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PREFACIO

O estudo da célula é fascinante, pois conhece-la é entender como
a vida se estrutura e funciona. Nesse sentido, observou-se a necessidade
da elaboracio de uma obra ilustrativa que pudesse auxiliar tanto o
professor quanto o aluno. Assim, o primeiro objetivo deste livro é levar
aos estudantes, através de orienta¢oes sobre aulas praticas, uma introdu¢io
a Biologia Celular, contribuindo dessa forma para o processo de ensino--
aprendizagem. O segundo objetivo é auxiliar o professor a ministrar de suas
aulas praticas por meio dos roteiros descritos neste livro, os quais foram
testados varias vezes e aplicados a disciplina de Biologia Celular Basica —
Pratica, da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais da Universidade
Federal da Grande Dourados, lecionada aos alunos do primeiro ano do
curso de Ciéncias Bioldgicas, Biotecnologia e Gestio Ambiental.

O livro é constituido por um sumario dividido em temas, os
quais, por sua vez, apresentam a relagdo das aulas praticas. Estas sdo
detalhadas e apresentam uma introducdo ao assunto tratado, além de
objetivos, procedimentos adotados, materiais utilizados, resultados com
fotos e legendas explicativas, discussio de cada tema e questdes a serem
respondidas pelos alunos. As referéncias bibliograficas sio apresentadas
de duas maneiras: ou sio indicadas no final de cada aula pratica — para
que o estudante possa aprofundar o assunto —, e remetidas para o final do
livro, onde se encontra uma relacdo de referéncias complementares que,
esperamos, seja de utilidade para os iniciantes no estudo da célula.

Para finalizar, é importante ressaltar que esse Caderno de Aulas Pra-
ticas ndo existiria sem a participacio dos alunos da Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais da UFGD que cursaram a disciplina de Biologia
Celular, e que muito contribufram para que cada aula pratica fosse conti-
nuamente melhorada. Também, deve-se destacar a indispensavel participa-
¢do de cada técnico de laboratério dessa Faculdade que ja participou dessas
aulas, preparando-as e organizando-as sempre de maneira muito dedicada.
E, finalmente, especial agradecimento aos professores Monica Maria Bue-
no de Moraes (FCBA) e Rodrigo Kelson Silva Rezende (FCA) pelas suges-
toes e comentarios a essa obra.

Os Autores






I. MICROSCOPIA OPTICA

Pratica 01

Estudo do microscopio optico

Introducao:

No estudo das ciéncias biolégicas, tem sido particularmente impor-
tante o uso do microscopio 6ptico (M.O.), uma vez que este instrumento
permite observagbes que estdo fora do alcance resolutivo do olho humano.
Com auxilio da microscopia, células e muitas estruturas subcelulares dos
seres vivos podem ser estudadas sob varios aspectos morfofisiolbgicos.

O microscépio éptico é constituido por duas partes: a mecinica e a
optica. A primeira, responsavel pela estabilidade e pelo suporte ao sistema
6ptico, compde-se de pé ou base, coluna ou estativa (com um parafuso
macrométrico, para uma primeira focalizagdo, e um micrométrico, para
detalhar a imagem), mesa ou platina (com charriot que movimenta a lamina
para frente, para tras e lateralmente, e parafuso, que movimenta o conden-
sador), e o tubo ou canhio (com o revolver). A parte éptica contém trés
sistemas de lentes — oculares (encaixa no tubo do M.O), objetivas (rosquea-
das ao revélver) e condensador (situado sob a platina) —, além de uma fonte
luminosa (na base) e um diafragma (alavanca abaixo da platina). A inten-
sidade da luz pode ser controlada por um botio (regulagem de 1 a 10, na
base), que regula a aproximacdo ou o distanciamento do condensador (em
relacdo a mesa), e pela abertura-fechamento do diafragma (para maior ou
menor passagem da luz). Deve-se proceder o correto manuseio do M.O,

bem como estar atento a0 seu transporte € a sua manuten(;ﬁo.



A qualidade de um microscépio estd associada ao poder de resolu-
¢do/PR (capacidade real para definir detalhes, dependente de fabricacio)
e 20 limite de resolucio/LR (capacidade tesolutiva tedrica/calculada, cot-
respondente a menor distdncia entre dois pontos para que sejam visuali-
zados separadamente).

O objeto a ser observado deve ser focalizado com o macrométrico,
para que se forme uma imagem real, invertida e aumentada (cuja riqueza
de detalhes ¢ fornecida pela objetiva). A ampliagdo total é calculada pelo
aumento da ocular (10x) multiplicado (4, 10, 40, 100x) pelo da objetiva,
resultando em 40, 100, 400 e até 1000 vezes de aumento real.

Figura 01: Microscépio 6ptico composto binocular.



Lente ocular;

Tubo binocular;

Parafuso de fixacio;

Revdlver com lentes objetivas;

Cabecote;

Brago ou coluna;

Platina ou mesa;

Condensador;

Diafragma do condensador;

Manipulador da lente do condensador;
Parafusos de centralizacio do condensador;
Porta-filtros;

Suporte para lente auxiliar;

Parafuso macrométrico e parafuso micrométrico;
Suporte da lampada;

Diafragma de iluminagcio;

Pé ou base.

Objetivos:

» Reconhecer as principais partes de um microscopio 6ptico;

» Aprender a manused-lo corretamente.

Materiais:

» Microscopio 6ptico;

» Letras de jornal recortadas;

» Lamina e laminula;

» Tesoura;

» Pinga;

» Papel filtro;

» Conta-gotas ou pipeta;
> Agua destilada.



Procedimento:

1. Recortar uma pequena letra de jornal;

2. Colocar uma gota de agua sobre a lamina, com auxilio de um
conta-gotas ou pipeta;

3. Colocar a letra de jornal (na posicio de leitura) sobre a gota de
agua;

4. Colocar a laminula na posicdo de 45° em relacdo a lamina, abai-
xando-a suavemente;

5. Caso haja excesso de liquido (fora da laminula), retird-lo com
papel absorvente;

6. Seguir as etapas de focalizacio indicadas pelo professor;

7. Desenhar nos aumentos de 40x, 100x, 400x e 1000x.

Resultados:

Aumento de 40x Aumento de 100x
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Aumento de 400x Aumento de 1000x

A letra escolhida (V) fica invertida devido ao funcionamento dos
sistemas de lentes do microscopio éptico. Nota-se que, apds a primeira
focaliza¢do, com o macrométrico na objetiva de 4x, seguida do detalha-
mento com o macrométrico nas lentes objetivas de maior capacidade, a
imagem fica muito mais ampliada, sendo possivel observar apenas bor-

rées na ampliagdo total de 1000x.

Discussao:

1. Quais as etapas de focalizagio do microscopio dptico (fotonico
de luz)?

2. Quais as principais partes de um microscopio 6ptico? B qual a
funcdo de cada umar

3. Quais as diferengas no tamanho da imagem e da 4area do campo
de visao em cada objetiva utilizada?

4. Quais as diferencas observadas, em relagdo a posicao da letra, a
olho nu e ao microscépio?

5. Por que é necessaria a utilizacdo do dleo de imersdao com a lente
objetiva de 100x?

11



6. Qual o aumento total da imagem ao se observar o objeto nas
varias objetivas?
7. Qual a diferenca entre o aumento da imagem ¢ a ampliagdo

acompanhada do poder de resolu¢ao do microscopio?

Referéncias:

ALBERTS, Bruce et al. Fundamentos da biologia celular. 2. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2006, 866 p.

BRANCALHAO, Rose Meire Costa; SOARES, Maria Amélia Menck.
Microtécnica em biologia celular. Cascavel: Edunioeste, 2004, 125 p.

JORDAO, Berenice Quinzani et al. Praticas de biologia celular. Londrina:
UEL, 1998, 163 p.

SILVA, LUCIANO KALABRIC. Pratica de laboratério. Faculdade Integrada
da Bahia. Disponivel em: <http://filer.case.edu/Ixs116/biofisio/P2.pdf>.
Acesso em: 7 fev. 2012.

SWANSON, Carl Pontius. A célula. Sio Paulo: Edgar Blucher, 1988, 148 p.
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Pratica 02

Células de cortica

Introducao:

A descoberta da célula como unidade funcional da vida s6 foi pos-
sivel ap6s a invencdo do microscopio por Van Leeuwenhoek. Com este
sistema, o cientista holandés conseguiu discernir seres microscépicos, os
quais denominou animalenlus.

Robert Hooke descreve, pouco tempo depois, as células da cortiga,
o que permitiu o reconhecimento de que todos os tecidos vivos eram for-
mados por células. Hooke observou cortes finos de cortica que se apre-
sentavam, ao microscopio, com um aspecto similar a pequenos favos de
mel empilhados. O que o cientista efetivamente viu foi a estrutura da
cortica formada pelas membranas dos alvéolos. Ele reportou também ter
observado estrutura similar em outras plantas e na madeira. Com base
nessas observacdes, criou o termo cell (célula) — da palavra latina que
significa pequena cela — para descrever a microestrutura dos sistemas bio-
légicos descobertos por ele a partir da microscopia 6ptica.

A cortica é o revestimento exterior do tronco e dos ramos do So-
breiro (Quercus suber L.), sendo constituida por células mortas, sem espa-
cos vazios entre si. Em cortes feitos radial e transversalmente, as células
da cortica apresentam-se praticamente iguais, como poligonos de 4 a 6
lados. As células exibem uma estrutura semelhante a um favo de mel, e
suas paredes laterais sio enrugadas devido a compressdo a que as células
estdo sujeitas durante o crescimento em espessura.



E preciso notar que a importancia da eula, como unidade funcio-
nal de todos os organismos vivos, s6 foi definitivamente compreendida
no séc. XIX, com a feoria celular, formulada por dois cientistas alemaes,
Mathias Schleiden e Theodor Schwann. Essa teoria defendia que todos
os seres vivos sao constituidos por células e que estas correspondem a um
tipo de “fabrica quimica”, onde se realizam todos os processos necessa-
rios a vida do organismo. Por outro lado, propunha ainda que cada célula

deriva de outra célula preexistente.

Objetivos:

» Observar a morfologia das células da cortica.

Materiais:

» Cortica (rolha);

> Gilete;

» Pinga;

> Agua destilada;

» Conta-gotas ou pipeta de pasteut;
» Laminas e laminulas.

» Papel filtro.

Procedimento:

1. Realizar um corte delgado da cortica com auxilio de uma gilete;

2. Depositar este corte em uma lamina e acrescentar uma gota de
agua destilada;

3. Iniciar a coloca¢io da laminula em posi¢ao de 45° em relagio a
lamina e abaixa-la lentamente, até que a mesma fique totalmente
sobre a lamina, evitando a formacao de bolhas de ar entre elas;

4. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente para
manter a laminula fixa;

5. Analisar em aumentos crescentes, utilizando as objetivas de 4x,
10x, 40x e 100x;

14



6. Esquematizar o material observado nos quatro aumentos do mi-

croscopio éptico.

Resultados:

Aumento de 40x Aumento de 100x

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Parede celular

2- Espaco vazio



No aumento de 400x observam-se as células da cortica, que sdo

citoplasmaticamente mortas, apresentando ar em seu intetior.

Discussao:

1. O que é célula?

2. Quem foi o primeiro cientista a designar o termo célula?

3. Como a corti¢a é observada ao microscopio 6ptico?

4. Comente sobre a teoria celular formulada por Mathias Schlei-

den e Theodor Schwann.

Referéncias:

BRITO, Armando de Sousa. Quem tramou Robert Hooke? Ciéncia e
Tecnologia dos Materiais, v. 20, n. 3/4, 2008. Disponivel em: <http://www.
scielo.oces.mctes.pt/pdf/ctm/v20n3-4/v20n3-4a07.pdf>. Acesso em: 5 jan.
2012.

CREMASCO, Selma Aparecida. Caderno Pedagdgico Sobre Material
Genético. Londrina: Secretaria de Estado de Educacio, 2008. Disponivel em:
<http://www.diaadiaeducacao.pr.gov.br/portals/pde/arquivos/918-2.pdf>.
Acesso em: 12 jan. 2012.

VIEIRA, Henrique Duarte. Analise de caracteristicas da cortica amadia
relevantes para a sua qualidade industrial. 2009. Dissertacio (Mestrado
em Engenharia Florestal e dos Recursos Naturais) - Instituto Superior de
Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa, 2009. Disponivel em:
<http://www.repository.utl.pt/handle/10400.5/1926>. Acesso em: 12 jan. 2012.

16



II. EUCARIONTES VEGETAIS

P Pratica 03

-\x‘\'\
o il
TV ’ Estudo de células da epiderme do
- catafilo de cebola (Allium cepa)
Introducao:

Célula ¢é a unidade estrutural e funcional de todos os seres vivos.
Apesar da grande diversidade existente, apenas dois padrdes celulares ba-
sicos sdo levados em consideragao: procariotas (células ndo compartimen-
tadas) e cucariotas (células mais complexas, com o material genético ot-
ganizado num compartimento/nicleo (uma endomembrana denominada
envoltério nuclear) distinto do citosol e demais compartimentos.

Todos os organismos sdo formados por células, que diferem na
forma, no tamanho e nas fun¢oes que exercem. A superficie das células
vegetais (que obedecem ao padrio estrutural eucariético) é formada pela
membrana plasmatica e pela parede celuldsica (camada mais externa, es-
pessa e rigida).

A superficie celular vegetal possui pequenas descontinuidades que
colocam uma célula em contato com aquelas que a cercam: os plasmodes-
mos, canais estreitos delineados pela membrana plasmatica e atravessados
pelo desmottbulo (estreita cisterna do reticulo endoplasmatico). Ja no ci-
toplasma, chama a aten¢io a presenca de vactolos delimitados por uma
endomembrana denominada tonoplasto. Em geral, as células vegetais
adultas possuem um unico e grande vactolo, que chega a ocupar cerca de

95% da area celular, com a fun¢do de armazenar dgua e outras substan-



cias. Também hd outras estruturas tipicas vegetais, como os plastos, que,
no caso de ndo possuirem pigmentos, correspondem aos leucoplastos
(plastos incolotes, cuja fun¢io é armazenar lipidios/oleoplastos, amido/
amiloplastos e proteinas/proteoplastos).

Em relacido ao bulbo da cebola, trata-se de um caule subterraneo
que apresenta tunicas carnudas e sobrepostas. Cada tdnica é uma folha
modificada em forma de escama, que acumula substancias de reserva. Na
superficie concava de cada uma dessas tunicas, existe uma epiderme, ou
seja, uma pelicula fina, facilmente destacavel e constituida por uma sé6
camada de células.

Porém, mesmo com a ampliacio, ndo é possivel observar muitas
estruturas celulares no interior das células da epiderme do catifilo de
Allinum cepa. Uma técnica que permite observar melhor a estrutura celular
consiste em corar a preparacdo com uma substincia especial que, neste

caso, corresponde ao lugol.

Objetivos:

» Conhecer a morfologia de uma célula eucaridtica vegetal;
» Realizar a coloragio de células vegetais;
» Diferenciar material corado e nio corado;

» Observar nucleo, citoplasma e parede celular.
Materiais:

» Catafilo de cebola;

» Placa de Petri;

» Lamina e laminula;

» Lugol ou cloreto de zinco iodado;
» Papel absorvente;

» Conta-gotas ou pipeta de pasteut;
» Pinga;

» Crondémetro ou relégio.

18



Procedimento A:

1. Destacar um pedago da epiderme do catafilo da cebola (de pre-
feréncia a parte interna);

2. Pingar uma gota de dgua sobre o material distendido;

3. Iniciar a coloca¢io da laminula em posi¢ao de 45° em relagio a
lamina e abaixa-la lentamente, até que a mesma fique totalmente
sobre a lamina, evitando a formacao de bolhas;

4. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente para
manter a laminula fixa;

5. Analisar em aumentos crescentes, utilizando as objetivas de 4x,
10x e 40x;

6. Esquematizar com amplia¢ao total de 100x e 400x para o relato-

rio, identificando as estruturas celulares reconhecidas.

Procedimento B:

1. Realizar os passos 1 e 2 do procedimento A;

2. Pingar uma gota de lugol ou cloreto de zinco iodado sobre o
material distendido, deixando corar por 5 minutos;

3. Iniciar a colocagio da laminula como descrito no procedimento
A;

4. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente para
manter a laminula fixa;

5. Analisar em aumentos crescentes de objetivas;

6. Esquematizar com ampliagao total de 100x e 400x para o relato-

rio, identificando as estruturas celulares reconhecidas.
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Resultados:

Aumento de 100x — Sem corante
1- Parede celular
2- Ntcleo
3- Citoplasma

Aumento de 100x — Com corante

Aumento de 400x — Sem corante

Aumento de 400x — Com corante

1- Superficie de células adjacentes
(membrana plasmatica + parede
celular + lamela média+ parede
celular+ membrana plasmatica)

2- Nucleo

3- Citoplasma



No aumento de 100x sem material corado, o ntcleo nio é eviden-
ciado em todas as células; ja no material corado, o nicleo é bem visivel

em todas as células.

Discussao:

1. Quais as estruturas das células da epiderme da cebola que pude-
ram ser observadas?

2. Qual a caracteristica mais importante a ser considerada para a
eficicia na observacdo de um material analisado em microsco-
pia 6ptica (que utiliza luz branca)?

3. A observacio das células é melhor quando estas estio coradas
ou nao coradas? Por qué?

4. Com que finalidade sdo utilizados os corantes? Quando o seu
uso ¢é dispensado?

5. Qual a diferenca entre corantes supravital ou vital e ndo vital?

6. Defina o preparo de laminas a fresco (# vivo) ou ndo permanen-
tes (zn vitro) e permanentes.

7. Por que é necessario fixar o material biolégico destinado ao pre-

paro de laminas permanentes?

Referéncias:

BRANCALHAO, Rose Meire Costa; SOARES, Maria Amélia Menck.
Microtécnica em biologia celular. Cascavel: Edunioeste, 2004. 125 p.

FREITAS, Eduardo. Observagao microscopica de seres vivos de uma
infusdo. Técnicas Laboratoriais de Biologia — Bloco I. Funchal: Escola
Secundaria Francisco Franco, 2003. Disponivel em: <http://fq.no.sapo.pt/
download/Observacao_de_setres_vivos_de_uma_infusao.pdf>. Acesso em: 2
abr. 2012.
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SOARES, Cristina Pacheco; SILVA, Newton Soares da. Praticas de
biologia celular. [S.l] Disponivel em: <http://biblioteca.univap.br/dados/
000001/00000147.PDF>. Acesso em: 17 abr. 2012.
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Pratica 04

Células da epiderme de
pimentao (Capsicum annuum)

Introducao:

As células vegetais sdo revestidas por membrana plasmatica de
estrutura semelhante a da animal. Externamente, possui a parede celu-
lésica (camada mais espessa e rigida). Contém ainda estruturas tipicas,
tais como plasmodesmos, plastidios, glioxissomas e vactolos de reserva
(maiores e em numero inferior aqueles das células animais, como os lisos-
somos secundarios).

Existem diversos tipos de plastidios (que podem se transformar
uns nos outros), podendo ser classificados, conforme o material que con-
tém, em cromoplastos (pigmentos nio fotossintéticos), cloroplastos (clo-
rofila e outros pigmentos fotossintéticos) e leucoplastos (incolores).

O pimentdo é um vegetal encontrado em trés tipos mais comuns:
verde, amarelo e vermelho (este ultimo ¢ um fruto rico em cromoplastos,
que s3o plastos coloridos, portadores de pigmentos diversos que estao
dissolvidos em goticulas lipidicas ou em estruturas cristalinas). As células
do pimentdo sio realmente muito didaticas para visualizagdo das estru-
turas celulares.

Os cromoplastos, de acordo com sua coloragdo, podem ser classi-

ficados em:
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e Eritroplastos (eritro = vermelho) — plastos vermelhos, cuja colo-
racdo tem predominancia de carotenos, encontrados no pimen-
tao vermelho e no tomate;

e Xantoplastos (xanto = amarelo) — plastos amarelos, com predo-
mindncia de xantofilas, encontrados principalmente no pimen-
tdo amarelo e na cenoura;

e Cloroplastos (cloro = verde) — plastos verdes, com predominan-
cia de clorofilas, encontrados, por exemplo, no pimentdo verde
e nas folhas de vegetais.

Existem ainda os plastos incolores e os leucoplastos (leuco=branco).

Objetivos:

» Observar parede celular, nicleo e cromoplastos das células.

Materiais:

» Pedacos de pimentio;

» Gilete ou estilete;

» 2 laminas e 2 laminulas;

> Agua destilada;

» Conta-gotas ou pipeta de Pasteur;
» Papel filtro.

Procedimento A:

1. Fazer um corte fino, pequeno e transparente na casca do pimen-
tao amarelo;

2. Depositar sobre a lamina e adicionar uma gota de agua destila-
da;

3. Cobrir com a laminula (retirar excesso de 4gua com papel filtro,

se necessario);



4. Observar ao microscopio nos aumentos totais de 40x, 100x,
400x e 1000x. Nos aumentos de 400x e 1000x, fechar levemente
o diafragma;

5. Para o relatério, esquematizar nos aumentos de 400x e 1000x;

6. Identificar as estruturas celulares reconhecidas.

Procedimento B:

1. Fazer outro corte, agora na casca do pimentio vermelho;

2. Seguir os passos do procedimento anterior;

3. Observar ao microscépio como anteriormente. Esquematizar
as observacoes nos aumentos de 400x e 100x, identificando as

estruturas celulares reconhecidas.

Resultados:

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Parede celular
2- Citoplasma
3- Xantoplasto
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Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Parede celular
2- Citoplasma
3- Eritroplasto

No procedimento A, com o pimentdo amarelo, observa-se os xan-
toplastos (pigmentos amarelos), a parede celular e o citoplasma. Ja no
procedimento B, com o pimentio vermelho, em vez dos xantoplastos,

visualizam-se os eritroplastos (pigmentos vermelhos).

Discussao:

1. Quais estruturas da célula foram observadas?

2. Quais tipos de cromoplastos foram observados em cada pimen-
tao?

3. Quais os tipos de cromoplastos existentes? E onde sdo encon-
trados?

4. Por que os cortes devem ser finos e transparentes?

5. Como os plastos afetam as plantas?

6. No corte observado havia camadas de células sobrepostas? Por
qué?

7. Por que foi possivel observar os plastideos do pimentdo sem a

utilizacdo de corantes?
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Pratica 05

Introducao:

A Elodea sp. ¢ uma planta aquatica submersa, encontrada na dgua
doce de regides tropicais. Esta monocotiledonea apresenta folhas com
nervuras paralelas. A Elodea é muito utilizada na observac¢do da morfologia
de células eucaridticas vegetais, cujos cloroplastos, de coloracido verde
devido a presenca de clorofila, sdo facilmente identificaveis no citoplasma.

O citoplasma se apresenta em constante movimento, proporcio-
nado pelo citoesqueleto. O movimento ¢ circular, em torno do vaciolo
central e, por isso, denominado de ciclose ou corrente citoplasmatica. A
ciclose se origina pela interagao dos filamentos de actina e miosina que
geram o movimento de particulas e organelas citoplasmaticas, possibi-
litando, por exemplo, o deslocamento dos cloroplastos de acordo com
a intensidade luminosa. Assim, estas organelas se espalham quando ha
pouca luz e se agrupam quando ha excesso de luz.

A profundidade de foco, em células de Elodea, pode ser analisada
girando-se o parafuso micrométrico, de modo a se observar dois planos
de foco.

A ultraestrutura da membrana plasmatica s6 pode ser demonstrada
através da microscopia eletronica. Porém, pode-se demonstrar sua pre-

senga em células animais e vegetais através de algumas experimentagoes,



uma vez que, dentre suas varias fungdes, ela delimita o meio intracelular
e seleciona as moléculas que devem ou nao penetrar na célula.

Quando se coloca uma célula vegetal em uma solucio, ela ganha
ou perde agua conforme o potencial hidrico (menor ou maior) em relagiao
ao do meio externo. Dessa forma, se o meio intracelular for maior (posi-
tivamente) do que o meio extra (hipertonico), a célula perdera dgua, ocor-
rendo retracdo da membrana plasmadtica até separar-se da parede (por
diminuicdo, devido a saida de 4gua, de volume vacuolar e do protoplasma
restante) fenémeno denominado plasmolise. O processo inverso, por sua
vez, ¢ denominado desplasmélise (ganho de agua pela célula ao passar do
meio hiper para hipotonico). Ambos os fendmenos s6 ocorrem porque o
protoplasma é envolvido por uma membrana dotada de permeabilidade
seletiva, que mantém a isotonia entre os meios externo e interno pela
alternancia entre transportes passivos/ ativos.

Cerca de 10% da passagem aquosa total se dd por osmose através
da bicamada lipidica, e o restante pelos canais protéicos/aquaporinas, en-
quanto a passagem de solutos (moléculas pequenas e fons) lipossoluveis
ocorre pela bicamada e a dos hidrossoluveis por canais protéicos e pro-
tefnas carreadoras, através de transportes passivo e ativo. A membrana
plasmatica, além de ser um limite fisico entre meios intra e extracelular,
ajuda a manter a isotonia entre estes (por sua permeabilidade seletiva).

A parede celular vegetal é impermeavel (ndo oferece restricdo a
passagem de 4gua e solutos, exceto moléculas muito grandes). Como os
microporos e microcapilares de sua estrutura estao cheios de agua, retida,
as moléculas gasosas nio a atravessam. No tecido que perde dgua por
evaporacio (transpiracio), as paredes celulares estardo sempre hidratadas,
ja que o fluxo de agua se da do vaciolo para a parede. As células perdem
agua, tendendo a retracdo, sem que a membrana plasmatica se separe da
parede celular, e quando ganham 4gua nio chegam a se romper devido a

rigidez da parede celular.
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Objetivos:

» Conhecer a morfologia da célula eucaridtica vegetal;

» Observar a organizaciao das células na formacio do tecido fo-
liat;

» Observar parede celular, citoplasma e cloroplastos (organelas
fotossintetizantes);

» Observar o movimento de ciclose da célula;

» Observar a profundidade de foco (células em trés dimensoes);

» Observar os fendmenos da plasmolise e da desplasmdlise em
célula vegetal;

» Verificar a existéncia da membrana plasmatica.

Materiais:

» Microscopio de luz;

» Elodea sp;

» Lamina e laminula;

> Agua destilada;

» Solucio salina 2,0%;

» Placa de Petri;

» Papel filtro;

» Conta-gotas ou pipeta de Pasteut.

Procedimento A:

1. Colocar um foliolo de E/lodea sobre uma lamina contendo uma
gota de agua;

2. Iniciar a colocacdo da laminula na posi¢ao de 45° em relagdo a
lamina, evitando a formacio de bolhas de ar. Caso haja excesso
de liquido, retirar com papel absorvente para manter a laminula
fixa;

3. Observar em aumentos crescentes (40x, 100x, 400x);
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4. Esquematizar as observagoes nas trés ultimas objetivas, identi-

ficando as estruturas celulares observadas.

Procedimento B:

1. Em uma nova lamina, colocar outro foliolo de E/odea. Em segui-
da, colocar uma gota de solugio salina 2,0% sobre o foliolo;

2. Apbs um minuto, observar ao microscopio o que acontece com
as células e desenhar nos aumentos de 100x e 400x;

3. Logo apés, acrescentar agua destilada por capilaridade no pre-
parado (colocar uma gota da solucio na borda da laminula e,
com o auxilio de papel de filtro, puxa-la para o interior do pre-

parado). Observar e desenhar nos aumentos de 400x e 1000x.

Resultados:

Aumento de 100x Aumento de 400x
1, 2 - Profundidade de foco



Aumento de 1000x

Nessas fotos, observa-se que os cloroplastos estdo proximos da
parede celular em virtude do aumento do vactolo, o que torna o cito-
plasma periférico. E onde, igualmente, se di o movimento de ciclose.
Percebe-se também, através da profundidade de foco, a sobreposi¢io das
camadas de células, sendo a regiao da camada superior indicada pela seta
(1), enquanto a seta (2) indica as paredes celulares da camada inferior no

aumento de 100x (A.).

Plasmolise

Aumento de 100x Aumento de 400x
1- Parede celular
2- Membrana plasmatica
3- Cloroplasto
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Desplasmolise

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Cloroplasto
2- Nucleo

Percebe-se, nos aumentos de 100x e 400x, referentes a plasmoli-
se (fotos D. e E.), os cloroplastos agrupados na regido central da célula
em virtude desse fenémeno. Observa-se, ainda, a evidéncia da mem-
brana plasmatica (foto E.). Nas fotos referentes a desplasmolise, os clo-
roplastos voltaram a posic¢do inicial, ou seja, proximos a parede celular

(fotos F. e G)).

Discussao:

1. Como ocorre, o que ¢ e qual a funcio da ciclose?

2. Qual a posicio dos cloroplastos da folha da Elsdea durante a
ciclose?

3. Como os cloroplastos reagem com a intensidade luminosa?

4. Como pode ser analisada, ao microscépio, a profundidade de
foco?

5. Por que nas células da E/odea observam-se diversos cloroplastos

e, nas células da cebola (aula anterior), 0 mesmo nao ocorre?
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6. Descreva o que ocorreu com as células colocadas em diferentes
solucdes.

7. Em qual solugido ocorreu a plasmolise? Explique o termo.

8. Em que momento ocorreu desplasmolise? Explique o termo.

9. Qual das solugoes ¢é a isotdnica? Por qué? O que ¢ solucio hiper
e hipotonica?

10. Por que a célula vegetal ndo se rompe em meio hipotonico?

11. Por que ¢ possivel, neste experimento, demonstrar a existéncia

da membrana plasmatica, mesmo sem conseguirmos vé-la?
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Pratica 06

Estudo de células da epiderme
inferior de Tradescantia pallida
purpurea

Introducao:

Uma célula vegetal, além da membrana plasmatica, possui parede
celular constituida basicamente por celulose, que, sendo espessa e
resistente, confere sustentagao e prote¢ao mecanica a célula.

O vacuolo ¢ uma estrutura que pode ocupar até 95% do volume
de uma célula matura. E revestido por endomembrana lipoprotéica e tem
a fung¢do de armazenar dgua e outras substancias (participa do controle
das trocas hidricas entre a célula e o meio extracelular e é responsavel
pela manutencio da pressio osmotica celular). Pode apresentar cristais
de oxalato de célcio, inclusbes que proporcionam prote¢do contra
herbivoros (por causarem irritacbes no trato digestério de vertebrados
e invertebrados quando ingeridos e também por atuarem no controle
dos niveis de calcio). Esses cristais estdo associados ao efeito toxico de
algumas plantas, tais como a comigo-ninguém-pode (Dieffenbachia picta).
Outras possiveis func¢Ses dos cristais permanecem ligeiramente obscuras,
sem prova cientifica.

Pode-se observar ainda, nesta aula, os estomatos, estruturas que

controlam a difusio de CO, e de vapor de 4gua. A absor¢do de dgua nas



plantas ocorre quando o potencial hidrico do vegetal é menor em relagio
ao potencial hidrico do solo. Essa diferenca provém principalmente da
perda por transpiragdo, processo caracterizado pela participacio dos
estomatos.

Os estdmatos se localizam principalmente na regido adaxial (infe-
rior) das folhas, podendo ainda ser encontrados, mas em menor quanti-
dade, nos caules verdes. Sao constituidos por células subsidiarias e duas
células-guardas que formam um poro ou abertura, denominada ostiolo.

A perda de agua ocorre devido a aquisicdo da luz solar e do didxido
de carbono (fundamentais no processo fotossintético), devendo ocorrer
uma exposicio da superficie foliar para maior captagdo desses. Entretan-
to, tal fato favorece a transpiragdo, pois a0 mesmo tempo que a planta
expoe a superficie foliar aos raios luminosos e ao CO, atmosférico, ha
perda de vapor de agua (e o vegetal deve controlar o balango hidrico).
Uma maneira de se evitar a perda excessiva de dgua é por meio de uma
barreira que cobre as paredes celulares externas da epiderme das folhas e
do caule, denominada cuticula.

Outra caracteristica da célula vegetal é a presenca de plastos, como
os cloroplastos (onde se localizam pigmentos, enzimas e coenzimas res-
ponsaveis pela formagdo dos compostos organicos, através do processo
da fotossintese).

A Tradescantia pallida purpurea apresenta, na epiderme de suas fo-
lhas, uma grande quantidade de estomatos, cloroplastos e vactiolos (com
cristais de oxalato de cdlcio e pigmento antocianina, que lhe confere co-
loragio roxa intensa). Ela é uma espécie bioindicadora que serve como

ferramenta do controle de qualidade ambiental do ar, solo e agua.

Objetivos:

» Observar estdbmato e ostiolo, cristais de oxalato de calcio, clo-

roplastos e vacuolos (rafides, monocristais).
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Materiais:

» Folha de Tradescantia,

» Lamina e laminula;

> Agua destilada;

» Papel filtro;

> Cloreto de zinco iodado ou lugol;

» Conta-gotas ou pipeta de Pasteut.

Procedimento A:

1. Retirar um pedago da epiderme inferior da folha de Tradescantia

e colocar em uma lamina contendo uma gota de dgua destilada;
2. Cobrir com laminula. Retirar o excesso de dgua, se necessario;
3. Observar ao microscopio nos aumentos de 40x, 100x e 400x;

4. Esquematizar para o relatério no aumento de 1000x.

Procedimento B:

1. Retirar a lamina do microscépio;

2. Colocar algumas gotas do corante lugol na borda da laminula
e, com auxilio de papel de filtro, forgar a solugdo para junto do
preparado;

3. Aguardar alguns minutos e observar novamente a0 microscopio;

4. Esquematizar as observagdes nos aumentos de 400x, identifi-

cando as estruturas celulares reconhecidas.
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Resultados:

Aumento de 1000x — Sem corante Aumento de 1000x — Sem corante

1- Réfides 1- Monocristais

Aumento de 1000x — Sem corante Aumento de 400x — Com corante
Estomato com as seguintes estruturas: 1- Célula epidérmica
1- Célula epidérmica 2- Estémato
2- Célula subsidiaria
3- Nucleo

4- Célula-guarda
5- Cloroplasto
6- Ostiolo
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Observa-se, no aumento de 1000x sem corante, cristais de oxalato
de calcio do tipo rafides (foto A), monoctistais (foto B) e estdmatos (foto
C). No material corado, com aumento de 400x, evidenciam-se mais as
células epidérmicas (foto D) e os estdmatos, com as mesmas estruturas
observadas na foto C. O uso do corante também possibilita uma melhor

visualizacio do nucleo.

Discussao:

1. Qual a fun¢io do estdbmato em células vegetais?

2. Para que serve o vaciolo em uma célula vegetal?

3. Sabe-se que ha diferengas significativas entre uma célula vegetal
e animal. Cite algumas caracteristicas presentes apenas em cé-
lulas vegetais.

4. Qual é o papel desempenhado pelos cristais ou pelas inclusoes
protoplasmaticas?

5. Qual a finalidade em se utilizar cloreto de zinco iodado na pre-

paracdo da lamina?
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: *q‘ _ Pratica 07
vy
i L
[ Teste de coloracao do amido em
: ! batata (Tuberculus tuberosae)

Introducao:

O amido é um polissacarideo cuja unidade monossacaridica é a
glicose. Esta presente na maioria dos vegetais com a funcio inicial de
armazenar energia coletada pela fotossintese. A principal razio para a
conversio fotossintética de agicar em amido é que esta forma de arma-
zenamento ¢ vantajosa para a planta, pois a molécula de amido ¢é insold-
vel em solucdes aquosas e a temperatura ambiente e, dessa maneira, nao
provoca desbalango osmotico, como o agtcar armazenado em grandes
quantidades.

Quando h4 a producido de amido, este ¢ empacotado em pequenos
granulos que variam de tamanho em funcio da fonte (mandioca, milho,
batata, etc.). Apresenta-se sob duas formas: amilose, que consiste em lon-
gas cadeias nio ramificadas, as quais, na presenc¢a de iodo, apresentam
coloracio roxo-azulada; e amilopectina, que contém cadeias altamente
ramificadas e apresentam coloragio marrom-avermelhada. Ambas estdo
presentes, em proporcOes varidveis, nos tecidos vegetais de reserva.

O amido pode ser classificado como 1) amido primario, que se for-
ma nos cloroplastos pela fotossintese, sendo ali armazenado temporaria-
mente, e como 2) amido secundario, que ¢ armazenado nos amiloplastos,

como substancias de reserva, em 6rgaos ndo expostos a luz.



O grio de amido é constituido de hilo (ponto inicial de formacao)

e lamelas ou estrias (zonas claras e escuras). Na analise microscopica,

devem ser observadas caracteristicas como a forma (esféricos, ovoides,

poliédricos, periformes, elipséides etc.), a presenca de lamelas, o tipo de

hilo (pontuado, estrelado, linear etc.) e o estado de agregacio.

O amido é encontrado em sementes, raizes, tubérculos, bulbos e,

em alguma porcentagem, nos caules e nas folhas dos vegetais. Encontra-

-se em grandes quantidades na batata, no milho, nas sementes de legumi-

nosas, nas frutas, no pao, no arroz, N0 macarrio e nNos cereais.

44

Objetivos:

» Visualizar o amido na batata;

» Observar a motfologia do amido.

Materiais:

» Batata inglesa;

> Gilete;

» Lamina e laminula;

» Corante lugol.

» Conta-gotas ou pipeta de Pasteur;
» Cronometro ou relogio;

» Papel filtro;

Procedimento:

1. Raspar, com o auxilio da gilete, o interior do tubérculo da batata;

2. A seguir, de modo homogéneo, passar o material retirado da
batatinha sobre a lamina e dilui-lo com corante Lugol;

3. Deixar o material corar por 5 minutos;

4. Cobrir com laminula;

5. Observar a lamina nos aumentos de 40x, 100x, 400x e 1000x;



6. Desenhar, identificando as estruturas celulares observadas nos
aumentos de 400x e 1000x.

Resultados:

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Hilo
2- Lamelas

Nesta aula pode-se observar a morfologia do grdo de amido pre-
sente na batata, identificando o hilo, que é o ponto inicial de formagio
das lamelas, conforme as ilustracdes da foto.

Discussao:

1. Qual a fungdo do amido nas plantas?

2. Quais as formas dos grios de amido observadas? Como se co-
ram na presenca de iodo?

3. Qual a diferenca entre amido primario e amido secundario?

4. Defina hilo e indique como a sua posi¢do varia nos grios de
amido.

5. Quais outras plantas poderiam ser usadas para a observag¢io do

amido?
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ITII. EUCARIONTES ANIMAIS

T 4 " Pratica 08

Observacao de células
descamadas da mucosa bucal

Introducao:

Membranas mucosas sdo estruturas que forram superficies umi-
das de cavidades do corpo e que se comunicam com o meio externo. A
mucosa bucal reveste toda a cavidade bucal. Apresenta células epiteliais
pavimentosas estratificadas e nio queratinizadas, com formato irregu-
lar, nicleo central e esférico, citoplasma granuloso e bordos dobrados,
quando observadas em laminas histolégicas (tais células ndo tém parede
celular rigida, tipica de células vegetais). A membrana plasmatica, por ser
muito fina, ndo é observada com microscopia éptica. Porém, evidencia-
mos a sua presenca através do limite celular.

Para a preparacio da lamina da mucosa bucal, é preciso fazer um
esfregaco na bochecha e outro na lamina de microscopia, pois isso permi-
te espalhar as células, propiciando uma melhor observagao.

Essas células, além de serem pequenas, nio apresentam contraste en-
tre os seus constituintes, por isso é necessaria a utilizagdo de corante. Sendo
assim, de acordo com os constituintes a observar, deve-se empregar o co-
rante certo. Para esta atividade, serd utilizado o azul de metileno, um coran-
te basico que atua preferencialmente sobre o nicleo, corando-o de azul. Ele
¢ um corante supravital, ou seja, usado para corar células vivas (que contém
moléculas de natureza acida e, portanto, basofilas) recém removidas do or-

ganismo, sem alterar muito sua estrutura (por ser pouco toxico).
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Objetivos:

» Preparar lamina “a fresco” das células da mucosa bucal com e

sem coloracio.

Materiais:

» Palitos de madeira (Swab);

» Lamina e laminula;

» Solucio salina 2%;

» Azul de metileno;
» Papel de filtro,
» Conta-gotas ou pipeta de Pasteut.

Procedimento A:

1.

Raspar a mucosa bucal com o auxilio de um palito de madeira

(Swaby);

. Com o material colhido fazer um esfregaco fino e transparente

sobre uma lamina seca;

. Deixar a lamina secar movimentando-a no at;
. Pingar uma gota de solugdo salina sobre o material;

. Cobrir com laminula e observar ao microscépio nos aumentos

de 40x, 100x e 400x;

. Esquematizar o material observado no aumento de 400x.

Procedimento B:

. Retirar a lamina do microscépio;

. Substituir, por capilaridade, a solugdo salina da mesma prepara-

¢do pelo corante azul de metileno;

. Esperar cinco minutos para corar bem e, em seguida, observar

20 microscopio;

. Esquematizar o material observado nos aumentos de 100x, 400x

e 1000x, identificando as estruturas celulares reconhecidas.



Resultados:

Aumento de 400x — Sem corante Aumento de 100x — Corante

L]
-
re
T - i ——
Aumento de 400x — Corante Aumento de 1000x - Corante
1- Limite celular da célula de cima 1 - Nucleo da célula de cima
2- Limite celular da célula de baixo 2 - Ncleo da célula de baixo

3 - Citoplasma granuloso

No material ndo corado, com aumento total de 400x (foto A.), as
estruturas celulares ndo apresentam um bom contraste de cor. Ja no ma-
terial corado, o nucleo é melhor evidenciado em relagdo ao citoplasma
granuloso. Ndo ¢é possivel visualizar a membrana plasmatica em decor-

réncia de sua espessura ser ultrafina: entdo o que se vé ¢ o limite celular.
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Observam-se dois nucleos porque duas células estdo sobrepostas, pois

nio foram devidamente espalhadas no momento do esfregaco.

Discussao:

—_

. Quais as estruturas observadas nas células coradas e nio cora-
das?

2. Qual foi a agdo do corante supravital utilizado nas células?

3. Foi possivel observar a membrana plasmatica? O que é o limite
celular?

4. Qual a diferenca entre o citoplasma das células epiteliais da mu-
cosa bucal e o das células vegetais?

5. Descreva a forma das células da mucosa bucal.

6. Qual a forma do nicleo e que posicdo ocupa nessas células?

7. Por que ha a necessidade de fazer o esfregaco para observacio

adequada dessas células?
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Pratica 09

Estudo de osmose em célula animal

Introducao:

O sangue ¢ composto basicamente de duas por¢des: o plasma (li-
quido corporal extracelular no interior de vasos sanguineos, contendo
dgua, outras moléculas e fons) e células sanguineas dos tipos leucécitos,
plaquetas/fragmentos de megacaridcitos e hemacias (cerca de 4,5 milhoes
por mL de sangue no homem e 4,0 milhées por mL na mulher). As he-
macias de mamiferos (ou eritrocitos, ou glébulos vermelhos) sao células
maturas, altamente diferenciadas (anucleadas sem organelas citoplasma-
ticas, ndo se dividem e possuem um tempo médio de vida de 120 dias)
e apresentam-se a0 microscopio 6ptico como discos biconcavos (cujas
concavidades dio a falsa impressio da presenca do nucleo).

Dentre as varias fung¢des da membrana plasmatica, destaca-se a
delimitacdo do meio intracelular e a selegdo de moléculas que devem ou
nio penetrar na célula, a chamada permeabilidade seletiva. Portanto, o
solvente (dgua) se difunde na membrana através de um sistema de trans-
porte chamado osmose, tanto pela bicamada lipidica (em menor propor-
¢do) como pelas proteinas integrais do tipo canais aquaporinas (em muito

maior proporgao).



Em solucio isoténica, a célula ndo tem seu volume nem sua for-
ma alterada, pois o liquido extracelular tem uma concentragio de soluto
semelhante aquela do interior da célula (0,9 %). Em solucio hiperto-
nica, o liquido extracelular tem uma concentra¢ao maior de soluto que
o meio intracelular. A célula perde agua e murcha devido a diminuicao
do volume, a membrana plasmatica se desprende da parede celuldsica
rigida (em células vegetais) e o citoplasma separa-se deste — fendme-
no chamado plasmdlise. Ja em solucdo hipoténica (meio extracelular
menos concentrado em soluto que o intracelular), ha ganho de agua
e aumento do volume celular, ou seja, a célula fica targida (em células
vegetais ocorre a desplasmélise, aumento de volume). Este processo de
osmose ocorre para manter o equilibrio osmético entre os meios intra
e extracelular.

Células animais em meio hipoténico podem se romper (lise ce-
lular), pois a membrana plasmatica ndo suporta a absor¢io de solvente
em excesso, processo que, no caso das hemacias, é chamado de hemolise
(em células vegetais, tal fato geralmente nio ocorre, devido a presenca de

parede celular espessa e rigida).

Objetivos:

» Analisar a morfologia das hemiacias em diferentes solugdes sali-
nas, obtendo-se uma evidéncia indireta da presenca da membra-

na plasmatica.

Materiais:

» Algodio;
» Alcool iodado;
» Microlanceta descartavel;

» 2 Liminas e 2 laminulas;
» Solucoes de cloreto de sédio 0,4%, 0,6%, 0,9% e 2,0%;
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» Conta-gotas ou pipeta de Pasteur;
» Papel de filtro.

Procedimento A:

1. Passar algoddo embebido em dlcool iodado no dedo indicador;

2. Com o auxilio de microlanceta descartavel, furar a ponta do
dedo indicador;

3. Colocar uma gota de sangue em uma limina com uma gota de
NaCl 0,9% e cobrir com laminula;

4. Observar a morfologia das hemacias e fazer desenho esquema-
tico no aumento de 400x;

5. Com um conta-gotas, colocar uma gota de NaCl 2,0% na borda
da laminula e, com auxilio de papel de filtro, for¢ar a solugio
para junto do preparado;

6. Observar o comportamento das hemadcias e desenhar no au-
mento de 400x e 1000x;

7. Em outra lamina, colocar uma gota de sangue com solu¢io de
NaCl 0,6%, observar e desenhar no aumento de 400x;

8. Em seguida, acrescentar solu¢io de NaCl 0,4%, por capilarida-
de, ao preparado;

9. Observar o que acontece com as hemacias e desenhar nos au-
mentos de 400x e 1000x.
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Resultados:

Aumento de 400x — NaCl 0,9% Aumento de 400x — NaCl 2,0%
1- Limite celular 1- Hemadcias crenadas
2- Biconcavidade central (enrugadas devido a saida de dgua)

Aumento de 1000x — NaCl 2,0% Aumento de 400x — NaCl 0,6%
(Hemacias enrugadas) 1- Aumento de volume celular



4 :,-'
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Aumento de 400x — NaCl 0,4% Aumento de 1000x — NaCl 0,4%
1- Hemolise 1- Hemolise

No meio isotonico (NaCl 0,9%), as hemacias aparecem em forma
de disco e com biconcavidade, sendo que, dentre elas, algumas aparecem
de lado, pois estio em movimento. Em meio hipertonico (NaCl 2,0%),
ocorre a perda de agua, logo, as hemdcias ficam murchas. No meio hipo-
tonico (NaCl 0,6%), por outro lado, ocorre o ganho de dgua. As células
ficam targidas e chega mesmo a ocorrer o seu rompimento (hemdlise),

como se pode observar no aumento de 1000x com NaCl 0,4%.

Discussao:

1. Como ¢ a morfologia das hemacias colocadas em meio isotonico
(NaCl 0,9% — igual ao do soro sanguineo)?

2. Quando se mistura o sangue com uma solucio de NaCl 2,0%, o
que acontece com a membrana das células?

3. Quanto a concentra¢io de 2,0%, que denominag¢io recebe este
meio?

4. Quando os meios (NaCl a 0,6% e 0,4%) sao menos concentra-

dos que o soro sanguineo, o que acontece com as hemacias?
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5. Quanto a concentracao de 0,6% e 0,4%: que denominagio rece-
be esse meio?

6. Por que a célula libera agua do citoplasma durante o murcha-
mento e a absorve durante a turgescéncia?

7. O que ¢ hemdlise?
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Pratica 10

Mitocondrias dos leucocitos

Introducao:

O sangue ¢ formado por células, plaquetas (fragmentos celulares)
e uma parte liquida chamada plasma. As células sanguineas sio divididas
em: globulos vermelhos, ou hemacias, ou eritrécitos; globulos brancos
ou leucécitos; e plaquetas. Os leucocitos sao um pouco maiores que as
hemicias e estdo presentes no sangue periférico, no qual siao divididos
em dois grandes grupos: os granulécitos polimorfonucleados, que sao re-
presentados pelos neutréfilos, eosinéfilos e basofilos; e os agranulécitos
mononucleados, que sdo os linfécitos e mondcitos.

O ndmero de leucécitos por milimetro de sangue no adulto not-
mal é de 4.000 a 10.000. A principal fun¢ao dos leucdcitos é proteger o
organismo, de maneira imunitaria, contra agentes patolégicos causadores
de doengas, como é o caso da infec¢do por micro-organismos (ocorrendo
producio de anticorpos).

As mitocondrias sdo organelas que estdo presentes no citoplasma
de todas as células eucarioticas aerdbicas, local onde se realiza a fosforila-
¢do oxidativa, ou seja, a conversdao de alimento (substancias organicas) e
O, nos produtos finais CO,, H,O e liberacio de energia para a producio
de ATP (adenosina trifosfato). Elas sdo identificaveis em leucécitos cora-

dos, podendo ter formas e tamanhos variados.



Quanto maior a necessidade de energia celular, como ¢ o caso de

células musculares, maior ¢ a sintese de ATP e, consequentemente, maior

¢ o nimero de mitocondrias. Essas organelas sdo plasticas e se movi-

mentam no citoplasma celular dirigindo-se, frequentemente, aos locais da

célula onde hd maior demanda de energia.
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Objetivo:

» Verificar a presenca das mitocondrias no citoplasma dos leuco-
citos;

» Conhecer a morfologia dessas organelas citoplasmaticas (seme-
lhantes a células procariéticas, o que explica sua origem por en-
dossimbiose de bactérias aerdbias);

» Conhecer a morfologia dos leucdcitos.

Materiais:

» Laminas e laminulas;

» Papel filtro;

» Conta-gotas ou pipeta;

» Microlancetas descartiveis e estéreis;

» Palitos de madeira;

> Alcool iodado (para desinfeccio dos dedos);
» Corante Verde Janus;

» Crondémetro ou relégio.

Procedimento:

1. Colocar uma gota do corante verde janus sobre a lamina e espe-
rar cerca de 10 minutos;

2. Passar algodao embebido em alcool iodado no dedo indicador;

3. Com o auxilio de microlanceta descartavel, furar a ponta do
dedo indicador;

4. Acrescentar uma gota de sangue sobre o residuo do corante na

lamina, misturando com palito de madeira;



5. Cobrir cuidadosamente com laminula, evitando a formacgao de
bolhas de art;

6. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente;

7. Esquematizar o que for observado nos aumentos de 100x, 400x
e 1000x.

Resultados:

Aumento de 100x Aumento de 400x
1- Leucécito

Aumento de 1000x
Leucocito (1, 2 e 3)
1- Nucleo
2- Citoplasma
3- Mitocondria
4- Hemacia
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O corante Verde Janus destaca os leucocitos; com isso as hemacias
ficam apagadas. As mitocondrias sdo visivels no citoplasma dos leuco-
citos por apresentarem uma movimentacdo durante a sua observagio e,
com este tipo de corante, consegue-se visualizar as mesmas como sendo

pequenos pontos com coloragdo preta esverdeada.

Discussao:

. Qual a funcdo das mitocondrias?
. Fale sobre o total de mitocondrias nos diferentes tipos celulares.

. Descreva as mitocondrias observadas através da microscopia de luz.

1

2

3

4. Qual a funcido do corante Verde Janus nesse preparado?

5. Descreva a morfologia dos leucdcitos.

6. Qual a funcio dos leucécitos?

7. Normalmente, qual o total de leucécitos por mililitro de san-
gue? O que pode significar uma quantidade muito alta ou muito
baixa de leucécitos?

8. Fale sobre os tipos de leucécitos existentes.
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Pratica 11

Estudo de células da escama de peixe

Introducao:

As escamas dos peixes possuem origem dérmica, diferente das en-
contradas nos tetrapodes, que tém sua formagio a partir da epiderme. Sdo
estruturas em forma de placa achatada, que se dispdem no tegumento como
uma armadura protetora. Estdo presentes em peixes, répteis e aves. Em
peixes, as escamas podem ser placoides (peixes cartilaginosos), parecidas
com dente de mamiferos, pois apresentam esmalte e dentina; ou dérmicas
(peixes Gsseos), originadas pelas células da derme e recobertas por uma fina
camada de células epidérmicas que protegem contra choques e ataques de
outros animais. O peixe ideal para ser utilizado nesta pratica é o lambari
Astyanax sp., que possui escama do tipo dérmica e de formato cicléide.

Na parte superior da derme, proximas a epiderme, estdo os mela-
nécitos, células dendriticas, produtoras de melanina, proteina que corres-
ponde a um pigmento de colora¢io marrom escura, o que possibilita a
camuflagem destes animais.

Quando o melanossomo (vesicula produzida pelo sistema de Gol-
¢i, onde se inicia a produgdo de melanina) esta cheio de melanina, passa
a receber o nome de granulo de melanina. O horménio que regula a
producdo de melanina nos melanécitos é o MSH (hormonio estimulan-

te de melandcito), de natureza protéica e produzido na hipédfise, sendo



transportado até os cromatéforos através da circulagdo. Este hormonio
dispersa os granulos de pigmento, promovendo alteragao da cor do tegu-
mento em vertebrados ectotérmicos.

Os melandcitos ou melanéforos sio um tipo de cromatéforos (cé-
lulas que contém pigmentos que refletem a luz). Quando maturos, po-
dem se dividir em diferentes classes segundo a cor que refletem: xant6-
foros (amarelo), eritréforos (vermelho), iridéforos (iridiscente), leucoforos
(branco), melanéforos (negro/marrom) e ciandforos (azul).

As células também possuem a armacdo protéica chamada citoes-
queleto, responsavel por manter sua forma, sua organiza¢ao do espaco
interno bem como sua capacidade de movimentacio. F composto por
trés tipos principais de filamentos: actina (estruturais e contrateis), inter-
mediarios e microtibulos (ambos estruturais). Estes ultimos, auxiliados
por proteinas acessorias, transportam os granulos de pigmento ao longo

de toda a célula, ajustando a cor do animal.

Objetivos:

» Conhecer a morfologia da escama de peixe;
» Observar cromatoéforos, dentre eles os melandcitos ou melané-
foros;

» Observar os pigmentos de melanina.

Materiais:

» Aquitio;

» Anticloro;

» Puci;

» Peixe pequeno, de preferéncia lambari;
» Pinca;

» Solucio de Cloreto de Sodio a 0,6%;
» Lamina e laminula;

» Papel filtro;

» Conta-gotas ou pipeta de pasteut;
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Procedimento:

1. Utilizar um aquario e, para cada 1L de agua, usar uma gota de
anticloro;

2. Com auxilio de um puca, capturar o peixe (se possivel, o lam-
bari);

3. Retirar, com uma pinga, uma escama do peixe. Nao é necessario

mata-lo;

. Colocar essa escama em uma lamina de microscopia;

. Pingar uma gota de NaCl 0,6% sobre a escama;

. Cobrir com laminula, evitando a formacao de bolhas;

Retirar o excesso com auxilio de papel filtro;

. Analisar nos aumentos de 40x, 100x, 400x e 1000x;

© 0 N Ul A

. Esquematizar nos aumentos de 40x e 1000x para o relatério,

identificando as estruturas celulares reconhecidas.

Resultados:

.fl B =
i Foos
{ %
| _J
Aumento de 40x Aumento de 100x
1- Melandcito 1- Melandcitos

2- Linhas de crescimento
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Aumento de 100x
3- Melandcitos
4- Linhas de crescimento

D. E.

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Melandcito 1- Melandcito
2- Melanina 2- Melanina

3- Xantoforo

Na primeira foto (A) é possivel observar os cromatéforos do tipo

melandcitos, com aspecto de estrelas pretas. A segunda foto mostra o
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centro da escama do peixe e as estrias de crescimento. E, nas duas ultimas
fotos (D e E), visualizam-se os xantéforos (coloragao amarela), os mela-

néforos ou melandcitos e os pigmentos de melanina (coloragio preta).

Discussao:

—_

. Quais estruturas celulares da escama do peixe puderam ser
observadas?

. O que ¢ cromatéforo?

Como os melandcitos sdo visualizados ao microscopio 6ptico?

Como se da a coloracdo nos peixes?

. Quais as divisdes do cromat6foro?

NS T U N

. O que ¢ citoesqueleto?
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IV. CELULAS PROCARIONTES

(Reino Bactéria)

..... Pratica 12

- . Observacao dos tipos de bactérias
do iogurte

Introducao:

Geralmente quando se fala em bactérias, associamo-las a doengas:
contudo, nem todas sio nocivas a satude. Muitas delas sio importantes para
o equilibrio da natureza e algumas espécies sao de grande utilidade para
o homem. Dentre estas, pode-se destacar os lactobacilos (empregados na
preparacio de coalhada, iogurte, queijo, manteiga, creme, entre outros). As
bactérias do iogurte obtém energia pelo processo de fermentagao lactica (o
qual ndo requer O,) que corresponde a0 processo de degradacio anaerdbi-
ca da glicose em 4acido pirdvico, gerando energia para formacao de 2ATP e
do produto organico final. Elas metabolizam a lactose do leite produzindo
o 4cido lactico. A lactose, a0 acumular-se no 4cido, se dissocia em lactato
e H' (prétons), acidifica o meio e desnatura a proteina do leite/caseina,
provocando a sua precipitacdo e a alteracio do leite (agao deletéria).

Dois importantes géneros de bactérias fermentadoras do acido 14-
tico sdo Streptococcus € Lactobacillus, que pode resultar tanto na deterioragao
de alimento como também na producdo do iogurte a partir do leite (cujas
proteinas sdo degradadas durante o processo de maturacio, ou seja, du-

rante a preparacio dos produtos licteos).



Assim, a principal fun¢io das bactérias lacticas € a acidificagao de
produtos alimentares em um pH préximo de 4, impedindo o desenvolvi-
mento de bactérias indesejaveis. Isso permite que o periodo de conserva-
¢do desses produtos seja muito maior que o de produtos cuja matéria-pri-
ma tinha sido fermentada.

Existem muitas formas de bactérias, tais como bacilos (forma de
bastao), cocos (forma esférica ou oval), espirilos (forma helicoidal) e vibri-
oes (forma de virgula). Quando os cocos se dividem, podem permanecer
em pares, formando os diplococos; por outro lado, os estreptococos pet-
manecem ligados em cadeia. Outras se dividem em dois, trés ou multiplos
planos, produzindo, respectivamente, as formas tétrades (grupo de qua-
tro células); sdo elas as sarcinas (grupo de oito células, em forma de cubo),
os pneumococos (colonia de dois cocos na forma de chama de uma vela),
os gonococos (colonia de dois cocos em forma de rim) e os estafilococos
(forma de cachos de uvas). Grande parte dos bacilos é encontrada isolada,
mas também podem ser observados os diplobacilos e os estreptobacilos.
As formas mais encontradas no iogurte sio os cocos, diplococos, estrep-

tococos, bacilos e diplobacilos.

Objetivos:

» Conhecer a morfologia de procatiotos e sua organizacio

colonial.

Materiais:

» Lamina e laminula;

» logurte natural;

> Agua destilada;

» Conta-gotas ou pipeta de Pasteur;
» Palitos de fosforo ou de dente;

» Papel filtro;

» Crondémetro ou reldgio.
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Procedimento A:

1. Colocar uma gota de iogurte natural sobre uma lamina;

. Pingar uma gota de agua destilada e homogeneizar com o auxi-

lio de um palito;

. Iniciar a coloca¢io da laminula na posi¢do de 45° em relagio a

lamina e abaixar lentamente, até que a mesma fique totalmente

sobre a lamina, evitando a formacao de bolhas de at;

. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente para

manter a laminula fixa;

. Proceder as etapas de focalizagao, utilizando os aumentos totais

de 40x, 100x, 400x e 1000x;

. BEsquematizar, para o relatério, nos aumentos de 400x e 1000x.

Procedimento B:

SN U A~ W

-

. Sobre uma lamina, colocar uma pequena porcio de iogurte;

. Pingar uma gota de agua e dissolver bem. Fazer um esfregaco,

tomando-se o cuidado de identificar o lado da lamina no qual se

encontra o esfrega(;o;

. Secar bem a lamina, podendo utilizar chapa aquecida;
. Pingar 3-4 gotas da mistura alcool-cloroférmio;
. Secar o preparado movimentando a limina no ar;

. Em seguida, pingar 2 gotas de azul de metileno, espalhando-o

pela lamina;

. Aguardar 5 minutos e lavar com 4agua destilada;

. Limpar o excesso de 4gua e levar ao microscépio para observa-

¢ao nos aumentos totais de 40x, 100x, 400x e 1000x. Fechar um

pouco o diafragma ap6s a localizacdo do material;

. BEsquematizar o material observado, identificando as estruturas

celulares reconhecidas nos aumentos de 400x e 1000x.
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Resultados:
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Aumento de 400x Aumento de 1000x

1- Estreptocos
2- Diplococos
3- Substrato do iogurte

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1- Cocos
2- Diplococos
3- Estreptocos
4- Substrato do iogurte

70



No material ndo corado, as bactérias ficam se movimentando, pois
estdo vivas e sdo de coloragio clara. Ja no material corado, elas se fixam

e, portanto, sua visualizacio é melhor, pois se destacam.

Discussao:

. Qual a funcio das bactérias do iogurte?
. Quais as formas de bactérias encontradas no iogurte?

. Quais as diferencas na morfologia das bactérias encontradas?

H LN =

. Como diferiu a visualizagdo das bactérias nos dois procedimen-
tos? Justifique a redu¢io da abertura do diafragma.
5. As bactérias observadas, em ambos os procedimentos, estavam
vivas ou mortas?
6. Por que se deve aguardar 5 minutos ap6s a utilizacdo do corante
para visualizar o material?

7. Por que, a0 final, se deve lavar o preparado com 4agua destilada?

Referéncias:
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Microtécnica em biologia celular. Cascavel: Edunioeste, 2004. 125 p.

JORDAO, Berenice Quinzani et al. Praticas de biologia celular. Londrina:
UEL, 1998. 163 p.

JUNQUEIRA, Luis Carlos Uchoa; CARNEIRO, José. Biologia celular e
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ROMEIRO, Reginaldo da Silva. Identificagiao de bactérias fitopatogénicas.
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Pratica 13

B Observacao de células da mucosa
oral pela técnica de Gram

Introducao:

A coloragio de Gram (assim designada em memoria de Hans
Christian Joachim Gram, bacteriologista que desenvolveu este proce-
dimento em 1884) agrupa as bactérias nos tipos Gram positivo ou ne-
gativo, sendo um dos métodos mais empregados para classifica-las. Tal
classificacdo baseia-se em diferencas na constituicdo molecular da pa-
rede celular de ambos os tipos bacterianos, pois, devido a propriedade
da parede, estas células comportam-se de maneira diferente diante da
coloracio de Gram.

A parede das células Gram-positivas, as quais se coram em roxo,
¢ simples, sendo constituida por uma espessa camada de peptidoglicanas
(cadeias peptidicas ligadas a uma cadeia de hidratos de carbono), o que lhe
da rigidez e resisténcia. Ex.: Bactérias lacteas: Lactobacillus (fermentagao
do acido lactico a partir do leite), Streptococens (bactérias fermentadoras do
acido lactico); Clostridinm botulininm, Clostridium tetani, etc.

Ja a parede das células Gram-negativas ¢ bastante complexa, for-
mada pelas seguintes camadas, de dentro para fora: (1*) peptidoglicanas,
mais delgada do que nas bactérias Gram-positivas; (2%) uma camada de

lipoproteinas; (3%) membrana externa de estrutura trilaminar, como as



demais membranas celulares, porém de estrutura peculiar, pois os fos-
folipidios de seu folheto externo sdo substituidos por lipopolissacaride-
0s/LPS. Estes ultimos chegam a constituir uma (4*) camada (com fun-
¢do protetora), formando forte barreira impermeavel em volta da célula.
Como exemplo, podemos citar as bactérias entéricas que resistem as en-
zimas hidroliticas e aos sais biliares do tubo digestivo. Essa membrana
externa contém moléculas proteicas denominadas porinas, que sao canais
por onde penetram diversas substancias, aminoacidos e agucares. Tais
células gram-negativas retém a cor roxa e, para facilitar sua visualizacio,
sdo coradas em vermelho com safranina ou fucsina (que nio altera a cor
roxa fixada pelas das Gram-positivas, presentes no mesmo material a ser
observado). Ex: Salmonela typhi, Neisseria gonoerreae, Escherichia colt, 1/ibrio
cholerae, etc.

A constitui¢ao da parede celular bacteriana se d4 por meio de um
complexo de proteinas e polissacarideos, o qual resulta numa camada
espessa, resistente e rigida, que envolve a membrana plasmatica. Esta
membrana, presente em todas as bactérias (exceto nas micoplasmas), é
responsavel pela forma celular e pela protecio mecinica contra a ruptura
e a penetracdo de virus. Por outro lado, por ser permeavel, facilita a en-
docitose (entrada de substancias, em um processo de nutricdo da célula),
mas também a exocitose (processo que compreende a saida de moléculas
produzidas/secre¢io e daquelas excretadas/clasmocitose). A parede con-
tém diversos determinantes (proteinas antigenos, que sdo utilizadas para
identificacio das bactérias).

Esta coloragao é um importante teste realizado em laboratérios,
sendo um recurso auxiliar no diagnostico de doencas bacterianas. A colo-
racdo de Gram envolve uma série de procedimentos antes que se chegue
a etapa final de leitura da lamina preparada.

Nessa técnica, sdo atualmente utilizadas as seguintes substincias
quimicas: o cristal violeta (violeta de metila) e o lugol, que coram em roxo
as células Gram-positivas; o dlcool etilico 99,5° responsavel por retirar o
excesso dos corantes que nio se ligaram as paredes celulares; e, por fim,

a safranina, cuja fungio é a de corar em vermelho as células Gram-ne-
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gativas (sem alterar a coloracido roxa fixada por células Gram-positivas,

coradas anteriormente).

Objetivos:

» Observar como as células eucariontes e procariontes se compot-
tam em relacdo a colora¢iao de Gram;

» Conhecer a morfologia dos procatiotos.

Materiais:

» Espatula de madeira;

» Lamina e laminula;

» Cristal violeta;

» Lugol;

» Safranina;

> Alcool;

» Cronometro ou relégio;

» Conta-gotas ou pipeta de pasteut;
> Papel filtro.

Procedimento:

1. Logo depois de realizado o bochecho, retirar células da mucosa
bucal raspando-a com uma espatula de madeira;

2. Apoiar o palito contendo o material colhido sobre uma lamina
de microscopia;

3. Deslizar o palito sobre a lamina, de maneira que o material co-
lhido seja deixado na por¢ido central da mesma, preparando-se
assim um esfregaco;

4. Deixar secar (balangar a lamina no ar para secar mais rapido);

5. Proceder a coloracio, adotando os seguintes passos:

75



a. Corar com cristal violeta — 2 gotas por 1 minuto; em seguida
lavar com agua;

b. Corar com lugol — 2 gotas por 1 minuto; em seguida lavar com
agua;

c. Acrescentar alcool — 2 gotas por 30 segundos; em seguida lavar
com agua;

d. Corar com safranina —2 gotas por 1 minuto; em seguida lavar

com agua.

6. Colocar a laminula e leva-la ao microscépio para observagio;

7. Esquematizar os desenhos nos aumentos de 400x e 1000x.

Resultados:

Aumento de 400x Aumento de 1000x
1-  Célula da mucosa bucal 1- Bactéria Gram-positiva
2- Nucleo 2- Bactéria Gram-negativa

3- Bactérias

Ao microscopio, as bactérias Gram-positivas aparecem coradas em

violeta escuro e as Gram-negativas em vermelho ou rosa escuro.
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Discussao:

I

. Pela classifica¢ao de Gram, quais tipos de células foram obser-

vados?

. Qual a diferenca observada entre as células Gram-positivas e

Gram-negativas ap0s a aplicacio da bateria de corantes?

. A que se deve a diferenca observada entre os dois tipos de bac-

térias coradas pelo método de Gram?

. Qual a funcido de cada corante e do 4lcool na técnica de colora-

¢do de Gram?

. Qual a importancia pratica de classificar as bactérias em Gram-

-positivas e Gram-negativas?

. Como ¢ feito e qual é o objetivo do esfregaco?

. Justifique por que ocorre a diferenciagdo de coloracdo entre as

duas células: bacteriana positiva e eucarionte da mucosa bucal.

. Ao se observar uma célula eucarionte animal, por que as bacté-

rias gram-negativas (ap6s coloracio de Gram) nio se mostram

tao evidenciadas/distintas quanto as bactérias gram-positivas?
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V. CELULAS EUCARIONTES

(Reinos Fungi e Protista)

Pratica 14

Células de levedura em
fermento biologico

Introducao:

Os fungos sdo seres vivos eucariontes, unicelulares (como as le-
veduras) ou pluricelulares (filamentosos ou bolores, cujos filamentos sao
denominados hifas e, em conjunto, recebem o nome de micélio). Tam-
bém sio denominados tal6fitos, por possuirem talos (corpo vegetativo de
fungos, destituido de caule, raiz ou folhas legitimas) e por serem despro-
vidos de clorofila ou qualquer outro pigmento fotossintético. Sdo, ainda,
heterétrofos; nao contém tecido verdadeiro e possuem colora¢io variada
(esbranquicados, avermelhados, pretos, etc.).

Sio divididos em quatro grupos: Ascomycota, Basidiomycotas, Zigo-
micota e os fungos de reproducdo incerta, denominados Deuteromycetos.
Quanto ao modo de vida, podem ser: parasitas, quando causam danos
ao hospedeiro animal (doen¢as denominadas de micoses) ou vegetal (do-
engas como ferrugem, verrugose, etc.); saprofitas, quando utilizam maté-
ria organica em decomposicdo para retirar substincias nutritivas, como,
por exemplo, “cogumelos de chapéu” ou “orelhas de pau”; e simbiontes,

quando se associam a cianobactérias para formar os liquens.



Muitas espécies de fungos tém sido testadas e utilizadas para a pro-
ducio de substancias de interesse industrial ou médico: o etanol, o acido
citrico, o acido gluconico, os aminoacidos, as vitaminas, os nucleotideos e
os polissacarideos sdo exemplos de metabélitos primarios produzidos por
fungos; os antibidticos, por sua vez, constituem importantes metabdlitos
secundarios.

Além da sua vasta aplica¢do em industrias de fermentacio, novos
aspectos biotecnolégicos tém sido explorados, inclusive os de carater
ambiental, ou seja, os fungos podem atuar como agentes benéficos para
a melhoria do meio ambiente. Por exemplo: no tratamento de residuos
liquidos e na biorremediacdo de solos poluidos, na produgio de bio-
massa (incluindo proteina comestivel) ou o seu emprego no controle
biolégico.

As leveduras, fungos com uma forma oval, sofrem influéncia na
presenga de oxigénio (O,), jd que este gis determinard o modo como elas
obtém energia. Assim, a0 se encontratem na presenca de O, realizam
respiragao aerdbia; de outro modo, realizardo fermentagio alcodlica, de
modo que tém uma grande importancia na industria, nomeadamente na
produgio de pao e bebidas alcodlicas, como a cerveja.

Estes seres unicelulares reproduzem-se assexuadamente, através
de um processo chamado de gemulagdo ou brotamento (quando a nova
célula origina-se de uma protuberincia, ou gema, a partir da célula-mae),
de forma bastante rdpida quando em condicGes favoraveis (na presenca

de glicose).
Objetivos:

» Observar culturas de fungo unicelulares no microscépio 6ptico;

» Observar a divisao celular mitética em fungos.
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Materiais:

» Fermento biologico;

> Agua morna;

> Acucar;

» Lamina e laminula;

» Lamparina;

» Violeta genciana;

» Crondémetro ou reldgio;

» Conta-gotas ou pipeta de pasteut;
» Papel filtro.

Procedimento:

1. Dissolver uma por¢do (£5g) de fermento bioldgico em dgua
morna (F50mL);

2. Adicionar agucar, deixando descansar de 15 a 20 minutos;

3. Pingar uma gota da suspensio sobre uma lamina, cobrir com a
laminula e observar ao microscépio;

4. Esquematizar as observacOes nos aumentos de 400x e 1000x;

5. Em seguida, retirar a laminula e fixar o material, passando a
lamina sobre uma chama;

6. Corar com violeta genciana durante 5 minutos;

7. Lavar rapidamente em agua corrente, cobrir com laminula nova
e observar a0 microscopio;

8. Esquematizar as observac¢oes nos aumentos de 400x e 1000x.
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Resultados:

B.
s
-7
o )
.'.._‘-! 5 C s "‘!.
2
1S
z 4 o .
4 ]
fiE ,{\ )
4] N ¢
k 1"1'1?:' o = y
@
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1- Levedura
2- Brotamento

Aumento de 400x — Com corante Aumento de 1000x — Com corante
1- Brotamento

No material ndo corado (fotos A e B), as leveduras estio vivas,

portanto estdo realizando o processo de divisao celular. Por outro lado,
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quando ocorre a fixacdo para a observacdo do material corado, as células
morrem, fazendo com que as que entdo estavam se dividindo fiquem
paradas; com isso, visualizam-se melhor essas células e sua divisio por
brotamento (fotos C e D).

Discussao:

—_

. Qual a espécie do organismo observado nesta pratica?

[\

. Quais as principais diferencas entre uma célula eucariotica e

procaribticar?

[S¥]

. Quais as diferencas na visualizagdo da suspensdo antes e apos a
fixacdo?
4. Vocé observou a reprodugdo das leveduras? Qual é o tipo de

reprodugdo e como ocorre?

921

. Como vocé define os fungos?

()

. Quanto ao modo de vida, como os fungos se classificam?
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Pratica 15

Identificacao de varios tipos de
protistas

Introducao:

Os protozoarios sio organismos eucarioticos unicelulares que vi-
vem em diversos ambientes como a agua doce, a salgada e a terra. Podem
ser de vida livre, parasitas e mutualistas, ou comensalistas em plantas e
animais. A maioria é de vida livre, embora seja consideravel o numero de
espécies parasitas.

Apresentam forma variada (oval, alongadas, esférica, etc.) consis-
tindo, como qualquer outra célula, de, pelo menos, um nucleo. Com algu-
mas excegoes, 0s protozoarios podem locomover-se ativamente por meio
de flagelos, cilios ou emissdo de pseuddépodos. A reproducio pode ser
sexuada (conjugacio), assexuada (fissao binaria) ou ocorrer de ambos os
processos. Alguns exemplos de protistas sao: Amoeba, Euglena, Paramecinm,
Trypanossoma, ¢ a maioria das algas.

Em comunidades naturais, os protozoarios desempenham impor-
tante fungido como parte das cadeias alimentares, alimentando-se e ser-
vindo de alimento para outros organismos diminutos. O modo de nutri-
¢do desses organismos é muito variado, pois eles podem alimentar-se de
bactérias, algas e, ainda, de outros protozoarios. Também se nutrem de

substancias organicas em decomposi¢ao ou através de fotossintese.



Algumas espécies sao uteis na purificagio de filtros de dgua e de
esgotos em estagdes de tratamento, enquanto outras sdo causadoras de
doencas como a disenteria amebiana, a malaria e a doencga africana do
sono, no homem.

O protozooplancton constitui-se de protozoarios de vida livre, po-
dendo representar a maior parte do zooplancton (até 60%). Possuem con-
sideravel diversidade morfolégica e fisioldgica, com notavel espectro de
adaptagdes para diferentes condigdes ambientais, ocupando uma grande

variedade de nichos ecologicos.

Objetivos:

» Preparacio e observacio de culturas de protozoatios;
» Observar uma gota com a cultura de protozoarios, identifican-

do a variabilidade entre os organismos (ciliados e flagelados).

Materiais:

> 3 frascos sem tampa;

» Alface picada;

» Grama picada;

> Agua de lago;

» Grios de arroz crus;

> Agua filtrada;

» Papel filtro ou algodio;
» Lamina;

» Laminula;

» Espatula de madeira.

» Conta-gotas ou pipeta de pasteut.
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Preparo da cultura de protistas:

Onde coletar o material: Pode-se obter protozoarios coletando
agua de lagos, tanques, riachos, agua do mar, superficies de vegetais aqua-
ticos, etc.

Cuidados na preparagio das culturas:

A) Os frascos usados para cultura devem estar bem limpos. Lave-
-0s com 4gua e enxague diversas vezes com dgua da torneira. A
ultima enxaguada deve ser feita com 4dgua destilada;

B) Nao trabalhar com 4cidos e bases fortes proximo as culturas.
Os vapores dessas substancias poderdo matar os animais;

C) Guardar as culturas a meia-luz. A luz muito intensa é prejudicial
para tais organismos.

D) Conservar as culturas em temperatura mais ou menos constan-
te. A temperatura ideal é entre 18°C a 21° C; acima de 25°C e

abaixo de 15° os protozoarios geralmente morrem.

Procedimento:

1. Preparar as culturas A, B e C com antecedéncia de 6 a 7 dias;

2. Colocar alface picada em um frasco (A), grama picada em outro
(B) e dgua de lago em um terceiro (C);

3. Acrescentar alguns grios de arroz crus e 100 mL de agua filtra-
da nos trés frascos;

4. Deixar os frascos em local arejado e iluminado, sem exposi¢ao
direta a0 sol;

5. Ap6s alguns dias, cobrir os frascos com papel filtro ou algodao;

6. Colocar uma gota da cultura A (colher a pelicula que se forma
na superficie ou o sedimento do fundo) em uma lamina, cobrir
com uma laminula e observar ao microscépio nos aumentos de
400x e 1000x;

7. Esquematizar as observagOes, identificando as estruturas celula-

res visualizadas;
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8. Repetir as operagdes 6 e 7 com as culturas B e C.

Resultados:

Aumento de 1000x — Procedimento A Aumento de 1000x — Procedimento B
1- Colpidium 1- Colpidium

Aumento de 1000x — Procedimento C Aumento de 1000x — Procedimento C
1- Didinium 1- Vorticella



No procedimento A (alface) e B (grama), aparecem muitos espé-
cimes de Colpidium; por outro lado, no procedimento C (arroz), além do

Colpidium aparece Didininm e Vorticela.
Discussao:

1. Apés a adicdo de corante, que estruturas sido evidenciadas nos
protozoarios?

2. Os protozoarios possuem 6rgiaos? Como desenvolvem suas ati-
vidades (locomocio, alimentagio, digestao, etc.)?

3. Qual a diferenca entre protozoarios flagelados e ciliados?

4. Como ¢ a reprodugio dos protozoarios?

5. Quais as caracteristicas dos organismos pertencentes ao reino

Protista?
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VI. MATERIAL GENETICO

Pratica 16

Extracao de DNA de tomate
(Solanum lycopersicum) e cebola
(Allium cepa)

Introducao:

DNA significa dcido desoxirribonucléico e é a molécula que contém
as informagOes genéticas em todos os organismos celulares e em grande
parte dos virus. Este material genético transporta a informagao necessa-
ria para sua replicacdo, como também para dirigir a sintese de proteinas
através da transcrigao. A molécula de DNA ¢ constituida por duas cadeias
polinucleotidicas dispostas em hélice (didmetro uniforme de 2nm), que
realizam uma volta ao redor de um eixo imagindrio a cada 3.4nm.

Trata-se de um polimero longo constituido por simples unidades
(mondémeros) de nucleotideos formados por: grupo fosfato, monossaca-
rideo pentose e uma base nitrogenada. A ligacdao covalente ou forte entre
nucleotideos adjacentes ¢ do tipo 3°, 5 fosfodiéster (fosfato unido aos C3
e C5 destes). Ja a dupla hélice do DNA ¢é mantida por pontes de hidrogé-
nio entre as bases complementares (através da interagdo hidréfoba, que,
apesar de nio ser propriamente uma ligacdo quimica, é considerada como
nio covalente ou fraca).

Dentre as bases nitrogenadas, as puricas sao formadas por dois
anéis: Adenina (A) e Guanina (G), e as bases pirimidinicas sio moléculas

formadas por um unico anel: Timina (T) e Citosina (C). Os dois tipos de



pares de base formam diferentes nimeros de pontes de hidrogénio, onde
o par AT forma duas e o par GC, trés pontes. Todas elas sio empilhadas
e distantes uma das outras (0.34nm).

Nesta aula pratica, sera possivel observar as fitas separadas do
DNA (a trituragdo mecinica de células vegetais serve para que haja a
ruptura de suas paredes); a solugdo de lise, que desestrutura a bicamada
lipidica das membranas celulares, expondo o DNA que se dispersa nesta
solugdo; o banho-maria, que favorece a reagdo e desnatura as moléculas
de DNA; o gelo, que desfavorece ainda a interacdo entre as fitas da mo-
lécula de DNA, mantendo-as abertas no meio; a filtragdo, que separa
particulas sélidas e liquidas, e o etanol, que separa o DNA dos demais
componentes.

A técnica de extragdo de DNA permite a realizacdo da amplifica-
¢do do DNA (PCR- reacdo em cadeia de polimerase), que é utilizada, por
exemplo, para a construcdo de uma biblioteca genémica, para a produgao

de organismos geneticamente modificados (transgénicos), entre outros.
Objetivos:

» Executar protocolo de extracao de DNA de dois vegetais;
» Observar moléculas de DNA.

Materiais:

> 1 tomate;

» 1 cebola;

» Cloreto de sédio ou sal;

> Agua destilada;

» Etanol 96% (ilcool etilico comercial; como alternativa pode ser
utilizado também dlcool de cereais 99%, encontrado em lojas de
produtos para perfumaria e farmacias de manipulacio);

» Detergente comercial;

» Gelo;
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» Papel de filtro;

» Bandeja plastica (para fazer banho de gelo);
» Faca e Funil;

» Béquer de 500 mL;

» Proveta de 100 mL;

» Tubos de ensaio;

» Mixer ou liquidificador;

» Banho-maria;

» Crondémetro ou relégio;

» Bastao de vidro ou pinca.

Procedimento:

. Picar 1 tomate com uma faca; tritura-lo em seguida utilizando
um mixer ou liquidificador e depositar o extrato formado em um
béquer de 500 mL;

. Em um béquer de 100 mL, preparar a solugao de lise: 6 mL de
detergente concentrado, 4 g de cloreto de sédio, completando o
volume com 4gua até 60 mL;

. Adicionar a solucio de lise (60 mL) ao béquer de 500 mL con-
tendo o tomate triturado;

. Homogeneizar a solucdo de lise com a polpa de tomate e colocar
o béquer em banho-maria por 10 minutos a 55 °C;

. Preparar um banho de gelo em uma bandeja;

. Apds os 10 min. de banho-maria, transferir o béquer para o

banho de gelo por um periodo de 5 minutos;

7. Filtrar 4 mL da solu¢@o para um tubo de ensaio;

. Adicionar, delicadamente, 4 mL de etanol gelado ao tubo de
ensaio. Durante a adi¢do do etanol, observar atentamente o que
ocorre no tubo;

. Coletar com ping¢a ou bastao de vidro um pouco do DNA visivel

para observar nos aumentos de 40x, 100x, 400x, e 1000x;

10. Esquematizar somente nos aumentos de 400x e 1000x;
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11. Realizar o mesmo procedimento, porém, ao invés do tomate,

utilizar cebola.

Resultados:

Foto 01: “Nuvem” de DNA extraido do tomate.



Durante a extragdo do DNA ocorre a separacdo da sua fita dupla,
portanto, o que se observa sdo as fitas simples com aparéncia de fios de
algodao. Nos dois protocolos obtém-se boa extracao de DNA e observa-

¢do dos seus fragmentos.

Discussao:

1. Foi possivel visualizar o DNA insoltavel no etanol? Como ¢ a
aparéncia das moléculas de DNA visualizadas na solu¢io?

2. Qual o aspecto da molécula de DNA quando observada ao mi-
croscopio Optico?

3. Qual a funcio da solucio de lise preparada?

4. Qual a funcio do etanol gelado utilizado no processo?

5. Para qué vocé poderia utilizar o DNA extraido neste experi-
mento?

6. Como ¢ a estrutura molecular do DNA?
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Pratica 17

Observacao de sémen de carneiro

Introducao:

O e¢jaculado do ovino é caracterizado por um volume em torno
de um a dois mililitros, sendo que total de espermatozoides ejaculados
varia de dois a seis bilhdes. Nao raramente, constata-se, no carneiro sau-
davel, alta motilidade, o que corresponde a 80%, ou mais, de células com
movimento. Para aplicagdes biotecnoldgicas, o sémen ovino é facilmente
obtido por meio de vagina artificial, ndo requerendo condicionamento
prévio dos reprodutores.

Os espermatozoides sio células pequenas e especializadas na ferti-
lizagao do 6vulo, processo essencial para a transmissao da hereditarieda-
de e para o desenvolvimento do organismo. Sdo adaptados para exercer
fungdes tais como a sobrevivéncia em um 6rgao com pouca oxigenacio,
ou ainda alcancar, selecionar e fecundar o gameta feminino.

Compodem-se pelas seguintes estruturas: cabe¢a formada por um
nucleo achatado com forma oval, apresentando cromatina bem compac-
tada; o acrossoma, que consiste em uma dupla camada de membrana que
reveste a extremidade anterior do nicleo; a cauda, estrutura composta

pelo colo, pega intermediaria, principal e terminal.



Na regido central da peca intermedidria da cauda do espermato-
zoide, encontra-se o axonema (conjunto de nove pares de microtibulos
periféricos e um par central), rodeado por mitocondrias. F possivel que
um aumento no seu comprimento possa estar associado com uma maior
atividade metabdlica, influenciando na motilidade da célula, pois as mito-
condrias sdo as transformadoras de energia para a célula. Essa regido ter-
mina no chamado annulus ou anel de Jensen, estrutura densa e firmemente
presa a membrana plasmatica do flagelo.

A peca principal compreende desde a area a partir do annulus até
quase o final da cauda (peca terminal) e possui duas colunas longitu-
dinais (dorsal e ventral) interligadas por fibras semicirculares. Por fim,
a peca terminal é composta pelo axonema, recoberto pela membrana

plasmatica.

Objetivos:

» Observar a morfologia da célula germinativa masculina;
» Conhecer os flagelos dos espermatozoides;

» Diferenciar material nio corado e corado.

Materiais:

» Microscopio de luz;

» Sémen de carneiro;

» Luvas;

» Conta-gotas ou pipeta de Pasteur;
» Solucio de cloreto de sédio a 0,9%;
» Laminas e laminulas;

» Corante Rosa de Bengala.

» Citrato de sédio a 2,9%.
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Procedimento A:

1. Recolher o sémen animal e, no momento da pratica, mistura-lo
com uma solucio de citrato de sédio a 2,9%, na proporcao de 1:1
(essa solugdo pode ser congelada para posteriores observagoes);

2. Misturar a solucdo de sémen e citrato com NaCl 0,9%, na pro-
porcao de 1:1 (usar luvas);

3. Pingar uma gota dessa solucdo contendo espermatozoides sobre
uma lamina;

4. Iniciar a coloca¢io da laminula em posi¢ao de 45° em relagio a
lamina e ir abaixando lentamente, até posiciona-la totalmente
sobre a lamina, evitando a formacao de bolhas de at;

5. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente para
manter a laminula fixa;

6. Analisar, utilizando os aumentos de 40x, 100x, 400x ¢ 1000x;

7. Esquematizar nos aumentos de 400x e 1000x.

Procedimento B:

1. Pingar uma gota da solugio (sémen + citrato) sobre a limina e
fazer um esfregaco (usar luvas);

2. Esperar secar;

3. Pingar sobre o material o corante Rosa de Bengala;

4. Esperar cerca de cinco minutos e lavar, tirando assim o excesso
do corante;

5. Iniciar a colocagdo da laminula em posicdo de 45° em relagdo a
lamina e ir abaixando lentamente, até posiciona-la totalmente
sobre a lamina, evitando a formacao de bolhas de at;

6. Caso haja excesso de liquido, retirar com papel absorvente para
manter a laminula fixa;

7. Analisar, utilizando os aumentos de 40x, 100x, 400x e 1000x;

8. Esquematizar nos aumentos de 400x e 1000x.
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Resultados:
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Aumento de 400x - Sem corante

C.

Aumento de 400x — Com corante

100

Aumento de 1000x — Sem corante

D.

Aumento de 1000x — Com corante

1- Cabega

2- Pega intermediatia
3- Pega principal

4- Pega terminal



No material ndo corado, ocorre dificuldade na observacao dos
espermatozoides, pois estio transparentes ¢ em constante movimento.
Por outro lado, no preparo com a utilizacio do corante Rosa de Ben-
gala, eles estao fixados e, portanto, consegue-se observar bem o nucleo
achatado de forma oval (cabeca), a peca principal, a peca intermediaria,
onde ficam as mitocondrias que ndo sdo visiveis com essa técnica, € a

peca terminal.

Discussao:

1. O que ¢ sémen?

2. Quais as estruturas do espermatozoide? Quais destas estruturas
foi possivel observar nessa pratica?

4. Houve diferenca entre o material corado e o ndo corado? Quais?

5. Qual a funcdo das mitocondrias na peca intermediaria do espet-
matozoide?

6. Qual a funcio do citrato de s6dio na solucido preparadar
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VII. DIVISAO CELULAR

Pratica 18

Observacao das fases da mitose
em raiz de cebola (Allium cepa)

Introducao:

Mitose € um processo de divisdo celular através do qual uma célula
eucaridtica mae origina duas células-filhas idénticas a ela, que contém
todas as informacoes genéticas necessarias a sua vida. Ao longo da mito-
se, células observadas ao microscopio exibem aparéncias caracteristicas,
sendo possivel reconhecer estigios marcantes, os quais foram escolhidos
pelos cientistas para dividir o processo mitético em fases:

Proéfase - inicio da condensacio dos cromossomos. A carioteca
(envoltério nuclear) desintegra-se e, no momento que 0$ CroMOSSOMOS,
ja bastante condensados, espalham-se na regido central do citoplasma, os
centros celulares vao se afastando, dando origem a um complexo conjun-
to de fibras denominado fuso acromatico.

Metafase - cada cromossomo liga-se a fibras do fuso provenientes
de pdlos opostos (fibras cromossémicas) pela regido do centrémero. A
tensdao nas fibras de pélos opostos faz com que os cromossomos pet-
mane¢am temporariamente estacionados na regido equatorial da célula,
formando a placa metafdsica em grau maximo de condensagao.

Anafase - os centrémeros se dividem e as cromatides irmas se

separam; ha o encurtamento gradual das fibras cromossomicas que



arrastam as cromatides-irmas em sentidos opostos até os polos do fuso
acromatico.

Telofase - os cromossomos, ja nos polos opostos da célula, des-
condensam-se e voltam a produzir nucléolos. Cada conjunto cromosso-
mico é envolvido por uma nova carioteca; surgem, assim, dois nucleos
filhos com conjuntos idénticos de cromossomos. Apds a formagao dos
nucleos filhos (cariocinese), ocorre a divisdao do citoplasma, denominada
citocinese.

A cebola ¢ um modelo experimental muito utilizado para analise

de mitose, pois apresenta um crescimento rapido e facil.

Objetivos:

» Observar as fases da mitose;

» Identificar e caracterizar os diferentes estigios da mitose.

Materiais:

» Raizes de cebola;

» Tubos de ensaio;

» Fixador Carnoy 3:1;

> Alcool 70%;

» Lamina e laminula;

» Gilete;

» Orceina acética;

» HCI 1N

» Bastao de vidro;

» Lamparina;

» Esmalte incolor;

» Algodio;

» Pinca de ponta fina ou estilete;
» Conta-gotas ou pipeta de Pasteut;
» Papel filtro.
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Procedimento:

10.

11.

12.

. Colocar um bulbo de cebola em um recipiente com agua de tor-

neira, de maneira que o bulbo fique suspenso na borda do reci-

piente e apenas sua base entre em contato com a agua;

. Antes disso, retirar com uma gilete as raizes secas, cortando

inclusive parte do eixo da cebola, e esperar até que as raizes da

mesma fiquem com um ou dois centimetros de comprimento;

. Quando as raizes estiverem com um ou dois centimetros de

comprimento, retira-las com uma pinga e coloca-las em um fras-
quinho de vidro com fixador de Carnoy 3:1 (3 partes de metanol

para 1 parte de acido acético glacial) de 12 a 20 horas;

. Apos esse tempo, retirar do fixador e coloca-las em alcool 70%

na geladeira;

. Colocar as raizes em um tubo de ensaio, contendo o corante em

uma propor¢io de 9 gotas de corante orceina acética para uma

gota de HCI 1IN, de maneira que cubra as raizes;

. Aquecer tubo de ensaio com a lamparina até que se inicie a libe-

racdo de vapores, atentando-se para que nao levante fervura;

. Tampar o tubo de ensaio com algodio, deixando-o na estante;

aguardar por 20 minutos;

. Retirar a raiz do tubo de ensaio e coloci-la em uma lamina de

microscopia;

. Separar a regido meristematica (cerca de 2 mm a partir da coifa),

cortando-a com gilete. Desprezar os primeiros 0,7 mm corres-
pondentes a coifa e ao restante da raiz;

Pingar sobre o fragmento 2 gotas do corante que estava no
tubo e, em seguida, cobrir com uma laminula;

Cobrir a laminula com papel filtro e pressionar com o polegar
para esmagar o material, cuidando para que a laminula nio se
desloque;

Vedar a laminula com esmalte incolor (optativo);
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13. Levar ao microscépio e, no aumento de 40x, procurar o mate-
rial corado;
14. Logo ap0s, passar para o aumento de 100x e procurar as fases;

15. Desenhar cada fase nos aumentos de 400x ou 1000x.

Resultados:

Aumento de 1000x Aumento de 1000x
1- Profase 1- Metafase

Aumento de 1000x Aumento de 400x
1- Anafase 1- Tel6fase
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Pode-se observar que esta pratica é muito eficiente, pois é facil

visualizar com clareza todas as fases da mitose.

Discussao:

1. Em que fase da mitose ocorre a separagdo das cromatides irmas?

2. Na espécie humana quantos cromossomos recebem cada célula
no final da mitose?

3. Por que utilizamos a extremidade de raizes novas e nio outra
parte qualquer da cebola?

4. O que é mitose?

5. Quais sao as caracteristicas que determinam cada fase da mito-
se?

6. Quais etapas da mitose foram evidenciadas na aula pratica?

7. Todas as células observadas estavam na mesma fase da mitose?

Justifique sua resposta.

Referéncias:

FARAH, Solange Bento. DNA: segredos e mistérios. 2. ed. Sio Paulo: Sarvier,
2007. 538 p.

GUERRA, Marcelo dos Santos. Introdugdo a Citogenética Geral. Rio de
Janeiro: Guanabara, 1988. 142 p.

JUNQUEIRA, Luis Carlos Uchoa; CARNEIRO, José. Biologia Celular e
Molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Koogan, 2000. 339 p.

SWANSON, Catl Pontius; MERZ, Timothy; YOUNG, Wilian. Citogenética.
Perondini: Universidade de Sao Paulo, 1969. 244 p.

107






REFERENCIAS COMPLEMENTARES

DE LIMA, Renata; FRACETO, Leonardo Fernandes. Abordagem quimica na
extracao de DNA de tomate. 2007. Quimica Nova na Escola, n. 25, mai. 2007.

DURAND, Michel; FAVARD, Pierre. A célula. Sao Paulo: Edgar Blicher,
1972. 198 p.

FIRKET, Henri. A célula viva. Sio Paulo: Difusio Européia do Livro, 1968.
124 p.

JUNIOR, CARLOS ANTONIO NEVES. Zoologia Geral e Comparada L.
[S.1]: Nupre, 2009. 195 p.

JUNQUEIRA, Luis Carlos; CARNEIRO, José. Biologia celular e molecular.
8. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2005. 332 p.

JUNQUEIRA, Luis Carlos; CARNEIRO, José. Citologia basica. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1973. 271 p.

MANNHEIMER, Walter. Microscopia dos materiais. Rio de Janeiro:
E-papers, 2002. 226 p.

PELCZAR,Jr. Joseph Michael; CHAN, E. C. §; KRIEG, Noel. Microbiologia:
conceitos e aplicagoes. 2. ed. Sao Paulo: Pearson Makron Books, 1997. 517 p.

RAVEN, Peter H; EVERT, Ray F.; EICHHORN, Susan E. Biologia vegetal.
6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001. 830 p.

SANTOS, Elias de Barros. Caracterizagio de escamas do peixe Piau
(Leporinus elongatus) e sua aplica¢ido na remogio de ions Cu (II) em
meio aquoso. 2008. Dissertacao (Mestrado em Quimica) — Laboratério de
fabricacdo e sintese de materiais, Universidade Federal de Sergipe, Sdo Cristévio,
2008. Disponivel em: <http://www.pos.ufs.bt/quimica/up/Disserta%C3%A7..
pdf>. Acesso em: 7 abr. 2012.

WHITE, Michael James Denham. Os eromossomos. 3. ed. Sio Paulo: Editora
Nacional, Universidade de Sao Paulo. 1977. 196 p.



Diagramacéo, Impressao e Acabamento

- Rua Fagundes Varela, 967
PN Cep 19802 150 * Assis * SP
Na T AN\ Fone: (18) 3322-5775
= Fone/Fax: (18) 3324-3614
: vendas@graficatriunfal.com.br

www.graficatriunfal.com.br




