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CAPIiTULO |

EXTRAGAO DE DNA DO MORANGO

1 INTRODUGAO

A vida depende da capacidade das células em armazenar, obter e traduzir as instrugdes
genéticas necessarias para manter o organismo vivo. Esta informacdo hereditaria é passada de
uma célula as suas células-filhas durante a divisao celular, e da geragdo de um organismo para
outro, por meio de suas células reprodutoras. Essas instru¢des sdo armazenadas nos genes,
sendo os elementos que contém a informagdo determinante das caracteristicas de uma espécie
como um todo, bem como as de um individuo.

Em 1940 foi identificado o acido desoxirribonucleico (DNA) como portador da
informacdo genética de todos os seres vivos. E com essa descoberta foram feitas diversas
experiéncias, nas quais foi analisada a organizacdo do DNA como sendo longas cadeias de
molécula inseridas nos cromossomos. Dentre os amplos beneficios adquiridos a partir dessa
descoberta, tem-se destacado as doencas genéticas, onde a ciéncia foi capaz de desvendar muitas
doencas que até entdo ndo eram compreendidas.

O DNA é uma molécula muito grande que se encontra densamente compactada dentro do
nucleo das células, que é relativamente pequeno. Toda a informagdo necessaria para a criagao e
funcionamento de um organismo encontra-se no DNA. Esta molécula é utilizada para fornecer
informacgoes para milhdes de processos celulares que ocorrem constantemente. Para conseguir
estudar melhor o funcionamento do DNA, os cientistas isolaram a molécula, procedendo de
maneira semelhante a esta atividade experimental. Para isolar o DNA é necessario separa-lo dos
outros componentes celulares, fragmentando as membranas celulares e as membranas
nucleares, fazendo assim com que o DNA se separe das membranas e organitos celulares. A
extracdo do DNA permite uma observacao préxima da molécula sob a forma de filamentos
brancos, bem como um estudo mais facilitado do comportamento da molécula, sendo assim mais
facil observar como se comporta o DNA quando em contacto com lipidios e proteinas, entre

outros. O DNA (acido desoxirribonucleico) é a maior macromolécula celular, sendo formada a
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partir da unido de nucleotideos. Sua estrutura foi descoberta pelo biélogo norte-americano
James Dewey Watson e pelo fisico inglés Francis Harry C. Crick, em 1952. Segundo o modelo
proposto por eles, uma molécula de DNA é constituida por duas cadeias paralelas de
nucleotideos unidos em sequéncia, formando uma dupla-hélice (AMABIS; MARTHO, 1997). Cada
nucleotideo é formado pela combina¢do de trés componentes: fosfato, base nitrogenada
(puricas: adenina e guanina; pirimidicas: timina e citosina) e o agucar desoxirribose (LOPES;
ROSSO, 2010). O morango (F. ananassa) é de origem Europeia. As plantas cultivadas para o
consumo de sua fruta sdo o resultado de um sucessivo trabalho de melhoramento genético e
cruzamento entre algumas espécies do Género Fragaria, que pertence a familia Rosaceae. Um
dos motivos de se trabalhar com morangos é que eles sdo muito macios e faceis de
homogeneizar; também produzem pectinases e celulases, que sdo enzimas que degradam a
pectina e a celulose (respectivamente), presentes nas paredes celulares das células vegetais.
Estas frutas apresentam oito copias de cada conjunto de cromossomos, ou seja, sdo octopléides
(SANTOS, 2011), possibilitando uma melhor visualiza¢do da molécula ap6s sua extracgao.
Basicamente, para extrair DNA do morango, é necessdrio dissociar o tecido do morango,
romper a parede celular e as membranas plasmatica e nuclear, remover as proteinas e isolar o
DNA. Este experimento requer detergente liquido para desnaturar as membranas lipidicas e
adgua com sal para neutralizar o DNA que precipitara ao adicionar alcool gelado, pois estara

menos soluvel em solucdo alcodlica (FURLAN et al. 2011), permitindo sua visualizagao.

2 0BJETIVO

O objetivo dessa pratica é entender os conceitos de genética basica e demonstrar como
podemos identificar e extrair o DNA do morango como um bom modelo para esse tipo de estudo
e atividade pratica. A partir desses conceitos basicos da genética podendo nos aprofundar mais
nesse assunto e descobrir mais temas ligados a ela, bem como demonstrar a importancia da
quimica e da biologia como uma forma de pensar sobre a biologia molecular, sobretudo no que

se refere as importantes conquistas da ciéncia para a nossa vida.

3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

* morangos médios ou grandes;

= Saco tipo ziplock;
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= ou 3 copos de vidro transparente;
= Peneira;

= colheres de sopa sal d cozinha;

= Detergente;

= 150 ml de 4gua;

= Alcool gelado;

= Palito de madeira (churrasco).

3.2 PROCEDIMENTO

Inicialmente, foi preparado todo o material necessario para execucao da aula pratica de
extracdo de DNA do morango. Este experimento foi baseado na videoaula ministrada pela
professora.

De inicio selecionou-se 3 morangos e tirou-se os cabinhos verdes, p6s colocou-se os
morangos dentro de um saco plastico e macerou-se pressionando-os bem com os dedos até obter
uma pasta bem homogénea. Transferiu-se a pasta de morango para um copo. Dando
continuidade em outro copo misturou-se 150 ml de agua, 1 colher de (sopa) de detergente e 1
colher (cha) de sal de cozinha. Mexeu-se bem com o bastdo de vidro, lentamente a fim de nao
fazer espuma. Apds essa etapa colocou-se cercade 1/3 da mistura de 4gua, sal e detergente sobre
0 morango macerado, misturou-se novamente com o bastdo de vidro, em seguida incubou-se em
temperatura ambiente por 30 minutos, homogeneizando de vez em quando com o mesmo
bastdo, logo apds colocou-se uma peneira sobre um copo limpo e peneirou-se a mistura afim de
para retirar os pedagos de morango que restaram, em seguida colocou-se metade do liquido
peneirado em um tubo de ensaio e colocou-se cerca de 3 dedos no fundo do tubo, dando
continuidade despejou-se lentamente no tubo (pelas paredes), sobre a solugao, dois volumes de
alcool comum, tendo em vista de nao misturar o alcool com a solu¢do. Aguardou-se cerca de 3
minutos para o DNA comegar a precipitar na interfase. Por fim é possivel usar um palito para

enrolar as moléculas de DNA.
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Imagem 1 Imagem 3

ESPECIFICACAO DAS IMAGENS

Imagem 1: Maceragdo dos morangos em saco plastico

Imagem 2: Peneiragdo do extrato macerado de morango

Imagem 3: Extrato de morango coado e adicionado o restante dos ingredientes como sal,
detergente e alcool.

Imagem 4: Verificacdo do aglomerado de DNA do morango nas paredes do copo de vidro

Imagem 5: Retirada do aglomerado de DNA com palito de churrasco.
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Quadro 1 - detalhamento dos procedimentos realizados durante a pratica de extracao de DNA.

PROCEDIMENTOS

Maceracao

Detergente

Sal de Cozinha

Alcool

PRATICAS LABORATORIAIS: DAS ANALISES CLiNICAS A BIODIAGNOSTICO

IMPORTANCIA

Para que a solucdo chegue mais facilmente nas moléculas do morango
Para que o sal e o detergente penetrem mais rapido dentro do morango
E importante para que as substancias entrem na célula

Quebrar a membrana que é feita de lipideos (os lipideos sdo soldveis no
detergente)

Ajuda a quebrar a membrana plasmatica

Abrir a membrana plasmatica, pois ela contém lipideos (gordura) que o
detergente dissolve

O sal tem carga positiva e o DNA negativa. Quando as duas cargas se
juntam ficam neutras

Neutraliza a molécula de DNA para que ela ndo se desmanche e fique
intacto

Porque o sal é positivo e o dlcool é negativo e quando se misturam a
composicao fica neutra

Fazer o DNA se precipitar

Desprender o DNA da solucao

Visualizacao e separa a solucdo do DNA

0 alcool serve para extrair o DNA da célula

Ele faz o DNA se separar da solucido

Fonte: Dados da pesquisa, 2014.
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Imagem 6: Finalizacao da pratica

4 DISCUSSAO

Ao analisar os resultados desta atividade experimental pode-se justificar a utilizacdo de
certos materiais no procedimento experimental. O detergente permitiu uma emulsificacdo, ou
seja, este penetra na estrutura das membranas e separa as grandes moléculas de fosfolipidos,
provocando assim a destruicdo das membranas. Como consequéncia, o contetido nuclear
dispersa-se na solucdo. O sal proporcionou ao DNA um ambiente favoravel, contribuindo com
i0es positivos que neutralizam a carga negativa do DNA, assim estabilizando-o. Adicionalmente,
as moléculas de DNA agregam-se, formando filamentos espessos e compridos, de constituicao
gelatinosa e cor esbranquigada. O alcool etilico foi utilizado a temperaturas baixas porque desta
forma o DNA nao se dissolve nele. Como resultado, o DNA precipitou-se e separou-se da solucao,
tornado assim possivel a sua visualizacdo e recolha. O alcool torna-se o fluido sobrenadante
porque é menos denso que a agua, ficando assim a flutuar sobre esta. J4 o DNA flutua na
superficie do alcool porque é menos denso que a dgua. Apesar do DNA ser a maior molécula de
uma célula, a sua estrutura nao pode ser observada a olho nu, uma vez que tem um tamanho
microscépico. Tal como ndo podemos observar a maior parte das células a olho nu mas

conseguimos observar um organismo composto por milhdes de células, também ndo podemos
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observar uma molécula de DNA mas sim milhdes de cadeias de DNA aglomeradas, como foi

verificado nesta experiéncia.

5 CONCLUSAO

Através do experimento realizado da extracao de DNA do morango, foi possivel a aplicacdo
dos conteddos compreendidos em aula. Mas primeiro sdao necessarias referéncias para
argumentacao do experimento. No experimento foi utilizando utensilios de facil acesso, e para
obter o melhor resultando e para também poderem ser visto a olho nu, e de forma mais rapida a
ser analisado o processo de conclusdo. A extracdo da fita de DNA do morango somente é obtida
quando é adicionado o alcool bem gelado. Assim, ocorre a precipitagio de uma grande
quantidade de fita de DNA do morango, o que nos possibilita a concluir que o processo de
extracdo do DNA do morango é simples, pois ndo requer métodos, substancias ou materiais
sofisticados. No entanto, requer muita atencdo e varias tentativas para se obter o resultado
desejado, é importante salientar que podemos concluir que diante do resultado encontrado da
pratica em questao foi bastante proveitosa, uma vez que é uma técnica bem relevante no que diz
respeito a manipulacdo. Porém devido ao momento em que estamos vivenciando advindo da

pandemia, ndo podemos concluir de fato a pratica.
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CAPITULO I

EXTRAGAO DE DNA DE HUMANO OU
PLASMIDIAL

1 INTRODUGAO

O DNA plasmidial consiste de uma molécula circular dupla fita, existente naturalmente
em bactérias, e que se auto replica independentemente do genoma da célula. Uma das
caracteristicas importantes desse DNA é conter genes que conferem a célula que o abriga
resisténcia a antibidticos ou que codifiquem algum nutriente para o qual a célula é deficiente.
Existe uma infinidade de plasmideos e muitos foram geneticamente modificados em laboratério
para o uso em clonagem molecular. Maiores detalhes sobre essas moléculas, como contetdo e
organizagdo, serdo discutidos nas aulas tedricas. DNA e RNA sdo polimeros compostos por
mondémeros de nucleotideos. Estes, por sua vez, sdo nucleosideos fosfatados, ou seja, sdo
formados de trés partes principais: uma pentose, um heterociclico nitrogenado e o grupo fosfato
(figura 1). Entre as pentoses, as principais que compde os acidos nucleicos sao a desoxirribose
(DNA) e a ribose (RNA), na sua forma B-furanose. Os heterociclicos sdo bases nitrogenadas
relacionadas (figura 2), derivadas das purinas (Guanina (G) e Adenina (A)) e das pirimidinas
(Citosina, que é o mesmo a ambos, e Uracila (U) no RNA e Timina (T) no DNA). Pode ter a
presenca de uracila no DNA ou Timina no RNA raramente, por isso, sua classificacao é feita de
acordo com a pentose que apresentam. O grupo fosfato é responsavel pela ligacdo fosfodiéster
com o glisosideo do préximo nucleotideo, que forma o esqueleto da fita de DNA ou RNA. Pela
formagdo caracteristica das ligacdes fosfodiéster no esqueleto, as fitas de acido nucleico
possuem polarizagdes caracteristicas, indo da extremidade 5’ (grupo 5’ fosfato de um
nucleotideo) para a extremidade 3’ (grupo 3’ hidroxila), onde a extremidade 5’ sempre se liga a

extremidade 3’ (figura 3) (NELSON, David L, 2014).
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FIGURA8-1 Estruturade nucleotideos. (a) A estrutura geral mostrando
a conven¢ao numeérica do anel de pentose. Esse é um ribonucleotideo. Nos
desoxirribonucleotideos, o grupo —OH no carbono 2’ (vermelho) é subs-
tituldo por H. (b) Os compostos ancestrais das bases pirimidicas e puricas
dos nucleotideos e dos acidos nucleicos, mostrando a conven¢ao numérica.

Figura 1: Estrutura geral dos nucleotideos. (Fonte: Nelson, David L, 2014)
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FIGURA8-2 Principais bases puricas e pirimidicas dos acidos nuclei-
cos. Alguns dos nomes comuns dessas bases refletem as circunstancias
das suas descobertas. A guanina, por exemplo, foi primeiramente isolada de
guano (esterco de passaro) e a timina foi isolada originariamente de tecido
do timo.

Figura 2: Principais bases nitrogenadas dos nucleotideos (Fonte: Nelson, David L, 2014)
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Figura 3: LigacGes Fosfodiéster e sua polaridade. (Fonte: Nelson, David L, 2014)

Algumas formas secunddrias de bases nitrogenadas podem estar presentes, DNA, as mais
comuns delas sao as formas metiladas das bases principais; em alguns DNA virais, algumas bases
podem ser hidroximetiladas ou glicosiladas. As bases alteradas ou raras na molécula de DNA
muitas vezes apresentam func¢des na regulacdo ou na prote¢do da informagdo genética. Bases
secundarias de muitos tipos também sdo encontradas nos RNAs, especialmente nos tRNAs. O
DNA mais comumente se apresenta como um duplex, sendo uma fita dupla helicoidal, aonde suas
bases nitrogenadas adjacentes estao ligadas (pareadas) por pontes de hidrogénio, seguindo a
conformacdo A=T (duas pontes) e C=G (trés pontes) (figura 4). Como as bases estao presentes

pareadas, as propor¢des de Guanina e Citosina, Adenina e Timina sdo iguais. Também, por
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formarem trés pontesde hidrogénio, quanto maior a propor¢do de G e C no DNA, maior o seu
ponto de fusdo. (NELSON, David L, 2014).
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FIGURAS-11  Padrdes de ligagdes de hidrogénlo no pareamento de
bases definido por Watson e Crick. Aqul, como em outras partes no Ivio,
& ligac0es de hidrogénio estao representadas por trés linhas azuls.

Figura 4: Pareamento das bases no DNA. (Fonte: Nelson, David L, 2014)

Formas triplex ou tetraplex podem ocorrer quando as bases de uma outra fita pareiam
com as bases da fita dupla, ocorrendo ions altamente estaveis em pH extremos. A conformacao
tetraplex ocorre principalmente em cadeias altamente carregadas com residuos guanina, sendo
chamada tetraplex G. Além de serem heterociclicas, as bases nitrogenadas sdo compostOs
aromaticos, o que confere uma alta densidade de nuvem eletronica, e uma caracteristica de

absorver luz. Quando a molécula de DNA se encontra no seu estado natural, a alta compactac¢ao
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entre as suas bases na forma de empilhamento, bem como o pareamento de suas bases, produz
um efeito hipocromico, que reduz a capacidade de absor¢ao de luz. Quando em uma temperatura
maior que 80° ou em pH’s drasticos, o DNA desnatura incompletamente (s6 as pontes
hidrogenadas) ou completamente (reversdo das ligacdes covalentes), o que acarreta em um
efeito hipercromico, de aumento de absor¢ao da luz uv em 260 nm. Dependendo da forma de
desnaturacao, o DNA volta a sua forma natural novamente em condi¢des favoraveis, podendo
ser um processo s6 e rapido se foi incompleta, ou com uma etapa mais lenta se foi completa
(NELSON, David L, 2014).

Ja o RNA, geralmente esta presente como uma fita simples, que acaba pareando entre si e
formando estruturas caracteristicas denominadas de grampos. Ao contrario do DNA, que sua
Unica funcdo conhecida é guardar a informacdo genética, o RNA pode ter indmeras fungdes,
desde enzimaticas (ribozimas), estruturais, sintéticas, transportador e principalmente
mensageiro, transmitindo as informa¢des do DNA. O DNA plasmidial, é uma molécula de DNA
circular que se replica separadamente do cromossomo hospedeiro. A grande variedade de
plasmideos bacterianos que ocorre naturalmente varia de tamanho de 5.000 a 400.000 pb.
Muitos dos plasmideos encontrados em populagdes bacterianas sdo um pouco mais do que
parasitas moleculares, semelhantes aos virus, mas com capacidade mais limitada de se transferir
de uma célula para outra. Para sobreviver na célula hospedeira, os plasmideos incorporam varias
sequéncias especializadas que os tornam capazes de utilizar a energia das células para sua
propria replicacdo e expressdo génica. Os plasmideos de ocorréncia natural tém um papel
simbiotico na célula: sdo capazes de fornecer genes que conferem resisténcia a antibidticos ou

que realizamnovas func¢oes para a célula (NELSON, David L, 2014).

2 0BJETIVO

O objetivo dessa pratica é extrair, purificar, conhecer os principios basicos da técnica de
extracdo de DNA plasmidial entender os conceitos de genética basica e demonstrar como um
bom modelo para esse tipo de estudo e atividade pratica. A partir desses conceitos basicos da
genética podendo nos aprofundar mais nesse assunto e descobrir mais temas ligados a ela, bem
como demonstrar a importancia da quimica e da biologia como uma forma de pensar sobre a
biologia molecular, sobretudo no que se refere as importantes conquistas da ciéncia para a nossa

vida.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

Materiais Reagentes

Solucdo Lise I: GTE- Glicose 50 pL,

Micropipetadores P200 e P1000 + Tris-C1 25 mmol L1, EDTA 10
ponteiras
mmol L-1, pH 8.
Solugao Lise II: SDS/NaOH- NaOH
Eppendorfde 1,5 ml

0,2 mol L-1, SDS 1%.

Solucdo Lise III: Acetato de
o ) potassio/Acido Acético- 60 mL de
Recipiente com gelo moido KOAc 5 mol L1, 11,5 mL de HOAc

3 mol L1, 28,5 mL de H>0.

Banho seco (de gelo) Isopropanol 100%

Microcentrifuga Etanol 100%

TE- Tris 10 mmol L-1, pH 7, EDTA 1
Suporte para eppendorf
mmol L-1,

Cultura liquida de E. coli com
Luvas

plasmideo

3.2 PROCEDIMENTO

A solucao de Escherichia coli liquida com plasmideo (quadro 1), foi preparada
anteriormente a pratica com a ativagdo da cultura de bactérias, com a centrifugacdo da
suspensdo por 15 segundos, e o posterior descarte do sobrenadante. Posteriormente, foi
adicionado ao pellet gerado 100 pL da solucdao de Lise I (quadro 1), sendo agitado e entdo
adicionada a solucdo de Lise Il a temperatura ambiente, onde posteriormente a suspensao foi
colocada em banho seco por 10 minutos. Apds, a suspensao foi ressuspendida pelo método up-
down com a micropipeta P1000, até ficar homogénea. Entdo, adicionou-se 200 pL da solucdo de
Lise Il (quadro 1) e foi colocado em banho seco por mais 5 minutos. Apés, a suspensao foi
colocada na centrifuga e centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos, sendo colocado novamente na
centrifuga com uma rota¢do de 7000 rpm por 7 minutos para uma separacao melhor de fases.
Entao, o sobrenadante foi transferido a um ependorflimpo, adicionado 400 puL de Isoprapanol e

centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o
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isopropanol foi vertido em papel e foi adicionado 200 pL de Etanol 70%, sendo centrigado a 5000
rpm por 2 minutos. Por seguinte, o sobrenadante foi retirado e o etanol foi vertido em papel e
adicionou-se 40 pL de TE, sendo resuuspendido para entdo a suspensdo ser refrigerada em

geladeira.

4 CONCLUSAO

As minis preparagdes de DNA sdo geralmente realizadas a partir de coldnias de bactérias
que foram obtidas em manipulagdes recentes, ou seja, no maximo ha cerca de uma semana. Nao
ha necessidade de material estéril para a realizacdo deste protocolo. A solugdo de Lise I é
utilizada pois a glicose funciona para manter a pressdo osmética, enquanto que o Tris tampona
as células em um pH 8.0. O EDTA liga-se a cations divalentes da bicamada lipidica, fragilizando
deste modo o envelope celular. Apoés a lise celular, o EDTA evita a degradacao do DNA, ligando-
se afons Mg++, que sdo cofatores necessarios para a acao das nucleases bacterianas. Ja a solugao
de Lise II, lisa as células bacterianas, pois o detergente SDS dissolve os componentes lipidicos do
envelope celular e o hidréxido de sédio degrada a parede celular e desnatura os DNAs plasmidial
e cromossdémico em cadeias simples; os circulos intactos do DNA plasmidial permanecem
concatenados. Na solucdo de Lise III, o 4cido acético neutraliza o pH, permitindo que as cadeias
do DNA renaturem. Pedacos grandes de cadeias cromoss6micas rompidas ndo voltam a hibridar
perfeitamente, colapsando em um entrelacado parcialmente hibridado. Ao mesmo tempo, o
acetato de potassio precipita o SDS da suspensao celular, juntamente com os lipideos e proteinas
associados. O DNA cromossomico parcialmente renaturado fica preso ao precipitado
SDS/lipideo/proteina. Apenas os DNAs plasmidiais menores, fragmentos do DNA cromossomal
e moléculas de RNA escapam ao precipitado e permanecem em solucdo. Posteriormente, o
[sopropanol rapidamente precipita os acidos nucléicos, enquanto as proteinas precipitam mais
lentamente. Portanto, uma precipitacdo rapida leva para baixo preferencialmente os acidos
nucléicos. Entdo, a 4gua presente no etanol 70% remove alguns sais e o SDS remanescentes da
preparagdo. Por ultimo, o Tris tampona a solugdo de EDTA. O EDTA protege o DNA da degradagao
por DNases, ligando-se aos cations divalentes (especialmente Mg++), que sdo cofatores
necessario para a ativida-de da DNase. A técnica de centrifugacdo é utilizada para aumentar a
superficie de contato entre os reagentes e ter uma separacao de fases mais completa possivel. O

banho seco ajuda a controlar a temperatura de algumas reacdes exotérmicas.
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CAPIiTULO I}

ELETROFORENSE

1 INTRODUGAO

A eletroforese foi inicialmente proposta por Arne Teselius (1937) como técnica
empregada para visualizagcdo de proteinas de acordo com as diferengas de comprimento dos
fragmentos de aminodacidos e cargas elétricas. A simplicidade e rapidez da técnica
impulsionaram seu aprimoramento e uso, atualmente, para separar, identificar e purificar
fragmentos de DNA. A visualizacdo do DNA por eletroforese baseia-se na carga negativa que os
fosfatos conferem ao DNA. Um gel é preparado com pequenos pog¢os - utiliza-se um pente antes
de o gel secar - para a deposicdo do material. O gel é entdo submetido a uma diferenca de
potencial elétrico. A presenca da carga negativa deve ser combinada com a adi¢do de solugao
salina para maior eficiéncia na condugdo elétrica. Posteriormente, hd um deslocamento dos
acidos desoxirribonucleicos de acordo com o tamanho das moléculas, as de menor massa
apresentam maior velocidade de migracdao enquanto que as de maior massa sao mais lentas.
Carga negativa apresentada pelo DNA devido ao grupo fosfato. Os géis utilizados podem ser de
agarose ou poliacrilamida. O gel de agarose, utilizado nesta pratica, apresenta maior extensao de
separa¢do quando comparado ao de poliacrilamida, dessa forma é possivel visualizar longos
fragmentos de DNA. A eletrofore se mostra mais eficiente para determinar fragmentos de DNA
do que outros processos como a centrifugacdo através de gradiente de concentracdo,4 e é
utilizada em testes de paternidade, identificacdo de criminosos e ainda, quando combinada a
outras técnicas como por exemplo enzimas de restricdo possibilita a industria farmacéutica
producdo de vacinas, remédios e a agropecudria producdo de transgénicos. Esta pratica
combinou a extracdo do DNA de amostras sanguineas de crian¢as com leucemia linféide aguda
com a técnica da eletroforese a fim de visualizar o DNA em luz ultravioleta. As leucemias sao
doencas cronicas ou agudas em que as células-tronco dos tecidos sanguineos sdo incapazes de
maturar-se normalmente e apresentam replicacao desregulada. As células do sangue acabam

sendo substituidas por células tumorais e a doenga configura-se.6 A leucemia linféide aguda é
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também conhecida como leucemia linféide aguda da infancia, leucemia linfolitica e LLA.
Caracteriza-se pelo crescimento incontrolavel e exagerado, além do acimulo, de linfoblastos -
0s quais ja nao funcionam como células normais - e pelo bloqueio da produg¢do normal de células
da medula, o que gera uma deficiéncia de glébulos vermelhos (anemia), plaquetas
(trobocitopenia) e globulos brancos (neutropenia). Marcadores moleculares de DNA estao sendo
utilizados como ferramenta muito tutil em diferentes estudos genéticos, como a selecdo de
plantas assistidas por marcadores. A etapa basica para tais procedimentos é a extragdo de DNA
em quantidade e qualidade adequados. Diferentes métodos de extragdo de DNA a partir de tecido
foliar tém sido utilizados e estdo bem estabelecidos para diferentes espécies (FALEIRO et al,
2003).

A eletroforese é uma técnica bioquimica versatil, relativamente simples, rapida e de
grande poder informativo, havendo forte aceitagdo no meio cientifico e tornando-se
indispensavel nas mais diversas areas da biologia molecular. E aplicada na anélise de enzimas,
de proteinas e acidos nucléicos e tém sido amplamente usadas em estudos de taxonomia,
bioquimica, fisiologia e genética humana, de plantas, de animais e de microrganismos. Em
virtude de seu acervo informativo, apresenta grande potencial para caracterizagdo
identificacdo de fungos, bactérias, virus, nematdides, cultivares e linhagens de plantas
resistentes a estresses bioticos e abidticos, além das inimeras dreas da genética médica e
forenses (ALFENAS et al., 1999; FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1998). Atualmente, a eletroforese
estd sendo usada para determinagdo e caracterizacdo de moléculas de acidos nucléicos, tanto
DNA como RNA. Recentes progressos na tecnologia do DNA recombinante, no mapeamento de
fragmentos e no sequenciamento de nucleotideos, oriundos de fragmentos de acidos nucléicos,
tém permitido avancos expressivos e maior precisdo dos resultados (ELDER E SOUTHERN,
1983; WALKER E RAPLEY, 1999). No caso de moléculas de DNA ou de RNA, varios sdo os
sistemas de revelacdo das bandas. Estes sdo consequéncia dos corantes usados. Quando se usa o
corante brometo de etidio (comparacdo com a fluorescéncia de amostras de DNA de
concentracdo conhecida) no gel ou na amostra, a detec¢do das bandas é feita através da
fluorescéncia, emitida por esse corante, em presenca da luz ultravioleta. A escolha é feita a partir
do tipo de técnica que se deseja empregar ou da conveniéncia e praticidade em cada laboratdrio
(BRAMMER, 2001).

Os fragmentos de DNA sdo visualizados por coloragdao com brometo de etidio. Tais
condi¢coes permitem que o DNA seja retido na membrana no ponto de contato entre o gel e a

membrana. O DNA é covalentemente ligado a membrana usando-se luz ultravioleta. O DNA é
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corado com brometo de etidio, uma molécula que fluoresce quando iluminada com luz
Ultravioleta (NASCIMENTO et al., 2003).

A utilizacao de brometo de etidio € um modo mais rapido e sensivel para visualizar o
DNA.O brometo de etidio é amplamente empregado em biologia molecular, biologia celular,
citofluorometria e citologia, sendo utilizado na coloracao de géis de eletroforese, onde este
identifica fragmentos de acidos nucléicos através da formagdo de complexos fluorescentes de
intercalacdo com o DNA. Sua manipula¢do deve ser feita com a devida precaucao para evitar
contato com a pele, inalacdo e ingestdo. O brometo de etidio é um corante vermelho-escuro, com
férmula molecular C21H20N3Br. Soldvel em dgua, o brometo de etidio é estavel nas condigdes
habituais de laboratério, porém reage violentamente em condi¢cdes fortemente oxidantes. O
EtBr pode ter efeitos como agente mutagénico, carcinogénico ou teratogénico deve ser sempre
cuidadosamente calculado e evitado. O risco estd sempre associado a frequéncia de uso,
concentragdo, dose e susceptibilidade do individuo. O

EtBr é um composto que pode ocasionar profundos danos ambientais, devido a seu poder
mutagénico e toxico. (BEDIN, 2010; NASCIMENTO et al., 2003).

Quando se expde esta substancia a luz ultravioleta, o mesmo reage emitindo uma luz
vermelho alaranjada, que se intensifica quando unido a uma cadeia de DNA. Este efeito é devido
ao aumento da hidrofobia do meio. A radiacdo ultravioleta (UV) é a radiagdo eletromagnética ou
os raios ultravioletas com um comprimento de onda menor que a da luz visivel e maior que a dos
raios X. A fluorescéncia do complexo brometo de etidio-D NA é mais elevada com radiacdo UV. A
maioria das fontes de UV produz uma fluorescéncia baixa, que conduz a menores danos no DNA.
Com fontes de ultravioleta eficientes e filme apropriado podem ser visualizadas bandas de DNA,
com exposicoes de poucos segundos (BEDIN, 2010; NASCIMENTO et al., 2003).

Apoés a eletroforese, cora-se o gel e mede-se a distdncia percorrida por cada proteina
marcadora e calcula-se a razao entre a distancia percorrida pela proteina sobre a distancia total
da corrida de eletroforese. Com esses dados constréi-se uma curva de Log Mr (massa da
proteina marcadora) versus migracdo relativa (da proteina marcadora). Determina-se a

distancia percorrida.

2 0BJETIVO

O objetivo dessa pratica é analisar o DNA de tecido foliar por meio da técnica de

eletroforese em gel de agarose.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

Miniprep:
= Pipeta,
= Ponteira,
= Suporte de eppendorfs,
= Cultura bacteriana,
= eppendorfs de 1,5mL,
* microcentrifuga,
= Solugdo ],
=  Solugdo II,
=  Gelo,
= Solucdo III,
= jsopropanol,
= vortex,
= Etanol,

= Solugao de TE.

= Solugdo obtida ao termino da miniprep, eppendorfs (1,5mL e 0,5mL),
= Ponteira,

= Pipeta,

= Agua,

= Tampao 10x,

= dNTPs,

= Primers forward e reverse,

= Taq polimerase,

= Termociclador.
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Figura 1. Eletroforese sérica em gel de agarose. A: Perfil normal.
B: mieloma multiplo

Fonte: https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-84842007000100006

Digestao de DNA plasmidial com enzima de restricao:
= Eppendorfde microcentrifuga,
= Tampao 10x,
= Solugdo com EcoRj,
. Agua, DNA molde,

= Banho-maria

Eletroforese em gel de agarose:
= Luvas,
= Pipeta,
= Ponteira,
= Gel de agarose 1% contendo brometo de etidio,
= Solucgdo resultante da miniprep,
= Tampao TA,
= Maquina responsavel pelo campo elétrico e conseqiientemente pelo correr do gel,
= UV,

= Protecdo para os olhos
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose de paciente com mieloma
multiplo

Fonte: https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-84842007000100006

Protocolo resumido para Miniprep

L

II.

[1L

IV.

Encheu-se um tubo de microcentrifuga com a cultura bacteriana e centrifugue por
1 minuto.

Desprezou-se o sobrenadante, encha o tubo novamente e centrifugue para obter
material suficiente para a extracao.

Ressuspendeu-se o sedimento com 100 pL de solucdo I (basta transferir todo o
conteido do microtubo) incubando em mixer por 3 minutos. Solugdo I é um
tampao que nao deixa o pH variar.

Adicionou-se 200 pL de solugao II, misture por inversao gentil do tubo por 4 vezes
e incube em gelo por 5 minutos. Solu¢do Il contém hidréxido de sédio (NaOH) que
aumenta o pH a fim de se desnaturar proteinas, ha também SDS, um detergente
que se liga a proteina do cromossomo da bactéria.

Adicionou-se 150 pL de solugdo III, misture por inversdo gentil do tubo por 4
vezes, obtendo precipitado branco, e centrifugue por 5 minutos. Solucao III

contém acetato de potassio. O ion K+ faz o SDS se precipitar.
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VIII.

IX.

Transferiu-se 400 pL do sobrenadante ou o maximo que conseguir para outro tubo
marcado com A, sem retirar o material branco precipitado. Quero o sobrenadante
porque é nele que os plasmideos se encontram.

Adicionou-se 400 pL de isopropanol (transfira todo o material do tubo “i”),
misture por inversao, aguarde 2 minutos e centrifugue por 5 minutos para
precipitar o plasmidio. O isopropanol é responsavel pela mudan¢a da constante
dielétrica do meio que se torna razoavelmente apolar fazendo com que o DNA se
precipite.

Lavou-se o sedimento (expressao usada na bioquimica quando ndo se consegue
ressuspender o sedimento, mas mesmo assim o mesmo é misturado em Vortex
para retirar o excesso de sal) com 1mL de etanol 80% (tubo “e”), vortexando por
1 minuto.

Centrifugou-se por 5 minutos, despreze o sobrenadante, retire todo o etanol com
micropipeta e ressuspendeu-se o DNA plasmidial com 50 pL de TE (Tris 10 mM;
EDTA 1 mM, pH 8) refluxando com micropipeta 10 vezes.

PCR

Inicialmente diluiu-se a miniprep 1:100 (em tubo dA com 200 pL de agua, retirar 2 pL e

pipetar 2 pL da miniprep correspondente). Em tubos de 0,5 mL, para cada reagdo de PCR, é

utilizado:

13,2 pL de 4gua

2,0 uL. de tampao 10x (estoque)

1,6 uL de dNTPs (solugdo estoque de 2,5mM)

1 pL de cada primer forward e reverse (estoque contendo 20 uL de cada primer que
se anelarao com o vetor)

0,2 uL. de Taq polimerase 5IL/ uL (100x conc)

2 uL de miniprep diluida TOTAL: 20 pL.

Para cada tubo de PCR (exemplo P1A) pipetar 18 puL do PCR-mix (feito com sobra de

algumas reacoes). Aos 18 pL de PCR-mix, adicionar 2 pL. de DNA molde dA (miniprep diluida

100x, ~ 3 ng/pL). Adicionar uma gota de 6leo mineral para evitar evaporacao (é desnecessario

quando o termociclador possui tampa aquecida, mas nao é prejudicial)

Incubou-se em termociclador programado para:
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1.94° C por 4 min

2.94° Cpor 1 min

3.532Cpor 1 min

4.722Cpor 1,5 min

5. volta 29 vezes ao passo 2

6.722 C por 10min

7.42 C infinito

8. Fim

Solugdes: Tampao de Taq 10x (500 mM KCl; 100 mM Tris-HCl pH 9,0 1% Triton X-100;
MgCl2 30 mM)

Digestdo de DNA plasmidial com enzima de restricao

Em um tubo de microcentrifuga é utilizado:

= 2 uL de tampdo 10x (Promega)

= 1 pL de EcoRi (10 Ul/uL) (Promega) - nunca utilizar mais que 10% do volume final

em enzimas caso contrario o glicerol inibe a reagdo. Diluir no minimo 5x.

= 15upuLH20

= 2 uL de DNA molde TOTAL: 20 pL.

Adicionou-se 2 pL da miniprep SEM DILUIR (~300 ng/uL) a 18 pL do mixE (tubo D1A).
Nunca utilizar mais do que 0,2 pL/mL de DNA em uma digestao! Colocar os tubos em banho a
372 C por 2 horas e depois guardar a -202 C e correr em gel de agarose.

Solugdes: Tampao 10x (50mM Tris-HCl pH 8,0; 10mM MgCl2; 50mM NacCl)

Eletroforese em gel de agarose

Ao final, adicionou-se a miniprep A 10 pL de tampao de amostra TA (azul) e correr 20 pL
em gel de agarose 1% contendo Brometo de Etidio (intercalante do DNA que permite
visualizacdo com luz UV). O DNA correra para o pélo vermelho o qual é o p6lo positivo. O
plasmideo na bactéria estd no mesossomo e na forma super-hélice ou forma I, a qual ndo é muito
boa para se realizar comparag¢des. Quebras mecanicas geram a forma II, fazse um circulo
relaxado. Quando se corta I ou I com EcoRI o plasmideo torna-se linear, ou seja, muda para a
forma III. No gel a forma I “anda” mais rapida, seguida da IIl, da Il e de DNAs concatenados

respectivamente. A forma III se desloca mais rapidamente do que a Il pois consegue serpentear
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entre os poros, mas sua linearidade faz com que ela se prenda em alguns momentos, por isso a
forma I é a mais rapida.

DNA: extracao de DNA de célula dos elementos figurados do sangue de pacientes com
leucemia linféide aguda.

Agarose: é um polissacarideo que forma uma rede para segurar as moléculas durante a
migracdo e é utilizado na forma de gel para a eletroforese. Solugdo tampao: foi utilizado o tampao
preparado a partir de tris-acetato EDTA. Sendo o pH desses tampdes basico, o grupo fosfato é
desprotonado, resultando em uma carga liquida negativa induzindo a migragao na cuba para o
catodo. Esse tipo de tampdo é utilizado quando queremos recuperar o DNA e quando a
eletroforese é de DNA grande tamanho (>12Kb). Para a extracao do DNA utilizamos a pipeta
p200, para termos uma solucdo de sangue e dgua destilada que colocamos em um tubo de
eppendorf; esse tudo vai para o Vértex da marca Phoenix, que consiste em um instrumento para
misturar substancias em tubos ou frascos pequenos por meio de movimento circular com
operacgdo continua e possibilidade de mudar a frequéncia da vibragdo. Apds o Vértex, levamos o
eppendorf para a centrifuga da marca Mini spin, que cria forc¢a centrifuga girando os materiais
rapidamente em torno de um polo central, para isso deve-se ter cuidado com o balanceamento
de cargas, ou seja, a centrifuga deve estar equilibrada, pois a agitacao causada pelo desequilibrio
pode quebrar os tubos. Apo6s a adicdo de todos os reagentes (que serdo descritos no topico
Métodos), levamos a solucdo para o Banho -Maria da marca Nova técnica.

Na eletroforese utilizou-se uma cuba eletrolitica da marca Hoefer, uma pega no formato
de um pente para delimitar os pogos. Ainda utilizamos um béquer para descarte de materiais e

das ponteiras utilizadas nas pipetas.

3.2. PROCEDIMENTO

De inicio o DNA foi preparado, pipetando 300uLde sangue com 1000uL de 4gua destilada,
essa solugdo foi colocada no Voértex por 15 segundos para que aconteca a quebra mecanica; logo
apo6s colocamos na centrifuga para que haja a separagdo do plasma dos elementos figurados
(pellet). Adicionamos mais 1000uL de 4gua destilada e levamos novamente para centrifugacao,
adicionamos Buffer A (700puL), Buffer B(500uL) ,SDS 10%(50uL) e Proteinase K (10mg/ml)
nesta ordem para haja a quebra da membrana e nuclear colocando assim o DNA em suspensao,
a proteinase K faz a quebra das histonas deixando a molécula descondensada. Apéds a adigdo de
todos esses reagentes levamos a solu¢ao com apenas os elementos figurados para o Banho-Maria

(65C) por 10 minutos; depois desse processo adicionamos200uL NaCl (6M) que faz o ataque a
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molécula deixando-a mais leve e suspendendo-a; os restos da célula decantam. Adicionou-se
etanol, o qual reagiu com o NaCl, liberando o DNA, que precipitou. O gel de agarose foi preparado
com 0,5 g de agarose com a solu¢do tampao EDTA; essa solugdo foi levada para o aquecimento
(micro-ondas) fazendo com que os polimeros fossem aquecidos para a formacao da gelatina.
Apés a fusdo colocou-se brometo de etidio com o objetivo de fazer o material genético brilhar
quando exposto a luz UV, pois ele intercala na molécula do DNA mas nao a altera. Com isso
pudemos acompanhar a corrida do DNA pelo gel. O endurecimento do gel ja foi feito na propria
cuba onde a corrida ocorreria. Colocamos um pente no gel para criar pogos, nos quais foram
colocadas as amostras.

Ligou-se a cuba eletrolitica a dois po6los, criando uma diferenca de potencial; o DNA tem
carga liquida negativa e por isso a molécula corre para o anodo (pélo positivo). Para os devidos
resultados comparamos os rastros das amostras extraidas, com uma amostra padrao, neste caso,

de virus bacteriéfago.

4 RESUTADOS

O gel de agarose foi observado sob a luz ultravioleta, notou-se o marcador molecular na
porgdo a esquerda do gel e as amostras que correram, foi observado as bandas que se formaram
apé6s o gel ser corrido, notou-se também uma variacao nas bandas, umas com coloracdo mais

forte que as outras, ja que os fragmentos iam migrando conforme o seu peso molecular.

5 CONCLUSAO

Desse modo concluimos que a eletroforese é um processo analitico de separacdo de
misturas, cujo principal agente é o campo elétrico. Essa técnica passou por evolugdes, com a
introducdo de um suporte como papel de filtro, silica gel, membranas de acetato de celulose, gel
de agarose, amido ou poliacrilamida, entre outros.

Atualmente o campo de aplicacao da eletroforese tem sido amplamente difundido, devido
4 simplificacdo de aparelhagem utilizada e também & disponibilidade de meios de suporte
altamente purificados, o que veio diminuir em muito o tempo gasto na separacao.

As principais técnicas de eletroforese sado: eletroforese em gel, eletroforese capilar e
capilar em gel. A técnica de eletroforese capilar possui uma série de vantagens, tais como a

rapidez, versatilidade, um baixo custo por anadlise, alto poder se separacao (resolucdo) e um
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consumo minimo de amostras, reagentes e solventes. Além disso, oferece a possibilidade de
automacdo e detecgdo on-line.

Entretanto esta técnica oferece algumas limitagdes, pois ndo é adequada para a
determinag¢do de compostos volateis, ndo-polares e de massa molar baixa, os quais sao melhores
determinados por cromatografia gasosa. Também ndo é muito adequada para a analise de
polimeros ndo i6nicos de massa molar alta e ndo é tdo sensivel quanto a cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

A eletroforese é de grande importancia para as ciéncias, permitindo a separacao e
identificacdo de moléculas de DNA por meio da diferenca de velocidade de migracao,
identificacdo de pessoas em testes de paternidade pela comparacdo de DNA, na industria
farmacéutica e até mesmo na agropecuaria.

A andlise de DNA de tecido foliar por meio do gel de agarose se mostra uma eficiente
ferramenta uma vez que é relativamente simples e rapida de ser realizada.

O corante brometo de etideo € uma maneira pratica de se observar os fragmentos de DNA,
ja que se liga aos fragmentos e troca elétrons com os mesmos. Essa energia gerada através dessa
troca é capaz de absorver luz no espectro ultravioleta, o que torna as bandas com fragmentos de
DNA visiveis sob a luz ultravioleta (NASCIMENTO et al., 2003).

Conforme corre o gel os fragmentos de DNA, que possuem carga negativa migram para
aregido que contém o pdlo do campo elétrico positivo e s6 param quando ndo conseguem mais
migrar para outra banda, pois ja ndo conseguem atravessar devido seu peso molecular.

O resultado final da eletroforese fornece o peso molecular das bandas contendo
fragmentos DNA que é interpretado a partir de um marcador de peso molecular que prové uma

ideia da quantidade de pares de base que aquela banda possui.
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CAPIiTULO IV

REACAQ EM CADEIA DE POLIMERASE

1 INTRODUGAO

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica rotineira de laboratério usada
para fazer muitas copias (milhdes ou bilhdes) de uma regido especifica do DNA. Essa regiao do
DNA pode ser qualquer objeto de interesse do pesquisador. Por exemplo, pode haver um gene
cuja funcdo o pesquisador queira compreender ou um marcador genético usado pelos cientistas
forenses para correlacionar o DNA da cena do crime com os suspeitos.

Tipicamente, o objetivo da PCR é fabricar quantidade suficiente da regido de interesse do
DNA, de modo que essa possa ser analisada e utilizada de alguma outra maneira. Por exemplo,
DNA amplificado por PCR pode ser enviado para sequenciamento, visualizado por eletroforese
em gel, ou clonado em plasmideo para futuros experimentos.

A PCR é usada em muitas areas da biologia e medicina, incluindo pesquisa em biologia
molecular, diagnésticos médicos e mesmo alguns ramos da ecologia.

Assim como a replicacdo de DNA em um organismo, a PCR requer uma enzima DNA
polimerase que faca novas fitas de DNA usando as existentes como moldes. A DNA polimerase
tipicamente usada na PCR é chamada de Taq polimerase, em homenagem a bactéria resistente
ao calor da qual ela foi isolada (Thermus aquaticus).

T. aquaticus vive em fontes termais e de d4gua quente. Sua DNA polimerase é bastante
estavel ao calor e é mais ativa a 70° C (temperatura em que as DNA polimerases humanas ou de
E. coli seriam disfuncionais). Essa estabilidade ao calor torna a Taq polimerase ideal para PCRs.
Como veremos, a alta temperatura é usada repetidamente na PCR para desnaturar o DNA molde,
isto é, separar suas fitas.

Como outras DNA polimerases, a Taq polimerase consegue fabricar DNA somente quando
lhe é dado um primer, uma sequéncia curta de nucleotideos que fornece um ponto de partida
para a sintese de DNA. Em uma reacao de PCR, o pesquisador determina a regido do DNA que

sera copiada, ou amplificada, pelos primers que ela ou ele escolher.
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Os primers de PCR sdo pedagos curtos de DNA de fita simples, geralmente por volta de 20
aminoacidos de comprimento. Dois primers sdo usados para cada reagdo de PCR, e eles sao
projetados de modo que englobem a regido de interesse (regido que deve ser copiada). Isto é,
sdo dadas sequéncias que os fardo se ligar a fitas opostas do DNA molde, bem nas extremidades
daregido a ser copiada. Os primers se ligam ao molde por pareamento de bases complementares.

Atécnicade PCR possibilita uma nova estratégia na analise dos genes, dispensando
todas as trabalhosas etapas de clonagem génica. Ainda, ha a possibilidade de adaptagdes da
técnica de PCR a fim de melhorar a especificidade e a eficiéncia da reagdo. Muitas micobactérias
ndo-tuberculosas sao de importancia médica, pois ocorrem mais frequentemente em paises
desenvolvidos, nos quais a incidéncia de tuberculose é baixa. A deteccdo e diferenciacdo rapida
de infeccdes causadas por micobactérias ndo-tuberculosas de micobactérias tuberculosas
mostrase uma estratégia precoce para o tratamento, haja vista que muitas micobactérias nao-
tuberculosas sdo resistentes aos antibidticos usados para tuberculose (MACENTE, 2009). Pela
sua alta sensibilidade e por utilizar iniciadores que sdo especificos para micobactérias do
complexo tuberculosis, a reacdo de PCR é capaz de, em poucas horas, determinar a presenga do
patégeno na amostra e ajudar na decisdo da melhor terapéutica para o caso. Em condigdes
extremas, esta técnica pode ser refinada para torna-la capaz de determinar nao sé a presencga,
mas também as estirpes resistentes aos tuberculostaticos disponiveis para o tratamento da
tuberculose, além de estudos de epidemiologia molecular e tipagem de estirpes em cultura; ou
seja, esta técnica pode ser utilizada como alternativa para os métodos tradicionais de detec¢do
do patdgeno. Pelo descrito, a escolha do DNA alvo e a definicdo dos iniciadores dentro da
sequéncia do DNA sdo fatores determinantes para sua acuidade. A escolha dos diversos
iniciadores utilizados na PCR para a identificacdo do M.tuberculosis tem apresentado resultados
variaveis, principalmente em relacdo a sensibilidade do teste. Por esta razado, varios autores
pesquisaram a utilizacdo e avaliagdo de diferentes iniciadores no teste. Os iniciadores mais
estudados sao o 1S6110, GroEL (65 kDa), PhoS, CIE Ag78 ou Pab (38 kDa) e MPB64 (23 kDa)
(MACENTE, 2009).

2 0BJETIVO

O objetivo dessa pratica é executar os protocolos de extracao de DNA da mucosa oral e de
amplificacdo do mesmo, preparar o gel na eletroforese, visualizar a amplificacdo e ter

conhecimento tedrico e pratico da técnica de PCR.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

= Abaixador de lingua (espatula de madeira)
= Aclcar

» Agua Destilada

= Alcool gelado

* Banho-maria

= Copo descartavel

= Detergente diluido a 25%

= Gel de agarose (eletroforese)

= Kit PCR (DNTP’s, Primer, Taq Polimerase)
= Pipeta de volume variavel

= Sal de cozinha

= Termociclador

= Tubo de ensaio

= Tubo de Eppendorf

Tabela 1 - Calculo de reacdes de Polimerase
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Quantidade para 1 reacdo Quantidade para 10 reagdes
Amostra de DNA SuL Amostra de DNA 50 uL
dNTPs 2,5uL dNTPs 25uL
MgCI2 1,25 uL MgCI2 12,5 uL
Primers 2uL(1+1) Primers 20 uL (10 +10)
Taq Polimerase 1uL Taq Polimerase 10 uL
Tampao 4 uL Tampao 40 uL
H20 ultrapura (g.s.p)* 9,5 uL. H20 ultrapura (g.s.p) * 95 uL
Total preparado 25 ul. Total preparado 250 ul.

3.2 PROCEDIMENTO

A primeira aula pratica consistiu em extrair amostra de DNA da mucosa oral, onde
executou-se o protocolo de extracdo, comegcando com o preparo do local (a boca), fazendo
raspagem com o abaixador de lingua e em seguida fazendo a lavagem com 4gua destilada,
misturada com 5g de agicar por mais ou menos 30 segundos. Apds isso, pipetou-se 5ml da
amostra e foi colocada em tubo de ensaio, acrescido de sal e homogeneizando,
subsequentemente acrescido mais 1ml de detergente e misturando até apresentar
homogeneidade, logo ap6s foi colocado no banho-maria por 10 minutos e resfriado por 5Sminutos
no freezer, ao termino desse tempo, colocou-se o alcool gelado de maneira bem delicada até ter
aproximadamente 1cm de espessura, para que o DNA, que é insolavel no alcool ficasse visivel,
em seguida coletou-se 1ml da amostra e foi colocado num tubo de Eppendorf e identificado,
finalizando assim a primeira fase. A segunda aula pratica consistiu em preparar a amostra para
sem amplificada, para isso precisou do kit PCR, que continha as DNTP’s, que sdo as
bases nitrogenadas (Adenina, Timina, Guanina e Citosina), a Tag DNA polimerase, enzima
termoestavel isolada da bactéria Thermusaquaticus, que é resistente a altas temperaturas, que
age na direcdo 5’ - 3’, para sintetizar a amplificacdao do DNA, também fora utilizado primers e o
DNA do Trypanossoma Cruzi,(T.cruzi) protozoario causador da doenca de Chagas, com o intuito
de gerar resultados positivos para tal, que se pudesse visualizar as bandas do DNA. Pipetou-se
5ul do DNA humano, e colocado noutro tubo de Eppendorf, em seguida, 5ul do DNA do T. cruzi,
5ul da Taq DNA Polimerase, 2ul de cada DNTP (Adenina, Timina, Guanina e Citosina) e 2ul do
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primer, feito isso o passo seguinte fora identificar o tubo, e coloca-lo no Termociclador, onde iria
comecar de fato a ampliacao, que consiste nas etapas de desnaturacao do DNA que ocorre a 94°C,
depois o anelamento dos primers, ja em 60°C e por fim a polimerizacao a 72°C, tudo isso pré-
programado no termociclador, onde ird alternar de forma automatica todas essas temperaturas
num tempo também ja previamente estabelecido, neste caso, usamos 1 minuto para
desnaturacao, 30 segundos para anelamento e 2 min para polimerizacao, foi realizado um total
de 30 ciclos, que nos deu mais de 1 bilhdo de copias da nossa amostra de DNA.A terceira e tltima
aula consistiu na preparac¢do do gel de agarose, e na coloracdo do mesmo para que se pudesse
visualizar a amplificagdo, fora utilizado o corante Brometo de etideo para visualiza¢do na Cabine
UV, devido a demora do processo, ja havia um gel preparado, porém foi feita a pipetagem do
corante na amostra e foi colocado nos “pocinhos” da eletroforese para que se iniciasse a “corrida”
do gel, esse processo demora em torno de 3horas para ficar pronto, por conta disto, ja havia um
gel que fora previamente preparado comas mesmas amostras, por isto conseguimos visualizar

com clareza as bandas amplificadas

4 CONCLUSAO

Com equidade dos fatos aludidos, compreendemos que a técnica de PCR é bastante eficaz
nas suas diversas aplicabilidades, uma técnica precisa e confidvel, onde ajuda na resolucao de
varias situacdes problema, como testes de paternidade, diagndsticos moleculares para varias
patologias entre outras, também pode-se aprender um dos protocolos de extragdo do DNA. Posso
afirmar a aptidao adquirida em executar tais protocolos de maneira precisa e exata tal como, nos
foi mostrado no decorrer das aulas, tendo, portanto, o maximo de aproveitam em todas aulas
praticas, podendo assim redigir o relatério em questdo. Diante desta situacdo, existe a
necessidade de padronizag¢do das técnicas de PCR em diagnésticos por meio de mais estudos de
como devem ser os padrdes-ouro, para depois ocorrer uma padronizacdo nas técnicas que
culminem, inclusive, na sua reducdo de custo, tornando-a disponivel nos ambientes clinicos e

hospitalares.
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CAPIiTULO V

TIPAGEM SANGUINEA

1 INTRODUGAO

A Tipagem Sanguinea é o processo de coleta e andlise do sangue do paciente para
identificar a qual grupo sanguineo ele pertence. Além de facilitar na hora do atendimento,
também é importantissimo saber o tipo sanguineo para doagdes de sangue, transfusdes, gestacdo
e outros atendimentos médicos. O procedimento de descoberta é rapido e indolor. Com a
amostra de sangue do paciente, o laboratorio faz testes de compatibilidade em laminas de sangue
com reagentes. Assim, podemos descobrir se o paciente é tipo A, AB, B ou O. Anticorpos anti-A e
anti-B sdo utilizados e determinam a presenga ou auséncia de antigenos A e B em nosso sangue.

As células do corpo possuem em sua superficie antigenos, as hemadcias por exemplo,
possuem aglutinogénios que especificam a tipagem sanguinea do individuo e que caracteriza o
sistema ABO, um dos grupos de antigenos mais importantes juntamente com o sistema Rh.

O sistema ABO é composto pelos tipos sanguineos A, B, AB e 0. Para cada tipo de
aglutinogénio existem no plasma as aglutininas, anticorpos que sdo produzidos contra os
aglutinogénios ndo pertencentes ao organismo.

A e B sdo variantes do carboidrato H expresso nas células. A célula que apresenta apenas
o antigeno H tem presente no plasma anticorpos anti A e anti B, por isso se revela tipo 0. O
individuo que revela o tipo A tem no plasma o anticorpo anti B, e vice-versa. O individuo AB nao
possui nenhuma das aglutininas.

Existe ainda o antigeno D, que pode estar presente ou ausente exclusivamente na
superficie dos eritrocitos, caracterizando o sistema Rh.

Para detectar os antigenos expressos nas hemacias utiliza-se a tipagem direta, na

deteccdo dos anticorpos presentes no soro, utiliza-se a tipagem reversa.
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2 0BJETIVO

O objetivo principal desta pratica é a realizagdo da técnica de identificacdo e confirmagéo

do sistema ABO e fator Rh, bem como detectar a interacdo aglutinogénio-anticorpo por

aglutinacao, determinar o tipo de aglutinogénio;

Comprovar o resultado da tipagem direta através da tipagem reversa, realizando a técnica

tanto em lamina como em tubo.

3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL

Luva;

Seringas e agulha;
Algodao;

Alcool 70%j;

Garrote;

Tubo de ensaio com anticoagulante EDTA;
Material para o teste:
Tubos de ensaio;

Soro fisiolégico ou salina;
Hemdcias;

Conta-gotas;

Centrifuga;

Tubos de reagentes anti - A, anti-B, anti - D
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Imagem 1: Diferenca entre metodologia direta e indireta

Imagem 2: Resultado do teste realizado em aula

3.2 METODOS

Para a realizagdo do procedimento é necessaria a realizacdo da coleta do sangue do
paciente, em um tubo contendo EDTA fez-se a coleta.

Existe duas maneiras de se fazer a técnica para sistema ABO, em ldmina e em tubo a
pratica foi realizada as duas técnicas.

Inicialmente realizou-se a técnica em lamina, onde utilizou-se para cada grupo sanguineo
um tubo previamente identificado com as iniciais A, B, AB e Rh, utilizou-se solugdo salina a 0,9%
em um tubo realizou-se a solucdo de hemacia a 40% onde para 1 ml utilizou-se 400 microlitros
de hemacias para 600 microlitros de solucdo salina.

Nas respectivas laminas adicionou-se 1 gota de cada reagente tanto para o grupo A, B, AB

e Rh, onde o frasco de cor amarelo corresponde ao anti-B, o frasco de cor azul corresponde ao

PRATICAS LABORATORIAIS: DAS ANALISES CLiNICAS AO BIODIAGNOSTICO 49



anti-A e o frasco com o reagente incolor ou transparente corresponde ao anti-D para o fator Rh.
Logo apo6s colocou 1 gota do sangue do paciente em seguida homogeneizou-se com auxilio de
uma ponteira ou espatula e esperou-se cerca de 3 min para ler a lamina. Passando esse tempo
observou-se que a lamina identificada com a letra A aglutinou e a lamina Rh também aglutinou.

Passando a realizagdo da técnica em lamina fez-se a técnica em tubo, da mesma forma
como na lamina identificou-se os tubos com A, B, AB e Rh, colocou-se 1 gota dos respectivos
reagentes em seus respectivos tubos, depois colocou-se 1 gota do concentrado de hemacias do
paciente, porém a técnica em tubo a solugdo é para 5%, apds essa etapa colocou-se os tupos em
centrifuga durante 10 a 15 segundos com a rotacao de 3400 rpm, depois da centrifugacao
percebeu-se que o tubo A aglutinou como na lamina e o tubo correspondente ao Rh também

aglutinou confirmando entdo que o paciente em questao é de fato A+.

4 CONCLUSAO

A definicdo da amostra clinica para a determinacao do sistema A, B O de forma que esse
teste é de extrema importancia, pois a incompatibilidade entre doadores e receptores pode levar
a morte de quem recebe a transfusao. Isso ocorre porque, as aglutininas ao interagirem com os
respectivos antigenos podem levar a umareagdo hemolitica aguda com hipotencdo, mau
funcionamento renal e 6bito. Além disso, o conhecimento do fator Rh se faz indispensavel para

evitar, dentre outros problemas, a anemia hemolitica perinatal.
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CAPIiTULO VI

AGLUTINACAO ANTI-ESTREPTOLISINA 0,
FATOR REUMATOIDE E PROTEINA C REATIVA

1 INTRODUGAO

0 ASLO (Anticorpo antiestreptolisina O) é um anticorpo que o nosso organismo produz
para combater o estreptococo durante ou logo apds uma infeccdo de garganta. Portanto, ela
serve apenas para dizer se a crianca teve infeccdo por esta bactéria. Na auséncia das
manifestacdes tipicas da Febre Reumatica (FR), a ASLO ndo tem nenhum valor para o diagnéstico
desta doenca. Oitenta por cento das criangas com infeccdo de garganta pelo estreptococo
apresentam eleva¢do da ASLO, porém somente 3% delas poderdo apresentar Febre Reumatica.
Os titulos de ASLO podem variar com a idade, estagdes climaticas e areas geograficas. Titulos de
200a300unidades Todd/ml sdo comuns em criancas sadias naidade escolar; apds uma faringite
estreptococica, o pico de resposta imune é alcangado em quatro a seis semanas (geralmente
entre a segunda e terceira semana da FR). O teste pode manter niveis elevados por meses,
mesmo apos infec¢des estreptocdcicas ndo complicadas. Os titulos do anticorpo diminuem
rapidamente nos primeiros meses e, apds o sexto més, passam a cair lentamente.

Fator reumatéide é um anticorpo comum, com uma particularidade: gruda em outros
anticorpos. Mais especificamente, gruda na porg¢ao “FC” de outros anticorpos (a parte que nao
varia entre diferentes anticorpos). Na grande maioria das vezes ele é do tipo IgM (que circula
em grupos de 5, assumindo forma de estrela), mas igGs (grupos de 2) e IgAs (isolado) também
foram descritos.

Com anteriormente referido, o FR ndo raramente é positivo em pessoas saudaveis,
portanto isoladamente ele ndo significa quase nada. No entanto, dentro de um contexto que
sugira “reumatismo”, sua presenca aumenta a probabilidade de que o problema seja um dos
acima mencionados. O titulo (a concentracdo) do FR também é um dado muito importante para

definir se o FR indica doenca ou esta 14 por acaso. Titulos mais altos sdo bastante especificos para
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a presenca de doencgas. Por exemplo, titulos superiores a 1:640 indicaram doeng¢a em 99% das
vezes em um trabalho. O oposto também é verdadeiro: o titulo é baixo (1:40 - 1:160) na grande
maioria dos individuos saudaveis. Entenda que existem diversos jeitos de dosar o FR e seu
laboratoério pode ndo usar este tipo de resultado. Em individuos que sabidamente tém artrite
reumatdide, a presenca de fator reumatdide em altos titulos tende a indicar uma doenga mais
agressiva, mas isso nem sempre é verdadeiro.

A proteina C-reativa, também conhecida como PCR, é uma proteina produzida pelo figado,
cuja concentracdo sanguinea se eleva radicalmente quando ha indicativo de processos
inflamatoérios ou infecciosos.

O nivel da proteina é medido através de um exame de sangue comum, com o objetivo de
avaliar a possibilidade de uma infeccdo, inflamac¢do, risco de doencas cardiovasculares,
neoplasias, doencas reumaticas, traumatismos e outras condi¢des sérias.

Embora o exame nao indique onde ha uma inflamag¢do ou infeccao, o aumento nos seus
valores sdo preocupantes e precisam ser investigados. Além disso, quando o corpo esta lidando
contra um processo inflamatério, o exame de sangue também pode indicar um aumento de
leucécitos, que sdo as células de defesa do corpo. Quando o paciente ja tiver histérico familiar ou
precisar avaliar o risco de ter doencas cardiovasculares, como angina, infarto e AVC, o médico
podera indicar um PCR ultrassensivel (PCR-us).

“O método mensura a proteina em quantidades muito pequenas no sangue,
proporcionando um diagnéstico mais precoce de processos infecciosos ou inflamatérios”. Este
teste é muito usado para avaliar o risco de a pessoa desenvolver doenca arterial coronariana,
uma condicdo na qual as artérias do coracdo sao estreitadas. A doenca arterial coronariana pode

levar a um ataque cardiaco.

2 0BJETIVO

O objetivo principal desta pratica é a realizagdo da técnica de identificacdo e confirmagao
dos testes de anti-estreptolisina o, fator reumatoide e proteina c reativa, bem como conhecer o

método de cada uma das técnicas e identificar seus respectivos resultados.

3 METODOLOGIA

a. ASO

Materiais
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= Suporte solido de latex
= Tubos de ensaio
= Amostra de soro do paciente (temperatura ambiente)
= Estante para tubos
= Pipeta
= Ponteiras
» Placa de fundo escuro para latex
= Descarte
= Reagente (temperatura ambiente)
= Salina 0,9%
b. Métodos

Técnica do latex ou imunolatex, melhor fluido biolégico para a realizacao desta técnica é
o soro do paciente, ap6s a coleta separou-se o soro do sangue através da centrifuga, onde
utilizou-se apenas o soro para a realizacdo do teste.

Pipetou-se 40uc da amostra do paciente, 40uc do controle positivo, 40uc do controle
negativo e por fim 40uc da solu¢do incolor do reagente latex, trocando sempre a ponteira apds
cada pipetagem, utilizou-se uma espatula para homogeneizar ou a prépria ponteira também
pode fazer essa fungdo, para cada amostra uma ponteira diferente para ndo ocorrer
contaminacdo cruzada, desse modo ao término houve aglutinacdo apenas no primeiro aro que
foi o controle positivo, e assim finalizou-se a pratica.

Os demais testes possuem a mesma técnica onde finalizou a pratica com o teste de

imunolatex.
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Imagem 1: Resultado de uma das técnicas realizadas em aula
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4 CONCLUSAQ

Este exame mede a quantidade no sangue da antiestreptolisina O, um anticorpo contra a
estreptolisina O, uma toxina produzida por Streptococcus do Grupo A. A antiestreptolisina O e a
anti-DNase B sdo os anticorpos mais comuns entre diversos produzidos pelo sistema
imunolégico em resposta a infecgdes por estreptococos do Grupo A. Os estreptococos do Grupo
A (Streptococcus pyogenes) sdo bactérias responsaveis por faringites...

O fator reumatoide (FR) é um autoanticorpo, uma proteina, imunoglobulina M (IgM) que
é produzida pelo sistema imunolégico do organismo. Os autoanticorpos atacam os préprios
tecidos do individuo, por engano, identificando o tecido como "estranho". Embora o papel
biolégico do FR nao seja bem compreendido, sua presenca é ttil como indicador da atividade
inflamatéria a autoimune. Este teste detecta e mede o FR no sangue.

O teste de FR é valido para ajudar a diagnosticar a artrite reumatoide (AR). Cerca de 80%
das pessoas com AR apresentardo teste positivo para FR. No entanto, o FR também pode ser
detectado em individuos com uma variedade de outras desordens, incluindo outras doengas
autoimunes, como a Sindrome de Sjogren, bem como infec¢des bacterianas, virais e parasitarias
persistentes e certos canceres. Algumas vezes, estd presente em individuos com doenga
pulmonar, doenca hepatica e doengarenal, e pode ser encontrado em uma pequena porcentagem
(1% a 5%) de pessoas saudaveis.

A PCR tem se mostrado o melhor método para avaliacdo das reagdes de fase aguda e o
acompanhamento temporal de sua concentracdo sérica é recomendado em diversas situagdes
clinicas. Recentemente, com métodos de dosagem de alta sensibilidade, o espectro de aplicagdes
clinicas da PCR vem se ampliando e suas fung¢des sdo mais bem compreendidas. Assim, é
importante que o médico-assistente conheca as caracteristicas dessa proteina para melhor
utiliza-la na pratica clinica.

Desse modo concluimos que a pratica de antiestreptolisina O, Fator Reumatdéide e
Proteina C Reativa é de extrema importancia e relevancia no aspecto clinico laboratorial, apesar
das técnicas terem a mesma metodologia realizou-se apenas a pratica de ASO, pois os demais

testes tem o mesmo principio.

REFERENCIAS

Disponivel em: < file:///C:/Users/adriano%20pc/Downloads/v16n4al2.pdf>. Acesso em 11
setembro 2020
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CAPITULO VI

VDRL

1 INTRODUGAO

A sifilis é uma doencga infecciosa sistémica causada pela bactéria espiroqueta Treponema
pallidum, subespécie pallidum. De acordo com a forma de contagio, a sifilis pode ser classificada
em adquirida e congénita; e em funcdo do tempo de contagio, em recente, latente e tardia. A
prevaléncia da sffilis gestacional e consequentemente a sifilis congénita (SC) ainda persiste como
um importante desafio para a sadde publica principalmente em paises pobres ou em
desenvolvimento. O risco de transmissao vertical da sifilis varia de 30% a 100%, dependendo da
fase clinica da doenga na gestante. Em aproximadamente um ter¢o das infec¢des intrauterinas
ndo tratadas ocorre aborto espontaneo ou morte perinatal.

0 diagnéstico laboratorial da sifilis depende da sua fase de infec¢do. Os exames incluem a
pesquisa direta em campo escuro do Treponema pallidum, melhor indicada na fase primaria da
doenca, os testes soroldgicos nao-especificos, antilipidicos ou reaginicos, e os especificos ou
antitreponémicos.> Entre os testes ndo-especificos, dispomos do VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory) e do RPR (Rapid Plasma Reagin). Sao testes quantitativos, ambos de baixo
custo, que ficam positivos entre as segunda e quarta semanas ap06s aparecimento do cancro de
inoculacdo e apresentando titulos mais elevados nas formas secunddrias, recente latente e
tardia. Por serem quantitativos e a pela tendéncia de se tornarem negativos entre seis e 12
meses, sdo os mais indicados para acompanhamento p6s-terapéutico da doenga. Sdo testes nao
especificos, pois detectam anticorpos antilipidicos que surgem tanto na sifilis como em outras
doencas. Os testes treponémicos, como o FTA-Abs (Fluorescent Treponemal Antibody
Absorption), o TPHA (Treponema Pallidum Hemagglutinatio Test) e o teste imunoenzimatico
(ELISA) sao especificos e qualitativos, nos quais se emprega o antigeno do T. pallidum.” Essas
reacOes também se tornam positivas a partir da segunda semana apds o aparecimento do cancro
sifilitico,® assim se mantendo em todas as fases evolutivas da sifilis ndo estando indicadas para

o acompanhamento po6s-tratamento da doenga. Atualmente, a pesquisa para sifilis é realizada
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combinando testes especificos e ndo especificos, e a maioria dos autores utiliza o VDRL ou o0 RPR
e 0 FTA-ABS ou o ELISA. Muitos laboratorios tém optado pelo VDRL e o ELISA por serem de facil

execucao.

2 0BJETIVO

O objetivo principal desta pratica é a realizagdo da técnica de identificacdo e confirmagao
dos testes de VDRL bem como conhecer o método de cada uma das técnicas e identificar seus
respectivos resultados. Analisar a amostra utilizando o método VDRL para avaliar a presenca de
anticorpos (reaginas) visando diagnosticar pacientes com Sifilis mediante um teste de triagem,

aglutinagdo passiva.

3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

= Tubos de ensaio

= Amostra de soro do paciente (temperatura ambiente)
= Estante para tubos

= Pipeta

= Ponteiras

= Placa escavada

= Descarte

= Agitador

= Reagente (temperatura ambiente)

= Salina 0,9%

= Microscopio

3.2 METODOS

Pratica de aglutinacao VDRL teste ndo treponémico para sifilis teste padrao ouro, também
é um teste utilizado no acompanhamento do tratamento do paciente.

Na metodologia utilizou-se diluicao seriada afim de liberar a titulagdo do anticorpo se
ocorre areacdo e até qual titulacao. Utilizou-se titulacao de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 podendo

até chegar em titulacao de 1:128, mas o mais comum é até 1:32.
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Utilizou-se 200uc nos tubos de solucdo salina a 0,9%, depois acrescentou-se 200uc da
amostra do paciente, dando continuidade utilizou-se o segundo tubo com 200uc de solu¢ao
salina a 0,9% e adicionou-se 200uc da primeira diluigdo homogeneizou-se bem e continuou a
diluicdao sucessivamente para o terceiro tubo e assim por diante em todos os demais tubos para
a diluigao.

Apoés essa etapa utilizou-se uma placa de vidro com poco e pipetou-se 50uc de cada uma
das diluicoes seriadas e depois pipetou-se 50uc da solugao antigénica, colocou-se entdo a placa
de vidro em agitador durante 4 minutos e assim poder levar ao microscopio 6ptico para fazer a
analise e verificar reatividade do teste.

Na imagem a esquerda que a professora mostrou confirmou-se teste positivo pois ouve

aglutinacao, ja na imagem a direita o teste deu negativo pois nao ocorreu aglutinacao.

4 CONCLUSAO

Individuos com diagnéstico de sifilis devem ser tratados imediatamente. Informagdes
sobre o tratamento para sfifilis estao disponiveis no Protocolo Clinicas e Diretrizes Terapéuticas
Infecgdes Sexualmente Transmissiveis (BRASIL, 2015).

Desse modo podemos concluir que a pratica de VDRL é de extrema importancia no que
diz respeito a vivencia da parte laboratorial, uma vez iremos trabalhar muito com isso no dia a
dia e temos de ter um conhecimento técnico-cientifico para assim realiza-lo com qualidade.
Porém devido ao momento em que estamos vivenciando advindo da pandemia, ndo podemos

concluir de fato a pratica.

REFERENCIAS

Disponivel em: < https://labtest.com.br/wp-content/uploads/2016/09/VDRL_119_Port.pdf>.
Acesso em 12 setembro 2020

Disponivel em:
<https://www.pncq.org.br/uploads/2016/Qualinews/Manual_T%C3%A9cnico_para_o_
Diagn%C3%B3stico_da_S%C3%ADfilis%20MS.pdf>. Acesso em 12 setembro 2020

Disponivel em: <https://telessaude.ufsc.br/como-interpretar-os-testes-laboratoriais-e-
prescrever-o-tratamento-para-sifilis/>. Acesso em 12 setembro 2020
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CAPITULO VIII

DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE
PARTICAO OLEO/AGUA DO ACIDO
ACETILSALICILICO

1 INTRODUGAO

O coeficiente de particdo 6leo-agua (P) é definido como a relagdo das concentragdes da
substancia em 6leo e em agua. Para determinar o valor de P realiza-se um experimento no qual
se misturam quantidades conhecidas da substancia, um solvente organico imiscivel com agua
(n- octanol, cloroférmio, éter etilico), que mimetiza a fase oleosa, e agua. Ap6s a separacdo nas
fases organica e aquosa, determina-se a quantidade de substancia presente em cada uma das
fases.

Para calcular P utiliza-se a seguinte expressao: P = [So]/[Sa] Onde: So = concentracao da
substancia na fase organica;

Sa = concentracdo da substancia na fase aquosa. Para o acido acetilsalicilico, um
antiinflamatério nio esteroidal, o valor de P (octanol/4gua) descrito na literatura é 1,13. Acido
acetilsalicilico COOHOO FM = C9H804 MM = 180,16 g/mol Técnica Experimento 1 Transferir
20,0 mL de solugdo de acido acetilsalicilico (aproximadamente 0,5 g/100 mL) para um
erlenmeyer, adicionar 4gua destilada, 2 gotas de fenolftaleina e titular com solu¢ado padronizada
de hidréxido de sédio 0,05 mol/L até viragem. Experimento 2 Transferir 20,0 mL de solugao de
acido acetilsalicilico para um funil de separacdo, adicionar 20 mL de éter etilico e agitar
vigorosamente (cuidado!). Deixar em repouso até separacao das fases, recolher a fase aquosa em
um erlenmeyer, adicionar agua destilada, 2 gotas de fenolftaleina e titular com solugao

padronizada de hidroxido de sodio 0,05 mol/L até viragem.
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2 0BJETIVO

A aula pratica teve como objetivo principal a realizacao da determinagdo do coeficiente de

particdo 6leo/agua do acido acetilsalicilico bem como pesar, identificar cada componente e suas fungoes.

3 METODOLOGIA

No experimento 1
Transferiu-se 20,0 mL de solucdo de acido acetilsalicilico (aproximadamente 0,5 g/100
mL) para um erlenmeyer, adicionou-se agua destilada, 2 gotas de fenolftaleina e titulou-se com

solugdo padronizada de hidr6xido de sédio 0,05 mol/L até viragem.

No Experimento2

Transferiu-se 10,0 mL de solugdo de acido acetilsalicilico para um funil de separacao,
adicionou-se 10 mL de éter etilico e agitar vigorosamente. Deixou-se em repouso até separagao
das fases, recolheu-se a fase aquosa em um herlenmeyer, adicionou-se dgua destilada, 2 gotas de
fenolftaleina e titulou-se com solu¢do padronizada de hidréxido de sé6dio 0,05 mol/L até o ponto

de viragem.

Calculos do preparo das solugdes

Preparar 50 ml de uma solugao alcoélica de AAS a 0,5g/100mL (0,005g/mL):
0,5g__ 100 mL

X___ 50mL

X =0,25g de AAS.
Preparacao e padronizac¢do da solugdo de 100 mL de NaOH 0,05M com 4agua destilada

M= _n
NN x V(L)
0,05 = n
40x0,1 (L)

m = 0,2 g de NaOH

Preparacao de 100 mL da solugdo de Biftalato de potassio 0,05M com agua destilada (C 8
H 5 KO 4)
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M= n
NN x V(L)
0,05 = n
204x0,1 (L)
m = 1,02 gde NaOH
Padronizac¢do de NaOH 0,05 M com biftalato de potassio 0,05 M
C1 V1 bif=C2 V2 NaOH
0,05x 20 ml = C2 x 20 ml (titulado)
C2 =0,05M de NaOH
50 ml de NaOH (bureta)
20 ml volume titulado de NaOH (V2).

20 ml de biftalato de potassio + 2 gotas de fenolftaleina (herlenmeyer)

No experimento 1
Transferiu-se 20,0 mL de solucdo de acido acetilsalicilico (aproximadamente 0,5 g/100
mL) para um erlenmeyer, adicionou-se agua destilada, 2 gotas de fenolftaleina e titulou-se com

solug¢do padronizada de hidréxido de s6dio 0,05 mol/L até viragem.

Calculo da concentrac¢io do AAS

C1V1 AAS=C2 V2 NaOH

C1x20ml=0,05M x 10 ml (titulado)

C1=0,025 M de AAS (0,45g/100mL)

50 ml de NaOH 0,05 M (bureta)

10 ml volume titulado de NaOH (V2)

20 ml de AAS + 2 gotas de fenolftaleina (herlenmeyer)

No Experimento2

Transferiu-se 10,0 mL de solu¢do de acido acetilsalicilico para um funil de separacao,
adicionou-se 10 mL de éter etilico e agitar vigorosamente. Deixou-se em repouso até separacao
das fases, recolheu-se a fase aquosa em um herlenmeyer, adicionou-se agua destilada, 2 gotas de
fenolftaleina e titulou-se com solug¢ao padronizada de hidréxido de sédio 0,05 mol/L até o ponto

de viragem.
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Calculo da concentracido de AAS dissolvido na fase aquosa
C1V1AAS=C2V2NaOH

C1x20ml=0,05Mx 0,5 ml (titulado)

C1=0,0012 M de AAS dissolvido na fase aquosa

50 ml de NaOH 0,05 M (bureta)

0,5 ml volume titulado de NaOH (V2).

20 ml da fase aquosa + 2 gotas de fenolftaleina (herlenmeyer)

Calculo da concentracio de AAS na FA e FO

Fase aquosa (FA):

1 molde AAS___180¢g

0,0012Zmol ____xg

x = 0,21 g de AAS dissolvido na fase aquosa

 Fase organica (FO):

0,45 gde AAS - 0,21 g de AAS da fase aquosa

x = 0,24 g dissolvido na fase organica (0,0013 mol)

Calculo do coeficiente de particao

P = Coeficiente de particao

Co = Concentracdo da fase organica

Ca = Concentragao da fase aquosa

P= Co
Ca
P=_0,0013mol/L P =1,083
0,0012mol/L

P < 1 tendéncia a dissolver na fase aquosa
P > 1 afinidade maior pela fase organica

P =1 afinidade por ambas as partes

Calculo:
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a) Calcule a concentragdo de acido acetilsalicilico na solu¢do original em mol/10 mL,
mol/L, g/L, g/100 mL, g/mL?
1) g/mL:
0,5g__ 100 mL
X 1mL

x=0,005g/mL

Calculo:

a) Calcule a concentracdo de acido acetilsalicilico nasolu¢do original em mol/10 mL,
mol/L, g/L, g/100 mL, g/

mL?

2) g/L:

05g_ 0,1L

x___ 1L
x=5g/L

Calculo:

a) Calcule a concentracdo de acido acetilsalicilico na solugdo original em mol/10 mL,
mol/L, g/L, g/100 mL, g/

mL?

3) mol/L:

M= _m

MM x V(L)

M= 0,5

180x 0,1 (L)

M =0,027 mol/L

Calculo:

a) Calcule a concentracdo de acido acetilsalicilico na solu¢do original em mol/10 mL,
mol/L, g/L, g/100 mL, g/

mL?

4) mol/10 mL:

0,027mol 1000 mL
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X 10 mL
x=0,00027 mol

4 CONCLUSAQ

Apés os calculos, os dados obtidos sdo coletados e discutidos podemos concluir que a
pratica foi de suma importancia no que diz respeito a disciplina de quimica medicinal avangada.

Aprendemos os calculos e a fun¢do de cada insumo e vidrarias.

REFERENCIAS
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CAPITULO IX

LATENCIACAO DO SULFATIAZOL (SINTESE DO
SUCCNILSSULFATIAZOL)

1 INTRODUGAO

As sulfonamidas foram descobertas como agentes antibacterianos a partir do corante
azéico, prontosil, que é ativo in vivo. O corante (pro-farmaco) sofre metabolismo enzimatico
e a sulfanilamida é o verdadeiro agente antibacteriano. O desenvolvimento da sulfanilamida
levou a obtencdo de varias sulfas efetivas contra organismos Gram positivo, especialmente
pneumococos e meningococus.

A sintese de inumeras sulfonamidas permitiu o estudo da relacdo-estrutura
antibacteriana (SAR) e levou as seguintes conclusdes:

e 0 grupo amino em para é essencial e ndo deve ser substituido.

0 anel aromatico e o grupo sulfonamida sdo essenciais.

0 anel aromatico deve ser para substituido.

* O nitrogénio do grupo sulfonamida deve ser secundario.

« 0 Unico sitio que pode ser variado é R” (anel heterociclico ou aromatico). A variacao de
R” afeta a solubilidade da sulfa e reduz a sua toxicidade.

As sulfas sdo usadas para tratar principalmente infec¢des intestinais e podem ser
latenciadas obtendo-se o pré-farmaco correspondente para chegar especificamente ao sitio de
acao desejado.

A latenciacdo envolve a reacdo da amina aromadtica com acidos dicarboxilicos ou
anidridos. A introducdao de um grupo hidrofilico (hemissuccinamido) restringe a absorcao do
pro-farmaco e impede sua absorc¢ao no estomago. O pro-farmaco succinilsulfatiazol (pKa 4,5)

H2NSOONHR" utilizado como antisséptico intestinal é ionizado nas condi¢des levemente

alcalinas do intestino e hidrolisado enzimaticamente para liberar a sulfa ativa (sulfatiazol, pKa
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7,1). O objetivo dessa reacdo de latenciacdo visa a alteracdo da farmacocinética (absor¢ao) do

sulfatiazol através da obten¢do do succinoilsulfatiazol, como pr6-farmaco

ﬁ"’, A /O 1
H,-—©—?-l\_<sj+ - WA"—V-O_ —r\—</

sulfatiaz] anidrido succinico ekl

2 0BJETIVO

A aula pratica teve como objetivo principal a realizacao da latenciacao do sulfatiazol

(sintese do succnilssulfatiazol) bem como pesar, identificar cada componente e suas fungdes.

3 METODOLOGIA

Pesou-se 0,5g (1,96 m mols) de sulfatiazol e transferiu-se para um baldo de fundo
redondo de 50,0 mL acoplado a um condensador de refluxo. Adicionar 30,0 mL de etanol anidro
e refluxou-se por 5 min, entao adicionou-se excesso de anidrido succinico (0,25 g, 2,4 m mols) e
refluxou-se por 45min. Filtrou-se o sélido formado a pressao reduzida em um funil de bilichner
e transferir o produto para um vidro de relégio pesado. Evaporou-se o filtrado no evaporador
rotatorio até residir para segunda colheita do produto.

Recristalizou-se o produto obtido com alcool e 4gua (4:3). Deixou-se em repouso para
precipitacao. Filtrou-se o s6lido obtido, transferiu-se para um vidro de relégio pesado. Logo ap6s

secou-se em estufa a 50°C

Calculo do rendimento:

1C9H9N30252 + 1C4H403 > 1C13H13N305S52

Sulfatiazol Anidrido succinico Succinilsulfadiazol
(1,96 mmols) (2,4 mmols) MM = 355 g/mol
Reagente limitante Excesso 1,96 mmols ----- 695,8 mgou 0,695 g

Rendimento tedrico (100%)

Rendimento deve ser calculado baseado no sulfatiazol.
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4 CONCLUSAQ

Apéds os calculos, os dados obtidos sdo coletados e discutidos. Ha variacdo nos
rendimentos e nos pontos de fusao, devido a e composicdo observada. A analise dos espectros
de ressonanciamagnética de hidrogénio e de carbono é revista, enfatizando a sua aplicacdo na
quimica medicinal.

A reacdo de latenciacdo envolve a obten¢do de uma amida e utiliza reagentes comuns,
exceto o sulfatiazol, desde que o produto obtido seja secado em estufa acima de 1102 C para
permitir a determinacdo do ponto de fusdo. A quantidade de sulfatiazol é pequena e pode ser
obtida comercialmente. Porém devido ao momento em que estamos vivenciando advindo da

pandemia, ndo podemos concluir de fato a pratica.

REFERENCIAS

https://www.scielo.br/pdf/qn/v22n1/1141.pdf Acesso em 24/05/2020

https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40421999000100014 Acesso
em 25/05/2020
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CAPITULO X

SINTESE DA UROTROPINA

1 INTRODUGAO

A hexametilenotetramina, também conhecida como hexamina, metenamina ou
urotropina, tem formula (C Hz )6 N4, é cristalina, basica e com estrutura semelhante a uma gaiola.
Tem odor levemente assemelhado as aminas, sublima a 280 °C e possui massa molar 140,18
g.mol-l. Na molécula de hexametilenotetramina: Cicloalcano nitrogenado estruturalmente
assemelhado ao adamantano, o mais simples dos diamantéides.

A hexametilenotetramina é uma substancia muito versatil, com aplicagdes variadas. Seu
principal uso é na produgdo de resinas fendlicas para lonas de freio e embreagens, onde é
adicionado como um componente de endurecimento.

A metenamina é também um conhecido antisséptico urinario. A hexametilenotetramina
é empregada em adesivos, revestimentos e material de vedacgao, além de ser usada como fixador
de corantes, na vulcanizagdo da borracha e como um agente anti-corrosivo em acgo. Ela estabiliza
lubrificantes e 6leos isolantes e pode ainda ser queimada em fogdes de campismo, juntamente
com 1,3,5-trioxana, pois ndo gera fumaca e ndo deixa cinzas.

A metenamina é produzida a partir da reacao do formaldeido com amonia. Seu emprego
evita o uso excessivo de antibioticos e consequentemente reduz os riscos da resisténcia
bacteriana. Nos rins, a metenamina é novamente convertida a formaldeido, que age como
antibacteriano apenas no trato do urinario.

A nitracdo da a ciclonita ou RDX, que é uma nitroamina amplamente usada em aplicacdes
militares e industriais. O RDX é misturado ao TNT para ser empregado em minas, cargas de
profundidade e em torpedos. Embora haja inimeras passagens negativas sobre explosivos para
a vida na Terra, eles possibilitaram a execucdo de grandes obras de engenharia, que seriam

inviaveis sem a utilizacao destes.
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2 0BJETIVO

Preparar a Hexametilenotetramina (Urotropina) através de uma reacdo entre um
formaldeido (CH20) com a amoénia (NH3), que é umareacdo de condensacao (envolve uma etapa

de adigao nucleofilica e uma etapa de eliminagdao de H20).

N
4NH; + 6 j\ — = l/j + 6 H,O

H H ﬁN\/

3 METODOLOGIA

Em baldo adicionou-se 25 mL de formol e 20 mL de hidréxido de amdnio. Adaptou-se uma
rolha com tubo de vidro ou adaptador de junta esmerilhada e ligou-se a bomba de vacuo.
Adicionou-se o sistema em um banho-maria. Logo apdés aqueceu-se até secar. Depois disso
adicionou-se o alcool etilico afim de transferir o residuo para uma capsula. Evaporu-se o etanol
em banho-maria na capela. Removeu-se a urotropina com éter etilico e filtrou- se em funil de

biichner lavando-se com éter. Determinou-se seu ponto de fusao e calculou-se o rendimento.

Calculos
4NH + 6CH O > 1ICH N +6H O
3 2 6 12 4 2
Amonia Formaldeido Urotropina

Calculo do N° mols do NH40H: d = 0,88g/cm3 Calculo do N° mols do CH d =

0,815g/cm3
d=m 088=m
\% 20

M = 17,6mg entdo n° mols = m

M

N°mols=17,6 = 0,50 mols
35,04
d=m 0,815=m
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\% 25

M = 20,3 mg entdo n° mols =m

M

N° mols = 20,3 = 0,68 mols

4NH + 6CH O1CH N + O6H O
3 2 6 12 4 2

Amonia Formaldeido Urotropina

Calculo do N estequimétrico do NH 4 OH:

N (NH40H)= n

Coeficiente esteq

N (NH40H) = 0,50/4

N (NH40H) = 0,125 mol

Calculo do N estequimétrico do CH20:

N(CH20)= n

Coeficiente esteq
N (NH40H) = 0,68/6
N (NH40H) = 0,113 mol

Reagente limitante

4NH + 6CH O1C H N + 6H O
3 2 6 12 4 2

Amonia Formaldeido Urotropina

(Reagente limitante) MM = 140 g/mol
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4 mols NH4OH - 1 mol de urotropina

0,69 mols x mols
x = 0,17 mols de urotropina

1 mol de urotropina -> 140g

0,17 mols X mols

x = 23,8 g de urotropina

Rendimento tedrico 100%

4 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a pratica da sintese de urotropina foi bastante proveitosa, porém

qualidade e seguranga do produto.

REFERENCIAS

é utilizado como base em formula¢des quimicas descrita pelo professor quando o mesmo for

empregado como veiculo em uma formulagdo, novos estudos devem ser feitos para garantir a

em 24/05,/2020

http://pt.fengchengroup.org/chemicals/mineral-inorganic-substance/methenamine-or-
hexamine-or-hexamethylenamine.html Acesso em 24/05/2020
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CAPITULO XI

SINTESE DO ACIDO ACETILSALICILICO

1 INTRODUGAO

O acido acetilsalicilico, popularmente conhecido como aspirina, é formado a partir da

reacdo entre o acido salicilico e o anidrido acético com o H2S04 como catalisador, trata-se de um
composto organico de func¢do mista (em virtude da presenca do grupo carboxila e do
grupo éster) A descoberta e a utilizagdo do acido acetilsalicilico tiveram como ponto de partida
o isolamento do composto salicina de cascas da planta chamada salgueiro pelo farmacéutico H.
Leroux em 1829. Ele isolou essa substancia baseado nos relatos de Hipocrates e Celsus, que
utilizaram essa planta para tratar febre e dores na Antiguidade.

Estudos mostraram que, durante a digestdo dasalicinano organismo humano,
ela converte-se em acido salicilico, o qual apresenta excelentes propriedades antirreumaticas,
antifebris (antipiréticas) e contra dores (analgésicos).

A sintese do acido acetilsalicilico possui como catalisador o acido sulfdrico (H2S04). Na
equacao acima, podemos observar que o anidrido acético (1) é quebrado em duas moléculas (2).
Uma delas ataca o benzeno e retira o grupo OH (3), e a outra une-se ao grupo OH que saiu do

benzeno e forma o acido acético (4).
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Equacdo de formacgdo do acido acetilsalicilico

2 0BJETIVO

O objetivo da experiéncia é a sintese de acido acetilsalicilico (aspirina), bem como

determinar o rendimento da sintese.

3 METODOLOGIA

Pesou-se cerca de 3,0 g de acido salicilico, adicionou-se a um béquer juntamente com 6
mL de anidrido acético e adicionar 6 gotas (gota a gota) de H 2 SO4 concentrado.

Aqueceu-se o béquer a 50-60°C durante 10 minutos. Removeu-se o béquer do
aquecimento e adicionou-se 30 mL de dgua destilada (gelada). Deixou-se o béquer esfriar ao ar
para que se formem os cristais. Caso os cristais demorem a surgir resfria-se em banho de gelo
para acelerar a cristalizagdo e aumentar o rendimento do produto. Filtrou-se sob sucg¢ado

utilizando funil de Bilichner e lavou-se duas vezes com 5 mL de dgua gelada.

Recristalizacdo do acido acetilsalicilico

Dissolveu-se o produto bruto em um béquer de 100 mL usando 10 mL de alcool etilico,
aquecendo em banho maria. Verteu-se a solugdo alcéolica quente sobre 22 mL de 4gua quente
contida em um béquer de 100 mL. Caso haja precipitacdo, dissolveu-se por aquecimento em
banho-maria. Deixou-se em repouso na geladeira. Cristais sobre a forma de agulha forao obtidos.
Filtrou-se em biichner, lavou-se com alguns mL de agua gelada e depois com algum tempo com
alcool gelado. Transferu-se o solido para uma placa de Petri. Secou-se ao ar ou em estufa a 50°C.

Pesou-se e determinou-se o rendimento do AAS.
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Calculo do rendimento:

1C6CH4COOHOH + 1(CH3CO)20 = 1C H COOHOCOCH + 1CH_COOH

(s) 0 6 4 3 () 3 0

Acido salicilico Anidrido acético Acido Acetilsalicilico

MM = 138,13 g/mol
N° mols do C 6 CH 4 COOHOH
MM = 138,13 g/mol

m=30g

N°mols= _m __
M

N° mols = 3,0 =0,022 mol
138,13

MM = 180,16 g/mol
N° mols do (CH 3 CO) 2 O:
V=6mL d=1,08g/cm3
d= _m __ 1,08=m_

v 6
M=6,48gentdao N°mols=_m__

M
N°mols= 6,48 =0,063 mol
102,1

Calculo do rendimento:

1C_CH COOHOH _ + 1(CH_CO).0 _ = 1C_H COOHOCOCH_ .+ 1CH_.COOH
6 4 (s) 3727 6 4 3 (s) 3 M

Acido salicilico Anidrido acético Acido Acetilsalicilico

(Reagente limitante)

MM = 180,16 g/mol
1 mol de AAS — 180,16 ¢g
0,022 mol - X
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X =3,96 g de AAS —» Rendimento tedrico (100%)

Mecanismo da reacao

12 etapa: Protonacgao da carbonila

B

Anidro Acético
2% etapa: O nucleofilo do acido salicilico ataca o centro catidnico

— o OH
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Acido salicilico

32 etapa: Migragédo do Hidrogenio

¢ oH o OH
HO+
1_AG¢ H O

HO

— - HO \}=
<) <)

42 etapa: Eliminacdo do acido acético
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g 9 . :
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Acido acetilzalicilico
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4 CONCLUSAQ

A metodologia proposta para a sintese do acido acetilsalicilico mostrou-se eficaz. A
pratica proposta para a purificacao do acido acetilsalicilico com alcool etilico, acido sulfurico e
anidro acético fazem parte da manipulacao e resulta em um produto mais puro, onde se alcancou

a sintetizacdo do purificado de AAS.

REFERENCIAS

http://www.qmc.ufsc.br/qmcweb/artigos/aspirina.html Acesso em 27/05/2020

https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php /255022 /mod_resource/content/1/Exp03_aspirina.
pdf Acesso em 27/05/2020

https://bdm.unb.br/bitstream/10483/4095/2/2011_RicardoOliveiraMonteiroLopes.pdf
Acesso em 27/05/2020
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CAPITULO XII

SINTESE DO SALICILATO DE METILA

1 INTRODUGAO

O salicilato de metila pode ser obtido a partir da esterificagdo do acido salicilico,
areacao de esterificacdo origina um éster, formado por acidocarboxilico mais alcool, na
presenca de catalisador acido, por exemplo, o acido sulfdrico. Junto com o éster é formada agua
devido a saida de um fon H30+ do alcool e ion OH- do acido. A esterificagdo é uma reagdo
facilmente reversivel, areacdo inversa é chamada de hidroélise de um éster. Para que esta reagao
ocorra por completo devem-se manter condi¢des adequadas e principalmente manter o tempo
de reacdo correto.

E preciso verificar a qualidade dos reagentes e a condigio do sistema de refluxo, para que
ao final éster e 4gua sejam obtidos. O salicilato de metila é um composto organico de férmula
molecular CBH803, éster, soluvel em alcool e acido acético glacial, pouco solivel em agua,
presente em folhas de gaultéria, Gaultheriaprocumbens e outras espécies, podem ser obtidas pela
via sintética por meio da reacdo de esterificagio do acido salicilico e metanol. Segundo
(Damedpel,2009), o Salicilato de metila é um analgésico topico obtido das folhas de
GautheriaProcumbens e da casca da Bétula lenta, ou ainda obtido por sintese. Aplicado na pele,
tem acdo irritante e rubefaciente, além das acdes analgésicas e anti-inflamatérias caracteristica
dos salicilatos. E amplamente utilizado no alivio de dores musculares, dores reumaticas, mialgia,

nevralgia e torcicolo

2 0BJETIVO

O objetivo principal desta pratica é a realizacdo da sintese do salicilato de metila, bem

como identificar os componentes da sua formulacao e realizacdao dos devidos calculos.
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3 METODOLOGIA

Adicionou-se 5,035 g de acido salicilico com 15 mL de metanol em um balao de 125 mlL,
agitou-se solucao até que o solido dissolver totalmente. Em seguida adicionou-se lentamente 5
mL de acido sulftirico concentrado, aqueceu-se em temperatura de 115°C por 45 minutos.
Resfriou-se a mistura por alguns minutos. Usando um funil de separacdo com 15 mL de agua
destilada, adicionou-se a mistura reacional e extrau-se com diclorometano (2 x de 15 mL).
Juntou-se as duas fases organicas e extrair com 25 mL de solucao aquosa de bicarbonato de s6dio
5%.

Coletou-se a fase organica e extraiu-se com 15 mL de agua destilada. Transferiu-se para
um erlenmeyer e secou-se com sulfato de sédio anidro (colocou-se no erlenmeyer 3 espatulas
de sulfato de sédio anidro) e deixou-se em repouso tampado com vidro de relégio por 10
minutos.

Filtrou-se a solugdo e evaporou-se o solvente em banho-maria (40-50°C) para se obter o

produto puro. Pesou-se o sélido obtido e calculou-se o rendimento da reagao.
Calculo do rendimento:

1C_CH COOHOH . + 1CH. OH._ = 1CHO + 1H.O
6 4 (s) 37 (1) 8 8 3(s) 2-

Acido salicilico Metanol Salicilato de Metila

N° mols do C 6 CH 4 COOHOH
MM = 138,13 g/mol

m=5,035g

N°mols= m __
M

N° mols = 5,035 =0,036 mol
138,13

MM = 152,15 g/mol

N° mols do CH 3 OH:
V=15mL d=0,79 g/cm3
d=_m 0,79 =_m_

PRATICAS LABORATORIAIS: DAS ANALISES CLiNICAS A BIODIAGNOSTICO 78



v 15

M=11,85gentdo N°mols=_m

M
N°mols= _11,85 = 0,37 mol
32,04
1C _CH COOHOH + 1CH _OH = 1CHO + 1H O
6 4 (s) 3 8 8 3(s) 2 (D
Acido salicilico Metanol Salicilato de Metila

(Reagente limitante)

MM = 152,15 g/mol
1 mol de Salicilato de metila — 152,15 g
0,036 mol - X
X = 5,48 g de Salicilato de metila — Rendimento tedrico (100%)

4 CONCLUSAQ

A metodologia proposta para a sintese do salicilato de metila mostrou-se eficaz. A pratica

proposta faz parte da manipulacdo e resulta em um produto mais puro, onde se alcancou a

sintetizacao do salicilato de metila.

REFERENCIAS

https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=5S010040422012001100033&Ing=en

&nrm=iso Acesso em 27/05/2020

http://portal.anvisa.gov.br/documents/33832/259143 /FB+5.1+(14112016).pdf/96f8997b-

34d7-47cb-8d51-d88594427120 Acesso em 28/05/2020
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CAPITULO Xill

USO DO PROGRAMA CHEMSKETCH

1 INTRODUGAO

O ACD/ChemSketch freeware é um software de estruturacdo molecular da empresa
Advanced Chemistry Development Inc. Ele possui muitas funcionalidades que podem ser
aproveitadas em situagdes de ensino de quimica, do Nivel Médio ao Superior. Ele permite
desenhar estruturas quimicas, incluindo as organicas, os compostos organometalicos e os
polimeros. Dentre suas ferramentas, se destacam a possibilidade de:

Montar estruturas planas e otimiza-las para uma visualizacdo tridimensional;

Manipular estruturas em 3D; nomear, de acordo com as regras da Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), estruturas de até cinquenta &tomos e trés ciclos dentre outros.

Considerando estas funcionalidades, além de muitas outras, percebemos que o
ChemSketch se constitui como uma 6tima ferramenta para diversos ramos da ciéncia,
especialmente as que se relacionam proximamente da Quimica Organica. A primeira versao
freeware (gratuita) do ChemSketch foilangada em abril de 1999 pela ACD/Labs. Ele é compativel
com sistemas operacionais Microsoft Windows, trabalhando com barramento 32-bits. Além da
versdo gratuita, existe também a versdo comercial que inclui mais funcionalidades e acesso a um

banco de dados com mais de 30.000 compostos.

2 0BJETIVO

A prética teve como objetivo principal o uso e a importancia do programa ChemSketch

para o conhecimento técnico das formulas quimicas, atomos e estrutura quimica.

3 METODOLOGIA

O professor nos mostrou como utilizar o programa bem como sua funcionalidade para

identificacao das formulas e estrutura quimica.
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4 CONCLUSAO

A metodologia proposta para a identificacdo e conhecimento das estruturas quimicas

mostrou-satisfatoria, uma vez que este programa é uma ferramenta muito importante no que

diz respeito funcionalidade e comportamento das estruturas dos farmacos na atuacdo

farmacéutica.

5 REFERENCIAS

https://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/ Acesso em 28/05/2020
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CAPITULO XIV

FARMACODIAGNOSE DE FOLHAS
(MICROSCOPIA)

1 INTRODUGAO

Embora a Farmacognosia estude fArmacos de origem animal e vegetal, estes ultimos, por
serem mais numerosos, apresentam maior interesse. Na identificagdo de farmacos vegetais trés
caracterizagdes sdao importantes: organoléptica, macroscépica e microscépica. A anadlise
organoléptica trata de caracteristicas que impressionam os 6rgdos dos sentidos, como cor, odor,
sabor e textura.

A caracterizagdo macroscopica refere-se ao seu aspecto externo, sua morfologia e
tamanho. Em geral, esta andlise é realizada a olho nu ou com auxilio de lupa. Muitas vezes é
prejudicada quando o farmaco se encontra fragmentado ou pulverizado. A andlise microscopica,
importante para verificacdo da identidade do farmaco, exige conhecimentos basicos de anatomia
vegetal. Assim, determinadas estruturas microscépicas devem ser reconhecidas para que o
farmaco possa ter a sua identidade confirmada. Em seguida, uma revisdo bastante resumida
sobre algumas estruturas vegetais:

As folhas sdo geralmente 6rgaos fotossintetizantes, sendo, portanto, clorofiladas. Quando
completas sdo formadas por bainha (por¢do basal alargada), peciolo (pedtnculo da folha) e
limbo (lamina da folha). Na maioria das dicotiledoneas, as folhas apresentam uma nervura
principal com ramificacdes secundarias; esta disposicao é conhecida como venacdo ou nervacao
reticulada.

Na maioria das monocotiledoneas as nervuras apresentam-se paralelas umas as outras,
denominado venagdo paralela. Da mesma forma que o caule e a raiz, a folha possui trés sistemas
de tecidos: o sistema dérmico (constitui a epiderme e reveste toda a superficie foliar), o sistema
fundamental (constitui o mesofilo da lamina foliar e o cértex da nervura mediana e do peciolo)

e o sistema vascular (constitui os tecidos vasculares das nervuras). Alguns detalhes anatdomicos
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das folhas, em fragmentos diafanizados, cortes paradérmicos, transversais e longitudinais,
devem ser observados: Epiderme: sistema de revestimento, cujas faces adaxiais (superior ou
ventral) e abaxial (inferior ou dorsal) sdo recobertas por cuticula. Suas células se caracterizam
por estarem perfeitamente justapostas, sem deixar espacos intercelulares. O nimero de
camadas que formam a epiderme pode variar, bem como a forma das células, sua estrutura, o
arranjo dos estomatos, a morfologia e arranjo dos tricomas, a ocorréncia de células
especializadas etc. Em geral, em vista frontal, as células epidérmicas sdo poligonais ou
irregulares nas folhas com nervacdo reticulada. J4 nas folhas com nervacdo paralela sao
normalmente poligonais ou irregulares, alongadas, com o maior eixo sempre paralelo ao sentido
longitudinal do 6rgdo. No caso de epiderme multipla, a camada externa geralmente assume
caracteristicas tipicas de epiderme, enquanto as camadas subjacentes diferem do mesofilo por
apresentarem pouco ou nenhum cloroplasto.

Anexos epidérmicos: - Tricomas (ou pelos) tectores e glandulares. Os tricomas tectores
podem ser unicelulares (simples) ou multicelulares. Os simples variam em fung¢do do tamanho,
forma e espessura das paredes. Incluem as papilas. Os tricomas multicelulares sdo ramificados
ou nao. Os ramificados sdo classificados em funcao da forma das ramificagdes: estrelados, em
forma de candelabro, em forma de T. Os nao ramificados podem ser unisseriados ou
multisseriados. Os sésseis (sem haste) sdo normalmente chamados de escamas e os que possuem
haste sao chamados de peltados. Os tricomas glandulares sdao envolvidos com a secrecdo de
varias substancias, como o6leos, néctar, sais, resinas, mucilagem, sucos digestivos e agua.
Possuem sua extremidade formada por uma cabec¢a uni ou multicelular, que pode ter grande
variedade de formas e tamanhos. O pedinculo varia no comprimento, sendo muitas vezes tao
curto que se torna quase imperceptivel. - Estbmatos células clorofiladas responsaveis pela troca
gasosa, imprescindiveis para a fotossintese e, secundariamente, pela saida de vapor d’agua. Sdo
formados por duas células (células-guarda) que delimitam uma fenda (fenda estomatica ou
ostiolo). Sdo classificados em: anomocitico (envolvido por nimero variavel de células que nao
diferem em formato e tamanho das demais células epidérmicas), anisocitico (circundado por
trés células subsididrias de tamanhos diferentes), paracitico (acompanhado de cada lado por
uma ou mais células posicionadas de forma que seu eixo longitudinal esta paralelo a fenda
estomatica) diacitico (acompanhado de cada lado por uma ou mais células posicionadas de
forma que seu eixo longitudinal forma um angulo reto com a fenda estomatica) e actinocitico

(células subsidiarias se dispdoem radialmente em torno do estbmato).
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Inclusdes: - Inclusdes celulares organicas (amido, inulina, aleurona, 6leos) e inorganicas
(cristais). Os cristais podem ser constituidos por oxalato de calcio (que podem se apresentar em
formas de rafides, drusas, prismas, areias ou estiléides) ou carbonato de calcio (denominados
cistdlitos, existentes em células denominadas litocistos). Sdo produtos resultantes do
metabolismo celular e que assumem forma visivel no interior das células. - Teciduais: células
mucilaginosas e oleiferas, bolsas ou cavidades e canais ou ductos secretores, esclereides.

Mesofilo: compreende todos os tecidos situados entre a epiderme e o sistema vascular.

Usualmente formado por tecidos parenquimadticos fotossintetizantes ou clorofilianos,
possuindo, portanto, cloroplastos. Principalmente nas dicotiledoneas, ha dois tipos de
parénquimas clorofilianos: palicaddico e esponjoso (ou lacunoso). O parénquima palicadico esta
geralmente logo abaixo da epiderme adaxial ou hipoderme e possui células alongadas, que em
corte transversal sao visualizadas como barras dispostas lado a lado, em fileiras. O parénquima
lacunoso possui células que variam muito na forma e apresenta grandes espacos intercelulares.

Dependendo do arranjo dos parénquimas o mesofilo pode ser classificado: - Homogéneo,
uniforme ou indiferenciado: constituido de células aproximadamente iguais, ndo sendo possivel
distinguir dois tipos de parénquimas; - Heterogéneo assimétrico: apresenta parénquimas
diferenciados, podendo ser: - Heterogéneo assimétrico (dorsiventral ou bifacial): constituido por
um parénquima paligddico e um lacunoso (freqiientemente voltados as faces adaxial e abaxial,
respectivamente); - Heterogéneo simétrico (isofacial ou isobilateral ou isolateral): constituido
de um parénquima lacunoso entre dois parénquimas palicadicos.

Sistema vascular: formado pelo xilema e pelo floema, tem funcdo de sustentacdo e
transporte de nutrientes organicos e minerais, localizando-se no interior do mesofilo. O xilema
esta sempre virado para a pagina superior da folha. Geralmente existe ao redor do feixe vascular
a chamada bainha vascular, formada por colénquima ou esclerénquima, que da sustentagio e
impede a quebra dos feixes. Os feixes de maior calibre notam-se a superficie da folha, formando

das nervuras.

2 0BJETIVO

Treinamento com cortes a mao livre a partir de folhas e caule e confeccionar cortes a mao
livre e classificas as estruturas presentes no caule e nas folhas observadas no 6rgao vegetativo,

preparar o material vegetal de acordo com as técnicas de cortes a mao livre, montagem e
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coloracdo/descoloracdo histolégica vegetal para microscopia Optica para que possa ser

observada no microscépio.

3 METODOLOGIA

Materiais:

* Laminas de barbear (gilete);

= Placas de Petri;

* Laminas de Microscopia (limpas e secas);

* Laminulas de Microscopia (limpas e secas);

= Folhas de isopor grosso;

» Folha de Sansevieria sp (Espada de Sao Jorge)
» Folha de espessura mais fina

= Agua destilada (pisseta);

Procedimento:

Com o auxilio da 1damina de barbear fez-se um corte na folha de espada de sdo Jorge e
separou-se uma quantidade do material vegetal coletado para ser analisado, colocou-se um
pouco de agua destilada na placa de petri, aproximadamente até metade da placa, fez-se cortes
nas folhas onde o mesmo deve ser feito de forma mais fina possivel para que assim se consiga
observar as estruturas no microscopio.

Apés a realizacdo dos cortes deve selecionar os cortes mais finos, afim de facilitar a
visualiza¢do todas as estruturas presentes na folha, transferiu-se um dos cortes para a lamina,
colocou-se duas gotas de 4gua destilada e em seguida colocou-se a laminula por cima.

Na segunda folha precisou-se do auxilio de isopor para a realizacdo dos cortes, pois a
mesma era mais maleavel e isso dificulta os cortes, da mesma forma que se realizou os cortes na
folha de espada sdo Jorge se procedeu na folha mais maleavel, apés o corte pegou-se o fragmento
mais fino, colocou-se duas gotas de agua destilada a fim de facilitar a visualizacdo no

microscépio, apos essa etapa cobriu-se com a laminula.

4 CONCLUSAO

O estudo dos tecidos (histologia) e das células (citologia) vegetais depende da

observacdo, em microscopio de luz, de cortes que sdo aderidos a laminas de vidro. Para que os
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materiais sejam observados no seu maior detalhamento, alguns procedimentos basicos
precisam ser aplicados. A coleta do material botanico é a etapa inicial e uma das mais
importantes para o sucesso do estudo anatomico. As regides de interesse devem ser coletadas
de plantas sadias levando-se em conta a espécie, o nimero de individuos e de populagdes, o
6rgao a ser estudado e seu estadio de desenvolvimento, e o ambiente de ocorréncia. Todos os
dados necessarios para identificar o material coletado devem ser anotados, como data,
coordenadas geograficas, tipo de ambiente, nome da espécie, nome do coletor e parte do vegetal.
No caso de material fixado, o tipo de fixador também deve ser anotado. O material que sera
estudado pode ser fresco ou fixado. Nos dois casos, os cortes devem ser sufi cientemente finos e
transparentes para que a luz atravesse a amostra, o que pode ser obtido a mdo ou em um
aparelho chamado micrétomo. Cortes a mdo ndo possuem espessura padronizada nem
conhecida e sdo obtidos utilizando navalha de ago, em geral com auxilio de um suporte,
geralmente utiliza-se isopor compacto ou medula de peciolo de embauba. Para ser secionado em
micrétomo, o material deve ser fixado, desidratado e incluido em um meio, frequentemente
resina plastica ou parafina, que servira de suporte para o secionamento.

Os materiais botanicos coletados devem ser fragmentados em porg¢des pequenas para
permitir que o fixador atinja todas as suas células. Os fragmentos devem ser colocados
imediatamente em frascos contendo a solugao fixadora, numa quantidade de cerca de duas vezes
o volume do fragmento. Os frascos contendo os fragmentos em solucdo fixadora devem ser
rotulados com informacdes basicas para que possam ser identificados: nome da espécie e 6rgao
coletado, local e data da coleta, solugdo fixadora utilizada e nome do coletor sdo de extrema
importancia. As inscri¢cdes devem ser feitas sempre a lapis grafite.

A identificacdo botanica se faz necessario para a obtenc¢do de diferentes informacgdes
sobre espécies que possuem diferentes caracteristicas e particularidades individuais. A
identificacdo cientifica correta das espécies é essencial para o desenvolvimento das ciéncias
basica (desenvolvimento de teorias) e aplicada (aplicagdo de teorias as necessidades humanas).

Desse modo podemos concluir que a pratica de microscopia de folhas é uma das
principais técnicas a que se destina a visualizacdo e identificacdo de estruturas de bastante
relevancia no que diz respeito a farmacognosia, sendo assim de extrema importancia na area
farmacéutica e busca de novos compostos quimicos com o intuido de producdo farmacos, o
objetivo proposto em aula foi concluido, observamos todos os procedimentos mencionados pela
professora com os produtos mencionados durante a aula assegurando que o procedimento fosse

feito da forma mais correta possivel, desde a preparacao e a realizacao da pratica.
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CAPITULO XV

ANALISE DO MEL

1 INTRODUGAO

O mel é um liquido viscoso e agucarado produzido pelas abelhas a partir do néctar
recolhido das flores e processado pelas enzimas digestivas desses insetos, sendo armazenado
em favos em sua colmeia para servir-lhes de alimentos. Existem dezenas de variedades de mel
de abelhas dependendo principalmente da floragio (FREUND, 1998). A composi¢do do mel
depende de muitos fatores: espécies vegetais, natureza do solo, clima, raca das abelhas, estado
fisiolégico da colonia (SOUZA, 1992). O mel é constituido na sua maior parte por
hidrocarbonetos (75%), os agucares simples (Glicose e frutose); agua (20%); minerais (calcio,
cobre, magnésio, fésforo, potassio, entre outros), por cerca de metade dos aminodacidos
existentes, por acidos organicos (acido acético, acido citrico, entre outros) e vitaminas do
complexo B, vitaminas C, D, e E; além de possuir um teor consideravel de antioxidantes
(flavonoides e fenodlicos) (BARTH et al, 2005). Os antioxidantes atuam, também, como
conservantes alimentares inibindo reacdes de oxidagdo responsaveis pela degradagdo dos
alimentos. Sendo assim o mel por possuir antioxidantes contribui para a saude dos individuos.

De acordo com o MAPA (2000), o mel é classificado de acordo com o processo de obtengao
em mel virgem- produto que flui espontaneamente dos favos, quando desoperculados; mel
centrifugado- obtido por processo de centrifugacdo; mel prensado- obtido por compressao a frio
e mel em favos mantidos dentro dos préprios favos e de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas pode ser mel de mesa ou mel industrial. Se dentre as caracteristicas de umidade, acidez,
sacarose, agucar invertido, dextrina, residuo mineral fixo, insoltiveis em agua, reacdo de Fiehe,
reacdao de Lund, reacdo de Lugol, o mel apresentar pelo menos uma fora dos parametros, o
mesmo sera considerado mel industrial, mas desde que estejam dentro dos parametros
estabelecidos para mel industrial.

A principal forma de falsificacio do mel é pela adi¢do de agucar comercial, glucose e

dextrinas. Além disso, pode ocorrer no comércio mel artificial, que é constituido por agiicar com
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adicao de substancias aromaticas e/ou de mel natural. A andlise do mel tem por finalidade

descobrir se o produto é genuino, artificial ou falsificado.

2 0BJETIVO

A pratica teve como objetivo principal a realizagdo dos métodos de densidade e titulacao

da acidez do mel, ambas metodologias consistem na verificacao de adulteracao ou falsificacdo do

mel.
3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

Para densidade

= Mel

= Agua destilada
= Proveta

= Bécker

=  Densimetro

Para titulacgao

= Mel
= Agua destilada
= Proveta

= Bécker

= Suporte universal

=  Fenolftaleina

=  Hidroxido de Sédio

= Erlenmeyer

= Bureta
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3.2 PROCEDIMENTO

Teste de Densidade

Pegou-se uma amostra de 10g de mel onde solubilizou-se 0 mesmo em 50ml de agua
destilada, homogeneizou-se bem e transferiu-se para uma proveta graduada, logo ap6s com o
auxilio do densimetro verificou-se a densidade do mel em questdo, onde constatou-se densidade
de 1,099 desse modo o produto atende as especificidades confirmando que o mesmo nao possui

adulteracdo nem falsificagdes.

Teste de Titulacao

Utilizou-se 10g de mel onde o mesmo solubilizou-se em 50ml de agua destilada, em
seguida transferiu-se a amostra para um erlenmeyer em seguida adicionou-se 4 gotas do
indicador Fenolftaleina a fim de ser levada ao suporte universal para a referida titulacdo, com a
bureta completa com o titulador de hidréxido de sédio abriu-se a torneira lentamente, assim
procedeu-se a titulacdo, a solugdo apresentou ponto de viragem a partir do momento que a cor
passou de incolor para ser rosa, foram consumidos 2,1ml de hidréxido de s6dio, desse modo
constatou-se que o produto esta dentro dos padrdes de qualidade sem falsificagcbes ou

interferentes.

4 CONCLUSAQ

Pode-se concluir que diante dos resultados encontrados das analises realizadas, os méis
estdo caracterizados como méis industriais, ndo havendo nenhuma adulteracdo, podendo ser

comercializados.
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CAPITULO XVI

PRODUCAO DE CAPSULA DE CAFE

1 INTRODUGAO

A composi¢do quimica do grdo verde de café é bastante complexa. Durante o processo de
torrefaccdo ocorrem, ainda, diversas reagdes quimicas, através das quais se degradam e/ou
formam indmeros compostos. Estima-se que o grao de café torrado possua mais de 2000
compostos quimicos alguns destes com atividades biolégicas conhecidas (adversas e/ou
benéficas). Deste modo, os efeitos do consumo de café irdo depender da qualidade e quantidade
dos compostos quimicos ingeridos, estando o consumo moderado normalmente descrito como
aingestdo de 3 a 5 doses diarias de café (aproximadamente 150-300 mg de cafeina/dia).

No entanto, a composicao quimica da bebida é bastante variavel e largamente dependente
das espécies de café utilizadas, sendo as mais comuns a Coffea arabica (cerca de 70% da
producdo mundial) e a Coffea canephora var. robusta (mais de 25%).2 Estas duas espécies
diferem entre si pelas suas caracteristicas organolépticas, fisicas e quimicas. O aroma e o sabor
do café ardbica sdo mais apreciados que os do robusta, sendo por isso mais valorizado
comercialmente. O café robusta resiste mais facilmente ao ataque de pragas durante o seu cultivo
e é especialmente utilizado para aumentar o corpo e a espuma de algumas bebidas, assim como
para a producao de café solivel. Quimicamente, estas espécies diferenciam-se pelo seu teor em
diversos componentes: cafeina (o dobro no café robusta), minerais, compostos
fendlicos, trigonelina, aminoacidos, aminas biogénicas, diterpenos, acidos gordos, esterdis, 3-
carbolinas, entre muitos outros.

As capsulas de café também sdo uma 6tima opgdo para quem gosta do sabor do
café a qualquer hora e com sabores de café diferenciados de acordo com o tipo de capsula de
cafe.

Café expresso, café torrado e moido, café longo, com a tecnologia de produc¢do hoje

praticamente todos os tipos de café estdo disponiveis como café em capsula.
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A cafeina faz parte do grupo das bases de purina. A purina, em si, ndo ocorre na natureza,
mas inumeros derivados sdo biologicamente significativos. As bases deste grupo que tem
importancia farmacéutica sdo todos derivados metilados da 2,6-dioxipurina (xantina). A cafeina
é a 1,3,7-trimetilxantina. E sintetizada dos mesmos precursores da Coffea arabica que dio
origem as bases de purina. As drogas desse grupo sdo: café, cafeina, guarang, cola, mate, ch3,
teofilina, cacau e teobromina.

A cafeina ocorre no café, cha, no cacau, no guarana, na cola e na erva-mate. Embora possa
ser produzida sinteticamente, em geral, é preparada a partir do ch4, do p6 das folhas do cha ou
de seus restolhos; também pode ser retirada através de maquinas de torrefacao de café.

Ocorre como p6 branco ou como formagdes aciculares brilhantes, reunidas em massas
felpudas. Tem sabor amargo. Pode ser sublimada sem decomposicao quando aquecida.

A hidrossolubilidade da cafeina aumenta muito em presenca de acido citrico, benzoatos,
salicilatos e brometos; os compostos medicinais sdo constituidos por cafeina citrada e por
cafeina com benzoato de sddio. Essa tultima forma é a mais adequada a inje¢ao intramuscular,
servindo como analéptico no tratamento do envenenamento, como estimulante na insuficiéncia

circulatéria aguda e como diurético. A cafeina é estimulante do sistema nervoso central.

. CHa
HEC._N r-.j
A2
o ™NT N
CH4
cafeina

2 0BJETIVO

O objetivo principal da pratica foi a realizacao de capsulas de café, bem como conhecer os

tamanhos da mesma e sua utilizacao através da densidade aparente.

3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

= Extrato seco de café
= Estante de encapsulacdo ou encapsuladora

=  Proveta
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3.2 METODOLOGIA

Pesou-se a proveta e anotou-se o valor sem o extrato de café apos isso adicionou-se 15g
de extrato de café e anotou-se o volume que foi de 15ml, a massa final foi de 6,58g diante disso a
densidade aparente foi de 0,43g/ml de acordo com a densidade do café em questdo o niimero da
capsula a ser utilizada é a de n° 1.

Preencheu-se 7 capsulas de café onde foi pesada uma quantidade de 1.470g equivalente
ao preenchimento dessas 7 capsulas, posteriormente com as capsulas totalmente preenchidas

colocou-se a parte superior da mesma com a finalidade de fechar pressionando bem.

4 CONCLUSAO

Desse modo podemos concluir que a pratica de produgao de capsulas de café tem bastante
relevancia no que diz respeito a farmacognosia, sendo assim de extrema importancia na area
farmacéutica e busca de novos compostos quimicos com o intuido de produc¢do farmacos, o
objetivo proposto em aula foi concluido, observamos todos os procedimentos mencionados pela
professora com os produtos mencionados durante a aula assegurando que o procedimento fosse

feito da forma mais correta possivel, desde a preparacao e a realizacdo da pratica.
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CAPITULO XVII

USO DO APARELHO DE SOXHLET E
MICROSSUBLIMACAO

1 INTRODUGAO

Um dos materiais mais benéficos para se usar nesses processos é o extrator Soxhlet. Com
um nome diferente, o material foi criado em 1879 por Franz Von Soxhlet (dai o nome do
material). Utilizado para a extracdo de lipidios e materiais s6lidos que ndo se dissolvem com
agua, o Soxhlet consegue armazenar essas substancias com toda a propriedade e permite que o
responsavel por manipular os materiais nao precise ficar conferindo a todo momento a reagao
do composto quando estiver em contato com um solvente.

O Soxhlet possui trés partes, e cada uma delas realiza o processo sem necessidade manual.
A primeira é o reservatdério de vidro (também conhecido como dedal), que contém um tubo na
parte lateral. Esse tubo pode esvaziar ou preencher o espago no qual o composto é colocado. O
reservatério de vidro é envolto por outras duas partes: o condensador — que ocasiona o refluxo
do solvente que é posto na concentracdo, e o baldo, que fica concentrado na parte de baixo e
destila o composto com a adi¢do do solvente.

No momento de realizar o processo, é importante que o baldo seja aquecido com
uma manta aquecedora para que a extracao de lipidios no Soxhlet seja eficaz e a destilacao
ocorra sem nenhum problema.

Apés a colocacido da substancia no reservatério de vidro, o manipulador precisa coloca-lo
na camara do Soxhlet, com um filtro de papel envolto para absorver com mais propriedade o
aquecimento da manta. Em seguida, o solvente é colocado dentro do baldo de destilagdo, sempre
em uma quantidade maior do que o composto. Normalmente, um nivel quatro vezes a mais do
que o volume do composto é o recomendavel para que se chegue a um resultado oportuno.

Com as medidas analisadas e ja preparadas, o reservatdorio é aquecido e o Soxhlet

colocado na parte de cima do frasco. O solvente é aquecido, e o refluxo é ocasionado a partir do
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condensador, com o vapor subindo ao frasco e se condensando na parte central do Soxhlet.
Absorvendo o solvente, aos poucos o composto vai se dissolvendo com o aquecimento do
solvente e as particulas s6lidas da substancia sdo extraidas pelo tubo lateral do reservatorio de
vidro. A vantagem do Soxhlet é que o solvente entra em ebulicdo por meio de um aquecimento
apropriado e em uma condi¢cdo que o composto vai sofrer a extracdo de forma rica e sem perda
dos materiais a serem analisados. O liquido é absorvido pelo papel filtro e as partes sé6lidas nao
sdo empurradas para o baldo. Para analistas de laboratério, o uso do Soxhlet é inteiramente
importante para se chegar a uma amostra mais concentrada e com uma porg¢ao consideravel para
estudo e analise.

A microssublimacdo também é empregada para sua caracterizacdo, uma vez que as
antraquinonas passam diretamente do estado s6lido para o gasoso, cristalizando-se sob a forma
de agulhas amarelas. Sdo empregados terapeuticamente como laxativos e catarticos, por agirem
irritando o intestino grosso, aumentando a motilidade intestinal e, conseqlientemente,

diminuindo a reabsorc¢ao de agua.

2 0BJETIVO

A pratica teve como objetivo principal a realizacdo dos métodos de microssublimacdo e a

utilizacao do aparelho de Soxhlet.

3 METODOLOGIA

Para a pratica de Microssublimacao

3.1 MATERIAIS

* Pinga metdlica
=  Extrato seco de café
=  Anel metalico

=  LAminas de vidro

3.2 PROCEDIMENTO

Colocou-se uma quantidade do p6 de café dentro do anel metalico acoplado em uma
lamina de vidro afim de cobrir o mesmo, posteriormente adicionou-se outra lamina por cima

para cobrir o anel e submeteu-se ao processo de aquecimento para se fazer a identificacao dos
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constituintes no p6 do café onde ocorreu a formacao de cristais para que se possa fazer a
identificacdo da metilxantina a partir da técnica de microssublimacao.

Posteriormente acendeu-se a lamparina e com o auxilio de uma pin¢a metalica fez-se a
sustentacdo das laminas e aqueceu-se até formar um microssublimado na parte superior da
lamina, posteriormente verificou-se a formacao de um vapor que se constituiu da formac¢ado do
fitocomposto onde tem a formacdo desses cristais, desse modo houve a identificacdo da

metilxantina.

Para a pratica do Aparelho de soxhlet

Materiais
= Manta aquecedora
= Balao de fundo redondo de 250ml
= Bolinhas de vidro
= Hexano
= (Condensador
= Sistema de resfriamento

= (Cartucho para amostra

Procedimento

a) Mediu-se o volume de acetona necessario a execucao do experimento com o auxilio de
uma proveta.

b) Colocou-se o solvente dentro do baldo, incluindo as pérolas de vidro e colocou-se o
baldo contendo o solvente na manta, fixando-o com uma garra.

c) Determinou-se a massa da maior quantidade de folhas que o cartucho apropriado do
aparelho de Soxlet podera conter.

d) Introduziu-se no extrator o cartucho de papel filtro contendo as folhas e adapte-o ao
balao.

e) Em seguida, conectou-se o condensador de refluxo, prendeu-se ao suporte utilizando a
mufa e a garra, e ligou-se a agua de resfriamento com fluxo médio. Observou-se a posicao da

entrada e saida de agua no condensador de bolas.
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f) Ligou-se o aquecimento e observou-se. De inicio com uma temperatura baixa (1-2) e
depois aquecendo gradativamente se necessdrio.

g) Procedeu-se a extracdo, deixando que a acetona passe pelo Soxlet por 3 vezes.

h). Completando-se as trés extragdes, deixou-se resfriar o sistema por alguns mitutos.

i) Determinou-se a massa das folhas ap6s a extragdo. Deixou-se seca-las ao ar o maximo
possivel.

j) Calculou-se a % de componentes ativos que foram extraidos do espinafre.

A extracdo continua sé6lido-liquido é um método utilizado na purificagdo e separacdo dos
componentes de uma mistura. A partir deste método é possivel isolar um componente puro a
partir de uma mistura, através da separacdo deste componente dos outros constituintes. Além
deste método, varios outros podem ser usados para esta finalidade, baseados nas diferencas de
propriedades fisico-quimicas dos componentes da mistura, por exemplo, sublimacgao, filtracao,
decantagdo, evaporacgdo, varios tipos de destilagdo para a purificacdo de compostos liquidos,
recristalizacao.

No processo de extragdo continua, transfere-se o material a ser estudado de um sistema
solido (por exemplo, uma planta) para uma fase liquida. A Figura 6.1 mostra um esquema de um
equipamento para a extracao continua usando um aparelho de Soxhlet. O solvente é aquecido no
baldo até entrar em ebulicdo. O vapor formado sobe pelo tubo lateral até o condensador, onde
sofre condensacgdo, gotejando no extrator e cobrindo o cartucho. Quando o nivel do solvente
atingir o sifao, o solvente é evacuado pelo brago lateral, levando consigo as substancias soluveis.
O processo se repete enquanto o sistema ficar em aquecimento (algumas horas), com o objetivo
de enriquecer o solvente no componente que se deseja separar. Apds resfriamento, o solvente
pode ser evaporado por destilacdo e reciclado. Varios solventes podem ser usados
sucessivamente, aumentando a polaridade, para a extracdo de uma mesma amostra. Cada fracao
contendo substancias de polaridades diferentes podera ser analisada posteriormente (atividade
bioldgica, purificagdo por cromatografia, etc).

O processo é usado quando se quer evitar o uso de grandes quantidades de solvente para
extrair pequenas quantidades de material. Usando o Soxhlet, uma quantidade minima de
solvente é suficiente para uma extracao eficiente. Uma pequena desvantagem é que a
temperatura do liquido no extrator é diferente do seu ponto de ebuli¢ao. Portanto, a extracao

com um liquido em temperatura menor é um pouco mais demorada
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4 CONCLUSAQ

Desse modo podemos concluir que a pratica de microssublimacdo e do aparelho de
soxhlet tem bastante relevancia no que diz respeito a farmacognosia, sendo assim de extrema
importancia na area farmacéutica e busca de novos compostos quimicos com o intuido de
producdo farmacos, o objetivo proposto em aula foi concluido, observamos todos os
procedimentos mencionados pela professora com os produtos mencionados durante a aula
assegurando que o procedimento fosse feito da forma mais correta possivel, desde a preparacao

e arealizacdo da pratica.
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