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1 Introducéo

Segundo Schmit et. al. (2006) o Paraquat € um herbicida, ndo-seletivo, geralmente
usado na agricultura e responsavel com muitas mortes por ingestdo ou contato acidental ou
intencional. Sabe-se que o Paraquat é um agente pro-oxidante e tem grande influéncia na
producgdo de espécies reativas de oxigénio ERO,), que quando em excesso pode causar danos
no organismo humano, através de lesbes nos tecidos celulares e provocar doengas como
Parkinson e Alzheimer, além do evelhecimento precosse (ARBO, et.al. 2006).

Dessa forma, ha estudos que comprovam a utilizacdo de compostos para a inibi¢do ou
reducdo dos efeitos causados por este praguicida. Um desses compostos que ganha a
comunidade cientifica atualmente é o selénio. Esse mineral é um antioxidante utilizado como
componente catalizador do sistema imunologico, apresentando-se na estrutura da Glutationa
Peroxidase (GPx), importante enzima protetora do organismo frente as Espécies Reativas de
Oxigénio (KUSS, 2005).

Dessa forma, na avaliacdo do estresse oxidativo, é empregada a utilizacdo do modelo
bioguimico Caenorhabditis elegans (C. elegans). C elegans ¢ um nematddeo hermafrodita
muito importante para desenvolvimento de pesquisas em diversas areas, facilitando o
manuseio e cultivo em laboratério (SILVA, 2004). Possui aproximadamente 1 mm de
comprimento, seu ciclo de vida é de aproximadamente 20 dias (da fase larval até a sua morte)
se conservados em temperatura ambiente (~20°C). Além disso, possuem muitas vantagens
para o desenvolvimento de pesquisas laboratoriais, tais como: ciclo de vida rapido; auto-
fertilizacdo; 0,1-0,2% dos organismos sdo machos; vermes transparentes em todos o0s estagios
do seu ciclo de vida, permitindo a visualizagdo dos Orgdos e movimentos internos;
alimentacdo pela bactéria Echerichia coli (E. coli) (DIOGO; MOTA apud GILBERT, 1988).
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2 Objetivo
O objetivo do presente trabalho foi sintetizar e avaliar os compostos das selenoazidas
organicas frente a toxicidade do Paraquat, utilizando como modelo bioquimico o nematodeo

C. elegans.

3 Metodologia

As atividades do projeto se desenvolveram em dois momentos distintos. Em primeiro
momento foi planejada, juntamente com a parceria da Universidade Federal de Santa Maria,
UFSM (RS), a sintese de um composto organico sintético e inédito com base no aminoacido
fenilalanina contendo um fragmento funcionalizados com atomo de selénio, selenoazidas.
Foram necessario 6 etapas para o desenvolvimento dessas selenoazidas: 1) Reducdo do
amino&cido Fenilalanina para a producéo do fenilalaninol; 2) Protecdo do grupamento amina
do fenilalaninol; 3) Mesilacdo do grupamento alcool; 4) Insercdo dos nucledfilos de Selénio;
5) Desprotecdo do grupamento amina; 6) Transformacdo do grupamento amino em azida. As
estruturas foram analizadas por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio RMN H1, a

figura (1) abaixo ilustra a elucidagéo da selenoazida.
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Figura 1: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio RMN H1.
Em um segundo momento foi desenvolvido as atividades nos laboratérios da

Universidade Federal da Fronteira Sul (PR) com o cultivo, testes reprodutivos que incluem a



UFFS - CAMPUS CHAPECO
17 e 18 de Outubro de 2016

CIENCIA E TECNOLOGIA TRANSFORMANDO A SOCIEDADE

avaliagdo do nimero de ovos colocados pelos nematddeos e a viabilidade desses ovos através
do processo de eclosdo dos nematddeos C. elegans, com a finalidade de verificar os efeitos
toxicoldgicos do praguicida Paraquat frente as selenoazidas organicas.

Com isso, as atividades em laboratérios foram divididos 3 etapas: 1) Meio de
crescimento para C. elegans; 2) Preparo das placas de petri; 3) Sincronizagdo. Na primeira
etapa utilizou-se 0 Meio de Crescimento para Nematddeos (Nematode Growth Medium —
NGM) em placas de petri de 60 mm, utilizando como alimento a bactéria Escherichia coli (E.
coli) da cepa OP50. A cepa do nematddeo foi propagada utilizando uma B.O.D. com
temperatura regulada em 22° C. Para a segunda etapa as placas foram preparadas em capela
de fluxo laminar, esterilizando todos os materiais utilizados com alcool 70% e autoclave. Foi
adicionado o meio de cultivo para nematddeos, o colesterol, pela impossibilidade de ser
produzido pelo C. elegans, e a E. coli. Espera-se secar e armazenam-se as placas na geladeira,
as mesmas podem ser usadas posteriormente conforme necessidade dos procedimentos. Para a
sincronizacdo, foram utilizados uma placa com C. elegans gravidos, centrifugacdo por 5
minutos a 4000 rpm e a coleta da amostra no fim da sincronizagédo com os vermes esturados.
No final, o pellet, contendo apenas ovos do nematddeo foi repassado para as placas de 60 mm
contendo meio de cultura, sendo armazenado na B.O.D em “overnight” e avaliado apds 24

horas, tempo necessario para eclosao das larvas .

4 Resultados e Discusséo

Como resultados, foi possivel realizar os testes de sintese do composto organico
sintético, produzindo-se 3 distintas selenoazidas quirais. A comprovacgao da sintese foi feita
através da leitura da Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio. Além disso, foi possivel
obter dominio sobre a técnica de cultivo de nematddeos C. elegans, a partir do processamento
de sincronizacdo adaptado, jA que na literatura alguns parametros ndo estdo totalmente
descritos.

Entretanto, ndo foi possivel analisar os efeitos toxicoldgicos do Paraquat sobre os C.
elegans na presenca de selenoazidas organicas, em virtude da incompatibilidade da
solubilidade das azidas sintetizadas com o meio onde os nematddeos sdo cultivados. A
metodologia foi estendida para o emprego de etanol e dimetilsulfoxido (DMSO) na

porcentagem de 5% destes solventes em agua. Cabe ressaltar que esses solventes sdo 0s
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Unicos descritos para ensaios com C. elegans, porém para valores superiores a 5% comecam a

interferir no ciclo de vida no nematddeo, inviabilizado os experimentos.

5 Concluséo

Ao que propunha o projeto foi alcancado em parte, apesar de ndo ter sido possivel a
concluséo de analise da toxicidade do praguicida Paraquat foi de grande importancia a sintese
de 3 selenoazidas diferentes e inéditas, podendo ser utilizadas em outro momento para
pesquisa.

Contudo, as atividades experimentais realizadas proporcionaram um aprofundamento
das técnicas desenvolvidas em laboratorio. Além do conhecimento fornecido sobre novos
métodos de pesquisa laboratorial, utilizando-se de um modelo bioquimico ndo comum, mas

da mesma forma eficiente, para a realizagdo das atividades.
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