YUY

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
ALICE BONTEMPI BISPO
ESTAGIO SUPERVISIONADO REALIZADO NO

LABORATORIO DE BIOQUIMICA E BIOFISICA DO
INSTITUTO BUTANTAN - SP

LAVRAS -MG
2023



ALICE BONTEMPI BISPO

ESTAGIO SUPERVISIONADO REALIZADO NO LABORATORIO DE
BIOQUIMICA E BIOFISICA DO INSTITUTO BUTANTAN - SP

Relatério de estdgio obrigatorio
apresentado a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Curso de Medicina Veterinaria, para a
obtencéo do titulo de Bacharel.

Prof. Dr. Christian Hirsch

Orientador

LAVRAS-MG
2023



ALICE BONTEMPI BISPO

ESTAGIO SUPERVISIONADO REALIZADO NO LABORATORIO DE BIOQUIMICA
E BIOFISICA DO INSTITUTO BUTANTAN - SP

SUPERVISED INTERNSHIP PERFORMED IN THE BIOCHEMESTRY AND
BIOPHYSICS LABORATORY IN INSTITUTO BUTANTAN - SP

APROVADA em 28 de novembro de 2023

Dr. Christian Hirsch UFLA
Dra. Erika Aparecida Oliveira UFLA
Dra. Rafaella Silva Andrade UFLA

Relatério de estdgio obrigatorio
apresentado a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Curso de Medicina Veterinaria, para a
obtencéo do titulo de Bacharel.

Prof. Dr. Christian Hirsch
Orientador

LAVRAS-MG
2023



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Elizete e Paulo, por serem, durante toda minha vida e,
principalmente nestes cinco anos, a minha fonte de forca, amor e compreensao, permitindo que
eu tivesse tudo o que precisava para me tornar quem sou hoje. A minha irma Maria Paula, que
sempre foi fonte de apoio, cuidado e risadas, seja a 8.000 ou 400 quildmetros de distancia. A
minha avd, Dona Dita, que ndo pdde me ver formada, mas que nunca deixou de orar por mim
a cada ida a Lavras e que sempre fez questdo de vibrar com as minhas conquistas.

Aos meus animais de estimacdo, Maggie, Nino, Cherrie, Nina, Cueia, Pingo, Renata,
Yasmin e ao eterno Tom, que me mostraram o caminho que deveria seguir, dedicando minha
vida a estuda-los e entendé-los, com todo o amor e carinho do mundo.

Ao0s meus amigos, que se tornaram minha familia, Julia, Pedro, Bruna, Aline, Jalia A.
e Carla, além de todos os outros do NEP. Obrigada por acolherem uma paulista com a simpatia,
alegria e jeito Unico de vocés. Minha vida ndo seria a mesma se néo tivéssemos cruzado nossos
caminhos e divido todas as experiéncias dessa graduacgdo juntos. Em especial a Juju, que se
tornou minha irma e minha “metade” dentro da faculdade e fora dela. Amo vocés.

A Mariana, Julia e Leticia, por serem fonte de risadas, conversas, amor e apoio ao
longo do cursinho e da faculdade. Amo vocés.

A Barbara e a Bia, que me acompanham e torcem por mim mesmo de t&o longe, cada
uma em uma cidade diferente. Amo vocés.

Ao Ncleo de Estudos em Saude Unica, por me mostrar as diversas faces da Medicina
Veterinaria e a importancia de se cuidar da natureza, animais e seres humanos igualmente.

Ao LISASC, pelo acolhimento, aprendizado, paciéncia e risadas. Sem esta
oportunidade eu jamais descobriria meu caminho na graduagéo.

A Universidade Federal de Lavras, por me permitir realizar meu sonho

Ao Laboratdrio de Bioguimica do Instituto Butantan, por ter me proporcionado tanto
aprendizado, experiéncias e amizades ao longo de trés meses. Em especial a Adriana, pela
oportunidade e dedicacéo, e ao Rodrigo, pela paciéncia, parceria e risadas ao longo do dia.

A banca, por ter aceitado participar deste momento tdo importante para minha

graduacéo.



N&o humanizo bicho porque € ofensa. H& que respeitar-
Ihe a natureza; eu é que me animalizo.

- Clarice Lispector



RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo descrever a experiéncia de Estagio Supervisionado
realizado no Laboratorio de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan, localizado na cidade
de Sédo Paulo - SP, com enfoque na rotina laboratorial para pesquisa de enzimas de aracnideos.
Ao longo de trés meses foram realizados diferentes trabalhos com Amblyomma sculptum,
espécie parasita de diferentes mamiferos, especialmente equinos e capivaras parasitando
ocasionalmente humanos. Esta espécie de Ixodideo € responsavel pela transmissdo de Febre
Maculosa, grande problema atual para saude publica, e também de babesiose equina, doenca
amplamente conhecida na Medicina Veterinaria. Esta presente em todo o territorio brasileiro e
pode ser encontrado facilmente no meio ambiente e em diferentes espécies, enquanto completa
seu ciclo de vida trioxeno. A fim de entender melhor a funcdo de enzimas intestinais deste
parasita hemat6fago tdo importante em termos de saude publica, foram realizadas ao longo de
trés meses diferentes atividades de caracterizacdo e descricdo de quitinase, por meio da
disseccéo de oito fémeas ingurgitadas e oito fémeas semi-ingurgitadas, homogeneizacao de seus
intestinos, quantificacdo de proteina das amostras, avaliacdo de atividade enzimatica,
cromatografia e eletroforese, possibilitando a criagcdo de um protocolo para isolamento de sua
quitinase intestinal, para que futuros estudos sejam realizados.

Palavras-chave: Profissionalizacdo; Medicina Veterinaria; Bioquimica; Ensino; Estagio



ABSTRACT

The present work aims to describe the Supervised Internship experience carried out at the
Biochemistry and Biophysics Laboratory of the Butantan Institute, located in the city of S&o
Paulo - SP, focusing on the laboratory routine for research into arachnid enzymes. Over the
course of three months, different works were carried out with Amblyomma sculptum, a parasitic
species of different mammals, especially equines and capybaras, occasionally parasitizing
humans. This species of Ixodid is responsible for the transmission of Spotted Fever, a major
current public health problem, and also of equine babesiosis, a disease widely known in
Veterinary Medicine. It is present throughout the Brazilian territory and can be easily found in
the environment and in different species, while it completes its trioxene life cycle. In order to
better understand the function of intestinal enzymes of this hematophagous parasite, which is
so important in terms of public health, different characterization and description activities of
chitinase were carried out over three months, through the dissection of eight engorged females
and eight semi- engorged, homogenization of their intestines, protein quantification of the
samples, evaluation of enzymatic activity, chromatography and electrophoresis, enabling the
creation of a protocol for the isolation of their intestinal chitinase, allowing future studies to be
carried out .

Key-words: Professionalization; Veterinary Medicine; Biochemistry; Teaching; Internship
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1. INTRODUCAO

O Curso de Bacharelado em Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
conta com dez semestres letivos, nos quais sdo transmitidos conhecimentos praticos e tedricos
no seu decorrer. Ao ingressar no décimo e ultimo semestre, € exigida a atividade PRG-107, que
compde-se de 68 horas de teoria e 408 horas de atividades préticas, contabilizando um total de
476 horas. A carga horéria prética é realizada na forma de estagio supervisionado e a descrigdo
deste em um Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC), que conta como a parte tedrica da
disciplina. A atividade tem como objetivo possibilitar ao aluno o aprofundamento do
conhecimento pratico e tedrico na area de Medicina Veterinaria que desejar seguir ao longo de
sua vida profissional. No caso do presente estagio supervisionado, possibilitou também o
desenvolvimento de raciocinio para pesquisas cientificas.

No formato de relatorio de estagio, este trabalho descreve as atividades desenvolvidas
no Laboratorio de Bioquimica do Instituto Butantan, localizado no bairro Butantd, na cidade de
Sdo Paulo. O laboratério € palco de diferentes pesquisas na area de bioquimica, em sua maioria
envolvendo animais, sejam eles aracnideos, insetos, serpentes ou anfibios e suas diferentes
peconhas, venenos e outros bioprodutos. O estagio foi realizado no periodo de 11 de agosto de
2023 até o dia 27 de outubro do mesmo ano, sob supervisdo da Profa. Dra Adriana Rios Lopes
Rocha e de seu aluno de doutorado, MSc. Rodrigo Valladdo. As atividades e o Trabalho de
Conclusdo de Curso foram orientados pelo Prof. Dr. Christian Hirsch do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

Este trabalho tem como intuito descrever as técnicas utilizadas para isolamento e
caracterizacdo de enzimas de aracnideos, area de pesquisa da Dra. Adriana Rocha, em especial
quitinase de Amblyomma sculptum, conhecidamente localizada no intestino deste parasita de
grande importancia em salde humana e animal, trazendo uma abordagem e um olhar através
do conceito de Satde Unica, por meio de pesquisa cientifica e rotina laboratorial. Cada
atividade citada conta com uma explicacdo de sua importéncia e relevancia no isolamento de
quitinase, além de contar com a descricdo dos materiais necessarios para execugdo. Desta
forma, é possivel compreender a linha de pensamento para cria¢do e execucdo de um protocolo
dentro de um laboratério de pesquisa, além de aprender diversas técnicas envolvidas no estudo

de protein
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2. INSTITUTO BUTANTAN

2.1. Histérico do local

Fundado em 1899 pelo Governo do Estado de S&o Paulo, na antiga Fazenda Butantan,
na Zona Oeste da cidade, o Instituto Butantan foi primeiramente chamado de Instituto
Serumtherapico e tinha como intuito produzir soro antipestoso para combater a peste bubénica
que se alastrava do Porto de Santos para o Brasil. Era inicialmente vinculado ao Instituto
Bacterioldgico (atualmente Instituto Adolfo Lutz), mas em 1901 se tornou independente, com
a coordenacdo do médico sanitarista Vital Brasil, assistente de Adolfo

Lutz na época. Apos realizado o controle da peste no pais, o Instituto, ainda coordenado
por Brasil, seguiu no rumo de pesquisa e producdo de soros e vacinas, partindo para 0 campo
dos animais peconhentos, em especial as serpentes brasileiras, que eram protagonistas de
diversos acidentes na cidade e em todo o pais.

Em 1914 foi fundado o Prédio Central, um edificio espacoso e com capacidade de
comportar diferentes laboratorios, a fim de aumentar o potencial do Instituto (na época, ainda
Serumtherépico) na producao de soros antiofidicos, junto ao serpentério, inaugurado em 1915.
Posteriormente, em 1925, o Instituto foi denominado Instituto Butantan e rapidamente ganhou
reconhecimento nacional e internacional.

Com o passar dos anos, o Instituto aumentou significativamente seu namero de
laboratdrios e pesquisadores, trabalhando em diversas areas da biotecnologia, pesquisa e
desenvolvimento, utilizando produtos bioldgicos de animais, bactérias e fungos. De acordo com
0 Global Vaccine Market Report de 2021, o Instituto € 0 maior produtor de vacinas e soros da
Ameérica Latina e 0 maior produtor de imunobioldgicos do Brasil. Conta com programas de
especializacdo na area de desenvolvimento de processos, biotecnologia e toxinologia, além da
po6s-graduacgdo em toxinologia.

Atualmente, o Predio Central é chamado de Edificio Vital Brasil, e é sede da biblioteca,
com um acervo para consulta, salas de reunido, salas de descanso e computadores com acesso
livre aos funcionarios, estagiarios e pesquisadores. O Instituto agora possui um local de lazer e
conhecimento aberto ao publico, denominado “Parque da Ciéncia”, que comporta 3 museus:
Museu Biologico, Museu de Microbiologia e Museu da Vacina; o Horto Oswaldo Cruz; Espaco

Terra Firme de Exposi¢Oes; Macacario, Serpentario e Reptario; Centro de Memodrias e 0s
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laboratdrios de pesquisa e desenvolvimento, sendo estes ultimos 0s Unicos ndo abertos a
visitacdo do publico. Ambos estdo representados, respectivamente, nas figuras 1 e 2.

O Programa de Estagio Curricular Obrigatério do Instituto Butantan é fornecido pela
Escola Superior do Instituto Butantan (ESIB) e ocorre semestralmente; cada laboratorio com
seus respectivos pesquisadores decide se ha possibilidade de abertura de vagas para orientacao.
O processo seletivo se d& por meio de inscricdo através do site da ESIB, selecionando o
laboratdrio desejado, enviando certificados de atividades extracurriculares, Coeficiente de
Rendimento Académico, historico escolar e posteriormente uma entrevista com 0S

pesquisadores do respectivo laboratorio.

Figura 1 - Frente do Edificio Vital Brasil/Biblioteca

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 2 - Mapa do Parque da Ciéncia
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Fonte: parquedaciencia.butantan.gov.br

2.2. O Laboratdrio de Bioquimica e Biofisica

O Laboratério de Bioguimica e Biofisica, representado pela figura 3, se localiza nas
proximidades do Edificio Vital Brasil, no Instituto Butantan, e desempenha um papel
fundamental em diversas pesquisas. Utilizando uma variedade de espécies animais, 0
laboratdrio investiga venenos, secrecdes, enzimas e outros produtos biologicos. Conta com seis
pesquisadores com diferentes linhas de pesquisa, quatro técnicos de laboratorio e alunos de
mestrado, doutorado e em estagio curricular obrigatério. O laborat6rio possui em sua estrutura
diferentes equipamentos regularmente utilizados na analise de biomoléculas e na rotina, como:
espectrometro de massas; cromatografo (High Performance Liquid Chromatography);
espectrofluorimetro; espectrofotémetro; capela de fluxo laminar, autoclave, centrifugas, banho-
maria, liofilizador, entre outros. O prédio € dividido em quatro laboratorios diferentes, porém,
sem distincdo exata das atividades realizadas em cada um, sendo eles integrados.

No total, foram aceitos no segundo semestre de 2023, seis alunos para estagio curricular

obrigatdrio, que contam cada um com a supervisdo e orientacdo de um dos pesquisadores e de
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um ou mais alunos de pds-graduacéo, que sao responsaveis por ensinar técnicas para estudo e
pesquisa de bioprodutos de diversas espécies animais, atraves de cromatografia, eletroforese,
filtracdo, teste de atividade enzimatica, quantificacdo de proteinas, liofilizagdo entre outros.
Cada pesquisador do laboratério possui uma especialidade, trabalhando com espécies animais
diferentes, como serpentes, escorpides, aranhas, rds e sapos venenosos, mantendo uma tradicdo
do Instituto de se trabalhar na area de toxicologia. S&o estudadas diferentes biomoléculas, tanto

para sua descrigdo e caracteriza¢do quanto para aplicacdo biotecnoldgica.

Figura 3 - Frente do Laboratério de Bioquimica e Biofisica

Fonte: Da autora (2023).
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Tabela 1 - Atividades desenvolvidas durante o periodo de estagio, entre
11/08/2023 e  27/10/2023 e quantidade de vezes realizadas.

Atividades desenvolvidas Quantidade de vezes realizadas
Disseccdo de Amblyomma sculptum 16 (16 animais no total)
Homogeneizacao de intestinos de A. 5 (cada homogeneizagédo contava com 2
sculptum intestinos de 2 animais diferentes)
Cromatografia idnica (HiTrapQ) 6

Cromatografia hidrofébica (HiTrap 6

Butyl)

Avaliagdo da atividade de quitinase 20

Avaliacdo da atividade da quitinase em |1

tampdo TRIS

Quantificacdo de proteina por BCA 15

Eletroforese 2

3.1. Aspectos gerais

Durante os trés meses de estagio obrigatorio foram realizadas diferentes técnicas
envolvendo o isolamento e caracterizacdo de quitinase, enzima presente no intestino de
aracnideos, area de pesquisa da Dra. Adriana Rocha e de seu aluno de doutorado, Msc Rodrigo
Valladdo, responsaveis pela supervisdo do estagio. A fim de trazer as atividades para o ambito
da Medicina Veterindria, as etapas foram realizadas em Amblyomma sculptum, parasita de
grande importancia na satde humana e animal.

Amblyomma sculptum, antes denominado Amblyomma cajennense e popularmente
conhecido como “carrapato-estrela” ¢ um carrapato da familia Ixodidae, trioxeno e amplamente
distribuido no territério brasileiro, sendo descrito em todas as regides, mas em menor
quantidade nos estados do extremo-sul, pois as baixas temperaturas impedem que seu ciclo de

vida se complete (LABRUNA et al., 2000). Para a salde animal, este parasita apresenta um
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risco na saude de diferentes espécies, visto que ndo tem alta especificidade por hospedeiros. Em
equinos, pode transmitir babesiose, doencga causada por dois protozoarios, Babesia caballi e
Babesia equi, que, por definicdo morfoldgica, podem ser denominados de Theileria equi. Esta
doenca, também chamada de piroplasmose, é causadora de grandes perdas econdmicas devido
a queda de trabalho e indice reprodutivo dos animais, fora os gastos com cuidados veterinarios.
Mesmo que néo infectados com o parasita, 0s carrapatos podem causar anemia no hospedeiro
quando em grandes quantidades, além de participar na transmissdo de diferentes bactérias,
gerando uma infeccdo local ou até mesmo sistémica no animal (CASTAGNOLLI et al., 2003).

Em seres humanos, Amblyomma sculptum pode ser responsavel por transmitir Borrelia
(agente infeccioso da doenca de Lyme) e Rickettsia rickettsi, agente etioldgico da Febre
Maculosa, doenca que vem tomando espago nos noticiarios brasileiros devido ao aumento no
numero de casos, gerado por um avanco urbano em regides preservadas e desconhecimento da
populacdo acerca dos riscos, entrando em contato com diferentes animais silvestres,
principalmente as capivaras, uns dos principais hospedeiros periurbanos deste parasita.

Devido a sua importancia, este parasita foi escolhido como motivo de pesquisa durante
0s trés meses de estagio obrigatério no Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan, de maneira que se buscou isolar, avaliar e testar a enzima quitinase, a qual ja tinha
seu papel na ecdise do animal conhecida, mas que se acreditava também estar presente no
intestino do parasita. A quitinase, se isolada do intestino, poderia ser relacionada com uma
possivel resposta a infeccdo por microorganismos nos carrapatos, visto que a enzima ja tem seu
papel no sistema imune descrito em mamiferos (DI ROSA et al., 2016). Além disto, de acordo
com o trabalho de Martins et al. (2017), carrapatos infectados apresentam um transcriptoma
com mais proteinas no intestino e glandulas salivares do que aqueles ndo infectados, indicando
que o animal possivelmente expressa fatores para tentar barrar a infeccdo, ja que esta é
prejudicial para eles.

Enzimas sdo, em sua maioria, proteinas, cuja funcdo em qualquer organismo é catalisar
reacOes, ou seja, diminuir a energia de ativacdo, aumentando a velocidade e sem perder sua
estrutura neste processo, sendo capazes de repeti-lo por inUmeras vezes. Elas apresentam alta
especificidade, interagindo com um substrato, em seu sitio de ligacdo. Estas proteinas séo de
suma importancia para a manutencdo do metabolismo celular e servem como motivo de
pesquisa devido a sua aplicacdo biotecnoldgica, na producdo de farmacos, inseticidas, vacinas,
entre outros. As quitinases sao descritas como endoglicosil-hidrolases, compostas por ligacdes

de N-acetil-glicosamina, que clivam as ligacGes de quitina, um polissacarideo estrutural
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encontrado no exoesqueleto de invertebrados e parede celular de fungos. Desta forma, isola-las
e caracteriza-las permite ao pesquisador entender seu papel no organismo estudado, sua
expressdo e fungdo, possibilitando seu manuseio para futuras aplicagdes tecnologicas.

No caso de Amblyomma sculptum, o isolamento da quitinase nos permitiu compreender
seu comportamento quando extraida do intestino, a melhor maneira de isola-la, através das
técnicas de cromatografia, avaliar sua atividade cinética e estrutura molecular.. Logo, por meio
do trabalho desenvolvido durante o periodo de estagio, foi possivel iniciar uma pesquisa acerca
do metabolismo de um parasita de grande importancia para a saude publica.

Abaixo, podemos observar uma imagem da estrutura quaterndria de uma quitinase
intestinal de Amblyomma sculptum, gerada pelo programa ChimeraX, através da sequéncia de
aminoacidos que a comp&em. Isto foi possivel gracas ao trabalho de Moreira e colaboradores
(2017), que depositaram o transcriptoma de intestino, ovarios e glandulas salivares do parasita

no National Center of Biotechnology Information (NCBI).

Figura 4 - Quitinase intestinal de Amblyomma sculptum

Fonte: Gerado por ChimeraXx (2023).

3.2. Disseccéo de Amblyomma sculptum

Inicialmente foi possivel acompanhar a Dra. Adriana Rocha na dissecc¢ao dos carrapatos,

a fim de coletar seus intestinos. Para isso, foram utilizados 16 animais, sendo oito fémeas
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ingurgitadas e oito fémeas semi-ingurgitadas, fornecidos pelo Laboratorio de Parasitologia do
Instituto Butantan, no qual eram alimentados em coelhos saudaveis do Biotério Central.

Os animais foram insensibilizados por meio do frio, sendo colocados em gelo até
diminuicao de sua atividade metabolica. A disseccdo foi feita em uma placa de parafina, com
um microscopio com camera acoplada, onde foi possivel observar com mais precisdo. Como o
carrapato é hematdfago, ao dissecé-lo, o sangue do hospedeiro é derramado, dificultando a
visualizagdo. Desta forma, foi aplicado com pipeta Pasteur descartavel uma solucdo de NaCl 3
mM, isotdnica ao tecido do animal, fazendo com que este se preserve e que seja possivel
visualizar suas estruturas internas.

Foram separados dois intestinos em cada microtubo, totalizando oito, denominados
“Lote”, de maneira que o Lote 1 ao 4, possuiam dois intestinos de fémeas ingurgitadas em cada
tubo, e o Lote 5 ao 8, dois intestinos de fémeas semi-ingurgitadas por tubo. Apos a coleta dos
intestinos, estes permaneceram em gelo até o transporte para um congelador, onde devem ser
congelados para evitar a degradacgdo tecidual por meio das enzimas e putrefacdo por meio de
bactérias contaminantes e da microflora do carrapato. Ja no congelador, os microtubos foram
identificados por Lote, data e conteudo, posicionados em uma caixa identificada com o nome

do estagiario, no caso, “Alice”.

Materiais necessarios:

8 carrapatos fémea ingurgitados e 8 semi-ingurgitados

- Placa de Petri com parafina solida

- Pinca

- Tesoura

- Gelo

- Solugéo salina 3mM

- Pipeta Pasteur descartavel

- Microscopio eletronico

- 8 Microtubos identificados com lote, data e nome do aluno
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3.3. Homogeneizacao dos intestinos

A homogeneizacdo dos intestinos tem como intuito principal lisar os enterdcitos,
liberando assim a enzima com que se deseja trabalhar. Este processo foi inicialmente realizado
nos intestinos do Lote 1 e 2. Seguindo o protocolo criado por MORETI et al. (2013), foram
adicionados 900 pL de agua ultrapura (MilliQ) e o conteudo transferido para um tubo Potter-
Elvehjen, em gelo, para macerag@o. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de E-64 (1,5
mM), para inibicdo de cisteino-peptidases, as quais, no momento da lise celular, sdo liberadas
e podem acarretar na desnaturacdo das enzimas que buscamos isolar. Este conteddo foi
transferido para um microtubo e centrifugado a 4°C, 13.200 rotagbes por minuto por 30
minutos. O sobrenadante foi entdo coletado e transferido para outro microtubo, identificado
com o lote, data da homogeneizacdo e conteddo (homogeneizado de dois intestinos de

Amblyomma sculptum).

Materiais necessarios:
- Intestino de Amblyomma sculptum
- Tubo Potter-Elvehjen
- Agua ultrapura (MilliQ)
- 3 Microtubos
- Gelo
- E-64 (1,5mM)
- Pipeta automatica
- Pipeta Pasteur
- Centrifuga
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Figura 5 - Intestinos homogeneizados em tubo Potter-Elvehjen no gelo

Fonte: Da autora (2023).

3.4. Avaliacdo de atividade enzimatica de quitinase de homogeneizado de Amblyomma

sculptum

Enzimas séo proteinas que catalisam rea¢fes no metabolismo dos seres vivos, elas estéo
presentes em diversos compartimentos, diminuindo a energia de ativagdo necessaria para que
as reacOes intracelulares acontegcam, consequentemente aumentando sua velocidade. Nos
aracnideos nao é diferente, seu organismo é complexo e as enzimas tém grande importancia nas
vias metabdlicas. Desta forma, é importante caracteriza-las e descrevé-las, para, num primeiro
momento, entendé-las e posteriormente utiliza-las de diversas formas, seja através da sua
inibicdo, da sua utilizacdo em reacdes ou em sintese de compostos.

No intuito de melhor compreender seu papel e em quais condi¢des as enzimas atuam,
foram realizados testes de avaliacdo de atividade enzimatica. Estes testes consistem na
aplicacdo de diluicbes do homogeneizado de intestinos e de porgdes fracionadas por
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cromatografia iébnica em uma placa de 96 pocos. O protocolo seguido foi criado pela Dra.

Adriana Rios e seu aluno de doutorado, Msc. Rodrigo Vallad&o.

Materiais necessarios:

- Enzimas (no homogeneizado ou separadas por cromatografia)

- Substrato especifico (4-Methylumbelliferyl f-D-N,N’,N"-triacetylchitotrioside
(MUC))

- Tampao citrato-fosfato (pH 4)

- Solugéo de parada (GlyNaOH 0,5M - pH 10 )

- Placa de 96 pocos

- Microtubos

- Gelo

- Pipeta automaética

- Banho-Maria a 30°C

- Espectrofluorimetro (Gemini XPS)

O primeiro ensaio realizado foi para averiguar a atividade do homogeneizado do Lote
1. Antes de iniciar o teste, foi necessario diluir o homogeneizado em tampao citrato-fosfato (pH
4), devido a alta concentracdo da enzima na amostra. Sem a dilui¢do, ndo é possivel avaliar a
atividade enziméatica em um gréafico linear, ja que todos o0s sitios ativos estariam saturados.

Uma vez realizada a diluicdo, deve-se fazer o mesmo com o substrato, de forma que o
substrato especifico da quitinase (4-Methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-triacetylchitotrioside
(MUC)) deve ser diluido sete vezes no mesmo tampéo.

A placa de 96 pogos foi entdo posicionada em gelo e 25 uLL da amostra diluida foi
aplicada em cada poco de uma coluna, ocupando o total de quatro pocos por coluna, pois sdo
utilizados quatro tempos diferentes, a fim de expressar os resultados em uma reta de
fluorescéncia emitida por minuto. O quinto pogo foi utilizado para o teste Branco, constituido
de amostra e tampé&o, para avaliar se a enzima tem atividade mesmo sem seu substrato
especifico. O mesmo foi feito com o substrato, a fim de testar se ha leitura de atividade mesmo
sem enzima.

Ap0s este processo, 25 uL de substrato diluido foi depositado em cada pogo, para cada
enzima que se deseja avaliar a atividade. Em seguida, a placa foi colocada em banho-maria a

30°C. O processo durou uma hora, e a cada 15 minutos foi adicionado em cada linha 200 pL da
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solucdo de parada (GlyNaOH), para alterar o pH para basico e impedir a atuacdo das enzimas.
A placa com o ensaio esta representada na figura 6.

Ao fim, a placa foi levada para o espectrofluorimetro (Gemini XPS), equipamento para
avaliar a quantidade de fluorescéncia emitida e, portanto, quantidade de substrato clivado pelas
enzimas. A leitura é realizada nos seguintes comprimentos de onda: Excitacdo-360 nm;
Emisséo-460 nm.

Ao final do experimento, os valores foram utilizados para montar um gréfico de
Fluorescéncia x Tempo (minutos) . O coeficiente angular da equacéo da reta é utilizado para
calcular a atividade absoluta da enzima, ao comparar com a curva padrdo, realizada
anteriormente no laboratorio e utilizada para os experimentos posteriores.

No caso de avaliacdo de atividade das fracdes de cromatografia, ndo é necessario que
se realize diluicdo, visto que a enzima ja se encontra diluida em tampéo. A quantidade de pocos
a serem utilizados € referente ao numero de fracbes coletadas. Neste caso, a placa deve
permanecer em banho-maria a 30°C por 30 minutos, e entdo todos 0s pocos devem receber ao
final deste tempo a solucdo de parada. A avaliacdo de atividade enzimética das fracdes visa
elucidar em quais delas foi isolada a quitinase, ou seja, onde ha mais fluorescéncia, e entdo
permite averiguar se a técnica funcionou, se o gradiente de tampdo foi eficiente e se é possivel
juntar fracdes para realizar outra cromatografia, a fim de isolar ainda mais a proteina desejada.
O gréfico 1 representa a atividade de cada fracdo coletada em uma cromatografia HiTrapButyl,
avaliando a fluorescéncia emitida por minuto, captada pelo Espectrofluorimetro (Gemini XPS),

a placa referente a este ensaio esta representada pela figura 7.
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Figura 6 - Placa de atividade enzimatica da quitinase nas diluicbes 50x, 100x e 150x

Teste Branco (substrato e tamp3o)

Diluicdes

Fonte: Da autora (2023).

Figura 7 - Teste de atividade enzimatica da quitinase de 71 fracdes de cromatografia
HiTrapButyl

Fonte: Da autora (2023).
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Gréafico 1: Atividade enzimatica de quitinase das amostras de cromatografia HiTrapButyl

Atividade de quitinase - amostras de
cromatografia

7000
6000
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3000
2000
1000

Fluorescéncia/minuto

-1000 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Amostras

Fonte: Da autora (2023).

3.5. Avaliacdo da atividade de quitinase com tampéao TRIS

Para realizar o isolamento da quitinase do homogeneizado, € necessario utilizar uma
técnica de separacdo de proteinas, no caso, a técnica escolhida foi a cromatografia por troca
ibnica e por afinidade hidrofobica, que serdo descritas posteriormente. Esta técnica necessita de
um tampao que altere a carga da molécula de quitinase, deixando-a negativamente carregada,
para interagir com a coluna, que tem carga positiva. Desta forma, escolheu-se o tampédo TRIS
(tris-hidroximetilaminometano), que atua na faixa de pH 7-9 e que, portanto, seria capaz de tirar
a quitinase de seu ponto isoelétrico (Pl = 5,75) e a deixaria com carga oposta a coluna (no caso,
carga negativa). No entanto, era necessario testar se este tampdo inibiria a atividade desta
enzima, entdo foi realizada uma avaliacdo de atividade enzimatica, comparando a atividade da
quitinase em tampéo TRIS e em citrato-fosfato.

Desta maneira, seguindo um protocolo criado pela Dra. Adriana Rios, foram realizadas
duas dilui¢Oes de 100 vezes com o homogeneizado, cada uma com um tampao diferente e duas
diluicdes de 200 vezes, da mesma forma, totalizando quatro dilui¢fes. Cada dilui¢do diferente

era colocada em um microtubo transparente. Foram transferidos 100 uL de cada dilui¢ao para
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uma placa de 96 pocos, apoiada em gelo, de modo em que cada coluna, de um até quatro
receberam 25 pL em cada linha (de A a D). Posteriormente, foram adicionados 25uL de
substrato em cada poco e a placa foi colocada em banho-maria a 30°C. A cada 15 minutos, era
adicionada uma “solugdo de parada”, GlyNaOH, que altera o pH e interrompe a reagéo.

Ao final, medindo os valores pelo espectrofluorimetro (Gemini XPS), foi possivel
averiguar que havia atividade muito semelhante da enzima no tampéo citrato-fosfato e no TRIS,
possibilitando seu uso na cromatografia.

Materiais necessarios:
- Homogeneizado de intestinos
- Placa de 96 pocos
- Gelo
- Pipeta automatica
- Tampéo TRIS
- Tampao citrato-fosfato
- Espectrofluorimetro (Gemini XPS)
- Banho-maria a 30°C
- Solucéo de parada (GlyNaOH)

3.6. Quantificacdo de proteinas por Acido Bicinchoninico (BCA)

Quantificar proteinas em sua amostra é essencial para entender melhor a composicéo
de um homogeneizado e estimar a dificuldade para posteriormente isolar as enzimas desejadas.
Além disso, apés a separacdo de proteinas por cromatografia, € importante entender os
remanescentes € a quantidade de “contamina¢do” existente na amostra isolada. Desta forma, a
técnica de quantificacdo de proteinas por meio do Acido Bicinchoninico (BCA) se faz essencial
em um laboratério de bioguimica.

O processo de avalia¢do da quantidade de proteinas se da pela captacédo de absorbéancia
em um comprimento de onda de 562 nM, no espectrofotdometro (Spectramax 190). Quanto mais
escura (arroxeada) a reagdo, maior a absorbancia e, consequentemente, maior a quantidade de
proteinas naquele poco. O oxido de cobre (Cu2+), que se apresenta em coloracdo azul, é

reduzido por meio das ligacGes peptidicas das proteinas, através do aquecimento em 60°C por
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30 minutos. O cobre, agora reduzido, consegue ser quelado pelo &cido bicinchoninico,
formando um complexo com o mesmo, gerando uma coloracdo arroxeada conforme a
quantidade de proteinas (SMITH et al., 1985).

Materiais necessarios:
- Placa de 96 pocos transparente
- Pipetas automaéticas
- Agua ultrafiltrada (MilliQ)
- Ovoalbumina 10x diluida
- Oxido de cobre liquido
- Acido Bicinchdninico
- Banho-maria a 60°C
- Espectrofotbmetro (Spectramax 190)

- Fragdes de cromatografia

Utilizou-se o protocolo de Smith et al (1985) como referéncia para a realizacdo desta
atividade. O processo se inicia realizando uma curva padrdo para que pudéssemos avaliar 0s
dados das amostras. Desta forma, ovoalbumina foi utilizada, sendo acrescentada em volume
crescente em cada poco da primeira linha (2 pL; 4 uL; 6 uL; 8uL; 10 uL; 12 puL; 14 ul e 16
ul), os quais contém as respectivas concentragdes de ovoalbumina: 0,4 pg, 0,8 pg; 1,2 pg, 1,6
ng, 2 ug, 2,4 pg, 2,8 png e 3,2 pg. Posteriormente, os pogos foram completados com agua
ultrapura (MilliQ), para que todos atingissem o mesmo volume de 16 pL. A ovoalbumina ¢
necessaria para realizagdo da curva pois permite estabelecer um padréo para quantificacdo da
proteina presente em cada fracdo ou amostra. Em seguida, 16 puL de cada fracdo que se deseja
avaliar foi adicionada em cada poco. Preparou-se uma dilui¢éo (1:50) de &cido bicinchoninico
e oxido de cobre e 200 pL foram adicionados em cada pogo, incluindo a curva padrdo. A placa
foi entdo colocada em banho-maria a 60°C por 30 minutos.

A figura 8 representa o resultado visual que se obtém da placa ap6s os 30 minutos no
banho-maria a 60°C, e a figura 9, a curva padrdo obtida por meio da ovoalbumina diluida em
agua ultrapura e a absorbancia captada pelo equipamento.

O grafico 2 demonstra a quantificacdo de proteina gerado apo6s analise de
espectrofluorimetro, relacionando absorbancia e fracdes de cromatografia. O grafico 3

demonstra uma comparagéo da entre a quantidade de proteina e de atividade enzimatica de cada
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fracdo, 0 que nos permitiu avaliar se a cromatografia havia isolado a quitinase, de maneira que
as fracbes que contém maior atividade e menos quantidade de proteina indicam sucesso no

isolamento.

Figura 8 - Placa de 96 pogos com amostras de cromatografia e Acido Bicinchoninico e
cobre cuproso, apds banho-maria por 30 minutos a 60°C.
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Fonte: Da autora (2023).
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Figura 9 - Curva padrao de ovoalbumina
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Fonte: Da autora (2023).

Gréfico 2: Resultados de quantificacdo por BCA de fragdes coletadas de HiTrapButyl
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Fonte: Da autora (2023).
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Grafico 3: Comparacdo de quantidade de proteinas e atividade enzimatica de mesmas
fracOes de cromatografia

proteina e atividade
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Fonte: Da autora (2023).

3.7. Cromatografia

A cromatografia € uma técnica utilizada para separar proteinas de uma amostra
aplicada em uma coluna constituida de diferentes materiais, denominados de “resina”, a
depender do tipo de separacdo que se deseja fazer e da carga da proteina em questdo
(MARZOCCO e TORRES, 2015, p.30). O processo consiste na interacao das proteinas do pool
aplicado com a coluna, de forma que se deseja coletar todas elas, porém, em momentos
diferentes, ja que cada uma tem sua caracteristica de afinidade com a resina. Para a coleta, um
fluxo de tampdo TRIS com diferentes concentracGes de NaCl é adicionado, fazendo com que
as proteinas percam a forca de ligacéo e sejam liberadas, sendo entéo sequencialmente coletadas
nos microtubos.

Antes de escolher as melhores técnicas de cromatografia para separacdo das proteinas e
consequentemente isolamento daquela desejada, € necessario entender algumas caracteristicas
sobre ela. No caso da quitinase, é preciso conhecer seu ponto isoelétrico, ou seja, pH em que
sua carga fica neutra, para que fosse possivel adicionar tampdo que alterasse esta carga para
negativa, desprotonando as carboxilas, a fim de fazer com que ela interaja com a coluna da
primeira cromatografia (HiTrapQ - que possui resina de carga positiva). Foi possivel averiguar

0 pH para ponto isoelétrico através do site Expasy (web.expasy.org), revelando que a proteina
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tem carga neutra em pH 5,75, e entdo escolher um tampéo que a alterasse (no caso, TRIS pH 7
-9), tornando 0 meio basico.

No periodo de estagio, foram utilizadas duas técnicas distintas de cromatografia,
HiTrapQ e HiTrap Butyl, seguindo o protocolo do fabricante (MabSelect Xtra) e o adaptando
para isolar a quitinase. A primeira coluna consiste numa cromatografia de troca iénica, em que
a amostra aplicada, no caso, 0 homogeneizado de carrapato diluido em tampédo TRIS, ir4
interagir com a resina, que é positivamente carregada, enquanto a proteina desejada (quitinase)
estd negativamente carregada, devido a adicdo do tampdo e aumento do pH. Desta forma, ao
adicionar o pool de proteinas, as quitinases deverdo se ligar fortemente a coluna, e ao adicionar
diferentes concentracdes de tampéo adicionado de NaCl, permitir separar as diferentes fragoes
de proteinas, visto que os anions irdo interagir com a resina e permitir que as proteinas antes
ligadas percam sua forca e sejam eliminadas e coletadas (SONG et al., 2002). Nesta primeira
etapa, foram adicionados 300 pL. de homogeneizado em ImL de tampao TRIS, desta solucao
foram adicionados 1 mL na coluna e 50 puL foram salvos para teste de atividade enzimatica.
Foram coletadas 31 fracGes em microtubos numerados de 0 a 30 e as concentracdes de tampéo
TRIS adicionado de sal foram: OM NaCl; 0,2M NacCl, 0,4M NaCl; 0,6M Nacl; 0,8M NaCl e
1M NaCl.

A segunda forma de separacdo, HiTrap Butyl, consiste numa coluna composta de alta
concentracdo de ligacbes de carbono, caracterizando-a como extremamente hidrofébica. A
proteina hidrofobica ira aderir firmemente a coluna por afinidade, de forma que outras proteinas
serdo coletadas conforme se adicione diferentes concentracdes de sal, de maneira que as mais
hidrofilicas serdo separadas inicialmente, pois estdo isoladas pelos anions do sal e interagem
com a agua que dissolve a solucao.

Desta forma, as fracdes coletadas e avaliadas com alta atividade de quitinase na
primeira cromatografia (HiTrapQ) foram unidas e adicionadas nesta segunda coluna, a fim de
purificar ainda mais a proteina. Antes de aplicar 1,5 ml de amostra na coluna, foi necessario
adicionar 3mM de NaCl, para permitir que as proteinas interajam com o sal e sejam envolvidas
por ele, a fim de facilitar seu isolamento. Para realizar a separacdo nesta segunda coluna, novos
tamp6es com sal foram adicionados, fazendo com que a enzima fosse coletada ao final da
passagem do ultimo tampdo, devido ao grande aumento de &gua e descolamento.. As
concentragdes de tampao TRIS/NaCl para separacdo foram: 3M NaCl; 2 M NaCl; 1,5 M NacCl;
1 M NaCl; 0,5 M NaCl; 0,25 M NaCl; 0 M NaCl. Ao final, era testada a atividade enzimatica
de todas as fragdes (no caso, 71) e realizada sua dosagem de proteina por BCA, para averiguar
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se foi realmente possivel purificar e isolar a enzima. Este processo se repetiu 6 vezes ao longo
do periodo de estégio.

A figura 8 representa a primeira coluna utilizada, HiTrapQ, enquanto a figura 9 ilustra
as 71 fracOes coletadas ap6s uma cromatografia hidrofébica, HiTrap Butyl.

Materiais necessarios:
- Homogeneizado de intestino de carrapato
- Tampao TRIS-HCI
- Tampdo TRIS-HCI com NaCl em diferentes concentraces
- Coluna HiTrapQ
- Coluna HiTrap Butyl
- Bomba de fluxo continuo
- Microtubos
- Gelo

Figura 10: Coluna HiTrap Butyl

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 11: Fracdes de cromatografia coletadas da coluna HiTrapButyl

Fonte: Da autora (2023).

3.8. Eletroforese

Eletroforese é uma técnica que possibilita a separagdo de proteinas de uma amostra,
ao mesmo tempo que nos permite averiguar seu tamanho quando comparada a um padrédo
conhecido. O processo se da através de um gel de poliacrilamida, que permite a passagem de
corrente elétrica e faz com que as proteinas migrem por seu interior, a depender de sua carga e
tamanho. (SIMPSON, 2006).

No periodo de estagio, o tipo de eletroforese realizada é chamado de SDS-PAGE, que
utiliza um gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil-sulfato de sodio (SDS), um surfactante
anidnico que confere carga negativa as proteinas e promove desnaturagéo, fazendo com que sua
estrutura primaria seja perdida. Neste caso, 0 intuito é separar as proteinas apenas pelo seu
tamanho e ndo pela sua carga, visto que estardo todas negativas e migrardo para o polo positivo
da cuba.

Ao realizar o experimento, a amostra foi secada por meio de liofilizagdo. Este
equipamento concentra a amostra e retira a parte liquida, auxiliando na retirada do acimulo de
sal proveniente do tampdo utilizado na coluna. A amostra deve ficar 24 horas no equipamento.
Assim que retirada, é fervida por 15 minutos, para que suas dobras se desfacam. Posteriormente,
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foram adicionados 25 pL de tampdo de amostra, cuja fungdo ¢ deixar as proteinas
negativamente carregadas, de forma que migrem para o polo positivo do gel assim que a
corrente for ativada e também reduzir as pontes de dissulfeto, através do 2-beta-mercaptoetanol,
conferindo linearidade as proteinas.

No primeiro pogo do gel de poliacrilamida foram adicionados 4 pLL do marcador (True
Color High Range Protein Marker (10-245 kDa) - Sinapse Biotecnologica), no segundo, 25 pl
da sua amostra. Tampéo de corrida (pH 8,3) foi entdo adicionado para manter o gradiente de
carga entre tampao, gel e amostra. Sdo usados 200 Volts por 40 minutos para que a corrida
aconteca e ocorra a separacdo de proteinas, 0 processo ocorre numa cuba vertical de
eletroforese, representada pela figura 12.

Para visualizar os resultados, foi necessario corar o gel por prata, uma técnica utilizada
guando ha um numero relativamente baixo de proteinas na amostra, o que foi observado através
da quantificacdo por BCA, supracitada.

Ao final, foi possivel observar uma faixa de proteinas isoladas, como é possivel
visualizar na figura 13. No entanto, devido ao tamanho em relagdo ao padréo adicionado,
acredita-se que o visualizado ¢ a albumina de coelho, pois estava em maior quantidade do que
a quitinase dos carrapatos e seu tamanho (68 kDa) é compativel com esta proteina, de acordo

com o sistema Uniprot (uniprot.org).

Materiais necessarios:

- Gel de poliacrilamida (Mini-PROTEAN TGX Gels)

- Cuba vertical de eletroforese

- Marcador (True Color High Range Protein Marker (10-245 kDa) - Sinapse
Biotecnoldgica)

- Pipetas automaticas

- Tampéo de corrida

- Tampa&o de amostra

- Pool de proteinas
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Figura 12 - Cuba vertical de eletroforese com gel e tampéo

Fonte: Da autora (2023).

Figura 13 - Gel de eletroforese

Fonte: Da autora (2023).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O periodo de estagio curricular obrigatorio no Laboratério de Bioquimica e Biofisica
do Instituto Butantan permitiu o desenvolvimento de capacidade para execucdo e
desenvolvimento de protocolos, leitura de artigos cientificos, aprendizado em diferentes areas
da bioquimica, principalmente da separagéo e avaliacdo de enzimas. A experiéncia foi essencial
para consolidar a vontade de ter uma carreira que envolva rotina laboratorial e pesquisa.

Ao estagiar em um ambiente que ndo se relaciona diretamente com a Medicina
Veterinaria, foi possivel visualizar diferentes maneiras de introduzir o aprendizado durante 0s
5 anos de curso em outra érea, a da bioquimica e parasitologia. Ao longo da graduacéo, sempre
houve interesse pelo conceito da Satde Unica e maneiras de aplicar esta abordagem em cada
componente curricular; e no estagio obrigatério ndo foi diferente. Ao estudar um parasita que
causa riscos a saude de humanos e animais foi possivel verificar claramente a abrangéncia da
Saude Unica no contexto da pesquisa realizada neste trabalho. No mais, conclui-se que 0
protocolo criado para extracdo, avaliacdo e caracterizacdo de quitinase de Ambyomma sculptum
foi eficiente e pode ser replicada em estudos futuros com este ou outro carrapato. Este periodo
de estagio foi imprescindivel para que fossem conhecidas técnicas antes ndo exploradas na
graduacao, como cromatografia, avaliagdo de atividade enzimatica, quantificacdo de proteinas,

preparo de tampdes e solucgdes e liofilizacao.
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