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APRESENTACAO

Ha alguns anos o Laboratorio Escola de Analises Clinicas do Centro
Universitario da Regido da Campanha tem sido local de desenvolvimento de
pesquisas envolvendo o modelo experimental Drosophila melanogaster. Devido a
isso, realizou-se a construcao de um e-book que aborda de forma pratica a experiéncia
encontrada durante os estudos, para possibilitar a iniciacado a pesquisa para quaisquer
estudantes interessados. Portanto, nas paginas seguintes encontram-se informacdes

tedricas e praticas para conduzir pesquisas com Drosophila melanogaster.
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1 Drosophila melanogaster
1.1 HISTORIA E CONTEXTUALIZAGAO

Ha muitos séculos cientistas procuram evidéncias que expliguem sobre a
existéncia, comportamento e evolugdo humana. Entre eles, Thomas Hunt Morgan, no
ano de 1910 passou a produzir experimentos sobre as Teorias Mendelianas com as
Drosophila melanogaster (DM) (Morgan, 1910). Ao constatar que havia uma mosca
macho com os olhos em cor branca, diferentemente das demais que possuiam olhos
vermelhos, passou a fazer cruzamentos para elucidar quais fatores implicaram nesse
acontecimento (Morgan, 1910).

A partir desse estudo, Morgan e sua equipe passaram mais de 20 anos
explorando as teorias cromossémicas (Martins, 1998). A DM, também conhecida
como mosca-da-fruta ou mosca-do-vinagre, mostrou-se uma espécie versatil que
desde entdo vem sendo amplamente utilizada como modelo experimental por conta
de suas caracteristicas.

De acordo com Freire-Maia e Pavan (1949) as moscas sdo 6timas para estudar
citologia, genética e evolugcdo. Sao faceis de manipular devido ao tamanho, sua
manutencao e alimentacdo sdo de baixo custo e a diferenciacdo de sexo € simples.
Os autores destacam também que possuem rapido ciclo reprodutivo, gerando
numerosos descendentes.

As moscas séo artrépodes da classe dos insetos e a DM possui uma genética
simplificada, podendo, nas condi¢cbes adequadas, produzir 25 geracdes em um ano.
Outra caracteristica € a poliembrionia, cada fecundacédo pode resultar na oviposi¢cao
de até 100 ovos. A proporcao de novas moscas macho e fémea é aproximadamente
de 50:50 (Triplehorn; Johnson, 2016).

Sua conexdo com 0 home mosca-da-fruta deve-se a sua alimentacao de frutos
em decomposicao. Elas possuem microbiota dominada por leveduras, capazes de
fermentar os agucares transformando-os em alcool. Além disso, produzem enzimas
capazes de decompor o etanol, o que as torna altamente tolerantes ao alcool (Begon;
Townsend, 2023)

Importante ressaltar que elas ndo séo vetores de doencas nem pragas, ou seja,
nao apresentam riscos diretos para a sociedade, ademais, séo facilmente encontradas
em residéncias. Contudo para a realizacdo adequada de experimentos deve-se
conhecer a sua origem, podendo escolher entre a linhagem selvagem ou alguma

linhagem mutante de acordo com o objetivo da pesquisa (Chaudhary et al., 2021).
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1.2 CARACTERISTICAS E DESENVOLVIMENTO DA MOSCA DA FRUTA

A DM do tipo selvagem tem de 2 a 4 mm de comprimento e pesa cerca de 1
mg, tem olhos vermelhos, corpo amarelo/castanho e listras pretas no abdémen.
Possuem trés segmentos corporais: cabeca, torax e abdémen; além de um par de
asas e trés pares de pernas. As fémeas sdo maiores que 0os machos e apresentam o
“‘desenho” das listras um pouco diferentes, além de diferirem também no formato do

abdbémen (JoVE, 2023), conforme a figura 1 demonstra:

Figura 1: Drosophila melanogaster macho (esquerda) e fémea (direita).

o

Fonte: Cabia, Garcia e Arterds (2012).

O ciclo de vida desse inseto possui 4 estagios: ovo, larva, pupa e adulto. A
primeira fase € do momento da fertilizacdo até a fase seguinte e leva cerca de 24h.
Apos a eclosao do ovo inicia a fase larval, que dura cerca de 3-4 dias, na qual ocorre
alimentacdo, movimentacao e alteracdes de cuticulas conforme o desenvolvimento da
DM, até ela estar pronta para a fase de pupa. Nesta fase ela passa a ficar imével, e
forma suas estruturas para a fase adulta (Aguiar, 2015), onde pode viver de 70 a 80

dias, aproximadamente (Chaudhary et al., 2021).

10
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Figura 2: Ciclo de desenvolvimento da DM.
Adult

\ Embryo (fertilized egg)
O ~1 day \

O ~1 day

/ Larva (2nd instar)

Larva (1stinstar)

Prepupa

Fonte: Brischigliaro, Fernandez-Vizarra, Viscomi (2023).

Conforme a figura 2 acima, o tempo de geracdo da DM desde o embrido até a
fase adulta leva cerca de 10 dias. Por ser de clima tropical, seu melhor
desenvolvimento é na temperatura de 25°C com umidade de 60% (Arya; Trivedi,
2021). Em temperaturas amenas ela pode precisar de mais dias para completar o ciclo
e emergir adulta (Alpatov; Pearl, 1949 apud Chiang; Hodson, 1950). Ademais,
experimentos com Drosophila melanogaster ndo necessitam da aprovacédo do Comité
de Etica no Uso de Animais - CEUA (CONCEA, 2016).

1.3 SIMILARIDADE GENETICA

A partir de todas as informacbes supracitadas, compreende-se a
caracterizacdo da DM como uma boa opc¢ao de organismo-modelo. De modo geral,
essa designacéao refere-se ao estudo de certos problemas em uma espécie onde o
resultado pode-se atribuir a diversas outras, sendo possivel ainda, uma descoberta de
cunho universal, padréo de todas as espécies (Sepel; Loreto, 2010).

O autor Rubin, ja no ano de 1988, questionou o quanto as respostas obtidas
num organismo de média complexidade como a DM poderiam ser relevantes para 0s

humanos. Levando em consideracdo o surgimento da vida e a evolucéo das espécies,

11
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considera-se que uma grande quantidade de moléculas fundamentais sdo homadlogas
em organismos multicelulares, devido a época de sua origem, tornando similares os
mecanismos basicos para o desenvolvimento entre diferentes espécies (Rubin, 1988;
Aquadro; DuMont; Reed, 2001).

Entre as principais vias moleculares supracitadas estdo a padronizacado dos
eixos corporais primarios, organogénese, sistema nervoso e proliferacdo celular
(Reiter et al., 2001). Desse modo, a alta complexidade dos organismos pode ser
alcancada por conta da adaptacéo e reiteracdo de processos evolutivos comuns e
antigos (Rubin, 1988). Portanto, apesar da fisiologia de insetos e mamiferos serem
distintas, alguns genes e vias de sinalizacdo sdo muito conservados.

Os demais estudos realizados em DM reforcam tais conceitos, muito por conta
da genética. No ano de 2000, o genoma da mosca foi decodificado em maior
guantidade, demonstrando a presenca de mais de 13 mil genes (Adams et al., 2000).
Além disso, ele foi comparado ao genoma humano e a correspondéncia indicou que
a DM é um organismo adequado a pesquisa dos mecanismos de doencas que
envolvem replicacédo, reparo e traducéo génica (Adams et al., 2000).

Dentro do estudo genético, as doencas humanas tém genes homélogos com
genes de DM ja identificados (Reiter et al., 2001; Jeibmann; Paulus, 2009).
Especificamente, 75% dos genes de doencas humanas apresentam sequéncias
relacionadas as DM, de acordo com o estudo de Bier (2005).

Desse modo, é possivel conduzir diversos estudos com DM, sobre
aprendizado, comportamento, envelhecimento, e em diferentes areas, incluindo
genética, nutricdo, metabolismo e doencas cronicas. Além de possibilitar andlises
envolvendo a patogénese das doengas, a fim de identificar novos modelos
terapéuticos (Lloyd; Taylor, 2010; Cheng, Baonza; Grifoni, 2018; Baenas; Wagner,
2022; Miao et al., 2022; Musachio et al., 2022).

12
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2 PRATICA EXPERIMENTAL
Conforme citado anteriormente, ha diversos beneficios, vantagens e campos
de estudo envolvendo a DM. A partir deste capitulo serdo abordados os materiais e

métodos para conduzir os experimentos.

2.1 MATERIAIS GERAIS

Para a manutencdo basica da DM alguns equipamentos e materiais sdo
constantemente utilizados, conforme demonstrado a seguir. Contudo, para alguns
experimentos especificos pode-se optar por utilizar outros equipamentos e/ou
aparatos, de acordo com cada necessidade.

Entre os equipamentos, a balanca analitica, apresentada na figura 3, € um
instrumento de alta precisdo utilizado para medir a massa de substancias em
laboratérios. Possibilita detectar pequenas variacdes de peso e possui uma cupula de
vidro para minimizar o impacto de correntes de ar e de vibracdes externas. Ja a
balanca semi-analitica (figura 4) apesar de também ter a fungdo de medir a massa de
substancias, apresenta uma menor precisao, sendo utilizado para situacdes que néo

exigem alta sensibilidade ou quando é requerido medir um maior peso.

Figura 3: Balanca analitica. ~ Figura 4: Balanga semi-analitica.

Fonte: Acervo préprio (2025).

A figura 5 apresenta uma chapa de aquecimento que é utilizada para aquecer
solugdes, reagentes ou outros materiais de forma controlada. A exemplo do uso na
rotina com a DM, ela é utilizada para o cozimento da dieta padrao feita em uma panela
(figura 6).

13
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Figura 5: Chapa de aquecimento. Figura 6: Panela.

' ® @
-

Fonte: Acervo préprio (2025).

Dentre os materiais rotineiros, a caneca de plastico (figura 7) junto da espatula
(figura 8) sdo usados para misturar o fermento no aglcar, conforme demonstrado na
metodologia do capitulo 2.2.2. A escolha pelo plastico deve-se ao procedimento que

exige movimentos expressivos.

Figura 7: Caneca de plastico Figura 8: Espatula.

Fonte: Acervo préprio (2025).

Outros modelos de espéatulas também sdo uteis em diferentes partes do
processo, como a pequena com micro colher (figura 9) e a de silicone (figura 10).

14
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Figura 9: Espatula pequena Figura 10: Espétula de
com micro colher. silicone.

1

Fonte: Acervo proprio (2025).

Para realizar medi¢cdes de liquidos de forma visual pode-se utilizar becker de

vidro (figura 11), jarra graduada de vidro (figura 12) e proveta de vidro (figura 13).

Figura 11: Becker graduado Figura 12: Jarra graduada . )
de vidro. de vidro. Figura 13: Proveta de vidro.
P~y e V
. ¥
\ Ns‘[' . T
] ,
-»

Fonte: Acervo préprio (2025).

O vidro de reldgio (figura 14) é utilizado para tarefas simples que ndo requerem
equipamentos mais complexos, como superficie para pesar solidos em balanca
analitica e semi-analitica. J& o recipiente de bico fino (figura 15) é muito Gtil para dispor
a pasta nutritiva na dieta pronta, conforme descrito posteriormente. Pode ser

encontrado em lugares que vendem utensilios para confeitaria.

——
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Figura 15: Recipiente de

Figura 14: Vidro de relégio. bico fino.

Fonte: Acervo proprio (2025).

Para a transferéncia das moscas de um recipiente para outro utiliza-se o falcon
de plastico de 15 mL (figura 16) encaixado em um funil (figura 17) sem sobra de
espaco no encaixe deles, para isso pode-se usar fita crepe ao redor do funil, conforme
a imagem mostra. O tapete emborrachado (figura 18) auxilia no processo de

transferéncia, amortecendo os materiais.

: . . . Figura 18: Tapete
Figura 16: Falcon de pléastico. Figura 17: Funil adaptado. emborrachado.

- g

Fonte: Acervo préprio (2025).

As moscas séo acondicionadas em vidros de conserva (figura 19) e, para
tampar os recipientes, utiliza-se compressa de gaze (figura 20) sobreposta por um
tecido de algodéo (figura 21), o qual € fixado por um elastico de borracha.

16

——
| S—



Figura 19: Vidro de conserva. Figura 20: Compressa de gaze. Figura 21: Tecido de algodéo.

Fonte: Acervo préprio (2025).

Ao final da produgcédo da dieta padrdo, limpa-se o interior dos vidros de
conserva, devido a umidade decorrente da temperatura da dieta. Dessa forma, as
moscas nao correm risco de se grudarem e ficarem presas. Para isso, utiliza-se uma
pinca comprida (figura 22) enrolada em papel comum. Ademais, a mesma pinga pode
ser utilizada para remover moscas mortas que estejam dentro dos vidros, a fim de

evitar contaminacéo da dieta.

Figura 22: Pinga.

Fonte: Acervo proprio (2025).

2.2 MANUTENCAO BASICA

Para poder realizar pesquisas com este modelo experimental, &€ necessario ter
estoque deste animal. O estoque refere-se ao quantitativo de moscas disponiveis para
os estudos. Um dos modos de reproducéo é através do meio de cultura. Para tanto,

faz-se a dieta continuamente, seguindo a légica:

( 1
L 17 )



1. Faz-se a dieta padrao;

2. Coloca-se as moscas nessa dieta durante 3 dias para que possam copular e

ovipositar;

3. ApOs esse tempo, faz-se nova dieta e transfere-se as moscas para a nova dieta

para que possam realizar o processo anterior;

4. Na dieta contendo ovos, insere-se um papel antifingico e uma pasta nutritiva

para desenvolvimento das larvas e posteriormente da pupa;

5. Em cerca de 2 semanas havera moscas adultas nessa dieta;

6. Realiza-se esse ciclo até garantir que ha namero suficiente de moscas para

iniciar o estudo desejado.

2.2.1 Meio de cultura

O meio de cultura da DM é chamada de Dieta Padrdo que possui 0s

componentes, medidas e rendimentos de acordo com o quadro 1:

Quadro 1: componentes, medidas e rendimentos do meio de cultura.

Componentes 1x 2X 3X

Agua 350 mL 700 mL 1050 mL
Fermento Bioldgico 15¢ 30¢g 45¢
Acucar cristal 26 g 52 ¢ 78 ¢
Nipagim 0,43 ¢ 0,86 g 1,29¢
Agar 29 49 69
Farinha de milho 409 80 g 120 g
Solucéo acida 1500 uL 3000 uL | 4500 uL
Rendimento 3vidros |6vidros |9vidros

Fonte: Desenvolvido pelos autores (2025).

2.2.2 Procedimento padréo para o meio de cultura

O passo a passo da correta execucdo do meio de cultura esté descrito a seguir:

18
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1. Na jarra de vidro, medir 350 mL de agua.

Figura 23: Jarra de vidro contendo agua.

Fonte: Acervo proprio (2025).

2. Transferir a agua a panela e submeter ao aguecimento na chapa.

Figura 24: Panela com agua sob aquecimento da chapa.

b

—~
e o

Fonte: Acervo proprio (2025).

3. Na caneca de plastico, pesar 15 g de fermento na balanca semi-analitica.

Figura

25: Pesagem de fermento..
2 :lt:

B mea

Fonte: Acervo préprio (205). '
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4. No becker de 25 mL, pesar 26 g de agucar cristal na balanga semi-analitica.

Figura 26: Pesag em de acucar.

£ =
Fonte: Acervo proprio (2025).

5. Transferir o aglcar para a caneca e misturar até dissolver o agucar.

Figura 27: Agucar Figura 28: Mistura liquida
sobre fermento. do acucar com o fermento.

S A TR T

R =

Fonte: Acervo proprio (2025).
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Manual de experimentacdo com Drosophila melanogaster
Soares; Seccon; Bianchetti; Batista; Colpo, 2025

6. No vidro de relogio, pesar 0,43 g de nipagim na balanga analitica.

Figura 29: Pesagem de nipagim.

Fonte: Acervo proprio (2025).

7. Em outro becker de 25 mL, pesar 2 g de agar.

Figura 30: Pesagem de agar.

Fohié: Acervo proprio (2025).

—
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Manual de experimentacdo com Drosophila melanogaster
Soares; Seccon; Bianchetti; Batista; Colpo, 2025

8. Transferir tanto 0 nipagim quanto o agar para a caneca onde o agucar ja esta
homogeneizado com o fermento, e misturar tudo.

Figura 31: Adi¢éo de
nipagim e agar a mistura Figura 32: Ingredientes
de acucar e fermento. misturados.

AR TR R
| :

Fonte: Acervo proprio (2025).

9. No becker de 50 mL, pesar 40 g de farinha de milho e reservar.

Figura 33: Pesagem de farinha de milho.

Fonte: Acervo proprio (2025).
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10. Pipetar 1000 uL da solugcédo acida em um dos pipetadores automaticos e, em

outro, pipetar 500 uL e reservar.

Figura 34: Pipetador automatico. Figura 35: Ponteira de plastico.

Fonte: Acervo préprio (2025).

11.Quando a agua comecar a borbulhar, transferir a mistura contida na caneca

para a panela.

12.Misturar o contetdo da panela e aguardar voltar a borbulhar, entdo verter a

farinha de milho aos poucos sem parar de mexer.

13. Ao perceber que a mistura presente na panela engrossou, deve-se desligar a
chapa, adicionar a solucdo acida que foi pipetada e verter o conteudo
proporcionalmente nos vidros de conserva. Essa parte do procedimento € muito

rapida, deve-se ter atencao e agilidade.

Figura 36: Dieta padréo Figura 37: Dieta pronta transferida para
pronta. os vidros de conserva.

[ )|
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14. Colocar os vidros com a dieta em um recipiente com agua e placas de gelo
para que ela esfrie e endureca. Confere-se se ela endureceu ao inclinar o vidro
e perceber que a dieta solidificou.

oF

Figura 38: Vidros de conserva em processo de resfriamento.
- > : o A T

3

PTG ——
s

Fonte: Acero préprio (2025).

Figura 39: Dieta resfriada e solidificada.

':'Q\" - | . - X

Fonte: Acervo proprio (2025).

Apés esse processo pode-se proceder a transferéncia das moscas para os
vidros com as dietas recém preparadas. Os vidros séo tapados com gaze e um tecido
de algodéo e fixados com um elastico de borracha para permitir a entrada de oxigénio.
Apds deixar as moscas ovipositando na dieta padréo por 3 dias, retir4-las, colocar a
pasta de fermento em toda borda do vidro utilizando uma bisnaga. Posteriormente,
com auxilio de uma espatula, colocar uma fita de papel antifangico dentro do vidro,
fincando a fita no meio da dieta padréo até o fundo do vidro. As culturas devem ser
mantidas a 25°C e longe da luz solar.
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3 PROTOCOLOS ROTINEIROS
Os protocolos elencados a seguir sdo utilizados constantemente para a

manutenc¢ao bésica dos estoques de DM.

3.1 SOLUCAO ACIDA (ULBRA S/D, COM MODIFICACAO)

Para preparar a solucéo acida utilizada na dieta padréo mistura-se os seguintes

reagentes:
ACIHO FOSTOMCO. .ot 10 ml
ACIHO ACELICO. ..o 100 ml

ApoOs pronto, deve-se guardar em frasco ambar com rotulagem adequada.

3.2 PAPEL ANTIFUNGICO (ULBRA s/d)
Para preparar o papel antifungico, utilizado na dieta padrdao apos 3 dias,

mistura-se 0s seguintes reagentes:

Nipagim (MetilparabenO)...........coooriiiii e 109
AICOOI ElICO 9B°GL. ... oo, g.s.p.1L

Apoés pronto, deve-se guardar em frasco ambar com rotulagem adequada.
Utiliza-se papel kraft recortado em tiras de cerca de 2 X 20 cm, colocadas em uma
forma retangular de forma justaposta. Verter a solucéo alcodlica de nipagim utilizando
pipeta de 5mL até que todos estejam molhados. Aguardar secar em local protegido e

guardar em pote fechado.

3.3 PREPARO DA PASTA DE FERMENTO

Para preparar a pasta de fermento que é adicionada a dieta padrdo apoés trés
dias de oviposicdo, deve-se misturar fermento biolégico fresco com pequenas
guantidades de agua, aos poucos, até o fermento desmanchar e ficar com uma

consisténcia pastosa. A propor¢do aproximada é de 3g de fermento para 1mL de agua.
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3.4 DESCARTE DAS MOSCAS

Congelar o vidro com a dieta padrdo e as Drosophila melanogaster ou tubo
Falcon somente com as moscas, durante pelo menos 24h, antes de descartar no lixo
organico. Atencgdo para o uso de substancias toxicas ou contaminantes na dieta, neste

caso descartar em local adequado.

3.5 ESTERILIZACAO DOS VIDROS

Os vidros utilizados nos meios de cultura devem ser higienizados e colocados
em estufa a 170°C por uma hora e meia.

Nunca apresse ou diminua o tempo de esterilizacdo, pois ha riscos dos
materiais ndo esterilizarem corretamente. Este procedimento € responsavel por
reduzir a possibilidade de contaminagéo por microrganismos. Depois de finalizado o
processo, espere o0s vidros esfriarem antes de retira-los da estufa.

3.6 SEPARACAO SEGUNDO O SEXO
A espécie Drosophila melanogaster apresenta dimorfismo sexual, de forma que
as DM macho e fémea podem ser distinguidas a partir de suas caracteristicas fisicas
(Chaudhary et al., 2021). Para a separacdo dos animais segundo o sexo, Sao
necessarios os seguintes materiais:
* Placa de Petri;
« Eter etilico;
* Pipetador automatico;
+ Papel filtro redondo de diametro aproximado ao da placa de Petri;
* Pincel macio;
*  Lupa;
» Frasco de vidro com tampa plastica;
* Compressa de gaze;
* Algodéao;
» Elastico.
Para esta operacdo, escolher uma bancada com iluminacdo adequada.
Primeiro, deve-se colocar a placa de Petri sobre o papel filtro, o qual possui a fungéo
de facilitar a visualizagcdo das moscas (figura 40).
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Figura 40: Utensilios para separac@o das moscas segundo 0 sexo.

Fonte: Acervo préprio (2025).

Apoés, posicionar o algoddo na tampa plastica do frasco, cobri-lo com a
compressa de gaze e afixa-la com auxilio do elastico. Sobre a gaze, pipetar 1000 uL
do éter etilico (figura 41).

Figura 41: Utensilio para sedar as moscas.

Transferir as moscas para o frasco de vidro, cobri-lo com a tampa contendo
éter etilico e aguardar até que todas estejam imdveis. O processo de anestesia leva
cerca de 1 minuto e 30 segundos.

Entéo, dispor as moscas sobre a placa de Petri e, com auxilio de um pincel
macio, manipula-las para analisar o corpo a partir de diferentes angulos, com o auxilio
da lupa (figura 42). Tenha cuidado para n&do danificar as moscas durante esse

processo.
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Figura 42: Moscas separadas entre machos (abaixo) e fémeas (acima).

Fonte: Acervo proprio (2025).

Observe o tamanho do corpo, pois 0s machos sao, tipicamente, menores do
que as fémeas. A extremidade do abdémen é mais alongada nas fémeas, enquanto
gue nos machos é arredondada. Apos ser fecundada, a fémea apresenta abdémen
distendido por causa dos ovos (Chaudhary et al., 2021).

O abddémen das fémeas apresenta oito segmentos, sendo possivel visualizar
sete deles, os quais apresentam a aparéncia de listras. Por outro lado, os machos
apresentam apenas cinco segmentos visivelmente distinguiveis, pois os ultimos trés
apresentam-se fundidos. Dessa forma, pode-se notar que a extremidade do abdémen
dos machos é mais escura em comparacao as fémeas (Chaudhary et al., 2021).

Também pode ser visualizada, com o auxilio de microscopio, uma estrutura
pilosa denominada “pente sexual”, localizada no primeiro segmento tarsal do primeiro
par de pernas, a qual esta presente apenas has moscas macho, conforme demonstra
a figura 43E (Chaudhary et al., 2021).
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risticas que distinguem machos (abaixo) e fémeas (acima).

Figura 43: Caracte
‘ Dorsal

Fonte: Chaudhary et al. (2021).

3.7 MANEJO DA CONTAMINACAO DE MEIOS DE CULTURA
Os meios de cultura devem ser observados a fim de identificar possiveis sinais
de contaminag&o por microorganismos. Manchas de coloracdo esverdeada, marrom

ou preta nas dietas demonstram uma provavel presenca de fungos (figura 44).

Figura 44: Dietas contaminadas por fungos.
A a ¥ 2 e

- . .:"‘.‘-. L PN - "
Fonte: Acervo proprio (2025).

Por outro lado, meios de cultura excessivamente Umidos nas laterais ou com
espaco vazio abaixo da dieta solidificada, demonstrando producdo de gas, podem

indicar contaminacao bacteriana (figura 45).
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Figura 45: A esquerda contaminagao por bactérias e fungos. A direita contaminagao por bactérias.

Fonte: Aervd prc’)prio (2025).

Os frascos contaminados devem ser congelados por ao menos 24h e o0 seu
conteudo, descartado. As moscas criadas nesses meios de cultura devem ser também
descartadas, pois sua transferéncia a uma nova dieta pode provocar a proliferacédo
dos microorganismos.

Quando ocorre a contaminacdo dos meios de cultura, € necessario identificar
a ocorréncia de falhas na higienizacéo e esterilizacéo dos frascos. Deve-se investigar,
também, se estdo sendo cumpridas as Boas Praticas Laboratoriais, visto que a falta
do uso de EPIs e a incorreta limpeza dos ambientes e utensilios de trabalho podem
gerar contaminacdo microbiana.

Por fim, deve-se observar a data de validade de todos os ingredientes utilizados
para o meio de cultura, a fim de evitar que se tornem veiculos para a transmisséo de

microorganismos e garantir que os conservantes adicionados apresentem agao eficaz.
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4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
Os protocolos elencados a seguir sdo utilizados de acordo com o desenho

experimental e quais variaveis deseja-se pesquisar.

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA
4.1.1 Superoxido Dismutase
A atividade da superoéxido-dismutase € determinada a 480nm, pela medida da

inibicdo da formag&o de adrenocromo. Uma unidade sera definida como a quantidade
de enzima que inibe em 50% a formacdo de adenocromo por grama de proteina
(Misra; Fridovich, 1972).
Amostra:

e Homogeneizar os tecidos em Tris/HCI 50mM pH 7,4;

e Centrifugar os tecidos por 10 minutos, a 3000 rpm;

e Congelar uma aliguota do sobrenadante ou dosar a atividade da enzima no dia.
Procedimento:

e No dia do experimento, diluir as amostras;

e Ligar o Espectro e selecionar o programa 11;

e As leituras deverao ser realizadas em A= 480 nm;

e Colocar uma cubeta com agua destilada no leitor de tras;

e Pipetar na cubeta de leitura: 1 mL de Tampao Glicina, 20, 40 ou 60 pL de tecido

e dar um auto zero. Apods isso adicionar 17uL de epinefrina e dar um START.

Obs.: Depois de pipetar a Epinefrina, iniciar a leitura imediatamente (START).
Deve ser feito 1 basal p/ cada 2 amostras.
Para deslocar a curva p/ esquerda, adicionar NaOH.
As amostras e a Epinefrina devem permanecer no gelo durante as dosagens, o
tampao nao.
Reagentes:
e Epinefrina 60 mM PM = 333,3
Solubilizar em uma solu¢do HCI/H20 pH 2,0 (HCI sobre a H2O até atingir o pH certo).

Dica de preparo: 1 mL de HCI 1M + 9mL de H20
Pesar 0,2 g de Epinefrina e acrescentar a solugéo HCI/H20 no escuro e no gelo.
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A Epinefrina deve ser guardada no congelador e protegida da luz, em aliquotas.
e Tampao Glicina50 mM pH 10,6 PM = 75,07

Pesar o p6 do Acido Aminoacético (Glicina), solubilizar em Agua Milli-Q e ajustar o

pH com NaOH. Pode ser feito 1 dia antes do experimento.

4.1.2 Catalase
A atividade maxima da CAT é avaliada pelo consumo de perdxido de hidrogénio
acompanhado espectrofotometricamente a 240nm, utilizando tampéo fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e peréxido de hidrogénio 10 mM (Beers; Sizer, 1952). A
reacao sera iniciada pela adicdo da amostra e acompanhada por 4 minutos a 25° C.
Amostra:
e Homogeneizar o tecido em Tris/HCI 50 mM, pH 7,4;
e Centrifugar o homogeneizado por 10 min a 3000 rpm e guardar o sobrenadante
ou fazer no dia.
Procedimento:

Programa do Espectrofotdmetro. A leitura é feita em 240 nm.

Basal: 1910 pL (2 x 950 pL) de TFK 50 mM pH 7,0— AUTO ZERO
70 pL de H.O2 — START

Amostra: 1910 pL (2 x 950 pL) de TFK 50 mM pH 7,0
20 pyL de Amostra — AUTO ZERO
70 pL de H202, — START

Obs.: O Basal tem que ser constante: deixar o H-O2 em tubo escuro e sempre fechado.

Reagentes:
e TFK 50mM pH7,0
Fosfato de Potassio Monobasico — 0,680 g — 100 mL
Fosfato de Potassio Dibasico — 0,870 g — 100 mL

Misturar o mono sobre o di até atingir o pH 7,0.

e HO, 03M
200 pL de H202 + 9,8 mL de H20O (porque € novo, sendo, seria: 300 pL de H20>
+ 9,7 mL de H20)
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Absx 46
Calculo: Pin/10x 0,02
2

4.2 MEIO DE OVOPOSICAO

4.2.1 Agar
0 - | 759
A QU . s 300 ml

Fermento Bioldgico em barra........ ... 500 g
o o | 4 colheres de sopa
A QUL .o 400 ml

4.2.2.1 Preparo

Em um becker de vidro, colocar o agar, acrescentar a 4gua e mexer. Levar ao
microondas, mexendo de vez em quando, até que a mistura ferva duas vezes,
distribuir nos vidros e submeter a ventilacdo. Apos a solidificacdo do agar, prosseguir
com a preparagao.

Dividir a barra de fermento biolégico em 4 partes, esfarelar com as maos cada
uma em um becker e adicionar 1 colher de acucar apos cada parte, e por fim adicionar
agua. Colocar no banho maria em temperatura entre 65 e 80°C, mexer algumas vezes
para fazer com que a mistura desca, até atingir uma consisténcia que permita ser
derramada (nem muito liquida, nem muito sélida). Distribuir nos vidros com o agar e

bater sobre a bancada por diversas vezes para diminuir o volume.

4.3 JEJUM INTERMITENTE

O grupo dietético exposto ao jejum intermitente deve ter comida disponibilizada
durante 12h, periodo no qual ficam com luzes acesas. Nas demais 12h ficam sem
acesso a alimentacdo e sao transferidas para vidros com papel Kraft de 9 cmz?

umedecido com 1mL de &gua e as luzes ficam apagadas. Os papéis de cada vidro

( 1
L 3° )



devem ser umedecidos novamente com 0,1mL quando necessario. O jejum
intermitente é mantido durante 7 dias, conforme metodologia adaptada de Salgado-
Canales et al. (2023).

4.4 RESISTENCIA AO ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO

A resisténcia ao estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio, foi
realizado de acordo com o protocolo descrito por Peng (2009) e modificada por Colpo
(2017). 20 moscas de cada grupo, foram mantidas 2h sem acesso a nenhum alimento,
posteriormente foram transferidas para novos frascos contendo papel pardo
umedecido com 0,5 mL de H2O. na concentracdo de 30% diluido em glicose na
concentracdo de 6%. As moscas mortas foram contadas em intervalos de 4-6h até

Nao restarem moscas vivas.

4.5 TRIGLICERIDEOS E GLICOSE

Para a analise de triglicerideos e glicose a metodologia é baseada no estudo
de Colpo (2017) e de Bortolini (2021). Foram separadas 20 moscas de cada grupo
para homogeneizar e centrifugar a 3000 xg durante 10 min. O sobrenadante foi
dividido em aliquotas. Os triglicerideos foram medidos através da reacédo da enzima
lipase, gliceroquinase, 1-P-glicerol oxidase e peroxidase. Foi utilizado o Kit
Triglicerideo Liquidform-Labtest®. Enquanto a glicose foi realizada em equipamento
semi-automatico (Bioplus 2000) com o kit GOD-Trinder, Labtest- Brasil. Ambos os

resultados estéo expressos em mg/dL de tecido.

4.6 DPPH

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre 2,2-dimetil-1-picrilhidrazil (DPPH). O método foi
inicialmente descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com pequenas
modificacdes.

Adicionar 30 ul de cada amostra a 0,2 ml de solugdo de DPPH. A cor muda de
DPPH de purpura para amarelo na presenca de antioxidantes. Monitorar a diminui¢ao
da absorbancia a 517 nm, utilizando espectrofotdmetro visivel. Fazer os testes em
triplicata.

Utilizar acido ascorbico como controle positivo para determinar a diminuicao

maxima na absorbancia DPPH.
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Os valores séo expressos em porcentagem de inibicdo de DPPH em relacéao
aos valores de controle sem extratos (para acido ascorbico a inibicdo maxima foi

considerada 100% de inibicdo). Realizar os calculos usando a férmula:

Inhibition percentage %: Absorbance of control - Absorbance of sample * 100

Absorbance of control

Quadro 2: Protocolo experimental para avaliagdo da capacidade antioxidante por meio do método
DPPH.

H20 AMOSTRA DPPH
Branco 700 L 200
Extrato 670 30 200
Controle 870 30 0

Fonte: Desenvolvido pelos autores (2025).

4.7 GEOTAXIA NEGATIVA

Para avaliar a habilidade de escalada, o protocolo foi adaptado a partir do
estudo de Xiao (2021). Apdés o periodo do Jejum Intermitente as moscas foram
transferidas para tubo falcon vazio e limpo, onde ficaram durante 15 min em
adaptacao.

Para o teste o falcon foi marcado 8 cm, referente a altura de avaliagcdo. O tubo
foi suavemente de modo a conduzir todas as moscas para o fundo do frasco. Ap6s 10
S contou-se quantas moscas conseguiram escalar até a marca. O teste foi gravado

para melhor controle.

4.8 CAMPO ABERTO

O teste de campo aberto avalia a motricidade e movimentacao das moscas.
Adaptado de Hirth (2010), uma mosca foi colocada dentro de uma placa de Petri, de
modo que tenha espaco para ela se locomover sem voar. Abaixo da placa havia um
papel quadriculado de 1 cm2. Foram contados quantos quadrados ela percorreu
durante 60 s. No total avaliou-se 5 moscas de cada grupo dietético. Para melhor

observacéo, o teste foi gravado com o0 mesmo equipamento supracitado.
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4.9 LONGEVIDADE
(Adaptado de Peng, 2012)

1. Fazer 6 vidros da dieta padrao com 0,01% de colesterol sintético

2. Adicionar moscas e deixar por 72 horas, retirar as moscas ap0s esse periodo
e fazer o procedimento de colocar o fermento e papel antifingico

3. Acompanhar diretamente até o nascimento das moscas e anotar o dia do inicio
do nascimento

4. Determinacéo de Sobrevivéncia: sincronizar os frascos dois dias antes do inicio

do experimento, ou seja, retirar todas as moscas, deixando somente ovos,
larvas e pupas, para que todas apresentem idade semelhante ao inicio do
protocolo experimental Das moscas que nascerem, manter uma amostra de 30
machos cada frasco de cultura (vidros pequenos de tampa vermelha) contendo
a mesma dieta. Nos potes com tratamento colocar o papel filtro cortado
umedecido com o extrato a ser utilizado. A cada 72 horas trocar o meio e contar
os individuos.

5. Avaliacdo do Peso: a cada 3 dias de tratamento, quando for trocado o meio,

pesar e contar as moscas sobreviventes.

4.10 SOLUCAO TRIS

Para 50mL de tampao TRIS/HCI 50mM pH 7,4 apresentando TRIS PM =
121,14: Pesar 0,3028g e em um béquer colocar 400mL de H20O deionizada, ajustar
pH com HCI concentrado de até 7,4 e completar o volume de 500 mL com agua

deionizada.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir do exposto pode-se iniciar a pesquisa experimental com a DM. Deve-
se levar em consideracdo que a literatura ndo foi exaurida e que a ciéncia progride
constantemente. Logo, pode-se nortear-se por este e-book, porém a pesquisa em
busca de novidades deve ser constante.
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