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Resumo 

 

As células embrionárias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, 

linhagem BME26, foram isoladas há aproximadamente 30 anos, e se caracterizam 

por possuírem adesão ao substrato, morfologia heterogênea, um grande número de 

vesículas de diferentes graus de acidificação com conteúdo lipídico, além de 

inclusões de glicogênio e numerosas mitocôndrias dispersas no citoplasma. O 

peróxido de hidrogênio (H2O2) é um produto químico instável descrito como um 

poderoso agente oxidante, conhecido como uma das formas reativas de oxigênio 

(ROS). Essas espécies são produzidas durante o processo de respiração celular e, 

por sua natureza química podem reagir com macromoléculas e causar danos aos 

componentes e estruturas celulares. Esses danos podem levar à morte celular 

quando há um desequilíbrio entre os reagentes oxidantes e os mecanismos de 

detoxificação celular. Desta forma, existem mecanismos de proteção para evitar a 

destruição celular mantendo concentrações de superóxido e peróxido de hidrogênio 

sob controle. Atualmente admite-se que exista uma relação entre a regulação do 

estresse oxidativo e o metabolismo energético. A modulação de componentes da via 

glicolítica por H2O2 vem sendo amplamente estudada. O potencial redox 

desempenha um papel importante na sobrevivência celular, sendo o NADPH o 

principal redutor intracelular, produzido principalmente na via das pentoses fosfato, 

que é regulada pela G6PDH. Observações do grupo indicavam que as células 

BME26 quando tratadas com H2O2 2,2 mM não apresentavam queda da viabilidade 

ou alterações morfológicas. Essa aparente resistência ao H2O2 é o objeto de estudo 

desta dissertação. As células BME26 resistem 30 vezes mais ao H2O2 do que outras 

células de linhagens de mamífero, e esse efeito parece independente de 

constituintes do meio de cultivo como a glutationa reduzida. As células BME26 

parecem ter um mecanismo de eliminação do H2O2, pois a marcação de ROS, pela 

sonda DHE, diminui ao longo do tempo. Foi visto que diferentes tratamentos com 

H2O2 não alteraram a atividade de catalase, mas são suficientes para aumentarem 

sua transcrição gênica. O consumo de O2 também foi alterado após o tratamento 

com peróxido. Neste trabalho observou-se também que as células BME26 são 

capazes de ativar genes do metabolismo em resposta ao tratamento com H2O2. A 

transcrição dos genes de hexoquinase aumenta enquanto que a transcrição de 

piruvato quinase diminui frente ao tratamento com H2O2, que não afeta a transcrição 
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de PEPCK. Por outro lado, a transcrição do gene de G6PDH tem um grande 

aumento, o que pode ser relacionado a um aumento do potencial redutor associado 

ao desafio pelo H2O2. Este estudo tem ajudado a esclarecer como a resistência ao 

H2O2 pode contribuir para a fisiologia e/ou o metabolismo das células BME26 e 

futuramente pode ser estendido para compreensão de alguns mecanismos no 

próprio carrapato. 
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Abstract 

 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus embryo cell line BME26 was first isolated 

approximately 30 years ago. BME26 cells are mildly adherent to the substrate, 

display a heterogeneous morphology, large number of vesicles with different 

acidification degrees, glycogen inclusions and numerous mitochondria in the 

cytoplasm. Hydrogen peroxide (H2O2) is an unstable chemical described as a 

powerful oxidizing agent, known as one of the reactive forms of oxygen (ROS). 

These species are produced during the process of cellular respiration, can react with 

macromolecules and cause damage to cellular components and structures. 

Imbalance between ROS produced and antioxidant mechanisms can lead to cell 

death. The relationship between the oxidative stress regulation and energy 

metabolism has been currently accepted. Modulation of glycolytic pathway 

components by H2O2 has been widely investigated. The redox potential plays an 

important role in cell survival. NADPH produced mainly in the pentose phosphate 

pathway, is regulated by G6PDH. In this study, it was shown that BME26 cells 

treated with 2,2 mM H2O2 did not show a decrease in viability nor morphological 

changes. Such resistance to H2O2 is the aim of study for this dissertation. BME26 

cells were 30 times more resistant to H2O2 than other mammalian cell lines. This  

effect is independent of medium constituents, such as reduced glutathione. BME26 

cells appear to have a mechanism of elimination of H2O2, for the dying of ROS with a 

fluorescent probe diminished after peroxide exposure. It was seen that different 

treatments with H2O2 did not alter the activity of catalase, but were sufficient to 

increase its gene transcription. The O2 consumption was also altered after the 

treatment with peroxide. In this work it was also observed that cells are able to 

activate BME26 metabolism genes in response to treatment with H2O2. The 

hexokinase gene transcription increased as the pyruvate kinase transcription 

decreased towards treatment with H2O2. Under the same conditions, the treatments 

did not affect PEPCK transcription. On the other hand, G6PDH gene transcription 

was greatly increased, which may be related to an increase in the reducing potential 

challenge associated with H2O2. This study may help to elucidate how the resistance 

to H2O2 may contribute to the physiology and / or cell metabolism and eventually 

BME26 can be extended to understand some of the mechanisms in other tick life 

stages.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1- O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

 

Carrapatos são ectoparasitos hematófagos pertencentes ao filo Artropoda, sub-

filo Chelicerata, sub-classe Acarina da classe Arachnida, ordem Acari, descritos em 

três Famílias: Argasídae, Ixodidae e Nuttalliellidae (Keirans, 1992; Keirans e 

Robbins, 1999). São encontrados em quase todas as regiões do mundo, com 

predominância em áreas tropicais e subtropicais. Possuem grande importância 

médico-veterinária por transmitirem bactérias, vírus, fungos e protozoários, os quais 

usualmente resultam em infecções letais (Jongejan e Uilenberg, 2004).  

Os prejuízos econômicos causados por carrapatos, apenas no setor 

agropecuário, incluem perdas na produção de leite e carne (Sutherst et al., 1983), 

depreciação do valor por danos no couro causados por reações inflamatórias nos 

locais de fixação (Seifert et al., 1968), transmissão de doenças das quais o carrapato 

é vetor (Umemiya et al., 2008), custos relacionados à mão-de-obra, despesas com 

instalações, compra dos carrapaticidas e de equipamentos de suporte para 

aplicação dos mesmos nos rebanhos (Corson et al., 2004). 

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus pertence à família dos 

Ixodídeos, caracterizada por um rápido e único ingurgitamento das fêmeas durante 

seu ciclo de vida, que resulta na postura de um grande número de ovos 

(Flechtmann, 1977). 

O carrapato R. microplus (Fig. 1) é originado da Ásia e infesta 

preferencialmente bovinos, sendo responsável por grandes perdas econômicas para 

a pecuária de regiões tropicais e subtropicais. Sua incidência é maior nos grandes 

rebanhos da América, África, Ásia e Austrália, sendo considerado o carrapato de 

maior importância econômica nos rebanhos da América do Sul (Gonzáles, 1995; 

Nari, 1995). Segundo estimativas realizadas no ano de 2006, os prejuízos 

econômicos causados por esta espécie no Brasil atingiram a ordem de dois bilhões 

de reais (Embrapa, 2005).  
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Fig. 1: O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, parasitando seu hospedeiro bovino. 

 

No seu ciclo de vida o carrapato R. microplus apresenta duas etapas distintas: 

uma fase parasitária durante um período médio de 22 dias sobre um único 

hospedeiro e uma fase de vida livre que ocorre no solo podendo durar de dois a três 

meses, dependendo principalmente das condições climáticas existentes (Fig. 2) 

(Gonzales et al., 1974). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2: O ciclo biológico do Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Desenvolvimento dividido em duas 

fases: fase de vida livre e fase parasitária, em seu hospedeiro bovino (Gonzáles et al., 1974). 
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A fase não parasitária (fase de vida livre) compreende os estágios de fêmea 

adulta (teleógina), ovo e larva infestante. A fêmea adulta desprende-se do bovino 

para procurar um local no solo para efetuar a postura dos ovos. Em condições 

adequadas de temperatura (26-28ºC) e umidade (~80%) a postura se inicia no 

terceiro dia após a queda. Após a ovoposição, que é de aproximadamente 3000 

ovos, a fêmea morre. Os ovos começam a eclodir 21 dias após a postura. As larvas 

passam por um período de maturação de aproximadamente uma semana para 

estarem aptas a fixarem-se no hospedeiro e continuarem o desenvolvimento 

(Gonzales et al., 1974). 

Na fase parasitária, o carrapato apresenta três variações morfológicas distintas: 

larva, ninfa e adulto. A larva alimenta-se e inicia o processo de desenvolvimento e 

crescimento tegumentário. Em torno do sexto dia a larva vira ninfa adquirindo uma 

nova estrutura com mais um par de patas, ficando agora com 4 pares, e uma fileira 

de dentição do hipostômio entre outras alterações. Esta fase dura em média dois a 

quatro dias, até que ao final do processo surja o indivíduo adulto, sexualmente 

diferenciado, que acontece em torno do décimo segundo dia. Em torno do décimo 

sétimo dia os machos já estão aptos à cópula podendo fecundar as fêmeas. Após a 

fecundação, as fêmeas, em um período de três dias, passam a partenógena 

(parcialmente ingurgitada) e em mais dois dias, a teleógina (ingurgitamento máximo) 

(Gonzales et al., 1974). As fêmeas apresentam um tamanho cerca de 10 vezes 

superior ao dos machos. Aos 22 dias, a maioria das fêmeas cai ao solo. Os machos 

podem permanecer no bovino por mais de 38 dias fecundando inúmeras fêmeas 

(Gonzales et al., 1974). 

 

 

1.2 - Embriogênese do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

 

Campos e colaboradores em 2006 demonstraram algumas etapas da 

embriogênese do carrapato R. microplus. O processo ocorre em média de 21 dias, 

desde a postura dos ovos até a eclosão, em condições controladas de temperatura e 

umidade. O desenvolvimento dos embriões do carrapato bovino se dá de forma 

semelhante ao da Drosophila melanogaster, onde após a fecundação ocorre a 

formação do blastoderma sincicial, na qual muitos núcleos estão presentes em um 

citoplasma comum (Fig. 3B) (Wolpert, et al., 2000). A formação do blastoderma 
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sincicial ocorre no quarto dia de desenvolvimento. No primeiro dia há apenas um 

núcleo (Fig. 3A). Posteriormente, a membrana plasmática cresce a partir da 

superfície envolvendo cada núcleo e formando células, o que dá origem ao 

blastoderma celular, que foi observado no sexto dia de desenvolvimento (Fig. 3 C). A 

partir do sétimo dia, o embrião apresenta-se completamente segmentado (Fig. 3 D) 

(Campos et al., 2006). 

 

 

Fig. 3: Morfologia dos embriões de R. microplus nas diferentes etapas do desenvolvimento da 

embriogênese. A- 1º dia de desenvolvimento, B- 4º dia de desenvolvimento (blastoderma sincicial), C- 

6º dia de desenvolvimento (blastoderma celular), D- 7º dia de desenvolvimento (embrião segmentado) 

(modificado de Campos et al., 2006). 

 

Durante a embriogênese do carrapato R. microplus foram observadas diversas 

mudanças metabólicas associadas ao desenvolvimento do embrião. Por exemplo, a 

formação do blastoderma celular marca uma mudança metabólica na embriogênese 

do carrapato, sendo entre o sexto e o sétimo dia de desenvolvimento (Fig. 3 C e D, 

respectivamente), onde conteúdos de glicose e glicogênio são mobilizados e 

ressintetizados. Também foi observado que no início da embriogênese ocorre um 

aumento considerável na atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, 
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atingindo um pico no quinto dia após a oviposição, mostrando o direcionamento da 

glicose-6-fosfato formado pela hexoquinase para a via das pentoses fosfato. Foi 

mostrado que tais alterações metabólicas estão relacionadas com o momento de 

desenvolvimento embrionário, pois durante o quinto e sexto dia ocorre a formação 

de núcleos onde é necessário o fornecimento de ribose-5-fosfato para síntese 

nucleotídeos, além disso, a disponibilidade de NADPH, produzido também pela via 

das pentoses fosfato, pode ser utilizada no sexto dia para a biossíntese de 

fosfolipídios, necessários para a celularização do blastoderma. Após estes 

momentos, no sétimo dia de desenvolvimento, há uma redução drástica da atividade 

de G6PDH, permanecendo em níveis baixos até o final da embriogênese. (Moraes et 

al., 2007; Campos et al., 2006).  

Como o embrião em desenvolvimento requer uma alta demanda energética, a 

mobilização coordenada das principais fontes de energia e o aumento do consumo 

de oxigênio são bem definidas em função do crescimento e das mudanças 

morfogenéticas (Campos et al., 2006), principalmente em indivíduos que são 

desenvolvidos em um sistema fechado quase autossuficiente (ovos cleidóicos) 

(Rombough, 2011). Moraes e colaboradores (2007) mostraram que a mobilização 

seletiva de reservas do ovo de carrapato representa uma estratégia metabólica 

adotada por esses parasitas para atender a sua demanda biossintética durante a 

embriogênese. Tendo como principal fonte de energia os carboidratos, que é 

mobilizado durante todo o processo para a rápida segmentação do embrião em 

diferentes modelos de artrópodes. 

Desse modo, nosso grupo de pesquisa tem focado na caracterização 

bioquímica e molecular de enzimas envolvidas direta ou indiretamente na 

embriogênese do carrapato R. microplus como possíveis alvos para interferência de 

sua proliferação. Nesse sentido, as células embrionárias de R. microplus (BME26) 

surgem como um bom modelo para estudos ainda não possíveis no carrapato, 

principalmente pelo fato do ciclo de vida do carrapato ectoparasita R. microplus  

possuir uma fase obrigatória em seu hospedeiro bovino. 
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1.3 - Células BME26 

 

O cultivo de células de carrapatos alcançou o estabelecimento da sua primeira 

linhagem há mais de três décadas (Varma et al., 1975) e, hoje, as linhagens 

estabelecidas são valiosas ferramentas, pois fornecem modelos de estudo de 

interações carrapato-patógeno em nível celular e molecular (Bell-Sakyi et al., 2007). 

Aproximadamente 50 linhagens foram estabelecidas nos últimos 30 anos a partir de 

13 espécies de carrapatos duros (Ixodídeos). Mais recentemente foram 

estabelecidas linhagens de carrapato moles (Argasídeos) (Mattila et al., 2007).  

A cultura primária da linhagem BME26 foi desenvolvida em Agosto de 1981 

usando uma massa de ovos de até 17 dias de desenvolvimento de uma única fêmea 

ingurgitada (Holman et al., 1980). Como essa linhagem teve origem em fragmentos 

de tecidos embrionários, a origem tecidual e o nível de diferenciação dessa linhagem 

ainda não são conhecidos. Esteves e colaboradores (2008) confirmaram a origem da 

linhagem de células BME26 através do sequenciamento parcial do gene mitocondrial 

16S. A seqüência desse gene é 100% idêntica a seqüência do gene de R. microplus, 

mostrando que essa linhagem realmente foi derivada dessa espécie. Recentemente, 

esse mesmo grupo realizou a propagação in vitro de Anaplasma marginale em 

células BME26 (Esteves et al., 2009). O carrapato R. microplus é o principal vetor de 

A. marginale, o patógeno causador da borreliose em regiões tropicais e subtropicais 

(de la Fuente et al., 2007). 

A linhagem BME26 se adere firmemente ao substrato e é morfologicamente 

heterogênea, apresentando núcleos de diferentes tamanhos (Fig. 4 A, núcleo 

marcado com DAPI, seta amarela). Culturas iniciais, pouco confluentes, possuem a 

aparência de fibroblastos. À medida que aumenta a confluência as células vão se 

tornando arredondadas, maiores e com uma grande quantidade de vesículas que 

ficam dispersas no citoplasma e apresentam diferentes graus de acidificação (Fig. 4 

C, vesículas marcadas com laranja de acridina, seta azul). O número de vesículas 

varia de célula para célula e elas contêm uma grande quantidade de lipídeos. Essas 

células também possuem uma grande quantidade de mitocôndrias (Fig. 4 B, 

mitocôndria marcada com rodamina, seta vermelha) e inclusões de glicogênio 

disperso no citoplasma (Fig. 4 D, marcado por asterisco preto) (Esteves et al., 2008). 
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Fig. 4: Características das células BME26. Figuras A-C, mostram imagens de microscopia de 

fluorescência em sobreposição com DIC (contraste de interferência diferencial). Em A, mostra 

marcação de núcleos por DAPI (seta amarela). Em B, observa-se marcação de mitocôndria por 

rodamina (seta vermelha). Em C, mostra as vesículas coradas com Laranja de Acridina (seta azul). A 

figura D, mostra inclusão de glicogênio marcada por um asterisco preto (*), imagem de microscopia 

eletrônica de transmissão (Modificado de Esteves et al., 2008). 

 

Assim como outras linhagens de células de carrapato, o tempo de duplicação 

dessa linhagem é altamente influenciado pela temperatura de incubação, 

suplementação do meio, histórico de passagens, e pode ir de 5 a 15 dias 

dependendo do meio utilizado (Munderloh et al., 1989). As células BME26 possuem 

um crescimento relativamente lento, com um tempo de duplicação de 

aproximadamente 15 dias. Quando a garrafa atinge uma boa confluência de número 

de células é realizado um repique apenas para manutenção dessas células. Porém, 

atualmente em nosso grupo, devido à característica heterogênea das células, os 

experimentos utilizam garrafas sincronizadas, que consiste em fazer um inóculo 

inicial de 107 células por garrafa para que após 15 dias de incubação, com 2 trocas 
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de meio (1 por semana), estas garrafas possuam o dobro do número de células, 

aproximadamente 2x107 e com isso mantenha características mais homogêneas. 

Estudos do grupo, ainda não publicados, mostraram que as células BME26 

eram resistentes a inúmeros tratamentos quando comparadas com outras linhagens 

celulares de mamíferos. Tratamentos como a exposição à radiação ultravioleta, 

ausência de soro fetal bovino, incubação com peróxido de hidrogênio, não causaram 

morte celular expressiva nas células BME26, quando comparados com as linhagens 

celulares de mamíferos. Geralmente as BME26 suportaram tempos e/ou 

quantidades maiores de exposição. Possíveis mecanismos associados a essa 

“resistência”, nas células BME26, ainda são desconhecidos. Maiores estudos serão 

necessários para a melhor compreensão dos mecanismos relacionados a esse 

processo fisiológico e sua importância não só na fisiologia das células em cultura 

como também no carrapato Rhipicephalus microplus (Kumar et al., 2012; Cheng et 

al., 2009). 

 

 

1.4 - Metabolismo energético 

 

Todo ser vivo é formado por biomoléculas que, em sua maioria, são 

sintetizadas pelos sistemas biológicos para manutenção de toda a estrutura celular. 

No curso da evolução os seres vivos desenvolveram a capacidade de degradar 

moléculas para disponibilizar energia (Fothergill-Gilmore et al., 1993). De maneira 

geral, processos catabólicos estão relacionados com o fornecimento de energia 

retirada de alimentos como carboidratos, lipídeos e proteínas, para organismos 

manterem suas funções vitais (Sanches et al., 2012). A utilização destas moléculas 

tem como objetivo principal a obtenção de ATP para as células. Quando o ATP é 

hidrolizado é capaz de liberar uma grande quantidade de energia, contida nas suas 

ligações de fosfato, permitindo que reações importantes, que “in vitro” são 

termodinamicamente desfavoráveis, aconteçam com muita facilidade dentro de 

seres vivos. Porém, nas células, a degradação de moléculas energéticas como a 

glicose não acontece apenas em um passo, acontece de forma coordenada em 

múltiplas etapas, o que caracteriza as vias metabólicas (Kresge et al., 2005). 

O metabolismo de glicose tem um papel essencial na fisiologia e no 

desenvolvimento de quase todos os seres vivos (Fothergill-Gilmore et al., 1993). 
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Com a entrada da glicose na célula, ela é então fosforilada, numa reação 

dependente de ATP, gerando ADP e glicose-6 fosfato reação catalizada pela 

hexoquinase. Nas condições intracelulares, a reação é irreversível e impede que a 

glicose volte ao meio extracelular. Apenas com a enzima Glicose-6 fosfatase é 

possível reverter essa reação. A glicose então pode ser oxidada (via das pentoses 

fosfatos, via glicolítica) ou armazenada (formação de glicogênio) (Kresge et al., 

2005; Sanches et al., 2012). 

A ocorrência da glicólise, via central do catabolismo de carboidratos, está 

relacionada com a necessidade de produção de energia e somente será viabilizada 

se houver disponibilidade de glicose e da coenzima nicotinamida adenina 

dinucleotídeo na forma oxidada (NAD+). A degradação da glicose é catalizada por 

uma série de reações enzimáticas para liberar duas moléculas de piruvato, sendo 

parte da energia livre liberada durante o processo convertida para a formação de 

ATP e NADH. A hexoquinase e a piruvato quinase são importantes enzimas que 

catalisam respectivamente, o primeiro e o último passo da via glicolítica. O piruvato 

vai a acetil-CoA pela descarboxilação oxidativa catalizada pelo complexo 

multienzimático chamado piruvato desidrogenase, o acetil-CoA por sua vez é então 

completamente oxidado à CO2 e H2O, através das reações do ciclo de Krebs 

(Kresge et al., 2005; Sanches et al., 2012). Onde em várias reações do ciclo, ocorre 

redução dos cofatores NAD+ e FAD. Deste modo, o ciclo de Krebs é responsável 

pela produção de potencial redutor. A reoxidação destes cofatores é importante para 

a transferência de elétrons através de reações de oxidorredução com os complexos 

da cadeia transportadora de elétrons, levando o elétron até o oxigênio molecular 

(aceptor final) e deste modo mantendo um gradiente eletroquímico de prótons, que 

impulsiona a síntese de ATP pela ATP sintase. 

Contudo, outras vias podem ser o destino da glicose e levam a produtos 

especializados necessários para a célula, como síntese das pentoses fosfato e 

NADPH pela via das pentoses fosfatos, e a síntese de glicose pela gliconeogênese. 
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1.5 - Estresse oxidativo e o peróxido de hidrogênio 

 

A evolução para um processo metabólico aeróbico como a respiração e 

fotossíntese, teve como consequência a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS, do inglês Reactive Oxygen Species) nas mitocôndrias, cloroplastos e 

peroxissomos. Este processo metabólico leva a diferentes tipos de ROS produzidos 

na célula, fazendo com que sua capacidade de causar dano oxidativo em proteínas, 

DNA e lipídeos seja bem ampla (Apel e Hirt, 2004; Forman e Torres, 2002; Klotz, 

2002).  

O oxigênio intracelular pode ser convertido a várias formas reativas por 

transferência de energia ou por transferência de elétrons, levando à formação de 

oxigênio parcialmente reduzido, resultando em uma redução sequencial de 

superóxido para peróxido de hidrogênio e então radical hidroxil (Fig. 5) (Apel e Hirt, 

2004). 

 

Fig. 5: Geração de ROS por transferência de energia. Redução sequencial da molécula de 

oxigênio. (Apel e Hirt, 2004). 

 

A geração ROS em células vivas tem que estar em equilíbrio com a capacidade 

dos sistemas de defesa antioxidantes do organismo para tamponá-los (Sanz et al., 

2010). Desequilíbrios causados tanto pela geração excessiva de radicais livres 

quanto pela reduzida eficiência dos sistemas de defesa antioxidantes levariam ao 

acúmulo de radicais livres e dano oxidativo associado a macromoléculas, e morte 

celular (Sanz et al., 2010; Barbouti et al., 2002 e Dash et al., 2008). Aumento dos 

níveis de ROS pode danificar vários processos celulares. Dash e colaboradores 

demonstraram o caso da sensibilidade ao H2O2 das células de fibroblasto epitelial 

(linhagem AH927), onde a viabilidade celular diminuiu notavelmente de forma 

dependente da concentração, após tratamento com várias concentrações de H2O2. A 

DL50 (dose letal para 50% das células) durante 24 horas de exposição foi de 0,2 mM, 
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indicando que as células AH927 foram sensíveis a lesão celular induzida por H2O2 

(Fig. 6). 

 

 

Fig. 6: Sensibilidade das células AH927 ao estresse oxidativo, induzido pelo peróxido de hidrogênio. 

A adição de peróxido de hidrogênio reduziu a viabilidade das células de fibroblasto epitelial (linhagem 

AH927), o qual foi avaliado pelo ensaio de MTT (Dash et al., 2008). 

 

O peróxido de Hidrogênio (H2O2) é uma substância química instável descrita 

com um poderoso oxidante que pode reagir com elétrons gerando radical hidroxila 

(OH-) ou água (H2O). Pode ser decomposto pela ação da luz solar na água (foto-

reação), em presença de substâncias húmicas (material orgânico dissolvido), e sua 

decomposição libera oxigênio molecular e calor. Em soluções diluídas, o calor é 

facilmente absorvido pela água presente; em soluções mais concentradas, o calor 

aumenta a temperatura e acelera a taxa de decomposição do reagente. Sob 

temperatura ambiente, o peróxido de hidrogênio é estável, se devidamente 

armazenado (Mattos et al., 2003). Na presença de íons de metais de transição, como 

o Fe e Cu, o peróxido de hidrogênio pode ser reduzido para radical hidroxil, sendo 

que o superóxido e o peróxido de hidrogênio são muito menos reativos que o radical 

hidroxil (Apel e Hirt, 2004). Por tanto, o principal risco para a célula que produz 

essas duas formas de ROS intermediárias é a interação com fatores que podem 

gerar radicais hidroxil altamente reativos (Indo et al., 2007). 

Apesar do poder de reação, o peróxido de hidrogênio é um metabólito natural 

em muitos organismos. A concentração de H2O2 dentro da célula é definida pela 

relação entre o influxo e formação intracelular, e pelo seu efluxo e eliminação do 

H2O2. Em mamífero, a concentração fisiológica mínima de H2O2 seria de 0,001µM, e 

a máxima, gerada para fins de sinalização, estaria entre 0,5 - 0,7 µM (Stone e Yang, 

2006). 
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Acredita-se que o transporte de H2O2 ocorre por livre difusão através da 

bicamada lipídica das membranas. No entanto, alguns trabalhos têm relatado que o 

transporte de H2O2 pode ser regulado e que esta regulação constitui um fator 

principal na determinação da concentração do H2O2 intracelular (Bienert et al., 

2006). A partir de evidências diretas de que homólogos de Aquaporina, selecionados 

a partir de plantas e mamíferos, têm a capacidade de canalizar H2O2 através das 

membranas, mostrou-se que a difusão do H2O2 através das membranas pode ser 

limitada (Bienert et al., 2007). Esse evento, de um possível controle da entrada de 

H2O2 na célula, corrobora com artigos que tem defendido a possibilidade de que o 

H2O2 também funcione como uma molécula de sinalização para o controle de 

diferentes processos essenciais em plantas e mamíferos. Ou seja, tem-se uma nova 

visão sobre o papel do H2O2 como uma molécula sinalizadora, deixando de ser 

apenas um vilão causador de danos oxidativos. Curiosamente, muitos desses alvos 

estão envolvidos na produção de energia (Rhee, 2006). 

O suporte para esta ideia deriva principalmente de duas observações. Primeiro, 

que a aplicação de H2O2 em níveis fisiológicos (concentração baixa) estimula a 

proliferação e/ou a sobrevivência de células de mamíferos, enquanto que a 

aplicação da catalase inibe a proliferação e a sobrevivência das células. O outro fato 

é que as células de mamíferos geram O2
- e/ou H2O2 em resposta a vários estímulos 

fisiológicos, e a família de enzimas NADPH oxidase (NOX), foi identificada como 

tendo a função principal de gerar O2
- e/ou H2O2, de uma forma regulada (Stone e 

Yang, 2006). Além disso, foi visto que muitos tipos de células podem produzir H2O2 

em resposta a fatores de crescimento celular, a insulina, e a fatores de sobrevivência 

celular (Rhee, 2006). Sadidi e colaboradores demonstraram que o H2O2 em 

pequenas concentrações atua como segundo mensageiro na via de sinalização de 

sobrevivência celular, aumentando a sobrevivência das células de neuroblastoma 

humano (SH-SY5Y) via PI3K e AKT (Sadidi et al., 2009). 

Por tanto, como discutido acima, um aspecto chave do estudo de H2O2 em 

sistemas vivos envolve assegurar que a sua concentração intracelular é 

fisiologicamente relevante, ressaltando a importância de compreender a natureza 

exata da gama fisiológica para diferentes concentrações de H2O2. 
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1.6 - Mecanismos antioxidantes 

 

Uma vez que concentrações elevadas de H2O2 são tóxicas para uma ampla 

gama de macromoléculas, o sistema de detoxificação de H2O2 deve ter sido 

desenvolvido no inicio da evolução. Para evitar a destruição celular, por um aumento 

da quantidade de ROS, as células possuem estratégias sofisticadas que mantém 

sob controle as concentrações de superóxido, peróxido de hidrogênio, e metais de 

transição (Apel e Hirt, 2004; Indo et al., 2007). 

Uma das formas de controle destas espécies reativas é por mecanismos 

enzimáticos, tendo como principais a superóxido dismutase, catalase e glutationa 

peroxidase (Apel e Hirt, 2004). A superóxido dismutase é a primeira enzima a atuar 

contra ROS, eliminando o superóxido formando o peróxido de hidrogênio. A catalase, 

localizada principalmente nos peroxissomos, e a glutationa peroxidase, localizada no 

citoplasma, elimina o peróxido de hidrogênio gerando molécula de água e oxigênio 

estável (Apel e Hirt, 2004; Klotz, 2002). A atividade da glutationa peroxidase está 

relacionada com o equilíbrio dos níveis de glutationa reduzida e glutationa oxidada, 

onde a enzima glutationa redutase reduz a glutationa oxidada em glutationa 

reduzida, pela oxidação do NADPH proveniente da via das pentoses, e a glutationa 

peroxidase oxida a glutationa reduzida, dando continuidade então no ciclo da 

atividade da glutationa peroxidase (Apel e Hirt, 2004; Forman e Torres, 2002) 

Em insetos os estudos de defesas antioxidantes começaram no início de 1990, 

e tem sido demonstrado que existe um sistema de defesa antioxidante semelhante à 

de outros organismos existentes (Sanz et al., 2010). Também foi observado que a 

enzima superóxido dismutase de insetos faz parte das primeiras defesas 

enzimáticas contra ROS, que são principalmente gerados pelo metabolismo aeróbio 

(Datkhile et al., 2009). Parker e colaboradores (2004) sugerem então um padrão 

geral de defesa da superóxido dismutase para todos os metazoários.  

Em geral, os insetos possuem uma alta atividade de catalase, que 

normalmente, coincide com baixos níveis de glutationa peroxidase e glutationa 

redutase (Sanz et al., 2010), possivelmente a superóxido dismutase e a catalase são 

as duas principais enzimas envolvidas na proteção antioxidante (Ahmad e Pardini, 

1990). Datkhile e colaboradores (2009) verificaram um aumento na atividade destas 

duas enzimas em Chironomus ramosus submetidos à radiação ionizante, enquanto 

que na atividade de glutationa peroxidase e glutationa redutase não houve resposta. 
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O estudo do estado oxidativo dos animais em geral, e insetos em particular, pode ser 

uma ferramenta para indicar peculiaridades fisiológicas na atividade metabólica, que 

está diretamente relacionado com a produção de ROS e hábitos alimentares (Sanz 

et al., 2010). 
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2. OBJETIVOS 

2.1- Objetivo Geral 

Estudar a resistência das células embrionárias de Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus (BME26) ao peróxido de hidrogênio e avaliar o envolvimento do 

metabolismo de carboidratos neste evento. 

 

2.2- Objetivos Específicos 

 

1. Determinar a viabilidade das células BME26 em diferentes concentrações de 

peróxido de hidrogênio, e calcular a DL50 (Dose de H2O2 letal para 50% das 

células BME26); 

a- Verificar se alguns componentes do meio Leibovitz 15 (L-15) completo 

possuem potencial redutor com capacidade de degradar o peróxido de 

hidrogênio, e com isso gerar uma possível proteção nas células BME26 

pelo meio; 

 

2. Verificar a produção de ROS após a incubação com peróxido de hidrogênio 

na célula BME26, de modo curso temporal, através do uso de um marcador 

de ROS (DHE, Dihidroetideo) e comparar com a viabilidade celular por MTT; 

 

3. Verificar se o consumo de oxigênio é alterado após a incubação com 

peróxido de hidrogênio na célula BME26, de modo curso temporal;  

 

4. Avaliar a transcrição e a atividade da Catalase; 

 

5. Analisar a transcrição de genes de algumas vias do metabolismo de 

carboidrato: 

a- Via Glicolítica  Hexoquinase e Piruvato quinase. 

b- Via das Pentoses Fosfato  Glicose 6-fosfato desidrogenase 

(G6PDH). 

c- Gliconeogênese  Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1- Preparo do Meio Leibovitz-15 

As células BME26 são cultivadas em meio Leibovitz 15 (L-15) - Sigma L4386 

(Anexo 1) – complementado com uma série de nutrientes, meio L-15 completo 

(Munderloh et al., 1989). O meio L-15 completo é preparado em duas etapas. 

Primeiro é preparado um meio concentrado contendo o meio L-15 (Sigma) 

adicionado de aminoácidos, glicose, solução de minerais e solução de vitaminas 

(Anexo 2). A partir do meio concentrado é feita uma diluição de 3:1 com água estéril 

e suplementado com soro fetal bovino 10% (Nutricell®, inativado por aquecimento), 

Caldo Triptose fosfato 10%, Penicilina/Streptomicina (100U/mL e 100µg/mL, 

respectivamente) (Gibco), e o meio L-15 completo foi utilizado tanto na manutenção 

quanto nos experimentos com as células BME26. 

 

3.2- Manutenção da cultura de células BME26 

A linhagem BME26 é mantida conforme descrito por Esteves e colaboradores 

(2008). As células são mantidas a 34°C em garrafas de cultura (25 cm2) com 5 mL 

de meio L-15 completo, trocado semanalmente (Esteves et al., 2008). Para a 

manutenção da cultura, monocamadas são subcultivadas ao alcançarem uma 

densidade de aproximadamente 107 células/mL. As células aderidas são descoladas 

por jateamento delicado de meio completo, com o auxílio de uma agulha (0,70 x 

25mm 22G) adaptada a uma seringa de 5mL. Para sincronização são repicadas 107 

células por garrafa para serem usadas para experimento após duas semanas. A 

densidade de células é determinada em hemocitômetro (câmara de Neubauer) e a 

exclusão de células mortas é avaliada pelo corante Azul de Trypan (0,4%, Sigma). 

 

3.3- Ensaios de viabilidade das células BME26 

3.3.1- Método colorimétrico quantitativo por MTT 

A viabilidade das células foi medida através da atividade de enzimas 

desidrogenases que reduzem o MTT à formazan. O MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), é um tetrazole amarelo, que é reduzido a 

formazam (coloração roxa), dentro das células. As células BME26 foram semeadas 

em placas 24 poços (5x105 células/poço) com 500µl de meio completo, incubadas 

na estufa 34ºC com diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio. Em cada 

poço da placa de 24 poços, foram adicionados 50µl de substrato MTT na 

http://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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concentração de 5mg/ml. Em seguida as células foram incubadas na estufa a 34ºC 

por 2 horas tomando-se o cuidado de protegê-las da luminosidade. Após este 

período foi feita a dissolução dos cristais formazan com 1ml de isopropanol+HCl 

(0,15% de HCl em isopropanol) e lido no espectrofotômetro a 570 nm. A média dos 

controles foi considerada 100%, para o cálculo de porcentagem de viabilidade dos 

tratamentos.  

 

3.3.2- Análise de integridade membranar 

Para análise morfológica por microscopia as células foram semeadas (3x105 

células/poço) sobre lamínulas colocadas no fundo do poço da placa de 24 poços. As 

células foram então incubadas na estufa 34ºC com diferentes concentrações de 

peróxido de hidrogênio. Após o tratamento as células foram diretamente coradas por 

adição de Hoechst 33342 (0,4 μg/ml, concentração final) durante 10 min e, em 

seguida iodeto de propídio (2 μg/ml, concentração final) durante mais 2 min. As 

incubações foram realizadas em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Todo o 

conteúdo sobrenadante foi descartado, e as lamínulas foram lavadas com PBS e 

montadas sobre lâminas de vidro com uma gota de glicerol. As células foram 

observadas no microscópio de florescência (modelo Eclipse 80i, Nikon, Japão), e as 

imagens foram obtidas com aumento de 400x. 

 

3.4- Determinação da produção de ROS 

Para marcar a quantidade de ROS intracelular, foi utilizada marcação com DHE 

(Dihidroetideo). As células foram semeadas (3x105 células/poço) sobre lamínulas 

colocadas no fundo do poço da placa de 24 poços, e incubadas na estufa 34ºC com 

diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio. Para o experimento foi utilizado 

5μM de DHE, diluído em PBS, com incubação de 15 minutos no escuro, sob leve 

agitação. Em seguida, as células foram lavadas 1 vez com PBS para serem fixadas 

com paraformaldeído 4% por 30 minutos. As lamínulas foram montadas sobre 

lâminas de vidro com uma gota de glicerol. As células foram observadas no 

microscópio de florescência (Zeiss Axio Imager A.2 HB 100, câmera Axiocam 

MRc5), com comprimento de onde de excitação próximo de 510nm e emissão 

595nm, e as imagens foram obtidas com aumento de 400x. 
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3.5- Preparo do homogenato de células BME26 

As células BME26 foram semeadas em placas 24 poços (5x105 células/poço) 

com 0,5mL de meio completo. Após incubação na estufa 34ºC com peróxido de 

hidrogênio, as células foram lavadas com PBS, descoladas da placa por jatos com 

500µl PBS, transferidas para o eppendorf e centrifugadas a 6000rpm por 10 minutos, 

a 4°C. O pelete de células foi ressuspendido em tampão de lise: Tris-HCl 10mM, pH 

7.4, 10% de coquetel de inibidores de protease (sigma-aldrich, nº. cat.: P2714) e 1% 

de Triton-X 100, seguido de 3 ciclos de 30 segundos de agitação no Vortex e 30 

segundos no gelo. O lisado de células foi centrifugado, para eliminar debris e restos 

de células não lisadas, a 6000rpm por 10 minutos, a 4°C, (centrifuga Hettich, Mikro 

200R) e foi recolhido apenas o sobrenadante em um eppendorf novo. 

 

3.6- Atividade da Catalase 

O ensaio de atividade da catalase (EC 1.11.1.6), (Worthington, 1988) consistiu 

na utilização de um tampão de fosfato de potássio (KPO4) a 0,05 M, pH 7,0; 

Peróxido de hidrogênio a 0,059 M e 50µl de homogenato. O tampão fosfato e o 

homogenato foram adicionados em uma cubeta de quartzo e a reação foi iniciada 

pela adição de peróxido de hidrogênio. A diminuição de H2O2 foi monitorada por 

minuto medindo a absorbância a 240 nm no espectrofotômetro (Shimadzu UV-visível 

1240), na temperatura de 25ºC. A velocidade da reação foi determinada pelo 

consumo do H2O2 por minuto, onde uma unidade de enzima é a quantidade 

necessária para converter 1 mol de peróxido de hidrogênio em seu produto (H2O + 

O2). A atividade enzimática será expressa como U/mg de proteína do sobrenadante 

pela quantidade de proteína total (em mg) na amostra. A concentração de proteína 

foi determinada de acordo com Bradford (1976), utilizando albumina bovina como 

padrão. 
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3.7- Consumo de Oxigênio 

Foram utilizadas 5 garrafas sincronizadas com 5ml de meio L-15 completo. O 

H2O2 foi diretamente adicionado no meio de cultura da garrafa, e incubado por 

diferentes tempos na estufa 34ºC. A taxa de consumo de oxigênio das células foi 

estimada por um eletrodo Oxytherm em fase líquida (Hansatech). Todo meio da 

garrafa de cultura de células foi descartado, as células foram lavada com 2ml de 

PBS pH 7, e ressuspendidas em 2ml de PBS pH 7. As células foram contadas na 

câmara de Neubauer e adicionados, na cubeta do oxígrafo, 107 células em 1ml de 

PBS. O consumo de O2 foi medido durante 10 minutos. De modo a confirmar a 

respiração foi utilizado 7mM de cianeto de potássio. 

 

3.8- Transcrição relativa do gene de catalase e dos genes do metabolismo 

de carboidratos 

Foram semeada 5x105 células/poço na placa de 24 poços com 0,5mL de meio 

L-15 completo. Foi feita extração de RNA total das diferentes condições das células 

BME26, usando o reagente TRIzol® (Invitrigen) de acordo com a recomendação do 

fabricante. O cDNA correspondente foi sintetizado a partir de 1µg de RNA com o kit  

para síntese de cDNA da Applied Biosystems (High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kits), como recomendado pelo fabricante. 

A quantificação dos transcritos referentes a genes do metabolismo energético 

foi realizada por PCR quantitativo (modelo StepOne PlusTM Real Time PCR, Applied) 

através da utilização do kit reagente Power SYBR Green PCR Master Mix, no 

sistema de placa de 96 poços. A análise da transcrição relativa dos genes do 

metabolismo foi feita com relação ao gene de referência ELF1A (Nijhof et al., 2009). 

A expressão relativa foi determinada através de analise das Ct no programa 

computacional Relative Expression Software Tool-REST (Pfaffl, 2001). 

Sequências dos genes para catalase (CAT) e glicose-6 fosfato desidrogenase 

(G6PDH) de R. microplus foram obtidos no GenBank. Já sequências dos genes para 

hexoquinase (HK), piruvato kinase (PK) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) 

foram obtidas de Ixodes scapularis pelo GenBank (Tabela 1), e posteriormente 

utilizadas para um BLAST com base no transcriptoma do R. microplus, obtido 

através do sequenciador Illumina Solexa (dado não publicado, obtido através da 

colaboração com o professor Itabajara Vaz). 
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Primers específicos para os genes foram desenhado manualmente baseado 

nas sequencias de R. microplus. Segue em anexo a lista dos primers utilizados 

(Anexo 3). 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Genes obtidos no GenBank para BLAST no transcriptoma de R. microplus. 

Gene alvo                                                      Acesso Genebank  

Hexoquinase XM_002412706.1  

Ixodes scapularis hexokinase 

 

Piruvato kinase XM_002407420.1  

Ixodes scapularis pyruvate kinase 

 

Fosfoenolpiruvato carboxiquinase XM_002413329.1  

Ixodes scapularis phosphoenolpyruvate 

carboxylase kinase 
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4. RESULTADOS 

4.1- Viabilidade das células BME26 frente a diferentes concentrações de 

peróxido de hidrogênio 

 

A viabilidade das células BME26 foi avaliada diante de diferentes 

concentrações de H2O2, para evidenciar a sensibilidade das células a morte por 

H2O2. Após o tratamento de 24 horas com diferentes concentrações de H2O2 foi 

observado somente uma queda na viabilidade celular após a concentração de 2,2 

mM, sendo progressiva até 13,2 mM com aproximadamente 90% de morte. A DL50 

após 24 horas de exposição ficou entre 5,4 - 6,6 mM (Fig. 7). 
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Fig. 7: Viabilidade das células BME26 frente a diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio. 

Efeito do H2O2 na viabilidade das células BME26 para avaliação da concentração de H2O2 que é letal 

a 50% das células. Células BME26 foram incubadas com diferentes concentrações de H2O2 (2,2; 4,4; 

6,6; 8,8 e 13,2 mM) por 24 horas. O insert mostra a DL 50% calculada (One-way ANOVA, P< 0,0001 

e teste de múltipla comparação Dunnett). 
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4.2- Análise de integridade membranar das células BME26 incubadas 

com peróxido de hidrogênio 

 

Foi utilizado um método qualitativo de avaliação da viabilidade por microscopia 

de fluorescência, através da dupla marcação com Hoechst 33342 e Iodeto de 

Propídeo, apenas para confirmação de morte celular em algumas concentrações de 

peróxido de hidrogênio. Sendo o Hoechst 33342 uma molécula lipofílica, possui fácil 

passagem pela membrana celular, e por ter afinidade por DNA dupla fita, cora todos 

os núcleos de células viáveis e não viáveis. O Iodeto de Propídeo não é permeável a 

célula e também cora núcleos, porém apenas de células com a permeabilidade da 

membrana celular comprometida. Desta forma é possível separar as células em 

processo de morte celular como as com dupla marcação e as viáveis como as 

coradas apenas com o Hoechst 33342.  

Na fig. 8, observa-se a marcação de perda da integridade membranar pela 

entrada do Iodeto de Propídeo (seta verde) nas células BME26, que é uma 

característica de um dos eventos de morte celular (Li et al., 2012). A marcação com 

Hoechst está representada pela seta rosa, e quando sobrepostas as marcações 

tanto com Hoechst quanto com Iodeto de Propídeo, seta amarela. 

As figuras 8 A e B mostram as células BME26 controle, que se encontram 

viáveis. Após a incubação com 2,2 mM de H2O2, figura 8 C e D, algumas células 

encontram-se marcadas com Iodeto de Propídeo, demonstrando que nesta 

concentração existem poucas células com perda de integridade membranar quando 

comparado com todas as células do campo coradas apenas com Hoechst, que são 

células viáveis. 
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Fig. 8: Análise de integridade membranar nas células BME26 incubadas com H2O2 2,2mM por 24 

horas. Dupla marcação em células BME26, com Hoechst 33342 (H 33342) e Iodeto de Propideo (PI). 

A e B- Células BME26 controle. C e D- Células BME26 tratadas com 2,2 mM de H2O2 por 24 horas. 

Análise por microscopia de fluorescência, sendo (A e C) células marcadas com H 33342 e PI; e (B e 

D) células marcadas somente com PI. Núcleos corados com Hoechst, setas rosas. Núcleos corados 

com Iodeto de Propideo, setas verdes. E sobreposição das marcações, setas amarelas. Aumento de 

400x, (Microscópio de Fluorescência - modelo Eclipse 80i, Nikon). 
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4.3- Glutationa Reduzida não afeta a interação entre as células BME26 e 

o peróxido de hidrogênio no meio L-15 completo 

 

Para avaliar se o peróxido de hidrogênio poderia estar reagindo com 

componentes do meio L-15, e sofrendo degradação, foi feita uma análise de 

possíveis compostos do meio L-15 que teriam essa capacidade (Anexo 2). A 

glutationa reduzida é conhecida por apresentar essa possível reação “in vitro”, 

(Gilbert et al., 1957). Diante deste conhecimento, foi avaliada a viabilidade das 

células BME26 que foram submetidas a uma curva de concentração de H2O2, 

incubadas nos diferentes meios L-15 (Fig. 9); meio L-15 sem glutationa reduzida 

(linha azul), com o dobro da concentração de glutationa reduzida (linha vermelha), e 

com concentração normal de glutationa reduzida no meio L15 que é de 3,9 µM (linha 

preta) e o perfil de viabilidade se manteve. A comparação dos perfis indica que não 

houve uma influência da glutationa reduzida na sensibilidade das células BME26 ao 

H2O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9: Efeito da glutationa Reduzida na interação entre células BME26 e H2O2 no meio L-15 

completo. A glutationa reduzida foi removida (linha azul) ou teve sua concentração dobrada (7,8 µM) 

no meio (linha vermelha) para avaliar a sua contribuição na degradação do H2O2. Não houve 

diferença estatística na comparação dos perfis de viabilidade celular frente ao tratamento com H2O2 

no meio sem glutationa e no meio com o dobro de glutationa, em relação ao meio com concentração 

normal de glutationa (3,9 µM) (Two-way ANOVA). 
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4.4- Diminuição da geração de ROS nas células BME26 ao longo do 

tempo de incubação após tratamento com peróxido de hidrogênio 

 

Para marcar a quantidade de ROS intracelular, foi utilizada marcação com DHE 

(Dihidroetideo), uma molécula que quando oxidada forma dois produtos 

fluorescentes, o 2-hidroxietídeo, relacionada com a formação de ânion radical 

superóxido e etídeo que reflete a geração de peróxido de hidrogênio, identificando 

uma maior atividade de peroxidases (Zhao et al., 2003). É possível observar a 

marcação do DHE (a molécula floresce entre o laranja e o vermelho) no microscópio 

de fluorescência principalmente pela formação do etídeo, com afinidade pelo núcleo. 

Observamos na figura 10 a marcação de DHE após 2 horas de incubação com 

2,2 mM (B e E) e 4,4 mM (C e F). Com a concentração de 2,2 mM a marcação de 

ROS é muito sutil (Fig. 10-E). No entanto, na concentração de 4,4 mM de H2O2 

observa-se uma marcação de DHE em algumas células BME26 (Fig. 10-F seta azul) 

representando um grande aumento de ROS em relação ao controle (Fig. 10-D). As 

células BME26 apresentaram uma autofluorescência (Fig. 10-b) quando expostas a 

luz de mesmo comprimento de onda que o que é usado para excitação da molécula 

DHE. A viabilidade avaliada por MTT em 2,2 mM de H2O2 aumentou 

aproximadamente 11 por cento, porém esse aumento não possui relevância 

estatística e em 4,4 mM de H2O2 diminuiu aproximadamente 13 por cento (Fig. 10-

G). 
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Fig. 10: Avaliação de geração de ROS nas células BME26 após tratamento com H2O2 por 2 horas. 

Em A e D observa-se as células controle, sem H2O2; em B e E, as células foram tratadas com 2,2 mM 

de H2O2; e em C e F, as células foram tratadas com 4,4 mM de H2O2. As setas azuis apontam a 

marcação por DHE. O Insert (a) e (b) mostra a autofluorescência das células BME26. Nas imagens A-

C e (a), microscopia por DIC. Nas imagens D-F e (b) microscopia de fluorescência. Aumento de 400x, 

Microscópio de Fluorescência, modelo Zeiss Axio Imager A.2 HB 100, câmera Axiocam MRc5. G- 

Gráfico de viabilidade celular, avaliada pelo ensaio por MTT, após o tratamento com H2O2 por 2 horas 

(One-way ANOVA, P< 0,05 e teste de múltipla comparação Dunnett).  

 

Após 12 horas (Fig. 11) de tratamento com 2,2 mM (E) e 4,4 mM de H2O2 (F), 

as células foram coradas com DHE para observação da produção de ROS. A 

concentração de 2,2 mM (Fig. 11-E) mostra uma coloração muito parecida com o 

controle (Fig. 11-D), parecendo não haver marcação de ROS. Na concentração de 

4,4 mM de H2O2 observamos uma marcação muito sutil do DHE em algumas células 

BME26 (Fig. 11-F seta azul). A viabilidade avaliada por MTT em 2,2 mM de H2O2 

diminuiu aproximadamente 6 por cento, porém não representado estatisticamente e 

em 4,4 mM de H2O2 diminuiu aproximadamente 25 por cento (Fig. 11-G). 
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Fig. 11: Avaliação de geração de ROS nas células BME26 após tratamento com H2O2 por 12 horas. 

Em A e D observa-se as células controle, sem H2O2; em B e E, as células foram tratadas com 2,2 mM 

de H2O2; e em C e F, as células foram tratadas com 4,4 mM de H2O2 por 12 horas. As setas azuis 

apontam a marcação por DHE. As imagens A-C mostram microscopia por DIC, e imagens D-F, 

microscopia de fluorescência. Aumento de 400x, Microscópio de Fluorescência, modelo Zeiss Axio 

Imager A.2 HB 100, câmera Axiocam MRc5. G- Gráfico de viabilidade celular, avaliada pelo ensaio 

por MTT, após o tratamento com H2O2 por 12 horas (One-way ANOVA, P< 0,05 e teste de múltipla 

comparação Dunnett).  

 

Observamos na figura 12, a marcação de DHE no controle (A e D) para 

comparação nos diferentes tratamentos. Após 24 horas de incubação com 2,2 mM 

(Fig. 12-E) e 4,4 mM de H2O2 (Fig. 12-F), não é possível observar diferença na 

marcação de ROS por DHE em relação ao controle (Fig. 12-D). A viabilidade 

avaliada por MTT em 2,2 mM de H2O2 diminuiu aproximadamente 9 por cento e em 

4,4 mM de H2O2 diminuiu aproximadamente 33 por cento (Fig. 12-G). 
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Fig. 12: Avaliação de geração de ROS nas células BME26 após tratamento com H2O2 por 24 horas. 

Foi utilizada a sonda fluorescente DHE para mensurar a geração de hidroperóxidos. Em A e D 

observa-se as células controle, sem H2O2; em B e E, as células foram tratadas com 2,2 mM de H2O2; 

e em C e F, as células foram tratadas com 4,4 mM de H2O2 por 24 horas. As imagens A-C mostram 

microscopia por DIC, e imagens D-F, microscopia de fluorescência. Aumento de 400x, Microscópio de 

Fluorescência, modelo Zeiss Axio Imager A.2 HB 100, câmera Axiocam MRc5. G- Gráfico de 

viabilidade celular, avaliada pelo ensaio por MTT, após o tratamento com H2O2 por 24 horas (One-

way ANOVA, P< 0,05 e teste de múltipla comparação Dunnett).  

 

Desse modo, é importante evidenciar a observação do sinal da marcação de 

ROS em 4,4 mM de H2O2 nos tempos de 2, 12 e 24 horas de incubação. Onde é 

possível avaliar que o sinal de ROS se mostra mais fraco no tratamento de 12 horas 

(Fig. 11-F) do que com apenas 2hs (Fig.10-F) com 4,4 mM H2O2. E no tempo de 24 

horas com 4,4 mM de H2O2 (Fig. 12-F) ficou sem marcação de ROS, igual ao 

controle (Fig. 12-D). Isso indica que pode estar diminuindo a concentração de H2O2 

intracelular ao longo do tempo de incubação. Porém, a viabilidade das células 

BME26, (observadas nas figuras 10-G, 11-G e 12-G; com os tempos de 2, 12 e 24 
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horas de incubação com H2O2, respectivamente) continuam diminuindo em resposta 

ao tempo de incubação com H2O2. 

 

 

4.5- Alteração da taxa de respiração das células BME26 frente ao 

tratamento com peróxido de hidrogênio 

 

A taxa de consumo de oxigênio em células BME26 tratadas com 4,4mM de 

H2O2 foi avaliada em diferentes tempos de incubação. Foi observado que em 2 

horas de incubação com H2O2 ocorre um aumento na taxa de consumo de oxigênio. 

Sendo a taxa de oxigênio das células BME26 controle aproximadamente de 12,5 

µmol / minuto em 107 células, a taxa de oxigênio das células BME26 incubadas com 

H2O2 por 2 horas, aumentou para aproximadamente 14,5 µmol / minuto em 107 

células. E em 12 horas de incubação com H2O2 a taxa de respiração das células 

BME26 retornou ao nível das células do controle (Fig. 13). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13: Taxa de consumo de oxigênio nas células BME26 frente ao tratamento com 4,4 mM de H2O2 

em diferentes tempos de incubação. A quantidade de oxigênio consumida em µmol/minuto em 10
7
 

células BME26 tratada com 4,4mM de H2O2 por 2, 12 e 24 horas (One-way ANOVA, P< 0,0001 e 

teste de múltipla comparação Tukey).  

 

 

controle 2hs 12hs 24hs
10

11

12

13

14

15

16

4,4 mM H2O2

***


m

o
l 

O
2
/m

in
. 

1
0

7
 c

é
lu

la
s

/m
l



 50 

4.6- Catalase não altera sua atividade em resposta ao tratamento com 

peróxido de hidrogênio em células BME26, porém possui resposta 

a nível transcricional 

 

A Catalase atua como primeira linha de defesa em células que se encontram 

em estado de estresse oxidativo, eliminando o peróxido de hidrogênio, gerando 

molécula de água e oxigênio estável (O2). Porém em células BME26 incubadas com 

2,2 mM de H2O2, nos diferentes tempos, não houve aumento da atividade de 

catalase em resposta a um possível estresse oxidativo gerado pela presença de 

H2O2 (Fig. 14). 
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Fig. 14: Atividade específica de catalase nas células BME26 com 2,2 mM de H2O2 em diferentes 

tempos de incubação. Foi avaliada a atividade da catalase nas células BME26 incubadas com 2,2mM 

de H2O2 por 1 hora (A), 6 horas (B), 12 horas (C) e 24 horas (D). Não houve diferença estatística 

entre o tratado e seus respectivos controles (Teste T, não pareado). 
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Porém quando analisada a transcrição de catalase, esta apresentou um 

aumento significativo de sua transcrição após 24 horas de tratamento com 2,2 mM 

de H2O2 (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15: Transcrição relativa da catalase frente ao tratamento com H2O2 nas células BME26. As 

células foram incubadas com 2,2 mM por 24 horas. Gene de referência ELF1A (Teste T, não 

pareado. P< 0,05). 

 

 

 

4.7- Genes da via glicolítica foram avaliados frente ao tratamento com 
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A Hexoquinase e a Piruvato Kinase são enzimas que catalisam a primeira e a 

ultima etapa da glicólise, respectivamente. A transcrição relativa de Piruvato Kinase 

é diminuída em células tratadas com 2,2mM de H2O2 por 24 horas (Fig. 17). 
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tratadas com 2,2 mM de H2O2 por 24 horas (Fig. 16). 
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Fig.16: Transcrição relativa do gene da hexoquinase frente ao tratamento com H2O2 nas células 

BME26. As células foram incubadas com 2,2 mM de H2O2 por 24 horas. Em relação ao gene de 

referência ELF1A (Teste T, não pareado. P< 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.17: Transcrição relativa do gene da Piruvato kinase frente ao tratamento com H2O2 nas células 

BME26. As células foram incubadas com 2,2 mM de H2O2 por 24 horas. Em relação ao gene de 

referência ELF1A (Teste T, não pareado. P< 0,05). 
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4.8- Avaliação da expressão do gene da gliconeogênese (PEPCK) frente 

ao tratamento com peróxido de hidrogênio nas células BME26 

 

A enzima PEPCK é uma importante reguladora da via gliconeogênica. A 

transcrição relativa de PEPCK de células tratadas com 2,2mM de H2O2 por 24 horas 

em relação ao controle e observou-se que não houve diferença estatística (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.18: Transcrição relativa do gene da PEPCK frente ao tratamento com H2O2 nas células BME26. 

As células foram incubadas com 2,2 mM de H2O2 por 24 horas. Em relação ao gene de referência 

ELF1A (Teste T, não pareado. Sem diferença estatística). 
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4.9- Avaliação da expressão do gene da via das pentoses fosfato 

(G6PDH) frente ao tratamento com peróxido de hidrogênio nas 

células BME26 

 

A G6PDH é a enzima reguladora da via das pentoses fosfato. Ao ser fosforilada 

no carbono seis, a glicose-6 fosfato pode ser utilizada pela via das pentoses fosfato 

para a formação de ribose-5 e de NADPH. 

A transcrição relativa do gene de G6PDH aumentou muito em células BME26 

tratadas com 2,2mM de H2O2 por 24 horas, em relação controle (Fig. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.19: Transcrição relativa do gene da G6PDH frente ao tratamento com H2O2 nas células BME26. 

As células foram incubadas com 2,2 mM de H2O2 por 24 horas. Em relação ao gene de referência 

ELF1A (Teste T, não pareado. P< 0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em organismos aeróbios a produção de ROS ocorre em equilíbrio mantido 

principalmente por sistemas de defesa antioxidantes. Quando acontece um 

desequilíbrio nesta relação, os danos causados por essas espécies reativas são 

gerados na célula e promovem distúrbios que muitas vezes são irreversíveis. Dentre 

os vários componentes celulares, muitos danos são ocasionados a proteínas, 

lipídeos e ao DNA, podendo ser associados a várias condições patológicas como a 

diabetes, sepse e doenças neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (Indo 

et al., 2007). 

Nesta dissertação, observou-se uma elevada resistência das células BME26 ao 

peróxido de hidrogênio, onde surpreendentemente as células BME26 apresentaram 

a DL50 de 24 horas de exposição entre 5,4 - 6,6 mM de H2O2 (Fig. 7), enquanto que 

as células AH927 com DL50 de 0,2 mM de H2O2 no mesmo tempo de 24 horas de 

incubação (Fig. 6). Desse modo, ao comparar o perfil de viabilidade das células 

BME26 com o perfil de outras células de mamífero, tratadas com H2O2, observa-se 

que as células BME26 apresentam uma resistência aproximadamente 30 vezes 

maior em relação a células de mamífero. Li e colaboradores em 2012, também 

demonstraram a sensibilidade das células endoteliais de veia umbilical humana 

(HUVEC) à exposição de 18 horas ao H2O2 (250-1000 µM), que resultou em perda 

grave de viabilidade celular, avaliada por MTT. As células HUVEC tratadas com 

1mM de H2O2, por 18horas, apresentou uma diminuição de 80% da viabilidade 

celular (Li et al., 2012). Diante de tais evidências, houve um interesse do grupo em 

aprofundar os estudos relacionados à resistência das células BME26 e suas 

correlações metabólicas com este fenômeno. 

Na literatura, identifica-se ainda a existência da influência do meio de cultivo 

em sistemas de cultura célular. Os meios de cultura, geralmente apresentam 

componentes para manutenção de nutrientes da célula que são, muitas vezes, pró 

ou antioxidantes, como por exemplo, vitamina C, selênio, sais minerais (contendo 

metais como ferro), glutationa reduzida, entre outros (Halliwell, 2007). Porém não se 

pode fazer uma avaliação destes componentes separadamente, pois há alguns 

agentes que separadamente são antioxidativos, mas que em conjunto com outro 

componente passam a ser pró-oxidativos, sendo o contrário recíproco também. Por 

exemplo, o ácido ascórbico, é conhecido como um agente antioxidante, porém em 
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uma reação entre o H2O2 e o Fe3+ a adição de ácido ascórbico aumenta fortemente 

a formação de radical hidroxila (Aruoma, 1996) (Observar Anexo 2, Preparo de 

Solução de minerais, para o meio L15). 

A glutationa reduzida também é descrita como um agente antioxidante. Porém, 

Gilbert e colaboradores (1957) demonstraram que em ambiente com alta pressão de 

O2, a glutationa reduzida pode ser oxidada pelo O2, com formação de H2O2. Diante 

destes fatos, avaliamos o efeito da glutationa reduzida, na resistência das células 

BME26. Durante o preparo do meio L15 é necessário adicionar a solução de 

minerais, onde se encontra a glutationa reduzida (Anexo 2).  

Desta forma, para avaliar a existência da possível influência antioxidante da 

glutationa reduzida do meio L15, foram testados três tipos de meio L15 com 

diferentes concentrações de glutationa reduzida, sendo uma com a concentração 

normal de glutationa reduzida (concentração final de 3,9 µM), outra com o dobro da 

concentração e outro meio ausente de glutationa reduzida. Em teoria, no caso de 

haver um papel antioxidante, o dobro de glutationa eliminaria mais H2O2 e deixaria a 

célula mais resistente ainda; e no caso do meio ausente de glutationa reduzida, a 

célula seria mais sensível ao H2O2. Contudo, pelo resultado demonstrado na figura 

9, a alteração de glutationa reduzida não afeta a sensibilidade da BME26 ao H2O2, 

apresentando o mesmo perfil de viabilidade perante o tratamento com H2O2, nas três 

formulações de meio L15. Até o momento este estudo vem mostrando que a 

resistência da BME26 ao H2O2 é inerente à célula e não ao meio. Mesmo com as 

evidências mostradas neste trabalho, ainda é preciso um aprofundamento maior nos 

estudos para confirmação dos mecanismos relacionados à resistência ao H2O2 

observada nas células BME26. 

Muitos trabalhos têm focado na avaliação de algumas estratégias bioquímicas, 

utilizadas por artrópodes hematófagos como Rhodnius prolixus (Oliveira, P.L. et al., 

1995), Aedes aegypti (Pereira et al., 2007), R. microplus (Maya-monteiro et al., 

2000), para lidar com o estresse oxidativo causado pela alimentação com alto teor 

de heme. Dentre elas se destacam a redução do heme livre através da formação de 

agregados insolúveis, ou formação de complexos entre a molécula de heme e 

proteínas ligantes, ou pela simples degradação do heme (Oliveira,M.F. et al., 1999; 

Paiva-Silva et al., 2006).  

No intuito de avaliar a existência de ROS dentro das células BME26 e a 

influência disto na viabilidade, foram feitas as marcações com DHE (uma sonda 
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fluorescente usada para detectar anions superóxidos intracelulares) (Zhao et al., 

2003). Avaliamos se o aumento de H2O2 no meio extracelular corresponderia a um 

aumento intracelular. Em paralelo à marcação de ROS nos tempos de 2, 12 e 24 

horas de incubação com H2O2 (Figuras 10, 11 e 12, respectivamente) foi 

determinada a viabilidade celular. Foram adotadas duas concentrações, uma 

próxima à DL50 (4,4mM) e uma bem menor (2,2mM). O ensaio preliminar mostra que 

em duas horas de tratamento com H2O2 (Fig. 10) as células parecem ter uma 

marcação mais forte principalmente na maior concentração de H2O2 (4,4mM). Porém 

as células tratadas mantém a viabilidade próxima a do controle. Isso sugere que o 

estresse gerado em duas horas aumenta ROS intracelular, mas ainda não afeta a 

viabilidade. Em doze horas (Fig. 11) as células tratadas com a menor concentração 

de H2O2, possuem marcação igual a do controle. Já nas células tratadas com a 

maior concentração de H2O2, parece ter havido uma diminuição da marcação de 

ROS. Com 24 horas (Fig. 12), ambas as concentração de H2O2 mostraram uma 

diminuição na marcação de ROS. Apesar de preliminar, os dados sugerem que ao 

longo do tempo houve uma diminuição da marcação de ROS. Trabalhos futuros 

incluem a quantificação de H2O2 intracelular para comparação com outras células 

onde normalmente, em células de mamífero, a concentração de H2O2 intracelular 

pode ir até 0,7 µM. 

O sistema antioxidante enzimático é representado por enzimas como a 

superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, e glutationa S-transferase. 

Freitas e colaboradores (2007) avaliaram algumas enzimas de resposta ao estresse 

oxidativo no carrapato R. microplus. Enzimas como a glutationa S-transferase e a 

catalase aumentam bastante suas atividades no 20º dia da embriogênese, próximo à 

eclosão, sendo que no primeiro dia após a eclosão a atividade diminui. Além disso, 

observou-se uma correlação positiva entre a atividade da glutationa S-transferase e 

consumo de O2 em embriões. Este aumento pode ser explicado pelo aumento do 

metabolismo durante o desenvolvimento embrionário em R. microplus. Nas células 

BME26 também foi avaliada a atividade de catalase frente ao tratamento somente 

com a menor concentração de H2O2 (Fig. 14), não havendo aumento da atividade 

em relação ao controle. Apesar de não haver um aumento da atividade, a 

transcrição do gene de catalase aumentou após 24horas de tratamento com a 

menor concentração de H2O2 (Fig. 15). Esse aumento transcricional do gene de 

catalase pode estar relacionado com um preparo celular para um possível futuro 
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estresse, levando em consideração o fato de somente após 24 horas com 2,2 mM 

de H2O2 poucas células apresentarem evidências de morte. É importante ressaltar 

também que nestes momentos citados no trabalho não ocorre uma grande 

renovação de células pela divisão celular pelo fato destas células (BME26) 

precisarem de 15 dias para se replicarem. 

De um modo geral atribui-se que existe um vínculo estreito entre desafio ao 

sistema redox com mobilização direta de respostas antioxidantes (Forman et al., 

2004). Por tanto, células e tecidos devem manter um ambiente redutor, fornecendo 

um gradiente eletroquímico necessário para o fluxo de elétrons em que mantenha o 

equilíbrio entre produção de energia e manutenção do potencial redox (Santiago et 

al., 2008).  

O estado redox em células é primeiramente estimado pelo potencial de 

redução de cofatores como o NADH e NADPH, onde a manutenção deste equilíbrio 

é mantida por enzimas à custa de energia metabólica (Forman et al., 2004). A taxa 

de produção de ROS mitocondrial é fortemente dependente do potencial de 

membrana mitocondrial (∆Ψm) e é inversamente relacionada com a disponibilidade 

de ADP, utilizado para dirigir a síntese de ATP. Sabendo que através cadeia 

transportadora de elétrons, fontes de H2O2 e de superóxido são geradas 

continuamente, há um aumento da produção de ROS no estado 4 da respiração 

oxidativa, e diminuição no estado 3 (Korshunov et al., 1997). Então, investigamos a 

taxa de respiração das células BME26 (Fig. 13) após o tratamento com a 

concentração próxima à DL50, 4,4 mM de H2O2, e com apenas 2 horas de tratamento 

houve um aumento da taxa respiratória, porém após este tempo a taxa de consumo 

de O2 voltou aos níveis do controle. Este dado é intrigante se comparado ao 

aumento da marcação de ROS por DHE também na concentração de 4,4mM de 

H2O2 por 2 horas. Consequentemente, como não existe grandes alterações da 

viabilidade neste momento, estes dados demonstraram que há uma relação entre o 

aumento da taxa de respiração e o aumento de ROS intracelular, seguido de um 

forte indício da célula possuir um maquinário bem estabelecido de prevenção de 

estresse oxidativo, pois no tempo seguinte de 12 horas tanto a respiração celular 

quanto os níveis de ROS intracelular se normalizam semelhantes as células 

controle. 

Atualmente admite-se que exista uma relação entre a regulação do estresse 

oxidativo e o metabolismo energético (Santiago et al., 2008). Dentro deste contexto, 
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observou-se que a célula BME26 é capaz de ativar genes do metabolismo nos 

tratamentos com H2O2. No presente trabalho a transcrição da hexoquinase 

aumentou. Entretanto foi observada uma diminuição dos transcritos de piruvato 

quinase em resposta ao tratamento com 2,2mM de H2O2. Atualmente tem sido 

amplamente estudada tanto a relação entre estresse oxidativo, ou prevenção do 

estresse oxidativo com importantes vias metabólicas, como também na modulação 

de componentes de vias metabólicas por H2O2. (Wu et al., 2012; Tavender e Bulleid, 

2010; Gruning et al., 2011; da-Silva et al., 2004; Pramanik et al., 2011; Santiago et 

al., 2008; Niwa et al., 2003). 

Existem em mamíferos quatro isoformas da hexoquinase (I – IV). A distinção 

entre ambas se refere a afinidade pela glicose, a inibição pela glicose-6-fosfato (Glc-

6-P), além de sua distribuição celular. Ainda não existe um estudo da hexoquinase 

em carrapato. Mas em mamífero foi visto que a hexoquinase-II se ancora à 

mitocôndria próximo ao translocador ADP/ATP, utilizando o ATP produzido pela 

fosforilação oxidativa. O ADP, subproduto da hexoquinase, controla o potencial de 

membrana, assim como a geração de ROS em cérebro e coração de rato (Wu et al., 

2012; da-Silva et al., 2004). Dessa forma, a inibição da hexoquinase resulta em um 

aumento do potencial da membrana mitocondrial e geração de H2O2. Devido a esse 

processo, a atividade da ATPsintase é reduzida levando a um menor fluxo através 

da cadeia transportadora de elétrons. Sendo assim, a hexoquinase ancorada à 

mitocôndria desempenha um papel fundamental, prevenindo o estresse oxidativo, e 

reduzindo assim a geração de ROS através da reciclagem de ADP pela atividade da 

ATPsintase (Wu et al., 2012 e da-Silva et al., 2004). 

Estudando a piruvato quinase, foi descoberto que o metabolismo central se 

auto-regula para manter em equilíbrio o metabolismo redox quando a respiração 

aumenta. Em fungos que tiveram a piruvato kinase modificada para manter sempre 

uma baixa atividade, isso fez com que a obtenção de energia fosse promovida por 

respiração e não por fermentação (já que é um organismo capaz de atuar tanto por 

uma via quanto por outra). O aumento da respiração não levou a um aumento de 

ROS, frente a moléculas oxidantes, pois baixa atividade de piruvato kinase estimulou 

a via das pentoses fosfato, aumentando o metabolismo antioxidante, e impediu a 

acumulação ROS. Através de uma etapa catalítica, esta reconfiguração autônoma 

do metabolismo central de carbono em fungos evitou o estresse oxidativo sobre 

mudanças entre fermentação e respiração (Gruning et al., 2011). 
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Por tanto vimos que nas células BME26 ocorre um aumento da transcrição de 

G6PDH em resposta ao tratamento com H2O2, como mostrado na figura 19. A via 

das pentoses fosfato é um importante caminho para a modulação do potencial 

redox. A glicose-6-fosfato, no sentido oxidativo, é irreversivelmente convertida em 

ribulose 5-fosfato, CO2 e geração de NADPH, um co-factor que atua na manutenção 

redox de muitas enzimas antioxidantes. Como futuras estratégias planejamos a 

utilização de inibidores de G6PDH. Assim após uma busca, encontrados na literatura 

dois inibidores competitivos de G6PDH, a 6-aminonicotinamida e um esteróide 

adrenal, dehidroepiandrosterona (DHEA), como consequência eles reduzem os 

níveis de NADPH (Schwartz e Pashko, 2004). Zhang e colaboradores (2012) 

mostraram que elevados níveis de glicose prejudicam a atividade da G6PDH em 

células endoteliais e do rim, o que leva à diminuição da sobrevivência celular. Em 

células β do pâncreas foi visto que a alta concentração de glicose também inibe a 

atividade e a expressão da G6PDH. De modo que tal inibição levou a um aumento 

de ROS e da apoptose, e diminuição da proliferação e secreção de insulina em 

células pancreáticas β. Determinando a importância da atividade de G6PDH na 

morte celular, Tian e colaboradores (1999) demonstraram que esta desempenha um 

papel crítico na morte celular por afetar o potencial redox celular. Tais dados 

mostram que, os inibidores de G6PDH induzem morte celular pelo aumento de H2O2 

intracelular. Como consequências da inibição de G6PDH incluem-se um aumento 

significativo na apoptose, perda de proteínas tióis e degradação de G6PDH. Já a 

superexpressão de G6PDH levou a um aumento da resistência à morte celular 

induzida por H2O2. (Tian, 1999; Tian,1998; Zhang 2010). 

Como propostas futuras há uma grande importância em analisar as células 

resistentes ao H2O2 frente a outros indutores de estresse oxidativo, e verificar se 

haveria uma redução da resistência das células BME26 após o tratamento com 

inibidores de G6PDH. 

 

 

 

 

 

 

 



 62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 63 

6. CONCLUSÕES 

 

Portanto concluímos que as células BME26 possuem uma resistência ao H2O2, 

aproximadamente 30 vezes maior do que outras células de linhagens de mamífero, 

sendo descrito neste trabalho que essa resistência não está relacionada com a 

proteção do meio L15, e nem com a atividade da enzima catalase. 

A glutationa reduzida presente no meio L15 completo não interfere na 

viabilidade das células BME26 frente o tratamento com H2O2, confirmando que a 

resistência observada é inerente às célula BME26, e não tem participação do meio 

neste evento. E foi visto que a atividade de catalase não sofre variação com 

diferentes tratamentos com H2O2, porém a resposta transcricional é alterada. 

Embora as células BME26 possuam ao longo do tempo um mecanismo de 

eliminação de ROS, a queda na viabilidade celular se mantém progressiva.  

Contudo, os dados indicaram que possíveis mecanismos de resistência da 

célula BME26 estariam associados ao aumento do consumo de O2 e alterações dos 

transcritos de alguns genes do metabolismo de carboidratos. A transcrição do gene 

de hexoquinase aumenta, enquanto que a transcrição de piruvato kinase diminui 

frente ao tratamento com H2O2. A transcrição do gene de G6PDH tem um grande 

aumento, indicando que pode estar havendo um aumento do potencial redutor 

associado ao desafio pelo H2O2. Diante deste panorama a hipótese do grupo é que 

existe um papel importante da G6PDH na prevenção do estresse oxidativo em 

células embrionárias do carrapato R. microplus (BME26). 
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Anexo 1 

 

 Componentes do Meio Leibovitz (Sigma) 
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Anexo 2 

 

 

Preparação do Meio L-15 concentrado (Munderloh e Kurtti, 1989). 

 

Dissolver o conteúdo L-15 (Sigma®) (para 1 litro de meio) em 900 ml de 

água estéril e em seguida adicionar: 

Ácido l-Aspártico 299mg 

Ácido l-Glutamínico 500mg 

l-Prolina 300mg 

Ácido α-cetoglutâmico 299mg 

l-Glutamina 292mg 

d-Glicose 14410mg 

Solução de Vitaminas * 1 ml 

Solução de Minerais ** 1 ml 

 

 

Manter o recipiente envolto em papel alumínio. Dissolver os ingredientes sob 

leve agitação, por 90 minutos. Ajustar o pH para 6,2. Completar volume para 1 litro e 

filtrar em membrana de 0,22μm. Estocar por até 2 meses a 4°C (ao abrigo da luz). 

 

 

 

 

 

*Obs. Preparo de solução de vitaminas: 

Ingredientes Peso (mg/100ml) 

Ácido p-aminobenzóico 100 

Cianocobalamina 50 

d-biotina 10 
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**Obs. Preparo de solução de minerais: 

Ingredientes Peso (mg/100ml) 

Solução A: 

CoCl 6H2O 20 

CuSO4 5H2O 20 

MnSO4 H2O 160 

ZnSO4 7H2O 200 

Solução B: 

NaMoO4 2H2O 20 

Solução C: 

Na2SeO3 20 

Solução D: 

Glutationa Reduzida 1000 

Ácido ascórbico 1000 

FeSO4 7H2O 50 

Solução A 1 ml 

Solução B 1 ml 

Solução C 1 ml 

 

Os ingredientes das soluções devem ser dissolvidos em água estéril na ordem 

em que foram listadas e o volume de cada solução deve ser completado para 100 

ml. 
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Anexo 3 

 

 

Gene alvo Primers Amplicon 

(pb)* 

Hexoquinase HK-Bm-qpcr-for: CATGGACAAAGAGCTTCAACTGCTC 

HK-Bm-qpcr-rev: GGAAAGCTCCCTTGACCAGGGTA 

150 

Piruvato kinase Pyruki-Bm-qpcr-for: GGGCAAGAGGGCAAGACAACTG 

Pyruki-Bm-qpcr-rev: CACGTTGAGCACCTTGGTGATG 

141 

PEPCK PEPCK-Bm-qpcr-for: CATTGACTGGATCTGCCGCCG 

PEPCK-Bm-qpcr-rev: TCGCTGCATTCCTGAAGCCAG 
171 

G6PDH G6PDH-Bm-qpcr-for: CGCAACGAATTGGTATTGAGG 

G6PDH-Bm-qpcr-rev: CGACTGCCATAGGTGAGATCC 
122 

Catalase CAT-Bm-qpcr-for: GAGGAGAGGGACCGCCTTAC 

CAT-Bm-qpcr-rev: GTGCCTTGGTGAAGTTCGTG 

97 

 

*(pb): pares de base 


