscopio eletrénico de varredura(MEV) é importante, pois
permite observar em detalhes a forma das células e estruturas tridimensionais,
tais como cilios e flagelos. Durante o processamento do material para MEV, o
mesmo recebe um banho metalico que funciona como refletor dos elétrons in-
cidentes na amostra. A figura 5.1 compara o microscopio 6ptico com o0 micros-
copio eletrénico de varredura em relagao as suas lentes e a trajetoria da luz ou
do feixe de elétrons.

Pratica: diferenciando organelas em eletromicrografias

Observacao do complexo de Golgi

Encontrado em diversos tipos celulares, o complexo de Golgi consiste de
um conjunto de vesiculas achatadas denominadas cisternas, geralmente de 4 a
8, com espessura entre 5 e 10 nm, sem comunicacao fisica entre si, tendo entre
elas uma matriz proteica. Sua membrana é constituida por 40 % de lipidios e
60 % de proteinas na forma de enzimas, proteinas estruturais e proteinas de for-
macao e direcionamento de vesiculas. Situado na via biossintética secretora, € o
sitio principal onde ocorre modificacao de proteinas que devem ser endereca-
dasaoslisossomos, amembrana plasmatica ou ao meio extracelular. Em células
especiais, pode ser modificado para originar estrutura com fungoes especiais,
tal como o0 acrossomo nos espermatozoides. O complexo possui uma rede cis,
convexa, voltada para o reticulo e para o nucleo celular, responsavel pelo sitio
de entrada no complexo, e uma rede trans, concava, voltada para a membrana
plasmatica responsavel pelo sitio de saida. O transporte de proteinas entre o re-
ticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi e outros departamentos celulares
é realizado por meio de peptideos-sinais, que possuem sequéncias de aminoa-
cidos enderecadoras. O transporte ocorre por meio de vesiculas que se soltam
com compartimento doador e se prendem ao compartimento aceptor. Entre as
funcoes do complexo de Golgi encontram-se o armazenamento, a transforma-
¢cao e o empacotamento de proteinas.
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Objetivo

Visualizar o complexo de Golgi e identificar as cisternas cis, trans e mediais
na figura a sequir.

Figura 5.2 - Eletromicrografia de transmissao de area citosolica onde se observa a rede de cisternas do complexo de
Golgi, vesiculas de transporte intracelular, ribossomos e partes de mitocondrias.

Observacao da bainha de mielina

Bainha de mielina € o nome que se da a membrana plasmatica de oligo-
dendroécitos e de células de Schwann quando se encontram enroladas em torno
de segmentos de axdnios neuronais. 0 nome se deve ao fato de que o principal
lipidio contido nessa membrana é a esfingomielina, que desempenha funcao na
transducao de sinais e atua como isolante elétrico, aumentando a velocidade do
potencial de acao.

Objetivo

Visualizar a bainha de mielina, célula de Schwann e corte transversal de
axdnio em tecido nervoso na figura a sequir.
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Figura 5.3 - Eletromicrografia de transmissao de corte transversal de célula de Schwann e de neurdnio.

Observacao dos lisossomos

Os lisossomos sao pequenas organelas formadas a partir do complexo de
Golgi e estao localizados no citoplasma. Possuem cerca de 40 enzimas hidro-
liticas que atuam em um grande numero de substratos e sua principal funcao
é a digestao intracelular. Com isso, além de realizar a lise de corpos estranhos
fagocitados, os lisossomos sao capazes de eliminar partes da propria célula,
tais como moléculas, organelas e fragmentos de membranas plasmaticas en-
velhecidas ou danificadas. Os lisossomos geralmente sao esféricos e delimita-
dos por membrana e com tamanhos variaveis. Eles apresentam uma camada de
carboidratos associados a face interna da membrana, importantes para evitar
a digestao da propria membrana do lisossomo. Quando existe um acumulo de
material nao digerido nos lisossomos, eles tornam-se corpos residuais.

Objetivo

Visualizar e diferenciar lisossomos e outros compartimentos na figura a
sequir.
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Figura 5.4 - Eletromicrografia de transmissao de area celular rica em lisossomos. Na imagem também podem ser
observados parte do nucleo celular bem como reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e mitocéndrias.

Observacao de mitocondrias

Mitocondrias sao compartimentos intracelulares onde ocorre a maior par-
te da sintese de ATP (trifosfato de adenosina) nas células eucariéticas. Deli-
mitadas por duas membranas, a externa, voltada para o citosol, possui grande
quantidade de poros, enquanto a interna, voltada para a matriz mitocondrial, é
altamente invaginada e possui proteinas de transporte e outras relacionadas
ao processo de fosforilacao oxidativa. O espaco intermembranas é identificado
pelo seu baixo pH, em razao do constante bombeamento de ions H* oriundos da
matriz mitocondrial em sua direcao.

Objetivo

|dentificar a mitocondria, membranas externa e interna, matriz e crista mi-
tocondriais na figura a sequir.
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Figura 5.5 - Eletromicrografia de transmissao de area citosélica onde se observa uma mitocéndria.

Questoes para discussao

1.

Por qual motivo os lisossomos aparecem como estruturas altamente
eletrodensas na MET?

. Como podemos diferenciar as membranas pertencentes ao complexo de

Golgi, ao reticulo endoplasmatico e as vesiculas em transito em eletro-
micrografias?

. Se as membranas celulares sao bicamadas lipidicas com proteinas as-

sociadas, como se explica o fato de elas aparecerem de forma trilaminar
(duas faixas escuras e uma faixa clara) em eletromicrografias?

.0 que poderiam ser as pequenas estruturas eletrodensas nao associa-

das as membranas, que normalmente sao observadas no citosol?

. Que tipo de microscopia € mais recomendado para observar a forma ex-

terna das células?
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COMPARTIMENTOS
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MICROSCOPIA OPTICA
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Introducao

O microscopio éptico possui um limite de ampliacao que impossibilita a vi-
sualizacao das membranas e dos compartimentos intracelulares em detalhes.
Entretanto, devido as diferencas de pH entre as organelas e a segregacao de
moléculas especificas no interior da célula, é possivel recorrer a estratégias
bioquimicas para visualizar areas que concentram determinados tipos de or-
ganelas. Neste capitulo, propomos uma atividade para observacao de reticulo
endoplasmatico rugoso e vesiculas endociticas.

Pratica: evidenciando regioes intracelulares ricas em re-
ticulo endoplasmatico rugoso

O reticulo endoplasmatico rugoso (RER) € um compartimento ligado a
membrana externa do envelope nuclear e se estende por boa parte do citosol
como uma rede de membranas que compartilham o lumen, onde ocorre princi-
palmente a biossintese e modificacao de moléculas enderecadas ao complexo
de Golgi, aos lisossomos, a membrana plasmatica e ao meio extracelular. Seu
aspecto rugoso se deve aos varios polirribossomos aderidos a face externa de
suamembrana. Os polirribossomos ligados ao reticulo estao associados ao RNA
mensageiro que possui cddigos de proteinas enderecadas ao RER e sao tempo-
rariamente aderidos a sua membrana por meio de um receptor de proteinas de
reconhecimento de sinal SRPr. A concentracao de acido ribonucleico em torno
das membranas do RER tem como consequéncia acidificar o ambiente intrace-
lular em torno de sitios ricos em RER. Em vista disso, a observacao de células
secretoras, que possuem alta concentracao de RER, coradas com substancias
basicas, permite-nos mapear no citosol a localizacao aproximada do RER.

Objetivos

Observar laminas permanentes de corte de pancreas preparados com:
1. Galocianina de Einarson.

2. Galocianina de Einarson e ribonuclease.

3. Hematoxilina e eosina.
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A hematoxilina tem afinidade com regides acidas da célula, ja a galocianina
de Einarson tem afinidade com acidos nucleicos distintos, RNA e DNA. A colora-
cao com galocianina de Einarson em célula tratada com ribonuclease evidencia
a area celular com DNA apenas, uma vez que a ribonuclease digere acido ribo-
nucleico. Acomparacao de cortes seriados de pancreas com as trés coloracoes
é uma excelente forma de identificar no citosol areas onde o RER se concentra.

Materiais

« Laminas de corte de pancreas de rato preparadas com hematoxilina e
eosina;

« (Galocianina de Einarson;
- Galocianina de Einarson apds tratamento com ribonuclease.

Metodologia

« Observar as 3 laminas no microscaépio e discutir conforme proposto nos
objetivos.

Figura 6.1- Fotomicrografias de acinos pancreaticos em aumento de 400x. Coloragao - A) Galocianina de Einarson em
célula tratada com ribonuclease. B) Galocianina de Einarson. C) Hematoxilina e eosina.

Pratica: observando fagossomos

A fagocitose € um processo no qual as células internalizam corpos estra-
nhos na tentativa de digeri-los, em um processo gue envolve modificacoes na
membrana plasmatica, formacao de vesiculas intracelulares de transporte, fu-
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sao de vesiculas com lisossomos e digestao intra-
celular dos conteudos internalizados. Em organis-
mos unicelulares, a fagocitose é importante para
gue 0os mesmos internalizem moléculas que pos-
sam ser utilizadas em seu metabolismo. Nos mul-
ticelulares, tais como os seres humanos, a fagoci-
tose é realizada sobretudo por células do sistema _ .

Figura 6.2 - Fagocitose. Para englobar
imunologico, visando a eliminacao de patdgenos o corpo estranho a célula emite pseu-
parasitas, residuos metabdlicos e corpos estra- dopodos e posteriormente libera no

, , , citosol uma vesicula com o contetudo
nhos. A particula alvo da celula e englobada atra- ¢, ,citado que se funde com o lisos-
vés de uma expansao de uma area da membrana somo.
plasmatica que recebe o nome de pseuddépodo. Apos a incorporacao da par-
ticula, desprende-se da membrana uma vesicula (fagossomos) direcionada ao
lisossomo, o sitio onde ocorre a digestao intracelular. Apds a digestao, a célula
pode aproveitar os residuos que a ela sao uteis, tais como os aminoacidos.

Objetivo

Visualizar macrofagos fagocitando leveduras em cultura celular.

Materiais

« Lamina permanente de macrofagos cultivados com leveduras.

Metodologia

- Levaralaminaao microscopio, foca-
lizar e observa-la nos diferentes au-
mentos e desenhar (Figura 6.3).

« Visualizar macrofagos e leveduras
isoladamente e em processo de fa-
gocitose.

« Discutir o gue se ve.

Figura 6.3 - Fotomicrografia de macrofagos
cultivados com leveduras, aumento de 400x.
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Questoes para discussao

1. Quaistipos de corantes devemos utilizar para identificar estruturas celu-
lares ricas em A: acidos nucleicos, B: carboidratos?

2. Como deve ser a preparacao histologica caso se deseje observar lipidios
no interior de adipdcitos?

3. O citosol de células ricas em lisossomos, tais como as fagociticas, tende
a se corar melhor com que tipo de corante?

4. Como funciona os microscopios opticos de fluorescéncia e de que ma-
neira eles sao importantes na identificacao de estruturas celulares que
nao podem ser vistas no microscépio 6ptico convencional?
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Introducao

O fluxo de substancias através das membranas que delimitam a célula e as
organelas internas € essencial para a saude celular e é responsavel pelas dife-
rencas na concentracao de solutos diversos entre o meio extracelular, o citosol
e 0s meios intraorganelares. Por meio de sofisticados mecanismos de contro-
le, agua, acucares, aminoacidos, nucleotideos, gases, ions, hormonios e outras
moléculas bioativas podem circular entre diferentes meios celulares de dife-
rentes formas.

Membranas bioldgicas sao semipermeaveis devido a natureza fisico-quimi-
ca dos lipidios e das proteinas que as constitui. De modo geral, admite-se que
moléculas hidrofobicas isoladas atravessam com facilidade a bicamada lipidica,
enquanto moléculas hidrofilicas transitam por meio de proteinas ou de lipidios,
na dependéncia da afinidade, da carga elétrica e do tamanho molecular. Com-
plexos moleculares encontram maior resisténcia para atravessar membranas
celulares e, quando o fazem, normalmente envolvem a formacao de vesiculas
enderecadas as rotas endociticas ou secretoras.

O transporte passivo € o nome do processo que envolve o transito de mo-
|éculas através da membrana celular independente do gasto de energia quimi-
ca. Algumas moléculas, entretanto, utilizam o transporte ativo para atravessar
membranas na dependéncia de energia quimica, normalmente disponibilizada
por meio da hidrolise da molécula de adenosina trifosfato, o ATP. Entre as for-
mas de transporte passivo, difusao e osmose sao termos utilizados para definir
o0 transito de solutos e solventes, respectivamente, pela membrana.

A difusao ocorre afavor do gradiente de concentracao de modo que o solu-
to se move do meio mais concentrado para o meio menos concentrado. Deno-
mina-se difusao simples o transporte de solutos sem gasto de energia quimica
pela bicamada lipidica ou por poros. Nessa forma de difusao, a velocidade do
transporte € diretamente proporcional a concentracao do soluto a ser trans-
portado, a area da membrana envolvida no processo e a temperatura. Entre as
substancias transportadas por difusao passiva encontram-se 0s ions, a agua,
0s gases e alguns hormonios, em especial os esteroides.
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Outra modalidade de difusao, denominada difusao facilitada, envolve a
passagem de soluto pela membrana por meio de proteinas carreadoras. Na
difusao facilitada, o transporte s6 ocorre caso o soluto tenha afinidade com
proteinas carreadoras especificas, que apresentam dominios de ligacao com
moléculas distintas. Proteinas carreadoras quando ligadas a moléculas que
possuem afinidade mudam de conformacao e permitem a passagem da molé-
cula pela membrana.

Osmose € 0 nome dado ao processo de transporte passivo da agua en-
tre meios com solutos em concentracoes distintas. Esse processo ocorre em
membranas semipermeaveis, onde a agua passa de um meio hipoténico, menos
concentrado, para um meio hipertdonico, mais concentrado. Meios separados
por membranas semipermeaveis que possuem a mesma concentracao de so-
lutos sao chamados de isotonicos. A osmose é essencial as células na medida
em que equilibraaosmolaridade entre os diversos microambientes, entretanto,
pode ser prejudicial, especialmente as células animais, uma vez que o transito
de agua pela membrana plasmatica sem a protecao da parede celular acarreta
no risco de lise celular, quando a célula se encontra em meio hipoténico. A cé-
lula vegetal é protegida da lise por meio da membrana celuldsica ou da parede
celular, externas a membrana plasmatica. Ambas as células, entretanto, estao
sujeitas aretracao do volume por perda de agua, processo denominado de plas-
molise, quando se encontram em meio hiperténico.

Pratica: observando a osmose em células vegetais

Osmose em Células de Elodea sp.

Objetivo

Montar uma lamina a fresco com amostra de Elodea sp. e observar o efeito
da mudanca na concentracao extracelular sobre a disposicao dos cloroplastos
no interior da célula vegetal.
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Materiais

Ramo de Elodea sp.;

Frasco com agua destilada;

Frasco com solucao saturada de cloreto de sodio;

Pipeta Pasteur;

Pinca;

Lamina e laminula para microscopia;

Microscopio de luz;
Papel absorvente;

Oleo de imersao.

Metodologia

Parte 1

Retirar uma folha de Elodea do ramo com o auxilio da pinca.

Colocar a folha sobre
a lamina, cobrir com
uma gota de agua
destilada e em sequi-
da posicionar a lami-
nula sobre a gota.

Levar alaminaao mi-
croscopio, focalizar,
observar, desenhare
identificar as partes
da folha com diferen-
tesaumentos(Figura
7.1).

Figura 7.1 - A) Coleta da folha. B) Folha sobre lamina de vidro. C)
Gotejamento de agua sobre a folha e montagem com laminula. D)
Visualizagao em microscopia optica.
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A figura 7.2 mostra fotomicrografias obtidas apos a técnica descrita ante-
riormente.

Figura 7.2 - Folhas de Elodea sp. observadas em diferentes aumentos por meio de microscopia 6ptica. Aumentos de
40x(A), 100x(B), 400x(C) e 1.000x(D).

Parte 2

« ApoOs observacao, retirar a lamina do microscoépio e gotejar solucao sa-
turada de cloreto de sddio em um dos lados da laminula. Do lado oposto,
com o papel filtro, absorver através de capilaridade a agua destilada, de
modo que a solucao saturada ocupe a posicao onde anteriormente esta-
va a aqua(Figura 7.3).

- Levar novamente alamina ao microscopio, focalizar, observar, desenhar
e identificar as partes da folha com os diferentes aumentos, nao se es-

guecendo de inserir 0 6leo de imersao antes da lente de maior aumento
(Figura 7.4).
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Figura 7.3 - A) Gotejamento da solucado saturada de NaCl. B) Capilaridade por meio do papel absorvente. C) Observagao
em microscopio optico.

Figura 7.4 - Folhas de Elodea sp. observadas em diferentes aumentos por meio de microscopia optica. Observar o
efeito do aumento na concentragao extracelular sob as células. Aumentos de 40x(A), 100x(B), 400x(C) e 1.000x(D).
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Osmose em células de cebola roxa

Objetivo

Observar o efeito da osmose em células de cebola roxa apds exposicao ce-
lular a solucao saturada de NaCl. O uso da cebola roxa é interessante. Ao utiliza-
-la, pode-se dispensar o uso de corantes.

Materiais
- Uma cebolaroxa;
. Agua destilada;
« Solucdo saturada de cloreto de sddio (NaCl);
« Pipeta Pasteur;
« Pinca;
« Lamina e laminula para microscopia;
« Microscopio de luz;
« Papelfiltro;

« Oleodeimersao.

Metodologia
- Retirar, de uma camada inferior, a pele da cebola com o auxilio da pinca.

« Colocar a pele sobre a lamina, cobrir com uma gota de agua destilada e
em sequida posicionar a laminula sobre a gota.

« Levar aldamina ao microscopio, focalizar, observar, desenhar e identifi-
car as partes da folha com diferentes aumentos (Figuras 7.5 e 7.6).
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Figura 7.5 - Preparacao da cebola para a pratica de osmose. A) Retirada parte da epiderme de uma pétala de cebola. B)
Epiderme sobre alamina de vidro. C) Gotejamento de 4gua e montagem com laminula. D) Observagao em microscopia
optica.

Figura 7.6 - Fotomicroscopia de células de epiderme de cebola roxa. Aumentos de 40x(A), 100x(B) e 400x(C).
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« ApOs observacao, retirar alamina do microscépio e pingar a solucao sa-
turada de cloreto de s6dio em um dos lados da laminula. Do lado oposto,
com o papel filtro, absorver através de capilaridade a agua destilada
como descrito na figura 3 deste capitulo (Figura 7.7).

Figura 7.7 - Efeito da diferen¢a de concentragao extracelular de sais sob células de cebola roxa. Aumentos de 100x(A)
e 200x(B).

Pratica: observando a osmose em células animais

Objetivo

Montar uma lamina a fresco com amostra de sangue e observar o efeito da
mudanca na concentracao extracelular sobre a disposicao das hemacias no in-
terior da célula animal.

Materiais

- Amostra de sangue;

« Lancetas descartaveis;

. Alcool etilico 70 %;

- Algodao;

« Frascocom agua;

« Frasco com solucao de NaCl 0,9 %;

« Frasco com solucao saturada de NaCl;
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« Pipeta Pasteur;

- Papel absorvente;

« Lamina e laminula para microscopia;
« Microscopio de luz;

. Oleo deimers3o.

Metodologia

« Limpar aponta do dedo polegar com alcool 70 % e algodao.
« Furarodedocom alanceta descartavel.

« Pingar, sobre alamina de vidro, trés pequenas gotas de sangue. Caso ne-
cessario, utilizar trés laminas diferentes.

Figura 7.8 - A) Furo com alanceta descartavel, apos a higienizagao do dedo. B) Gotejamento sobre a lamina.

« |dentificar as laminas.

« Pingar sobre as diferentes gotas de sangue, de modo que nao se mistu-
rem, agua, NaCl 0,9 % e NaCl saturado.
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Figura 7.9 - Gotejamento de NaCl 0,9 %, agua e NaCl saturado com pipetas diferentes.

« Aguardar entre 5 e 10 minutos e cobrir com a laminula.

« Levaralaminaao microscopio, focalizar, observar com os diferentes au-
mentos e anotar os resultados, nao se esquecendo de inserir o 6leo de
imersao antes da lente de maior aumento.

Figura7.10 - A) Hemacias com agua. B) Hemacias com NaCl 0,9 %. C) Hemacias com NaCl saturado em aumento de 400x.
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Pratica: verificando o efeito da diferenca de concentra-

¢ao extracelular de sal de cozinha e agucar em batatas

Objetivo

Por meio de uma pratica simples e sem necessidade de microscopios, ob-
servar o efeito da diferenca de concentracao extracelular de sal de cozinha e
acucar em células vegetais.

Materiais

Duas batatas inglesas;
Sal de cozinha;
Acucar;

Colher;

Faca de plastico;

Guardanapos.

Metodologia

Cortar ao meio as duas batatas, com o auxilio da faca de plastico.

Posicionar trés metades de forma a identifica-las como: ACUCAR, SAL e
CONTROLE.

Com um guardanapo, seque as batatas cortadas.

Em duas das metades, com o auxilio de uma colher, faca um buraco para
retirar o miolo (Figura 7.11 A).

Em uma das metades sem o miolo, adicione uma colher de sal e na outra
metade, uma colher de acucar. A terceira metade devera ficar intacta
(Figura 7.11 B).

Posicione-as conforme a identificacao e aguarde cerca de 30 minutos.
Conforme o tempo passa, pode-se notar a transferéncia de agua através
das membranas (Figura 7.11 C).
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Figura 7.11 - Efeito da concentragao extracelular de sal e aglicar em batata. A) Preparagao das batatas. B) Adigao de
sal e agUcar nas batatas. C) Observagao do efeito osmoético apés 30 minutos.
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Questoes para discussao

1. Alguns animais, como as lesmas, caracdis e minhocas, possuem a pele
composta por apenas uma fina camada de células bastante permeavel
que facilita a troca de gases e, consequentemente, arespiracao; porém,
esses animais sao muito sensiveis a desidratacao. Em vista disso, expli-
que o efeito do excesso de sais no meio em que essas espécies vivem.

2. 0s batimentos cardiacos impulsionam o sangue oxigenado através de
artérias e permitem que ele se distribua por todo o corpo. A pressao alta
arterial pode ocorrer por excesso de liquido no interior dos vasos ou de-
vido a diminuicao no diametro das artérias. Explique por que o consumo
de sal em excesso nao é recomendado para pessoas gue possuem pres-
sao alta.

3. Aponte e identifique na figura abaixo os componentes da membrana
plasmatica, descrevendo como cada componente interfere no transito
de moléculas pela membrana.
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Introducao

O citoesqueleto é constituido porumarede de proteinas que se estende por
todo o citoplasma e auxilia as células a manter ou alterar sua forma, deslocar-se
no espaco, posicionar organelas, controlar o trafego intracelular de vesiculas
e formar estruturas contrateis. Além disso, em conjunto com outras molécu-
las, participa de processos como a divisao celular e a adesao ceélula-célula ou
célula-matriz. Embora por muito tempo se aceitou que essas moléculas eram
exclusivas de células eucarioticas, hoje sabemos que procariotos também pos-
suem citoesqueleto, formado por proteinas analogas aguelas encontradas em
eucariotos, com funcodes similares. Para efetuar sua funcao, algumas moléculas
do citoesqueleto dependem de proteinas acessorias, tais como 0s motores mo-
leculares dinamina e cinesina, associados ao citoesqueleto de microtubulos, e
miosina, associada ao citoesqueleto de actina.

O citoesqueleto pode ser dividido em trés componentes principais:

« Microtubulos: formados por uma
sequéncia circular fechada de treze
tubulinas que nascem do centros-
somo e podem se estender por toda
acélula. Os microtubulos sao obser-
vados exercendo funcao no trans-
porte intracelular, organizacao da
divisao celular e estao presentes,
inclusive, em flagelos e cilios de cé-
lulas eucaridticas.

- Filamentos intermediarios: forma-
dos por uma grande familia de pro-
teinas heterogéneas. Sao resisten-
tes ao estiramento e desempenham
um papel estrutural na célula, man-
tendo sua integridade e proporcio-

nando estabilidade mecanica.
Figura 8.1- Componentes do citoesqueleto.

Atividades Praticas em Biologia Celular |63



« Microfilamentos: também conhecidos como filamentos de actina, sao poli-
meros helicoidais de fita dupla da proteina actina. Concentram-se abaixo da
membrana plasmatica controlando aforma celular e auxiliando deslocamen-
tos no espaco. Em células vegetais, a actina tem papel central no trafego in-
tracelular de vesiculas e, em células musculares, organizam-se com outras
moléculas para formar a estrutura contratil conhecida como sarcémero.

Pratica: encontrando organismos de vida livre na agua

Objetivo

Montar umalamina afresco com amostra de agua e observar a movimenta-
cao celular de micro-organismos aquaticos.

Materiais

- Béquer;

« Amostra de agua coletada emlocal de 4gua doce rico em matéria organi-
ca(pocas, lagos, rios);

- Rede de planctons;
« Lamina e laminula para microscopia;
« Pipeta Pasteur;

« Microscopio.

Metodologia
« Coletar, com o auxilio da rede de planctons, a amostra da agua a ser uti-
lizada e reservar em um béquer (Figura 8.2).

- Nasala de praticas, com o auxilio da pipeta Pasteur, gotejar parte do so-
brenadante da amostra em uma lamina(Figura 8.3 A e B).

« Colocaralaminula sobre a gota.

« Observar no microscopio em diferentes aumentos e procurar protozoa-
rios de vida livre, a maioria ciliados e ameboides. Como o material nao €
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corado, recomenda-se melhorar o contraste diminuindo a abertura do
diafragma do microscopio (Figura 8.3 C).

« Discutire desenhar o que se vé e qual arelacao do movimento observado
com o citoesqueleto.

Figura 8.2 - Coleta de amostra com o auxilio da rede de plancton e um béquer.

Figura 8.3 - A) Amostra sendo coletada com a pipeta de Pasteur. B) Amostra sendo preparada na lamina. C)
Fotomicrografia de amostra observada em aumento de 400x.
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Pratica: observando flagelos e mobilidade celular em es-
permatozoides

Objetivo

Montar laminas a fresco com amostra de sémen e observar o flagelo e a
motilidade celular.

Materiais

« Amostra de sémen (para motilidade é importante que seja colhido até 2
horas antes da pratica);

. Agua destilada;

. Alcool absoluto;

« Pipeta Pasteur;

« Corante Giemsa;

« Lamina e laminula para microscopia;

« Microscopio de luz;

« Oleodeimersao.

Metodologia

. LAMINA 1: gotejar sémen sobre uma |&mina de vidro, cobrir com uma
laminula e observar nos aumentos de 40x, 100x, 400x a 1.000x. Como o
material ndo esta corado, a observacao se torna mais facil de diminuir a
abertura do diafragma do microscopio.

. LAMINA 2: com a pipeta de Pasteur, gotejar sémen sobre a lamina e em
sequida, com o auxilio de uma segunda lamina, realizar o esfregaco.
Aguarde até que alamina seque ao ar. A lamina utilizada para o esfregaco
pode ser descartada. E importante esperar secar bem.

- Com outra pipeta, gotejar alcool absoluto sobre a lamina de vidro. Espe-
rar secar ao ar.
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Gotejar o corante Giemsa e
aguardar durante dez minutos.

Sob uma torneira levemente
aberta, lavar a lamina em agua
corrente para tirar 0 excesso
de corante.

Montaralaminacomalaminula.

Levar ao microscoépio, foca-
lizar, observar, desenhar e
identificar as partes do esper-
matozoide com os diferentes
aumentos, nao se esquecendo
deinserir o 6leo de imersao an-
tes da lente de maior aumento
(100x)(Figura 8.4).

Objetivo

Figura 8.4 - Observagcao de espermatozoide corado
através de fotomicrografia em aumento de 1.000x.

Pratica: analisando a organiza¢ao dos microfilamentos na
célula muscular estriada esquelética

Observar em microscopio de luz uma lamina com corte transversal de

Materiais

musculo estriado esquelético. Discutir qual a relacao do que se vé com o
citoesqueleto e desenhar.

- Lamina permanente de corte longitudinal de musculo estriado esquelé-
tico corado com hematoxilina e eosina.

Metodologia

Observar nos aumentos de 40x a 1.000x. Visualizar as bandas claras e
escuras, desenhar e discutir o que se vé.
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Figura 8.5 - Observacao de musculo estriado nos aumentos de 200x e 1.000x respectivamente.

Pratica: visualizando microvilosidades no intestino delga-
do e cilios na traqueia

Objetivo

Observar em microscopia 6ptica microvilosidades e cilios. Discutir qual a
relacao dessas estruturas com o citoesqueleto e desenhar.

Materiais

« Lamina permanente de intestino delgado corado com hematoxilina e eo-
sina;
« Lamina permanente de traqueia corada com hematoxilina e eosina.

Metodologia

« Observaraslaminas sugeridas em microscopia optica, desenhar e discu-
tir o que se vé.
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Figura 8.6 - Especializagcoes de membrana associadas ao citoesqueleto em aumento de 400x. A) Borda em escova
com microvilosidades no epitélio que reveste o intestino delgado. B) Cilios em células de traqueia.

Questoes para discussao

1. Quais funcoes sao desempenhadas pelo citoesqueleto de actina, pelos
microtubulos e pelos filamentos intermediarios nas células animais? Que
diferencas existem nas funcoes dessas moléculas em células vegetais?

2. Entre as especializacoes de membrana plasmatica nas quais o citoesque-
leto exerce fungao essencial estao desmossomos, hemidesmossomos e
juncoes do tipo zonula de adesao. O que diferencia essas especializacoes
e que tipo de molécula do citoesqueleto esta associado a cada uma?

3. Aque se deve adiferencano padrao de movimentacao de cilios e flagelos?

4. No citosol das células musculares estriadas, a distribuicao de moléculas
do citoesqueleto difere, por exemplo, das células epiteliais. Compare a
organizacao e a funcao das moléculas do citoesqueleto nesses dois ti-
pos celulares.
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CAPITULOS
PEROXISSOMOS
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Thiago Roncini Gomes da Costa



Introducao

Muitos estudos biogquimicos conduzidos entre o final do século XIX e meta-
de do século XX tinham como objetivo caracterizar a acao de diversas enzimas,
entre as quais estavam a catalase e a urato oxidase, que até entao acredita-
va-se serem constituintes dos lisossomos. Somente em 1963 foi demonstrado
gue ambas estavam contidas em uma nova organela, diferente dos lisossomos,
a qual nao havia sido descrita até aquele momento. Dois anos depois, em 1965,
De Duve prop6s o nome peroxissomo devido a capacidade que a catalase possui
para degradar o perdxido de hidrogénio.

Hoje sabemos que ha mais de 50 enzimas contidas nos peroxissomos, com
destaque para as ja citadas catalase e urato oxidase, alem daquelas participan-
tes no metabolismo de lipidios, via B-oxidacao, como a D-aminoacido oxidase.
Tais enzimas oxidativas transferem atomos de hidrogénio de diversos substra-
tos (R) para o oxigénio molecular (0,), produzindo assim peroxido de hidrogénio
(H,0,). conforme areagdo RH,+0, > R +H,0..

A enzima catalase, por sua vez, utiliza o perdxido de hidrogénio para oxidar
outros substratos (R’). Essa via é importante nos processos de detoxificacao,
como ocorre com o alcool das bebidas, que é oxidado a acetaldeido numa rea-
cao genericamente chamada de peroxidativa. Em geral, as reacoes peroxidati-
vas podem ser descritas da seguinte maneira: H,0,+ R'H, -> R'+ 2 H,0.

Por fim, sendo o perdxido de hidrogénio um oxidante prejudicial a célula, a
catalase decompoe o excesso que nao foi utilizado nas reagoes peroxidativas
em oxigénio molecular e agua, conforme areagcao 2 H,0, —0,+2H,0.

A morfologia dos peroxissomos é relativamente simples, sendo quase sem-
pre esféricos, com diametro variando entre 0,2 e 1 um. Sao delimitados por uma
unicamembranalipoproteica e amaior parte de suas enzimas esta dispersapelo
lUmen da organela(matriz peroxissomal). Devido a grande concentragao de tais
enzimas na matriz, comumente ocorre a formacao de um nucleo cristaloide, vi-
sivel ao microscoépio eletrénico. Os peroxissomos estao presentes em todas as
células eucaridticas, porém seu numero e forma podem variar de acordo com os
diferentes tipos celulares.
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Apesar de seu papel central no metabolismo celular, geralmente sao poucas
as paginas destinadas ao estudo dos peroxissomos nos livros didaticos atuais.
Tendo em vista a proposta inicial do presente material, sugerimos a sequir al-
gumas abordagens praticas que visam evidenciar a existéncia e funcionalidade
dos peroxissomos.

Pratica: constatando a presenca e a agao da catalase

Objetivo

A enzima catalase € um dos principais componentes dos peroxissomos,
atuando na conversao do perdxido de hidrogénio em produtos inécuos (H,0 e
0,). A pratica a sequir tem por objetivo evidenciar a presenca e agao da catalase
em tecidos bioldgicos, sob diferentes condicoes.

Materiais

« 1pecade figado de boi cru(aproximadamente 50 gramas);

« 1frasco de peroxido de hidrogénio (dgua oxigenada) 10 volumes;
« Suco de um limao fresco;

« Pipeta Pasteur ou conta-gotas;

- Facalisa;

« 4recipientes transparentes;

« 1pincel para quadro branco;

« 1chapaaquecedoraoubéquer com agua e bico de Bunsen, para cozinhar
fracoes do figado.

Metodologia

O figado deve ser inicialmente cortado em quatro porcoes iguais, as quais
serao depositadas uma em cada recipiente. Com a caneta para quadro branco,
identifique os recipientes da seqguinte forma: 1) figado cru; 2) figado cozido; 3)
figado cru + suco de limao; 4)figado cozido + suco de limao. Nos recipientes 2 e
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4, as fracoes de figado utilizadas devem ser previamente cozidas, enquanto nos
recipientes 3 e 4 (presenca de acido), devera ser adicionado um pouco de suco
de limao.

Com a pipeta Pasteur ou conta-gotas, adicione uma quantidade equivalen-
te de agua oxigenada em cada um dos recipientes. Se desejar, apds o acréscimo
da agua oxigenada, os recipientes podem ser vedados com papel filme para ob-
servacao do aumento no volume de gas interno.

Figura 9.1 - Pratica com
figado bovino. A) Materiais
utilizados. B) Preparacao do
experimento. C) Adicao do
suco de limao para alteragao
no pH do meio. D) Aplicagao
do peroxido com auxilio de
pipeta Pasteur. E) Resultado
do figado cru. F) Resultado
do figado cru com suco
de limao. G) Resultado do
figado cozido. H) Resultado
do figado cozido com suco
de limao.
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Pratica: relacionando peroxissomos, catalase e ferimentos

Objetivo

A utilizacao de agua oxigenada em farmacias, postos de saude e hospitais
para assepsia de ferimentos é uma pratica bastante comum ainda nos dias de
hoje. O experimento a sequir tem por objetivo simular um ferimento e, por meio
da utilizacao da 4gua oxigenada, fornecer evidéncias experimentais que fomen-
tem a discussao arespeito do papel da catalase, dos peroxissomos e dos meca-
nismos pelos quais a degradagao do H,0, promove a assepsia de feridas.

Materiais

« Tmicrolanceta estéril descartavel ou agulha de seringa descartavel;

11amina de vidro para microscopia;

1 gota de peroxido de hidrogénio (Agua oxigenada) 10 volumes;

1 pipeta Pasteur ou conta-gotas;

Algodao;
Alcool 70 %.

Metodologia

Sera necessario um voluntario para a pratica, o qual fornecera algumas go-
tas de sangue para o experimento. O sangue sera obtido por meio de um pequeno
furo feito em um dos dedos, previamente limpo com algodao embebido em alcool
70 %. 0 furo deve ser realizado com o auxilio de uma microlanceta estéril. Na au-
séncia de microlancetas, poderao ser utilizadas aqgulhas de seringas descarta-
veis, desde que sejam novas e estejam lacradas na embalagem antes do uso.

Uma gota de sangue deve ser depositada sobre a lamina de microscopia
onde, posteriormente, uma gota de agua oxigenada sera adicionada ao sangue.
O resultado deve ser observado e comparado aguele normalmente visto em si-
tuacoes de ferimentos reais.
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Figura 9.2 - Pratica com sangue.
A) Materiais utilizados. B)
Higienizagao local para coleta
de sangue. C) Dedo indicador
sendo levemente perfurado
para obtencdo do sangue. D)
Disposicao do sangue em lamina
de microscopia. E) Uma Unica e
pequena gota é suficiente para
o experimento. F) Aplicagao do
peroxido de hidrogénio sobre a
gota de sangue. G) Resultado do
experimento.

Questoes para discussao

1. Como é produzido o peroxido de hidrogénio endégeno(natural da célula)?

2. De qual forma o peroxido de hidrogénio pode ser toxico para as células?
Quais sao os efeitos do seu acumulo no organismo?
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3. Uma vez que o perdxido de hidrogénio € toxico para as células, porém
produzido naturalmente por elas proprias, qual foi a solucao evolutiva
encontrada para esse problema?

4. Qual a importancia da compartimentalizacao das reacOes quimicas pro-
movidas pelas peroxidases?

5. Qual o padrao de localizacao dos peroxissomos no interior da célula e
qual a substancia precipitada na pratica 3 nos fornece essa evidéncia?

6. Qual aimportancia dos peroxissomos no metabolismo celular?

7. Por que se utiliza dgua oxigenada na assepsia de ferimentos?
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MATRIZ EXTRACELULAR
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Introducao

Tecidos bioldgicos sao constituidos por células e por moléculas diversas
situadas no ambiente extracelular. Ao conjunto de moléculas que se encontram
fora das células nos tecidos bioldgicos da-se o nome de matriz extracelular. O
organismo animal é constituido por 6rgaos nos quais € comum estarem presen-
tes quatro tecidos fundamentais, o epitelial, conjuntivo, muscular e nervoso,
onde em cada um deles a relacao entre o volume ocupado pelas células e pela
matriz pode variar enormemente.

Os papéis que desempenham as moléculas da matriz variam muito pouco
nos diferentes tipos de tecidos fundamentais. De modo geral, essas moléculas
sao sintetizadas e exportadas por células e possuem funcoes associadas a hi-
dratacao do meio extracelular, a adesao, a migracao celular, a diferenciacao ce-
lular, ao armazenamento de substancias diversas e a barreira contra infeccoes.

Entre os constituintes da matriz extracelular podemos citar as proteinas
fibrosas e as moléculas altamente hidrofilicas que constituem a substancia
fundamental amorfa, uma malha molecular hidratada com moléculas que de-
sempenham funcoes variadas e preenchem o0s espacos entre as células e as
proteinas fibrosas. Diversos tipos de colagenos, além de fibras elasticas, aci-
do hialurénico, agua, proteoglicanas, glicoproteinas, fatores de crescimento e
outras substancias, podem variar na constituicao da matriz dos diferentes te-
cidos. Os ossos, por exemplo, constituem uma variedade de tecido conjuntivo
de funcao estrutural cuja matriz inorganica é rigida em funcao da deposicao de
cristais de hidroxiapatita, que representam cerca de 99 % do depdsito de calcio
e 80 % do depdsito de fosforo do corpo humano.

Pratica: examinando a organiza¢cao da matriz extracelular

Objetivo

Observar e descrever as diferencas na organizacao da matriz extracelular
da pele, do cordao umbilical e da cartilagem da orelha.
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Materiais

« Lamina permanente de pele corada com tricromico de Mallory;
- Lamina permanente de orelha corada com orceina;

« Lamina permanente de cordao umbilical corado com hematoxilina e eo-
sina.

Obs.: os corantes utilizados nessas preparacoes histoldgicas podem ser
distintos para a realizacao desta pratica sem prejuizo das conclusdes sobre a
mesma.

Metodologia

e Observar aslaminas nos aumentos de 40x, 100x e 400x.

- l|dentificar as fibras da matriz extracelular no tecido conjuntivo nao mo-
delado daderme(laminade pele), no tecido cartilaginoso elastico da ore-
Iha e no tecido conjuntivo frouxo do cordao umbilical.

A B C

Figura10.1- Observacgao de matriz extracelular na derme (A), orelha (B) e cordao umbilical (C) em aumento de 400x.

Questoes para discussao

1. De acordo com o observado na pratica, descreva a organizacao das pro-
teinas fibrosas da matriz extracelular nos 3 tecidos observados.

2.0 que sao as cavidades encontradas no meio da matriz na cartilagem da
orelha?
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3. Comparando as laminas da derme e do cordao umbilical, qual dos tecidos
possui maior relacao entre o volume ocupado pelas fibras e pelas célu-
las?

4. De que modo a matriz extracelular se relaciona com a migracao das célu-
las e com o processo de defesa dos organismos multicelulares?
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CAPITULO T
COMUNICACAO CELULAR

José Eduardo Baroneza

Victor Costa da Silva



Introducao

A comunicacao celular € um processo complexo que envolve o transito de
sinais quimicos entre as células, a interpretacao desses sinais e a geracao de
respostas adequadas. Dependendo da natureza do sinal, as células possuem
moléculas receptoras que podem estar no citosol ou em membranas. Sinais hi-
drofdbicos, tais como os hormonios esterois e gases, podem passar pela mem-
brana plasmatica e atuar em receptores intracelulares. Sinais hidrofilicos, en-
tretanto, nao atravessam a membrana plasmatica com facilidade e necessitam
de receptores de membrana. Uma vez associado ao sinal, o receptor se altera
de modo a induzir a uma resposta celular, na maioria das vezes indiretamente,
por meio de sequndos mensageiros e proteinas efetoras.

As respostas celulares podem ser diversas, tais como a alteracao na forma
celular, que envolve a mobilizacao do citoesqueleto, a ativacao de uma enzima
silenciada ou a transcricao de um gene-alvo. Entre as vias de comunicacao ce-
lular mais estudas e utilizadas pelas células estao as dependentes de recep-
tores associados as proteinas G, as dependentes de receptores associados a
tirosina-cinase, a do 6xido nitrico e aquelas que agem via protedlise regulada
de requladores génicos latentes. Neste capitulo, propomos alguns jogos para
facilitar o entendimento do processo de comunicacao celular.

Pratica: jogando cartas e aprendendo comunicac¢ao celular

Jogo A

Consiste em um jogo de cartas com perguntas e respostas. Cada carta
apresentauma pergunta textualizada e trés alternativas de possiveis respostas,
sendo apenas uma delas correta, podendo ser realizado de duas formas:

- Sem tabuleiro: o primeiro jogador, escolhido anteriormente, retira uma
carta do monte e |é a pergunta, assim como as alternativas, para o jo-
gador a sua direita. Caso o jogador responda corretamente, ele ganha
a carta como forma de manter uma contagem de pontos da partida. Se
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0 jogador errar a pergunta, a carta volta para o final do monte. A sequir,
0 jogador que respondeu a pergunta retoma o jogo retirando a proxima
carta. Depois de passado o tempo previamente determinado, ou que as
cartas tenham terminado, 0 jogo acaba e o jogador que tiver em sua pos-
se 0 maior numero de cartas vence 0 jogo.

- Com tabuleiro: as regras sao essencialmente as mesmas do jogo sem
tabuleiro. A diferenca reside na recompensa ou puni¢gao caso o jogador
acerte ou erre a pergunta que Ihe foi feita. A recompensa confere ao jo-
gador o direito de avancar pelo tabuleiro tantos “espacos” quantos forem
determinados anteriormente. A punicao impede o avanco do jogador,
que deve retroceder espacos, igualmente determinados anteriormente.
O jogo acaba assim que algum dos jogadores chegue ao final do tabulei-
ro. O tabuleiro pode ser montado de acordo com a criatividade da prépria
turma. As cartas podem ser formuladas pelos alunos com a supervisao
do professor.

Exemplos de cartas

r N\ A
Segundo mensageiro relacionado Mensageiro relacionado a diminui-
a via das tirosino-cinases: cao da pressao arterial:
a) IP3 a) Oxido nitrico
b) Adenilil ciclase b) Acetilcolina
c) MAPKK c) FGF
\ J y,
Jogo B

Consiste em um baralho formado por cartas que somam quatro vezes o
numero de jogadores mais uma carta “coringa”’. Por exemplo, se for jogado por
quatro pessoas, o baralho devera conter um total de dezessete cartas (4 x 4{jo-
gadores} +1), onde cada bloco de 4 cartas deve estar associado a um tema.
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Como jogar (tendo como exemplo uma partida com quatro jogadores)
Exemplo de temas:

1. Sinalizacao sinaptica

2. Sinalizacao endocrina

3. Sinalizacao paracrina

4. Sinalizacao por contato

Depois de verificar a quantidade correta de cartas para a partida (nes-
te caso, dezessete cartas) e elaborar quatro cartas de cada tema, elas devem
ser embaralhadas. A sequir, os jogadores devem se sentar em um circulo e trés
deles receberao quatro cartas, enquanto um deles recebera cinco, todas elas
aleatoriamente escolhidas. Cada jogador deve posicionar as cartas em cima da
mesa de forma que somente ele consiga |Ié-las.

O jogador que tiver cinco cartas comeca a partida. Ele deve escolher uma
de suas cartas e passa-la para o jogador que estiver a suadireita, que deve olhar
a carta e escolherumadas suas para passar, também, ao jogador a sua direita. A
carta“coringa’ nao pode ser passada adiante namesma rodada que foi recebida,
0 jogador deve escolher outra carta para passar e segurar 0 “‘coringa” por uma
rodada inteira.

O objetivo do jogo é ter em maos apenas as quatro cartas que se relacio-
nam entre si, sendo uma delas uma imagem representativa do conjunto e as
outras trés sendo caracteristicas especificas do conjunto. Ao reunir as respec-
tivas quatro cartas, o jogador deve soltar as cartas na mesa viradas para baixo.
Os demais jogadores, ao perceberem que ele reuniu e soltou as cartas na mesa,
devem fazer o mesmo, independente de terem juntado um conjunto completo
ou nao. O ultimo jogador que deixar cair suas cartas na mesa perde a partida e
sofre a punicao previamente determinada pelo grupo.

Para uma melhor compreensao das regras da partida, esse jogo pode ser
relacionado com o tradicional jogo de cartas denominado Dorminhoco. As car-
tas podem ser elaboradas pelos alunos com a supervisao do professor.
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(
Sinalizagao Sinaptica

~\

Funciono por li-

beracao de neu- Produzo sinais Sou aforma

rotransmissor elétricos que sao mais rapida

que se difunde convertidos, na de comuni-

através das fen- fenda sinaptica, cacao adis-
em sinais quimicos tancia

das sinapticas

Questoes para discussao
1. O que sao as formas de comunicacao por contato paracrina, endocrina e
sinaptica e quais vantagens e desvantagens estao associadas a elas?

2. Qual o conceito de moléculas agonistas e antagonistas, utilizadas nor-
malmente na constituicao de farmacos, e de que maneira o emprego
dessas moléculas interfere no processo de comunicacao celular?

3. De que maneira a presenca de patdégenos no interior dos tecidos corpo-
rais induz a uma resposta de células do sistema imunoldgico?
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CAPITULO 12
DIFERENCIACAO CELULAR

Shirlei Octacilio da Silva

Livia Maria Rosatto Moda



Introducao

Todas as células de nosso corpo, de todas as classes de organismos multi-
celulares, incluindo as plantas, iniciam seu desenvolvimento a partir de uma ou
poucas células com um padrao basico, ou seja, sem caracteristicas - morfologia
e funcoes - especificas de um tipo celular especializado. O caminho percorrido
por essas celulas desde o padrao basico até chegar ao estado mais especializa-
do, que é um caminho longo, lento e arduo, pelo qual as células das varias gera-
coes passam, é chamado diferenciacdo celular.

Nos organismos multicelulares com reproducao sexuada ou com fase se-
xuada, a primeira célula é resultado da juncao do gameta masculino com o femi-
nino. Essa célula unica da origem aos mais diversos tipos celulares, com morfo-
logias e funcoes muito especificas.

Antes de mais nada, uma célula sozinha nao consequiria formar todos os ti-
pos de células que o adulto possui. Entao ocorrem, ao longo do desenvolvimen-
to, milhares de divisoes celulares - as mitoses, qgue aumentam enormemente
o0 numero de células. Enquanto novas geracoes de células sao formadas, estas
células vao se tornando cada vez mais diferentes de suas irmas, formando po-
pulacoes de células com potencial diferente para formar um ou outro tipo celu-
lar adulto.

Inicialmente, € importante conhecer o conceito de plasticidade. As células
menos diferenciadas sao aguelas com potencialidade para formar qualquer tipo
celular do adulto, incluindo, nos mamiferos, as células extraembrionarias (como
da placenta), as quais sao designadas como totipotentes. As células que formam
0 embridao em si sao capazes de formar células de qualquer uma das 3 camadas
germinativas, as quais sao designadas como pluripotentes. Conforme estas célu-
las vao se tornando, a cada geracao, mais envolvidas com um determinado desti-
no(por exemplo, tornando-se comprometidas com ectoderme ou mesoderme ou
endoderme), elas tém uma potencialidade um pouco menor, uma vez que sequi-
ram um caminho mais especifico e formarao somente ceélulas daquele caminho
(por exemplo, se uma célula se comprometeu com o destino de mesoderme, ela
somente ira formar células de origem mesodérmica: musculo, células do tecido

Atividades Praticas em Biologia Celular | 88



conjuntivo etc.). Estas células sao designadas como multipotentes. Assim, a po-
tencialidade de uma célula depende de sua plasticidade, que é sua capacidade
de se diferenciar em varios, alguns ou somente um tipo celular. Como podemos
observar, a diferenciacao celular é inversamente proporcional a plasticidade, ou
seja, quanto mais diferenciada uma célula esta, menor numero de tipos celulares
uma célula pode produzir. Essa ideia esta esquematizada na figura 12.1.

Figura 12.1 - Representagao esquematica demonstrando a relagao inversa entre diferenciagao e plasticidade
celular. As setas coloridas mostram que a diregao da diferenciagao e da potencialidade sao opostas. As setas pretas
representam as duas caracteristicas das células-tronco: 1. autorrenovacgao e 2. potencial de diferenciagao.

Dentro deste contexto, &€ importante mencionar e definir célula-tronco.
Esse tipo de célula é importante em varias areas de pesquisa, uma vez que vem
permitindo a descoberta dos mecanismos de diferenciacao celular e, além dis-
so, vem sendo testado e utilizado para a cura de doencgas degenerativas. As
chamadas células-tronco ainda nao sao especializadas e apresentam duas pro-
priedades peculiares: a autorrenovacgd@o, que é a capacidade de gerar outras cé-
lulas-tronco, e o potencial de diferenciacdo, que € a capacidade de gerar células
especializadas de diferentes tecidos, quando submetidas a condi¢coes favora-
veis a sua diferenciacao.
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Como ja mencionado, as células vao se tornando cada vez mais especializa-
das ao longo das geracoes, conforme vao se dividindo. Essa especializacao é re-
sultado da expressao de genes especificos de cada fase em que a célula se encon-
tra. Assim, no zigoto (a primeira célula formada a partir da fusao do ovdcito com o
espermatozoide), genes de inicio de desenvolvimento estdo ligados e genes espe-
cificos de tipos celulares estao desligados. Com o passar do tempo e 0 andar do
desenvolvimento, genes cada vez mais especificos vao sendo ligados. Dessa for-
ma, a sinalizacao e a comunicacao entre células sao extremamente importantes e
cada populacao celular vai seguindo seu caminho até formar um tecido no adulto.

A diferenciacao celular, no entanto, nao esta restrita ao embriao e feto; ela
existe também no organismo adulto. Pode-se citar como exemplo a diferencia-
cao das células do sistema hematopoiético, originarias na medula 6ssea e que
vao sendo produzidas conforme as necessidades do corpo. Qutros exemplos
que podem ser citados sao a diferenciacao dos gametas masculino e feminino
através da gametogénese.

A diferenciacao do gameta feminino - o ovocito - € acompanhada pelo de-
senvolvimento de células acessorias presentes no ovario, que, além de nutri-
rem 0s ovocitos, participam ativamente de sua diferenciacao: as células foli-
culares. O conjunto ovocito mais as células foliculares formam o foliculo, que
apresenta varias fases de desenvolvimento. Esse processo de maturacao é
chamado de foliculogénese.

Durante o desenvolvimento fetal, as células sexuais primordiais - ovogo-
nias - se proliferam e crescem, formando os ovocitos primarios. Logo que se
formam, esses ovocitos sao circundados por células do estroma ovariano, que
formam uma camada unica de células epiteliais achatadas - as células folicula-
res. Quando essa camada unica de células achatadas envolve o ovocito, o foli-
culo é chamado de foliculo primordial. As mulheres ja nascem com esse tipo de
foliculo, que ja completam todo o aporte de foliculos durante suas vidas, nao
havendo mais producao apds o nascimento.

Na puberdade, o ovocito primario cresce e, durante esse momento, as ce-
lulas foliculares tornam-se cuboides e depois colunares, formando o foliculo pri-
mario. Em resposta aos hormonios sexuais secundarios, alguns foliculos prima-
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rios iniciam sua maturacao por més, no chamado ciclo menstrual, que prepara a
mulher para a fertilizacao e gestacao. Durante a maturacao, as células folicula-
res ao redor de um ovocito se proliferam, formando o foliculo em crescimento.
Essas células se reorganizam, formando uma cavidade chamada antro, e iniciam
a producao de fluido, que preenche essa cavidade. A maturacao do foliculo se-
gue, com o aumento do antro, e o ovocito continua sua maturacao, terminando
ameiose |, que produz um ovocito secundario e um corpusculo polar. Nesse mo-
mento, as células foliculares estao organizadas em uma camada que recobre o
antro e uma camada que envolve 0 ovocito - o cumulus oophorus. Externamente,
estao localizadas as células foliculares produtoras de horménios -atecainterna,
que é revestida externamente por uma capsula fibrosa chamada teca externa.

As principais funcoes das células foliculares durante aovogénese sao, entre
outras: producao de inibidor de maturacao do ovocito, qgue mantém os ovocitos
quiescentes até a puberdade; producao de fluido, que preenche o antro e auxilia
na liberacao do ovocito durante a ovulacao; formacao de uma camada ao redor
do ovécito, liberada no ovocito na ovulacao, formando uma barreira que somen-
te os espermatozoides capacitados romperao durante a fertilizagcao; formacao
de prolongamentos, que se estendem até as microvilosidades dos ovocitos,
onde é realizado o transporte de materiais das células foliculares aos ovadcitos.

Como pode ser observado, as células foliculares passam por uma série de
transformacoes, proliferando, reorganizando-se e produzindo diversos mate-
riais importantes para as diferentes fases do desenvolvimento do ovocito. Es-
sas transformacoes, que ocorrem lenta e progressivamente, sao chamadas em
conjunto de diferenciacdo, que € acompanhada pela ativacao e inativacao de
genes necessarios em cada passo da maturacao do foliculo.

Pratica: observando a diferenciacao celular em foliculos
ovarianos

Objetivo

Observar estagios de diferenciacao das células foliculares durante o ciclo
reprodutivo feminino.
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Material

- Lamina permanente de ovario.

Metodologia

« Focalize alamina com a objetiva de menor aumento (ou 10x) e observe o
corte de ovario. Os foliculos ovarianos encontram-se dispersos por toda
a parte cortical do 6rgao, em varios estagios de desenvolvimento (Figura
12.2).

- Usando a objetiva 10x ou 40x, esquematize os sequintes foliculos ovaria-
nos, dando énfase no padrao de desenvolvimento/proliferacao e diferen-
ciacao das células foliculares:

1. Foliculo primordial, formado pelo ovécito | e pelas células foliculares
achatadas (uma ldmina simples de células-figura 12.3 A).

2. Foliculo primario unilaminar, formado pelo ovdcito | e por uma cama-
da unica de células foliculares cuboides, também chamadas células da
granulosa(Figura 12.3 B).

3. Foliculo primario multilaminar, formado por varias camadas de ceélulas
da granulosa, apresentando zona peltcida(Figura 12.3 C).

4. Foliculo de Graaf e seus componentes: ovdcito Il, zona pelucida, coro-
na radiata, antro folicular, camada granulosa, tecas interna e externa,
cumulus oophorus(Figura 12.3 D).

Figura 12.2 - Corte transversal de ovario de gata
mostrando a regiao cortical e alguns estagios do
desenvolvimento dos foliculos ovarianos (aumento
de 10x).
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Figura12.3 - Cortes transversais de ovario de gata corados com hematoxilina e eosina, enfatizando diferentes etapas
do desenvolvimento dos foliculos ovarianos. A) Foliculo primordial: 1. ovécito primario, 2. tecido conjuntivo do ovario,
3. células foliculares achatadas. B) Foliculo primario unilaminar: 4. células foliculares cuboides. C) Foliculo primario
multilaminar: 5. zona pelucida, 6. células da granulosa. D) Foliculo maduro ou de Graaf: 7. antro folicular, 8. cumulus
oophorus, 9. corona radiata, 10. células das tecas interna e externa (aumento de 40x A-C; aumento de 20x D).

Questoes para discussao

1. Como a foliculogénese esta relacionada com a ovogénese?
2. Qual arelacao entre as células foliculares e o corpo luteo?
3. 0 que caracteriza um célula-tronco e uma célula diferenciada?

4. As células foliculares podem ser consideradas um bom modelo para de-
monstrar a diferenciacao celular? Por qué?
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CAPITULO 13
NUCLEO CELULAR

Allysson Coelho Sampaio

Marianna Picarelli Ribeiro Porto



Introducao

0 termo “nucleo” foi cunhado por Robert Brown (1829-1832), com suas obser-
vacoes emuma variedade de células vegetais, paracomunicar sualocalizacao cen-
tral. Obviamente que essas primeiras observacOes nao descreveram a importan-
cia desse compartimento celular, bem como sua estrutura e seus componentes.

Como estrutura que separa 0s organismos eucariotos dos procariotos, 0
nucleo possui uma dupla membrana, o envelope nuclear ou carioteca, a qual é
contigua com o reticulo endoplasmatico rugoso em muitas células. Esse en-
velope nuclear contém poros formados por um complexo de proteinas impor-
tantes para o controle de entrada e saida de moléculas entre o nucleo e o ci-
toplasma. Internamente, a membrana nuclear esta ligada a varios filamentos
intermediarios, as laminas, que possuem importantes papeéis celulares, como
a organizacao da cromatina. A cromatina, por sua vez, € um complexo formado
por proteinas (histonas e ndo histonas) e o material genético (DNA) em varios
graus de condensacao, refletindo a atividade génica. Assim, a cromatina mais
frouxa(eucromatina)denotaregides de maior atividade génica, enquanto aque-
la mais condensada (heterocromatina) representa regides de menor atividade.

O DNA so foi descoberto no final dos anos 1860 por Friedrich Miescher, o
qual se tornou interessado naquela molécula diferenciada, que era constituida
por um elemento ndo encontrado em outras macromoléculas, o fosforo.

Durante o processo de divisao celular, a cromatina se enovela no grau ma-
Ximo de condensacao, revelando estruturas em forma de bastao denominadas
cromossomos. Um cariotipo humano normal de uma célula somatica € consti-
tuido de 46 cromossomos, sendo 44 cromossomos autossomos e 2 cromosso-
Mos sexuais, sendo estes ultimos XX para as mulheres e XY para os homens.

Para estudar esse importante compartimento celular e/ou seus constituin-
tes, emprega-se desde metodos de pesquisa simples, tradicionais e eficientes
até agueles mais modernos.

Esta atividade sera constituida de duas praticas: a visualizacao da cromati-
na sexual no nucleo de neutrofilos do sangue periférico e a observacao de cro-
mossomos pela montagem de caridtipos humanos.
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Pratica: identificando a cromatina sexual em esfregaco
de sangue periférico

A cromatina sexual, também conhecida como corpusculo de Barr (identifi-
cada em 1949 por Barr e Bertram), corresponde a um dos cromossomos X nas
fémeas de mamiferos, com constituicao cromossémica normal XX, que apare-
ce condensado e geneticamente inativo nos nucleos das células somaticas. A
cromatina sexual € considerada um exemplo de heterocromatina facultativa.

O comportamento diferencial dos cromossomos X foi corretamente inter-
pretado por Mary Lyon que, na década de 1960, prop0s a teoria da inativacao
COmo um mecanismo para compensar a dosagem do produto dos genes locali-
zados no cromossomo X, uma vez que as fémeas possuem dois X e os machos
possuem apenas um unico cromossomo X.

Em mulheres, o material mais usualmente empregado para a visualizagao
da cromatina sexual tem sido as células epiteliais da mucosa oral e 0os neutro-
filos do sangue periférico. Embora o fenédmeno da compensacao de dose seja
comprovado citolégica, genética e bioquimicamente, a frequéncia da cromati-
na sexual em amostras dos dois tipos de células ndo atinge 100 % dos nucleos.

Nas células epiteliais da mucosa bucal, a cromatina sexual pode ser visua-
lizada como um corpusculo ligeiramente ovalado e colado a face interna do en-
velope nuclear.

Na extensao hematolégica (esfregaco de sangue), a cromatina é visualiza-
da mais facilmente nos neutrofilos polimorfonucleares sob a forma de um cor-
pusculo arredondado, presa aum doslobos do nucleo por um pedunculo, sendo
denominada baqueta.

Objetivo

Preparacao de material, observacao e identificacao de cromatina sexual
em neutrofilos polimorfonucleares.
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Materiais

2 laminas histoldgicas;
Algodao;

Alcool 70 %;

Lanceta descartavel;
Papel filtro;

Corante Panotico 1,2 e 3.

Metodologia de preparo de esfregaco de sangue periférico

Antes de iniciar os procedimentos, lave as maos com agua e sabao e de-
sinfete com alcool 70 %.

Com alanceta descartavel, perfure a lateral do quarto dedo (anelar).

Pingue uma gota de sangue na extremidade de umalamina e, com o auxi-
lio de uma segunda lamina, realize a extensao (esfregaco), de modo que
se obtenha uma camada fina de células.

Secar o material ao ar.
Coloracao:

1. Solugao Panotico ne 1(solucdo de triarilmetano a 0,1 %), por 10 segun-
dos.

Escorrer durante 5 sequndos.

Solucao Pandtico n¢ 2 (solugdo de xantenos a 0,1 %), por 10 segundos.

2.

3.

4. Escorrer durante b sequndos.

5. Solugao Pandtico n® 3 (solucdo de tiazinas a 0,1 %), por 20 segundos.
6. Escorrer durante b segundos.

7. Lavar em um pequeno filete de agua corrente.

Secar alaminaao ar.

Observar e identificar em um neutrofilo a cromatina sexual na objetiva de
100x.
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Pratica: identificando os cromossomos e montando o ca-

[ 4 (]

riétipo (idiograma)

Objetivo

Montagem de caridtipo humano e confirmacao diagndstica de alteracoes
cromossOmicas.

Instrugoes gerais

Para executar esta pratica, vocé devera imprimir os cariotipos a sequir,
bem como a folha que possui marcas de orientagdo para montar o cariotipo (ga-
barito).

Siga as instrucoes de 1a 12 para identificar os cromossomos. Em alguns
casos, vocé tera de medi-los com arégua milimetrada, para auxiliar aidentifica-
cao, pois eles devem ser dispostos em ordem decrescente de tamanho. Recor-
te 0S CromossSomos com a tesoura e organize-os sobre o gabarito. E preferivel
cola-los apenas no final, para evitar enganos.

Ao recortar os cromossomos da folha de desenhos, deixe uma pequena
margem dos lados, como foi sugerido para o cromossomo 1.

Cole cada cromossomo recortado no local correspondente ao seu numero
na folha do cariotipo, fazendo o centrémero coincidir com a linha tracejada. A
titulo de exemplo, um dos homologos do par de cromossémico 1ja foi aplicado
no gabarito. Oriente cada cromossomo com o bragco mais longo para baixo da
linha tracejada.

Materiais

« Tesoura;
« Cola;

« Régua milimetrada.
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Metodologia

« Cada uma das figuras representa um desenho esquematico (idiograma)
de um campo microscopico visual de um nucleo de leucdcito lisado pro-
veniente de diferentes pacientes. Siga o roteiro abaixo para diagnosticar,
através do cariotipo, cada um desses pacientes.

Obs.: o roteiro abaixo é para um cariotipo de um individuo normal do sexo
masculino. Caso seu paciente seja do sexo feminino, ignore o item referente ao
cromossomo Y.

1. Leia atentamente as instrucoes gerais da pratica.
2. Conte o numero de cromossomos no campo visual.

3. Localize ostrés pares cromossémicos de maior tamanho, que constituem
0 grupo A. Os cromossomos dos pares 1e 3 sao do tipo metacéntricos e
os do par 2 sao submetacéntricos. O braco longo do cromossomo 1 possui
uma grande faixa clara, assim como o braco curto do cromossomo 3.

4. Dos cromossomos restantes, identifigue dois pares de maior tamanho,
que constituem o grupo B. Utilize uma régua milimetrada para comparar
0 tamanho dos cromossomos. Esses cromossomos sao grandes, sub-
metacéntricos e pouco menores que o cromossomo 3. 0 que tem uma
grande faixa clara no braco longo € o cromossomo b.

b. Localize agora os pares de cromossomos 21e 22, que constituem o gru-
po G. Sao os menores do conjunto e tipo acrocéntrico. O cromossomo
que apresenta faixa negra mais larga é o 21.

6. Procure os pares de cromossomos 19 e 20, que constituem o grupo F.
Eles sdo um pouco maiores que 0os do grupo G e submetacéntricos. A di-
ferenca de tamanho entre os dois bracos € bem discreta. Utilize a régua
milimetrada para identificar cada bragco. O cromossomo 19 apresenta
uma faixa negra no braco longo préoximo ao centrémero. O cromossomo
20 tem duas faixas negras mais estreitas no braco longo.

7. Localize os pares cromossomicos 13, 14 e 15, que constituem o grupo D.
Eles sao do grupo acrocéntrico. O que apresenta faixas negras mais lar-
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10.

11.

12.

13.

gas é o cromossomo 13. O que nao apresenta antenas no braco curto € o
cromossomo 15.

ldentifigue os pares de cromossomos 6 e 7, os primeiros do grupo C. Eles
Sao 0S maiores entre 0s cromossomos que restaram e sao do tipo sub-
metacéntrico. 0 menor dos dois apresenta uma faixa negra mais larga no
braco longo, correspondente ao cromossomo 7.

Dos cromossomos restantes, descubra agora os trés pares de menor ta-
manho, de tipo submetacéntrico. Sao os cromossomos 16, 17 e 18, que
constituem o grupo E. O cromossomo 18 é facilmente identificavel por
apresentar uma faixa escura na extremidade do braco menor. O cromos-
somo 17 possui apenas uma faixa negra no meio do braco menor.

Selecione o menor dos cromossomos restantes. Trata-se do cromosso-
mo sexual Y. Aléem de nao apresentar homaélogo, ele possui uma faixa ne-
gra bem larga no braco maior.

Dos onze cromossomos restantes, identifique o cromossomo sexual X.
Ele apresenta somente 5 faixas negras no bragco maior, sendo uma bem
proxima ao centrémero.

Selecione, entre os cromossomos restantes, o par que possui uma faixa
grande e uma faixa mais estreitano braco curto: € o cromossomo 9. Pro-
cure agora 0 par que apresenta apenas uma faixa negra larga no braco
menor: trata-se do cromossomo 12.

Faltam apenas trés pares de cromossomos para identificar. O que nao
apresenta faixa negra préoxima ao centromero é o cromossomo 8. Dos
dois pares restantes, o que possui faixas negras mais largas no braco
maior &€ o cromossomo 10.
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Questoes para discussao referentes a pratica sobre cariotipo

1. Qual o diagnodstico citogenético do paciente?
2. Qual o diagnostico clinico do paciente?

3. Quais os principais mecanismos envolvidos com a ocorréncia da altera-
cao cromossOmica encontrada em seu cariotipo?
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CAPITULO 14
CICLO CELULAR

José Eduardo Baroneza
Victor Costa da Silva
Katheleen Kravicz

Amanda Ribeiro Bosch



Introducao

O ciclo celular compreende o conjunto de etapas pelas quais as células
passam ao longo de sua vida. Assim como o ciclo de vida de um ser comple-
X0 como 0 homem, que nasce, trabalha, reproduz e morre, a célula também &
finita e passa por diferentes momentos, entre os quais ha fases onde trabalha
e outras onde duplica seu DNA, o divide entre dois nucleos filhos e, por fim, por
meio de um movimento de membrana orquestrado pelo citoesqueleto de acti-
na, a célula se divide em duas células filhas. O controle do ciclo celular depende
de proteinas CDKs e ciclinas que atuam em conjunto nos diferentes pontos de
checagem do ciclo.

Dependendo da forma como o material genético foi dividido ao longo desse
processo, as celulas filhas podem possuiramesma quantidade de DNA da célula
mae - divisao mitotica, ou metade da quantidade de DNA da célula mae - divisao
meiotica.

A figura 14.1ilustra as fases S e M do ciclo celular, onde o DNA é duplicado e
posteriormente dividido em células filhas, respectivamente.

Figura 14.1 - Fases S e M do ciclo celular. Em S ocorre a sintese de DNA, cuja consequéncia é a duplicagao dos
cromossomos; e em M ocorrem a segregacao dos cromossomos e a divisao celular.

O ciclo celular das células eucarioticas e dividido em duas grandes fases:
intérfase e fase M. A intérfase é a fase de maior duracao e onde ocorre o maior
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volume de trabalho celular. E subdividida em G1, S e G2. Na subfase S, ocorre a
sintese de DNA, enquantoem G1e G2 acélulatemintensa atividade de sintese de
macromoléculas. G1e G2, doinglés Gaple GapZ, sao intervalos nos quais a célu-
la cresce devido a sintese de incorporacao de novas membranas e moléculas ci-
tosolicas. E é quando ocorre com maior intensidade a sintese de moléculas para
secrecao e quando os mecanismos de comunicacao celular estao mais ativos.

A fase M envolve amitose, onde o nucleo celular se desfaz e posteriormente
se remonta em torno de dois conjuntos de cromossomos segregados. E € quan-
do ocorre a citocinese, que resulta na divisao celular. Segue abaixo um resumo
das fases da mitose:

« Proéfase: o envelope nuclear se fragmenta e acromatinacondensa-se em
cromossomos bem-definidos. Os centrossomas afastam-se para polos
opostos, formando o fuso mitético.

- Metafase: os cromossomos estao em sua condensacao maxima e loca-
lizam-se no plano equatorial da célula, formando a placa equatorial. As
cromatides irmas de cada cromossomo se orientam para polos opostos
do fuso.

« Anafase: separacao das cromatides irmas pelainteracao dos centrome-
ros com os microtubulos dos centrossomas. Agora dois conjuntos idén-
ticos de cromossomos encontram-se em polos opostos da célula.

- Teldfase: o envelope nuclear volta a se formar em torno de cada nucleo
filho, os cromossomos descondensam-se preparando para aintérfase, o
nucléolo é reconstituido e a célula entra na fase de citocinese.

Pratica: identificando as fases do ciclo celular em raiz de
cebola

Objetivo

|ldentificar as fases do ciclo celular em laminas permanentes de raiz de ce-
bola coradas com reacao de Feulgem + Fast Green.
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Materiais

- Lamina permanente de raiz de cebola corada com reacao de Feulgem +
Fast Green.

Metodologia

« Observar a lamina no microscopio, desenhar e identificar as diferentes
fases do ciclo celular (Figura 14.2).

Figura 14.2 - Células em
diferentes fases do ciclo
celular apontadas pela seta
em aumento de 400x.

Pratica: observando as fases da meiose na ovogénese e
na espermatogénese

Objetivo
|ldentificar células germinativas em processo de divisao celular meiotica.

Materiais

- Laminapermanente de corte transversal de testiculo de rato corado com
hematoxilina e eosina;
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- Lamina permanente de corte de ovario de rata corado com hematoxilina
e eosina(observar figura 12.1 do capitulo sobre diferenciagao celular).

Metodologia

« Observaraslaminas no microscopio, desenhar e identificar as diferentes
fases da meiose.

Questoes para discussao

1. Compare as diferentes fases do ciclo celular(G1, S, G2 e M) em relacao a
quantidade de DNA no nucleo celular.

2. Um pesquisador Ihe diz que mutacoes em células de linhagem germinati-
va tendem a ter efeito mais danoso que mutacoes em células somaticas.
Vocé concorda? Justifigue sua resposta.
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CAPITULO 15

PROCESSOS DE SINTESE
NAS CELULAS: TRADUCAO

Shirlei Octacilio da Silva

Rodrigo Anselmo Cazzaniga



Introducao

O funcionamento dos seres vivos, como bactérias, plantas, animais, in-
cluindo nosso corpo, depende da acao de moléculas muito importantes - as
proteinas. Essas moléculas sao muito diversas e com as mais variadas funcoes
dentro e fora das células.

Os hormonios, os receptores de membrana, a actina globular, a miosina, as
histonas, as enzimas da cadeia respiratoria das mitocondrias, da fotossintese dos
cloroplastos, entre milhares de outras, sao exemplos de proteinas. Essas molé-
culas apresentam uma miriade de funcoes, das quais podemos citar algumas:

estrutural: as histonas, as proteinas do citoesqueleto, da matriz extrace-
lular etc.;

« requladora: os horménios, os neurotransmissores, as moléculas de sina-
lizacao celular etc.;

- transportadora: as proteinas que formam os canais iénicos, 0S poros nu-
cleares etc.;

« de defesa: os anticorpos, as citocinas etc.;

enzimatica: a amilase salivar, a ATPase etc.

O importante é que as proteinas podem ter sua producao reqgulada, con-
forme a necessidade (excluindo-se as estruturais, que estdo sempre presen-
tes). Primeiramente, devemos lembrar que as proteinas sdo produzidas a partir
de porcoes do DNA chamadas genes, sendo que cada gene pode produzir uma
ou mais proteinas. Esses genes sao transcritos em RNAs mensageiros (RNAm),
que, apos maduros, sao transportados ao citoplasma, onde formam o codigo
para a producao de proteinas, no processo chamado de traducao. Assim, cada
gene é ligado e desligado conforme a necessidade da producao da sua proteina
correspondente.

Assim, com relacao as acoes e funcoes das proteinas, poderiamos dizer
que elas sao os operarios das células, os que fazem o trabalho pesado. Pode-
mos comparar o DNA com o presidente da empresa(célula), gue envia as ordens
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via os gerentes(RNA), sem sair de sua sala(nucleo), e os RNAs dao as ordens di-
retamente aos operarios na fabrica(citoplasma), os quais vao agir dentro e fora
da empresa.

Esse processo elaborado de formacao de uma molécula baseado no cddigo
de outra molécula completamente diferente é proporcionado por um comple-
xo de RNAs estruturais chamados RNAs ribossémicos e proteinas ribossémicas
que, juntos, formam duas subunidades - a maior e a menor. Essas duas subuni-
dades se mantém separadas no citoplasma e somente sao montadas quando é
encontrado o sitio deiniciacao datraducao na sequéncianucleotidicado RNAm.

Como o RNAm fornece o cddigo para a producao daquela proteina especifi-
ca? Amolécula de RNA é formada por sequéncias de nucleotideos, que sao lidos
de 3 em 3 pelo ribossomo. Cada trinca de nucleotideos do RNAm é chamada
cdédon. Como ja sabemos, as proteinas sao formadas por unidades chamadas
aminoacidos; estes sao carregados por moléculas chamadas RNAs transporta-
dores (RNAt). Estes RNAs também possuem uma sequéncia nucleotidica e, em
uma extremidade de sua estrutura, também existe uma trinca de nucleotideos,
chamada anticddon, que € complementar ao cédon do RNAm.

Figura 15.1 - Representacao esquematica de um RNAt e seu pareamento com o cédon do RNAm.

Entao, guando um ribossomo “‘caminha”sobre a sequénciado RNAm, a cada
codon encontrado, um novo RNAt carregando um aminoacido especifico se liga
ao ribossomo, em um local proprio para os RNAts que chegam ao complexo.
Dessa forma, a sequéncia do RNAm dita a sequéncia de aminoacidos da protei-
na a ser formada.
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O RNAm é lido de 3 em 3 nucleotideos e essa leitura pode ser realizada de
trés formas: comecando no 12 nucleotideo da trinca, no 22 nucleotideo da trinca
e no 32 nucleotideo da trinca. Portanto, existem trés fases de leituras. A mudan-
ca da fase de leitura modifica completamente a proteina, alterando seus ami-
noacidos resultantes, podendo interferir, inclusive, com sua funcao.

Todas as proteinas existentes sao formadas pelos 20 possiveis tipos dife-
rentes de aminoacidos. Os RNAts tém na sua sequéncia uma trinca (anticodon)
complementar as trincas do RNAm (cddon). No RNAm, existem 64 possibilida-
des de trincas (4 bases elevadas a 3, porém somente 61 codons especificam
aminodacidos porque 3 trincas sdo cédons de terminacao). Essa diferenca entre
0 numero de possiveis codons do RNAm e do total de aminoacidos existentes
ocorre tanto porque varios dos aminoacidos possuem mais de um RNAt que os
carregam, quanto porque alguns dos RNAts podem se ligar a mais de um coédon
por complementariedade de bases. Na verdade, as duas primeiras posi¢coes do
anticédon devem se ligar com exatidao ao coédon e pode haver um pareamento
inexato na terceira posicao. A possibilidade da presenca de uma base que nao
pareie corretamente naterceira posicao é uma propriedade chamada de parea-
mento oscilante. Por esse motivo, o codigo genético € dito degenerado. Dessa
forma, é possivel que 20 aminoacidos se adaptem aos 61codons existentes com
apenas 31 tipos diferentes de RNAt.

A mecanica da traducao ocorre da seqguinte forma: o inicio da traducao se
da quando a subunidade menor do ribossomo se liga ao RNAmM. Quando esse
complexo encontra o codon de iniciacao AUG, que determina a insercao de um
aminoacido metionina, a subunidade maior se liga e atraducao seinicia. Portan-
to, toda proteina inicia-se com uma metionina. O ribossomo possui trés sitios
sequenciais, onde ao RNAt se ligam: o sitio aminoacil (A), onde os novos RNAts
carregando aminoacidos se ligam; o sitio peptidil (P), onde o aminoacido se des-
liga do RNAt que o transportou e se liga a cadeia peptidica crescente; e o sitio
Exit (E)(do inglés = saida), de onde o RNAt vazio desliga-se do ribossomo.

O processo de adicao de novos RNAts com seus aminoacidos se da com o
deslocamento do ribossomo sobre o0 RNAm. Conforme o ribossomo muda sua
conformacao, ele se desloca pelas trincas de nucleotideos do RNAm e estas

Atividades Praticas em Biologia Celular | 119



trincas vao passando primeiro pelo sitio A, em sequida pelo P e, finalmente, pelo
E. A cada sitio, uma parte do processo é realizada, sempre nesta ordem: entra-
da do RNAt correto carregado, adicao do novo aminoacido a proteina e libera-
cao do RNAt vazio, respectivamente. Dessa forma, a molécula de RNAm é “lida”
e fornece o codigo para a formacao da proteina correspondente.

O final do processo se da quando o ribossomo alcanca codons de parada da
traducao, que sao complementares ao RNAt carregando uma molécula de agua.
Essa molécula de agua é adicionada ao ultimo aminoacido da cadeia. Assim, a
primeira parte da proteina a se formar € a extremidade N-terminal e a ultima € a
C-terminal.

Pratica: entendendo a traducao nas células

Objetivo

Simular o passo a passo do processo de traducao.

Metodologia

« Recortar as figuras que se encontram no final deste capitulo. Colar o
quadrado pontilhado na subunidade menor do ribossomo, no lugar indi-
cado. Passar a fita de RNAm por baixo do quadrado pontilhado. Colocar
um RNAt com a metionina no sitio P (peptidil) da subunidade menor do
ribossomo e ir caminhando sobre a sequéncia do RNAmM. Quando este es-
tiver sobre o codon de iniciacao do RNAm, colar a subunidade maior do
ribossomo na subunidade menor e colar a parte superior do quadrado
pontilhado na subunidade maior, no lugar indicado.

« Colocarum RNAtcom o anticdédon correspondente no codon presente no
RNAmM no sitio A (aminoacil). A subunidade maior do ribossomo se deslo-
ca e este 12 RNAt passa para o sitio E (exit = saida), enquanto o RNAt com
0 aminoacido no sitio A se desloca para o sitio P; a metionina se desliga
do seu RNAt e se liga no segundo aminoacido. O RNAt, presente no sitio
E, sem aminoacido, libera-se do ribossomo. No sitio A, entra um novo
RNAt de acordo com o codon do RNAm.
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« Maisum deslocamento do ribossomo e o RNAt do sitio A vai para o sitio P
e 0 RNAt do sitio P vai para o sitio E. 0 aminoacido do RNAt no sitio P se
desliga de seu transportador e se liga a cadeia peptidica em crescimen-
to. O RNAt sem o aminoacido vai para o sitio E e se desliga do ribossomo.
Assim, novos RNAts vao chegando, RNAts “vazios” vao deixando o ribos-
SOmMo e a nova proteina vai crescendo.

« Finalizacao da traducao - insira o RNAt com anticédon correspondente
ao codon na ultima posicao da proteina. Esse codon indica a parada da
traducao e o RNAt carrega uma molécula de agua, ao invés de um ami-
noacido. Esse RNAt deve ser colocado no sitio A e, ap6s o deslocamento
do ribossomo pelo RNAm, ele passa para o sitio P, onde a agua € adicio-
nada a cadeia peptidica, que deve ser liberada quando o ultimo RNAt for
para o sitio E apds outro deslocamento do ribossomo.

As figuras abaixo mostram o cédigo genético e os nomes e as abreviacoes
dos aminoéacidos para auxiliar na montagem da proteina que sera traduzida.

Segunda letra

Primeira letra

U C A G ALANINA ALA A
Fen Ser Tir Cis U VALINA VAL v
Fen Ser Tir Cis C _3 =2 E
U ) _ ISOLEUCINA ILE I
Leu Ser Fim Fim A — PRO p
Leu Ser Fim Trp G FENILALANINA PHE F
Leu Pro His Arg U TRIPTOFANO TRP w
C = SERINA SER s
Leu Pro Gln Arg A ®)
®  TREONINA THR T
Leu Pro Gin Arg G ©  CISTEINA cYs c
lle Tre Asn Ser U @  ASPARAGINA ASN N
S
A
e Tre Lis Arg A TIROSINA TYR Y
‘ LISINA LIS K
Met Tre Lis Arg G ARGININA ARG R
Val Ala Asp Gli U HISTIDINA HIS H
Val Ala Asp Gli C AcIDO ASPARTICO ASP B
G Val Ala Glu Gli A ACIDO GLUTAMICO GLU E
_ GLICINA GLI G
Val Ala Glu Gli G

Figura 15.2 - Cédigo genético e nomes dos aminoacidos.
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Questoes para discussao

1. Qual é a sequéncia de aminoacidos de sua proteina?

2. Compare com as sequéncias de seus colegas que usaram outras opcoes.
As proteinas formadas sao iguais?

3. Quando se parte de uma mesma sequéncia de nucleotideos, obtém-se
sempre a mesma proteina? Por qué?

4. A alteracao da sequéncia de uma proteina causa modificacdes das fun-
coes desta? Por qué?

Referéncias
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Figuras a serem impressas e recortadas

15.3 - Subunidade maior 15.4 - Subunidade menor. 15.5 - Sitios do ribossomo.

15.6 - RNAt + aminoacidos.

15.7 - Sequéncias de 3 opgoes de RNAs mensageiros.
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CAPITULO 16
MORTE CELULAR

José Eduardo Baroneza

Cleber Rafael Vieira da Costa



Introducao

As células podem morrer por diversos motivos, entre os quais podemos
citar parasitismo, senescéncia, desequilibrio osmdtico, doencas mitocondriais
ou mesmo pela necessidade de autodestruir-se, como ocorre naturalmente du-
rante a embriogénese. Entre as formas de morte, podemos citar a autolitica, a
apoptotica(programada) e a necroética.

Na morte celular por autdlise, ocorre destruicao dos lisossomos e elimina-
cao de suas enzimas hidroliticas que passam a degradar membranas e macro-
moléculas celulares, como ocorre, por exemplo, na doenca pulmonar causada
porinalacao de po6 de silica, destruindo regides do pulmao. A morte celular pro-
gramada, apoptotica, participa de processos essenciais para a saude do orga-
nismo, como a eliminacao de células defectivas ou de orgaos obsoletos durante
0 desenvolvimento embrionario ou mesmo na vida adulta. Ja a necrose é co-
mum em tecidos inflamados e ocorre devido a substancias toxicas, micro-orga-
nismos ou outras causas.

Para o biologista celular, bem como para o patologista, é essencial conhe-
cer as caracteristicas morfologicas que distinguem as células que porventura
estejam em processo de morte. Células apoptoticas, por exemplo, caracteri-
zam-se por sofrer compactacao, o que inclui o nucleo. A cromatina do nucleo
condensado (picnotico) é partida em pequenos fragmentos regulares e as célu-
las emitem brotamentos celulares semelhantes a pequenas bolhas que se des-
tacam da superficie e sao rapidamente fagocitados por macrofagos ou outras
células. Na necrose, entretanto, as caracteristicas sao bem diferentes. As célu-
las aumentam de volume e se rompem lancando seu conteudo interno no meio
extracelular. Ao comparar tais processos a luz do microscopio optico, pode-se
observar que, na necrose, o citosol celular aumenta sua afinidade com o coran-
te eosina, tornando-se mais roseo.

Outra caracteristica evidente da apoptose é a fragmentacao do DNA. Essa
fragmentacao é realizada com um padrao, onde uma endonuclease € ativada
de maneira a fragmentar o DNA. Tal processo mostra-se como um mecanismo
inato contra neoplasias.
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A apoptose € requlada por uma série de proteinas, que podem coordenar a
morte celular programada positiva ou negativamente. As caspases sao molécu-
las iniciadoras efetoras da apoptose. Essas moléculas sao proteases da familia
das cisteinas que reconhecem e clivam substratos que possuam residuos de as-
partato. Essas moléculas sao ainda capazes de externalizar fosfolipideos espe-
cificos de membrana, os quais sao reconhecidos por macrofagos que realizam
a fagocitose dessas células. As caspases|(3, 6, 7, 8, 9) envolvidas no processo de
apoptose sao sintetizadas como zimogénios que nao possuem atividade, mas
que posteriormente sao clivados para serem ativados.

As caspases ativadas removem aligacao entre as proteinas mdm-2 e pb3. A
proteina mdm-2 mantém a pb3 no citoplasma. Com a separacao dessas protei-
nas pbJ3, desloca-se do citoplasma para o nucleo, ativando a transcricao de ge-
nes pro-apoptoticos. Além das caspases, as proteinas da familia Bcl-2 requlam
aapoptose, seja positivamente, como Bid, Bax e Bak, ouinibindo a morte celular
programada, como Bcl-2. Quando uma célula recebe um estimulo externo para
amorte celular, Bcl-2 impede a permeabilizacao da membrana mitocondrial por
competir com os sitios de ligacao de Bax. Ja a promoc¢ao da apoptose por Bax
ocorre quando esta proteina interage com a membrana mitocondrial.

A apoptose possui duas vias de ativacao: a via extrinseca, quando a sina-
lizacao para apoptose deriva do meio extracelular, e a via intrinseca, quando o
sinal para a morte celular parte do estresse intracelular, como a hipoxia. Na via
extrinseca de ativacao da apoptose, um fator externo pode ligar-se ao receptor
Fas, uma proteinatransmembrana que naface interna da membrana plasmatica
esta ligada a adaptadores na forma de dimeros, os quais estao ligados em uma
extremidade com Fas e na outra com pro-caspase-8. A ligacao externa ao Fas
cliva a ligacao entre o adaptador e a pro-caspase-8, liberando, dessa forma, a
caspase-8, que ativa posteriormente a caspase-3 e, em sequida, a apoptose. A
indisponibilidade de fatores de crescimento, a falta de oxigénio, a liberacao de
oncogenes e 0s danos no DNA podem ocasionar a liberacao de estimulos pré-
-apoptoticos. De tal maneira, o Bax liga-se a membrana externa mitocondrial
ocasionando a liberacao do citocromo C. Quando disponivel no citosol, o cito-
cromo C liga-se ao complexo formado por APAF-1(fator de ativacao de protea-
se associada a apoptose) e pré-caspase-9, liberando a caspase-9 na sua forma
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ativa. Essa caspase ativa no citosol cliva a pro-caspase-3, onde o produto dessa
clivagem é a caspase-3 executora da apoptose.

Pratica: diferenciando morfologicamente processos de
morte celular

Objetivos

Observar células em necrose e apoptose e descrever as diferencas.

Materiais

« Lamina permanente de pulmao tuberculoso;

- Lamina permanente de figado com hepatite viral.

Metodologia

« Observar ostecidos nos aumentos de 40x, 100x, 400x e 1.000x, desenhar
e descrever as diferencas nas areas de necrose e apoptose.

A B C

Figura 16.1 - Aspectos de morte celular. A) Apoptose no figado com hepatite viral, 400x. B) Necrose no pulmao tu-
berculoso, 400x. C) Células em apoptose evidentes apos imunomarcagao de caspase-3 clivada no epididimo, 100x
(cortesia Luiz Roberto Kotze).
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Questoes para discussao

1. Ao observar tecidos com necrose, € comum identificarmos areas com
excesso de substancia extracelular entre as célulasem processo de mor-
te, fato que nao ocorre na apoptose. O que explica essa diferenca?

2. Diferencie os termos morte celular fisiologica e morte celular patoldgica.
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