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Efeitos biológicos e bioquímicos do óxido de deutério e seu possível impacto na 

anidrobiose 

A anidrobiose é um estado de alta estabilidade no qual algumas espécies adentram 

quando enfrentam forte estresse hídrico do ambiente. Estes organismos se mantêm 

viáveis, retornando à vida quando reidratados. O conhecimento detalhado deste 

fenômeno, bem como de suas características, pode fornecer meios para aumentar a 

tolerância de estruturas biológicas ao a estresse hídrico. A partir deste conhecimento seria 

possível, a princípio, desenvolver tecnologias na área médica para o armazenamento e 

transporte de órgãos, vacinas, enzimas de interesse e outras aplicações a longo prazo, de 

maneira mais barata em relação a criogenia. Ou ainda na produção de alimentos, com 

linhagens de plantas mais resistentes a seca. Em anidrobiose os organismos se tornam 

tolerantes a diversos fatores físicos, como extremos de temperatura, radiação ionizante, 

elevadas pressões hidrostáticas, entre outros. Nesse contexto, este trabalho busca avaliar 

se o estado anidrobiótico confere alguma tolerância ao óxido de deutério (água 

deuterada), formada por um átomo de oxigênio e dois de deutério (isótopo natural e 

estável do hidrogênio, com um nêutron adicional no núcleo atômico). A água deuterada, 

em altas concentrações, é descrita na literatura como causadora de efeitos negativos para 

organismos. Em contrapartida, em concentrações adequadas pode ter utilidade médica e 

farmacológica, por exemplo, no tratamento de câncer. Este trabalho, investiga os efeitos 

causados pela água deuterada (D2O) no nematoide anidrobiótico Panagrolaimus 

superbus (imersão por 24 h ou reidratação após dessecação), bem como alterações em 

processos importantes como duplicação do DNA e a transcrição gênica. Os resultados 

encontrados demonstram que concentrações de 45% de D2O ou superiores diminuem a 

eficiência da replicação e da transcrição gênica in vitro, mas não alteram a atividade da 

DNase I. Além disso, o P. superbus não demonstrou queda da viabilidade quando exposto 

em concentrações de 99,9% D2O independentemente de ter sido dessecado. 

Palavras chave: Anidrobiose, óxido de deutério, água deuterada, SIE, tolerância a 

dessecação, Panagrolaimus superbus 
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Biological and biochemistral effects by deuterium oxide and the possible impact on 

anhydrobiosis 

Anhydrobiosis is a highly stable state in which certain species can enter when 

exposed to extreme water stress. These anhydrobiotic organisms remain viable, resuming 

life when rehydrated. The detailed understanding of this phenomenon, as well as of its 

characteristics, may provide ways to improve the tolerance of biological structures to 

water loss. From this knowledge it would be possible, in principle, to develop medical 

technologies for long-term preservation and transportation of organs, vaccines, enzymes 

of interest, etc, in a cheaper way than cryogenic methods. Or in food production, with 

drought-tolerant plant cultivars. Anhydrobiosis renders the organism very resistant to 

various physical factors, such as extremes of temperature, ionizing radiation, hydrostatic 

pressure, among others. In this context, this work aims to investigate whether 

anhydrobiosis confers any resistant to deuterium oxide (or deuterated water), which is 

formed by one atom of oxygen and two atoms of deuterium (a stable and natural isotop 

of hydrogen with one additional neutron in the atomic nucleus). Deuterium water is 

reported on literature as causing negative effects to organisms in high concentrations. In 

contrast, in certain concentrations, it may have medical and pharmacological utilities, for 

example, in cancer treatment. The present work investigates the effects of deuterium 

oxide (D2O) in the anhydrobiotic nematode Panagrolaimus superbus (soaking for 24 h 

or reydratation after desiccation), as well as its impact on important cellular processes 

such as DNA duplication and gene transcription. The finding data show that in 

concentrations of 45% D2O or higher decreases the efficience of in vitro DNA replication 

and gene transcription, but the DNase I activity was not changed. Furthermore, P. 

superbus didn’t demonstrade any decrease of viability in 99,9% D2O, independently of 

been desiccated. 

Keywords: Anhydrobiosis, deuterium oxide, deutered water, SIE, desiccation tolerance, 

Panagrolaimus superbus
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1.1 Anidrobiose 
 

 O fenômeno da anidrobiose, termo derivado do grego "vida sem água", foi 

observado pela primeira vez por Antonie van Leeuwenhoek (1632 - 1723) (revisto em 

Tunnacliffe e Lapinski, 2003). Leeuwenhoek, ao adicionar água em amostras de pó 

presentes em calhas, que inicialmente não apresentavam sinais de vida observou, 

posteriormente, a presença do que ele chamava de ‘animálculos’. A descrição feita por 

Leeuwenhoek é muito semelhante ao rotífero bdeloide Philodina roseola (Figura 1D) 

(Tunnacliffe e Lapinski, 2003). 

 Estudos subsequentes evidenciaram que existiam espécies representantes de todos 

os reinos biológicos com a capacidade de sobreviver à dessecação extrema (Figura 1): 

Reino Monera (Deinococcus radiodurans) (Mattimore e Battista, 1996), Protista 

(Colpoda inflata) (Müller et al., 2010), Fungi (Saccharomyces cerevisae) (Schebor et al., 

2000), Animalia (Philodina Roseola) (Ford, 1981) e Plantae (Selaginella lepidophylla) 

(Oliver et al., 2000). Adicionalmente, estas espécies podem ser divididas em duas 

categorias, de acordo com o estádio do desenvolvimento capaz de tolerância à dessecação 

extrema: anidrobióticos estádio-específico, ou holo-anidrobióticos (Jönsson, 2005). 

  O primeiro grupo engloba organismos capazes de entrar em anidrobiose em 

apenas um estádio do desenvolvimento ou na forma de propágulo, por exemplo: a larva 

do díptero Polypedilum vanderplanki (Hinton, 1960; Watanabe, 2006), esporos de alguns 

fungos e bactérias (Sussman e Halvorson, 1966), além de sementes e grãos de pólen de 

algumas plantas (Vegis, 1964). Enquanto o segundo grupo representa aqueles capazes de 

adentrar no estado anidrobiótico em qualquer fase do seu ciclo de vida, sendo 

representados por tardígrados, rotíferos e nematoides (Marcus, 1929; Schmdt, 1948; 

Ramazzotti, 1962; Van Gundy, 1965; Cooper e Van Gundy, 1971; Crowe, 1971). 
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Figura 1. Representantes de espécies anidrobióticas são observados em todos os reinos. (A) A bactéria 

Deinococcus radiodurans (Monera), (B) o ciliado Colpoda inflata (Protista), (C) a levedura 

Saccharomyces cerevisae (Fungi), (D) o rotífero bdloide Philodina roseola (Animalia) e (E) a planta da 

ressurreição Selaginella lepidophylla (Plantae) (Imagens retiradas da internet). 
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O valor da molécula de água para vida como ela é conhecida parece óbvio, mas 

frequentemente seu papel é subestimado em textos acadêmicos (Chaplin, 2001). Sua 

estrutura, formando um dipolo, permite solubilizar diversos compostos biológicos de 

extrema importância, como proteínas e ácidos nucleicos. Esta hidratação é de crucial 

relevância para a atividade biológica destes compostos, sendo que para as proteínas 

assumirem sua conformação tridimensional (e consequentemente sua forma ativa), uma 

concha de hidratação é necessária. O mesmo raciocínio pode ser feito para o DNA, que 

requer cerca de 30%, da sua massa, em água para manter sua conformação (Chaplin, 

2001). Diante disso, é surpreendente o fato de que espécies possam se manter viáveis, por 

décadas, mesmo com quantidades de água muito abaixo do necessário para o metabolismo 

(Steiner e Albin, 1946; Guidetti e Jönsson, 2002).  

Para Keilin (1959), a anidrobiose constitui uma forma particular de criptobiose 

(do grego "vida escondida"). Este termo foi proposto por ele e descreve um estado de vida 

latente, no qual o organismo não possui uma taxa metabólica, ou o metabolismo não é 

significante para mostrar sinais de vida; ou seja, seu metabolismo é considerado 

paralisado ou não pode ser mensurado. A criptobiose é dividida em categorias, de acordo 

com a causa que a induz: a criobiose (criptobiose induzida por baixas temperaturas), 

termobiose (por temperaturas elevadas), osmobiose (por osmolaridade extrema), 

anoxibiose (pela falta de oxigênio) e já mencionado anteriormente, anidrobiose (pela 

dessecação extrema) (Keilin, 1959). Esta última é o foco deste trabalho  

 Neste contexto, o pesquisador James Clegg propôs um terceiro estado de 

organização biológica além do vivo e do morto, o criptobiótico, uma vez que neste estado 

a total suspensão do metabolismo é reversível (Clegg, 2001). 
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Alfred Giard (1894) propôs o termo "anidrobiose" para descrever o estado de 

animação suspensa (criptobiose) no qual um organismo ingressa pela dessecação 

extrema. O termo já está bem fixado na literatura, sendo que a tradução literal do grego 

"vida sem água” é considerada tecnicamente incorreta, porque o organismo neste estado 

não é considerado vivo e sempre há uma pequena parcela de água remanescente, 

insuficiente para manter as taxas metabólicas (Tunnacliffe e Lapinski, 2003).  

 Neste estado de animação suspensa o organismo adquire tolerância a diversos 

estresses. Há relatos de que organismos dessecados que, mesmo sendo expostos a altas 

doses de radiação X e ultravioleta, pressões hidrostáticas elevadas (600 MPa), extremos 

de temperatura (~ -273 °C e +151 °C), se mantiveram viáveis, voltando à vida após a 

reidratação (Doyère, 1842; Rahm, 1923, 1937; Becquerel, 1950; Keilin, 1959; Seki e 

Toyoshima, 1998; Tunnacliffe e Lapinski, 2003). 

 Além da estabilidade a fatores físicos extremos (geralmente por curtos períodos 

de tempo), há também relatos de viabilidade após longuíssimos períodos de tempo (em 

condições não extremas). Por exemplo, a (questionável) recuperação de bactérias 

halotolerantes de 250 milhões de anos (Vreeland, et al., 2000) e de sementes de lótus com 

1000 anos (Shen et al., 1995). Os registros cientificamente comprovados e mais bem 

documentados se referem a tardígrados, rotíferos e nematoides que se mantiveram viáveis 

por período da ordem de décadas (Steiner e Albin, 1946; Guidetti e Jönsson, 2002).  

 No processo de anidrobiose, podem ser caracterizadas três fases: desidratação, 

dessecação e a fase seca (figura 2). Durante a primeira fase, a desidratação, ocorre a 

perda progressiva de água, porém as macromoléculas permanecem totalmente hidratadas. 

A perda de água causa, dentro da célula, mudança nas concentrações dos solutos, no pH 

e aumento da viscosidade. Tais alterações podem desestabilizar polissacarídeos, proteínas 
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e ácidos nucleicos, pois interferem nas pontes (ou ligações) de hidrogênios e forças 

hidrofóbicas entre estas macromoléculas (Clegg, 1978; Stryer, 1999). A célula se 

encontra em um estado no qual as vias bioquímicas começam a falhar (Clegg, 1978; 

Wormersley, 1981). É nesta fase metabolicamente ativa que a célula anidrobiótica ativa 

as adaptações necessárias para sobreviver a este estresse hídrico, como acúmulo de 

proteínas hidrofílicas e dissacarídeos não-redutores (revisto em Tunnacliffe e Lapinski, 

2003). 

Figura 2. Níveis de hidratação e a anidrobiose. (A) Condição normal de hidratação de uma célula, os 

pontos azuis representam moléculas de água. (B) Na fase de desidratação, as macromoléculas permanecem 

hidratadas e há a síntese dos dissacarídeos não-redutores representados pelos pontos pretos. (C) A fase seca, 

na qual as macromoléculas são totalmente envolvidas por uma concha sólida, o biovidro, e ficam presas no 

tempo e no espaço (Burke, 1986) (Figura de Guidelli (2011), cujo original é adaptado de Song et al., 2004). 

 

 Esses dissacarídeos não-redutores representados, principalmente, pela trealose e 

sacarose (utilizados por animais e vegetais, respectivamente) têm alta solubilidade e não 

são reativos, podendo ser acumulados em altas quantidades dentro da célula, 

contrabalanceando a alta osmolaridade extracelular nesta fase. Ademais, estes 

dissacarídeos agem como estabilizadores termodinâmicos dificultando, ou até mesmo 

impossibilitando, mudanças estruturais que seriam causadas pela desidratação.  

Entretanto, a simples presença destes dissacarídeos não-redutores não confere a 

capacidade de tolerância à dessecação extrema. Por exemplo, mutantes Abi-3 da planta 

modelo Arabidopsis thaliana, insensíveis ao ácido abscísico, mostraram acúmulos de 
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sacarose e outros mono-oligossacarídeos nas sementes. Mesmo com o acúmulo de 

sacarose, as sementes não foram capazes de suportar estresse hídrico extremo, mostrando 

que o simples acúmulo destes carboidratos não confere a capacidade de entrar em 

anidrobiose (Ooms et al., 1993). O mesmo resultado foi encontrado em células de ratos 

modificadas geneticamente com genes bacterianos para síntese de trealose: as células não 

entraram em anidrobiose apesar de sua tolerância a desidratação ter aumentado (Garcia 

de Castro e Tunnacliffe, 2000). 

Outra evidência que permite concluir que estes dissacarídeos não são requisitos 

obrigatórios para a anidrobiose foi a descoberta de rotíferos anidrobióticos que não 

acumulam tais compostos (revisto em Lapinski e Tunnacliffe, 2003). 

 A segunda fase, a dessecação, é alcançada quando o conteúdo de água na célula 

atinge dimensões inferiores a 0,3 g/g de massa seca e, particularmente quando atingem 

0,1 g/g de massa seca, o metabolismo para. Nesta condição a falta de água é tão grande 

que as macromoléculas não estão completamente hidratadas, o que pode levar a uma 

desestabilidade estrutural. Nesta fase é proposto que os dissacarídeos não-redutores 

(trealose e sacarose) atuem como moléculas de água, formando ligações de hidrogênio 

com as macromoléculas e, assim, evitando danos estruturais irreversíveis (Clegg, 1974, 

1986; Crowe et al., 1992; revisto em Tunnacliffe e Lapinski, 2003). 

 A próxima fase - o estágio seco - representa a anidrobiose propriamente dita. 

Nesta etapa, a matriz aquosa do citoplasma é substituída por uma matriz sólida e amorfa, 

o biovidro (do inglês "bioglass”, Sakurai et al., 2008) gerado pelo processo denominado 

vitrificação. É proposto que a trealose e a sacarose em altas concentrações são 

fundamentais para o processo de vitrificação, atuando como estabilizadores cinéticos e 

aumentando a viscosidade intracelular. Sendo uma matriz sólida, este biovidro impediria 
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qualquer difusão molecular, paralisando as reações bioquímicas na célula, portanto 

promovendo uma animação suspensa (revisto em Tunnacliffe e Lapinski, 2003). 

Vale destacar que o processo de entrada em anidrobiose não é único para todas as 

espécies capazes de animação suspensa (revisto em Tunnacliffe e Lapinski, 2003). Isto 

demonstra a complexidade do fenômeno, sugerindo a existência de vias alternativas 

associadas à manutenção da integridade celular durante um estresse hídrico extremo. 

Outras adaptações potencialmente envolvidas incluem: acúmulo de proteínas hidrofílicas 

como as LEAs (Late Embryogenesis Abundant) reportadas em sementes de plantas, 

proteínas heat shock, modificações na membrana celular, alterações metabólicas, 

sistemas antioxidantes, entre outros (Reardon et al., 2010). 

 O estudo do fenômeno da anidrobiose e de seus mecanismos bioquímicos é 

relevante para o desenvolvimento da engenharia anidrobiótica. Esta área busca 

transformar células, tecidos, órgãos - e futuramente até organismos inteiros - que 

naturalmente não são anidrobióticos, em tolerantes a dessecação extrema (Garcia de 

Castro et al., 2000). A relevância da engenharia anidrobiótica é muito grande no 

desenvolvimento de métodos para preservação a seco de materiais biológicos sensíveis a 

desidratação na agricultura e na área médica (França et al., 2007). 

 Na agricultura, futuras linhagens de plantas com tolerância a períodos de estiagem 

podem interferir diretamente na produção agrícola. Estas linhagens poderiam ser criadas 

por meio da introdução e/ou indução da expressão dos genes constituintes da via de 

anidrobiose. Isto permitiria a sobrevivência de culturas agrícolas durante as secas, assim 

como a estocagem de sementes e frutos a seco (França et al., 2007).  

 Na área médica, futuras técnicas baseadas em anidrobiose teriam grande 

aplicabilidade no armazenamento de sêmen e sangue, transporte de órgãos e construção 
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de banco de células e tecidos, dentre outros. A possibilidade disso se dá pelas 

características e propriedades das células/estruturas no estado anidrobiótico. O 

armazenamento destes materiais a seco é menos custoso e pode ser feito por maior 

período de tempo do que o método de criogenia (revisto em Tunnacliffe e Lapinski, 

2003). 

Pode haver ainda, na área médica, uma aplicabilidade terapêutica. Wilson e 

Sherman (2010) infectaram populações do rotífero anidrobiótico Habrotrocha elusa com 

um fungo (Rotiferophthora angustipora), cuja proliferação leva ao colapso destas 

populações. Posteriormente, estas populações infectadas foram dessecadas por um 

período de quatro semanas e, após a reidratação, o rotífero, tolerante à dessecação extrema 

retornou à vida normalmente, enquanto o fungo (não anidrobiótico) não resistiu ao 

estresse. Portanto, a população do rotífero que iria colapsar por infecção, não sofreu o 

dano ao passar por um evento não invasivo, capaz de eliminar o patógeno.    

 

1.2 Modelo de Estudo - P. superbus 

 

 Dentre as espécies anidrobióticas existentes está o Panagrolaimus superbus, 

modelo de estudo desta pesquisa (filo Nematoda, classe Panagrolaimidae e ordem 

Rhabdita) (De Ley e Blaxter, 2002). As espécies deste filo (figura 3) são encontrados em 

uma ampla diversidade de ambientes, desde solos profundos com maior proteção, até 

superfícies onde ocorre maior exposição ao sol. Sendo tais ambientes sujeitos a variações 

climáticas como secas parciais ou severas, estes nematoides possuem a capacidade 

adaptativa de tolerância à dessecação extrema (Shannon et al., 2005). 

 Os nematoides anidrobióticos foram classificados em dois grupos, estrategistas 

rápidos e lentos. Os estrategistas lentos não são capazes de sobreviver à dessecação 
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imediata, necessitando de uma etapa de condicionamento com redução gradual na 

umidade relativa, permitindo assim a expressão dos genes da via de anidrobiose. Por sua 

vez, os estrategistas rápidos possuem capacidade de entrar em anidrobiose de maneira 

imediata, possivelmente devido a pré-adaptações no nível celular (Wormesley, 1987).   

 Indivíduos da espécie P. superbus são de vida livre, habitantes do solo, com 

aproximadamente 1 mm de comprimento, bacteriovoros (se alimentam de bactérias) e 

classificados como estrategistas rápidos (Shannon et al., 2005). Com este preceito, 

considera-se que os indivíduos desta espécie expressam constitutivamente os genes 

relacionados à anidrobiose (Reardon et al., 2010). 

 

Figura 3. Espécies do filo Nematoda. (A) Indivíduo da espécie Panagrolaimus superbus e (B) Indivíduo 

da espécie Caernohabditis elegans. 
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1.3 O óxido de deutério 

 

O óxido de deutério, também conhecido como água pesada ou água deuterada, é 

um composto químico que foi descoberto na década de 1930 por Urey, Brickwedde e 

Murphy (Urey, Brickwedde e Murphy, 1932). É formado por um átomo de oxigênio e 

dois de deutério (2H ou 1D), um isótopo estável do hidrogênio cujo núcleo apresenta um 

próton e um nêutron (figura 4). Na natureza, a concentração de D2O na água é de 0,015% 

ou 150 ppm (Katz, 1960; Kushner, 1999; Minamoto et al., 2011 Kirkina, 2013). 

 Existe ainda um terceiro isótopo do hidrogênio, o trítio (3H ou 1T). Sua diferença 

em relação aos outros isótopos é a presença de dois nêutrons no núcleo, além do próton 

(figura 4) (Kaufman e Libby, 1954). A presença do trítio na natureza pode ocorrer de duas 

formas principais: uma é o bombardeio da atmosfera por raios cósmicos, gerando átomos 

trítio a partir da quebra de átomos de nitrogênio. Tais moléculas na atmosfera são 

rapidamente oxidadas a T2O (óxido de trítio, água tritiada ou água superpesada) ou HTO 

(água semi-superpesada) e podem precipitar na forma de chuva ou neve. Ou, o trítio, 

pode decair para hélio-3 (3He) (Kaufman e Libby, 1954). (O decaimento de 1T para 3He, 

que possui um número atômico maior, é possível por meio do processo nuclear 

denominado decaimento β –, vide Apêndice A). 

Outra forma de ocorrência de trítio na natureza é a partir de rochas ígneas. A fissão 

espontânea do urânio libera nêutrons que podem reagir com pequenas quantidades ou 

traços de lítio (7Li) formando trítio. Sendo radioativo, o trítio possui um tempo de meia-

vida de 12,5 anos, decaindo para hélio-3 (3He), um isótopo mais leve e menos abundante 

do hélio-4 (4He) (Kaufman e Libby, 1954). 
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 Por ser radioativo, altas doses de trítio, seja pela ingestão de água (semi-) 

superpesada ou por compostos orgânicos ligados a trítio (OBT), podem levar a problemas 

de saúde quando atingem uma eficácia biológica relativa (“relative biological 

effectiveness”) ou RBE (Harrison, 2009). Vários coeficientes de RBE para humanos 

foram calculados baseando-se em modelos biocinéticos e dosimétricos pela Comissão 

Internacional de Proteção Radiológica (ICRP). Sendo que esses coeficientes são 

específicos para diferentes tempos da vida do ser humano, desde ingestão fetal, até 

ingestão adulta (Harrison, 2009).    

A molécula de água com o isótopo de hidrogênio mais abundante (referida a partir 

de agora como H2O) e a água deuterada, ou pesada (referida como D2O) apresentam 

propriedades físico-químicas distintas devido à diferença nas massas atômicas do 

hidrogênio e do deutério, resultando em uma diferença na ligação com o oxigênio, além 

da interação entre diferentes moléculas de água deuterada (Katz, 1960). Algumas dessas 

diferenças estão apresentadas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Propriedades físicas da H2O e D2O (adaptado de Katz, 1960). 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Nota: Superfície de Tensão entre D2O e H2O são essencialmente idênticas. 1 poise = 0.1 Pa.s; 1 dyn = 10 

μN; 1 cal = 4.1858 J.  

Propriedades H2O D2O 

Ponto de Congelamento (°C) 0 3.82 

Ponto de Ebulição (°C) 100.0 101,72 

Densidade (20°C, g/mL) 0.9982 1.1056 

Temp. de Densidade Máxima (°C) 4.0 11.6 

Viscosidade (20°C, centipoise) 1.005 1.25 

Tensão Superficial (25°C, dyn.cm) 71.97 71.93 

Calor de Fusão (cal/mol) 1436 1515 

Calor de Vaporização (cal/mol) 10 515 10 864 
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Nota-se que existem diferenças grandes entre algumas das propriedades físicas da 

H2O e D2O, como nos pontos de ebulição e congelamento, na temperatura de densidade 

máxima e na viscosidade. As diferenças na densidade a 20 °C e na temperatura de 

densidade máxima pode revelar que a estrutura do D₂O no estado líquido ocupa um menor 

volume do que a H₂O na mesma temperatura, e isto implica que as ligações 

intermoleculares O-D (pontes de deutério) são mais curtas do que as ligações 

intermoleculares O-H (pontes de hidrogênio), portanto soluções de D₂O podem se 

comportar de maneira semelhante a soluções de H₂O em menor temperatura. Assim 

como, as maiores temperaturas de congelamento e ebulição, maior calor de fusão e 

vaporização sugerem que as ligações (ou pontes) de deutério são mais estáveis (fortes), 

necessitando de mais energia para sofrer alterações na sua conformação do que as ligações 

de hidrogênio (Katz, 1960). 

 

 

Figura 4. Modelos atômicos revelando as diferenças entre o hidrogênio e seus isótopos.  

 

Considerando a ideia de que a estrutura da D₂O ocupa um menor volume, a 

solubilidade de sais e gases é menor do que em relação a H₂O na mesma temperatura, 
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visto que o soluto altera a conformação da estrutura da água para se acomodar (Katz, 

1960). 

Além de diferenças físicas, D2O e H2O apresentam também diferenças químicas, 

que podem ser de duas naturezas: efeito isotópico como solvente (“solvent isotope effect”) 

ou SIE, e efeito isotópico do deutério (“deuterium isotope effect”) ou DIE (Katz, 1962; 

Kushner, 1999; Hirai et al., 2010).  

O efeito SIE (solvente) é inerente às propriedades físicas do D2O. Como 

apresentado anteriormente, alguns desses efeitos são a diminuição da solubilidade de sais 

e gases (Katz, 1960), as diferenças na viscosidade, densidade a 20 °C e temperatura de 

densidade máxima (ver tabela 1). As três últimas podem alterar a forma como um soluto 

interage com a concha de hidratação da D2O se compararmos com a da H2O. Tal 

comportamento diferente pode levar a diferenças na taxa de difusão de moléculas entre 

H2O e D2O ou diferenças na saturação máxima do mesmo composto.  

Contudo, um dos efeitos mais abordados e de maior interesse biológico é a 

diferença na estabilidade das macromoléculas. Devido à diferença de densidade entre 

H2O e D2O e a mais forte interação entre as ligações de deutério do que as de hidrogênio, 

a estabilidade destas macromoléculas dissolvidas é alterada (sendo maior na D2O). Outro 

fator que aumenta a estabilidade destas macromoléculas, caso essas possuam centros 

hidrofóbicos (e.g., membranas biológicas) é que estes centros apolares permanecem mais 

fortemente coesos (Kushner et al., 1999; Farver et al. 2001; Chellgren e Creamer, 2004; 

Goryunov, 2006; Kang et al., 2006; Hohlefelder et al., 2013).  

O efeito DIE (isotópico) é devido a capacidade do átomo de deutério substituir o 

átomo de hidrogênio em biomoléculas (Kushner et al., 1999; Cleland, 2004; Kang et al., 

2006; Hirai et al., 2010; Hohlefelder et al., 2013). A força de ligação entre carbono e 
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deutério (C-D) é, aproximadamente, 10 vezes maior do que com o hidrogênio (C-H), e 

pode afetar a reatividade do composto (Katz, 1960; Kusnher et al. 1999). Dependendo do 

local da substituição, pode-se ter o efeito “primário” do DIE, quando a reação química 

depende da quebra da ligação C-D. Ainda pode ocorrer um efeito “secundário”, quando 

a substituição afeta a taxa de quebra da ligação C-H de outro resíduo, sendo o efeito 

“secundário” menor que o efeito “primário” (Kushner et al., 1999).  

A diferença na reatividade se dá pela diferença no nível de energia do ponto zero, 

que é a menor energia de ligação possível entre dois átomos. Este nível de energia do 

ponto zero depende da frequência de vibração das ligações no zero absoluto e é calculada 

por ½ h, sendo ‘h’ a constante de Planck e ‘’ a frequência de vibração dos átomos 

envolvidos na ligação. Como o átomo de deutério tem o dobro da massa do átomo de 

hidrogênio, a frequência de vibração do deutério é menor que a do hidrogênio, assim o 

nível de energia do ponto zero nas ligações C-D é menor que nas ligações C-H, 

necessitando de maior energia para ser quebrada (figura 5) (Katz, 1960). 

O DIE pode causar uma alteração na taxa de reatividade dos reagentes, tal 

mudança é expressa pelo “kinect isotope effect” ou KIE (Katz, 1960; Farver et al. 2001). 

O KIE é expresso pela relação entre as constantes de reação de quando os reagentes 

possuem o isótopo leve pela constante de quando os reagentes possuem o isótopo pesado 

(Katz, 1960). 
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Figura 5. Diferença entre os valores de energia livre de Gibbs (E0) entre reagentes hidrogenados (E0
H) 

e deuterados (E0
D). Observa-se que a energia livre de Gibbs dos reagentes deuterados é menor que a de 

reagentes hidrogenados, necessitando de mais energia para alcançar o complexo ativado (extraído de Katz, 

1960). 

Nem sempre é possível distinguir os efeitos do SIE e do DIE separadamente em 

sistemas biológicos pois uma vez que o organismo cresça em um ambiente com água 

deuterada (SIE) algumas moléculas terão átomos de hidrogênio substituídos pelo de 

deutério (DIE) (Kushner et al., 1999) 

Estudos sobre os efeitos da água deuterada foram realizados em função do tempo 

(Katz, 1960; Hirai et al., 2010; Minamoto, Wada e Shimizu, 2012; Hammel et al., 2013; 

Hohlefelder et al., 2013 Kirkina et al., 2014). Hammel e colaboradores observaram os 

efeitos no crescimento de Drosophila melanogaster cujo alimento possuía concentrações 

crescentes de D2O. A 22,5% de D2O eles observaram um aumento no tempo de 

desenvolvimento, redução da viabilidade e da fecundidade das fêmeas; curiosamente, a 

longevidade dos indivíduos não foi alterada (Hammel et al., 2013). 

 Experimentos com algas mostraram que é possível haver uma proliferação de 

espécies deste grupo mesmo em altas concentrações de D2O (99,9%), entretanto a 
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densidade máxima alcançada pela população é menor quando comparada ao crescimento 

em H2O. Adicionalmente, as espécies necessitam de um tempo de adaptação ao meio 

deuterado (fase lag maior), variando de acordo com a espécie, sendo de alguns dias para 

Chlrorella vulgaris, podendo chegar a meses para Scenedesmous obliquus (Katz, 1960). 

 Outros organismos como Escherichia coli, Torulopsis utilis (levedura), 

Aspergillus niger e Penicillium notatum (ascomicetos) também têm seu crescimento 

diminuído quando expostos a um meio com água deuterada. No caso da levedura T. utilis 

o crescimento só ocorre após adição de outros fatores nutricionais, como extratos de algas 

que também cresceram em meio deuterado (Katz, 1960). 

 Em mamíferos, Thomson (1960) e Katz et al. (1962) usaram ratos e camundongos 

como modelos, respectivamente, para a análise de alterações fisiológicas. O observado 

por eles foi que, primeiramente, a concentração corpórea de D2O dos animais (após entrar 

em equilíbrio) era menor do que a concentração de D2O fornecida (diluído na água para 

beber). Em ambos os casos os pesquisadores mediram a concentração de água deuterada 

na urina dos animais.  

Alguns dos efeitos também observados, especialmente por Katz et al. (1962) foi 

que diferentes tecidos do animal possuíam concentrações distintas de deutério (fígado 

com uma das mais elevadas concentrações; o cérebro com baixa concentração). Além 

disso, foi mensurado o tempo de meia-vida do deutério no corpo dos animais e, assim 

como na absorção, o tempo de meia-vida varia entre os diferentes tecidos, sendo que os 

tecidos que absorvem mais rapidamente o deutério também são os que apresentam menor 

tempo de meia-vida e vice-versa (Katz et al. 1962).  

Thomson (1960) encontrou uma hiperplasia de até 50% no fígado e de até 60% 

nas adrenais, um aumento na concentração de ureia sanguínea e uma dificuldade em 
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diminuir a concentração de glicose no sangue depois de 1 hora após injeções, sendo que 

após 5 horas, a concentração ficou abaixo do grupo controle. Adicionalmente, 

determinou-se o tempo de sobrevivência média em função da concentração de D2O 

administrada em camundongos (figura 6) (Katz et al., 1962).  

 Apesar da maioria dos trabalhos expor organismos ou sistemas biológicos a uma 

maior concentração de D2O, Kirkina e colaboradores (2014) fizeram o contrário, usando 

água derretida e neve, que possui menor quantidade de deutério do que a água normal, 

mostraram que também pode haver diferenças nas atividades devido à baixa concentração 

de deutério na água. Por exemplo, a atividade de Na-K ATPase em uma concentração de 

30 ppm de deutério diminuiu 12% em relação ao controle (de 145 ppm).  

Outro exemplo é a de mobilidade de espermatozoides de boi (congelados) e de 

humanos (frescos) em menores concentrações de deutério (30 ppm para os de boi e 60 

ppm para humano). Em ambos os casos a atividade máxima dos espermatozoides foi 

observada na solução controle (145 ppm) (Kirkina et al., 2014).  

 Um experimento com a bactéria anaeróbica facultativa Streptococcus mutans 

crescendo em meios deuterados em concentrações de 75% e 100% mostrou uma inibição 

do crescimento, tanto na mensuração por turbidez quanto na mensuração de células 

viáveis pela resazurina redutase. Já a bactéria aeróbica Pseudomonas aeruginosa mostrou 

uma inibição do crescimento apenas nas primeiras 48h, sendo que o crescimento chegou 

à mesma magnitude que o controle depois de 72h (Hirai et al., 2010). 

Um dos efeitos do D2O em processos enzimáticos pode ser ilustrado pelo trabalho 

de Minamoto, Wada e Shimizu no qual eles avaliaram a possibilidade de realizar uma 

epPCR (error-prone polymerase chain reaction) utilizando simplesmente uma solução 

de 99% D2O como solvente ao invés de H2O (sem alterações típicas, como adição de 



De Carli, G. J. (2015)  Introdução 

 
19 

EtBr, alteração na concentração de sais ou de nucleotídeos). O resultado foi uma taxa de 

erro seis vezes maior na condição com Mn2+ e quase oito vezes maior na condição sem 

Mn2+, ambas em concentrações de 99% D2O. O que foi proposto pelos autores para 

explicar a maior taxa de erro da polimerase foi a alteração da estabilidade da enzima, 

promovendo uma diminuição da especificidade da mesma pelo substrato, causado pelo 

SIE (Minamoto, Wada e Shimizu, 2012).  

 

 

Figura 6. Média do tempo de sobrevivência de camundongos em função da concentração de D2O 

diluído na água fornecida. O eixo horizontal se refere à concentração de D2O fornecido, e no eixo vertical 

o tempo de sobrevivência médio em dias. Nota-se uma queda exponencial da longevidade com o aumento 

linear da dose de D2O (Extraído de Katz et al. 1962). 
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Além da duplicação do DNA, também foi investigado o efeito da água deuterada 

na expressão gênica (figura 7). Utilizando um sistema cell-free, Hohlefelder et al. (2013), 

analisaram a expressão do gene GFP, em bactérias E. coli, nos diferentes níveis: 

transcrição, tradução e maturação (enovelamento) da proteína in vitro. No nível 

transcricional foi observado um aumento máximo de 250% da quantidade de mRNA de 

GFP a uma concentração de 40% de D2O, de acordo com análises de RT-qPCR. No nível 

traducional, houve grande inibição, a uma concentração de 40% de D2O, de acordo com 

mensurações de fluorescência da proteína.  

Por sua vez, a taxa de enovelamento da proteína apresentou queda de 40% quando 

em meio contendo 60% de D2O. Esta análise foi feita mensurando-se a fluorescência da 

proteína GFP após adição de cloranfenicol. Como esse antibiótico inibe a atividades dos 

ribossomos, qualquer aumento no sinal de fluorescência após este momento é devido ao 

enovelamento de proteínas já sintetizadas, permitindo, assim, a determinação da taxa de 

maturação da proteína. 

Nossas hipóteses são: (i) que o D2O interfere nas reações bioquímicas de 

duplicação do DNA, transcrição e digestão de DNA por DNase I; (ii) que o D2O afeta a 

viabilidade do nematoide Panagrolaimus superbus imerso em 24 h nas concentrações de 

75% e 99,9% de D2O e (iii) que a viabilidade pós-reidratação nas mesmas concentrações 

de D2O também é afetada. 
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Figura 7. Influência da D2O nos níveis da expressão gênica. Em um plano geral, a expressão gênica foi 

inibida pela presença da água deuterada, apesar de que em nível transcricional houve um aumento, nas 

etapas de tradução e maturação da proteína houve uma queda significativa (Hohlefelder et al., 2013). 
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Objetivo Geral 

O presente trabalho buscou investigar as eventuais alterações causadas pelo óxido 

de deutério na bioquímica de processos centrais para a célula assim como na biologia da 

anidrobiose. 

 

Objetivos Específicos 

- Avaliar o efeito de diferentes concentrações de D2O em processos enzimáticos 

reconstituídos in vitro: replicação do DNA, transcrição gênica e digestão do DNA. 

- Avaliar se a reidratação de P. superbus com diferentes concentrações de D2O 

afeta a viabilidade pós-anidrobiose. 

- Avaliar se a imersão de P. superbus por 24 h em diferentes concentrações de 

D2O afeta a viabilidade. 
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Dois fluxogramas gerais com o escopo dos experimentos envolvendo os materiais 

e métodos descritos a seguir são apresentados ao final desta seção (figuras 9 e 10). 

 

3.1 Reações bioquímicas em óxido de deutério 

3.1.1 Duplicação do DNA: PCR com D2O 

 Os experimentos de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizados em 

triplicata técnica em cinco condições distintas: (i) em H2O (controle negativo); (ii) 15% 

D2O; (iii) 30% D2O; (iv) 45% D2O e (v) 60% D2O (concentrações finais nas reações). 

O kit utilizado foi o GoTaq® DNA Polymerase (Promega). O DNA molde 

utilizado para as reações foi o cDNA parcial do gene, do próprio P. superbus, para 

Thymidylate Synthase (Número de acesso no GenBank - GW408535.1), um gene 

importante no controle do ciclo celular, clonado no vetor pCR 2.1 TOPO (Invitrogen), a 

partir do qual foi gerado um amplicon de 413 pares de bases (pb). O óxido de deutério 

99,9% foi adquirido da Sigma-Aldrich. 

 Os reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 

- 0,8 µL de água livre de DNase e RNase 

- 5 µL de tampão de reação (estoque: 5x concentrado; fornecido no kit) 

- 0,5 µL dNTP mix (estoque: 10 mM) 

- 2,5 µL de um mix dos iniciadores direto e reverso (estoque: 10 µM cada primer) 

- 0,2 µL de GoTaq polimerase (estoque: 5 U/µL) 

- 1 µL DNA molde (estoque: 30 ng/µL) 

- 15 µL água (H2O ou D2O para concentrações finais previamente mencionadas) 
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As sequências dos iniciadores são: direto 5’ GGTGCTTGGAATCCTGTTGAT 

3’;  reverso 5’ AAAGGAGATTAAACAGCCATATC 3’. 

 A PCR foi realizada em um volume final de 25 µL na seguinte condição: 

- 5 minutos a 94 ºC (1 ciclo) 

- 30 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 57 ºC e 1 minuto a 72 ºC (33 ciclos) 

- 10 minutos a 72 ºC (1 ciclo) 

 

3.1.2 Reação de transcrição in vitro (IVT) com D2O 

 Os experimentos de transcrição in vitro foram realizados em triplicata técnica com 

as mesmas cinco concentrações de D2O avaliadas na PCR. 

 O DNA molde utilizado nas reações foi o controle interno do próprio 

TranscriptAid™ T7 High Yield Transcription Kit (Fermentas Life Sciences). 

Os reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 

- 6 µL água (H2O ou D2O para concentrações finais previamente mencionadas) 

- 2 µL tampão de reação (estoque: 5x concentrado; fornecido no kit) 

- 1 µL NTP mix (estoque: 25 mM) 

- 0,5 µL DNA molde (estoque: 0,5 µg/µL) 

- 0,5 µL T7 RNA polimerase (estoque: 1 U/µL) 

As reações foram realizadas em um volume final de 10 µL, em um aparelho do 

tipo termociclador, a 37 ºC por 2 h. Em seguida acrescentou-se 30 µL de água livre de 

DNase e RNase para diluir o produto da reação. 

 



De Carli, G. J. (2015)  Materiais e Métodos 

 
27 

3.1.3 Reação de digestão com DNase I 

 Os experimentos de digestão com DNase I foram realizados em triplicata técnica 

com as mesmas cinco concentrações que as reações de PCR e IVT. Adicionalmente foi 

realizada uma reação sem DNase (controle negativo). 

 O DNA molde utilizado nas reações foi o cDNA parcial do gene Guanylate Kinase 

Family protein (número de acesso GenBank - GW408248.1), uma família de kinases 

relacionada ao crescimento e alongamento de cadeias de glicoproteínas na membrana 

celular, cujo inserto de 441 pb está clonado no vetor pDNR-Lib (Clonetech). O kit 

utilizado para avaliação foi o DNase I, RNase free (Thermo Fihser Scientific). 

 Os reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 

 - 12 µL de água (H2O ou D2O para conc. finais previamente mencionadas) 

 - 2 µL de tampão de reação (estoque: 10x concentrado; fornecido no kit) 

 - 5 µL DNA molde (estoque: 30 ng/µL) 

 - 1 µL de DNase I (estoque: 1 U/µL)  

  As reações foram realizadas em um volume final de 20 µL em aparelho do tipo 

termociclador por 15 minutos a 37 ºC e posteriormente 10 minutos a 95 ºC para inativação 

da enzima. Em seguida acrescentou-se 4 µL de Loading Buffer (estoque: 6x concentrado). 

O tempo entre a adição da enzima e o início da reação em termociclador foi de 3 minutos.  
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3.2 Eletroforese e densitometria 

 Alíquotas das reações (10 µL da PCR; 1 µL da IVT diluída; 10 µL da digestão 

com DNase I) foram submetidas a eletroforese em dois géis de agarose 1% corados com 

Sybr Safe (Invitrogen) na seguinte configuração: 100 V, 80 mA por 15, 25 e 30 minutos 

(para os produtos da PCR, digestão com DNase I e da IVT, respectivamente).  

  A densitometria foi realizada com auxílio do software ImageJ para geração de 

dados numéricos referentes aos géis. A captura de imagens dos géis é feita através de um 

equipamento embutido na visualização dos mesmos que possui uma câmera. A foto, 

então, é salva em um cartucho de memória (semelhante ao de uma câmera digital) 

permitindo a análise em softwares de computador.  

 

3.3 Manutenção de P. superbus 

Os vermes foram mantidos em placas de Petri contendo meio NGM (Nematode 

Growth Medium) ágar com uma camada de bactérias Escherichia coli da linhagem OP50, 

para alimentação, a 20 ºC, no escuro. 

 

3.4 Obtenção de uma população homogênea de larvas L2 

Uma cultura mista de P. superbus (i.e., contendo machos e fêmeas em todas as 

etapas do desenvolvimento) foi coletada e lavada três vezes com tampão M9 para retirada 

do excesso de bactérias, sendo cada lavagem composta por adição de um grande volume 

de M9 (10-30 mL), espera de 15 minutos para decantação dos vermes e dos ovos e retirada 

do sobrenadante. Em seguida esta população foi exposta a uma solução de bleaching, 
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(NaOH 0,5 M e NaClO 0,9%) por aproximadamente 9 minutos, com agitação em aparelho 

do tipo vortex a cada minuto, para desintegração dos vermes, restando apenas os ovos.  

Após os 9 minutos a solução foi centrifugada durante 1 minuto a 2.325 x g, o 

sobrenadante foi retirado e foram adicionados 10 mL de água destilada. Este 

procedimento foi repetido por 3 vezes para remoção da solução de bleaching. Os ovos 

foram então plaqueados e encubados em estufas de cultivo como já descrito acima. 

Uma cultura sincronizada no estádio larval 2 (L2), cerca de 24 a 72 h após o 

plaqueamento dos ovos (Evangelista,2011; Guidelli, 2011), foi coletada do meio de 

cultivo e lavada três vezes com tampão M9, como já descrito acima para retirada do 

excesso de bactérias. 

 

3.5 Desafio de dessecação das larvas L2 

Larvas L2 foram imobilizadas em uma membrana de filtro Supor 0,45 µm (Sigma-

Aldrich) por filtração a vácuo em um funil de sartório. Cada membrana, isoladamente, 

foi depositada em um microtubo de 1,5 mL e submetida a diferentes umidades relativas 

(RH): 24 h em uma solução saturada de CuSO4 (98% RH); 24 h em sílica gel (10% RH).  

O passo seguinte (pré-reidratação em vapor de água por 24 h - 100% RH) foi feita 

em: (i) H2O destilada (controle positivo), (ii) 75% D2O v/v (em água destilada) ou (iii) 

99,9% D2O. 

Em seguida (reidratação) os vermes foram imersos por 24 h em tampão M9 

preparado em: (i) H2O destilada (controle positivo), (ii) 75% D2O v/v (em água destilada) 

ou (iii) 99,9% D2O. O experimento foi realizado em triplicata técnica, sendo cada 

replicata composta por 400 vermes. 
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3.6 Determinação da viabilidade  

 A determinação da viabilidade foi realizada via coloração com Eritrosina B (0,4% 

m/v em tampão M9) durante um período de 1 h. Após esse período foram realizadas 

lavagens das amostras com tampão M9 para retirada do excesso de corante. A morte dos 

organismos promove alterações nas propriedades da membrana plasmática de suas 

células, resultando na perda da permeabilidade seletiva das mesmas, e consequentemente 

na entrada do corante nas células mortas. A coloração avermelhada adquirida pelas 

células mortas vistas ao microscópio óptico permite a distinção entre vermes vivos e 

mortos. A partir disso foram feitos cálculos da porcentagem de viabilidade dividindo-se 

o número de vermes vivos pelo total de vermes na amostra (figura 8). 

 

Figura 8. Micrografia da coloração de vermes após a reidratação para cálculo da viabilidade. 
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3.7 Viabilidade de vermes imersos em H2O / D2O por 24 h 

 Para determinar o efeito de H2O / D2O na viabilidade dos vermes (sem o 

envolvimento da anidrobiose), populações mistas de P. superbus foram expostas durante 

24 h em tampão M9 (preparado com H2O ou diferentes concentrações de D2O). 

Vermes provenientes de uma cultura mista foram imobilizados em filtro (como 

descrito anteriormente) e imersos por 24 h em tampão M9 preparado com: (i) H2O; (ii) 

75% D2O v/v (em água destilada) ou (iii) 99,9% D2O. Após 23 h foi adicionado o corante 

Eritrosina B. O experimento foi realizado em triplicata técnica, sendo cada replicata 

composta por 400 vermes. 

Após esse período determinou-se a viabilidade da população como um todo e, 

especificamente, das larvas L2. Para isso utilizamos o programa ScopePhoto, que permite 

determinar a espessura dos vermes e, consequentemente, categorizá-los nas diferentes 

fases larvais (L1-L4) (Apêndice B) (Evangelista, 2011; Guidelli, 2011).  

 

3.8 Análise dos Dados 

 Todos os experimentos (in vitro e in vivo) foram conduzidos em triplicatas 

técnicas para geração de médias e desvios-padrão. Em seguida foram realizadas análises 

estatísticas assumindo p≤0,05 como significativo. 

Os valores numéricos de densitometria foram normalizados pelo valor da média 

dos respectivos controles positivos, estabelecida como 100%. Esses valores foram 

submetidos ao teste de ANOVA seguidos pelo Teste T de Student. 
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 Em relação ao ensaio com DNase I, a densitometria foi realizada apenas para a 

reação sem enzima (sendo a média definida como 100%). Devido à ausência de sinais 

visíveis no gel, e para evitar falsos positivos causados pela fluorescência de background 

do gel, a densitometria não foi realizada para os outros grupos deste ensaio. 

  Os resultados dos ensaios de viabilidade (imersão ou reidratação com H2O ou 

D2O) foram submetidas ao teste de ANOVA seguido pelo Teste T de Student. 
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Figura 9. Fluxograma com os procedimentos gerais das reações bioquímicas em óxido de deutério. 
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Figura 10. Fluxograma com os procedimentos gerais referentes aos ensaios in vivo com óxido de 

deutério.
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4.1 Efeitos do D2O em reações bioquímicas 

4.1.1 Duplicação do DNA (PCR) 

 Os valores das médias e desvios-padrão das PCRs realizadas em diferentes 

concentrações de D2O são mostrados na figura 11. A eficiência da reação foi determinada 

de acordo com a abundância do amplicon no gel (densitometria, Apêndice C). 

 

 

Figura 11. Efeitos do óxido de deutério na duplicação do DNA (PCR).  *p<0,05 (ANOVA). 
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4.1.2 Transcrição in vitro 

 Os valores das médias e desvios-padrão das IVTs realizadas em diferentes 

concentrações de D2O são mostrados na figura 12. A eficiência da reação (perceptível por 

observação direta, Apêndice D) foi quantificada de acordo com a abundância do transcrito 

no gel (densitometria, Apêndice E). 

 

 

Figura 12. Efeitos do óxido de deutério na transcrição in vitro.  *p<0,05 (ANOVA). 

 

 

 

 

 



De Carli, G. J. (2015)  Resultados 

    
38 

4.1.3 Digestão com DNase I 

A imagem da eletroforese das reações de digestão com DNase I são mostrados na 

figura 13. Devido à ausência de sinais (exceto no controle negativo) a densitometria não 

foi realizada. 

 

 

Figura 13. Eletroforese das reações de digestão por DNase I.  Da esquerda para a direita: Controle 

negativo (sem enzima); reação em H2O; 15% D2O; 30% D2O; 45% D2O e 60% D2O. 
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4.2 Efeitos na viabilidade de P. superbus 

4.2.1 Larvas L2 dessecadas e reidratadas com H2O / D2O 

 Os dados de viabilidade do experimento de dessecação de larvas L2 seguida por 

reidratação com tampão M9 preparado com H2O destilada, 75% D2O ou 99,9% D2O estão 

apresentados na figura 14. Não houve diferenças estatísticas entre os grupos. 

 

 

Figura 14. Viabilidade de larvas L2 dessecadas e reidratas com diferentes concentrações de D2O.  

 

 

 

 

 



De Carli, G. J. (2015)  Resultados 

    
40 

4.2.2 Larvas L2 (não dessecadas) imersas por 24 h em H2O / D2O 

 Os dados de viabilidade das larvas L2 que ficaram imersas em H2O / D2O estão 

apresentados na figura 15. Para os dados de “população mista” e “comparação com L2”, 

vide Apêndices F e G, respectivamente. 

 

 

Figura 15. Viabilidade de larvas L2 imersas por 24 h em H2O/D2O. *p<0,05 (ANOVA). 
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4.2.3 Comparação entre larvas L2 dessecadas-reidratadas com H2O / D2O versus larvas 

L2 imersas por 24 h em H2O / D2O 

A comparação entre os grupos de larvas L2 que passaram pelo desafio de 

dessecação-reidratação com H2O / D2O versus o grupo de larvas L2 que foram imersas 

em H2O / D2O por 24 h (sem terem passado pelo desafio de dessecação) está mostrado na 

figura 16. 

 

 

Figura 16. Efeito do D2O na viabilidade pós-reidratação versus pós-imersão. *p<0,05 (ANOVA). 
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5.1 Efeitos do óxido de deutério na replicação, transcrição e disgestão com DNase I 

Estudos sobre o efeito de D2O em processos celulares relacionados à replicação 

do DNA e transcrição gênica são escassos na literatura (Hohlefelder et al., 2013). 

Contudo, alguns desses trabalhos mostraram, tanto in vitro quanto in vivo, que a 

substituição do solvente H2O por D2O pode alterar significantemente esses eventos.  

Entre esses podemos citar o trabalho de Minamoto e colaboradores (2012), que 

propuseram um novo protocolo de epPCR, isto é, um tipo de PCR no qual a fidelidade da 

enzima Taq DNA polimerase é diminuída a fim de gerar mutações aleatórias durante os 

ciclos da reação. A epPCR é utilizada para, por exemplo, gerar diversidade molecular em 

bancos de cDNAs de enzimas de interesse industrial. Esse novo conjunto de enzimas pode 

então ser sondado afim de se encontrar variantes cujas características bioquímicas sejam 

de interesse (e.g., catálise preservada mesmo em valores extremos de pH, salinidade ou 

temperatura).  

Tipicamente a epPCR é realizada alterando-se a concentração de sais como 

MgCl2, adição de MnCl2, modificando a quantidade da própria Taq, ou ainda, 

desbalanceando as concentrações entre os dNTPs. Minamoto e colaboradores (2012) 

desenvolveram um novo protocolo de epPCR simplesmente usando óxido de deutério 

como solvente da reação em altas concentrações (98% e 99%).  

A maior taxa de erro em epPCR encontrada por Cadwell e Joyce (1992), alterando 

a concentração de sais, desbalanceando as concentrações entre os dNTPs, entre outras 

modificações, foi de 1,3 x 10-2 erro/pb. Por sua vez, Minamoto e colaboradores (2012) 

obtiveram uma taxa de 1,8 x 10-3 erro/pb simplesmente utilizando D2O como solvente. 

Esta taxa, segundo os autores, pode ser aumentada caso seja feito uma nova rodada de 

epPCR com D2O ou ainda combinando este método com outros. 
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Contudo, estes dois trabalhos avaliaram especificamente as taxas de erro da 

polimerase, não focando sobre a eficiência na amplificação de DNA durante os ciclos. Os 

dados do presente trabalho mostram que em concentrações de 45% e 60% de D2O a 

quantidade de DNA sintetizada foi aproximadamente 60% menor do que o controle (o 

motivo desta diminuição será abordado a seguir, juntamente com os dados da transcrição 

in vitro). 

Por outro lado, análises do efeito de D2O em três níveis da expressão gênica 

(transcrição, tradução e enovelamento) da proteína GFP foram avaliadas em diferentes 

concentrações de D2O (0%, 20%, 40% e 60%) por Hohlefelder e colaboradores (2013). 

Curiosamente, os resultados encontrados para a transcrição de GFP são opostos aos 

encontrados em nossos experimentos.  

Enquanto a quantidade de transcritos nos experimentos com GFP aumentou 1,5 

vez (em média) em relação ao controle a 40% de D2O (Hohlefelder et al., 2013), nossos 

dados revelam uma diminuição da eficiência na reação de transcrição de 

aproximadamente 80% em relação ao controle em concentração semelhante (figura 12). 

Apesar de resultados diametralmente opostos, os dois trabalhos mostram claramente que 

ocorre uma alteração no processo de transcrição em meio com óxido de deutério. 

A redução na eficiência da reação da duplicação do DNA e da transcrição de 

mRNA deste trabalho pode ser explicada pelo SIE pois, como já descrito na literatura, o 

D2O interage com as enzimas de forma diferente da H2O. A maior intensidade da 

interação intermolecular do deutério (ligação de deutério) quando comparada com a do 

hidrogênio (ligação de hidrogênio), pode ter deixado as polimerases (Taq DNA 

Polimerase e T7 RNA polimerase) estruturalmente menos flexíveis, dificultando sua ação 

e interação com o substrato de DNA. Isso levaria a uma menor síntese de DNA e mRNA 
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na PCR e na IVT, respectivamente. Adicionalmente, o substrato das reações (DNA) 

também estava imerso em uma matriz de D2O, isso pode ter aumentado a estabilidade da 

dupla hélice dificultando a separação das duas cadeias, evento necessário tanto na 

duplicação quanto na transcrição. 

 Este efeito de solvente já é bem descrito na literatura, alterando a estabilidade das 

estruturas tridimensionais das moléculas orgânicas como proteínas, membranas 

biológicas e ácidos nucleicos. Contudo, como a catálise enzimática e o papel biológico 

das membranas envolvem, respectivamente, alterações na estrutura tridimensional e 

fluidez, nota-se que o óxido de deutério pode interferir de maneira significativa nos 

processos biológicos, portanto, uma hipótese é que, em D2O as enzimas se tornariam 

estruturalmente mais rígidas e, consequentemente, cataliticamente menos ativas  

(Kushner et al., 1999; Farver et al. 2001; Chellgren e Creamer, 2004; Goryunov, 2006; 

Kang et al., 2006; Hohlefelder et al., 2013). 

As diferenças entre nossos resultados e os de Hohlefelder e colaboradores (2013) 

para a transcrição podem ser devidos a alguns aspectos. Primeiramente, os kits utilizados 

são diferentes: nós utilizamos um kit comercial de IVT de alto rendimento e finamente 

otimizado (tampão de reação padronizado), visando a produção de elevados níveis de 

transcrito. Portanto, é esperado que mínimas alterações devem afetar significativamente 

a eficiência do kit. Por outro lado, o sistema cell-free de Hohlefelder e colaboradores 

tende a ser mais flexível por ser, essencialmente, um lisado celular temporariamente 

estabilizado. Esse ambiente celular, composto por diversos outros elementos 

(membranas, organelas, etc) poderiam minimizar os danos do D2O sobre a RNA 

polimerase. 
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 Adicionalmente, neste sistema cell-free system há a síntese contínua de proteínas, 

incluindo DNA e RNA polimerases. Portanto, em um meio deuterado pode haver a 

incorporação de átomos de deutério nessas polimerases, configurando o efeito de DIE. A 

presença de uma ou mais ligações C-D na RNA polimerase em certos domínios 

específicos poderia facilitar a interação da enzima com o DNA (já que a ponte de deutério 

é mais forte) intensificando, assim, a transcrição.  

A única exceção encontrada nas reações bioquímicas avaliadas foi a enzima 

DNase I. Esta enzima não teve sua atividade afetada pelas concentrações testadas de D2O 

capazes de interferir na duplicação e transcrição. 

As DNases são um grupo de enzimas que, ao decorrer da evolução, tiveram sua 

seleção baseada em degradar DNA em diferentes ambientes moleculares. Este combate 

pode ser feito tanto em ambiente intra- quanto extracelular (e.g., pele do corpo). Desse 

modo, a ação da DNase I em ambientes não muito constantes (grande variação de pH, 

temperatura, osmolaridade) requer da enzima uma flexibilidade de atuação grande para 

poder realizar sua função de maneira efetiva. Assim, é possível que essa característica 

tenha permitido sua funcionalidade mesmo em D2O. 

Sumarizando, nossos dados e a literatura evidenciam que o D2O afeta, 

frequentemente de maneira negativa, os processos enzimáticos. Contudo, a real 

consequência dependerá da natureza da enzima (e.g., DNA polimerase versus DNase I) e 

do sistema biológico (e.g., certos kits de RNA polimerase versus cell-free system).     
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5.1 Efeitos do D2O na biologia de P. superbus 

Não há registros na literatura de estudos buscando relacionar efeitos da água 

deuterada no fenômeno da anidrobiose, ou ainda de seus efeitos na biologia de 

Panagrolaimus superbus.  

A partir de dados de viabilidade média de camundongos, os quais tiveram 

expectativa de vida média de 10 dias com administração de 75% D2O (Katz et al., 1962), 

extrapolamos (com base no tempo de vida de P. superbus) que em aproximadamente 5 - 

6,5 h seriam observados decréscimos de viabilidade em nosso modelo. 

Outros autores também reportaram viabilidade média de outros modelos em 

determinadas concentrações de D2O. Administrando D2O a 50%, também de maneira 

contínua, no modelo Drosophila melanogaster, a menor viabilidade encontrada foi de 

cerca de 10 dias a 10 ºC (Samis, Baird e Massie, 1973). Adicionalmente, utilizando 

Drosophila melanogaster como modelo, Hughes, Hildebrath e Becker (1963), 

submeteram três casais em concentrações de 0% a 100% de D2O (com intervalos de 10% 

em 10%). Os resultados mostraram que os casais expostos em meios de culturas com 

alimento, nos quais a H2O foi substituída por D2O, igual ou superior a 70% de D2O 

morreram dentro de um período de três dias a 25 ºC. Todos esses trabalhos mostram que 

seriam grandes as chances de em 24 h haver efeitos na viabilidade de P. superbus. 

Contudo, nossos dados revelaram que a exposição dos vermes em altas 

concentrações de D2O por 24 h não afetaram a viabilidade, tanto se analisarmos uma 

população mista (Anexos F) quanto o estágio L2 do desenvolvimento (figura 15).  

A espécie P. superbus, segundo a literatura, é classificada como um anidrobioto 

do tipo estrategista rápido, i.e., consegue adentrar ao estado de anidrobiose sem 

necessidade de pré-adaptação (Shannon et al., 2005). É proposto que estes estrategistas 



De Carli, G. J. (2015)  Discussão 

 
48 

rápidos expressam constitutivamente genes de resposta ao estresse hídrico extremo (que 

leva, naturalmente, a diversos outros tipos de estresses - osmótico, oxidativo, pH, danos 

no DNA e proteínas etc) (Wormsley, 1987; Reardon et al., 2010). Esta maquinaria celular 

já presente poderia combater os danos causados pelo D2O, explicando a não interferência 

na viabilidade no período de 24 h.  

 Outra possibilidade é que as concentrações internas de D2O nos órgãos e tecidos 

de P. superbus não tenham sido elevadas a um limiar suficiente para causar danos letais 

dentro de um período de apenas 24 h de imersão. Katz e colaboradores (1962), por 

exemplo, evidenciaram que diferentes órgãos de camundongos absorvem D2O 

diferencialmente durante um mesmo período de tempo de exposição.  

Alternativamente, é tentador sugerir que P. superbus imerso seria capaz de 

detectar (físico-quimicamente) o D2O no meio, levando-o a um bloqueio intencional da 

atividade faríngea (ingestão de água), interrompendo a troca da matriz aquosa corpórea 

de H2O por D2O. Isto, por sua vez, evitaria os danos internos e, consequentemente, efeitos 

na viabilidade. Já foi encontrado por Tyson et al., (2012), que durante a dessecação, o 

gene spx/ral-2 é expresso, membros dessa família de genes estão relacionados com o 

engrossamento da cutícula na faringe de nematoides de hábito parasita (Tyson et., 2012). 

Esse engrossamento da cutícula, no cenário de exposição ao D2O poderia diminuir a 

ingestão, ou torna-la mais lenta, contribuindo para minimizar os efeitos nocivos do D2O. 

Entretanto são necessários ensaios mais específicos para se investigar essa possibilidade.  

Por fim, é possível que nossa extrapolação inicial esteja simplesmente equivocada, 

sendo necessário um tempo superior a 24 h para que haja danos suficientes para afetar a 

viabilidade. Contudo, ensaios mais longos poderiam levar a fome e outras alterações 

fisiológicas, dificultando uma avaliação precisa do efeito isolado de D2O. 
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É importante também mencionar que o aumento da viabilidade observado (figura 

15) é, possivelmente, um simples artefato, já que em todos os estudos envolvendo 

exposição de organismos vivos a altas concentrações de D2O houve diminuição da 

viabilidade ou inibição do crescimento (Katz, 1960; Thomson, 1960; Katz et al., 1962; 

Hughes et al., 1963; Samis et al., 1973; Hirai, 2010; Hammel, 2013). Contudo, de maneira 

menos provável, não seja um artefato (mas sim real), evidenciando que a biologia singular 

de organismos anidrobióticos seja favorecida em condições adversas, tal como ambiente 

com óxido de deutério. 

Também não se encontrou queda na viabilidade dos grupos dessecados-

reidratados com D2O. Diferentemente da imersão, os eventos de dessecação e reidratação 

geram uma troca da matriz aquosa do organismo de uma maneira instantânea, homogênea 

e total. A não letalidade pode ser devida à maquinaria de reparo já presente, como 

mencionado anteriormente. Alternativamente, como sugerido pelos dados de imersão, a 

exposição destes vermes por apenas 24 h em D2O não leva à morte (ou a letalidade, 

mantendo-se a matriz de D2O, ocorreria apenas em um período posterior). 

Em síntese, a exposição a D2O por 24 h não é letal para P. superbus. Portanto, ou 

(i) os efeitos na viabilidade só ocorrem após períodos mais longos de exposição ou (ii) a 

biologia singular deste verme, hidratado ou dessecado, não é afetada por uma matriz de 

óxido de deutério. Novas pesquisas serão necessárias para esclarecer essas hipóteses. 

Os dados produzidos neste trabalho mostraram que nossas hipóteses da 

interferência do D2O na eficiência da duplicação de DNA, transcrição e digestão de DNA 

por DNase I são verdadeiras para as duas primeiras. Contudo, a viabilidade do 

nematoide P. superbus não é alterada tanto no cenário de imersão por 24 h quanto na pós-

reidratação. 
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APÊNDICE A. Decaimento β –. 

 

 O aspecto chave que determina as propriedades e a natureza de um elemento 

químico é seu número atômico (Z), definido pelo número de prótons em seu núcleo. O 

número de massa (A) é a soma de seus prótons e nêutrons.  

 O isótopo trítio (Z=1, A=3) pode decair para hélio (Z=2, A=3) através do 

decaimento beta negativo (β- decay). Isto é, um de seus nêutrons decai para um próton, 

com a emissão de um elétron e um elétron antineutrino. 

 

Nota. Diagrama de Feynman representado o decaimento β negativo. Um nêutron (n) decai em próton (p) 

com a emissão de um bóson W- que posteriormente decai em um elétron (e-) e um elétron antineutrino (e). 

Em essência, um quark down (d) decai em quark up (u). t: tempo (Imagem retirada da internet). 
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APÊNDICE B. Imagem mostrando o procedimento de identificação de larvas L2 após o 

ensaio de viabilidade com Eritrosina B utilizando o programa ScopePhoto. 

 

 

Nota: Larvas L2 possuem de 5,8 a 8,2 µm de espessura. Cada pixel (px) do programa possui cerca de 2 

µm. 

 

APÊNDICE C. Resultado da eletroforese com os produtos da PCR em D2O. 

 

Nota: Da esquerda para a direita, as bandas correspondem a, respectivamente, PCR com H2O; 15% D2O; 

30% D2O; 45% D2O e 60% D2O. Cada raia é uma amostra representativa da triplicata técnica. 
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APÊNDICE D. Tubos de ensaio com o produto da transcrição in vitro. 

 

 

 

 

Nota: Da esquerda para a direita, os tubos correspondem a, respectivamente: IVT em H2O; 15% D2O; 30% 

D2O; 45% D2O e 60% D2O. Note a turbidez (opacidade, devido a produção de transcritos) dos três primeiros 

tubos em relação aos últimos dois. 

 

APÊNDICE E. Resultado da eletroforese dos produtos da transcrição in vitro 

 

 

 

 

Nota: Da esquerda para a direita, as bandas correspondem a, respectivamente, IVT em H2O; 15% D2O; 

30% D2O; 45% D2O e 60% D2O. Cada raia é uma amostra representativa da triplicata técnica. Banda 

superior (mais fina): DNA molde para transcrição. Banda inferior (maior): produto da reação (transcrito). 
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APÊNDICE F População mista imersa por 24 h em H2O / D2O 

 

Os valores das médias e seus respectivos desvios-padrão do experimento de 

imersão de populações mistas de P. superbus em tampão M9 preparado com H2O, 75% 

D2O ou 99,9% D2O estão apresentados a seguir.  

 

 

Nota. Viabilidade de vermes (população mista) imersos por 24 h em tampão M9 diluído em diferentes 

concentrações de H2O / D2O. *p<0,05 (ANOVA).  
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APÊNDICE G. Comparação da viabilidade após imersão por 24 h em H2O / D2O entre 

população mista (sem L2) versus larvas L2 

  

Ainda foi comparado se a exposição ao óxido de deutério altera a viabilidade do 

grupo larval L2 em relação a população mista (indicado no apêndice E). Neste caso os 

dados de viabilidade da fase L2 foram subtraídos dos dados da população mista geral. 

 

 

Nota. Viabilidade de vermes imersos por 24 h em tampão M9 diluído em diferentes concentrações de 

H2O / D2O. Comparação da população mista (desconsiderando larvas L2) com a fase larval L2. 

*p<0,05 (Teste t de Student). 
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