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1. Material Biologico

1.1. Insectos

As trés diferentes espécies de insectos utilizadas foram produzidas e
mantidas em cultura nos insectarios existentes no Departamento de Biologia da
Universidade dos Acores, Sao Miguel, Portugal e na Station de Pathologie
Comparée de [I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA),
St. Christol-les-Alés, Franga.

1.1.1. Galleria mellonella (Insecta: Lepidoptera: Pyralidae)

Os estados larvares deste insecto sdo produzidos sobre meio alimentar
constitui do por polen e cera de abelha. As posturas de G. mellonella sé&o
recolhidas nas caixas arejadas onde se desenvolveu uma determinada gerac¢ao de
insectos e colocadas sobre meio alimentar fresco em novos recipientes com uma
densidade populacional de 50-70 indivi duos caixa. O conjunto € mantido em
camara climatizada sob condi¢b6es controladas com a temperatura a 27°C, a
humidade relativa a 65%+5% e na obscuridade.

Nas condi¢c6es em que se produziram as lagartas de G. mellonella os ovos
eclodiram entre uma a duas semanas apds a postura e os novos indivi duos
desenvolveram-se durante cerca de 5 semanas até ao ultimo estado larvar
(pré-ninfose). Nos ensaios utilizaram-se lagartas deste estado de
desenvolvimento depois de terem sido libertadas das primeiras sedas do casulo

com que comegavam a envolver-se.
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1.1.2. Mythimna unipuncta e Spodoptera littoralis (Insecta:
Lepidoptera: Noctuidae)

As crisalidas e os adultos de M. unipuncta e S. littoralis sdo colocadas em
armac 6es metélicas envolvidas por rede fina. A alimentac&o dos adultos consiste
numa solug &o aquosa de mel de abelha a 10% embebido em algodao hidrofilo. As
posturas sao recolhidas e colocadas sobre o meio alimentar artificial simplificado,
Poitout e Bues, (1970; 1974), modificado por Vieira e Pintureau (1993). Estes
recipientes, com uma densidade populacional de 25 indivi duos/caixa, sao
mantidos em camara climatizada sob condi¢des controladas a temperatura de
23° C, humidade relativa a 65%+5% e fotoperi odo (L:E) de 12:12 h.

Os ovos de M. unipuncta eclodiram 5 a 6 dias ap6s a postura e o
desenvolvimento das lagartas durou, em média, 4 semanas até atingirem o
ualtimo estado larvar (L6) onde permaneceram 7 dias. Por seu turno, para
S. littoralis a eclosdo dos ovos ocorreu 4 a 5 dias apds a postura e o
desenvolvimento das lagartas durou, em média, 3 semanas até atingirem o
ultimo estado larvar (L6) onde permaneceram 6 dias. O ultimo estado larvar
destes insectos foi 0 Unico considerado no presente trabalho.

1.2. Complexo simbionte nematobacteriano

O complexo simbionte nematodo-bactéria, Steinernema carpocapsae
(Nematoda: Rhabditida: Steinernematidae) e Xenorhabdus nematophila
(Enterobacteriaceae) corresponde a estirpe isolada de amostras provenientes de
Plougastel na Bretanha, Franca, que é mantido nas colec¢fes de nematodos
entomopatogénicos (NEP) existentes tanto no Departamento de Biologia da
Universidade dos Agores, Sao Miguel, Portugal como no Centre INRA de Antibes,
Laboratoire de Nématodes Entomophages, Franca. O complexo simbionte €,
também, designado por S. carpocapsae ou simplesmente por nematodos (N).
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1.2.1. Multiplicacao de S. carpocapsae

Os nematodos foram produzidos sobre G. mellonella segundo o método de
exposi¢ao controlada descrito por Dutky e Hough (1955) e Dutky et al., (1964) e a
incubacdo do sistema de parasitismo decorreu a temperatura de 28°C na
obscuridade durante 48 h. Em resumo: colocaram-se 50 lagartas em pré-ninfose
numa caixa de Petri com o fundo forrado com papel de filtro Whatman N° 3-4.
Sobre o0s insectos depositou-se 1-mL de uma suspensdo aquosa de juvenis
infectantes na concentrag ao de 3-4x10°-nematodos/mL.

Utilizaram-se as armadilhas de White (White, 1927) para a recolha das
larvas dos nematodos no estado infectante. As armadilhas sdo compostas por
uma caixa de Petri de vidro com @&=20 cm dentro da qual se inverte uma metade
inferior de uma outra caixa com &9 cm. Sobre esta ultima coloca-se um ci rculo
de papel de filtro ou de pano cru branco cortado com @=14 cm. No interior da
caixa maior vertem-se 25 mL de agua bidestilada com a qual os bordos do papel,
(ou do pano), devem entrar em contacto.

No final, as lagartas mortas foram retiradas e lavadas em agua
bidestilada, imersdo e ligeira agitacdo, e, seguidamente, colocadas em
alinhamentos concéntricos sobre o papel (ou pano) das armadilhas. Ao fim de 8 a
12 dias, recolheram-se os nematodos em recipientes conicos de decantagdo e
lavaram-se trés vezes em agua bidestilada. No final, foram mantidos em
suspensdo aquosa a temperatura de 10° C, no interior de caixas de plastico ou em
frascos de 250 mL com capsula de 0,22 um para arejamento, a razédo de
3-4x10° nematodos/mL.

1.2.2. Desinfeccéao em superfi cie da cuticula de
S. carpocapsae

Os nematodos foram incubados numa solucdo de cloreto de
metilbenzoténio a 1% durante 15 minutos e, depois, abundantemente lavados
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com agua bidestilada estéril. A suspensdo aquosa estéril dos nematodos foi
armazenada a temperatura de 10°C em frascos de 250 mL com cépsula de

0,22 um para arejamento a razéo de 3-4x10° nematodos/mL.

1.2.3. Isolamento e caracterizacao de X. nematophila

As bactérias foram isoladas a partir dos nematodos desinfectados em
superfi cie e colocadas em incuba¢cdo numa cultura no meio Tyrode-Hemolinfa
(MTH), a 80 rpm, 23°C durante 48 h. As bactérias libertadas pelo nematodo
foram inoculadas em gelose de gelose nutritiva segundo Boemare e Akhurst
(1988) ou um meio electivo constitui do pelo agar nutritivo suplementado com
azul de bromotimol (NBTA) e cloreto de trifenil tetrazdlio (TTC) segundo a
formulag ao originalmente descrita por Akhurst, (1980). A incubag¢ao durou 48 h
a 28°C e a caracterizacdo das colonias fez-se pela absor¢do especi fica do
corante, (Boemare e Akhurst, 1988; Boemare et al., 1997a).

1.2.4. Multiplicacao e armazenamento de X. nematophila

Apos isolamento, as colénias de X. nematophila, foram mantidas a 15°C
em NBTA, a multiplicagdo em pré-culturas fez-se por inoculagdo nos meios
Ii quidos LB (Luria-Bertani) ou TSB (digerido tripsi nico de soja) e a incubagéao
durou 12 h a 28° C 160 rpm de agitac &o.

Observou-se, contudo, independentemente da origem das bactérias, que as
colénias de X. nematophila vao perdendo a viabilidade em funcdo do tempo de
armazenamento em NBTA. Quando repicadas de colénias com mais de um més
verificou-se que a sua viabilidade era muito baixa ou nula. Com efeito, as
colénias bacterianas nestas condic6es revelaram-se sistematicamente n&o
viaveis. No entanto, essa viabilidade ndo era posta em causa se as bactérias
fossem repicadas para meio NBTA fresco em intervalos de tempo mais curtos,
nomeadamente, duas a trés semanas.
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Por forma a aumentar e garantir a confianca no material bioldgico
procedeu-se ao encurtamento para duas semanas do intervalo de tempo entre as
repicagens. Concomitantemente, diminuiu-se para trés o ndmero mMAaximo
permitido de repicagens consecutivas das colénias para meio NBTA fresco e, em
consequéncia, o tempo total do armazenamento bacteriano nunca excedeu seis

semanas.

O armazenamento, por longos peri odos, foi feito com a suspensdo de
bactérias de uma pré-cultura em LB ou TSB e glicerol bidestilado estéril
(1:5 viv). Ap6s homogeneiza¢cdo as amostras guardaram-se em azoto li quido.
Dado que as bactérias foram sistematica e metodologicamente descartadas, no
final da terceira repicagem consecutiva em NBTA, a reposicdo do material
biologico fez-se a partir das bactérias armazenadas em azoto li quido, por
peri odos nao superiores a 6 meses. As bactérias que se destinaram aos
diferentes bioensaios tiveram sempre a sua origem nos tubos crioconservados em
azoto li quido.

1.3. S. carpocapsae axénico

Os nematodos axénicos foram preparados a partir de ovos, segundo o
protocolo descrito por Boemare et al., (1982), produzidos pelo Laboratoire INRA
de Pathologie Comparée em St. Christol-les-Alés, Franca, tendo sido fornecidos

em caixas de Petri com meio de fi gado gelosado.

Em resumo, o protocolo é o seguinte: Procedeu-se como em 1.2.1. para
obter o parasitismo por exposi¢ao controlada. Ao fim de quatro dias efectuou-se a
dissecgao das lagartas e recuperaram-se as fémeas adultas gigantes gravidas da
primeira geracdo de S. carpocapsae. Estas fémeas foram lavadas duas vezes e
guardadas até a ovoposi¢ao, em solucdo de Ringer ou em solu¢cdo de Tyrode,
ApOs a ovoposi¢cao, recuperaram-se 0S 0vV0os e procedeu-se a sua desinfecgao
superficial nas solu¢fes aquosas de hipoclorito de s6dio 10% durante 10 min ou
em cloreto de metilbenzotonio a 1% durante 15 min. De seguida, efectuaram-se
trés lavagens, em solug¢do de Ringer ou Tyrode estéreis, e os ovos foram
depositados em caixas de Petri contendo gelose de fi gado.
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Cerca de um més depois, 0s nematodos axénicos foram recolhidos por
sucessivas lavagens da superficie da gelose de figado com 10 mL de agua
bidestilada estéril. Nestas condi¢ des estavam presentes todos os estados larvares
dos nematodos. Em alternativa, para o isolamento dos juvenis infectantes das
larvas dos restantes estados, recorreu-se as armadilhas de White (1927) estéreis.
Nestas depositaram-se pedagos da gelose de fi gado sobre o papel de filtro ou o
pano. Apés a recolha, os nematodos axénicos foram, na maioria dos casos,
imediatamente utilizados. O armazenamento da suspensdo aquosa estéril dos
nematodos s6, raramente, se efectuou por curtos peri odos de tempo, (1-3 dias), a
temperatura de 10° C em frascos de cultura de 250 mL com capsula de 0,22 um
para arejamento.

1.4. Complexo simbionte monoxénico

O procedimento para a obtenc&o controlada de neméatodos monoxénicos é
semelhante ao enunciado para o nidmero anterior com uma Unica variante: o0s
ovos dos nematodos foram colocados em meio de fi gado gelosado em presencga
das bactérias simbiontes isoladas pelo método acima descrito (1.2.3.).
Recolheram-se os nematodos com armadilhas de White (White, 1927) e o
armazenamento em esterilidade decorreu a temperatura de 10° C em frascos de
250 mL com capsula de 0,22 um para arejamento.

1.5. X. nematophila - estirpe F1/1

A estirpe F1/1 de X. nematophila pertence a coleccdo de bactérias
entomopatogénicas existente no Laboratoire de Pathologie Comparée da
Université de Montpellier 11 em Montpellier. Esta estirpe esta caracterizada
(Boemare e Akhurst, 1988) e foi obtida a partir de nematodos da espécie
S. carpocapsae isolados de amostras de solo provenientes de Plougastel na
Bretanha, Franca.
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1.5.1. Extraccao e doseamento de LPS de X. nematophila

Os lipopolissacaridos (LPS) de X.nematophila foram extraidos e
preparados segundo a metodologia descrita por Ni -Eidhin e Mouton, (1993) que,
em resumo, € a seguinte: A biomassa bacteriana, proveniente da incuba¢gao em
TSB, (48h a 23°C), foi obtida por centrifuga¢c&o do meio de cultura a 30000xg,
30 min a 4°C. As bactérias foram ressuspensas e lavadas em tampéao
(Yoshimura, et al., 1984), para remog¢ao das fi mbrias e de vesti gios do meio de
cultura e centrifugadas nas mesmas condi¢des. O segundo precipitado bacteriano
foi liofilizado e reduzido a po6 fino. Deste, 25 mg foram homogeneizados com 1 mL
de agua Milli Q, incubado 15 min a 100° C e depois uma nova centrifugacao, o
sobrenadante foi incubado, 1h a 60° C, com uma solug¢ao de proteinase K (0,05%).
A proteinase foi inactivada por incuba¢&o a 100°C durante 5 min seguida de
uma nova centrifugac do (5 min-19000xg) e o sobrenadante dialisado contra agua
ultrapura. Este operagao foi repetida e o dialisado liofilizado, o qual passou a
representar o extracto bruto de LPS.

O doseamento dos LPS foi feito de acordo com o Boletim Técnico N° 210 da
Sigma, que acompanha o Lisado de Ameboécitos de Limulus polyphemus,
E-Toxate® (Sigma 210-B1), utilizando o protocolo aconselhado pelo fabricante o

qgual permite a detecc ao e semi-quantificac &o de LPS (endotoxinas).

1.5.2. Determinacéao da curva de crescimento populacional de
X. nematophila

Prepararam-se cinco pré-culturas bacterianas em meio LB li quido e a
incubacao durou 12-14 h a 23°C e 160 rpm. De seguida, prepararam-se cinco
culturas frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio LB li quido aos
quais se adicionou 500 uL da pré-cultura anterior. Estes frascos incubaram a
temperatura de 23° C e agita¢&o a 160 rpm durante 48 h.
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Em intervalos de 3 h retiraram-se ali quotas de 100 pL, adicionadas a
900 pL de tampéo fosfato salino (PBS: 62 mM NaCl, 2 mM KCI, 0,9 mM CacCly,
0,5 mM MgCl;, 8 mM NaH2:PO4, 8 mM KH2PO,) efectuando-se a leitura da
Densidade Optica (DO) num espectrofotémetro (540 nm). Como testemunha
usou-se 0 meio de cultura onde n&o cresceram bactérias. Os valores da densidade
Optica obtidos permitiram tragar um grafico representando a curva aleatoria de
multiplica¢ ao populacional bacteriana em fung¢ao do tempo.

1.6. Bioensaios

1.6.1. Injeccdo de X.nematophila. Estudo da cinética de
producao de factores citotoxicos in vivo

Nestes ensaios foram usadas bactérias que apresentavam um crescimento
populacional, em meio LB li quido, cuja DO estava compreendida entre os valores
de 1,5-2,0 Abs.

Assim que o0 crescimento atingiu a DO do intervalo requerido,
estabeleceram-se varias dilui¢des, compreendidas entre 101 até 106, em tampéo
MgSOs. Um volume de 100 pL de cada uma das diluigées 105 e 106 foram
inoculadas em LB-agar ou gelose nutritiva (NA) e NBTA para, respectivamente,
se efectuar contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC), de modo a
permitir o conhecimento do ti tulo da suspenséo, a sua viabilidade e controlar a
fase bacteriana efectivamente injectada. Por seu lado, as diluicdes 103 e 104
destinaram-se a serem injectadas nos insectos ap6s o ti tulo da suspensao ter
sido corrigido e ajustado para, respectivamente, +100 e 1000 bactérias: O
objectivo é o de injectar bactérias da Fase | com um numero situado dentro
daquele intervalo, porque estas doses, relativamente pouco elevadas, nédo deveréao
conduzir, por si mesmas, a morte das lagartas.

Utilizaram-se lagartas de S. littoralis pertencentes aos segundo e/ou
terceiro dia do sexto estado larvar, em bom estado sanitario, de dimenséao
semelhante e peso uniforme para todos os bioensaios. Nas injec¢des utilizou-se
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um suporte microinjector de metal para seringas do tipo insulina de 1 mL
munidas de agulha hipodérmica (tipo @25Gx5/8-0,5x16 mm  ou
@30Gx1/2-0,3x13 mm). O émbolo do microinjector foi calibrado de modo a

permitir injec¢ des controladas de pequenos volumes situados entre 5-30 pL.

As lagartas foram colocadas a 4° C durante 15 min e, imediatamente antes
de serem injectadas, a superfi cie cuticular foi desinfectada com uma mistura de
etanol/cloroférmio (1:1). Por cada insecto injectaram-se 20 uL das dilui¢des das
suspensdes bacterianas consideradas até perfazer, no final, tantos lotes quantos
0S necessarios. Para cada um destes lotes de ensaios acresceram o0s das
testemunhas que compreenderam insectos injectados com tampdo MgSOs e
insectos ndo-injectados. Ap6s a injeccdo as lagartas foram colocadas
isoladamente em caixas de incubacdo com compartimentos individuais
(4x4x3 cm) a temperatura de 23° C, humidade relativa a 65%+5%, fotoperi odo
(L:E) de 12:12 h e tempo de incubagao até as 48 h.

1.6.2. Avaliacao e quantificacado da mortalidade larvar

ApO0s a injeccao das suspensdes bacterianas as lagartas foram
inspeccionadas, em intervalos de tempo regulares, para avaliar o tempo de
sobrevivéncia e a percentagem de mortalidade. A morte foi diagnosticada pela
auséncia de resposta a esti mulos de contacto exteriores. A mortalidade foi
expressa em percentagem cumulativa diaria e 0s ensaios terminaram com a
morte do ultimo insecto.

Determinou-se o tempo letal 50 (TL50) e o tempo letal 95 (TL95) que
correspondem, respectivamente, ao tempo médio em que ocorre a morte de 50% e
95% insectos em func¢&o da dose de bactérias injectadas. Durante o peri odo de
observac do foram, periodicamente, sendo efectuadas recolhas de hemolinfa e de
hemdcitos.
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1.6.3. Manipulacéo das lagartas e recolha da hemolinfa

As lagartas foram sempre colocadas a 4°C durante 15 min ao que se

seguiu

a desinfeccdo da superficie cuticular com uma solucdo de
etanol-cloroférmio (1:1). A obtenc&o da hemolinfa foi feita ao ni vel de uma das
falsas patas i) por excisdo, com a ajuda de uma tesoura de microdissec¢&o ou

ii) por punctura, com a ajuda de um alfinete entomoldgico estéril.

Nestes bioensaios, em intervalos de tempo de 5 h, a hemolinfa de cinco
insectos foi recolhida para o interior tubos contendo alguns cristais de
feniltioureia (PTU). No final de cada recolha, obtiveram-se quatro tubos contendo
um volume de hemolinfa correspondente a: 1) cinco insectos do lote dos injectados
com a suspensdo bacteriana correspondente a diluicdo 103; 2) cinco insectos do
lote dos injectados com a suspensao bacteriana correspondente a a dilui¢&o 104
3) cinco insectos injectados com tampao MgSO4 e 4) cinco insectos ndo-injectados.
De cada um destes tubos retiraram-se duas ali quotas de 100 pL de hemolinfa
sendo a primeira para analise e observa¢ao das células em microscopia 6ptica e
a segunda para espalhamento e cultura de bactérias em meio NBTA. Os
hemdcitos foram observados em microscopia segundo os métodos citolégicos de
caracterizac ao e contagem total e diferencial abaixo descritos (2.1.1. e 2.1.2.).

No final, os tubos foram centrifugados a 19000xg durante 10 min para
precipitacdo das células e bactérias, permitindo a recuperacdo do plasma
sobrenadante que foi imediatamente guardado em azoto li quido. Este plasma
serviu, ulteriormente, como solucdo onde se pesquisaram as actividades

citoli ticas/citotoxicas (5.2.1) e hemoli ticas (5.3.1.).
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2. Técnicas de Citologia

2.1. Microscopia Optica

Os resultados foram obtidos com aparelhos equipados com microscopia
confocal, contraste de fase e epifluorescéncia de UV e, os de microscopia Optica
invertida, equipado com contraste de fase e dispositivo sobreplatina para
manipulag &o electrofisioldgica das células.

2.1.1. Caracterizacdo das populacbes hemocitarias em
microscopia optica. Contagem Diferencial de Hemaocitos
(CDH)

Para este ensaio recolheu-se uma gota de hemolinfa (x 100 pL)
directamente sobre uma lamina de vidro que foi, de imediato, recoberta com uma
lamela (24x50 mm). A observacgao fez-se em contraste de fase com as objectivas
de 40x e de imersdo. O material bioldgico foi observado pela inspec¢ao metddica
e exaustiva, de toda a superfi cie Gtil do conjunto lamina-lamela, com a ajuda dos
movimentos de varrimento longitudinais e transversais da sobreplatina. No caso
particular da contagem diferencial de hemaécitos, 0 nUmero mi nimo de hemacitos
observados por lagarta foi de mil e os resultados foram expressos em meédia da
percentagem diferencial de hemdcitos.

2.1.2. Contagem Total de Hemadcitos (CTH)

As lagartas sao previamente pesadas e a hemolinfa foi directamente

depositada nas camaras de contagem de um hemacitometro. Numa primeira
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apresentacao os resultados foram expressos em média do numero total de
hemocitos/volume (CTH/mm3) ao que se seguiu a sua correcgdo baseada no peso
dos insectos.

2.1.3. Variacéao do volume de hemolinfa

A determinag¢ ao do volume de hemolinfa (VH) e da sua variac &o diaria, em
M. unipuncta e S. littoralis, fez-se baseado no método descrito por Yeager e
Munson (1950). Em resumo: injectaram-se as lagartas com 5 pL de uma solugao
a 1% de vermelho de amarante (p/v) em PBS. Passados 5 min, recolheu-se a
hemolinfa em microtubos onde foram previamente colocados alguns cristais de
feniltioureia (PTU), centrifugando-se a 19000xg durante 5 min. Da hemolinfa
sobrenadante retiram-se 50 pL que se colocam num dos compartimentos das
microplacas de 96 po¢cos medindo-se a DO com o espectrofotometro leitor de
microplacas a operar a 490 nm. As densidades Opticas assim obtidas foram
comparadas com uma curva de referéncia calculada a partir da diluicdo do
vermelho de amarante em diferentes volumes de hemolinfa conhecidos,
(50 pL-750 pL, intervalo de 50 pL). A equacgdao da recta, da curva de calibragao
dos coeficientes de diluicdo do corante, permitiu o calculo do volume de
hemolinfa das amostras em analise.

2.1.4. Variacao da imagem sangui nea

O conjunto populacional dos insectos foi diariamente vigiado e as lagartas
do quinto estado foram isoladas e colocadas em recipientes individuais
cili ndricos de polistireno com cerca de 50 cm3 de volume, com grelha na tampa
para arejamento, a temperatura de 23°C, humidade relativa de 65%+5% e
fotoperi odo de 12:12 h (L:E). A inspec¢ ao matinal dos recipientes, para limpeza e
renovac do do alimento, permitiu determinar o0 momento da passagem do quinto
para o sexto estado larvar. Deste modo, foi possi vel estabelecer, manter e seguir
uma cultura de insectos dos quais se conheciam as idades com base no dia de



22 Parte — Material e Métodos 50

desenvolvimento do sexto ou ultimo estado larvar A variacdo da imagem
sangui nea total e diferencial, ao longo do tempo de durag&o deste estado larvar
de M. unipuncta e S. littoralis, foi efectuada por intermédio do calculo diario da
CTH e da CDH num universo de dez lagartas/dia. No caso da CDH, foi de mil o
numero mi nimo de células observadas por insecto. O VH foi, por sua vez,
calculado com base na hemolinfa de 30 insectos/dia.

2.1.5. Obtencao de hemaocitos em monocamadas

Para os ensaios com células in vitro, a obten¢cdo extemporanea dos
hemocitos, fez-se a partir da hemolinfa recolhida em tubos com tampéao
anticoagulante (62 mM NaCl, 10 mM EDTA, 30 mM citrato tripotassico, 26 mM
acido ci trico) mantido a 4°C, na propor¢cao de 1:3 (v/v) respectivamente. O
numero total de células em suspensdo foi calculado por contagem ao
hemacitometro. De seguida, a suspensao celular foi centrifugada a 800xg
durante 15s a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado hemocitario
ressuspenso, por pipetagens suaves e repetidas, em PBS completo contendo ca*
e Mg2+ a 290-320 mOsmoI*Kgl H,O0 e pH 7,2. O volume do tampé&o foi calculado

para que a suspensdo de hemdcitos apresentasse um ti tulo médio ajustado na
ordem de 1,5+0,1x10° células/mL.

As monocamadas fizeram-se com a deposicdo de 20 pL da suspenséo
hemocitaria sobre lamelas de vidro esterilizadas. O conjunto, formado pelas
lamelas e as células, repousa durante 5min numa camara huimida a
temperatura de 23° C, para total aderéncia celular. Passado este tempo retira-se
0 excesso de tampdo, sobrenadante as células, substituindo-se por igual volume

de tampao fresco.

Seguidamente, para se poderem efectuar as observacgdes, as lamelas foram
invertidas sobre laminas de vidro porta-objectos normais ou laminas de vidro
especiais com uma pequena concavidade ou depressao central, (&2 cm e 1-2 mm
de profundidade) repleta de tampéao PBS (£100 pL).

As monocamadas de hemdcitos também foram feitas sobre laminas porta
objectos, tendo sido o vidro esterilizado pelo calor a temperatura de 200-220° C
durante 60 min. Neste caso, existiu uma particularidade que constou na
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delimitac o, a superfi cie da lamina, de um ci rculo hidréfobo (x1-1,5cm) com
DakoPen™ou PapPen (Sigma Z37,782-1) na zona destinada a deposi¢cdo dos
hemocitos. Esta alteragcdo permitiu a execu¢cdo de ensaios onde se operou a

manipulag do de maiores volumes da suspensdo hemocitéaria.

2.1.6. Preparacéo de culturas primarias de hemacitos

Em alternativa, ao método anterior, apds a centrifuga¢cdo dos hemdcitos
recolhidos no tampéao anticoagulante, o precipitado hemocitario foi ressuspenso
em meio G3. O numero de células em suspenséao foi calculado do mesmo modo e

ajustado na mesma ordem de grandeza.

As placas de cultura de células de 24 pocos foram preparadas com a
deposi¢cao de lamelas de vidro de @12 mm esterilizadas no fundo de cada pogo.
Em cada um dos poc¢os colocaram-se 200 uL da suspensdo de hemocitos que
repousou 10 min para total aderéncia das células. De seguida, as células foram
lavadas duas vezes com 500 pL do meio de cultura o que permitiu retirar o
excesso da solugcdo tampéo e de efectuar o equili brio dos hemadcitos no novo
meio. Estas lavagens descartaram a maior parte das células ndo aderentes a
superfi cie das lamelas. As culturas primarias de hemocitos foram mantidas em
500 pL de meio G3 a 23° C.

2.1.7. Linhagem celular SiI2b

A linhagem celular denominada SlI2b, proveniente de hemdcitos de
S. littoralis, foi obtida na Station INRA de Pathologie Comparée de
St. Christol-les-Alés, Franga. As culturas desta linhagem celular foram mantidas
a 24° C em volumes de 4 mL de meio G3 colocados em frascos de cultura celular
em polistireno com 50 mL de capacidade e com uma superfi cie de 25 mm? para
aderéncia celular. A cultura foi repicada semanalmente para meio G3 fresco e o
procedimento constou do seguinte: as células aderentes foram suavemente

descoladas com um raspador e repostas em suspensdo. Esta suspenséo celular foi
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transferida para novo meio a razdo de 1 mL para 3 mL de meio fresco. Nestas
condi¢des, a cultura celular estara confluente apds uma semana de incubagc ao.

2.1.8. Deteccao da necrose celular. Avaliacdo da viabilidade
e/ou mortalidade celular

A avaliacdo da viabilidade/mortalidade celular fez-se por intermédio do
ensaio de exclusdo do azul Trypan. As células vivas sdo capazes de
selectivamente regular a permeabilidade membranar do plasmalema e, devido a
este facto, apresentam a capacidade de excluir o azul Trypan dos seus domi nios
citoplasméaticos. Inversamente, as células necroticas, perderam a faculdade de
regular a selectividade transmembranar e o azul Trypan atravessa livremente a
membrana celular, invadindo o citoplasma e o compartimento nuclear, corando

de azul o DNA gendmico.

O ensaio que permitiu quantificar a percentagem de viabilidade e/ou
mortalidade das células fez-se com uma solu¢do de azul Trypan a 0,4% em
tampdo PBS directamente diluido no meio ou nas solu¢cdes tampéo
sobrenadantes as células (no final 0,04%). Depois da homogeneizagéao
efectuaram-se as observag6es ao microscépio 0ptico sendo a mortalidade celular
calculada e expressa em percentagem de mortalidade total com base na razao
entre o numero total de células coradas de azul (ndo viaveis) e o niamero total de
células observadas.

Em alguns casos efectuou-se, também, o calculo da percentagem
diferencial de mortalidade celular com base na razao entre o nimero de um certo
tipo de hemdcitos coradas de azul (ndo viaveis) e o numero total de hemdcitos

desse tipo observadas.

2.1.9. Avaliacao da aderéncia e/ou desaderéncia celular

As monocamadas de hemdcitos (2.1.5.), obrigatoriamente efectuadas em
lamelas de vidro flamejadas (25x25 mm), sobre as quais foram depositados 20 puL
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da suspensao celular, foram observadas ao microscopio éptico apds inversao das
mesmas sobre laminas de vidro especiais. Estas laminas de vidro possuem uma
depressdo ou concavidade central com @2 cm e 1-2 mm de profundidade onde
tinham sido previamente colocados 100 uL de PBS. As células que se
mantiveram aderentes estavam acessi veis a observa¢gao no plano da superfi cie
de vidro da lamela. As células descoladas ou que, simplesmente, ndo possui am
aderéncia, foram observadas depositadas no fundo da depressédo. Os movimentos
verticais da sobreplatina, comandados pelo o parafuso micrométrico, permitiram
a observacdo das células aderentes e nao-aderentes. A desaderéncia ou
descolamento celular foi expressa em percentagem e o seu calculo efectuado com
base no namero de células encontradas no fundo da concavidade e o numero total
de células observadas.

2.1.10. Deteccao de receptores membranares Lectina ou LPS
sobre hemocitos in vitro e in vivo

Prepararam-se duas solu¢cbes padrdo a concentracdo de 200 pg/mL em
PBS e tampéao anticoagulante (TAcg) de lectinas-FITC (=lectinas conjugadas com
isotiocianato de fluorescei na) de Triticum vulgaris, Lens cullinaris, Bandeiraea
simplicifolia 11, Arachis hypogea, Helix aspersa e Canavalia ensiformis.

De igual modo, prepararam-se duas solugdes padrdo a concentragdo de
500 pg/mL (50 000 unidades de endotoxina) em PBS e TAcg de LPS-FITC
(=Lipopolissacaridos conjugados com isotiocianato de fluorescei na) de Serratia
marcescens e Escherichia coli. Segundo o Boletim Técnico N° 210 da Sigma cada
uma das solugdes, com concentragcao de 1mg/mL de LPS-FITC, possui 100 000
unidades de endotoxina.

A recolha da hemolinfa fez-se directamente para dentro um tubo contendo
tampédo anticoagulante. ApoOs centrifugacdo a 800xg durante 15s a 4°C o
sobrenadante foi descartado e o precipitado hemocitario ressuspenso nas
diferentes solu¢cdes de Lectina-FITC (200 pg/mL, 100 pg/mL e 20 pg/mL) ou
LPS-FITC (500 pg/mL e 300 pg/mL) e a incuba¢ado durou 15 min a temperatura
ambiente e na obscuridade. As células foram de novo centrifugadas a 800xg



22 Parte — Material e Métodos 54

durante 15s a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado hemocitario
lavado e ressuspenso em PBS. De seguida, 20 pL das diferentes suspensfes de
hemocitos foram colocados sobre Iaminas de vidro e, ao fim de 5 min, recobertas

com uma lamela.

Os ensaios In vivo executaram-se por injeccdo de 20 pL das solugdes de
Lectina-FITC (200 pg/mL) e de LPS-FITC (500 pg/mL) em larvas do sexto estado
de S. littoralis e M. unipuncta. A recolha da hemolinfa fez-se directamente para
dentro um tubo contendo tampé&o anticoagulante. Apos centrifugagdo a 800xg
durante 15s a 4°C o sobrenadante foi descartado e o precipitado hemocitario
lavado e ressuspenso em PBS. De seguida, depositaram-se 20 uL da suspensao
celular sobre uma lamina de vidro e o conjunto incubou 5 min em camara humida
para aderéncia dos hemocitos. Recobriu-se com lamela e observou-se num
microscépio Gptico equipado com epifluorescéncia a operar no comprimento de
onda de excitacdo ultravioleta compreendido entre 450-490 nm e filtro de

emissao a 530 nm.

2.1.11. Observacao de vacuolos celulares e quantificacdo do
grau de vacuolizacao

Nestes ensaios usaram-se culturas primarias de hemécitos obtidas pelo
protocolo acima descrito (2.1.5.) e estabelecidas em po¢os com e sem lamela de
vidro. Apoés retirada do meio G3 sobrenadante inicial, as células foram colocadas
em presenc¢a de 300 uL de uma solug¢&o 8,0 mM de vermelho neutro em meio G3
durante 8 min. De seguida, as células foram lavadas trés vezes, 3 min por
lavagem, com o0 mesmo meio com volumes de 300 pL, 600 uL e 900 pL
respectivamente. Apds ter sido descartado o excesso de meio da ultima lavagem
as células, dos po¢os onde ndo foram depositadas lamelas, sdo expostas a 800 puL
durante 5 min a uma solugao alcodlica acida composta por etanol a 70% e HCIl a
37% (v/v). Esta solucdo foi completamente retirada dos po¢os e colocada em
cuvetes de espectrofotometro e a leitura foi feita com o aparelho a operar a
405 nm.
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Retiraram-se as lamelas dos restantes pog¢os, montaram-se entre lamina e
lamela com a face celular virada para a lamina de vidro, observaram-se ao

microscépio G ptico com e sem contraste de fase.

2.1.12. Analise Estati stica

Procedeu-se ao tratamento estatistico dos resultados e, apos
transformag o em arcsin, os dados foram estudados por analise de variancia e as
medias foram comparadas com recurso ao método Duncan de Analise
Multicomparada. O grau de confianga utilizado em todas as analises foi de
0=0.05. Nos casos mais simples efectuou-se uma analise com o teste t de student.

2.2. Microscopia Electronica

2.2.1. Caracterizacao ultrastrutural de hemodcitos em
microscopia electrénica de transmissao

Para a observacdo e caracterizacdo estrutural de hemdcitos em
microscopia electronica de transmissdo (MET) os hemdcitos, recolhidos em
tampéo anticoagulante e centrifugados, foram fixados numa mistura 1:1 de
solucdo fixadora de glutaraldeido 1% e formaldei do 1%, (v/v), em tampéo
cacodilato de sbédio 100 mM, pH 7,2, (ou tampao fosfato 100 mM, pH 7,2),
Karnovsky (1965). Apds meia hora, a temperatura ambiente, a mistura fixadora
foi substitui da por glutaraldei do a 5%, em tampao cacodilato de sédio 100 mM,
pH 7,2, (ou tampéo fosfato 100 mM, pH 7,2), e a fixa¢cao decorreu durante 3 h a

temperatura ambiente.

Os hemocitos foram, entdo, centrifugados a 700xg, durante 2 min, e a
solucédo preé-fixadora foi removida por intermédio de trés lavagens, de 10 min
cada, no tampao da fixag do. A pos-fixagao decorreu com tetroxido de 6smio a 1%
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em tampao cacodilato de sédio 100 mM, pH 7,2 durante 2 h, a temperatura
ambiente.

A desidratag ao foi feita pela série ascendente da acetona ou etanol, depois
de se terem efectuado 3 lavagens de 15 min cada no tampéao da pds-fixac&o para
a total remoc &ao do fixador.

O material foi infiltrado e impregnado pelo uso da mistura ascendente
oxido propileno/Epon 812 ou etanol/Epon 812 e, finalmente, inclui do na resina
Epon 812 pura em moldes de polipropileno. A polimerizacdo decorreu numa
estufa a 60° C durante 72 h.

Os cortes semifinos e ultrafinos foram executados, com faca de diamante,
num ultramicrotomo LKB de avango térmico. As secgbes semifinas foram
colocadas e coladas em laminas de vidro, coradas com azul de tolui dina boratada
a pH 9,0 e montadas com lamela para observagdo em microscopia Optica. As
sec¢cdes ultrafinas foram recolhidas em grelhas de cobre, com malha de
200 mesh, e contrastadas pelo acetato de uranilo/citrato de chumbo,
Reynolds (1963).

A observagdo e a obtencdo das fotomicrografia foram feitas em MET
ambos a operar a 80 kV.

2.2.2. Preparacao do material biolégico para observacdo em
microscopia electronica de varrimento (MEV)

Os hemdcitos em monocamadas aderentes a lamelas de vidro, foram
fixados com uma solu¢ao de glutaraldei do a 5% em tampéao cacodilato de sédio
100 mM, pH 7,2, (ou tampao fosfato 100 mM, pH 7,2). A fixagdo decorreu a
temperatura ambiente durante 1 h e a solu¢céo pré-fixadora foi removida por

intermédio de trés lavagens, de 10 min cada, com o0 mesmo tampéo.

A poés-fixagdo durou 1 h, a temperatura ambiente, em tetroxido de 6smio a
1% em tampéo cacodilato de s6dio 100 mM, pH 7,2. A desidratac ao foi feita pela
série ascendente de etanol, depois de se terem efectuado 3 lavagens de 15 min
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cada no tampéao da pés-fixagcao para a total remo¢ao do fixador. Os hemdcitos,
em banho de etanol a 100%, foram submetidos a secagem pelo ponto cri tico e

metalizados. As observacg 6es foram feitas num MEV a operar a 15 kV.

2.3. Deteccéao da Apoptose Celular

2.3.1. Apoptose em culturas primarias de hemdacitos

A apoptose celular foi avaliada pelo método TUNEL ou método para a
deteccdo da morte celular in situ, (Boehringer Manheim Cat. N° 1 684 795) que
permite detectar e quantificar, a ni vel unicelular, a morte celular programada,
baseado na marcacdo fluorescente dos fragmentos de DNA especificamente
obtidos pela ac¢ao das endonucleases activadas durante o processo de apoptose.

Nos ensaios de apoptose celular sobre hemocitos in vitro usaram-se
culturas primarias de hemocitos estabelecidas sobre lamelas de vidro inseridas
nos po¢ os de microplacas de cultura de células.

As células foram fixadas em paraformaldei do a 4%, extemporaneamente
preparado em tampao Tris-salino (TBS: 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl e
ajustar o pH 7,5 com HCI), durante 10 min a temperatura ambiente. Terminada
a fixacdo as células foram lavadas duas vezes em TBS e incubadas, durante
4 min a 4°C, com a solucao de permeabilizagdo composta por 0,1% de Triton
X-100 e 0,1% de citrato de sodio. Ap6s a permeabilizacdo as células foram
lavadas duas vezes em TBS e as lamelas colocadas em novas caixas de cultura

cOm 0S Pog¢ 0S secos sobre as quais se depositou a mistura reaccional.

A preparac¢ao da mistura do ensaio TUNEL fez-se mediante as instrugdes
gue acompanham o conjunto. Em resumo: juntam-se 50 pL da solu¢&o da enzima
transferase desoxinucleotidil terminal ao tubo contendo a solugcdo dos
nucledtidos-FITC. Sobre as células foram depositados 50 uL da mistura de

reaccdo e as lamelas imediatamente colocadas numa camara humida a 37°C
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durante 60 min na obscuridade. Terminada a incubagao reaccional as lamelas
foram lavadas trés vezes em TBS, por imersdo rapida no tampéao. Sobre uma
lamina de vidro colocaram-se 20 pL de Mowiol e as lamelas foram invertidas
sobre este |i quido de montagem.

A observacado fez-se em microscopia Optica de epifluorescéncia ou em
microscopia confocal e as laminas podem ser guardadas no frio, em camara
humida e na obscuridade.

2.3.2. Padréao de fragmentacao do DNA gendmico

2.3.2.1. Extraccao do DNA gendmico dos hemocitos

A suspensdo de hemdcitos de S. littoralis (+5x10’ células/mL) foi obtida
segundo o método acima descrito (2.1.4.). Os tubos foram centrifugados a 1000xg
durante 5min a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e as células foram
ressuspensas e lavadas em tampdo PBS a 4°C. Repetiu-se a lavagem e
centrifugac do das células. No final, ressuspenderam-se 0s hemadcitos em tampéo
de digestdo e a incubacdo durou de 12-18 h a temperatura de 50°C num
banho-maria com agita¢gao em tubos bem fechados.

Para a extrac¢cao dos &cidos nucleicos juntou-se, ao tampao da digestao,
igual volume da mistura fenol/clorofé rmio/alcool isoami lico (1:1:1) e o conjunto
foi submetido a forte agita¢ao durante 5-10 min findos os quais se centrifugaram
os tubos durante 10 min a 1700xg.

Para a purificacdo do DNA transferiu-se o sobrenadante aquoso da
camada superior, para um novo tubo. Calculou-se o volume deste sobrenadante
ao qual se adicionou metade do seu volume de 7,5 M de acetato de amonio e o
dobro do seu volume de etanol a 100%. Recuperou-se o0 DNA por centrifugacao
durante 2 min a 1700xg. O precipitado foi lavado com uma solu¢ao aquosa de
etanol a 70%. Deixou-se decantar e secar o etanol.
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2.3.2. 2. Electroforese em gel de agarose do DNA genémico

O ADN, obtido pela metodologia anterior, foi redissolvido em 20 uL de
agua ultrapura. A esta solugao juntou-se 20% do tampao de depdsito e a amostra
foi colocada num pog¢o de um gel de agarose a 0,8% (p/v). A migragao fez-se numa
tina de electroforese horizontal a operar a 60 V (x 80 mA) durante 1 h e 30 min.
No final da migracao, o gel foi corado com uma solu¢gao aquosa de brometo de
eti dio (2 mg/l) durante 10 min, lavado em agua e a observacéao fez-se num
transiluminador de UV a operar no comprimento de onda de 254 nm.

2.4. Caracterizacéao electrofisioldgica de hemdocitos

Para os registos electrofisiologicos, as monocamadas de hemdcitos de
insectos foram preparadas em lamelas de vidro. Apos ter-se verificado a adeséo
dos hemocitos, (£ 5 min) as lamelas foram transferidas para a camara de registo
de um microscopio invertido (IMT2, Olympus), continuamente perfusionada a
temperatura ambiente (fluxo de 5 mL/min) com a solug &o extracelular ou tampéo
Krebs 10 mM HEPES (pH = 7.4), contendo: 124 mM NaCl, 3 mM KCI, 26 mM
NaHCO3, 1.25 mM NaH2P0O4, 1.5 mM CaCl2, 1 mM MgS0O4, 10 mM D-Glucose
(com borbulhamento de O2/CO2 : 95/5). borbulha

As pipetas porta-eléctrodos de vidro borossilicato do tipo CG 120-10 com
75 mm de comprimento, 1,2 mm de @externo e 0,69 mm de @ interno, (Clark®,
GB) foram preparados com uma extensora térmica de vidro (Sutter Instruments,
Modelo P-97, USA) a operar segundo as instru¢des do fabricante para a obtengao
de pipetas com 4-10 MQ de resistividade.

As correntes electrofisiologicas foram medidas por intermédio da técnica
de contacto hermético (=patch-clamp) nas configuragdes células aderentes as
pipetas porta-eléctrodo (=“cell-attached”) nos modos i) sobre a célula (=“on cell”) e
i) célula inteira (=“whole-cell”) e, finalmente, no modo iii) interior para fora
(="inside-out”). Em resumo: nas duas configuragdes de células aderentes a pipeta
porta-eléctrodo, esta efectua o contacto hermético e fica em selagem permanente
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com a membrana. No modo, i) sobre a célula a solu¢gao intraeléctrodo € uma
solugao extracelular que recria as condicdes do meio externo. Neste caso, 0
acesso ao registo electrofisiolégico s6 respeita a por¢do da membrana que esta
confinada ao contacto com o didmetro interno da pipeta porta-eléctrodo; ii) no
modo célula inteira a membrana em contacto com o espa¢o do diametro interno
da pipeta porta-eléctrodo sofre uma ruptura e a solu¢ao intraeléctrodo é uma
solucdo do tipo intracelular. Neste caso, existe continuidade entre o interior do
pipeta porta-eléctrodo e da célula e 0 acesso aos registos dizem respeito a toda a
membrana celular; finalmente, no modo iii) interior para fora destaca-se uma
porcao da membrana cujo interior fica exposto ao meio exterior. Neste caso, a
porcdo de membrana fica presa na ponta da pipeta porta-eléctrodo, tendo-se
acesso aos registos do comportamento do hemifolheto interno da membrana em

contacto com as diferentes solu¢des em estudo.

As correntes unitarias foram registadas e gravadas com um amplificador
de “patch-clamp” (Axopatch 200 B, Axon Intruments, USA) e digitalizados
(Digidata 1200 Interface, Axon Intruments, USA). Os sinais foram filtrados a
1kHz e as amostras obtidas a 10kHz. O registo e a analise conti nua das

correntes foram executadas com os programas John Dempster('WinWCP’).

Apos o estabelecimento do contacto hermético entre a membrana celular e
a pipeta de registo que contém o eléctrodo (“gigaseal”) o potencial da corrente foi
fixado a -60 mV. O sistema esteve mantido inalteravel durante alguns momentos
para verificagao da estabilidade e, de seguida, efectuaram-se saltos de potencial
sucessivos de 20 mV com a durag¢do de 2-3 s. A amplitude extrema destes saltos
varia entre -100 e +80 mV ou entre -80 e +40 mV. Esta metodologia permitiu
observar as diferencas de conductancia celular, de estabelecer rapidamente a sua
dependéncia da voltagem e, consequentemente, de obter a respectiva curva I/V.

No meio interno da pipeta porta-eléctrodo foram colocadas véarias solugdes
isosmoticas, (290-320 mOsmoI*Kgl H,O e pH 7,2) com diferentes composi¢des
idnicas: a solugdo extracelular (descrita acima), solu¢cdes ricas em potassio
compreendendo 150 mM de gluconato de potassio em 50 mM de tampédo HEPES
(pH=7.4) ou 150 mM de cloreto de potassio em 50 mM tampao HEPES (pH=7.4),
solucdo de tetraetilamonio (TEA) (a solugcéo base contém 150 mM de cloreto de
TEA em 50 mM de tampdo HEPES, pH=7.4) e a solu¢cdo de tetrabutilamoénio
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(TBA) (a solugao base contém 150 mM de cloreto de TBA em 50 mM de tampao
HEPES, pH=7.4), que serviram para estabelecer o padrdo normal da
caracterizacao electrofisiologica dos hemdcitos. Estas solugdes serviram,
também, para efectuar as diluicdes das amostras biologicamente activas
provenientes dos processos de purificagcdo cromatografica abaixo descritos. Nos
ensaios, tanto na configuracao “cell-attached” como “inside out”, os factores
citotoxicos (0.9 UAH ou 95% de mortalidade hemocitaria) foram usados a
concentragdo de 1/16 dilui dos na solu¢éo intraeléctrodo ou aplicados em banho

exterior as células, respectivamente.

2.5. Medicdo da concentracdo do calcio citossolico
livre. Calcio total na populacdo de hemadcitos e em
células individuais

A concentrag do de célcio intracelular ([Ca2+]i) foi medida com o indicador
fluorescente Fura-2 (Grynkiewicz et al.,, 1985). Para este proposito, a
monocamada de hemocitos de insectos foi preparada tanto em lamelas de vidro
rectangulares (20x7 mm) como quadradas (10x10 mm). Apds a adesao, as células
foram expostas ao Fura-2, durante 30 min a temperatura ambiente, para
carregamento intracelular com este composto. A incubag¢ o decorreu em presencga
da solucg&o extracelular, descrita acima, contendo 5uM de Fura-2AM e 0.02% de
plurénico. Apos lavagem, as lamelas rectangulares foram inseridas numa cuvete
de quartzo de um espectrofluori metro Aminco-Bowman 2 (SLM Instruments,
USA) e posicionadas num angulo de 45° em relac&do ao feixe de excitagao. A
cuvete de quartzo continha a citotoxina dilui da (1/16 de uma solu¢&o com 0.9
UAH e +95% de mortalidade hemocitaria) na solucédo extracelular
termostatizada a 25° C e agitada magneticamente. A fluorescéncia do Fura-2 foi
obtida pela excita¢&o da preparagao com emissoes alternadas a 340 e 380 nm e
pela monitorizagao e registo das emissbées (F340 e F380) a 510 nm. A razéo das
emissdes a 510nm (F340/F380) foi registada a cada 0.5 segundos.
Alternativamente, as lamelas quadradas foram transferidas para a camara de
registo instalada num microscopio invertido (Leica, DMIRB). A emissao do Fura-
2 foi obtida pela excitagao alternada a 340 e 380 nm com um filtro circular
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rotativo (Sutter Instruments). Os sinais fluorescentes foram recolhidos com uma
camara CCD (Hamamastu, Japan), digitalizados e analisados com 0s programas

de analise de imagem da "Acquacosmos” (Hamamatsu, Japan).

2.6. Medicao da concentracao de potassio intracelular
livre. Potassio total na populacdo de hemaocitos e
em células individuais

De modo a registar o efluxo do potassio dos hemdcitos de insectos, a
concentracao intracelular de potassio foi medida com um ligando do potassio
fluorescente, benzofurano isoftalato (ou PBFI). Para este proposito, as
monocamadas células foram elaboradas em lamelas de vidro quadradas
(10x10 mm) e incubadas durante 30 min a temperatura ambiente com 5 uM
PBFI-AM e 0.02% de Pluronico dilui dos na solug o extracelular. Apés lavagem,
as lamelas foram transferidas para a platina de um microscépio invertido (Leica
DMLFS). A fluorescéncia do PBFI foi obtida pela excitacdo da preparacdo a
380 nm e a emisséo recolhida a 510 nm. A analise e a digitaliza¢&o foram feitas

como descrito na secgao anterior.

3. Técnicas de Purificacao de Protei nas

3.1. Meios de cultura e condicOes de incubacao

Procedimentos e condicdes genéricas

Previamente as incubac¢des de i) S. carpocapsae axénico; ii) do complexo
simbionte, ou iii) das bactérias, guardaram-se a -80°C ou em azoto li quido,

varias
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ali quotas estéreis de 1 mL dos diferentes meios de cultura para servirem
ulteriormente de testemunhas em todos 0s ensaios bioldgicos. Por seu turno, ao
longo do tempo de incubacé&o, a intervalos considerados convenientes pela
metodologia utilizada, foram retiradas ali quotas de 1 mL de todos os meios de
cultura, as quais, apés centrifugacao e esteriliza¢ao por filtragao sao, também,

guardadas nas mesmas condi¢des de temperatura.

3.1.1. Meios de cultura e condi¢des de incubacao do complexo
simbionte, do nematodo axénico e da bactéria

O complexo simbionte holoxénico, monoxénico ou o nematodo axénico
foram incubados em MTH ou TSB a temperatura de 23° C durante 48 h numa
camara com agitagdo orbital a 80 rpm. O in6culo fez-se a concentracdo de
3 nematodos/pL em 10 mL de meio de cultura e colocado em recipientes do tipo
Erlenmeyer de 100 mL. No ini cio e no final do ensaio avaliou-se a monoxenia ou
a axenia, por espalhamento em NBTA, ou gelose nutritiva/caldo nutritivo do meio
de cultura dos nemétodos.

No caso da bactéria, o indculo foi constitui do por uma pré-cultura
X. nematophila em meio LB com DO igual a 1,0 unidade de absorvancia no
comprimento de onda a 540 nm. A concentrac¢ao de indculo foi de 100 puL por cada
10 mL de volume do meio MTH acondicionados em recipientes do tipo
Erlenmeyer de 100 mL e a incubag¢&o durou 48 h em condi¢des controladas de
temperatura e agitacao (23°C e 160 rpm). O procedimento foi igual quer se
tratassem de bactérias isoladas a partir dos nematodos monoxénicos ou das
bactérias da estirpe F1/1.

Em alternativa, nos meios TSB ou LB, as condi¢gdes de pré-cultura,
concentrag o do in6culo e de incubagao foram iguais variando o volume final do
meio. Em consequéncia, o indculo bacteriano foi de 3 mL e o volume dos meios de
cultura foi de 300 mL contidos em recipientes de 3 L. Deste modo, todas as
condi¢cdes fisicas se mantiveram inalteraveis assim como as biolégicas nas
devidas proporg6es. A determinados intervalos de tempo retiraram-se ali quotas
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de 1 ml dos meios de incubagao e efectuou-se a leitura da DO do crescimento
populacional bacteriano.

3.2. Tratamento dos extractos brutos e obtencao dos
sobrenadantes de cultura

Terminada a incubagao nos diferentes meios cultura o procedimento geral

foi o seguinte:

1) para remog¢ ao dos nematodos os meios de cultura, do complexo simbionte
(N) ou de S. carpocapsae axénico (Sc), foram previamente centrifugados a 1000xg
durante 5 min, ao que se seguiu a recuperac¢ao do sobrenadante para uma nova
centrifugac 8o a 30000xg, durante 30 min a 4° C;

1) por seu turno, as culturas bacterianas (Xn) foram imediatamente
centrifugadas a 30000xg, durante 30 min a 4° C.

Terminadas as centrifugacdes, recuperaram-se 0s sobrenadantes para
filtragdo com membranas de 0,22 ym e armazenamento em esterilidade. Os
filtrados foram guardados a diferentes temperaturas: -20° C, -80° C ou em azoto
Ii quido.

3.3. Preparacdo dos sobrenadantes dos meios de
cultura para a cromatografia

3.3.1. Diafiltracao

Os sobrenadantes de cultura NMTH, NTSB, SCcMTH e XnMTH, foram
diafiltrados em colunas PD10, Sephadex™ G-25M, (Pharmacia), segundo as
instrugdes do fabricante. As colunas foram preparadas de modo a efectuar o

equili brio das amostras nos tampdes para as diferentes cromatografias. Apds a
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diafiltracdo as amostras foram centrifugadas a 10000xg durante 30 min,
filtradas com membranas de acetato de celulose de 0,22 um e guardadas a -20° C,

-80° C ou em azoto li quido.

3.3.2. Precipitacdo com Sulfato de Amoénio

Por seu turno, os sobrenadantes de cultura XnLB e XnTsB foram tratados
com sulfato de amonio (AmoSQOa) para precipitacdo de protei nas. Em primeiro
lugar, efectuou-se a precipitacdo a 50% durante 4-6 h a 4°C, em recipiente do
tipo Erlenmeyer, com agita¢ do de uma barra magnética. De seguida, as amostras
foram centrifugados a 25000xg, durante 60 min a 4°C numa centri fuga
preparativa. O precipitado foi descartado, recuperou-se 0 sobrenadante e
efectuou-se a reprecipitagdo para 70% de AmoSOs4 nas mesmas condi¢des das

acima descritas.

De seguida, descartou-se 0 sobrenadante e recuperou-se o precipitado, com
nova centrifugagao a 25000xg, durante 60 min a 4° C, o qual foi redissolvido em
tampédo fosfato de sodio (TF: 10 mM, pH 8,0). Para completo equili brio e
lavagem da eventual contaminacdo de AmoSOs4 presente no precipitado, as
amostras foram dialisadas em membranas Visking, com 10 kDa de excluséao
molecular, contra o0 mesmo tampéo, na propor¢ao de 1:50 (v/v), durante 24 h a
4° C em recipientes do tipo Erlenmeyer com agita¢do de uma barra magnética.
Ao fim das primeiras 12 h de dialise o tampé&o foi mudado.

No final, o dialisado foi centrifugado a 10000xg durante 30 min,
esterilizado por filtragdo, num sistema Nalgene® adaptavel a frascos de vidro
ISO, equipado com membranas de acetato de celulose de 0,22 um e guardado no
frio a -20° C, -80° C ou em azoto li quido.
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3.4. Cromatografia li quida (FPLC e HPLC)

Os registos cromatograficos, que permitiram a analise bioqui mica dos
sobrenadantes, foram obtidos com dois tipos de equipamentos de cromatografia
liquida de média e alta pressdo, respectivamente, i) Sistema FPLC da
Pharmacia, com os detectores UV operar a 214 ou 280 nm e ii) Sistema HPLC da
Waters 990 equipado com um fotodi odo UV/V. Nas condi¢des normais de
trabalho foi possi vel efectuar um varrimento espectral que permitiu registar e
gravar o evoluir do cromatograma em todos os comprimentos de onda no
intervalo escolhido que, na maxima amplitude, se pode estender de 190 nm a
900 nm. Ulteriormente foi possivel analisar a absor¢do das diferentes

regiées/picos do cromatograma nos comprimentos de onda escolhidos.

As fases aquosas moéveis das cromatografias foram feitas com agua
ultrapura (RO-Milli Q) e filtradas (0,22 um) com membranas de acetato de
celulose, para solugdes aquosas, ou de Nylon, para solu¢cdes a base de solventes
organicos e/ou acidos. Todas as solugcdes foram extemporaneamente
desgaseificadas, por sonica¢ado, num banho-maria com ultra-sons a temperatura
de 27° C durante 45-60 min.

3.4.1. Cromatografias de troca anidénica em sistema FPLC
Pharmacia

As cromatografias de troca anionica foram feitas em colunas Mono Q 10/10
e Mono Q 5/5 da Pharmacia em equili brio no tampéao fosfato de sédio 10 mM,
pH 8,0 (=tampéao A). As amostras, previamente a injec¢ao, foram diafiltradas ou
dialisadas nesta mesma solu¢cdo. O tampao da eluigdo foi o do equili brio
adicionado de 1 M de NaCl (=tampao B).

As protei nas fixadas a resina, da fase estacionaria da coluna, foram
elui das com o tampéao B, num gradiente de NaCl de 0-500 mM (ou 0-1 M) com
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um fluxo de eluicdo de 20 mM/min, tendo sido variaveis tanto os débitos
(2-3 mL/min) como os volumes das frac¢gdes (1, 3 ou 5 mL).

3.4.2. Cromatografia de filtracdo em gel no sistema FPLC
Pharmacia

As colunas Superose 12 HR 10/30, (10x300 mm; @ da parti cula =10 um) e
Superdex™75 HR 10/30 (10x300 mm; @ da parti cula = 13 um) foram fornecidas
pré-empacotadas e possuem, nas condi¢des padronizadas pelo fabricante, uma
amplitude de separacdo de protei nas globulares com pesos moleculares
compreendidos, respectivamente, entre o0s patamares de 1-300x103Da e
3-70x103 Da.

As amostras foram diafiltradas em colunas PD10, equilibradas em tampéao
fosfato de s6dio 10 mM, pH 8,0 com 150 mM de NaCl e injectadas nas colunas de

filtrac &o em gel, em equili brio no mesmo tampao.

O tampao da eluicao/filtragcao foi o mesmo do equili brio. As condi¢gdes
para a filtrag &o neste tipo de cromatografia foram, em geral, as seguintes: débito
de 500 pL/min e fraccdes de 1 mL.

3.4.3. Cromatografia de filtracdo em gel no sistema
HPLC Waters 990

Para as cromatografias em sistema HPLC a coluna de filtracdo em gel
TosoHaas foi do tipo TSK G3000SW (600x7,5mm; poro de 250 A @ da
parti cula =10 um) e possui, nas condi¢6es padronizadas pelo fabricante, uma
amplitude de separacdo de protei nas globulares com pesos moleculares

compreendidos entre os patamares de 10-500x103 Da.

As amostras foram diafiltradas em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 7,0
com 150 mM de NaCl e injectadas em colunas de filtra¢cao em gel, em equili brio

Nno mesmo tampao.
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O tampao da eluicao/filtragcao foi o mesmo do equili brio. As condi¢gdes
para a filtra¢ &o neste tipo de cromatografia foram, em geral, as seguintes: débito

de 250 pL/min e as frac¢des tém um volume variavel.

3.4.4. Cromatografia de fase reversa (Cl8) em sistema
HPLC Waters 990

As amostras, acidificadas com uma solu¢cdo aquosa (1:9; v/v) a 0,1% de
acido trifluoracético (TFA), foram injectadas em coluna de fase reversa NovaPak®
C18 da Waters, (3,9x150 mm; poro de 60 A, @ da parti cula 4 um) em equili brio
numa solu¢cdo aquosa de TFA a 0,1%. As protei nas fixadas a resina, da fase
estacionaria da coluna, foram elui das num gradiente de 0-100% de Acetonitrilo
100%/TFA 0.1%, (ACN/TFA) com um fluxo de 2%/ min e débito de 1 mL/min. As
fraccdes, com volume variavel, a medida que iam sendo recolhidas foram, de
imediato, congeladas em azoto li quido e liofilizadas no final da cromatografia.

3.4.5. Analise em MALDI-TOF e Interrogacdo de Bancos
Proteicos

A andlise em MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
lonisation-Time of Flight), para a qual se utilizou um aparelho da marca
Perkin-Elmer, foi efectuada no Laboratoire des Mécanismes Moléculaires des
Comunications Cellulaires (UPR 9023, CNRS, Montpellier).

As amostras submetidas a esta analise foram as frac¢des cromatograficas,
biologicamente activas, provenientes da cromatografia de fase reversa C-18.

As amostras foram submetidas a analise com e sem digestéo tripsi nica. A
tripsina utilizada na digestédo serviu, também, para calibrar o aparelho. Esta
técnica serve, resumidamente, para, numa primeira etapa, vaporizar e ionizar as
moléculas de natureza pepti dica/proteica, (MALDI). Seguidamente, as moléculas
sdo submetidas a um campo eléctrico e o tempo que demoram a atingir o catodo

(TOF), faculta o calculo da sua massa molecular. Esta técnica ndo € destrutiva
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permitindo utilizar e analisar as moléculas nédo fragmentadas e obter a massa
molecular total respectiva. Por outro lado, pode fragmentar-se a molécula, por
digestdo enzimatica, e efectuar seguidamente a mesma analise. O resultado
permitira conhecer a quantidade e a massa molecular dos péptidos originados
pela digestédo tripsi nica e, assim obter, uma “impressdo digital proteica” ou o
perfil pepti dico da protei na em causa na analise. Os péptidos provenientes da
autodigestdao da tripsina sdo facilmente identificados no conjunto dos picos
obtidos e, consequentemente, subtrai dos ao perfil da protei na em analise. De
notar, que a digestdo tripsi nica, fragmenta os péptidos/protei nas ao ni vel dos
grupos carboxilo dos resi duos lisina e arginina. Deste modo, é possi vel obter
com grande exactidao o perfil pepti dico caracteri stico de cada protei na, ou seja,
conhecer a quantidade de péptidos obtidos apds digestdo enzimatica e as suas

respectivas massas moleculares.

Estas informac¢des podem ser utilizadas nas interroga¢cfes a bancos de
dados proteicos para poder comparar o perfil obtido com os conhecidos e
disponi veis. Em alguns casos, com base na massa molecular dos diferentes
péptidos, os bancos de dados fornecem uma eventual proposta de sequéncia
aminoaci dica possi vel. Neste contexto, 0os bancos interrogados, na tentativa de
identificac &o dos péptidos/protei na, foram os seguintes:

1 - Swiss-Prot

Peptldent http://tw.expasy.org/cqi-bin/peptident.pl
Peptide Mass http://tw.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl
NiceProt http://tw.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl

2 — ProFound http://prowll.rockefeller.edu/profound/html



http://tw.expasy.org/cgi-bin/peptident.pl
http://tw.expasy.org/cgi-bin/peptident.pl
http://tw.expasy.org/cgi-bin/peptident.pl
http://prow11.rockefeller.edu/profound/html
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4. Analise e quantificacao de protei nas

4.1. Doseamento de protei nas

A deteccdo e quantificacdo de protei nas foi executado com o método
colorimétrico BCA™ da Pierce. A metodologia seguida foi a descrita pelo
fabricante e em resumo constou do seguinte: i) a solu¢ao de trabalho é composta
por uma mistura de 50 partes do reagente A (BCA em tampéao bicarbonato) com 1
parte do reagente B (solu¢do aquosa de sulfato de cobre a 4%); ii) juntaram-se
2 mL desta solugcédo a 100 pL de amostra, homogeneizou-se bem; iii) o conjunto
incubou durante 30 min a 37° C, arrefecendo a temperatura ambiente e a leitura

fez-se num espectrofoté metro a operar no comprimento de onda de 562 nm.

Este método combina a reducdo do Cu?* a Cul* pelas protei nas em
ambiente alcalino (reac¢ o do Biureto) com uma detec¢do sensi vel e selectiva do
ido cuproso (Cul*) pela solugao reagente que contém acido bicinconi nico (BCA).
A reac¢ ao estiquiométrica combina duas moléculas de BCA por cada ido cuproso,
formando um complexo molecular que exibe uma forte absorvancia a 562 nm e

gue é directamente proporcional ao aumento da concentrac &o proteica.

4.2. Deteccao e doseamento de actividades enzimaticas

4.2.1. Deteccao da actividade proteasica

A deteccdo da actividade proteasica fez-se por incuba¢ao de 50 uL da
solucédo a testar com 85 pL de uma solugao de azoalbumina ou azocasei na a 2%
em tampao fosfato de s6dio 100 mM pH 7,3 a 37° C durante 3 h.
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Terminado o tempo desta incubagao adicionaram-se 400 uL de uma
solugdo aquosa de &cido tricloroacético (TCA) a 10%. Repousou durante 10 min,
a temperatura ambiente e centrifugou-se a 19000xg durante 5 min. O
sobrenadante foi colocado numa cuvete de espectrofotometro ao qual se
adicionaram 700 pL de uma solu¢&o aquosa de hidroxido de s6dio 1 M. A leitura

foi feita com o espectrofotometro a operar no comprimento de onda de 440 nm.

As solugdes de azoalbumina ou azocasei na servem de substratos
cromogeénicos sollveis para enzimas proteoli ticas. O fundamento qui mico do
ensaio baseia-se na digestéo do substrato proteico (acido sulfani lico-azoalbumina
ou sulfanilamida-azocasei na) com libertagdo dos correspondentes péptidos
cromogénicos. O TCA faz precipitar as protei nas remanescentes da digestdo mas
ndo os péptidos que continuam em solugado. Apos a centrifugagcao as protei nas
ndo digeridas séo precipitadas enquanto que na fracgao soluvel se encontram os
péptidos provenientes da digestdo. Este sobrenadante cromogénico é colocado na
cuvete do espectrofotometro e a adigcdo de hidroxido de sédio alcaliniza o pH
para a zona onde o cromdfero indicador apresenta o seu pico de absor¢c&o no
comprimento de onda a 440 nm.

Os valores de absorvancia obtidos na leitura sdo referidos a curva de
calibrac&o e as unidades expressas em equivalentes de actividade proteasica da
tripsina.

A curva de calibrag&o da actividade proteasica da tripsina (Sigma T-8003)
desenhou-se a partir de uma solu¢do a 1 mg/mL (10000 U) em tampao fosfato de
sodio 10mM e pH 7,5. Com esta solugdo padrdo efectuaram-se dilui¢cdes
seriadas (1/1 até 1/512) que serviram de amostras para calculo da actividade
proteasica. Os valores da variacdo absorvancia em funcdo da diluicéo

obtiveram-se nas condi¢ 6es do ensaio acima descrito.

A unidade padrdo de actividade da tripsina (U) ou unidade BAEE
(benzoil-arginina-etil-éster; Sigma B-4500) é definida do seguinte modo: Uma
unidade BAEE da tripsina corresponde a varia¢ao da absorvancia de 0,001/min
no comprimento de onda de 253 nm, ( A253=0,001Abs/min), com BAEE como
substracto a pH 7,6 a 25° C.
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4.2.2. Deteccao da actividade lipasica

A detec¢cdo da actividade lipasica fez-se por inoculagao pontual de 20 pL
da solucéo a testar sobre gelose nutritiva contendo 0,01% de cloreto de calcio e
1% de Tween 20 ou 40 que servem de substrato enzimatico (v/v) (Sierra, 1957). A
incubac &o pode durar até 5 dias a temperatura de 28° C. As lipases hidrolisam os
ésteres de glicerol das longas cadeias de acidos gordos. O resultado desta
hidrélise é o aparecimento de um precipitado a superfi cie da gelose devido a
insolubilidade dos acidos gordos que perderam o grupo glicerol.

4.2.3. Deteccao da actividade lecitinasica (fosfolipasica)

A detec¢cdo da actividade lipasica fez-se por inoculagao pontual de 20 pL
da solugao a testar sobre gelose nutritiva contendo lecitina (fosfatidilcolina) de
ovo que serve de substrato enzimatico. O meio foi preparado segundo Boemare
et al. (1997). As lecitinases A e B, correspondem, respectivamente, as fosfolipases
A,, B (A, e A,). Estas enzimas possuem como substrato preferencial a
fosfatidilcolina. A actividade enzimatica caracteriza-se pela hidrolise dos ésteres
de glicerol libertando os acidos gordos nas posi¢cdes C1 e C2 (fosfolipase A, e B).
A actividade lecitinasica € revelada pelo aparecimento de um halo opaco
correspondente a precipitac o dos &cidos gordos.

4.3. Electroforese em gel de sulfato de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

A electroforese foi feita de acordo como protocolo de Laemmli (1970). As
ali quotas foram dissolvidas em tampao SDS da amostra (2% SDS, 10% glicerol,
5% B-mercaptoetanol, 0.002% azul de bromofenol, em tampao Tris-HCI, 125 mM,

pH 6.8) e mantidas em ebulicdo durante 3 min. As amostras (50 pL) foram
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aplicadas num gel de condensacdo a 5% e separacdo a 12% de acrilamida. A
electroforese foi executada a 160 V durante trés horas.

5. Bioensaios para a deteccao e quantificacao
das actividades citotoxica e hemoli tica

5.1. Ensaios de necrose celular sobre cultura de
céelulas da linhagem SI2b

Para os bioensaios de necrose celular usaram-se placas de cultura celular
de 24 pocos. No fundo de cada pog¢o colocou-se uma lamina redonda de vidro
esterilizada pelo calor, (flamejada em etanol a 95%).

A partir de um frasco de cultura as células foram repostas em suspensao,
recolheram-se 2 mL que foram dilui dos em 22 mL de meio fresco e colocadas em
novo recipiente. Esta suspensdo celular, depois de bem homogeneizada, foi
distribui da pelos 24 pocos a razdo de 1 mL por pog¢o. A incubacgao fez-se a 23°C
e as células estavam aptas a serem usadas ao fim de 3 dias.

Para se efectuarem os bioensaios de citotoxicidade, fizeram-se diluigdes da
solucdo a testar com o meio de cultura celular fresco. Seguidamente, 0 meio em
excesso foi retirado dos pogos e substitui do pelas diferentes diluicfes das
amostras. O tempo de incubagao durou de 1 até 24 h nas mesmas condi¢des de
temperatura. A avalia¢&o da mortalidade celular fez-se com o ensaio de excluséo
do azul Trypan dilui do directamente no sobrenadante com a concentra¢cdo de
0,04% no volume final. Apds 5 min de incubacg&o retiraram-se as lamelas com a
ajuda de uma pin¢ca de pontas finas. Estas lamelas foram colocadas sobre
laminas de vidro com a face celular virada para o exterior. Sobre as células
depositaram-se 30 uL de meio de cultura e o conjunto foi recoberto com outra
lamela de vidro (25x25 mm).
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Observaram-se os resultados num microscopio 6ptico munido de contraste
de fase. A citotoxicidade foi expressa em percentagem de mortalidade total de
hemodcitos calculada com base na razdo entre o numero total de células coradas
de azul (ndo viaveis) e o numero total de células observadas. Concomitantemente

fez-se o calculo da percentagem de mortalidade diferencial.

5.2. Ensaios sobre monocamadas de hemocitos

5.2.1. Necrose celular

Os ensaios foram elaborados de acordo com o estabelecido anteriormente
(2.1.5.). Apds 5 min, destinados a permitir a total aderéncia dos hemacitos as
lamelas, o tampéao sobrenadante as células foi substitui do por 20 uL das
solucdes a testar. Durante o peri odo consagrado a incubacgéo as células foram
mantidas em camara humida a temperatura de 23°C. No final do tempo de
incubacgao colocaram-se 2 uL de azul Trypan a 0,4% (2.1.8). A percentagem de
mortalidade de hemocitos foi determinada com base na razdo entre o namero
total de células coradas de azul (ndo viaveis) e o numero total de células

observadas.

5.2.2. Vacuolizacao celular

A observagcdo do eventual aumento do numero de vacuolos celulares e
quantificacdo do grau de vacuolizag ao foi executada sobre culturas primarias de
hemocitos (2.1.5.) mediante o protocolo acima descrito (2.1.11.). Apds a retirada
do meio G3 sobrenadante inicial, as células foram colocadas em contacto com
diluicdes seriadas de amostras citotoxicas/hemoli ticas no mesmo meio. Esta
incubac &o decorreu a 23° C em intervalos de 15 min até 60 min. No final de cada
intervalo de tempo, o sobrenadante foi retirado e as células foram colocadas em
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presenca de 300 uL de uma solugao 8,0 mM de vermelho neutro em meio G3
durante 8 min. O ensaio continuou a decorrer nos moldes acima referidos
(2.1.11.).

5.2.3. Descolamento celular

Os ensaios foram elaborados de acordo com o estabelecido em 2.1.9, no
entanto, as monocamadas de hemodcitos foram obrigatoriamente estabelecidas
sobre lamelas de vidro (25x25 mm) sobre as quais foram depositados 20 uL da
suspensao celular obtida em 2.1.5. Ap6s 5 min o tampéao sobrenadante as células
foi substitui do por 20 uL das solucGes a testar. Durante o peri odo consagrado a
incubacdo as células foram mantidas em camara humida a temperatura de
23° C. No final do tempo de incubac¢ao colocaram-se 2 pL de azul Trypan a 0,4%
(2.1.8) e, finalmente, as lamelas foram invertidas sobre laminas de vidro
escavadas, ou seja, com uma concavidade central com @2cm e 1-2 mm de
profundidade, onde tinham sido previamente colocados 100 uL de PBS. A
percentagem de desaderéncia de hemdcitos foi determinada com base na razao
entre o numero total de células descoladas da lamela, que se encontram

depositadas no fundo da concavidade, e 0 numero total de células observadas.

5.3. Ensaios sobre hemacias

5.3.1. Hemodlise em meio li quido

Nos ensaios de hemdlise em meio li quido o material bioldégico utilizado
teve diferentes proveniéncias: i) hemacias de carneiro e coelho a 50% em
suspensdo tamponada fornecidas pela firma BioMérieux (Franca); ii) hemécias
de carneiro, vaca, cabra, porco e coelho recolhidas em frascos heparinados no
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Matadouro de Ponta Delgada; iii) hemacias humanas, de todos o0s grupos
sangui neos, recolhidas no Hospital de Ponta Delgada.

Nos bioensaios hemoli ticos, o sangue humano foi manipulado no
Laboratdrio do Servico de Hematologia do Hospital de Ponta Delgada, onde
existem condi¢des para serem tomadas todas as precauc¢des bioldgicas descritas

nas normas em vigor.

Os ensaios hemoli ticos fizeram-se com a prepara¢cdo extemporanea de
uma suspensdo de hemacias a 5% em PBS. Para este efeito consideraram-se as
heméacias a 100% nos casos ii) e iii). Apds a correspondente dilui¢do as hemacias
foram lavadas uma vez no mesmo tampdo. Entre as lavagens fez-se a
centrifuga¢do a 1000xg durante 2 min numa centri fuga de bancada. As células
foram ressuspensas, por agitac ao suave, no tampéo e guardadas a 4° C.

Para os ensaios hemoli ticos a propor¢cdo de 2:1 (v/v) foi sempre mantida
entre, respectivamente, o volume da solug &o a testar e o volume da suspenséao de
hemacias a 5%. Existiram sempre duas condi¢cGes padrdo consoante a
quantidade disponi vel do material a testar: i) 200 uL de amostra e 100 pL da
suspensdo hemacias a 5% ou ii) 100 uL da amostra e 50 pL suspensao hemacias
a 5%.

A incubac ao fez-se em tubos de microensaio de 1,5 mL a temperatura de
37°C durante 60 min. Terminada a incuba¢é&o, centrifugaram-se os tubos a
19000xg durante 3 min. Do sobrenadante recuperaram-se 280 pL ou 130 pL,
respectivamente, que sdo colocados em microcuvetes em polistireno cristal de
espectrofotometro e o volume final foi elevado a 900 pL com agua ultrapura. A
leitura das unidades de absorvancia fez-se com o aparelho a operar no

comprimento de onda de 540 nm.

A unidade de actividade hemoli tica (UAH) foi definida pela DO medida
apos hemdlise total de 50 uL de uma suspenséao a 5% de hemacias de carneiro em
850 pL de agua ultrapura. O ti tulo hemoli tico de uma certa solu¢ do foi expresso
em unidades de actividade hemoli tica e calculou-se a partir da formula:

UAH = 2e(10%(D.0.-0,72))
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deduzida de numerosas determina¢des da absorvancia da actividade hemoli tica,
usando diluicbes em série de solugBes activas. O minimo de actividade
hemoli tica detectavel por este método foi 0,005 UAH. DO é a densidade dptica
da amostra a 540 nm (Abssao).

Os resultados podem, ainda, ser expressos em percentagem de actividade
hemoli tica (Givaudan e Lanois, 2000; Brillard et al., 2001) e o seu célculo é
determinado com base na razdo entre a leitura da absorvancia relativa ao
bioensaio (Ass,o amostra com actividade - Asyo testemunha sem actividade) e a
absorvancia correspondente a 100% de hemdlise. Esta foi obtida ap6s hemolise

total de 50 pL da suspensdo de heméacias a 5% em 850 pL agua ultrapura.

5.3.2. Efeito do aumento da concentracdo das hemacias sobre
a actividade hemoli tica

O ensaio decorreu, em geral, nos moldes descritos no numero anterior e
foram somente usadas hemacias de carneiro em trés suspensdes com diferentes
concentracdes, 5, 10 e 20%. As amostras hemoli ticas utilizadas apresentavam
um ti tulo de actividade de 0,20 e 05 UAH e a incubag &o decorreu durante 3 h a
37° C. A testemunha foi elaborada com PBS a representar uma solug ao inactiva
hemoliticamente.

5.3.3. Efeito do tempo de incubacdo sobre a actividade
hemoli tica

Numa segunda série de ensaios, para avaliar o efeito do tempo de
incubag &o sobre a actividade hemoli tica, fizeram-se varias diluic6es em PBS de
uma amostra com actividade positiva e conhecida (=1 UAH). Os volumes
utilizados foram de 100 pL e as diluigdes seriadas corresponderam a valores de
actividade bem definidos: 1,0; 0,5; 0,25; 0,125: 0,0625 e 0,03125 UAH. Estas

amostras incubam com 50 pL de heméacias de carneiro a 5% a 37° C e a variacao
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da absorvancia dos sobrenadantes é determinada em diferentes intervalos de
tempo de incubag do: 30 min até 24 h.

5.3.4. Proteccdo osmotica das hemacias contra a hemaodlise em
meio li quido

Fizeram-se diferentes solu¢fes a 30 mM em PBS de sacarose, rafinose,
dextran 1000, 6000, 10000, 15000-20000 e polietilenoglicol (PEG) 3000, 4000,
6000, 8000, 10000 e 35000. Com cada uma destas solu¢des prepararam-se 3 mL
de suspensdes de eritrdcitos de carneiro a 5%. Estas suspensfes de hemacias
serviram para realizar o ensaio hemoli tico e, nas condi¢b6es descritas para o
ensaio de hemdlise em meio li quido (5.3.1.) a 100 pL de cada uma das solugdes
com actividade hemoli tica conhecida (dilui¢des 1/2, 1/10 e 1/100 de uma solug &o
com 1,0 UAH), juntaram-se 50 uL de cada uma das suspensd@es de hemacias e a
incubagcdo durou 60 min a 37°C. O ensaio foi controlado com testemunhas
negativas e positivas, respectivamente, com PBS a substituir a solugdo com
actividade hemoli tica, enquanto que, a testemunha positiva se realizou com a

amostra hemoli tica e com a suspenséo de hemacias em PBS.

Terminada a incubagé&o fez-se uma centrifugacdo a 19000xg durante
5 min. O sobrenadante foi colocado numa cuvete de espectrofotoé metro e o volume
final elevado a 800 uL com H,O bidestilada. A leitura das unidades de

absorvancia fez-se com o aparelho a operar no comprimento de onda de 540 nm.

Por seu lado, o precipitado eritrocitario foi ressuspenso e lavado durante
3 min com 1 mL das respectivas solu¢cdes gluci dicas em PBS. Repetiu-se a
centrifugacdo a 19000xg durante 5 min e o sobrenadante foi descartado. De
seguida, ressuspenderam-se as hemacias em 800 pL de PBS e incubou-se por
mais 60 min a 37° C.

Terminada esta segunda incuba¢do, fez-se uma nova centrifugacéao,
19000xg durante 5min, o sobrenadante recolocado numa cuvete de
espectrofotdmetro e a leitura da absorvancia efectuou-se a 540 nm.
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5.4. Efeito das membranas das hemacias sobre as
actividades citotoxica e hemoli tica

5.4.1. Obtencdo da fraccdo membranar das hemacias de
carneiro e coelho

Nestes ensaios utilizaram-se hemacias de carneiro e de coelho a 50% em
suspensdo tamponada fornecidas pela firma BioMérieux em recipientes de 5 mL
de volume. Ap6s uma boa homogeneizacg &o, por intermédio de agitac¢ao e rota¢ao
suave dos frascos, as hemacias foram distribui das em ali quotas de 1 mL por
diferentes tubos de centrifuga contendo de 50 mL de tampéao fosfato 10 mM
pH 7,0 estéril. Com este procedimento obteve-se a lise instantanea das hemacias.
De seguida, centrifugaram-se os tubos durante 20 min a 10000xg, e, no final, o
sobrenadante foi descartado e as membranas ressuspensas e lavadas no mesmo
tampado por intermédio de quatro ciclos de centrifugacdo e ressuspenséo.
Terminadas as lavagens, as membranas foram ressuspensas em 5mL PBS e
guardadas no frio a 4°C em esterilidade. No final, a suspensdo de membranas

corresponde a 50%, ou seja, a concentrac &o original das hemacias.

5.4.2. Efeito da fraccdo membranar das heméacias de carneiro
e coelho sobre as actividades citotoxica e hemoli tica

Cada uma das suspensées membranares anteriores a 5% com um volume
de 100 pL s&o incubadas com 200 pL de uma fracgado activa (0,9 UHA) durante
60 min a 37°C. Terminado o tempo de incuba¢&o os tubos sédo centrifugados a
19000xg durante 15 min e o sobrenadante é recuperado e dividido em duas
ali quotas de 100 pL. De seguida, efectuam-se os bioensaios para avalia¢ao
in vitro da necrose celular/citotoxicidade sobre monocamada de hemécitos (5.2.1.)

e de hemolise em meio li quido (5.3.1.).
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5.5. Ensaios invivo para producédo, deteccao e
quantificacdo da actividade citotoxica e/ou
hemoli tica

O ensaio para a produc¢éo in vivo da actividade citotoxica e/ou hemoli tica
foi executado nos moldes do acima descrito (1.6.1. e 1.6.3.). Com este
procedimento esperou-se poder produzir e detectar, na hemolinfa dos insectos
injectados com as suspensfes bacterianas, a actividade citotéxica/hemoli tica, a
semelhanc¢a do que se fez nas culturas in vitro.

Relembre-se que, os ensaios em 1.6.3., originaram quatro lotes distintos de
hemolinfa, tendo sido, i) dois lotes de hemolinfa de lagartas injectadas com as
suspensdes de bactérias, diluicdes 103 e 104, ii) dois lotes de hemolinfa de
insectos testemunha que constaram de lagartas injectadas com tampéo MgSOs e
ndo-injectadas. O procedimento experimental foi realizado com cinco ensaios
independentes e a hemolinfa obtida destinou-se a ser utilizada nos ensaios de
deteccdo e quantificagdo das actividades: i) citotoxica sobre monocamadas de
hemocitos (2.1.5.), culturas primarias de hemocitos (2.1.6) e a avaliagcdo dos
resultados foi elaborada com o teste de necrose celular ou da exclusao do azul
Trypan (2.1.8.) e ii) hemoli tica em meio li quido sobre hemacias de carneiro
(5.3.1.).

5.6. Ensaios para deteccao de LPS (endotoxinas)

A presencga de LPS (endotoxinas) foi pesquisada em todas as amostras que
apresentam as actividades citotoxica/hemoli tica e desaderéncia de hemdcitos,
nos meios de cultura sem incubac¢ao que ndo manifestam tais actividades e nas
diferentes solu¢cbes tampédo. O teste utilizado foi 0 do Lisado Amebocitario de
L. polyphemus, E-Toxate®, e a metodologia seguida foi a constante no Boletim
Técnico N° 210 da Sigma.
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5.7. Ensaios in vitro para deteccao e quantificacdo da
actividade citotdoxica dos LPS sobre monocamada
de hemocitos

Estes ensaios foram efectuados sobre culturas primarias de hemocitos
(2.1.6) ou hemécias de carneiro e coelho em meio li quido (5.3.1.) de acordo com as

metodologias descritas.

As concentrag¢des de LPS em PBS foram calculadas para que os bioensaios
tivessem sido executados em presenca de 40 000 unidades de endotoxina. Os
LPS utilizados foram os seguintes: i) LPS de X. nematophila obtidos pelo método
descrito em 1.5.1; ii) LPS de E. coli, serotipos 026:B6, 055:B5, 0127:B8 e 0111:B4
(Sigma, respectivamente, L8274, L2880, L3129 e L2630); iii) LPS/Endotoxina
padrdo de E. coli 055:B5 (Sigma 210SE) e iv) LPS de S. marcescens, (Sigma
L6136). Os resultados foram quantificados em percentagem de mortalidade
hemocitaria e em unidades de actividade hemoli tica.

5.8. Intestino médio

As lagartas do sexto estado foram colocadas a 4° C durante 15 min ou a
-20°C durante 3 min ao que se seguiu a excisdo do intestino médio. Esta
operac ao decorreu com a ajuda de uma mesa de dissec¢ao preparado no interior
de uma caixa rectangular de polistireno (15x10x3 cm) com o fundo revestido por

cera ou parafina com a espessura de 1,5 cm.

O dispositivo foi repleto de PBS, no qual as lagartas foram mergulhadas, e
a fixagcdo pelas extremidades a cera ou parafina foi executada com a ajuda de
alfinetes entomoldgicos. O seccionamento cuticular e a excisdo do intestino
operou-se com uma tesoura de microdissec¢gao. A membrana peritréfica, e o seu
conteudo alimentar, foram imediatamente retirados e o intestino médio
abundantemente lavado em PBS. Apds as lavagens o tubo intestinal foi primeiro
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seccionado longitudinalmente em todo o seu comprimento e, em segundo lugar,
transversalmente em pequenas por¢cdes de 0,5mm de comprimento e

extemporaneamente conservadas em PBS a 4° C por 5-10 min.

Os pedacos de tecido assim obtidos foram utilizados em ensaios de
citotoxicidade in vitro e as incuba¢des duraram de 1 até 5 horas a temperatura
de 28° C.

5.9. Proteccdo osmodtica de hemocitos durante a
incubacdo com amostras citotoxicas

As monocamadas de hemocitos foram primeiramente incubadas em
presen¢ca de uma concentragdo constante, solu¢cdo em PBS a 30 mM, de varias
moléculas com eventual ac¢cao protectora (Sacarose, Rafinose, Dextran 1000,
PEG 4000 e PEG 6000) e com a adigao de varias doses de toxina (LUAH e suas
diluicbes desde 1/2 até 1/16) para inferir qual a dose de toxina em que o0
diametro dos poros formados € menor do que a dimensdo da molécula protectora
(proteccao efectiva da lise). A incubacao decorreu durante 30 min a 23°C e a
avaliac ao da mortalidade celular fez-se pelo ensaio da excluséo do azul Trypan.

5.10. Caracterizacao ultrastrutural de hemaocitos apos
iIncubacao com amostras citotoxicas

Para a caracterizag o estrutural de hemdcitos em microscopia electrénica
de transmissdo os hemdcitos foram recolhidos por intermédio da metodologia
enunciada em 2.1.4.

Apo6s centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado
hemocitario ressuspenso em meio G3 por pipetagens suaves e repetidas. A
suspensdo de hemocitos assim obtida configura a preparagao do primeiro lote de

testemunhas para os bioensaios de citotoxicidade.
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O segundo lote testemunha é realizado com a diluicéo 1:1 (v/v) de 100 puL
da suspensdo de hemdcitos anterior com o tampao das cromatografias e/ou com

uma frac¢do das mesmas que nao apresentem a actividade pesquisada.

Para os bioensaios de citotoxicidade, propriamente ditos, a suspenséo de
hemocitos foi dilui da com as frac¢des da cromatografia que apresentam o efeito
citotoxico. Esta actividade € previamente avaliada em monocamada de
hemocitos por intermédio da metodologia descrita em 2.3.2 ou 2.3.5.

Usaram-se duas metodologias de incubag ao:

1 - Fracgbes ndo dilui das, para incubagcdo de hemocitos a diferentes
tempos, (15'; 30" 60'; 90, a temperatura de 23° C. A fixacao vai-se fazendo, de
imediato, & medida que se esgota o tempo da incubagc &o;

2 - Fracgdes dilui das na sua prépria solugdo tampdao, (1/2; 1/4; 1/8), para
incubacao de hemdcitos durante uma hora a temperatura de 23° C. A fixagao
vai-se fazendo, de imediato, apos ter sido esgotado o tempo de incubag ao.

A metodologia de fixag do e seguintes é igual as descritasem 2.2.1 e 2.2.2.

5.11. Resisténcia dos factores citotoxicos e/ou
hemoli ticos e desaderéncia de hemocitos a
factores fi sicos e qui micos.

As amostras que apresentam as actividades citotoxica/hemoli tica e de
desaderéncia de hemdcitos sdo testadas quanto a resisténcia a factores fi sicos
(dialise e temperatura) e qui micos (pH, ac¢ao da tripsina, EDTA e EGTA).

Nos ensaios conducentes a determinacdo da accdo do pH, sobre a
actividade citotoxica/hemoli tica, as amostras activas sdo dialisados contra
tampéo fosfato de s6dio 150 mM com valores distribui dos numa amplitude de
4-9 na escala de pH e com intervalos de 0,5 unidades. De seguida estas solu¢des
sdo testados quanto as actividades pesquisadas a avaliadas a percentagem de
mortalidade contra hemocitos de insectos e actividade hemoli tica. Os ensaios

para as testemunhas negativas sdo executados com as solu¢des tampado com
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diferentes pH, enquanto que as testemunhas positivas sdo avaliadas com

amostras biologicamente activas.

Nos ensaios de resisténcia a dialise o volume de 1 mL, de cada uma das
amostras em analise, é colocado em tubos Visking com 10 kDa de excluséo
molecular e dialisado durante 24 h contra 11 de PBS.. Os ensaios para as
testemunhas negativas sdo executados com a solugdo tampado das amostras
enquanto que as testemunhas positivas sdo avaliadas com as solugdes activas

nao dialisadas.

Para testar a resisténcia a temperatura colocam-se 100 uL de cada uma
das amostras em analise em tubos de microcentri fuga. Estes tubos sao
incubados durante 30 e 60 min a um leque de diferentes temperaturas desde
4°C, 10°C até 100°C em intervalos de 10°C. O efeito das temperaturas
negativas foi testado com a manutencao dos tubos a -170°C, -80°C e -20°C
durante um e quinze dias. Os ensaios das testemunhas negativas foram
executados com solu¢ 6es que ndo apresentavam o efeito pesquisado. E os ensaios
testemunhas positivas fizeram-se com as amostras activas que nao foram sujeitas

ao choque térmico.

A resisténcia a digestao pela ac¢cédo de uma protease foi testada com uma
soluc&o de tripsina (Sigma T-8003; « 10 000 U/mg) com a concentracéao final de
4x10¢ M directamente dilui da nas amostras activas e a incubac¢é&o durou 1 h a
temperatura de 37° C. Terminado o tempo de incubac ao, os tubos foram colocados
a temperatura ambiente até arrefecerem. Os ensaios testemunha foram
executados com as solugbes que ndo apresentavam o efeito pesquisado e que
foram incubadas com tripsina nas condi¢cGes descritas. Nas testemunhas

positivas usaram-se as amostras activas isentas de incubag&o com a tripsina.

O estudo sobre a resisténcia aos agentes quelatantes fez-se pela dilui¢éo
de 1 mM de EDTA ou EGTA nas solu¢cdes que apresentavam a actividade.
Homogeneizou-se por agita¢gdo e deixou-se repousar durante 1 h a temperatura
ambiente. Os ensaios testemunha foram executados com solu¢des que néo
apresentavam a actividade pesquisado, as quais se adicionaram 0s agentes
guelatantes nas condicGes descritas. Nas testemunhas positivas usaram-se

amostras activas as quais néo foram adicionados os agentes quelatantes.
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No final de cada uma das analises, recuperaram-se as amostras tratadas e
efectuaram-se 0s ensaios de citotoxicidade (2.7.2.), hemdlise (2.7.5.) e

desaderéncia de hemocitos (2.7.3.).

5.12. Estudo da cinética da actividade hemoli tica e/ou
citotoxica mediante a temperatura de incubacéao

Para pesquisar o efeito da temperatura sobre a cinética da actividade
hemoli tica/citotoxica preparam-se dois tipo de ensaios. No primeiro, Varios
conjuntos reaccionais contendo o niumero necessario de tubos com 100 pL de uma
amostra activa com 0,9 UAH e 50 uL de hemacias de carneiro a 5% em PBS.
Estes conjuntos incubam durante 2 h e 12 h no seguinte leque de temperaturas:
4°C, 10°C, 15°C, 23°C, 28°Ce 37°C.

Decorridos o0s respectivos tempos de incubac&do, nas diferentes

temperaturas, procedeu-se do seguinte modo:

1) os microtubos do primeiro conjunto foram todos colocados a temperatura
de 4° C e, de imediato, se efectuou o ensaio de quantifica¢cdo da hemdlise em meio
Ii quido;

ii) 0 segundo conjunto de microtubos foi retirado do primeiro leque de
temperaturas e colocado a 37°C durante 1h, ao fim da qual, se seguiu a

guantificac ao da hemdlise;

Numa segunda série de experiéncias 0s ensaios decorreram do seguinte
modo:

iii) o conjunto reaccional foi colocado a temperatura de 4°C durante 1 h e,
apés a incubacg &o os microtubos foram centrifugados a 19000xg durante 3 min. O
sobrenadante foi colocado em novos tubos e incubados com 5% de hemacias de
carneiro durante 1 h a temperatura de 37° C, ao que se seguiu a quantifica¢ao da
hemolise;
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Iv) por seu turno, a fracgao celular do precipitado em iii) foi ressuspensa
em 150 uL de PBS e reincubou durante 1 h a temperatura de 37°C, ao que se
seguiu a quantifica¢do da hemdlise.

Procedeu-se, ainda, ao estudo da dependéncia da temperatura da
actividade denominada C2 e o método foi idéntico ao constante em iii) e iv).



