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Minicurso 01

Citogenética de Peixes: do Classico ao Molecular

Laboratdrio de Citogenética de Peixes (Bloco H67/sala 09)

Orientadora:Profa. Dra. Ana Luiza de Brito Portela Castro

Ministrantes: Ana Camila Prizon, Andréa Cius, Vera Lucia Lopes e Isabelle Pereira
Mari

INTRODUCAO

O conhecimento sobre a biologia dos peixes quando comparado com outros
grupos de vertebrados é pouco conhecida, notadamente sobre a evolugdo, sistemética e
distribuicdo de muitos grupos neotropicais. Possivelmente, uma das principais raz6es
para essa caréncia seja o elevado nimero de espécies - cerca de 24.600 - o que equivale,
aproximadamente, ao nimero de espécies de todos os demais vertebrados (Nelson,
2006).

A grande diversidade de ambientes ecoldgicos existentes na América do Sul
permitiu uma grande irradiagdo evolutiva, possuindo hoje esta regido uma ictiofauna
muito rica, contendo cerca de 60 familias e, aproximadamente 2800 espécies conhecidas
(Schaeffer, 1998). Entretanto, estima-se que existam cerca de 8.000 espécies de peixes
de agua doce neotropicais. Essa fauna extremamente complexa é do ponto de vista
evolutivo, um grande produto do mundo bioldgico.

Nas duas ultimas décadas a Citogenética vem contribuindo significativamente
para um melhor conhecimento da biodiversidade em peixes neotropicais, apresentando
uma somatoria de informagdes e descobertas relativas a processos evolutivos nesse
grupo, tais como rearranjos cromossdémicos, polimorfismos estruturais e/ou numéricos,
poliploidia natural, sistemas de cromossomos sexuais, distribuicdo geografica de
espécies/populacbes. Hoje, estima-se que existam disponiveis para a citogenética, 475
espécies de Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de

Gymnotiformes, 199 espécies de 4gua doce, ndo peretencem a superordem Ostariophysi
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e apenas 109 espécies de agua salgada. (Oliveiraet al, 2009). Entretanto, importantes
subsidios tém sido fornecidos para um melhor entendimento das relagfes evolutivas
entre espécies e populagdes, assim como para a caracterizacdo de complexos de
espécies, em associacdo com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e
biologia molecular (Artoniet al., 2000).

A associacdo entre a Citogenética e a Sistematica, tem se mostrado, em muitos
casos, extremamente importante, complementando os estudos de identificacdo,
distribuicdo e de relacionamento entre grupos naturais, normalmente baseados apenas
em caracteres morfométricos e meristicos. Além disso, o conhecimento da estrutura dos
cromossomos, através de mapeamento de sequéncicas génicas utilizando técnicas de
FISH (Hibridacéo fluoescente “insitu”) aplicados em diferentes grupos de peixes tem
contribuido grandemente para o conhecimento do genoma dessa classe de vertebrados e

suas implicagOes evolutivas.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Introduzir as metodologias de obtencdo de cromossomos de peixes, de técnicas
de bandamentos C e Ag-NORs (regiGes organizadoras de nucléolos) e de citogenética
molecular (FISH).

Objetivos especificos

e Obter cromossomos mitdticos através da técnica de suspensdo celular.

e Caracaterizar a morfologia cromossdmica da espécie alvo.

e Empregar as técnicas de bandeamento cromossémico como distribuicdo das
regides de heterocromatina constitutiva (banda C) e regibes organizadoras de
nucléolos (Ag-NORs).

e Conhecer as técnicas de citogenética molecular como Hibridagdo Fluorescente

“in situ” (FISH) e suas aplicagdes.
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MATERIAS E METODOS

1. Analises citogenéticas

As analises citogenéticas de cromossomos mitdticos serdo feitas com base em

técnicas convencionais e de bandeamentos cromossomicos.

2. Estimulacdo de mitoses:

Para obtengcdo de um maior nimero de mitoses, sera utilizada uma técnica de
estimulacdo celular através da injecdo de uma solucdo de fermento bioldgico, descrita
inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios e répteis, utilizada por Lee e Elder
(1980) para pequenos mamiferos e por Oliveira et al. (1988) para peixes. O
procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Preparar uma solugdo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte
proporcao: 0,5 g de fermento, 0,5 g de aglcar e 7 ml de agua destilada.

2. Incubar a solugéo em banho-maria (40°C) por cerca de 20 minutos.

3. Injetar a solucdo dorso-lateralmente no peixe na proporcéo de 1 ml por 100 g
de peso do animal.

4. Deixar o animal em aquério bem aerado por 48 ou 72 horas.

3. Preparacéo de Cromossomos Mitéticos:

As preparacdes do material, para andlise dos cromossomos mitoticos, serdo
feitas utilizando-se a porcdo cefalica do rim, de acordo com a técnica “air drying”

descrita por Egozcue (1971) e modificada para peixe por Bertollo (1978).

4. Teécnica “Air Drying” (BERTOLLO et al., 1978):
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Injetar intraperitonialmente solugdo aquosa de colchicina (0,0025%) na
proporcdo de 1 ml/100g do peso do animal; deixar o peixe em aquéario bem aerado por
30 a 60 minutos, sacrificando-o e retirando os 6rgdos desejados; hipotonizar o tecido em
solucdo de KCI (0,075) e fixar em fixador (3 partes de alcool metilico: 1 parte de &cido
acético). Apos obter uma da suspensdo celular, pingar 3 a 4 gotas em uma lamina e
deixar secar. As laminas com a suspensdo celular serdo coradas com Giemsa diluido a
5% em tampdo fosfato pH 6,8, durante 5 minutos, para analise convencional e

submetidas a diferentes tratamentos de bandeamentos cromossdmicos.

Processamento do material

Retira-se e dissocia-
seorim %
Colchicina

(40 min) & S ot
‘_TQ g ’) ‘ KCI (solucgo hipotdnica)

Armazenamento <: 3 lavagens com fixador (&cido

em eppendorfs acético/metanol)

5. Bandeamentos Cromossdmicos:

5.1 Técnica De Nitrato De Prata (AgNOR) - HOWELL e BLACK (1980)

De posse da ldmina j& contendo o material para andlise, hidrolisa-la por 3

minutos em HCI 1N a 60°C, em estufa. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Pingar
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uma gota de solugdo aquosa de gelatina em dois pontos distintos da lamina, sobre estas
gotas adicionar uma gota de &gua deionizada. Adicionar sobre as gotas anteriores, duas
gotas de solucdo de nitrato de prata (AgNO3), e cobrir a lamina com laminula. Incubar
em estufa a 60°C por um periodo de 3-5 minutos, ou até que a solugdo adquira uma

coloracéo caramelada. Lavar em agua corrente e secar ao ar, analisar em microscopio.

5.2.1Bandeamento C - SUMNER (1972)

Tratar a lamina ja contendo as gotas do material para analise, com HCI em
temperatura ambiente em estufa, por 15 minutos. Lavar a ldmina em agua corrente e
secar ao ar. Incubar em solugdo salina de 2xSSC, a 60°C em banho-maria por 15
minutos. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Incubar a ldmina por 30 segundos em
solucdo de hidroxido de béario (BaOH),em banho-maria a 42°C, com o BaOH sendo
recém preparado e filtrado. Lavar a Iamina rapidamente em solucdo de HCI, e depois em

agua deionizavel, deixar secar ao ar. Incubar a 1dmina em solucéo salina de 2xSSC a
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60°C, por 1 hora. Lavar em agua corrente e secar ao ar. Corar com Giemsa 5% durante

5-10 minutos. Lavar em agua corrente

6. Hibridacéo in situ por fluorescéncia - (FISH) com sondas de DNAr 18S e 5S -
PINKEL et al. (1986)

Serdo utilizadas duas sondas para o mapeamento fisico destas sequéncias sobre 0s
cromossomos: uma sonda de DNAr 18S, obtida do DNA nuclear de
Prochilodusargenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004) e uma sonda de DNAr 5S,
isolada a partir do DNA genbmico de Leporinuselongatus (MARTINS e GALETTI,

1999) e uma sonda para sequéncia telomérica de eucariotos (IJDO et al., 1991).

6.1. Marcacéo da sonda por Nick Translation (Kit Bionick Labeling System)

Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: xI 4gua gsp; 7,51 de dNTP
Mix 10x com dATP mais biotina; x | de DNA sonda (equivalente a 1,6 g); 7,5 | de
Enzima (DNAse + DNA polimerase 1) (o volume final da reacdo deve ser 45 | e 0
volume de agua a ser colocado dependem da concentracdo da sonda). Misturar,
centrifugar brevemente (cerca de 5 Seg) e incubar a 16°C durante 2 horas. Terminada as
2 horas coloque o tubo no gelo e cheque em gel o tamanho dos fragmentos (deve ser

menor que 500 pb). Adicionar 7,5 | de stop buffer. Precipitar o DNA com 5 | de acetato
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de sddio 3M e 100 | de etanol PA. Incubar a —20°C overnight. Centrifugar a 14.000 rpm
por 10 min. Descartar o sobrenadante e lavar o pellet com 50 | etanol 70%. Centrifugar
a 14.000 rpm 5 min. Descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir em xI de

agua (para uso imediato) ou TE (para ser armazenada por um periodo maior).

6.2. Marcacdo da sonda por Nick Translation (Kit Nick TranslationBiotin ou

Digoxigenin)
Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x | 4gua gsp; x | sonda

(19); 4 | mix de nick (Completar para o volume total de 20 I). Interromper com 1 | de
EDTA 0,5 M pH 8,0. Aquecer por 10 min a65 C.

6.3. Fluorescent in situ hybridization

Tratamento com RNAse: Lavar as laminas em tampdo PBS 1x durante 5 min. em

temperatura ambiente (shaker). Desidratar as laminas em série alcodlica 70, 85 e 100%,
5 min cada (secar). Incubar as ldminas em 100 | de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a
37°C por 1h em camara imida com agua milli-Q. Lavar 3 x por 5 min em 2xSSC. Lavar
durante 5 min em PBS 1x.

Fixacdo: Fixar em formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgCI2 durante 10 min a
temperatura ambiente. Lavar em PBS 1x por 5 min. (shaker). Desidratar as laminas em
série alcodlicas (70, 85, 100 %) por 5 min cada.

Pré-hibridacdo: Simultaneamente a desidratacdo em série alcoolica desnaturar a solugéo
de hibridagdo a 100°C por um periodo de 10 min e passa-la imediatamente ao gelo.
Desnaturar o DNA cromossomico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5 min.
Desidratar o material em série alcodlica 70, 85 e 100% durante 5 min cada.

Hibridacdo: Preparar a cdmara Umida a 37°C. Montar cada Iamina com 40 | de solucéo
de hibridag&o, cobrir com laminula e deixar overnight a 37°C. (Solucéo de Hibridagéo:
(estringéncia 77%) duas sondas (DOUBLE FISH) (200 upl Formamida (50% de
Formamida); 80 ul Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%); 40 ul de 20xSSC
(conc final 2xSSC); 8 ul DNA de placenta 10mg/ml (1ul/ 1dmina); 36 ul de H,O gsp.
Acrescentada a sonda A; 36 ul de H,O gsp. Acrescentada a sonda B; Volume final 400

ul.

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular

27 a 31 de Julho de 2015
Lavagens: Lavar 2 vezes em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10min
cada (Shaker). Lavar durante 5min em solugdo de Tween 0,5%/4xSSC, ambiente
(Shaker).
Bloqueio: Incubar as laminas em tampéo 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos. Obs: Antes
de incubar alicotar 5 tubos com 1000 | cada do tampdo 5% NFDM/4xSSC. Lavar 2 x
5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);
Deteccdo de duas sondas DOUBLE FISH: Montar um mix contendo 994 ul NFDM +

1ul de avidina FITC conjugada + 5ul de antidigoxigeninarodamina conjugada. Incubar

as laminas com 100 | cada do mix de anticorpos durante 1 h em cdmara Umida e escura,
a temperatura ambiente. Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker).
Desidratar em alcool 70, 85 e 100%, 5 min. cada (secar).

Montagem das laminas com DAPI: Misturar 400 | de antifading mais 1 | de dapi (0,2

mg/mL). Colocar 50 | da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.

7. Medidas cromossdmicas:

Os cromossomos terdo sua morfologia estabelecida de acordo com a relagdo de

bragos (RB), segundo as proporgdes propostas por Levan et al. (1964), e serdo
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classificados em: metacéntricos (RB de 1,00 a 1,70), submetacéntricos (RB de 1,71 a

3,00), subtelocéntrico (RB de 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB maior que 7,00).
7.1 Montagem dos cariotipos:

Feitas as medidas cromossdmicas e estabelecido o nimero de cromossomos
metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A),
0S Cromossomos serdo arranjados segundo o tipo (m, sm, st e a) e em ordem decrescente

de tamanho.
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RESULTADOS ESPERADOS

O presente mini-curso devera proporcionar ao aluno, um melhor entendimento
sobre a citogenética de peixes e a sua aplicabilidade, como instrumento de estudo
evolutivo e ferramenta sistematica, detectando diferencas cariotipicas na macro e
microestrutura cromossémica da espécie, buscando uma melhor compreensao das suas

relagdes genéticas.
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Minicurso 02
Atividade Antimicrobiana de Produtos Naturais e

Sintéticos

Laboratdrio de Inovagdo Tecnoldgica do Desenvolvimento de Farmacos e Cosmeticos
(Bloco B08/sala 06)

Orientador:Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura

Ministrantes: Francielle Pelegrin Garcia, Hélito VVolpato, Jean Henrique da Silva

Rodrigues, Jessica Carreira de Paula e Fabianne Martins Ribeiro

INTRODUCAO

O nascimento da quimioterapia antimicrobiana ocorreu ha mais de 100 anos pelo
bacteriologista alemdo Paul Erlich. Entusiasmado com a eficAcia dos compostos
derivados do arsénico para o tratamento da doenca do sono, ele convocou uma equipe
para encontrar um composto que combatesse a sifilis (SEPKOWITZ, 2011). Seu sonho
era encontrar uma substancia que tivesse afinidade pelos patégenos sem afetar as células
do hospedeiro, que foi nomeada por ele como “bala magica”. Foram mais de 600
compostos sintetizados, até que o composto numero 606 (arsfenamina — nome
comercial: Salvarsan) se enquadrou neste quesito para a época (BOSCH & ROSICH,
2008).

A arsfenamina foi o composto de escolha para o tratamento da sifilis até a
descoberta ao acaso da penicilina por Alexander Fleming em 1928. Podemos dizer que
foi Fleming que desenvolveu as técnicas in vitro para a descoberta de novos
antimicrobianos (AMSTERDAM, 2005). Nota-se entdo que a corrida para a descoberta
de novos antimicrobianos depende de muito trabalho e também de sorte, esta como
disse Louis Pasteur so favorece a mente preparada.

Nosso laboratério vem se destacando como referéncia na prospecgdo de drogas
que possuam atividade antimicrobiana, dentre os micro-organismos testados incluem
bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), bactérias gram-

negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), leveduras (Candida albicans)
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e protozodrios (Leishmania amazonensis, L. braziliensis e Trypanosoma cruzi). O
presente minicurso se propde a apresentar as principais técnicas utilizadas no estudo de
antimicrobianos, sendo o enfoque das metodologias no estudo de novos compostos com
atividade anti-Leishmania.

Os protozoérios do g@énero Leishmania sdo responsaveis por causar as
leishmanioses, que sdo predominantes em 88 paises de 4 continentes. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses ameacam aproximadamente
350 milhdes de pessoas (WHO, 2001a) e estima-se que por ano ocorram 1,6 milhdes de
novos casos (WHO, 2001b).

As leishmanioses podem ser divididas em duas formas clinicas: tegumentar e
visceral. Estas diferentes formas sdo manifestadas dependendo da espécie do
protozodério e do sistema imunoldgico do hospedeiro. A leishmaniose tegumentar (LTA)
acomete principalmente pele e mucosas, podendo ser dividida em cutanea localizada,
cuténea difusa e cutaneomucosa (CROFT & COOMBS, 2003;GENARO & REIS, 2005;
NGURE et al., 2009). A leishmaniose visceral (LV), conhecida como calazar, é a forma
mais grave. Nesta ocorre disseminacdo do protozoario por todo o sistema fagocitico
mononuclear, podendo levar o paciente a 6bito se 0 mesmo ndo for submetido ao
tratamento especifico (MICHALICK & GENARO, 2005).

O Ministério da Saude registrou no periodo de 2000 a 2012, no Brasil, um total
de 372.601 casos confirmados de leishmaniose, sendo 87,89% de LTA e 12,1% de LV.
Dentre os casos de LV, houve 2.920 6bitos (Portal da Saude).

Os dipteros dos géneros Phlebotomus e Lutzomya da familia Psychodidae sdo os
vetores da leishmaniose. S&o insetos geralmente de pequeno porte, apresentam cerdas
longas que cobrem o corpo e as patas. Possuem atividade crepuscular e pds-crepuscular,
abrangendo-se durante o dia em lugares humidos, sombrios e protegidos do vento.
Nesta familia, apenas as fémeas sdo hemat6fagas. Sdo conhecidos popularmente como
mosquito-palha ou birigui (DE CARVALHO & MORENO 2001; MURRAY et al.,
2005; FIOCRUZ).

O género Leishmania (Ross, 1903) é composto por protozoarios unicelulares,
heteroxénicos, pertencentes & ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. De
acordo com caracteristicas fenotipicas, as espécies de Leishmania que infectam o

homem podem ser divididas em subgéneros: Viannia e Leishmania (LAINSON
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&SHAW, 1987). As espécies L. amazonensis (Leishmania) e L. braziliensis (Viannia)
sdo responséveis pela leishmaniose cutanea e mucocutanea, respectivamente.

Durante o ciclo de vida, o parasito apresenta duas formas distintas: promastigota
e amastigota. A forma promastigota apresenta flagelo livre, sendo encontrada no trato
digestivo do hospedeiro invertebrado. A forma amastigota ndo possui flagelo livre,
sendo encontra no interior das células do hospedeiro vertebrado, principalmente nos
macrdfagos (MICHALICK, 1995).

O ciclo de vida deste parasito inicia-se durante o repasto sanguineo, quando a
fémea do inseto inocula formas promastigotas no hospedeiro vertebrado, que sdo
rapidamente fagocitadas por macrofagos teciduais e se transformam em formas
amastigotas intracelulares obrigatdrias. Os protozoérios estabelecem-se no
fagolisossomo dos macr6fagos, resistindo & acéo destruidora das enzimas lisossomais,
multiplica-se por fissdo binaria até romper a célula hospedeira. As amastigotas liberadas
sdo novamente fagocitadas por outros macrofagos. A infeccdo do hospedeiro
invertebrado ocorre durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado,
onde formas amastigotas sdo adquiridas com o sangue e/ou linfa intersticial. No
intestino do inseto, as amastigotas se transformam em promastigotas, completando o
ciclo bioldgico do protozoéario (MICHALICK, 1995; GREVELINK & LERNER, 1996).

Embora sejam consideradas células eucaridticas, os protozoarios do género
Leishmania, apresentam caracteristicas exclusivas do grupo dos tripanossomatideos,
como a presenga de uma Unica mitocdndria, que se estende por todo o corpo celular,
tendo uma porcdo diferenciada denominada de cinetoplasto, que possui um arranjo
complexo de DNA, conhecido como DNA citoplastico (kDNA) (SOUZA et al.,
1997;VANNIER-SANTOS et al, 2002; CAVALCANTI et al., 2008).

Outras organelas distintas dos mamiferos também sdo encontradas, como por
exemplo, o glicossomo e o acidocalcissomo. O glicossomo é uma estrutura delimitada
por membrana que contem enzimas responsiveis pelo metabolismo de agucares
(OPPERDOES & COOMBS, 2007). O acidocalcissomo é uma organela que armazena
célcio, e também, é rica em pirofosfato, magnésio, sédio e potassio (MIRANDA et al.,
2000;MORENO & DOCAMPO, 2003). Possui varias fun¢bes, como manutencdo do
equilibrio do pH intracelular e osmorregulagdo, devido a presenca de bombas (Ca?'-
ATPase, V-H'-ATPase, H*-PPase) (DOCAMPO & MORENO, 2001;DOCAMPO &
MORENO, 2008;MIRANDA et al., 2008).
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Mesmo com todas essas caracteristicas exclusivas destes protozoarios, desde a
década de 40 o tratamento contra a leishmaniose tem sido restrito a alguns
medicamentos, como os derivados dos antimoniais pentavalentes, por exemplo, o
estibogluconato de sédio e o antimoniato de meglumina que sdo considerados farmacos
de primeira escolha (CROFT & COOMBS, 2003). No entanto, estes medicamentos
estdo longe de serem ideais para o tratamento desta zoonose, pois ndo séo ativos quando
administrados oralmente, é necesséario longo periodo de tratamento (CROFT, 1988),
causam efeitos toxicos e frequentemente encontram-se casos que apresentam
resisténcia, e, portanto, outros agentes antiprotozodrio precisam ser utilizados
(BERMAN, 1996;GREVELINK & LERNER, 1996;BERMAN, 1997).Berman (1988)
verificou em ensaios in vitro que o tratamento com antimoniais pentavalentes néo
mostrou efeito leishmanicida sobre formas promastigotas, concluindo que seu efeito se
restringia apenas sobre formas amastigotas.

A pentamidina (GENARO & REIS, 1995;GREVELINK & LERNER, 1996) e a
anfotericina B (SERENO et al, 2000), sdo considerados quimioterapicos de segunda
escolha para o tratamento de pacientes com leishmaniose. O mecanismo de agéo das
pentamidinas baseia-se na sua ligagdo ao DNA do cinetoplasto, causando danos ao
protozoéario (CROFT & COOMBS, 2003). J4 o mecanismo da anfotericina B envolve os
ester6is da membrana, resultando na perda da permeabilidade celular (SAHA et al,
1986;COHEN, 1998). Como as drogas de primeira escolha, a pentamidina (BENNETT,
1996) e a anfotericina B (BERMAN, 1997) causam efeitos colaterais durante o
tratamento. Assim, novos farmacos menos toxicos e mais efetivos tém sido

constantemente buscados para o tratamento desta patologia.

OBJETIVOS

Geral

Proporcionar aos alunos conhecimentos sobre técnicas bésicas utilizadas para
investigar a atividade bioldgica e mecanismos de acdo de substancias naturais e
sintéticas frente aos principais micro-organismos utilizados para a pesquisa de

novas drogas.
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Especificos

= Verificar uma possivel atividade leishmanicida do composto sobre a forma
promastigota de L. amazinensis;

= Verificar a citotoxicidade do composto sobre a linhagem de células de mamifero
L929 (fibroblasto);

= Determinar possiveis mecanismos de acdo do composto através de técnicas de
fluorimetro e microscopia de fluorescéncia em formas promastigotas de L.

amazonensis.

MATERIAL E METODOS

Células

Formas promastigotas de L.amazonensis (cepa WHOM/BR/75/JOSEFA) seréo

® hemina e acido

cultivadas em meio Warren (Infusdo de Ceérebro e Coracdo “Difco
folico) pH 7,0 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB — Gibco) e
incubadas em estufa a 25 °C. Fibroblastos L929 serdo cultivados em meio DMEM

suplementado com 10 % SFB e mantidas em estufa a 34 °C e 5% de CO..

Ensaio antiproliferativo para avaliagédo da atividade antiprotozoario

O ensaio antiproliferativo é uma das etapas experimentais iniciais na busca de
substancias com atividade tripanocida. Como objetivo geral do experimento busca-
se determinar o valor de ICs, para dada substancia, ou seja, a concentragéo de droga
na qual ocorra & inibicdo de 50% dos protozodrios ap6s 72 h de tratamento, quando

comparado a um grupo controle.

Pesagem e diluigdo das drogas
= Pesar a droga utilizando tubos Eppendorf® estéreis (1 mg para compostos

isolados/sintéticos e 10 mg para extratos e fracoes);
» Adicionar 100 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) ao eppendorf, agitar até
completa dissolucdo da droga e completar com 900 pL de meio Warren

(solucdo estoque (SE): 1000 pg/mL);

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015
= Identificar 6 outros tubos eppendorf estéreis (Concentragdes: 100, 50, 10,5, 1 e
0,5 pg/mL) para realizar a diluicdo da droga;
= Adicionar aos tubos identificados 500, 800, 500, 800, 500 e 800 pL de meio
Warren, respectivamente;
= Homogeneizar e transferir 500 pL da solucdo estoque para o tubo 1 (C: 100
Hg/mL);
= Homogeneizar o tubo 1 e transferir 200 pL deste para o tubo 2 (C: 50 pg/mL);
= Homogeneizar o tubo 2 e transferir 500 pL deste para o tubo 3 (C: 10 pg/mL);
= Homogeneizar o tubo 3 e transferir 200 pL deste para o tubo 4 (C: 5 pg/mL).
= Homogeneizar o tubo 4 e transferir 500 pL deste para o tubo 5 (C: 1 pg/mL).
= Homogeneizar o tubo 5 e transferir 200 pL deste para o tubo 6 (C: 0,5 pg/mL).

Padronizacgéao do inoculo

= Formas promastigotas de L. amazonensis serdo previamente cultivados em meio
Warren suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) por 2 dias a 25°C;

= Homogeneizar a garrafa de cultura, retirar 20 pL e adicionar o volume a um
eppendorf contendo 980 L de formalina 3%;

= Contar as formas promastigotas presentes no quadrante central (regido A) da
Cémara de Neubauer (Fig. 1), obter a média dos dois campos de contagem,
multiplicar pela diluicdo (50) e pelo fator de correcéo da cAmara(10*), obtendo-

se um numero X de protozoarios;

%::"“‘—--_I]..

Figura 1. Hematimetro ou Camara de Neubauer.

= O inéculo para a realizagdo do ensaio antiproliferativo deve ser de 1x10°
parasitas/mL, sabendo que em 1 mL existe um nimero X de parasitos realiza-se
uma regra de 3 para descobrir qual volume V é necessério utilizar para obter

1x10° parasitos/mL;
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Como o experimento em geral € montado simultaneamente para duas drogas em
uma placa de 24 pogos, € preciso padronizar o volume real (VR) de inoculo a ser

coletado para 25 mL (volume V x 25= VR).

Preparo do pool

O pool deve ser preparado em um tubo falcon, sendo composto por 10% de SFB
(2,5 mL), 10% da droga (2,5 mL distribuido diretamente nos pogos), o volume
de indculo calculado e meio Warren em q.s.p. para 25 mL, além de 33,75 pL de

gentamicina/estreptomicina.

Montagem e Leitura do experimento

Transferir 100 pL de cada eppendorf contendo as drogas para dois pocos (ensaio
em duplicata) da placa, para os pogos controle transferir 100 pL de Warren;
Adicionar 900 pL do pool a cada pogo, obtendo-se uma concentracdo final 10
vezes menor que a obtida no eppendorf;

Homogeneizar a placa e incubar a 25 °C por 72 h;

Apb6s o tempo de ensaio realizar a contagem de parasitos em camara de

Neubauer.

Ensaio de citotoxicidade em células L929

O Ensaio de citotoxicidade é uma metodologia de ampla utilizagdo que permite

verificar o qudo toxica € uma substancia para determinada célula. Em nosso caso

usaremos células da linhagem L929 como modelo.

Obtencéo da monocamada de células

Usar garrafas de cultura média com tapete de células fechado como fonte de
indculo;

Retirar o meio de cultura DMEM das garrafas e lavar o tapete de células com
PBS;

Adicionar tripsina diluida em PBS por aproximadamente 30 segundos;

Retirar a tripsina/PBS e visualizar no microscopio;

Adicionar meio de cultura e reservar em gelo;
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» Transferir 100 pL desta suspensdo para um eppendorf contendo 900 pL de meio;
» Homogeneizar o contetdo do eppendorf e proceder a contagem em Camara de
Neubauer (Fig 1), contando apenas as celulas presentes nos quatro quadrantes
laterais (regides B) de cada campo, dividindo o nimero total contado por quatro
obtendo uma média;
= Multiplicar a média pelo fator de correcio da camara (10”) e pela diluicéo (10);
= Proceder aos céalculos tal como no ensaio antiproliferativo, sabendo que para o
experimento de citotoxicidade € ideal um inoculo de 2,5x10° células;
= Preparar o pool contendo o volume de inéculo calculado, 10% de SFB, meio de
cultura em q.s.p. 10 mL e 12,5 pL de gentamicina;
= Distribuir 100 pL da suspensdo homogeneizada em cada pogo, deixando trés
pOGOoS vazios para usa-los como branco;

= Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 24 h.

Tratamento das células

= Pesar e diluir as drogas em DMSO tal como no ensaio antiproliferativo;

= Preparar as diluicbes em eppendorf, utilizando meio de cultura com gentamicina,
visando obter concentrages finais de 500, 100, 50, 10, 1 e 0,5 pg/mL;

» Ap6s a formacdo da monocamada de células retirar o meio de cultura dos pogos
e transferir 100 uL de cada eppendorf para 0s respectivos pocos (ensaio em
triplicata);

= Manter pelo menos 3 pogos da placa sem a adigéo da droga (controle);

= Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 72 h.

Leitura do experimento

= Ap6s o tempo de incubagdo retirar o meio de cultura, lavar cada pogo com 100
uL de PBS, retirar o PBS e adicionar 50 ulL de MTT;

= Incubar na estufa por 4 h;

= Ap6s incubacdo, retirar o MTT e adicionar 150 uL. de DMSO;

= Realizar a leitura em leitor de ELISA a 570 nm.
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Avaliacéo da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em L.

amazonensis

Procedimentos:

Apos tratamento com o composto por 24 h, lavar 2x as células em PBS (3000
rpm por 5 min.);

Ressuspender em 497,5 uL de PBS e 2,5 uL de H,DCFDA (5 pg/mL);

Incubar a temperatura do protozoéario por 45 minutos no escuro;

Adicionar em placa preta de 96 pogos 100 pL de cada amostra e realizar leitura

em fluorimetro;

Acumulo de inclus6es lipidicas em L. amazonensis

Procedimentos:

Apos tratamento com o composto por 24 h, lavar 2x as células em PBS (3.000
rpm por 5 min.);

Ressuspender em 495 pL de PBS e 5 pL de Nile Red (10 pg/mL em DMSO);
Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro;

Adicionar em placa preta de 96 pogos 100 pL de cada amostra e realizar leitura

em fluorimetro e capturar as imagens em microscopio de fluorescéncia.
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Minicurso 03
Métodos Experimentais Para o Estudo da

Resposta Inflamatoria

Laboratdrio de Inflamacéo (Bloco K69/sala 106 b)
Orientadora:Profa. Dra. Ciomar Aparecida Bersani Amado
Ministrantes: Edirlene Sara Wisniewski Rebecca, Bruno Ambrésio da Rocha e Rafael

Pazinatto Aguiar

INTRODUCAO

A inflamacéo é definida como um processo fisiopatoldgico frente a estimulos
lesivos com conseqiente alteracBes vasculares, celulares e linfaticas. Caracteriza-se por
eritema, edema, calor, dor e em alguns casos, perda de funcdo (SOUZA, 2008;
HANSEL e DINTZIS, 2007; RAMY et al., 2005).

O agente desencadeador da resposta inflamatoria é a agressdo tecidual que pode
ser de origem bioldgica (microorganismos), fisica (mecénica, radiacdo ou temperatura)
ou quimica (substancias quimicas ambientais, drogas). Todavia, a magnitude da
resposta inflamatoria é relativamente inespecifica, pois depende tanto da intensidade e
duracdo do estimulo, quanto das caracteristicas prdprias do organismo lesado (BABU,
PANDIKUMAR e IGNACIMUTHU, 2009; SILVA, 2006; CLAUDINO, 2006;
CAMARGO, 2006; RAMY et al, 2005; TRACEY, 2002).

Durante a resposta inflamatdria, cujo principal objetivo é proteger o organismo e
reparar danos, ocorre mudancga no fluxo sangliineo (causado por alteragdes vasculares,
com consequiente vasodilatacdo), alteracbes na permeabilidade vascular (provocadas
pela contragdo do citoesqueleto nas células endoteliais), migracdo de leucdcitos para o
sitio de inflamac&o e fagocitose (FILHO, 2006).

No desenvolvimento das reacBes inflamatorias estdo envolvidas varias
substancias como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores lipidicos e

seus derivados, mediadores vasoativos liberados por leucdcitos e produtos de sistemas
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enzimaticos (SILVA, 2004; ROITT, BROSTOFF e MALE, 2003). No entanto, a
destruicdo do agente causal e reparo celular devem ocorrer de maneira eficiente e
sincronizada, pois caso contrario, pode gerar uma lesdo tecidual e acumulo de
leucdcitos, coldgeno e outras substancias que culminam com efeitos prejudiciais ao
organismo (DUNG et al., 2009; NATHAN, 2002). Isto porque, a agdo persistente de
mediadores pro-inflamatorios,contribui para a proliferagdo, diferenciacdo e ativacdo de
células do sistema imune levando a um acimulo das mesmas e ocasionado doengas
inflamatérias cronicas (YOON et al., 2008).

A inflamagéo pode ser dividida em diferentes categorias, sendo cada uma delas
mediadas por mecanismos diferentes. A fase inicial é caracterizada por alteragdes
vasculares, se inicia de maneira abrupta e é conhecida como resposta inflamatéria
aguda. Nesta, trés eventos sdo relevantes: sinalizacdo de calor e rubor devido &
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo local, aumento da permeabilidade vascular
levando a um extravasamento de proteinas e liquidos plasmaticos para o meio
extravascular e liberagdo de substancias pro-inflamatorias que participam no processo
de recrutamento celular (TAMURA et al., 2009; WEBSTER, 2003; GOODMAN e
GILMAN, 2003; YOSHIKAI et al, 2001).

Dentre as principais alteragdes vasculares que ocorrem nesta fase, podem ser
citadas as alteracdes no fluxo e no calibre dos vasos e 0 aumento da permeabilidade
vascular. Imediatamente ap6s a lesdo, ocorre uma vasoconstricdo das arteriolas, a qual é
muito rapida e seguida por uma vasodilatacdo, com consequente formacéao de eritema e
calor. O aumento da permeabilidade vascular com o extravasamento e exsudacéo de
liquido para o intersticio induz a formacdo de edema (SOUZA, 2008; SILVA, 2006;
CAMARGO, 2006; KUMAR, ABBAS e FAUSTO, 2005). O extravasamento de liquido
causa um aumento da viscosidade sanguinea levando ao acimulo de hemécias nos
pequenos vasos - processo denominado de estase. Apds o desenvolvimento desta, ocorre
um deslocamento de leucdcitos, geralmente neutrofilos, ao longo do endotélio vascular
— fendbmeno conhecido como marginacédo leucocitaria (DEKKER e SEGAL, 2000).

A fase subseqliente estd relacionada & quimiotaxia (infiltracdo de células
fagocitarias e leucocitos) e fagocitose tendo como intuito englobar e destruir o agente
agressor. A migracdo leucocitaria ocorre através de uma seqliéncia de reacdes
direcionadas pela ativagdo de proteinas (moléculas de adeséo) e seus ligantes expressos

nas membranas das células endoteliais e dos leucocitos (CONRAN et al., 2003;
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HEIDEet al., 2002). Os leucdcitos circulantes no sangue periférico aproximam-se da
parede vascular, ativados por quimiocinas e outros ativadores quimicos da inflamacéo,
aderem-se firmemente, mas de forma transitdria, ao endotélio e atravessam a parede do
vaso. Apds a diapedese, continuam a migrar em direcdo ao foco inflamatério pelo
processo de quimiotaxia (DEKKER e SEGAL, 2000). Este processo ¢é fisiologicamente
normal e somente ap6s estimulos é que esses leucdcitos aderem firmemente ao
endotélio para passarem do vaso sanguineo para os tecidos (TEDGUI e MALLAT,
2001; SPRINGER, 1994; DRANSFIELD et al., 1992). Ja a ultima fase € uma complexa
série de eventos que visa a regeneracéo tecidual e a fibrose com reconstituicdo do tecido
lesado (SUZUKI et al., 2003)

Devido a alta capacidade da resposta inflamatéria e imunoldgica causar dano
tecidual, € muito importante que o organismo disponha de um controle extremamente
rigido para minimizar esses efeitos. Apds o desenvolvimento da resposta inflamatoria
aguda é de se esperar que o patdgeno ou estimulo seja eliminado e que essa resposta
entre em declinio de forma que a resposta inflamatéria diminua @ medida que o agente
irritante é destruido, decaindo também os mediadores inflamatérios e os fendmenos
vasculares e exsudativos. Além disso, existem sistemas enzimaticos que exercem papel
relevante no combate a inflamagdo, mas que tendem a minimizar sua atuacdo
finalizando a resposta inflamatéria, como o sistema complemento, o sistema da
coagulacdo e o sistema fibrinolitico (plasmina). No entanto, se o estimulo persistir,
provavelmente ocorrerd evolucdo para inflamacdo cronica (KUMAR, ABBAS e
FAUSTO, 2005; ROITT, BROSTOFF e MALE, 2003).

Inimeras células auxiliam na defesa do organismo, com destaque para as células
mononucleares (linfécitos, mondcitos e macrdéfagos), polimorfonucleares (neutrofilos,
mastocito e eosindfilos) e células endoteliais. Estas, auxiliam na regulacdo do tdnus
vascular, no reparo e crescimento tecidual além de desempenharem controle entre a
adesdo e a migracdo de leuctcitos mediante a expressdo de moléculas de adesdo (KIM
et al., 2009; LARSEN et al., 2003).

Dentre os vérios mediadores quimicos do processo inflamatério podem citar o0s
autacdides os quais sdo substincias formadas pelo organismo que atuam tanto nas
proprias células de origem quanto em células vizinhas. Eles englobam inimeras
substancias, tais como histamina, cininas, eicosandides, citocinas, fator ativador de
plaquetas e Oxido nitrico (CLAUDINO, 2006; BARNES, CHUNG e PAGE, 1998).
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Os eicosanoides sdo de origem lipidica, sintetizados a partir dos acidos graxos
Omega-6, como o 4cido araquiddnico (AA), ou dos &cidos graxos dmega-3, como 0s
acidos eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA). Frente a um estimulo
antigénico, quimico, traumatico, mitogénico ou inflamatorio, esses A&cidos sdo
mobilizados da membrana das células do sistema imunoldgico pela acdo da enzima
fosfolipase A2 (CLAUDINO, 2006).

As citocinas sdo mediadores liberados por neutrdfilos, linfocitos, macrofagos e
outros. Dependendo do estimulo, tais mediadores podem ter acdo pré ou
antiinflamatoria. Atualmente o nimero de citocinas conhecidas é bem amplo e incluem
desde as interleucinas e interferons, até os fatores estimuladores de colbnias e de
necrose tumoral (MANDERSCHEID et al., 2004).

As cininas podem participar da regulacdo de sistemas fisiol6gicos, mas suas
acBes mais conhecidas ocorrem no ambito patolégico, como choque, asma e dor. Podem
evocar os sinais cardinais da inflamacéo (dor, edema, rubor e calor) e estdo proximas do
topo da cascata de mediadores envolvidos no processo inflamatorio (STEWART, 1994).

O Fator ativador das plaquetas(PAF) é formado por diferentes células a partir de
um fosfolipideo encontrado nas membranas celulares de mastdcitos, basofilos,
neutrofilos, mondcitos, plaquetas e eosindfilos. Sua producéo, normalmente ocorre ap6s
estimulos alérgicos ou inflamatorios e sua agdo é ampla envolvendo os sistemas
cardiovascular, respiratdrio, gastrintestinal, renal e reprodutivo. Esta frequentemente
associado & formac&o de &cido araquiddnico e seus precursores (SIQUEIRA JUNIOR et
al., 2000).

O oxido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, relacionado
com inimeras funcBes fisioldgicas, tais como, transmissdo neuronal, relaxamento
vascular, imunomodulacdo e citotoxicidade (TSUCHIYA et al., 2007; BECKMAN e
KOPPENOL, 1996).E um potente vasodilatador e seu envolvimento na resposta
inflamat6ria pode ter relacdo com sua habilidade em aumentar a permeabilidade
vascular e o edema através de mudancas no fluxo sangiiineo local e do aumento na
producdo de prostaglandinas pro-inflamatdrias (SALVEMINI et al. 1996). Seus
metabolitos tém a capacidade de lesar o DNA e os lipideos tanto do agente agressor
como das células vizinhas saudaveis, o que é comum nas doengas auto-imunes
(MABLEY et al. 2003; CUZZOCREA et al., 2000;HULE; PADMAJA, 1993).
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A histamina é encontrada em quantidades irregulares estando armazenada,
principalmente, nos tecidos (mastocitos) e no sangue (basofilos). Sua liberacdo é
decorrente de inumeros fatores, como leséo fisica, extremos de temperatura, fragmentos
do complemento, citocinas e outros. E considerada o principal mediador da fase inicial
da inflamagdo causando um subseqiiente aumento na permeabilidade vascular -
fendmeno considerado essencial para a migracdo das células de defesa rumo ao local
inflamado (GOODMAN e GILMAN, 2003; TROWBRIDGE e EMLING, 1996).

Existem varios métodos experimentais utilizando animais de diferentes espécies
para deteccdo de novos principios ativos com atividade anti-inflamatéria. Essa ampla
diversidade de modelos ocorre porque, apesar das reagdes inflamatdrias apresentarem
caracteristicas semelhantes, sua etiologia e manifestac6es clinicas diferem amplamente.
Desta forma, métodos que induzem a inflamagéo aguda sdo realizados no sentido de
abordar a participacdo de mediadores quimicos, tipos celulares e também possibilitam a
identificacdo de drogas com possiveis efeitos anti-inflamatérios (SILVA, 2004). Dentre
0s métodos que avaliam a resposta inflamatoria e a atividade anti-inflamatdria pode-se
citar o edema de pata, a quimiotaxia in vitro e in vivo (BONTA, BRAY e PARNHAM,
1985).

O edema de pata é o teste mais utilizado para avaliar a atividade de agentes anti-
inflamatorios que exercem efeito na fase aguda da inflamacdo. Avalia a capacidade de a
substancia reduzir o edema local induzido por agente flogistico, como a carragenina
(MYTHILYPRIYA, SHANTHI e SACHDANANDAM, 2008; CAMARGO, 2006). E
realizado utilizando um pletismégrafo que avalia o volume da pata do animal através do
deslocamento da solucéo de cloreto de sodio de forma que a pata edemaciada desloca
um volume maior desta solu¢do em relagdo a ndo edemaciada. A mensuracéo é feita
subtraindo o volume de liquido deslocado pela pata inflamada pelo volume de liquido
deslocado pela pata normal (SILVA, 2006).

Através de estudos sobre a locomocéo das células frente a resposta inflamatoria
observou-se que neutrofilos, eosindfilos, basofilos e fagocitos mononucleares exibem
migracéo direcionada dependendo do agente quimiotatico atuante.

Existem diferentes modelos para avaliar a migracdo celular in vitro, sendo que o
ensaio mais empregado utiliza filtros de policarbonato isentos de polivinilpirrolidona,
com poros de 5 um de didmetro e 12 um de espessura para separar os compartimentos

superiores e inferiores (COLOWICK e KAPLAN, 1999). Os leucécitos se encontram
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em suspensdo (porcao superior) frente a um agente quimiotéxico (porcéo inferior) e,
através do espaco percorrido pelo leucocito no filtro de policarbonato (entre as porgoes),
a capacidade migratéria dos mesmos é determinada (SANTOS JUNIOR, 2003;
PRESIBELLA, SANTOS e WEFFORT-SANTOQOS, 2003).

A utilizagdo do edema como parametro de avaliagdo em modelos validados,
como o modelo de edema de orelha induzido por diferentes agentes flogisticos, permite
avaliar o potencial anti-inflamatdrio tanto por via tdpica quanto sistémica de varios
agentes, sejam eles compostos sintéticos, extratos de plantas ou compostos isolados
(GABOR, 2000; DE YOUNG et al., 1989).

O o6leo de croton, utilizado comoagente flogistico apresenta acdo topica e induz
uma inflamacéo local através da ativacdo da enzima fosfolipase A; e consequentemente da
biossintese de leucotrienos (LT), prostaglandinas (PGs) e citocinas - mediadores pro-
inflamatérios - que promovem vasodilatagdo, migracdo de células polimorfonucleares
(PMN) e extravasamento de plasma (exsudacdo plasmaética), conduzindo assim, a
instalacdo dos sinais classicos da inflamacdo (DE BERNARDIS et al, 1994;
FURSTENBERGER et al., 1994).0s modelos de inflamagéo cutanea permitem identificar
compostos com atividade anti-inflamatdria que possam ser potencialmente (teis no
tratamento de doencas inflamatdrias que acometem a pele, pois promovem condigBes que
se assemelham com alguns tipos de dermatites observadas em humanos (VANE et
al.,2000; BOUCLIER et al.,1990; CARLSON et al, 1985).

OBJETIVO
e Apresentar alguns modelos experimentais de resposta inflamatéria que podem
ser utilizados na investigacdo da atividade anti-inflamat6ria de drogas ou de

produtos naturais.

METODOLOGIA
I) EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA(WINDER et al.,
1957)

e Deixar os animais em jejum de aproximadamente 15 horas.

e Identificar e pesar os ratos.
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e Determinar o volume inicial da pata com auxilio de um pletismografo (3

leituras por pata e calcular a média).

¢ Realizar tratamento com a substancia teste (via oral)

e Apo6s 1 hora, injetar 25 pl de carragenina (solugdo 100 pg) por via

subcutanea em uma das patas posteriores do animal (sugerimos a pata

esquerda).

e Apobs 1,2 e4 horas medir o desenvolvimento do edema.

e Célculo do edema: Volume final da pata — volume inicial da pata.

QUIMIOTAXIA IN VITRO(DAL-SECCO et al., 2008)

Para avaliar a quimiotaxia in vitro, leucdcitos serdo isolados da cavidade
peritoneal de camundongos estimulados com a injecdo i.p.de 1
mg/200pL de Zymosan.

Apos 4 horas, 0s animais serdo anestesiados e sacrificados, a cavidade
peritoneal seréd lavada com 3 mL de PBS/EDTA.

O numero de leucdcitos totais no fluido peritoneal serd4 determinado em
camara de Neubauer, apés a diluicdo com liquido de Turk (10: 90) e sua
viabilidade sera determinada.

O lavado peritoneal coletado serd centrifugado a 1000 rpm por 10
minutos em centrifuga refrigerada (4°C) e, ap6s, as células serdo
ressuspendidas em meio RPMI/BSA 0.01%.

O namero de células sera ajustado para 1x108/mL em RPMI/BSA 0,01%,
e ser adicionada a substancia a ser testada. Deixar 30 minutos em estufa
a 37°C e 5% CO..

A quimiotaxia serd efetuada em microcdmara de 48 pocos (Neuro
Probe), separados por membrana de policarbonato com poros de 5 um de
diametro. Na camara inferior, serd colocado 26 mL do meio de cultura
RPMI-BSA 0,01% (controle) ou de um dos estimulos quimiotaticos:
fMLP, LTB, ou outro diluidos em RPMI-BSA.

Uma soluco (50 mL) de células (1,0 x 10° células/mL) seré colocada na

camara superior.
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e A camara sera incubada por 60 minutos em estufa a 37°C e 5% CO,. Em
seguida, a membrana de policarbonato sera removida, fixada e corada.
e A contagem de leucdcitos sera realizada por meio de microscopia Optica
comum onde seréo avaliados cinco campos (1000X) em cada poco.
e Os resultados serdo expressos como o0 nimero de leucdcitos por campo.

Os dados serdo apresentados como média + erro padréo da média (epm).

1) EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR OLEO DE CROTON(VAN

ARMAN, 1974, ligeiramente modificado)

Identificar e pesar os camundongos (30 - 40g).

Realizar tratamento com a substancia teste (via topica).

Apos 1 hora, aplicar 20 pl de 6leo de croton (200 pg) diluido em acetona na
face interna da orelha esquerda do camundongo. A orelha direita recebera
apenas o veiculo (acetona) (20 pl).

Apdbs um intervalo de 6 horas, 0s animais serdo eutanasiados, as orelhas
seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de diametro e pesadas em

balanca analitica.

A porcentagem de inibi¢do do edema sera determinada pela formula:

peso da orelha E ¢ontrole — PeSo da orelha E rataga
(%) de inibigdo = X100
peso da orelha E controle — peso da orelha D veiculo
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Minicurso 04
Modelos Experimentais de Obesidade — A

Esteatose em Foco

Laboratdrio de Esteatose Experimental (Bloco 189/sala 03)
Orientadora:Profa. Dra. Emy Luiza Ishii-lwamoto
Ministrantes: Danielle Aparecida Munhos Hermoso, Eduardo Hideo Gilglioni, Franciele

Neves Moreno, Juliana Morais Mewes e Lilian Brites Campos-Shimada

1. INTRODUCAO

A obesidade nos ultimos anos tornou-se uma epidemia mundial. Modelos
animais experimentais que apresentam acumulo excessivo de gordura corporal tém sido
desenvolvidos e utilizados para pesquisas sobre as causas, complicacOes e alternativas
terapéuticas. Para o estudo desta patologia tém-se utilizado modelos de obesidade néo
genética em roedores visando caracterizar a doenca e as demais comorbidades
associadas. Esta apostila apresentard bases teoricas sobre a inducdo da obesidade em

animais para pesquisa e suas relagdes causa-consequéncias.

1.1. PANORAMA DA OBESIDADE

A obesidade deixou de ser um problema exclusivo de paises ricos e esta
aumentando dramaticamente, tornando-se um grande problema de saude pudblica em
todo o mundo (Shamseddeen, H et al., 2011). Paises em desenvolvimento também
fazem parte desse grande hall que exibe altos indices de pessoas obesas e/ou com
sobrepeso. Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (OMS), a prevaléncia de
sobrepeso e obesidade combinados aumentou 27,5% em adultos e 47,1% em criangas de
1980 ate 2013. Dados da mesma organizagdo mostram que a obesidade infantil atingia
em torno de 31 milhdes de criangcas em 1990 e atualmente este valor tem aumentado,
atingindo em torno de 44 milhdes de criangas obesas no mundo. Esta epidemia tem o
potencial de anular muitos dos beneficios de saide que contribuiram para o aumento da

expectativa de vida no mundo desenvolvido (WHO, 2015).
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Nos paises em desenvolvimento o cenario € preocupante. A OMS afirma que a
taxa de obesidade nesses paises é 30% mais alta que em nagdes desenvolvidas (WHO,
2015). Uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica em
parceira com o Ministério da Salde no Brasil mostrou que a obesidade e o excesso de
peso tém aumentado rapidamente nos ultimos anos, em todas as faixas etérias. A
pesquisa revelou que 50% dos homens e 48% das mulheres apresentaram excesso de
peso, e a porcentagem de obesos foi de 12,5% nos homens e 16,9% nas mulheres
(IBGE, 2010).

Quatro anos depois, um novo levantamento do Ministério da Saude no Brasil
alerta que o excesso de peso ja atinge 52,5% da populagdo adulta do pais, taxa que, ha
nove anos, era de 43% - crescimento de 23%. A porcentagem de pessoas obesas (17,9%
maiores de 18 anos) € preocupante, pois os quilos a mais na balanga séo fatores de risco
para doengas cronicas, hipertensdo, diabetes, doengas cardiovasculares e cancer, sendo
que estas doengas séo responsaveis por 72% dos 6bitos no Brasil (MS, 2014).

Devido ao baixo custo e a alta disponibilidade de alimentos altamente cal6ricos,
porém pobres nutricionalmente, ndo é incomum encontrar obesidade e subnutricdo
coexistindo em muitos paises de baixa e média renda (Ruskovska e Bernlohr, 2013).
Além disso, a obesidade esta frequentemente associada a uma falta de nutrientes
essenciais em subgrupos de baixa renda nos paises desenvolvidos (Anderson, 2007;
Wiig Dammann e Smith, 2009).

A crescente tendéncia é a substituicdo da alimentacdo tradicional do brasileiro
(como arroz, feijdo e hortalicas) por uma dieta rica em bebidas e alimentos processados
e industrializados. Tal dieta representa um aumento na densidade energética das
refeicbes que induzem a padrdes que podem perturbar a autorregulagdo do balango
energético dos individuos e aumentar o risco de obesidade na populacdo (Levy-Costa et
al., 2005). Um baixo gasto energético, devido a falta de exercicio fisico, associado a alta
ingestdo caldrica culmina entdo no aparecimento da doenca, e configura o denominado
estilo de vida ocidental contemporéaneo (Kac e Velasquez-Meléndez, 2003).

As previsdes sugerem que as altas taxas de obesidade afetardo futuramente a
saude e a economia da populacdo (Oliveira, 2013), de maneira que a relacdo entre as
taxas crescentes de obesidade e 0 aumento dos custos com a salde torna-se cada vez
mais evidente (Finkelstein et al., 2009). Os maiores gastos estdo representados pelo

tratamento das doengas relacionadas ao sobrepeso e & obesidade, e também incluem o0s
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custos indiretos ou sociais, tais como: diminui¢do da qualidade de vida, problemas de
ajustes sociais, perda de produtividade, incapacidade com aposentadorias precoces e
morte (Bahia e Aradjo, 2014).

Considerando as evidéncias apresentadas, destaca-se a necessidade de encarar a
obesidade como uma doenga emergente e uma epidemia que cresce abrangendo grande
parte do globo. Isso evidencia a urgéncia em se propor meios de controle e prevengéo.
Algumas politicas pablicas tém sido propostas para a solu¢do dos problemas, sem, no
entanto, grandes retornos positivos até o momento. Desta forma, é extremamente
necessaria a identificacdo de alvos terapéuticos que permitam a resolucdo do problema.
O entendimento dos mecanismos moleculares subjacentes a obesidade e as desordens
metabdlicas a ela relacionadas pode ser o ponto de partida para novas terapias.

1.2. OBESIDADE E ESTEATOSE HEPATICA

Obesidade € uma doenga de carater multifatorial, influenciada tanto por fatores
ambientais quanto genéticos (Rupérez et al, 2014). E o elemento central e causal da
Sindrome Metabdlica (Kahn e Flier, 2000; Spiegelman e Flier, 2001), uma desordem
multicomponente caracterizada por hipertrigliceridemia, colesterol HDL baixo,
hiperglicemia, obesidade central e hipertensdo, que esta intimamente ligada as doengas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (Eckel et al., 2005). A obesidade por si s6 é
considerada um fator de risco independente para as doencas cronicas citadas
anteriormente (Abbasi et al., 2002). Além disso, tem sido reconhecida também como o
principal fator subjacente & patogénese de doengas como resisténcia & insulina,

aterosclerose e dislipidemias, e diferentes formas de cancer (Matsuzawa et al., 1999).

THE METABOLIC SYNDROME

\ASAOKC)

HEART DISEASE  LIPID PROBLEMS HYPERTENSION TYPE 2 DIABETES

) @

DEMENTIA CANCER POLYSYSTIC  NON-ALCOHOLIC

OVARIAN FATTY LIVER
SYNDROME DISEASE
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Figura 1 - A Sindrome Metabdlica. A sindrome metabdlica € o nome genérico dado
ao conjunto de fatores de risco a saude - presséo alta, hiperglicemia, niveis elevados de
triacilglicerois, colesterol HDL baixo, LDL colesterol alto e excesso de gordura

abdominal.

A obesidade é uma doenca caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura
corporal em um nivel que compromete a salde dos individuos. Operacionalmente, é
diagnosticada por meio do parametro estipulado pela OMS - o body mass index (BMI)
ou indice de massa corporal (IMC), calculado a partir da relacéo entre peso corporal
(kg) e estatura (m2) (Who, 1998). De acordo com este parametro, individuos que
apresentam IMC igual ou superior a 30 kg/ m? sdo considerados obesos (Wanderley e
Ferreira, 2010).

IMC Classificagoes
Menor do que 18,5 Abaixo do peso normal
185- 24,9 Peso normal
250- 29,9 Excesso de peso
30,0 - 34.9 Obesidade classe |
350-399 Obesidade classe |l
Maior ou igual a 40,0 Obesidade classe |l

Figura 2 - Tabela do IMC - indice de Massa Corporal. Classificacdo segundo a

OMS. Obesidade classe 11l é considerada obesidade mérbida.

O actimulo de gordura ocorre em Vérios drgdos e tecidos, incluindo o figado.
Sabe-se que o figado é o 6rgéo central do metabolismo, o que o torna alvo de estudos
basicos (metabolismo primério em geral) e aplicados (doengas metabdlicas, por
exemplo). O processo de acumulo excessivo de lipidios no figado é conhecido como
esteatose. A esteatose é definida como niveis de triacilglicerois (TGs) acima de 5% em
relagdo ao volume ou peso do figado, ou histologicamente, quando 5% ou mais dos
hepatdcitos apresentarem triacilglicerdis intracelulares (Hoyumpa et al., 1975). A
excessiva acumulacdo de TGs estd normalmente associada com alteracBes no

metabolismo de glicose, &cidos graxos livres (FA) e de lipoproteinas.
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Na auséncia do consumo de quantidades significativas de &lcool, o processo é
definido como NAFLD - non-alcoholic fatty liver disease, ou doenga néo-alcodlica do
figado gorduroso, a manifestacdo hepética da sindrome metabolica (Rupérez et al,
2014). A NAFLD mais comum € aquela associada com a sindrome metabdlica e com
resisténcia a insulina e cuja patogénese é muito pouco conhecida. A NAFLD pode ser
também causada por drogas, toxinas ou alteracfes nas condi¢Bes nutricionais ou
enddcrinas do individuo (Musso et al., 2009).

Em muitos casos, a NAFLD pode permanecer como uma condicdo benigna,
caracterizada apenas pela esteatose, que pode ser reversivel (Moore, 2010). No entanto,
o figado esteatdtico pode tornar-se vulnerdvel a insultos secundérios, contribuindo para
a progressdo da NAFLD para doencas hepéaticas mais severas, levando a um processo
inflamatério conhecido como NASH (non-alcoholic steatohepatitis), que consiste no
desenvolvimento de fibrose hepética e, que pode progressivamente, evoluir para cirrose
e até mesmo para o carcinoma hepatocelular (Day e James, 1980; Zou et al., 2006).

E evidente que o figado participa ativamente na patogénese da sindrome
metabdlica associada & obesidade, pois 0 aumento de TGs no sangue é devido a
superproducdo da lipoproteina VLDL pelo figado. Sugere-se a resisténcia a insulina
poderia modificar a velocidade de sintese e secre¢do da lipoproteina, o que resultaria no
aumento de VLDL (Taghibiglou et al., 2002). Deve-se levar em conta ainda 0 aumento
da lipogénese hepética, aumento dos estoques de TGs hepéticos e de lipoproteinas
remanescentes para o acimulo de lipidios no figado que caracteriza a esteatose.

Durante o desenvolvimento da obesidade, também ocorre um aumento na
quantidade de gordura armazenada no tecido adiposo. Associado a isso, hd uma
expansdo gradual das células adiposas (os adipdcitos), que variam seu didmetro na
tentativa de acomodar o excesso de lipidio que est4 sendo armazenado (Andersson et
al., 2007). Apesar de funcional para o armazenamento de lipidios, o aumento no
tamanho dos adipécitos leva a maior producéo de citocinas pro-inflamatdrias bem como
a reducdo na producdo de citocinas anti-inflamatdrias (Rotter et al., 2003). Portanto, a
expansdo do tecido adiposo que ocorre com a obesidade tem sido associada com
hipoxia, estresse oxidativo e até mesmo danos mecanicos devido a hipertrofia dos
adipdcitos (Kahn et al., 2006), alteracBes estas que levam, por conseguinte, ao estado
pro-oxidativo e pro-inflamatorio caracteristico de pacientes com a sindrome metabélica
(Kahn et al., 2006).
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Vale destacar que citocinas relacionadas a obesidade, como interleucina-6 (IL-
6), adiponectina, leptina e fator de necrose tumoral-o. (TNF- o), desempenham um
importante papel no desenvolvimento da NAFLD (Basaranoglu e Ormeci, 2014), e o
tecido adiposo € hoje reconhecido como uma fonte importante de mediadores
inflamatorios e adipocinas, tanto pro-inflamatdrias como anti-inflamatorias (Browning e
Horton, 2004; Yang et al., 1997).

1.3. MODELOS ANIMAIS DE ESTEATOSE EXPERIMENTAL

Existem véarios modelos experimentais para o estudo da esteatose e obesidade.
Um dos modelos implantados no Laboratério de Esteatose Experimental é o induzido
por uma dieta desbalanceada hipercalérica (dieta de cafeteria). A dieta é baseada na
oferta de alimentos saborosos e atrativos ao paladar humano como chocolates, bolachas,
queijo, embutidos e refrigerantes. Este tipo de dieta € capaz de promover todas as
caracteristicas da sindrome metabdlica: acimulo excessivo de gordura corporal,
aumento da taxa de esterificacdo/oxidacdo de &cidos graxos livres no figado de ratos
com deposicdo de triacilgliceris no 6rgdo e secrecdo aumentada de lipoproteinas
(VLDL), aumento dos niveis séricos de insulina e resisténcia a insulina, hiperglicemia,
aumento de peroxidacdo lipidica no figado e alteracbes dos niveis de leptina e
adipocitocinas (Milagro et al., 2006; Abraldes et al., 2010).

A esteatose associada a deficiéncia estrogénica, por outro lado, é bem menos
estudada. Com o aumento da expectativa de vida, as mulheres passaram a viver um
terco de suas vidas na pés-menopausa. A deficiéncia estrogénica existente nesta fase
traz sérios problemas de salde, por desencadear uma série de doencas graves. Além de
alteragcbes sobre o esqueleto (oesteoporose) e o sistema cardiovascular, a deficiéncia
estrogénica produz também profundas alteracbes no metabolismo lipidico, aumentando
0 risco de dislipidemias; com isto, a incidéncia de doencas cardiovasculares,
principalmente as coronariopatias, também aumenta. Além disso, mulheres na pés-
menopausa exibem uma crescente tendéncia a obesidade: ha uma progressiva reducdo
da massa corporal magra e aumento da massa gordurosa, hoje sabidamente decorrente
da deplegdo hormonal. Ao mesmo tempo, o padréo de distribuicdo da gordura corporal
modifica-se, passando do tipico padrdo feminino (gindide) modulado pelos estrogénios,
para uma distribuicdo andrdide, caracterizada pela deposi¢do de gorduras na &rea

visceral, com aumento da relacdo cintura-quadril. O tipo de distribui¢do andrdide parece
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relacionar-se a uma maior morbimortalidade cardiovascular, diabetes e a
hiperinsulinemia (Ley e cols., 1992).

Ratas ovariectomizadas (retirada dos ovérios) sdo utilizadas como modelo de
obesidade/esteatose associado como climatério. As ratas ovariectomizadas apresentam
algumas alteracdes tipicas de sindrome metabdlica, como aumento do nivel plasmético
de insulina (Ley et al., 1992; Liu et al., 2004) e acumulo de TGs no figado (esteatose)
associado com reducdo na expressdo do PPAR-a (peroxisome proliferator-activated
receptor o)) e aumento da transcricdo da SREBP-1c (sterol regulatory element-binding

protein) e da SCD-1 (stearoyls coenzyme A desaturase) (Paquette et al., 2008).

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do mini-curso é contribuir para o conhecimento da patogénese
da esteatose, avaliando pardmetros fisicos e bioquimicos que permitem caracterizar
alteracbes no sangue, no tecido adiposo branco e especialmente no figado, que se

assemelham as alteragdes encontradas na obesidade em humanos.

3. ROTEIRO DOS EXPERIMENTOS
Roteiro dos experimentos

Os animais serdo eutanasiados com tiopental sddico (50mg/kg), em seguida, o
sangue serd coletado por puncéo cardiaca para realizacdo das analises bioquimicas do

soro e plasma.

Andlises bioquimicas do soro e plasma

O colesterol total, colesterol-HDL (lipoproteina de alta densidade),
triacilglicerois (TG) e de glicose no plasma serdo avaliados por métodos convencionais,
utilizando kits de ensaio (Gold Analisa®). Os niveis de colesterol-VLDL (lipoproteina
de muito baixa densidade) serdo calculados utilizando-se a equagdo de Friedewald
(Friedewald, Levy e Fredrickson, 1972), e os niveis de colesterol-LDL (lipoproteina de
baixa densidade) serdo determinados subtraindo-se os valores de HDL e VLDL-
colesterol a partir dos niveis de colesterol total.

Apoés a coleta de sangue, amostras de figado serdo removidas e fixadas em

nitrogénio liquido para dosagens subsequentes do teor de lipidios.
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Determinacéo do contetdo hepatico de lipidios
O teor de lipidios total do figado serd determinado utilizando-se método
gravimétrico (Folch et al., 1957). A extracdo de lipidios serd realizada atraves da
homogeneizacdo de 0,5 gramas de figado em uma mistura de cloroférmio-metanol
gelado (2:1 v.v). Os resultados seréo expressos como g de gordura total por 100 g de
peso Umido do figado. Os niveis de colesterol total e de triacilglicerdis hepaticos serdo
determinados ap0s a ressuspensdo de gordura extraida e seca, utilizando kits de ensaio

especificos (Gold Analisa®).

indice de adiposidade

Depdsitos de gordura: retroperitonial, uterina, mesentérica e inguinal serdo
retiradas e pesadas. Os resultados serdo expressos em g/100 g do peso corporal. O
indice de adiposidade sera definido como a razdo entre a soma dos pesos destes
depdsitos por 100 g do peso corporal (Campos et al., 2012). Para confirmar o sucesso da
OVX, o utero também sera coletado e pesado e, expresso em g por 100 g do peso

corporal.

3.1. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Eutanasia dos animais

Tiopental

O Tiopental € o Unico barbitdrico de ultracurta duragdo que é universalmente
disponivel. E necessaria uma dose, no minimo, trés vezes maior que a indutora de plano
anestésico, quando se requer a eutanasia. Assim, essa dose elevada garante que ocorra
inicialmente anestesia (de 15 a 30 segundos) e depois, a morte; ndo manifestando, em
nenhuma dessas fases, excitacdo. Vale ressaltar que o tiopental, quando aplicado
lentamente, é redistribuido em outros 6rgdos que ndo o cérebro, impedindo assim a

ocorréncia da morte.

Coleta de sangue

Puncéo cardiaca
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Normalmente utilizada para obtencdo de grandes volumes de sangue. E uma
coleta final, pois o animal normalmente é sacrificado apos este tipo de procedimento.
Apos a anestesia, o animal deve ser colocado em uma superficie plana, em decubito
dorsal e a agulha inserida lateralmente ao processo xifoide. Dependendo da espécie,
outros sitios anatdmicos podem ser utilizados como: veia safena, veia jugular, veia

femoral, veia peniana, veia cefalica e a veia sublingual.

Anélises bioguimicas do soro e plasma

COLESTEROL TOTAL

Fundamentos

Os ésteres do colesterol sdo hidrolisados pela enzima colesterol esterase (CHE)
formando colesterol livre. O colesterol formado serd oxidacdo pela enzima colesterol
oxidase (CHOD) formando perdxido de hidrogénio. Este Gltimo iré reagir com o fenol e
4-aminoantipirina, em uma reacdo catalisada pela peroxidase (POD), produzindo ao
final uma quinoneimina de cor vermelha.

A absorbancia do complexo formado, medida em 500 nm, é diretamente

proporcional a concentracdo de colesterol da amostra.

. HE < .
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295 O + quinoneimina

2

Aplicacgdo clinica
A dosagem do colesterol no sangue, juntamente com a de triacilglicerdis e de
colesterol HDL, é empregada principalmente na avaliacdo de risco de doenca arterial

coronariana e no monitoramento de pacientes com hipotireoidismo, diabéticos e obesos.

Coleta das amostras
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A amostra de sangue deve ser colhida ap6s um jejum de 12 horas para evitar a
interferéncia da lipemia pos-prandial que geralmente estd presente em amostras obtidas

sem jejum.

Equipamentos

e Espectrofotdmetro (leitura entre 490 e 510 nm);
e Tubos e Pipetas;

e Banho-Maria a 37°C;

e Crondmetro.

Procedimento Manual
Condicdes do Teste
Leitura: Comprimento de onda 500 nm

Medida: Contra o Branco

Técnica de Andlise

1-ldentificar 3 tubos de ensaio com “Branco”,” Teste” e “Padréo” e proceder:

Tubos Branco Teste Padréo
Soro | @ -meeeeee- 0pL | -
Padrédo | - | e 10 uL
Reagente de Cor 1000 pL 1000 pL 1000 pL

2- Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37°C por 10 minutos.

O nivel de 4gua do banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos.

3- Fazer as leituras fotométricas do Padrdo (AP) e do Teste (AT), zerando o aparelho
com o Branco em 500 nm (490 a 510 nm).

A cor é estavel durante 1 hora.

Célculos
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Observar a linearidade
Como a metodologia obedece a lei de Lambert- Beer, calcular a concentracdo do teste
através do Fator de Calibracéo (FC).
CP = Concentragéo do Padréo = 200 mg/dL
AP = Absorbéncia do Padréo
CT = Concentragdo do Teste
AT = Absorbéncia do Teste
FC=CP+ AP
CT (mg/dL) = FC x AT
Exemplo
Se CP =200 mg/dL
AP = 0,347
AT =0,301
FC =CP + AP =200 + 0,347 =576
CT (mg/dL) = FC x AT =576 x 0,301 = 173 mg/dL

Resultados
Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,026 = Unidades SI (mmol/L).

TRIACILGLICEROL

Principio do Teste

Os triacilglicerois sdo hidrolisados pela lipase lipoproteéica e o glicerol liberado é
fosforilado pela glicerolquinase formando glicerolfosfato, que é oxidado a
dihidroxiacetona e 4gua oxigenada por acao da glicerol-3-fosfato oxidase. Através de
reacdo de copulacédo oxidativa catalisada pela peroxidase, a agua oxigenada reage com o
a 4-aminoantipirina (4-AMP) e 4-clorofenol, produzindo a quinoneimina (vermelha)
cuja absorbancia, medida em 500 nm, é diretamente proporcional a concentragéo de
triglicérides.

Lipase lipoprotei ca

Triglicéri des + H,0 Glicerol + Ac. Graxos
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Glicerolqu inase Mg™*

Glicerol + ATP Glicerol -3 -P + ADP

Glicerol —=3-P + O2 G-3-P Oxidase Dihidroxia cetona + H202

2H,05 + 4-AMP + 4 -Clorofenol m 4H5 05 + Quinoneimina

Aplicacgéo Clinica

A dosagem de triacilglicerol no sangue, juntamente com o colesterol total e suas
fracdes, € empregada principalmente na avaliacdo dos riscos de Doenca Arterial
Coronariana (DAC).

Coleta das amostras

Colher sangue pela manha apds jejum obrigatorio de 12 horas.

Equipamentos

e Espectrofotdmetro (leitura entre 490 e 510 nm);
e Tubos e Pipetas;

e Temperatura: ambiente (15-30°C) ou a 37°C;

e Crondmetro.

Procedimento
1- Deixar os reagentes atingirem a temperatura ambiente ou a do banho-maria antes da
utilizagéo.

2- Identificar 3 tubos de ensaio com "Branco", "Teste" e "Padrdo" e pipetar:

Tubos Branco Teste Padréo
Amostra — 10 uL —
Padréo —_— —_— 10 uL

Reagente de Cor 1000 puL 1000 uL 1000 uL

3- Agitar bem e incubar os tubos durante 15 minutos & temperatura ambiente ou por5

minutos a 37° C.
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4- Ler a absorbéncia (A) do Padrdo (Ap) e do Teste (At), zerando o aparelho com o
Branco em 500 nm.

5- A cor é estéavel por 2 horas.

Resultados

Unidade de Medida (mg/dL)

Fator de Conversao de Unidades (mg/dL para SlI)
mg/dL de Triglicérides x 0,0113 = mmol/L de Triglicérides

GLICOSE
Principio do Teste

A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidagdo da glicose para acido glicénico e
peroxido de hidrogénio. Através de uma reacdo oxidativa de acoplamento catalisada
pela peroxidase (POD), o per6xido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina
e fenol, formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja absorbancia

medida em 505 nm, é diretamente proporcional & concentracdo de glicose na amostra.
GOD .
Glicose + 02 + H,0 — Acido glicbnico + H,0

POD
2 H,0 + 4 — aminoantipirina + Fenol — Quinoneimina + 4 H,0

Aplicagéo Clinica

A dosagem da Glicose no sangue é empregada na avaliacdo do metabolismo da
glicose (controle de produgdo, consumo e armazenamento), diagnosticando os diversos
estados de hiper e hipoglicemias.
Coleta das Amostras

Colher sangue pela manh& apds jejum 8 horas

Procedimento

Condicdes do Teste

Leitura: Comprimento de onda 505 nm
Medida: Contra o Branco

Técnica de Andlise

1- Identificar 3 tubos de ensaio com "Branco", "Teste" e "Padrao”:
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Tubos Branco Teste Padréo
Sobrenadante | = --------- opL | e
Padréfo | = - | e 10 pL
Reagente de Cor 1000 pL 1000 pL 1000 pL

2- Homogeneizar e incubar os tubos em banho-maria a 37°C por 10 minutos. O nivel de
agua do banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos.

3- Ler a absorbancia do Padréo (AP) e do Teste (AT), zerando o aparelho com o Branco
em 505 nm (490 a 510 nm).

A cor é estavel durante 30 minutos.

Resultados
Fator de Conversao de Unidades (mg/dL para SlI)
mmol/L de Glicose = mg/dL de Glicose x 0,0555

COLESTEROL HDL
Fundamentos

Os quilomicrons, as lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) e as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo quantitativamente precipitadas com
fosfotungstato e ions magnésio. Apds centrifugagdo, o sobrenadante contém as
lipoproteinas de elevada densidade (HDL), cujo colesterol é quantificado
fotometricamente mediante as reacOes acopladas descritas abaixo. A absorbancia do
complexo formado (vermelho), medida em 500 nm, é diretamente proporcional &

concentracao de colesterol HDL da amostra.

Esteres do colesterol %Colesterol + Acidos graxos

Colesterol + O2 %Colest -4-en-ona + H202

2H505 + fenol + 4 — Aminoantipirina ﬂ>4H20 + quinonei mina

Aplicacgéo Clinica
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A dosagem do Colesterol HDL no sangue, juntamente com a de triacilglicerol e
de colesterol total, é empregada principalmente na avaliacdo de risco de doenca arterial

coronariana.

Coleta das Amostras
A amostra de sangue deve ser colhida apds jejum de 12 horas para evitar a
interferéncia da lipemia pos-prandial que geralmente estd presente em amostras obtidas

sem jejum.

Equipamentos

e Espectrofotdmetro (leitura entre 490 a 540 nm);
e Centrifuga;

e Banho-Maria;

e Tubos e Pipetas;

e Crondmetro.

Condicoes da Reacéo
Leitura: Comprimento de onda 500 nm
Medida: Contra o Branco

Técnica de Andlise
Precipitagdo das fragdes VLDL e LDL

1-Em microtubo de centrifuga pipetar:

Amostra 250 pL

Precipitante 50 pL

2-Agitar fortemente por 30 segundos.
3-Centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos para obter um sobrenadante limpido.
4- Pipetar o sobrenadante limpido, imediatamente apds a centrifugacdo, tomando o

cuidado para ndo ressuspender o precipitado para evitar resultados falsamente elevados.
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Ver notas acima.

Colorimetria

1-ldentificar 3 tubos de ensaio e pipetar:

(Cat. 460)

Tubos Branco Teste Padréo
Sobrenadante | = --------- 100pL | e
Padraio | - | e 100 pL
Reagente de Cor 1000 pL 1000 pL 1000 pL

2-Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37°C por 10 minutos.

O nivel da 4gua o banho-maria deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos.

3-Fazer as leituras fotométricas do Padréo (AP) e do Teste (AT) em 500 nm, zerando o

aparelho com o Branco.

A cor é estavel durante 60 minutos.

Célculos

CP =40mg/dL = Concentracdo Equivalente indicada no rétulo do frasco.

CT = Concentragdo do Teste
AP = Absorbancia do Padrdo
AT = Absorbancia do Teste
FC=CP+ AP

CT (mg/dL) = FC x AT

Exemplo
CP =40 mg/dL
Se AP =0,320
Se AT =0,394
FC=CP+ AP =40+0,320 =125
CT =FC x AT =125 x 0,394 =49 mg/dL
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Calculo da Concentracéo do Colesterol VLDL e LDL
A concentragdo do Colesterol VLDL e LDL pode ser calculada através da equagdo de
Friedewald, que é muito exata para amostras cujos valores de triglicérides nédo
ultrapassem 400 mg/dL e ndo pertencam a pacientes portadores de lipoproteinemia do
tipo II.
Equacéo de Friedewald
Colesterol LDL = Colesterol Total - (HDL + VLDL)
Colesterol VLDL = Triglicérides + 5

Resultados
Fator de Conversao de Unidades

Unidades convencionais (mg/dL) x 0,026 = Unidades SI (mmol/L)

Determinacéo do contetido hepético de lipidios

Extracdo de Lipidios do Figado
A extracdo de lipidios serd feira por gravimetria, usando solventes organicos
cloroférmio e metanol. Os detalhes do procedimento serdo informados durante 0s

experimentos.

Dosagens de Triacilglicerol e Colesterol Total dos Lipidios Extraidos.
Reagentes do kit GoldAnalisa:

Procedimento

1. Adicionar 10 pL da gordura resuspendida aos tubos;

2 Adicionar 1000 pL do reagente de cor do kit de TG ou de colesterol total,
3. Aguardar 10 min a 37°C;
4

Ler em espectrofotdmetro em 500 nm.
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Minicurso 05
A Mitocondria Vegetal como Sitio de Acao de

Potenciais Bioherbicidas

Laboratdrio de Oxidacdes Bioldgicas (Bloco 189/sala 03)

Orientadora:Profa. Dra. Emy Luiza Ishii-lwamoto

Ministrantes: Ana Luiza Santos Wagner, Gislaine Cristiane Mantovanelli e Marcio
Shigueaki Mito

INTRODUCAO

A compartimentalizagéo celular

Uma das caracteristicas das células eucaridticas é que as vias metabolicas estdo
compartimentalizadas em vérias organelas subcelulares. O entendimento da fisiologia
celular ndo pode, evidentemente, prescindir de experimentos com células inteiras ou
mesmo grupos de células. No entanto, é verdade também que somente a separacdo dos
diversos componentes pode fornecer os dados primarios indispensiveis para uma
correta interpretacdo dos dados obtidos de experimentos com células intactas. A
separacgdo das diversas fragdes celulares, por outro lado, dependeu e ainda depende de

técnicas de centrifugacéo diferencial.
Fracionamento celular

A separagdo dos componentes celulares pode ser obtida por centrifugacéo
fracionada. Esta técnica baseia-se no uso sucessivo de diferentes velocidades de
centrifugacdo as quais, por sua vez, geram diferentes aceleragbes centrifugas. A
velocidade necessaria para obter a sedimentacdo de determinada fragdo subcelular pode
ser previamente determinada com base nos valores dos coeficientes de sedimentacéo de

cada fracéo.

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015
Os valores dos coeficientes de sedimentacdo, em geral expressos como unidades
de 10™®s que sdo conhecidas como Svedberg (S), podem ser determinados previamente
em uma centrifuga analitica ou através de dados disponiveis na literatura especializada.
Este coeficiente é proporcional ao tamanho e forma da particula, portanto, particulas
com alto coeficiente de sedimentacdo (massa maior) sedimentam com rotagOes
relativamente menores.
O isolamento das fracdes celulares por centrifugagdo fracionada so é possivel se
as células forem rompidas e separadas, um procedimento denominado homogeneizag&o.
Os homogenatos de tecidos animais ou vegetais contém as fragcdes subcelulares em

suspensdo, enquanto que 0s componentes sollveis estdo em solugéo.

A mitocondria

Durante uma experiéncia em 1898 o cientista aleméo Carl Brenda pode
distinguir centenas de corpos minusculos no citoplasma, através da membrana de uma
célula, os quais denominou mitochondria, da palavra grega que significa filamentos de
cartilagem. Ele e nenhum outro cientista daquela época deram as mitocondrias a devida
importancia, o que se sabia apenas que elas existiam e que faziam parte da célula. Em
1910, os cientistas estavam mais bem equipados para ver através das paredes de uma
célula e examinar as fungbes das células vivas. Muitos cientistas suspeitavam que as
mitocOndrias forneciam energia para as células. Em 1920, os cientistas acreditavam que
as mitocdndrias eram a usina de forca que fornecia mais de 90% da energia de que a
célula precisa. O verdadeiro progresso para o entendimento de suas fungdes ocorreu, no
entanto, em 1948 gracas aos procedimentos desenvolvidos para isolar estas organelas na
forma intacta. Por razdes técnicas, muitos estudos bioquimicos foram conduzidos com
mitocondrias purificadas do figado; cada célula hepética contém entre 1.000 a 2.000
mitocondrias, que grosseiramente, ocupam um quinto do volume celular total.

A mitocdndria realiza a maior parte das oxidagdes celulares e produz uma
grande quantidade de ATP para as células. Uma mitocondria é limitada por duas
membranas concéntricas que delimitam o espaco interno (a matriz) e a membrana
interna que o circunda. A matriz mitocondrial contém uma grande variedade de

enzimas, incluindo aquelas que convertem piruvato e &cidos graxos em acetil-CoA e
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aquelas que oxidam Acetil-CoA em CO; através do ciclo do acido citrico. Essas reacdes
de oxidagdo produzem grandes quantidades de NADH (e de FADH,).

A cadeia respiratoria utiliza a energia derivada do transporte de elétrons para
bombear prétons (H")para fora da matriz para criar um gradiente eletroquimico
transmembrana. O qual inclui tanto a contribuicdo de um potencial de membrana como
uma diferenca de pH. A grande quantidade de energia livre liberada quando o fluxo de
H* flui de volta para a matriz (através da membrana interna) fornece a base para a
producdo de ATP na matriz por uma notavel maquina protéica — a ATP-sintase, uma
maquina acopladora reversivel entre o fluxo de prétons e a sintese ou hidrolise do ATP.
O gradiente eletroquimico transmembrana também promove o transporte ativo de
metabolitos selecionados através da membrana mitocondrial interna, incluindo uma
eficiente troca ATP-ADP entre a mitocondria e o citosol que mantém o estoque de ATP
celular altamente carregado. A alta raz8o resultante de ATP em relacdo aos seus
produtos de hidrélise torna a variacdo de energia livre extremamente favoravel,
permitindo que essa reagdo de hidrélise direcione um grande nimero de processos

dependentes de energia da célula.

Principais caracteristicas das mitocondrias

As mitocondrias de tecidos animais medem de 0,7 a 1,0 micrometros e possuem
diferentes formatos dependendo do tecido a partir do qual foram isoladas e também do
meio de suspensdo utilizado. Uma das caracteristicas mais importantes é seu sistema
duplo de membranas, com a membrana externa e a interna. A membrana externa é
permedvel a solutos de baixo peso molecular (menores que 10 kDa) devido a presenca
de poros formados por proteinas chamadas porinas. A membrana interna possui maior
area superficial devido a numerosas cristas e além de ter baixa permeabilidade a solutos
polares e ions (incluindo prétons) é também o sitio de transducédo de energia.

A matriz mitocondrial possui muitas proteinas, DNA e ribossomos. Entre as
proteinas estdo as do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (exceto a succinato desidrogenase),
da B-oxidacdo dos &cidos graxos e do metabolismo de alguns amino&cidos e glicose,
entre outras. Os estoques de NAD" e NADP" sdo separados do citosol enquanto 0s
nucleotideos de adenina, ATP e ADP comunicam com o0 citosol por meio de um

carreador especifico.
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A cadeia respiratdria da mitocondria de mamiferos € uma associagdo de mais de
vinte carreadores de elétrons agrupados em quatro complexos enzimaticos: complexo |
(NADH-UQ oxidorredutase), complexo Il (succinato desidrogenase) complexo Il
(UQH,-citocromo ¢ oxidoredutase) e complexo IV (citocromo c oxidase). O complexo
V é a ATP-sintase (F,F1 ATP sintase) e todos os complexos estdo localizados na
membrana interna mitocondrial. A cadeia respiratdria transfere elétrons do NADH para
0 oxigénio, o aceptor final, e a energia da diferenca de potencial redox (1,1V) é usada
para criar um gradiente eletroquimico de protons que entdo guia a sintese de ATP. O
gradiente de protons resulta da extrusdo de prétons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas pelos complexos |, 111 e IV. A dissipacdo do gradiente de prétons, que
retornam a matriz através do complexo V, é acoplada a sintese de ATP, preservando a
energia da oxidagdo de substratos. Em mitocondrias do tecido adiposo marrom, um
tecido presente em recém-nascidos e animais adultos hibernantes, uma proteina
chamada termogenina permite que os prétons retornem a matriz mitocondrial sem
passar pelo complexo V, desacoplando o fluxo de prétons da geragdo de ATP, de modo

que a energia é dissipada na forma de calor.

A cadeia respiratoria

A cadeia respiratoria na membrana mitocondria interna contém trés complexos
enzimaticos respiratorios principais através dos quais os elétrons fluem do NADH para
0 O, Cada um desses complexos é capaz de bombear H" quando os eletros sdo
transportados através deles. Nestes complexos o0s eletros sdo transferidos através de uma
série de carreadores de elétrons ligados & proteina, incluindo centros de heme e de ferro-
enxofre. A energia liberada quando os elétrons fluem de niveis de energia mais baixos e
mais altos é utilizado para dirigir as alteracdes alostéricas em cada um dos complexos
enziméticos da respiracdo que bombeiam os protons. Os carreadores de elétrons mdveis
ubiquinona e citocromo ¢ completam a cadeia transportadora de elétrons ao mediar o
transporte de elétrons entre os complexos enziméticos. A via de fluxo dos elétrons é
NADH — complexo da NADH-desidrogenase — ubiquinona — complexo do

citocromo b-c;— citocromo ¢ — complexo da citocromo oxidase — oxigénio molecular
(O2).
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O acoplamento do transporte de elétrons energeticamente favoravel ao
bombeamento de H* para fora da matriz cria um gradiente eletroquimico de prétons. Os
complexos enzimaticos respiratorios acoplam o transporte de elétrons energeticamente
favoravel com o bombeamento de H* para fora da matriz mitocondrial. Este resultante é
utilizado para sintetizar ATP por outro complexo protéico transmembrana, a ATP-

sintase. Por meio do qual os protons H' fluem de volta para a matriz.

Inibidores e desacopladores

A sequéncia de eventos na cadeia de transporte de elétrons foi elucidada por
meio do uso de inibidores especificos e mais tarde confirmada pela medida do potencial
redox padréo dos componentes redox. A taxa de consumo de O por uma suspenséo de
mitocOndrias é uma medida sensivel da atividade da cadeia de transporte de elétrons. Os
compostos que inibem o transporte de elétrons, devido ao seu efeito no consumo de O,
incluem a rotenona (uma toxina vegetal usada por indios da Amaz6nia para envenenar
peixes e usada também como inseticida), o amital (um barbitdrico), a antimicina A (um
antibiotico) e o cianureto.

A adicéo de rotenona ou amital a uma suspenséo de mitocondrias causa bloqueio
do transporte de elétrons no complexo I, a antimicina A bloqueia o complexo Ill e o
cianureto bloqueia o transporte de elétrons no complexo V. Cada um desses inibidores
interrompe o consumo de O,. O consumo de oxigénio reinicia-se ap6s a adigdo de
substancias cujos elétrons entram na cadeia de transporte apos o blogueio. Por exemplo,
a adicdo de succinato a mitocondria bloqueada pela rotenona restaura o transporte de
elétrons e o consumo de O,. Durante este curso realizaremos experimentos dessa
maneira, com inibidores do transporte de elétrons que permite revelar o ponto de
entrada de elétrons a partir de varios substratos.

MitocOndrias supridas com succinato respiram e sintetizam ATP apenas quando
0 ADP e o Pi forem adicionados. A adi¢cdo subsequente de oligomicina, que inibe a ATP
sintase, bloqueia tanto a sintese de ATP quanto a respiragdo. Nos Ultimos anos,
compostos como o 2,4-dinitrofenol tem sido relacionados com o desacoplamento do
transporte de elétrons e a sintese de ATP. O DNP liga prétons do espaco
intermembranas e difunde-se através dela e libera os prétons na matriz, atuando como

um ionoforo transportador de protons. Assim, o transporte de elétrons segue livremente
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mesmo quando a sintese de ATP esta inibida. Na década de 1920 o DNP foi usado
como “pilula dietética”, uma pratica eficiente na indugdo da perda de peso, mas que
apresenta efeitos colaterais fatais. Hoje em dia 0 uso do DNP como desacoplador se

limita aos experimentos laboratoriais, como os que serdo realizados durante este curso.

A mitocdndria como alvo da agdo de farmacos e produtos naturais

As mitocondrias sdo importantes alvos da acdo de compostos quimicos,
substancias que exergam uma acao inibitoria sobre as funcdes mitocondriais de vegetais
tém, a principio, um potencial herbicida e podem ser consideradas no desenvolvimento
de novos produtos para o controle de plantas daninhas. Muitas destas substancias podem
provocar ruptura da membrana mitocondrial ou ainda inibir a funcdo mitocondrial
através de diferentes mecanismos. As drogas podem sequestrar coenzima A ou podem
inibir a transferéncia de elétrons ao longo da cadeia respiratoria, ou a ATP-sintase.
Alguns compostos também podem destruir o DNA mitocondrial, inibir a sua replicacéo,
diminuir os transcritos mitocondriais, ou dificultar a sintese de proteinas mitocondriais.
Muitas vezes, um Unico composto tem efeitos diferentes sobre a funcdo mitocondrial.
Nos animais, por exemplo, uma deficiéncia grave da fosforilacdo oxidativa hepética
compromete a formacéo do ATP, levando a disfuncéo celular ou necrose.

As estrobilurinas fazem parte de um grupo de fungicidas cuja toxicidade advém
da inibicdo da cadeia respiratdria ao nivel do complexo Ill. Este composto natural inibe
o transporte de elétrons entre o citocromo b e o citocromo ¢ da cadeia transportadora de
elétrons, causando diminuicdo da oxidacdo do NADH e da produgdo de ATP. Como
consequéncia, a producdo de energia é parada e o fungo morre. Além da inibi¢do do
Complexo 111, esse grupo de fungicidas pode inibir o Complexo Il, interromper a
fosforilacdo oxidativa ou inibir a atividade da ATPsintase

As oxatinas (carboxina - C1,H13NO,S), utilizadas principalmente no controle de
basidiomicetos, atuam na respiragdo mitocondrial inibindo a succinato desidrogenase, e
assim interfere na transferéncia de elétrons do succinato para a quinona. A resisténcia as
oxatinas é conferida por mutagBes nos genes de trés subunidades da succinato
desidrogense (Shima et al, 2011).
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Medidas polarogréficas de consumo de oxigénio

O estudo das fungdes mitocondriais ganhou grande impulso a partir do momento
em que se tornou possivel seguir de modo continuo as variagcbes na concentragdo de
oxigénio em um meio contendo mitocondrias ou particulas mitocondriais em suspens&o.
O que tornou isso possivel foi um dispositivo polarografico que muitas vezes recebe o
nome de “eletrodo de oxigénio”. O tipo de eletrodo mais usado atualmente é o chamado
Eletrodo de Clarck.

O Eletrodo de Clarck possui um fio de platina no centro (catodio) e um anel de
prata (anédio) que circunda a platina, que assoma rente a superficie terminal.
Revestindo o terminal hd& uma membrana de teflon que é fixada por um anel de
borracha, sendo que, entre a membrana de teflon e o terminal coloca-se uma solucgdo
saturada de cloreto de potéssio que serve como ponte eletrolitica entre os dois metais.
Quando uma diferenca de potencial é aplicada entre os dois metais (em geral 0,6 e 0,8
volt, polo negativo para a platina), o oxigénio é reduzido na superficie da platina, de
acordo com as seguintes reagdes:

Anddio: 4Ag + 4CI"— 4AgCl + 4¢

Catodio: 4H" + 4e"+ O, — 2H,0

A soma das semirreagdes acima resulta em:

4Ag + ACI + 4H" + O, — 4AgCl + 2H,0

Dentro de certa faixa de polarizacdo e concentragdo de oxigénio, o fluxo de
elétrons, isto é, a corrente elétrica gerada, é proporcional a concentracéo de oxigénio.

Para ser utilizado, o sensor de oxigénio deve entrar em contato com a suspensao
de mitocondrias. O sistema de incubacdo da Universidade Estadual de Maringd é um
dispositivo de acrilico com duas camaras. Na camara externa circula &agua
termostatizada (permite o controle da temperatura durante os experimentos). A camara
interna contém a suspensdo mitocondrial ou qualquer outro material biol6gico cujo
consumo de oxigénio se queira estudar. O sensor de oxigénio é fixado de forma que o
lado terminal revestido pela membrana de teflon fique em contato com a suspenséo.
Todo o conjunto é colocado sobre agitagdo para facilitar a difusdo de oxigénio na
superficie da membrana. A camara interna é fechada com uma tampa que possui um
orificio interno que permite a adigio de mitocondrias, substratos, drogas, etc. A difusio

de oxigénio por esse orificio € desprezivel.
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A avaliacdo da velocidade de consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas

Quando o meio de reagdo contendo substrato € adicionado, a corrente gerada € a
maxima possivel para a concentracdo de oxigénio de uma solugdo aquosa saturada com
ar. A 25°C a solubilidade € de 240uM. Esta corrente maxima € chamada de G.

Quando mitocdndrias isoladas forem adicionadas ao meio de reagdo adequado
(solucdo isosmotica tamponada) na camara de incubacdo contendo substrato, havera
transformacgdo do oxigénio em solucéo e serd possivel detectar uma queda progressiva
na corrente atraves do polardgrafo. Inicialmente, havera baixa velocidade de consumo
de oxigénio pelo fato de que a concentracdo de ADP enddgeno € bastante baixa, ja que
ndo ha utilizacdo de ATP nas condi¢bes de incubacdo. Este estado inicial pode ser
chamado de velocidade inicial ou estado II.

A prova de que o ADP realmente € o fator limitante pode ser confirmado pelo
fato de que a sua adigdo ao sistema de incubagdo provoca imediatamente um grande
aumento na velocidade de consumo de oxigénio. Esta fase ativada da respiragdo é
chamada de estado Il e ndo dura muito. Na verdade a respiragdo permanece ativada
apenas engquanto houver ADP para ser fosforilado. Desta forma, assim que todo ADP
adicionado exogenamente tenha sido fosforilado, a respiragéo volta ao estado anterior
de baixo consumo de oxigénio. Esta fase posterior pode ser chamada de estado IV,
enquanto que, a capacidade de retorno a esta situacdo de menor consumo de oxigénio é
chamada de controle respiratorio (RC, respiratory control).

Conforme foi dito, o polardgrafo registra variacbes de corrente que sdo
proporcionais a concentracdo de oxigénio. Estas variagBes de corrente podem ser
avaliadas através de um registrador potenciométrico acoplado ao polardgrafo. O
registrador nos fornece um registro grafico com a correspondente deflex&o referente ao
consumo de oxigénio no interior da camara. A velocidade de consumo de oxigénio pode
entdo ser calculada desde que a solubilidade do oxigénio a uma determinada
temperatura seja conhecida, sendo que este valor, correspondente ao G, foram

mencionados anteriormente.

Isolamento de mitocondrias vegetais
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As mitocdndrias vegetais possuem caracteristicas muito similares as
mitocOndrias animais (tamanho e forma), assim como sua fungéo celular principal é o
fornecimento de energia na forma de ATP, oxidando substratos de cadeia carbonica
(glicidios e lipideos). Os complexos enziméaticos presentes na membrana interna
também sdo semelhantes: quatro complexos (I-1V) envolvidos no transporte de elétrons
e o complexo FoF1 ATP sintase (ou complexo V) que fosforila ADP em ATP.

Além disso, nas mitocondrias vegetais existem complexos enzimaticos
adicionais envolvidos na oxidagdo de substratos (L-malato, glicina e NAD(P)H
enddgeno) e um sistema NAD(P)H desidrogenase associado com a face externa da
membrana interna da mitocdndria. Existe também um complexo enziméatico com
componentes redox alternativo aos existentes, denominado oxidase alternativa (AOX)
(Insensivel ao cianeto), cujo papel fisiolégico ndo estd bem estabelecido, mas com
evidencias que esteja associada a producéo de calor para realizacdo de diversos eventos
no organismo vegetal: amadurecimento e senescéncia dos frutos, germinagdo de
sementes, exalacdo de produtos volateis etc. A oxidase alternativa pode também
contribuir para a respiragdo mitocondrial, mas a sua proporgdo relativa é varidvel
dependendo do 6rgdo da planta, da especie e mesmo das condi¢cbes metabdlicas da
planta (Moor e Siedow, 1991; Popov et al., 1997). Outras condigdes associadas a
estresses bidticos e abidticos foram estudadas, e mostraram-se eficientes em afetar a
expressao e/ou a atividade da AOX (Vanlerberghe e Mclintosh, 1997).

Existem também as oxidases extramitocondriais, representadas por enzimas do
sistema monooxigenase, lipoxigenases, NADPH oxidases, etc (Bendall e Bonner, 1971;
Parrish e Leopold, 1978) que também contribuem para o consumo de oxigénio celular.

A contribuicdo da citocromo-oxidase (COX) pode ser facilmente avaliada
através da utilizacdo de cianeto de potéssio (KCN) que inibi a COX. A respiracdo KCN-
sensivel representa a contribuicdo da via COX para respiracéo total e a respiracdo KCN-
insensivel representa a contribui¢do da via AOX mais as oxidases extramitocondriais
(Ishii-lwamoto et al., 2006).

A oxidase alternativa € inibida especificamente por agentes complexantes de
ferro, como acido hidroxamico substituido (acido salicilhidroxdmico — SHAM, é&cido
benzil hidroxdmico — BHAM ou n—propil galato) (Vanlerberghe e Mcintosh, 1997),

tiocianato de potassio, 8—hidroxilamina e a,a’—dipiridila (Ikuma, 1972).
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MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de germinacdo, respiracdo e extragdo de mitocondria seréo
realizados no Laboratério de OxidacOes Bioldgicas da Universidade Estadual de
Maringa — PR.

Isolamento e atividade respiratdria de mitocdndria vegetal

Material bioldgico

As sementes de Glycine max foram compradas comercialmente.

Isolamento de mitocondria vegetal

O isolamento das mitocdndrias serd realizado a partir de raizes primarias de
Glycine max crescidas por 96 horas apos a semeadura em folha tripla de papel germitest
configurados em rolos, acondicionados em tubos e mantidos em camara de germinacao,
com temperatura constante de 25 °C no escuro.

As raizes das plantulas serdo lavadas em &gua destilada, suas raizes primarias
seccionada em segmentos de 1 cm e entdo colocadas em 200 ml de meio de extragdo.
Em seguida, serdo picotadas com tesoura, e em seguida, trituradas no mixer. O material
triturado obtido seré filtrado em gaze e o pH sera acertado para 7,2 com adi¢do de KOH
e entdo centrifugado a 3.500 rpm por 10 min a 4 °C. O sobrenadante contendo as
mitocdndrias sera centrifugado novamente a 14.000 rpm por 10 minutos.

Apoés a centrifugacdo retirar a camada de gordura que fica na superficie do
sobrenadante. O sobrenadante sera desprezado e com um pincel suspender o precipitado
adicionando 0,5 ml do meio de lavagem no primeiro tubo. A suspenséo (precipitado +
meio de lavagem) serd transferida do primeiro tubo para tubo seguinte com o auxilio de
uma pipeta, assim consecutivamente. Outros 0,5 ml de meio de lavagem seréo utilizados
para lavar os tubos. A suspensdo (precipitado + meio de lavagem) sera utilizada como
fonte de mitocondria. As mitocondrias deverdo ser mantidas em banho de gelo para a

realizacdo dos testes.
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Meio de extracdo

Solugéo estoque Volume a ser adicionado (ml) Concentracao final (mM)
Manitol 0,5 M 160 0,4M
Tris 1,0 M, pH 7,4 10 50 mM
EDTA10M 2 1,0 mM
MgCl 1,0 M 0,2 1mM
Cisteina 0,29 1,0 mg/ml
Albumina bovina livre de 4cidos 109 5,0 mg/mi

graxos

Obs.: Adicionar a cisteina ao manitol e esperar dissolver. Somente ap6s a dissolugdo os demais reagentes
(exceto a albumina) deverdo ser acrescentados. Completar com dgua destilada até o volume final de 200
ml, acertar o pH para 7,2 (HCI ou KOH), acrescentar a albumina e deixar gelar.

Meio de suspensdo

Solugéo estoque Volume a ser adicionado (ml) Concentracdo final (mM)
Manitol 0,5 M 3 0,3M
EDTA10M 50 pL 1,0 mM
Hepes 0,5 M 200 pL 20 mM
Albumina bovina livre de 4cidos
graxos 0,019 2,0 mg/ml

Completar com &gua destilada até o volume final de 5 ml, acertar o pH para 7,2 (HCI ou KOH) e
acrescentar a albumina.

Determinacdo da atividade respiratoria de mitocondrias de Glycini max

O consumo de oxigénio das mitocdndrias isoladas sera medido
polarograficamente, a 25°C. O meio de reagdo serd adicionado & cAmara de acrilico e €

composto de:

Meio de reagdo

Reagente Volume para 150 ml Concentracéo final
Manitol 0,5 M 120 ml 0,4M
Tris1,0 M 1,5ml 10 mM
KH,PO,4 5,0 mM 7,5ml 5,0 mM
MgCl,1,0 M 0,75 ml 50mM
Albumina bovina livre de acidos 15¢g 10,0 mg/ml
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graxos

Completar com agua destilada até o volume final de 150 ml, acertar o pH para 7,2 (HCL ou KOH) e
acrescentar albumina. Deixar gelar.

Seré adicionado quantidades de mitocondria de modo a se obter de 1,4 a 1,6 mg
de proteina mitocondrial. O contetdo de proteina sera dosado de acordo com Bradford,
1976 da seguinte forma: trés tubos seréo separados para a amostra, trés tubos para o
padréo e trés tubos para o branco. Colocar 100 pL de amostra nos tubos de amostra, 50
pL de padréo de albumina padrdo 20% e 50 pL de &gua destilada nos tubos do padrdo e
100 pL de &gua destilada nos tubos de branco. Nos tubos da amostra, do padréo e do
branco adicionar 1000 pL do reativo de Bradford. Esperar 5 min e ler a absorbancia em
595 nm.

As avaliacOes relacionadas ao consumo de oxigénio iniciardo pela adicdo de
Malato 0,5 M + NAD+ 50 mM ou NADH 5,0 mM. A respiragdo basal é representada
pelo consumo de oxigénio dos primeiros 5 minutos aproximadamente. ADP 50 mM sera
adicionado iniciando a respiracdo do estado Ill. O estado IV da respiracéo é considerado
como o consumo de oxigénio apods a exaustdo do ADP adicionado. A razdo ADP/O e o
controle respiratorio foram calculados de acordo com Chance & Williams (1955). Para
a discriminagéo da respiragdo via citocromo-oxidase (COX) e respiracdo via oxidase
alternativa utilizou-se o inibidor KCN 80 mM e SHAM 1 M.

AvaliagOes da velocidade de consumo de oxigénio, controle respiratorio (RC) e
razdo ADP/O

a) Velocidade de consumo de oxigénio:

A velocidade da respiracdo deve ser calculada em nmol de oxigénio consumido
por minuto por miligrama de proteina (nmoles.min-1.mg-1), considere a solubilidade do
oxigénio no ar como sendo igual a 240 uM a 25°C. A velocidade (V) é igual a diviséo
do consumo de oxigénio (cm) pela velocidade do papel (cm/min) que no caso é X = cm

/2 min (Velocidade do papel = 1 cm /2 min).

G (cm) -------m-mmmmm-- 240 x 10-6 M
V (CmM)------=-mnmmmmmm XM
XM
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x n° de moles --------------- 1L

y 2 X 10-3 L= volume de incubag&o (2 ml)
x moles/min.mg de proteina-1 (dividir pela mg de proteina adicionada)

= nmoles. min-1.mg-1

Calculo do fator

[(240 x 2)/G(cm)]/mg de proteina

O fator j& sai em nmoles. min-1.mg-1 , portanto, para obter a velocidade de
consumo de oxigénio multiplica-se a distancia medida no estado Il, 1l e IV pelo fator e

0 resultado sera expresso em nmoles. min-1.mg-1

b) Determinacdo do controle respiratorio (RC):

RC é o indicador do controle da fosforilagao
O coeficiente de controle respiratorio (RC) é calculado pela seguinte relagéo:

RC = velocidade de consumo O2 no estado Il

velocidade de consumo O2 no estado IV

O consumo de O2 no estado Il é definido como a respiracdo durante a
fosforilagdo do ADP adicionado; o consumo de O2 no estado IV é a respiracdo apos o

ADP adicionado ter sido consumido.

c) Determinagéo da razdo ADP/O:

Razdo ADP/O é a estequiometria entre 0o nimero de moléculas de ADP

fosforiladas por atomo de oxigénio consumido.

Razao ADP/O = ADP adicionado

consumo extra de O, durante o estado Il

Raz&o ADP/O - E indicador da integridade da membrana, desta forma pode-se

verificar se os protons retornam apenas pela ATPase.

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015

Para isto sera necessario calcular o n° de moles de ADP adicionado:

n° de moles = M x V (L), sendo que foram adicionados 5x10-6 L de uma solugéo
de ADP com concentragéo de 50x10-3 M.

Portanto:

n° de moles = (50x10-3) x (5x10-6)

n° de moles = 2,5 x 10-7

Consumo extra de O2 durante o estado |11

G (cm) -------m-m-mm-- 240x10-6 M

Distancia entre Est. Ill e Est. IV (cm)----------------- XM

XM

x n° de moles --------------- 1L

y 2 X 10-3L = volume de incubag&o (2 ml)

n° de moles = y moles (x2) = atomos de O

n° de tomos-grama =Y

Sendo assim: Razdo ADP/O =2,5x10-7/Y
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Minicurso 06
Estudo das Técnicas de Perfusdo Hepatica e de

Estresse Oxidativo em Figado de Ratos

Laboratdrio de Metabolismo Hepético (Bloco 189/sala 01)

Orientador:Prof. Dr. Jurandir Fernando Comar

Ministrantes: Anacharis B. de S& Nakanishi, Andreia Assuncdo Soares, Cristiane Vizioli
de Castro Ghizoni, Gabriela Bueno Franco Salla, Geferson de Almeida Gongalves,
Gisele Adriana Bubna Juliany, Fontoura da Silva Pereira e Mariana Marques Nogueira
Wendt

1. INTRODUCAO

O figado, por exceléncia, € o 6rgdo central do metabolismo, o que o torna alvo
de estudos basicos (metabolismo) e aplicados (doencas, como a artrite reumatoide). Para
tal, técnicas utilizando o 6rgdo integro ou em fracBes celulares sdo de grande valor

cientifico.

1.1. Perfuso hepatica

A perfusdo do figado é uma técnica na qual o vaso aferente (de entrada, veia
porta) e o vaso eferente (de saida, veia cava) do 6rgdo sdo canulados. Dessa forma, o
experimentador pode controlar o liquido arterial e colher o liquido venoso (perfusado),
para analise posterior.

No figado em perfusdo podem ser medidas vérias vias metabdlicas, como a
neoglicogénese, a glicolise, a glicogendlise, a cetogénese, a captacéo de acidos graxos, a
frutdlise, o metabolismo do glicerol, a biotransformacéo de drogas e assim por diante.
Por exemplo, a gliconeogénese é uma via anabdlica responsdvel pela producéo da
glicose (em condigBes metabdlicas especificas) a partir de precursores estruturalmente

simples como piruvato, lactato e alanina. Apds a infusdo de um desses substratos pode-
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se medir no perfusado a formacéo de piruvato, glicose, lactato e de outros parametros,
além do consumo de oxigénio.

A figura 1 ilustra as principais partes do sistema de perfusdo monovascular
utilizado no Laboratério de Metabolismo Hepatico da Universidade Estadual de
Maringa. Ele € formado por uma bomba peristaltica, um oxigenador de membrana e
pela cdmara do figado. A este sistema estdo acoplados um microeletrodo de platina com
polarografo, um registrador potenciométrico, um banho-maria com bomba de circulacéo
externa do liquido e um cilindro contendo a mistura carbogénica (O,:C0O,/95:5).

O tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato é o liquido de perfusdo padrdo. O pH
deste tampdo € inicialmente ajustado em 7,6 e apds saturacdo com a mistura
carbogénica o pH desce para 7,4. Neste é adicionado albumina de soro bovino, que
ajuda na manutencao da integridade do 6rgdo. Substratos e drogas podem ser infundidos

diretamente ou dissolvidos no liquido de perfusdo.

Figura 1. Representacdo da aparelhagem de perfusdo do Laboratério de Metabolismo
Hepéatico da Universidade de Maringa. Os componentes estéo indicados na figura.

Mistura
Carbogénica ] -
0,:C0O,/95:5 .I_ PE Polarografo

Banho-maria

_ Bomba
Oxigenador de peristaltica

membrana v -

Camara de
sustentacédo

Reservatérios

B g

Registrador
potenciométric
o]

Capta-bolha

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro de aluminio ao redor do
qual estdo enrolados tubos de borracha de silicone. A camara interna do cilindro de

aluminio € termostatizada pelo banho-maria com bomba de circulacdo externa. O
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cilindro de aluminio est4 separado do meio ambiente por uma cobertura cilindrica de
plastico transparente, mantendo no seu interior uma atmosfera rica em oxigénio.

A cémara do figado é de acrilico transparente, contém um capta-bolhas, uma
camara para a coleta de amostras e um dispositivo de insergdo e fixa¢do do eletrodo de
platina. O liquido de perfusdo é impulsionado pela bomba peristaltica em direcéo ao
oxigenador, de forma que seu fluxo deve ser ajustado conforme o peso do animal. Neste
local ocorrem simultaneamente a oxigenacdo e o aquecimento para 37 °C. O liquido
segue para a cadmara do figado, entra no 6rgéo e apds passar pelo eletrodo de platina, a
amostra e coletada.

No procedimento cirdrgico da perfusdo monovascular canula-se a veia porta (via

de influxo do liquido de perfusdo) e a veia cava (via de efluxo do liquido de perfuséo).

1.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condicéo bioldgica em que ocorre desequilibrio entre
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a sua remocéo pelos sistemas de
defesa antioxidante. A elevada concentracdo de ROS causa danos moleculares as
estruturas celulares com consequente alteragdo funcional e prejuizo das fungdes vitais

em diversos tecidos e 6rgdos, tais como musculo, figado, tecido adiposo e cerebral. No

entanto, o efeito deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo
para o outro de acordo com a idade, o estado fisioldgico e a dieta. Em humanos, o
estresse oxidativo encontra-se ligado a diversas doengas, como a artrite reumatoide,
aterosclerose, a doencga de Parkinson e a doenca de Alzheimer.

Em condigBes fisioldgicas aproximadamente 1 a 5% do oxigénio consumido
pelas mitocdndrias sdo convertidos em ROS e radicais livres devido & incompleta
reducdo do oxigénio por reacOes de transferéncia de elétrons. As espécies reativas de
oxigénio incluem o radical &nion superdxido (¢O"), peroxido de hidrogénio (H,O;) e o
radical hidroxil (*OH). Estas s&o em geral eliminadas por um sistema de defesa
antioxidante, que consiste de enzimas que varrem radicais livres e moléculas de baixo
peso molecular com atividade antioxidante. Quando as ROS escapam do sistema
antioxidante, estas causam dano oxidativo lesando macromoléculas como DNA,

proteinas, e lipidios, além de mutagcbes no DNA mitocondrial.
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O radical *OH é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida
muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais frequentemente
atacam as moléculas por abstragdo de hidrogénio e por adigéo a insaturagdes. O H,0, é
pouco reativo frente as moléculas orgénicas na auséncia de metais de transicdo. No
entanto, exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as
membranas celulares e facilmente gerar o radical *OH. O H,O, oxida proteinas que
apresentam residuos de metionina ou grupo tiol muito reativos, por exemplo, GSH. O
*O," a0 contrario da maioria dos radicais livres € inativo. Em meio aquoso, sua reacgao
principal € a dismutacéo, na qual se produz uma molécula de per6xido de hidrogénio e
uma molécula de oxigénio.

O maior sistema antioxidante que protege o organismo contra as ROS &
composto por enzimas e moléculas bioldgicas que sdo capazes de neutralizar os radicais
livres, entre estas incluem as enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase, além das moléculas glutationa reduzida, glutationa

oxidada, vitamina C e vitamina E.

1.3. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide é uma doenga autoimune caracterizada pela inflamacéo
cronica e sistémica, que afeta as membranas sinoviais, cartilagens articulares e 0ssos. A
patofisiologia da artrite envolve uma hiperplasia intensa da cartilagem articular, com a
participacdo de células T, células B, macrdfagos, fibroblastos e citocinas pro-
inflamatorias. Além das citocinas, as ROS, também desempenham um papel importante
na artrite reumatoide. O excesso de producdo de citocinas pré-inflamatorias estimulam
os neutrofilos e macréfagos a produzirem ROS no fluido sinovial, que atuam como
mediadores de lesdo tecidual.

Além de afetar a cartilagem articular, a artrite reumatoide provoca respostas
inflamatGrias com alteragBes imunolégicas em outros drgdos, como o figado. Para o
minicurso foi escolhido um modelo animal de artrite induzida por adjuvante

padronizada pelo Laboratorio de Inflamagdo da Universidade Estadual de Maringé.

1.4. Gliconeogénese hepética
O glicogénio é a reserva de glicose que se encontra principalmente no figado e

nos misculos. E rapidamente utilizavel nos intervalos entre as refeicdes, durante a
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atividade muscular, dieta baixa em carboidratos e apds um trauma. O glicogénio
encontra-se no citoplasma celular sob a forma de granulos que contém também as
enzimas que participam do seu metabolismo.

A reserva corporal de glicogénio pode ser suficiente para suprir as necessidades
de glicose de um dia, entretanto quando o jejum se prolonga por mais de oito horas, o
organismo recorre & gliconeogénese (figura 2) no intuito de manter os niveis
homeostéticos.

O figado desempenha um papel fundamental na manutencdo dos niveis de
glicose sanguinea durante o jejum, ao converter seu glicogénio armazenado em glicose
(glicogendlise) e ao sintetizar a glicose, principalmente a partir de moléculas
precursoras ndo glicidicas, incluindo lactato, piruvato, glicerol e muitos aminoéacidos
(gliconeogénese). Isso é de vital importancia, ja que o cérebro e os eritrocitos dependem

fundamentalmente da glicose para satisfazer suas necessidades energéticas.

Glicose

f

Glicose-6-P

Frutose-6-P
Frufase=1, 8-hisfosfiase

Frutose-1,6-bisfosfata

Gliceraldeldo-3-P .C::} Diidrdxi-acetona-P <= Gliceral
2 x 1,3-Difcsfoglicerato
2 x 3-Fosfoglicerato

2 % 2-Fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato

‘i}anmeﬂam-mrbmﬁhaa&
Oxaloacetato = Aguns

Amiasaciog
Pinnaro-Carbogiase

Lactato —» Piruvato = Alguns
amingaécides

Figura 2. Gliconeogénese hepética. (Fonte: Cingolani; Houssay; 2003).

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015

O mdusculo quando esta em uma atividade fisica intensa, faz a fermentacéo,
convertendo a glicose armazenada em lactato. O lactato cai na corrente sanguinea e vai
para o figado, onde, por agdo da lactato-desidrogenase e em presenca de NAD", se
transforma em piruvato que é utilizado na gliconeogénese.

No estado de jejum, o tecido adiposo quebra seus estoques de triglicerideos em
acidos graxos e glicerol. O glicerol vai para figado e pode ser convertido em glicose.

Um dos sinais mais importantes para ocorrer a gliconeogénese é a liberacdo de
glicocorticdides pelo cortex adrenal. Quando quantidades normais de carboidratos ndo
estdo disponiveis para as células, a adenohipofise comeca a secretar quantidades
aumentadas do hormdnio corticotropina. Isto leva o cortex adrenal a produzir grandes
quantidades de glicocorticdides, especialmente o cortisol. Este mobiliza as proteinas das
células de todo o organismo, disponibilizando-as na forma de aminoéacidos nos liquidos
corporais. Uma grande quantidade é rapidamente desaminada no figado, fornecendo

substratos para a conversao em glicose.

1.5. Resultados de estudos da gliconeogénese em figados artriticos

Modificagdes nas propriedades de sistemas de membranas isoladas, organelas ou
6rgdos intactos, incluindo o figado, foram demonstrados em ratos com artrite induzida
por adjuvante. Os resultados revelaram que o figado de ratos com artrite induzida por
adjuvante apresenta um estresse oxidativo acentuado com alta lesdo de lipidios e
proteinas.

Os figados de ratos artriticos produzem menos glicose e uréia que figados de
ratos normais a partir de substratos precursores do oxalacetato e do aspartato, o que
sugere o envolvimento de enzimas chaves da gliconeogénese. E possivel que a atividade
da piruvato carboxilase ou da fosfoenolpiruvato carboxiquinase encontrem-se alteradas
nesta situacdo. A atividade da piruvato carboxilase é essencialmente dependente de
cétions bivalentes, principalmente o magnésio, e monovalentes, em especial o potéssio.
Uma das hipdteses possiveis seria que a dependéncia destes cétions pudesse estar
alterada na artrite.

Em figados de ratos artriticos, as velocidades de producdo de glicose foram
menores com L-alanina e piruvato como substratos, mas com L-lactato e sorbitol ndo
foram encontradas diferencas quando comparadas com a condicdo normal. Estas
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diferentes respostas do rato artritico estdo provavelmente relacionadas: a capacidade
gliconeogénica prejudicada dos figados quando a L-alanina e o piruvato, mas ndo o L-
lactato e o sorbitol, sdo os precursores gliconeogénicos.

Foi sugerido, que a regulagéo da gliconeogénese com piruvato como substrato
ocorre em um sitio entre a fosfoenolpiruvato e a glicose. Assim, a explicacdo mais
provavel para a supressdo do estimulo da gliconeogénese quando o piruvato e a L-
alanina foram os substratos é a de que uma inibicdo em uma etapa que precede a sintese
da fosfoenolpiruvato e que ndo estd envolvida na gliconeogénese a partir de L-lactato
tenha limitado os mecanismos regulatérios induzidos pela noradrenalina. Esta etapa
poderia ser a transferéncia de equivalentes de redugdo da mitocondria para o citosol e,

para a L-alanina como substrato, também a reacéo da alanina aminotransferase.

2. OBJETIVOS

Ensinar as técnicas de perfusdo hepatica e duas técnicas de avaliacdo do estado
oxidativo com o intuito de mostrar alteracdes que podem ocorrer no metabolismo

utilizando o modelo animal de artrite como exemplo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Holztman, pesando em torno de 200 g, foram injetados na pata traseira
esquerda com 0,1 ml de Adjuvante de Freund (Micobacterium tuberculosis, obtido a
partir da estirpe H37Rv humano, inativado pelo calor). Os animais que apresentem
lesGes caracteristicas em 18 dias apds a injecdo adjuvante foram selecionados para 0s
experimentos. Todos os experimentos de inducdo de artrite adjuvante séo feitas de
acordo com as diretrizes éticas mundialmente aceitas para a experimentacdo animal e
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringé.

Para 0s experimentos os ratos serdo submetidos a um jejum de 18 horas.

3.2. Procedimento para perfusdo hepética

3.2.1. Solugdes
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I. Tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato:
e Solucdo A: NaCl 116 mM;
e Solucdo B: NaHCO325 mM;
e Solucdo C: KCI 5,9 mM, Na,SO,4 1,2 mM, MgCl, 1,18 mM; NaH,PO, 1,24
mM;
e Solucdo D: CaCl,2,5 mM.

I) Tamp&o Krebs/Henseleit-bicarbonato puro (KH) (para cada animal):

Colocar em um béquer 2400 mL de 4gua destilada, 150 mL de cada uma das
solucdes estoque A, B, C e D, adicionar 0,75 g de albumina e acertar pH para 7,6
(volume final de 3000 mL).

I11) Tampé&o Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo L-alanina 5 mM:
Separar 1200 mL de tamp&o Krebs/Henseleit-bicarbonato puro e dissolver
0,5345 g de L-alanina (PM 89,09). Ajustar o pH para 7,6.

3.2.2. Procedimento cirurgico

Para remogdo cirdrgica do figado, o rato é previamente anestesiado com
tiopental sodico (50 mg/kg). O animal é deitado em decubito dorsal numa plataforma ao
lado da cdmara do figado. O abddémen € aberto longitudinalmente. O estbmago é
separado do esdfago. Desloca-se o estbmago e os intestinos para o lado esquerdo do rato
(direito do operador), para expor a veia porta e uma porg¢do da veia cava inferior nas
proximidades do rim direito. Coloca-se uma ligadura na veia esplénica, para oclui-la.
Colocam-se duas ligaduras frouxas ao redor da veia porta e uma ligadura frouxa ao
redor da veia cava inferior. Diminui o fluxo do liquido de perfusdo. Segurando com
uma pinga fina o operador dever efetuar uma pequena incisdo na veia porta e introduzir
a ponta da cénula. Apos o dessangramento do figado (cor marrom-avermelhada),
devem-se amarrar as ligaduras da veia porta. Secciona-se a veia cava inferior
distalmente. Deve-se abrir o torax, cortando o esterno, o diafragma e as costelas para
exposicdo completa do coragdo. Aumenta-se o fluxo para a insergcdo da canula da veia
cava. Entéo, colocam-se duas ligaduras ao redor da veia canulada. Amarra-se a um
mesmo lago as porgdes anteriormente seccionadas do diafragma. Deve-se remover o

figado cortando por baixo do diafragma, segurando a cénula da veia cava através das
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ligaduras, até uma completa separacdo do 6rgdo do restante do animal, para entdo
posiciona-lo na plataforma. Uma vez colocado na camara do figado, o fluxo através do
6rgdo deve ser ajustado para valores que permitam oxigenacdo adequada (entre 4 e 5

mL por minuto por grama de figado).

3.2.3. Protocolo experimental
Apos verificar que o consumo de oxigénio estd estavel, dar inicio ao
experimento acionando o crondmetro e coletando a primeira amostra (perfusado).
Coletar as amostras de 2 em 2 minutos conforme o esquema abaixo.
| KH + Alanina 5 mM |

| KH |

0 minutos 10 20 30

Tubos:
02 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

3.2.4. Dosagem enzimatica de glicose por kit

I) Procedimento (microplaca):

Branco Padréo Amostra
Mistura reativa 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
KH 0,1 mL - -
Padréo - 0,1 mL -
Perfusado - - 0,1 mL

e Incubar em banho-maria a 37 °C por20 minutos;

e Ler em espectrofotdmetro a 505 nm.

I1) Principio da técnica:

A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) a acido
glucdnico e 4gua oxigenada. Esta Gltima, na presenca de peroxidase (POD), produz a
conjugacédo do fenol presente na solugdo com a 4-aminofenazona, dando lugar a um

composto colorido que absorve luz a 505 nm.

. GOD , . ~ .
Glicose + O+ H,O — &cido glucénico + H,0,
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. POD R ..
2H,0; + 4-aminofenazona + fenol —— > 4-(p-benzoquinona-monoimino) fenazona +
4H,0
A intensidade da cor formada é diretamente proporcional a concentragdo de

glicose presente na amostra.

3.2.5. Procedimentos para a avaliagdo da concentracéo venosa de oxigénio

I) No inicio o liquido de perfusdo esta saturado com ar e o registrador mostra
uma linha estavel que corresponde & concentragdo de oxigénio de uma solugdo saturada
com ar; a 37 °C e a pressdo atmosférica, esta concentragdo é aproximadamente igual a
190 uM no papel do registrador isto corresponde a x cm.

I) Apés a substituicdo do ar pela mistura carbogénica (0,:C0,/95:5), a
concentracdo do oxigénio aumenta e, depois de algum tempo, estabiliza-se em torno de
860 uM. A defleccdo do registrador ultrapassa os limites do papel,sendo necessério
compensar (y cm).

I11) A concentragdo de oxigénio no perfusado venoso pode ser determinada

medindo-se a distancia entre o ponto nulo e a posi¢éo do tragado da pena (z cm).

3.2.6. Célculo dos fluxos metabdlicos
Os fluxos metabdlicos serdo expressos em pmol por minuto por grama de figado
(umol/min.g). A férmula geral para o célculo nas dosagens €:

Fluxo metabdlico = fator x absorbancia

O fator para a dosagem enzimética da glicose é:

fluxo x concentragdo do padréo

Fator = - =
ator peso do figado % absorbancia do padréo

Para o consumo de oxigénio, a formula a ser usada sera:
(z+y) =190
X

fluxo
peso do figado = 1000

Fator = ( ) % (860 —

3.3. Estresse oxidativo
3.3.1. Preparacdo do homogenato de figado para determinacdo dos conteidos de
glutationa reduzida (GSH) e atividade da catalase (CAT)
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Os conteudos de GSH e a atividade da enzima antioxidante CAT serdo
determinados no homogenato de figados de ratos controle e artritico. Para a realizacéo
destes ensaios, 0s ratos serdo decapitados e o figado retirado por laparatomia e
clampeado em nitrogénio liquido, pesado e separado em uma porcdo de 2,0 g. Essa
porcdo sera macerada e homogeneizada com homogeneizador Van Potter em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,4) (tudo em gelo). Para a determinagéo da atividade especifica da

CAT, o homogenato seré centrifugado para a obtengdo do sobrenadante.

3.3.2. Dosagem Fluorimétrica de GSH e principio da técnica

Para a realizacdo deste ensaio, 0 homogenato serd adicionado a um meio de
precipitacdo contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e Hepes 10 mM, pH 7,4. A esta
mistura serdo adicionados acido tricloroacético (TCA) 13%. Apoés centrifugacdo, o
conteldo de GSH sera dosado, através da adi¢do de aliquotas desse sobrenadante em
tampé&o fosfato 0,1 M + EDTA 5,0 mM (pH 8,0). Para avaliagdo do contetdo de GSH,
serdo utilizados padrdes, através da adicdo de GSH 1,0 mg%. A adicdo de OPT a esse
sobrenadante resulta na formag&o de um produto altamente fluorescente, com o méximo
de fluorescéncia sendo obtido ap6s cerca de 15 minutos, em temperatura ambiente.
Apos este periodo, o fluor6foro GSH-OPT é entdo determinado.

Apos a realizacdo da primeira leitura, uma segunda leitura sera realizada com a
adicdo do padrdo nas amostras. Essa segunda leitura, tem como finalidade eliminar
interferéncias, causadas pela presenca de proteinas, sobre a fluorescéncia do composto
GSH-OPT (quenching).

3.3.3. Célculo GSH

A quantidade de GSH existente no tecido hepatico sera calculada de acordo com

(e o(Fm o)), 15
Qasi = { &y F, — Fa mg prot

Cp = Concentragdo de padrdo GSH 0,4 pg (40 ul de GSH 1,0 mg%)

a formula:

F. = Fluorescéncia da Amostra
Fy, = Fluorescéncia do Branco
Fp = Fluorescéncia do padréo + Fluorescéncia da Amostra.
A concentragdo de GSH serd expressa em termos de ng GSH/mg de proteina
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presente no homoge nato.

3.3.5. Determinacéo da atividade especifica da catalase (CAT) e principio da técnica

A atividade da enzima CAT serd avaliada pela decomposi¢do enzimética do
H,O, medida diretamente por espectrofotometria em 240 nm. O sobrenadante diluido
sera adicionado a uma solucdo contendo Tris 50 mM, EDTA 0,25 mM e H,02 30 mM

(pH 8,0) e a queda da absorbancia monitorada por um minuto a 25°C.

3.3.6. Célculo da CAT
A velocidade inicial da reagéo sera extrapolada e a atividade da enzima (Acat)
sera calculada utilizando o coeficiente de extin¢do do H,0; (g, 33,1 M‘l), e os valores
expressos como pmol H,Oz/min. mg de proteina com a férmula:
(((x x0,1) +y) +33,1) x 1000
mg prot

Acat =

X = cateto oposto ao angulo formado

y = cm correspondentes a 0,1 de absorbancia

3.3.7. Procedimento para a dosagem de proteinas

Misturar os reativos A, B e C, na seguinte ordem e volumes: 0,1 mL de B, 0.1
mLdeCel0 mLdeA

Diluir o homogenato e o sobrenadante 100 vezes (990 pL de &gua + 10 pL da
amostra do homogenato).

Adicionar em tubos de ensaio:

Branco Padréo Amostra
Agua 100 pL - -
Padréo - 100 pL -
Amostra diluida - - 100 pL
Mistura reativa 1000 pL 1000 pL 1000 pL
e Homogeneizar e aguardar 10 min (ambiente)
Folin 1N 100 pL 100 pL 100 pL

e Homogeneizar e aguardar 10 min (ambiente)
o Ler em espectrofotdmetro a 700 nm, contra o branco.
A concentracdo de proteina sera calculada com base na absorbancia encontrada

para o padrdo albumina 20 mg%.
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3.3.8. Célculo proteinas

mg <Absorbéncia da Amostra x 20) 9 diluicdo
mL Absorbancia do padrao 100
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Minicurso 07
Técnicas basicas de biologia molecular:

Clonagem do gene da proteina kinl7

Laboratdrio de Organizacdo Funcional (Bloco B36/sala 01)

Orientadora:Profa. Dra. Maria Aparecida Fernandez

Ministrantes:Anelise Cardoso Ramos, Douglas Vinicius Bassalobre de Freitas,
Francisco Ferreira Duarte Junior, José Renato Pattaro Junior, Lorena Polizelli e Sabrina

Kelmer

INTRODUCAO

Principios Basicos da Clonagem Molecular
No inicio da década de 1970, uma nova maneira de analisar as principais moléculas
constituintes de uma célula comegou a ser praticada. Essas metodologias inovadoras
foram chamadas de tecnologia do DNA recombinante, permitindo o isolamento de
genes especificos em grande quantidade, assim como a modificacdo e reintroducgéo
destes em células e organismos (Zaha et al., 2012).
A clonagem de DNA envolve a separacdo de um gene especifico ou segmento de
DNA de um cromossomo maior, o qual é ligado a uma molécula de DNA pequena que
atua como portadora e introduzido em uma célula hospedeira. O DNA modificado é
replicado milhdes de vezes por um aumento do numero das células hospedeiras. O
resultado é a amplificacdo seletiva de um gene ou segmento de DNA particular. A
clonagem do DNA de qualquer organismo envolve cinco procedimentos gerais (Figura
1) (Nelson e Cox, 2011):
1. O corte do DNA em locais especificos. Endonucleases que reconhecem e
clivam curtas sequéncias especificas de acidos nucléicos (endonucleases
de restricdo) fornecem as “tesouras moleculares” necessarias para o

isolamento do fragmento de DNA de interesse.
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A selecdo de uma molécula pequena de DNA capaz de autorreplicacao
em um organismo hospedeiro. Estas moléculas de DNA s&o chamadas de
vetores de clonagem, os quais podem ser plasmideos bacterianos, DNAS
virais, etc.
Ligacdo covalente de dois fragmentos de DNA. A enzima DNA-ligase
liga o vetor de clonagem e o fragmento de DNA a ser clonado (inserto).
As moléculas de DNA compostas compreendendo 0s segmentos
covalentemente ligados sdo chamadas de DNA recombinante.
A passagem do DNA recombinante para a célula hospedeira que ira
fornecer a maquinaria enzimética para a replicagdo do DNA. O
organismo mais comumente utilizado como hospedeiro é a bactéria
Escherichia coli. Um dos métodos mais utilizados para se introduzir
segmentos de DNA em E. coli (transformagéo bacteriana) consiste em
submeter as células e o DNA a um choque térmico (0°C — 42°C) que
permite a captacdo do DNA por algumas células por razdes ainda pouco
compreendidas (Sambrook e Russel, 2001).
A selecdo ou a identificacdo das células hospedeiras que contém o DNA
recombinante. A forma mais utilizada para se identificar recombinantes
em E. coli consiste na identificacdo visual por meio da coloragéo exibida
pela coldnia transformante. Os vetores que utilizam esta estratégia
possuem um gene que resulta em resisténcia & ampicilina e o gene lacZ’,
que codifica uma parte da enzima [-galactosidase (B-gal), responsével
pela quebra da lactose em glicose e galactose. A presenca de um inserto
no vetor de clonagem resulta na inativagdo do gene lacZ’ e os
recombinantes sdo identificados pela sua incapacidade de sintetizar a
enzima ativa. Assim, a selecdo das coldnias contendo plasmideos
recombinantes é feita em meio s6lido contendo ampicilina e X-gal, um
andlogo da lactose que, quando degradado pela B-galactosidase ativa,
produz um composto que confere a colénia uma coloracdo azul escura. A
insercdo de plasmideos recombinantes resulta em col6nias de coloracéo
branca (Figura 2) (Zaha et al., 2012).
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Vetor de (Cromossomo
clonagem @ excariotico
(plasmideo)

1) Clivagem do vetor com uma 2) Obtengio do Fagmento de DNA de
endonuclease de rastagio. intaresse pela clivagam do cromossamo
com uma endonuelese da rastagio,

G i)
‘)
3) O Fragmentos de mierssse =30 lrados
a0 vatorde clonasempraparaio,

© Vetor recombinants

4) Tnteodugiodo DA na cilula hospedsica

3) A popazaci (clonagem) produz muttas
copias 6o DN A racombinante.

Figura 1. llustragdo esquemética da clonagem de DNA. Adaptado de Nelson e Cox,
2011.
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Inserto transformada
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Crescimento 12-16 horas

Colénias brancas: + Colénias azuis:

Flasmideo+ Inserto Apenas o Plasmideo
s © e
o @ e

Coldnias resistentes & ampicilina

Figura 2. Esquema para a selegdo de plasmideos recombinantes em Escherichia coli
(descricdo no texto).

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Se conhecemos a sequéncia de, pelo menos, parte de um segmento de DNA a ser
clonado, o nimero de copias desse segmento de DNA pode ser enormemente
amplificado, usando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction), criada por Kary Mullis, em 1983. O DNA amplificado pode ser clonado
diretamente ou usado em uma variedade de procedimentos analiticos.

A PCR tem uma simplicidade elegante. Dois oligonucleotideos sintéticos, cada
um complementar as sequéncias das fitas opostas do DNA-alvo em posic¢des justamente
flanqueadoras das extremidades do segmento a ser amplificado. Os oligonucleotideos
servem como iniciadores da replicagdo, com as extremidades 3’ orientadas uma em
direcdo a outra e posicionadas para moldar a sintese de DNA por meio do segmento de
DNA desejado (Figura 3).

O DNA isolado, contendo o segmento para ser amplificado, é brevemente
aquecido para desnaturar e, em seguida, esfriado para o0 anelamento dos
oligonucleotideos sintéticos iniciadores. Em seguida, o segmento de DNA ¢
seletivamente amplificado a partir dos desoxinucleotideos trifosfato adicionados ao
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meio de reagdo. O ciclo de agquecimento, resfriamento e replicagéo é repetido 25 ou 30
vezes durante poucas horas em um procedimento automatico, amplificando o segmento
do DNA flanqueado pelos iniciadores, podendo ser rapidamente analisado e/ou clonado.
Polimerases resistentes ao calor, tais como a Taq polimerase (oriunda de uma bactéria
gue vive a 90°C), sdo usadas na PCR. A enzima permanece ativa apés cada passo de
aguecimento e ndo necessita ser reposta. O desenho cuidadoso dos iniciadores usados na
PCR, tais como a incluséo de sitios de clivagem para endonucleases de restri¢cdo, pode
facilitar a subsequente clonagem do DNA amplificado.

O método da PCR é sensivel o bastante para detectar e amplificar poucas
moléculas de DNA em quase todo tipo de amostra. Embora o DNA degrade lentamente
com o passar do tempo, o0 DNA tem sido clonado com sucesso pela PCR, com amostras
acima de 40.000 anos de idade. A técnica tem sido usada para clonar fragmentos de
DNA originario de humanos que permanecem mumificados e animais extintos, tais
como o mamute lanoso, criando novos campos de arqueologia e paleontologia
moleculares. O DNA, oriundo de sitios arqueoldgicos, tem sido amplificado por PCR e
utilizado para tracar as migracdes humanas da Antiguidade. Epidemiologistas podem
usar a PCR em DNA de amostras de restos humanos para tragar a evolugéo de viroses
patogénicas humanas. Além de sua utilidade para a clonagem de DNA, a PCR é uma
nova e potente ferramenta na medicina forense. Ela também tem sido usada para a
deteccdo de infecces virais, antes de causarem sintomas, e em diagndstico pré-natal de

uma larga variedade de doengas genéticas (Nelson e Cox, 2011).
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Apos 25 ciclos, a seqiiéncia-alvo foi amplificada
aproximadamente 10 vezes.

Figura 3. Esquema da PCR (detalhes no texto).
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A Proteina kinl7

A proteina kinl7 foi descoberta em 1989 em cultura de células da linhagem FR 3T3 de
rato, devido & reacdo cruzada com anticorpos policlonais dirigidos contra a proteina
RecA de Escherichia coli (Angulo et al, 1989), a qual participa do reparo
recombinacional do DNA e na regulacdo de genes da resposta SOS. Tal resposta
acontece na presenca de grande quantidade de danos letais no DNA, resultando na
ativagdo de aproximadamente 20 genes envolvidos no reparo e na recombinagdo do
DNA (Anderson e Kowalczykowski, 1998). Tal reagdo cruzada ocorre devido a
presenca de uma regido conservada de 40 amino&cidos (posi¢des 162-201) (RH, Figura
4) que apresenta homologia de 49% com a extremidade C-terminal da RecA, a qual atua
na regulacdo da ligagdo ao DNA (Angulo et al., 1991). Adicionalmente, a kinl7
apresenta um sinal de localizagéo nuclear (NLS, Figura 4) e um motivo dedo de zinco
de ligacdo ao DNA (ZF, Figura 4), ambos homologos aqueles observados na proteina
de reparo poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) (Mazin et al. 1994). Recentemente, um
motivo KOW foi identificado entre os aminoacidos 330 e 363, sendo confirmado por
analise de cristalografia da extremidade C-terminal da kin17 (le Maire et al., 2006). Tais
motivos estdo relacionados com interacdes proteina-RNA e proteina-proteina nos

processos de metabolismo do RNA (Steiner et al., 2002).

1 24 28 162 240 337
|
NIIEE[.E-!__..&OOII
31 30 201 238 372 393
/ZF RH KOW

Figura 4. Dominios funcionais da proteina kinl7. MTS: sinal putativo de localiza¢do
mitocondrial; ZF: dedo de zinco; RH: dominio de homologia a proteina RecA de E.
coli; NLS: sinal de localizacdo nuclear; KOW: motivo KOW. Extraido de Despras,
2006.

O gene KIN17 esté situado no cromossomo 2 em murinos e no brago curto do
cromossomo 10 em humanos, codificando para uma proteina de aproximadamente 45
kDa e ponto isoelétrico de 9,3 (Angulo et al., 1991; Kannouche et al., 2000). O gene €

conservado filogeneticamente em eucariotos, visto que foram identificados ort6logos
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em organismos diversos como 0 vegetal Arabidopsis thaliana, o inseto diptero
Drosophila  melanogaster, o0 nematdide Brugia malayi e a levedura
Schizosaccharomyces pombe (Despras et al., 2003).

Uma série de estudos identificaram o papel da kinl7 em processos nucleares,
principalmente na replicacdo e no reparo do DNA. Células transfectadas com RNA
antisenso da kinl7, apresentando assim baixos niveis da proteina, apresentam taxa
reduzida de sintese de DNA, acimulo na fase S e sdo mais sensiveis a mutagénese
(Biard et al., 2002; Despras et al.,, 2003). Em contrapartida, a superexpressdo da
proteina resulta em inibicdo da proliferacdo celular (Kannouche e Angulo, 1999),
indicando que o nivel da expressdo da kinl7 deve ser estritamente regulado para o
funcionamento adequado do ciclo celular. Agentes mutagénicos como radiagdo
ionizante e luz ultravioleta induzem uma resposta tardia da kinl7, resultando em
aumento da expresséo e alteragdo da localizagdo nuclear (Kannouche et al., 2000; Biard
et al., 2002).

Recentemente, foi constatado que a kinl7 est4 associada ao complexo
multiprotéico de replicacdo do DNA, em conjunto com outras proteinas como a RPA70
(human replication protein A), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) e DNA
polimerase a. Além disso, tal proteina associa-se diretamente a certas regides de origens
de replicacdo. Complexos multiprotéicos isolados de células HeLa (provenientes de
carcinoma cervical humano) capazes de realizar replicacdo do DNA in vitro apresentam
atividade reduzida quando a kinl7 é inibida por imunodeplecdo (Miccoli et al., 2005).
Em muitas linhagens celulares derivadas de tumores, foi constatado um alto nivel de
expressdo da kinl7 (Kannouche et al., 2000; Despras et al., 2003), assim como em
tecidos tumorais de pacientes de cancer de mama (Zeng et al., 2011). Este Gltimo estudo
apontou que a kinl7 pode ser um potencial alvo no tratamento desse tipo de cancer, e
correlacionou a expressdo dessa proteina com fatores de regulagdo do ciclo celular,
como a ciclina D1 e o ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2).
Os dados obtidos até o momento sugerem que a kinl7 pode atuar como um elo de
ligacdo entre processos de replicagéo e reparo do DNA, impedindo a parada do ciclo
celular devido a presenca de lesdes ndo reparadas no DNA. Além disso, a proteina
kinl7 também é parte do spliceossomo (Rappsilber et al., 2002) e pode ser capaz de se

associar diretamente a moléculas de mMRNA durante a espermatogénese, demonstrando
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que a proteina apresenta um papel no processamento do RNA. Tais processos podem

ser regulados pela presenga do motivo KOW (Pinon-Lataillade et al., 2004).

PROTOCOLOS

1) Amplificac8o do gene kinl7 através de PCR utilizando a Taq DNA polimerase
(Invitrogen)
e Adicionar em um tubo de 0,2 ml os seguintes componentes:
- 13,5 pl de H,0 estéril e destilada
- 2 pl de 10x PCR buffer
- 0,75 pl de MgCl,50mM
- 0,5 pl de dNTP mix 10mM
- 0,5 pl de primer forward
- 0,5 pl de primer reverse
- 0,25 pl de Taqg DNA polimerase
- 2 pl de cDNA first-strand
e Colocar areagdo em um termociclador com a seguinte programacéo de ciclos de
temperatura:
- 94°C /5 min - Temperatura inicial para desnaturagdo do DNA
- 94°C /1 min - Desnaturagéo
- 60°C /1 min - Temperatura para anelamento dos primers
- 72°C /1 min - Extensdo do DNA
- 72°C /10 min - Extensdo final

- 4° C / Indefinidamente — Armazenamento

2) Eletroforese em Gel de Agarose

TBE 5X (Composicdo para 1 litro)
54 g de tris-HCI

27,5 g de acido bérico

20 ml de EDTA0,5M pH 8,0

Gel de agarose 1%

30 mlde TBE 0,5X
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0,3 g agarose

Brometo de etideo (1 mg/ml)

Usar 1 pl para cada 10 ml de gel.
Cuidado! O brometo de etideo é mutagénico e cancerigeno. N&o tocar nos geis
corados com brometo de etideo sem a devida protecdo. Use sempre luvas para manusear

o frasco e o gel com brometo de etideo.

e Preparar a solucéo de agarose em frasco de Erlenmeyer e aquecé-la em forno de
microondas por 2 min na poténcia 4. O frasco deve ser agitado ao final até a
completa homogeneizagdo do gel,

e Apos a solubilizacdo, a solugdo de agarose deve ser ligeiramente resfriada por
alguns minutos e a ela devem ser adicionados solucéo de brometo de etidio (1
mg/ml). Depois disso, agitar a solucéo e verté-la sobre uma placa-molde de gel
com o pente j& montado. Aguardar a polimerizacdo a temperatura ambiente;

e Assim que o gel estiver pronto, coloca-lo na cuba de eletroforese e submergi-lo
em TBE 0,5X;

e Em parafilme misturar 3 pl de cada amostra mais 1 pl de RNA loading buffer e
aplicar no gel com uma micropipeta;

e Submeter as amostras a eletroforese a uma voltagem de 110V, por
aproximadamente 30 min;

e Visualizar as amostras colocando o gel sobre transluminador com iluminagéo
ultravioleta. (Cuidado! O ultravioleta pode causar queimaduras e é mutagénico.

N&o visualizar os géis sem as devidas precauc¢des de seguranca).

3) Transformag&o por choque térmico

Meio SEC
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10 pul de MgCl 1 M
10 ul de MgS0O4 1 M
20 ul de glicose 1 M

Meio LB para 1 ml

LB &gar para selecdo de bactérias transformadas

40 pl de X-gal 20 mg/ml

200 pl de ampicilina 5 mg/ml
10 pl de IPTG 20 mg/ml
Meio LB &gar para 20 ml

Descongelar as bactérias competentes (estocadas no freezer a -80°C) no gelo por
aproximadamente 10 minutos;

Misturar, em um tubo de 1,5 ml, 50 pl de bactérias competentes e 4 pl do DNA
a ser transformado (tubos previamente resfriados no gelo);

Incubar a mistura por 30 min no gelo;

Efetuar um choque térmico: 2 min a 42°C seguido de 2 min no gelo;

Adicionar 450 pl de meio SEC,;

Incubar por 1 h a 37°C sob leve agitacdo;

Semear por espalhamento com alga de Drigalski em placa contendo meio de
selegdo e incubar a 37°C por aproximadamente 16 h (SUGESTAO: semear 50 pl
da cultura em uma placa de 20 ml e centrifugar o restante por 2 min a 4000 rpm

para em seguida ressuspender em 50 pl e semear em outra placa).

4) Extracdo de DNA plasmidial pelo método de fervura utilizando STET e CTAB

Centrifugar 1,5 ml de cultura de bactérias em microtubo por 2 min a 8000 rpm
(repetir o processo duas vezes);

Ressuspender em 300 pl de STET (sacarose 8%; EDTA 50 mM; Triton X-100
0,1% e Tris-HCI 50 mM pH 8,0);

Adicionar 6 pl de lisozima (50 mg/ml) e incubar por 5 min & temperatura
ambiente;

Incubar a 95-100°C por 1:30 min e centrifugar por 10 min a 14000 rpm;
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e Transferir o sobrenadante para um tubo de 1,5 ml novo;
e Adicionar 4 ul de CTAB 5% e misturar até que a solugdo fique turva;
e Centrifugar por 5 min a 14000 rpm e descartar o sobrenadante;
e Ressuspender o pellet em 300 pul de NaCl 1,2 M e em seguida adicionar 750 pl
de etanol 100%;
e Centrifugar por 10 min a 14000 rpm e descartar o sobrenadante;
e Lavar com etanol 70% centrifugando por 5 min a 14000 rpm;
o Descartar o etanol e secar o pellet & temperatura ambiente;
e Ressuspender o pellet em 80 pl de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM)
acrescido de RNAse;

e Incubar por 2 h a temperatura ambiente.

5) Clivagem de DNA plasmidial com a enzima EcoRI
e Preparar uma mistura contendo os seguintes componentes (suficiente para 10
reacOes de 20 pl):
- 158 ul de H2O MilliQ
- 20 pl de tampdo (NEBuffer 4, Biolabs)
- 2 ul de EcoRI-HF (Biolabs)
e Distribuir a mistura em 10 tubos de 1,5 ml (18 pl por tubo);
e Adicionar a cada tubo 2 pl de DNA plasmidial;

e Misturar e incubar a 37°C por 30 min.
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Minicurso 08
Bioquimica e Fisiologia de Microrganismos:

Teoria e Aplicabilidade

Laboratdrio de Bioquimica de Microrganismo (Bloco 189/sala 07)
Orientadora:Profa. Dra. Rosane Marina Peralta e Profa. Dra. Cristina Giatti
Ministrantes:Aline Cristine, Camila Gabriel Kato, Emanuelle Neiverth de Freitas,

Mariene Nolli, Leonardo Bertonha, Rafael Castoldi e Tatiane Brugnari

1. INTRODUCAO

1.1 Microrganismos e biotecnologia

A microbiota é composta por grupos microbianos diversos, incluindo as bactérias,
fungos filamentosos, leveduras, protozodrios e virus. Estima-se que diversidade de
microrganismos exceda a de plantas e animais, mas que apenas cerca de 5%, da
diversidade de fungos seja conhecida e, 31% e 4%, das espécies de protozoarios e virus,
respectivamente.

A diversidade dos microrganismos estd relacionada a sua presenca em
praticamente todos os lugares do planeta. Isso se deve a sua relativa simplicidade
morfologica e grande diversidade genética e metabolica, que faz com que os
microrganismos se adaptem a condi¢es diversas, como baixa concentragdo de
nutrientes, extremos de temperatura e salinidade.

A relagdo desses seres vivos com 0 meio ambiente e com outras espécies e seu
papel na manutencéo de processos bioldgicos esté ainda pouco elucidada, mas sabe-se
que existéncia e a diversidade dos outros seres vivos estdo intimamente ligadas a
diversidade dos microrganismos. Sabe-se ainda, que 0s microrganismos participam de
processos ecoldgicos importantes como ciclagem de matéria organica, ciclos

biogeoquimicos e manutencao da fertilidade e estruturas do solo.
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Além da sua importancia ecoldgica, os microrganismos tem grande utilidade
para 0 homem em seu cotidiano. Algumas espécies de fungos, como o Agaricus
campestres e o Lentinus edodes, conhecidos respectivamente como champignon e
shitake, sdo amplamente utilizados na culindria, assim como outras espécies sdo
utilizadas na fabricagdo de queijos, como o Penicillium roqueforti, utilizado na
producdo do queijo roquefort, e o Penicillium camembertii, utilizado na fabricacdo do
queijo camembert. J& as leveduras, como o Saccharomyces cerevisae, s80 empregadas
na fabricacdo de alimentos como pées e bolos e também de bebidas alcodlicas, como a
cerveja e o uisque. Fungos sdo também utilizados em produgéo de vinhos.

Além de serem importantes como decompositores, na industria alimenticia e de
bebidas, os fungos também utilizados na industria farmacéutica, na produgdo de
antibiéticos como a penicilina, descoberta por Alexander Fleming no ano de 1929. cha
como o produto do processamento de espécies vegetais (BRASIL, 2008), assim como a
bebida obtida desses produtos por meio de infusdo.Os chés séo a segunda bebida mais

ingerida no mundo, seu consumo perde somente para 0 consumo de agua.

1.2 Bioquimica e fisiologia de microrganismos

Vérios sdo os fatores de associagBes em que vivem 0S microrganismos como
simbiose, antagonismo, sinergismo e metabiose; fatores inerentes ao meio de
crescimento dos microrganismos (intrinsecos) e os fatores do ambiente externo ao meio
de crescimento dos microrganismos (extrinsecos).

Simbiose: os microrganismos convivem harmonicamente. Em condicdes ideais para o
crescimento de todos eles, ha sempre uma predominancia das bactérias sobre as
leveduras e estas sobre os fungos.

Antagonismo: a presenca de um determinado microrganismo inviabiliza a presenca
de outro.

Sinergismo: dois ou mais microrganismos em convivio simultaneo, apresentam suas
funcbes metabdlicas potencializadas.

Metabiose: ocorre uma predominancia de um grupo de microrganismos que Vo
sendo, sucessivamente, substituidos em conseqiiéncia da modificagdo progressiva do

meio, ou seja, 0s metabdlitos produzidos tornam-se toxicos para um grupo, sendo ideal
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para outro e, assim sucessivamente, até o esgotamento total de nutrientes, inviabilizando
a vida.

O conhecimento dos fatores intrinsecos que agem sobre determinado substrato,
permite prever sua estabilidade microbiol6gica, bem como conhecer a capacidade de
crescimento e/ou a producdo de enzimas/toxinas dos microrganismos eventualmente
presentes. No entanto, o conhecimento de cada uma dessas caracteristicas,
isoladamente, é pouco Util devido aos efeitos interativos entre elas. Esses efeitos podem
ser ndo apenas aditivos como também sinérgicos ou mesmo antagdnicos. S&o
considerados fatores intrinsecos a atividade de agua, acidez (pH), presenca de oxigénio
ou didxido de carbono, composi¢do quimica do substrato, presenca de fatores
antimicrobianos naturais e as interacdes entre 0s microrganismos presentes nos meios
utilizados.

A é4gua em um substrato, conforme sua disponibilidade, é um dos fatores mais
importantes no crescimento microbiano. A agua pode ser considerada como um
composto quimico necessario para o crescimento e como participante da estrutura fisica
do substrato. Os microrganismos (bactérias, leveduras e fungos) necessitam de umidade
para se desenvolverem, tendo o crescimento méximo atingido quando dispdem de agua
disponivel.

Ela deve apresentar-se em condigcdes de ser utilizada pelos micrébios, isto é, ndo
combinada de forma alguma, como ocorre em certos solutos e coloides hidrofilicos.
Agua ligada a macromoléculas por forgas fisicas ndo esté livre para agir como solvente
ou para participar de reagbes quimicas e, portanto, ndo pode ser aproveitada pelos
microrganismos. Certos solutos, como sal e o agUcar, originam um aumento de pressao
osmotica que tende a diminuir a quantidade de agua disponivel ao microrganismo. Em
casos extremos, podera ocorrer a plasmdlise deste por causa do movimento da 4gua no
interior da célula para o meio exterior, com a finalidade de tentar igualar as
concentragdes. A umidade relativa do ar também interfere nesta relagdo, caso ela seja
menor do que a umidade do substrato, este perdera umidade pela sua superficie e
quando a umidade relativa do ar for maior, havera adsorcéo de umidade pelo substrato.

Alguns microrganismos dependem da presenca do oxigénio para toda sua via
metabdlica de degradagdo de fontes de carbono, sejam elas por glicdlise, beta oxidacéo
ou proteolitica, entrando nas vias de degradacdo de macromoléculas como forma de

aproveitar melhor a energia presente no substrato.
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O pH e a temperatura ambiente também sdo determinantes para seu crescimento, pois
interferem diretamente na funcionalidade das enzimas produzidas por estes
microrganismos. Estas enzimas possuem uma faixa de pH e temperatura 6timas para
poder interagir com o substrato e tornd-lo disponivel para este microrganismo. Fora
desta faixa as enzimas podem desnaturar (perder sua funcionalidade) ou diminuir sua
velocidade nas reagdes até niveis a produzir ATP insuficiente para a sobrevivéncia das

células.

1.3 Identificacédo de fungos

A identificacdo dos fungos a nivel de género € baseada exclusivamente em sua
morfologia, tanto macro como microscopicamente. Macroscopicamente 0s fungos
podem apresentar vérios tipos morfoldgicos com coldnias filamentosas, cotonosas,
pulverulentas e outras (bolores) e cremosas (leveduras) e com os mais diversos tipos de
pigmentos.

A unidade estrutural dos fungos € representada pela hifa e o conjunto desses
elementos é denominado micélio. O micélio pode ser diferenciado em vegetativo,
quando exerce as fungdes de assimilagdo de substratos, fixacdo em substratos e de
formacéo de corpos de frutificagdo, que serve a reproducéo destes fungos, sendo que o
micélio vegetativo também pode se reproduzir. Os fungos tém como habitat, os mais
diferentes substratos, sendo a grande maioria sobrevive no solo, fazendo parte da
reciclagem dos materiais na natureza e como ciclo do Nitrogénio, também sendo
encontrados nos vegetais, &gua, nos animais, etc.

Os fungos formam diversas estruturas de disperséo, sendo a principal, 0s
esporos, e através de dispositivos especiais, essas estruturas entram em contato com
vérias vias de dispersdo. A principal via de dispersdo é o ar atmosférico, através dos
ventos. Os fungos que se dispersam pelo ar atmosférico sdo denominados de fungos
anemofilos e tem importancia em alergias no homem e como agentes deteriorantes de
diversos materiais. Os fungos podem se dispersar também pela 4gua, sementes, insetos,
homem, animais, etc. Pelas vias de dispersdo, os fungos séo espalhados na natureza.
Quando encontram um substrato com nutrientes adequados, crescem e colonizam. Dessa

maneira, podem deteriorar varios materiais e aparecer em varios hospedeiros.

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015

1.4 Laborat6rio de Bioquimica de Microrganismos da Universidade Estadual de
Maringa

No Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da UEM realizamos pesquisas
buscando compreender as interagdes positivas dos microrganismos com o0 homem e o
ambiente e assim explord-las para fins ecoldgicos, nutricionais, medicinais e
econdmicos.

As pesquisas podem ser enquadradas nas seguintes areas:

a)- Bioquimica de alimentos: isolamento, purificacéo e caracterizacdo fisico-quimica
de compostos bioativos de microrganismos. Transformacgbes dos alimentos pelos
microrganismos.

Os fungos filamentosos estdo entre os organismos mais utilizados na producéo de
enzimas com interesse biotecnoldgico. Estas enzimas sdo amplamente utilizadas nas
indUstrias farmacéuticas, de alimentos, de papel, téxtil, na producdo de etanol, etc.

Publicacdes recentes:

INACIO, FABIOLA DORNELES ; FERREIRA, ROSELENE OLIVEIRA ;
ARAUJO, CAROLINE APARECIDA VAZ DE; PERALTA, ROSANE MARINA ;
SOUZA, CRISTINA GIATTI MARQUES DE . Production of Enzymes and
Biotransformation of Orange Waste by Oyster Mushroom, Pleurotus pulmonarius (Fr.)
Quél..Advances in Microbiology, v. 05, p. 1-8, 2015.

SILVA, S. M. ; Koehnlein, E. A. ; BRACHT, A. ; Bracht, Adelar ; CASTOLDI, R. ;
MORAIS, G. R. ; BAESSO, M. L. ; PERALTA, R. A. ; SOUZA, C. G. M. ; SA-
NAKANISHI, A. B. ; PERALTA, R. M. Inhibition of salivary and pancreatic a-
amylases by a pinhdo coat (Araucaria angustifolia) extract rich in condensed tannin.

Food Research International, v. 56, p. 1-8, 2014.

b)- Bioquimica ambiental: biodegradacdo, bioacumulacdo e biorremediagdo de
pesticidas e corantes sintéticos por microrganismos.

Os fungos secretam grande diversidade de enzimas no ambiente que sdo utilizadas
para auxiliar na sua nutricdo, desta maneira sdo responsaveis pela deterioracdo de varios
materiais naturais, refinados ou processados. Na sultimas décadas, a utilizacdo dos

fungos filamentosos eseus metabdlitos nos processos de biorremediacdo vém crescendo
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em virtude do alto potencial degradativo, biossortivo (metais pesados e corantes) e dos
mecanismos de resisténcia em condigdes ambientais adversas.

Publicacdes recentes:

VIEIRA, A.C. ; MARSCHALK, C. ; BIAVATTI, D.C. ; LORSCHEIDER, C.A. ;
PERALTA, ROSANE MARINA ; SEIXAS, F.A.V. .Modeling based structural insights
into  biodegradation of the herbicide diuron by laccase-1 from
Ceriporiopsissubvermispora. Bioinformation (Online) (Chennai), v. 11, p. 224-228,
2015.

GIMENEZ, GABRIELA GREGOLIN ; RUIZ, SUELEN PEREIRA ; CAETANO,
WILKER ; PERALTA, ROSANE MARINA ; MATIOLI, GRACIETTE . Biosorption
potential of synthetic dyes by heat-inactivated and live Lentinusedodes CCB-42
immobilized in loofa sponges. World Journal of Microbiology &Biotechnology , v. 30,
p. 3224-3229, 2014.

c)- Enzimologia aplicada: fungos ligninoliticos e agregacéo de valor a residuos agro-
industriais.

Biomassa num contexto biotecnolégico pode ser definida como sendo toda a matéria
orgénica produzida pela fotossintese. A agroindustria é grande fornecedora de biomassa
até agora ndo satisfatoriamente aproveitada, sendo responsavel por grande parcela dos
chamados rejeitos industriais. A elevada disponibilidade de fibras lignocelulésicas abre
uma grande oportunidade para avancos tecnoldgicos que agreguem valor aos produtos
da agroindlstria. Por exemplo, a producdo de alcool a partir dos residuos
lignocelul6sicos.

Publicacdes recentes:

CORREA, RUBIA CARVALHO GOMES ; RHODEN, SANDRO AUGUSTO ;
MOTA, THATIANE RODRIGUES ; AZEVEDO, JOAO LUCIO ; PAMPHILE, JOAO
ALENCAR ; DE SOUZA, CRISTINA GIATTI MARQUES ; POLIZELI, MARIA DE
LOURDES TEIXEIRA DE MORAES ; BRACHT, ADELAR ; PERALTA, ROSANE
MARINA . Endophytic fungi: expanding the arsenal of industrial enzyme producers.
Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, v. 41, p. 1467-1478, 2014.

d)- Bioquimica das fermentacdes: pré-tratamentos bioldgicos de fibras e geracdo de

acUcares fermentesciveis. Contribuicdes para as biorrefinarias.
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A biorefinaria a partir de materiais lignoceluldsicos usa diferentes fontes de biomassa
para a producdo de uma série de produtos por meio de uma combinacéo de tecnologias.
No processamento do &lcool, os fungos e suas enzimas podem ser inseridos nos
processos de pré-tratamento bioldgico e de sacarificacdo enzimética da celulose e
hemicelulose. Os basidiomicetos causadores da podriddo branca da madeira séo
considerados 0s organismos mais aptos para degradar a lignina, por produzirem um
sistema enzimatico extracelular ndo especifico consistindo em enzimas oxidativas,
especialmente as lacases e as peroxidases (lignina peroxidase e manganés peroxidase),
além da producdo de enzimas como as feruloilesterases, que removem fendlicos ligados

aos carboidratos.

CASTOLDI, RAFAEL ; BRACHT, ADELAR ; DE MORAIS, GUTIERREZ
RODRIGUEZ ; BAESSO, MAURO LUCIANO ; CORREA, RUBIA CARVALHO
GOMES ; PERALTA, ROSELY APARECIDA ; MOREIRA, REGINA DE FATIMA
PERALTA MUNIZ ; POLIZELI, MARIA DE LOURDES TEIXEIRA DE MORAES ;
SOUZA, Cristina Giatti Marques de ; Peralta, Rosane Marina . Biological pretreatment
of Eucaliptus grandis sawdust with white-rot fungi: study of degradation patterns and
saccharification kinetics. Chemical Engineering Journal (1996) , v. 258, p. 240-246,
2014.

O Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da UEM é liderado pelas
professoras Dr? Rosane Marina Peralta e Dr2 Cristina Giatti Marques de Souza e possui
alunos de diversos cursos de graduagdo (Ciéncias Bioldgicas, Bioquimica, Farmécia,
Ciéncias de Alimentos, etc.) realizando estagios e pesquisas de iniciagdo cientifica e
alunos de mestrado e doutorado dos programas de poOs-graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas e em Ciéncias de Alimentos.

Os projetos sdo desenvolvidos com apoios financeiros de instituicbes como Fundagéo
Araucéria, CAPES e CNPQ e em associagdes com outras universidades do Brasil e

também de outros paises, como Portugal.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Isolamento
Através de métodos especificos, os fungos podem ser isolados de seu habitat, das vias

de dispersdo, dos varios materiais contaminados e de seus diversos hospedeiros.

O isolamento de fungos é uma etapa importante do trabalho em diversas &reas, onde o
conhecimento do substrato/hospedeiro onde eles sdo encontrados permite deduzir que o
microrganismo ali presente é capaz de crescer naquele substrato, possuindo em seu
arsenal enzimético, ferramentas para seu desenvolvimento, e apresentando sintomas
nestes.

Serdo isolados fungos das amostras presentes no laboratério de Bioquimica de
Microrganismos da Universidade Estadual de Maringa, através dos métodos direto e

indireto.

2.1.1 Método direto
Materiais: espatula, 10 placas de petri contendo meio BDA estéril/Pentabidtico, dgua

destilada estéril, &lcool 70° e hipoclorito de sodio 1% e alga de repicagem.

As amostras deverdo passar por um processo de desinfeccdo para retirada dos
microrganismos oportunistas, embebidas por hipoclorito a 1% durante 1 minuto,
retiradas e lavadas com agua destilada esterilizada, entdo, embebidas por alcool 70°
durante 30 segundos, passando novamente por uma lavagem em &agua destilada
esterilizada. Transferir as amostras diretamente para 0 meio de cultura BDA e incubar

em estufas a 28° C.

2.1.2 Método indireto
Materiais: alca de drigalski, espatula, 10 placas de petri com meio BDA estéril

contendo Pentabidtico, 10 tubos de ensaio com 9 ml de agua destilada estérilizada, 2
erlenmeyers contendo 100 ml de agua destilada esterilizada e 10 pipetas esterilizadas.
Neste procedimento, suspender as amostras em erlenmeyer na proporgéo 1/1
peso/peso e agitadas durante 1 hora em agitador a 100 RPM para que as hifas e esporos
presentes nas amostras se desprendam e permanegam em suspensdo. Entéo retirarl ml
do sobrenadante de cada amostra e colocar em seus respectivos tubos de ensaio
contendo 9 ml de &gua destilada e agitar durante 30 segundos para atingir diluicdo 1/10.
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Repetir o procedimento para cada amostra/diluicdo até atingir a diluicdo 10-5 em cada
amostra, entdo retirar 10 pL das diluigdes 10-3, 10-4 e 10-5 de cada amostra, sendo
distribuidos uniformemente para que estes 10 pL preencham toda a superficie das
placas de meio BDA estéril contendo antibidtico Pentabiotico, posteriormente incubar

em estufas a 28° C.

As avaliagOes das placas deverdo acontecer diariamente para identificagdo de
aparecimento de hifas e estruturas reprodutivas.

Em caso de presenca de mais de um isolado por placa, serdo necessarias
repicagens sucessivas, em meio BDA estéril contendo Pentabi6tico, de cada um dos
isolados, até obtencdo de culturas puras para posterior avaliagéo.

As avaliagBes microscopicas deverdo ser realizadas com preparacdo de laminas
através de microcultivo de cada um dos isolados para posterior observacgéo de estruturas
vegetativas e reprodutivas dos fungos, em diferentes aumentos, no microscopio optico.

Resultados esperados: Como resultados esperamos encontrar cepas de fungos
presentes na natureza, nos mais diferentes substratos, que possam ter aplicabilidade em

procedimentos bioquimicos e biotecnoldgicos.

2.2 Cultivo e extracdo enzimatica de fungos basidiomicetos

Fungos sdo produtores de diversas enzimas de interesse biotecnoldgico, como exemplos
temos a celulase, utilizada na industria de tecidos, as proteases e lipases, utilizadas para
a producdo de detergentes, amilases e pectinases, utilizadas na inddstria de alimentos,
entre outras. Assim, a identificagdo de fungos com potencial para a producdo destas

enzimas de forma econdmica e eficiente é uma necessidade.

2.2.1Cultivo estado sélido
Substrato 1: 3,5 g de bagago de laranja, 1,0 g de farelo de trigo, 2,0 g de amido, 0,2 g

de extrato de levedura.
Substrato 2: 3,5 g de casca de maracuja, 1,0 g de farelo de trigo, 2,0 g de amido, 0,2 ¢

de extrato de levedura.

Em um frasco erlenmeyer de 125 ml colocar o substrato e umedecer com solugéo
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mineral vogel até que se alcance 80 % de umidade. Vedar os frasco e autoclavar por 15
min 121 °C.
Inocular dois discos de 4gar com micélio (7 dias, £15 mm) por erlenmeyer e incubar a

28 °C no escuro por 14 dias.

2.2.2 Extracdo enzimética
Interromper o cultivo acrescentando 20 ml de &gua autoclavada gelada, mascerar e filtar

com gaze. Em seguida centrifugar por 10 min (8.000 rpm). O sobrenadante sera

considerado como extrato bruto enzimético para posteriores anlises.

2.3 Cup plate e dosagem enzimatica

2.3.1 Ensaio qualitativo cup plate para detecgdo de enzimas

Preparar 0s meios abaixo:

a) Amilase: &gar-amido (18g/L™ de 4gar, 10g/L *de amido, tamp&o citrato-fosfato,
0,1 M, pH5,0);

b) Celulase: 4gar CMC (18g/L™ de agar, 10g/L™de carboximetilcelulase, tamp&o
acetato de sddio, 0,1 M, pH5,0);

c) Pectinase: &gar-pectina (18g/L™ de &gar, 10g/L™*de pectina, tampao acetato de
sodio, 0,1 M, pH5,0);

d) Fenoloxidase: agar-acido tanico (18g/L™ de &gar,5% de &cido tanico, tampéo
citrato-fosfato, 0,1 M, pH5,0);

3) Apos o agar solidificar, perfurar pogos de 6mm de didmetro em sua superficie.
4) Adicionar 100071 do filtrado do cultivo nos pogos das placas.

5) Incubar por 24h a 28°C.

6) Andlise das placas:

a) Amilase (a4gar-amido): colocar sobre a placa quantidade suficiente para cobri-la de
iodo a 0,1M. Observar a formagéo de halo transltcido ao redor dos pocos e a parte
ndo afetada corada em azul. Medi-los anotando os valores em mm.
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b) Celulase (dgar CMC): colocar sobre a placa quantidade suficiente para cobri-lade
Vermelho do Congo 0,1%. Observar a formagéo de halo claros ao redor dos pogos,
revelando a agdo enzimética da celulase, enquanto a parte ndo afetada cora-se em

vermelho. Medi-los anotando os valores em mm.

c) Pectinase (&gar-pectina): colocar sobre a placa quantidade suficiente para cobri-
lade acido cloridrico 5N. Observar a formacdo de halo opaco ao redor do poco.

Medi-los anotando os valores em mm.

d) Fenoloxidase( agar-acido tanico):N&o é necessario uso de revelador. Observar a
formacéo de halo de coloragdo marrom, resultado da oxidagdo do &cido tanico pelas
enzimas fenoloxidase (lacase, manganés-peroxidases e lignina-peroxidases). Medi-

los anotando os valores em mm.

2.3.2 Atividade a- amilase pancreética

1. Utilizar tampao fosfato 20 mM/L, pH 6,9, contendo 6,7 mmol/L de NaCl.
2. Preparar amido a 2%:

3. Pesar 0,5 g de amido “Sigma” dissolver em 20 MI de tampéo fosfato de sodio.
Aquecer por 5 min ou até observar a mudanca de fase (Opaco para translutcido).
Resfriar em temperatura ambiente. E assim que esfriar colocar em um baldo de

25 mL e acertar com tamp&o até 25 mL.

4. Preparar diferentes concentragdes de amido dissolvido em tampéo:

Tubos | [g% amido] | Vol. Amido | Vol. Vol.Total [%%final amido]
2% (mL) Tampéao da solucéo
20mM (mL)
1 0,2 0,25 2,25 2,5 0,05
2 04 0,5 2,00 2,5 0,10
3 0,6 0,75 1,75 2,5 0,15
4 0,8 10 15 2,5 0,20
5 1,0 1,25 1,25 2,5 0,25
6 1.2 15 1,0 2,5 0,30
7 1,6 2,0 0,5 2,5 0,40
8 2,0 2,5 - 2,5 0,50
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5. Preparar a enzima alfa-amilase pancreética

Pesar 0,01 g de enzima

Dissolver em 8 mL de tampéo fosfato de sédio (GELADOQO) em um baldo volumétrico
completar o volume para 10 mL.

Diluir a enzima 1:40.

1° ETAPA - De cada padréo (diferentes concentracdes de amido)

0,5 mL da solucéo de amido

0,25 mL de tampé&o fosfato de sédio 20 mM

Incubar a 37°C em banho-maria por 5 minutos.

Ap0s 5 minutos: pipetar 250 pL de enzima da enzima diluida no tubo da mistura.

Imediatamente coletar 250 pL da mistura (amido+ tampéo + enzima) e pipetar para o
outro tubo que contém:

250 uL de DNS(esse serd 0 branco — tempo zero)
Deixar todos os tubos incubados por 10 min.

2° ETAPA

Ao término de 10 min. Em duplicata pipetar

250 pL da mistura (amido +tamp&o+enzima) para os tubos que contém o 250 pL de
DNS

Ferver os tubos de ensaio por 5 min. Resfriar a temperatura ambiente e adicionar 2,5
mL de 4gua. Homogeneizar em Vortex

Ler a 540 nm

2.3.3 Dosagem de lacase pelo método de ABTS
Em um tubo de ensaio acrescentar:

1,7 ml de tampéo acetato de sédio (50 mM) pH 5,0
200 ul de ABTS (10 mM)

100 ul de amostra
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Incubar por 5 min em banho maria a 40°C e ler a absorbéancia a 420 nm contra o branco
(1,8 ml de tampé&o + 200 ul de ABTS)

Atividade enzimética = ABS x fator x dilui¢do

Fator=111
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Minicurso 09
Estudo do Sistema Nervoso Entérico em

Diferentes Modelos Experimentais

Laboratdrio de Histotécnica Animal (Bloco H76/sala 105)

Orientadora:Profa. Dra. Maria Raquel Marcal Natali

Ministrantes:Ana Paula de Santi Rampazzo, Carlos Vinicius Dalto da Rosa, Debora dos
Anjos Weber Luz, Larissa Lauer Schineider, Lia Mara Teobaldo Tironi, Stephanie

Carvalho Borges e Taiana Ferreira Varela

INTRODUCAO
1. TRATO GASTRINTESTINAL E SISTEMA NERVOSO ENTERICO (SNE)

O sistema digestorio consiste em cavidade oral, esdfago, estdbmago, intestinos
delgado e grosso, e glandulas associadas: salivares, figado e pancreas, alem da vesicula
biliar. Este sistema tem a funcdo de obter dos nutrientes ingeridos as moléculas
necessarias para manutencdo, crescimento e demais necessidades energéticas dos
organismos (Junqueira e Carneiro, 2011). O tubo digestorio tem cerca de 9 metros de
comprimento e estd subdividido em regides morfologicamente distintas: esdfago,
estbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, cdlon,
reto e canal anal) (Gartner e Hiatt, 2003).

Existem quatro camadas histoldgicas que constituem o tubo digestorio: mucosa,
submucosa, muscular externa e serosa (ou adventicia), sendo estas inervadas por nervos
parassimpaticos e simpaéticos, assim como por fibras sensitivas (Gartner e Hiatt, 2003).
Tais camadas ou tanicas sdo semelhantes em toda extensdo do trato gastrintestinal,
entretanto apresentam algumas modificagOes e especializagdes regionais:

a) Mucosa: Composta por um revestimento epitelial, abaixo do qual hd um tecido

conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos e linfaticos, denominado lamina propria e
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uma camada muscular que a envolve, denominada muscular da mucosa (Gartner e Hiatt,
2003; Junqueira e Carneiro, 2011);

b) Submucosa: Camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado sem a presenca de
glandulas (exceto no eséfago e duodeno), apresentando vasos sanguineos e linfaticos
bem como o plexo nervoso submucoso ou de Meissner (Gartner e Hiatt, 2003);

c) Muscular externa: Corresponde a uma espessa camada de musculo liso (exceto na
porcdo inicial do es6fago) responsavel pela atividade peristaltica (Gartner e Hiatt,
2003), subdividida em duas subcamadas: uma mais interna onde a orientacdo das fibras
musculares é geralmente circular, sendo denominada circular internae outra mais
externa de orientacdo longitudinal, denominada longitudinal externa. Entre estas duas
camadas, observa-se 0 plexo nervoso mioentérico ou de Auerbach (Junqueira e
Carneiro, 2011).

d) Serosa ou adventicia; Camada que envolve a muscular externa, composta de tecido
conjuntivo que pode (serosa) ou ndo (adventicia) estar circundada pelo epitélio

pavimentoso simples (mesotélio) do peritonio visceral (Gartner e Hiatt, 2003);

A inervagdo deste tubo alimentar é atribuida extrinsecamente aos componentes
simpético e parassimpatico, e intrinsecamente ao SNE, presente desde o esdfago ao anus
0 qual atua de forma independente, sendo que suas func¢des sdéo moduladas pelo Sistema
Nervoso Autdnomo (Gartner e Hiatt, 2003).

O SNE possui aproximadamente 10° neurdnios sensoriais, motores e
interneurdnios, distribuidos nos dois plexos ganglionados principais: 0 mioentérico e o
submucoso (fig. 1). Embora espacialmente separados a conexao entre os dois sugere que
eles compreendem uma unidade integradora (Furness, 2005). Tais neurdnios controlam
a motilidade intestinal e a secrecdo, iniciando reflexos em resposta ao contetdo luminal
e a tensdo do musculo liso (Furness et al., 1999). Normalmente, estes neurdnios
organizam-se em grupos de neurbnios denominados “ganglios”, podendo ocorrer
neurdnios isolados, como em roedores (Gabella, 1989). Ao assumir a organizacéo
ganglionar, esses neurdnios sdo revestidos externamente por tecido conjuntivo,

ricamente vascularizado, separando-os do tecido muscular circundante (Gabella, 1979).

Plexo mioentérico

Circular interna
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Fig. 1: Principais plexos nervosos do sistema nervoso entérico. Fonte: Furness,
2005 (adaptado).

Os neurdnios ganglionares e os seus feixes de fibras nervosas no SNE sdo providos por
numerosas células gliais (Furness, 2005). Tem sido bem estabelecido que estas células
desempenham um papel relevante na fisiologia e fisiopatologia do trato gastrointestinal (Ruhl et
al., 2004). Este papel esta relacionado com sua atuacdo na homeostase do intestino, bem como
serve de elo entre sistema nervoso e imunoldgico (Ruhl et al. 2004) e ainda, atua no controle do
fenotipo neuroquimico (Aubé et al., 2006).

Além disso, semelhante aos neurdnios do sistema nervoso central, os neurdnios do SNE
sdo bastante diversificados fenotipicamente sendo que mais de 16 popula¢Bes neuronais
distintas ja foram identificadas e classificadas pela sua morfologia, contelGdo de
neurotransmissor, propriedades eletrofisiologicas de neurdnios sensoriais, interneurdnios
ascendentes e descendentes e neurdnios motores excitatorios e inibitorios (Grundy e Schemann,
2005).

Os neurdnios sensoriais, atualmente denominados como neurdnios intrinsecos primarios
aferentes (IPANSs), traduzem e codificam informagdes sobre o ambiente quimico e estado fisico
do tecido que eles inervam (Costa, 2000). Os neurdnios motores, por sua vez, podem ser
divididos em dois grupos, os excitatérios e os inibitorios. Os principais neuromediadores
encontrados nos neurdnios excitatdrios sdo a acetilcolina e as taquicininas. JA 0s neurdnios
inibitérios possuem varios neuromediadores, como NO (6xido nitrico), VIP (peptideo intestinal
vaso ativo) e adenosina trifosfato (Furness et al., 1995). Finalmente, os interneurdnios sdo
identificados em todas as camadas do trato gastrintestinal, sendo que sua constituicdo

neurogquimica varia muito, dependendo do érgdo em questdo (Furness et al., 1995).

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015

2. MODELOS EXPERIMENTAIS
2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ¢ uma sindrome metabélica de etiologia multipla,
caracterizada pela deficiéncia relativa ou absoluta da insulina em exercer sua agdo sobre
6rgdos-responsivos-alvo, consequentemente a glicose permanece em concentragdo alta
no sangue, com anormalidades observadas no metabolismo de lipidios, proteinas e
carboidratos (Xiang et al., 2010).

Existem duas formas principais de diabetes: dependentes de insulina ou tipo | e
ndo dependentes de insulina ou tipo Il (Voet et al., 2002). O tipo | ocorre quando ha
falta de insulina na corrente sanguinea, ocasionado pela destruicdo das suas células
produtoras. O tipo Il ocorre quando ha escassez ou mal funcionamento de receptores de
insulina nas células normalmente responsivas ao hormdnio, também conhecidas como
células resistentes a insulina (Voet et al., 2002).

Modelos animais tém sido extensivamente utilizados em pesquisas sobre o
diabetes, como por exemplo, a administracdo de agentes quimicos B-citotoxicos como a
aloxana e a estreptozotocina (Rees e Alcolado, 2005) que consiste numa maneira
eficiente para promover o diabetes tipo | e assim, torna-se possivel o estudo de
mecanismos fisiopatoldgicos, atividade hipoglicemiante e anti-diabetogénica de certos
compostos. A estreptozotocina (STZ) é um antibiético, de natureza glicosamina-
nitrosuréia, com propriedades tdxicas, isolada de Streptomyces achromogenes e é
captada pelas células B-pancreéticas através de transportadores de glicose GLUT-2
(Xiang et al., 2010). Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo da
estreptozotocina sobre danos as células B-pancreéticas. Bolzan e Bianchi (2002)
relataram que a STZ interfere no metabolismo energético das células B-pancreéticas,
comprometendo a biossintese de insulina e resultando em apoptose celular.

Em nosso laboratério, para o estabelecimento do modelo animal de diabetes
mellitus realizamos uma injegdo endovenosa (veia peniana) de STZ dissolvida em
tampdo citrato 10 mmol/L (pH 4,5), em ratos submetidos a jejum prévio de quatorze
horas, na dosagem de 35 mg/kg de peso corporal. Posteriormente, 0s animais S&o
mantidos em jejum por duas horas para que ndo haja competicdo da STZ com a glicose
circulante pelas células B-pancreéticas. Apds quatro dias de inducéo, o sangue coletado
dos animais é usada para mensuracdo da glicemia através da determinacdo fotométrica

da glicose por meio de glicoso-colorante-oxidorredutase (glicosimetro) e/ou também
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pode ser realizado o método da glicose oxidase (Bergmeyer e Bernet, 1974), sendo
considerados diabéticos todos os ratos que apresentarem glicemia acima de 210 mg/dl.
Além disso, mantendo os animais em gaiolas metabdlicas individuais, é possivel
acompanhar o estabelecimento da doenga medindo além da glicose, sintomas tipicos do
diabetes mellitus, tais como: polidria (aumento da excrecdo de urina), polidpsia
(aumento da ingestdo de &gua) e polifagia (aumento da ingestdo de racéo).

Geralmente, os primeiros sinais e sintomas do diabetes comegam aparecer nos
ratos desde os primeiros dias de inducdo da doenga. Desse modo, o periodo
experimental varia conforme o modelo de diabetes que se queira adotar, ou seja, uma
semana caracteriza diabetes agudo e quatro semanas ou mais caracterizam o diabetes

cronico.

2.3. Isquemia/Reperfuséo Intestinal

A isquemiaocorrequandoumoérgdondo é suprido em quantidade suficiente de
sangue, como resultado de choque, doenca vascular ou transplante de 6rgdos. Os danos
causados pelo processo de isquemia e reperfuséo (I/R) ocorrem inicialmente pela falta
de circulacdo adequada para suprir as necessidades metabdlicas dos 6rgéos envolvidos
(Cerqueira et al., 2005; Chang et al., 2006). A isquemia mesentérica pode ser
subdividida em cronica, quando os sintomas isquémicos sdo provenientes de doenga
arteriosclerdtica de longa data, e aguda, que é baseada na etiologia da ocluséo,
embolicas, tromboticas ou ndo oclusivas (Chang et al., 2006).

A isquemia mesentérica aguda é resultado de um decréscimo repentino no fluxo
sanguineo intestinal decorrente de uma oclusdo vascular mesentérica, ocluséo da artéria
ou veia mesentérica superior, que gera uma hipoperfusdo no intestino delgado podendo
levar ao infarto, apresentando taxa de mortalidade de aproximadamente 70% (Tendler,
2003).

Em nivel celular a isquemia causa danos funcionais nas mitocondrias, reducéo
de regulacdo da transferéncia ibnica e acidez intracelular. Além disso, alteragcdes na
permeabilidade da membrana e liberagdo de enzimas degradativas e radicais livres que
podem levar & apoptose e necrose tecidual (Chang et al., 2006).

Se a isquemia mesentérica é detectada precocemente, uma intervencgao
terapéutica € possivel, caso contrario técnicas cirirgicas sdo necessarias, assim como na

suspeita de infarto intestinal (Berland e Oldenburg, 2008). Estas medidas devem ser
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tomadas para reestabelecer os fluxos sanguineos e evitar necrose tecidual e disturbios
metabdlicos que podem culminar com disfuncdo do érgéo e morte.

Entretanto, danos teciduais causados pela alteragdo do fluxo sanguineo intestinal
estdo relacionados também com a reperfusdo (Bulkley, 1987) em condi¢des clinicas
como transplantes, cirurgias ediversos estados patologicos (Rivera et al., 2009).Curtos
periodos de isquemia mesentérica resultam em aumento da permeabilidade
microvascular, enquanto uma isquemia prolongada pode resultar em ruptura da barreira
mucosa intestinal através principalmente de metabolitos de oxigénio reativo (Berland e
Oldenburg, 2008) como radical superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila e
neutrofilos polinucleares (Berland e Oldenburg, 2008; Sehirli et al., 2009).

O superoxido pode entdo formar peroxido de hidrogénio, e, secundariamente, o
radical hidroxila pela reagdo de Harber-Weiss. As espécies reativas de oxigénio (EROs)
geradas a partir da I/R induzem a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares e
mitocondriais que é uma das causas de lesdo na mucosa (Takizawa et al., 2011).

Em estudos de lesdo mesentérica por I/R foram detectadas alteracdes na forma
neural, no arranjo dos neurdnios, na intensidade de coloracdo do plexo mioentérico
(Bolekova et al., 2011), alteragdo de suas propriedades e até mesmo causa sua morte
(Sehirli et al., 2009; Lindestro e Elblad, 2004). As alteragdes funcionais dos neurdnios
entéricos levam, entdo, a alteragbes na motilidade intestinal (Calcina et al., 2005;
Lindestro e Elblad, 2004).
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2.4. Envelhecimento

O processo de envelhecimento € uma caracteristica Unica do ciclo de vida
de todos os organismos multicelulares, no qual a capacidade funcional de uma
variedade de sistemas fisioldgicos sofrem prejuizos progressivos durante a fase pos-
maturacional, atenuando a habilidade de manutencdo da homeostase, resultando em
morte (Sohal et al., 1996). Promove alteracbes morfoquantitativas na populagéo
neuronal e glial entérica (Phillips et al., 2004; Marese et al., 2007), na expressdo de
neurotransmissores (Phillips et al., 2004) e organizagdo dos plexos, podendo levar a
sintomas como reducdo do tempo de esvaziamento gastrico e dos movimentos
peristalticos, atividades moduladas pela inervagéo intrinseca do trato gastrointestinal
(Wade & Cowen, 2004).

Apesar da reducdo quantitativa dos neurbnios mioentéricos, pesquisas
demonstram um aumento significativo da area do corpo celular, relacionado ao
envelhecimento (Marese et al., 2007; Schoffen e Natali, 2007) que pode ser atribuido a
reorganizagdo dos neurdnios remanescentes, demonstrando a capacidade plastica
neuronal no tecido nervoso completamente diferenciado. Estas alteragOes estéo

relacionadas principalmente & producéo de radicais livres e redugdo dos antioxidantes
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intracelulares provocando danos neuronais cumulativos e irreversiveis causando a morte
celular por necrose ou apoptose (Imai e Nagakawa, 2003).
Para o estudo destas alteracfes, modelos de envelhecimento sdo utilizados em
nosso laboratorio. Os ratos sdo mantidos em biotério pelo tempo determinado para o
experimento, com condic¢des de temperatura e ciclo dia/noite de 12 horas controlados.
Marese et al. (2007), utilizaram animais com 21, 60, 90, 210, 345 e 428 dias. Em outro
estudo (Santi-Rampazzo et al., 2015), foram utilizados animais com 7, 12 e 23 meses de
idade. Frequentemente, os modelos de envelhecimento sdo associados a outros que
visam amenizar 0s prejuizos causados pela idade, como por exemplo, a suplementacdo

dos animais com compostos antioxidantes ou restri¢do alimentar.

2.5. Antioxidantes

Neurdnios sdo considerados particularmente vulneraveis aos danos causados
pelo acumulo de radicais livres devido ao seu grande tamanho, alto nivel de atividade
metabdlica e relativamente pobre defesa antioxidante (Sohal e Weindruch, 1996).
Vérias espécies de radicais livres, denominadas espécies reativas ao oxigénio (ROS),
sdo normalmente produzidas no corpo para realizar fungdes especificas. Sdo geradas
principalmente nas mitocondrias durante o processo de respiracdo celular, apresentam
elétrons desemparelhados, o que as torna altamente reativas para reagir com as demais
substancias bioldgicas do organismo (Kuyvenhoven e Meinders, 1999). O superdxido
(02-), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o 6xido nitrico (NO) s&o trés espécies reativas
a0 oxigénio que sdo essenciais para a fisiologia normal, mas que acredita-se que possam
acelerar o processo de envelhecimento e mediar a degeneragéo celular em estados
patoldgicos (Vincent et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre em um sistema celular quando a producéo de
moléculas de radicais livres excede sua capacidade antioxidante. N&do ocorrendo a
remogao, os radicais livres atacam e danificam proteinas, lipidios e &cidos nucléicos
diminuindo sua atividade levando a perda de metabolismo energético, sinalizagdo
celular, transporte e outras fungdes principais (Vincent et al., 2004). As substancias
antioxidantes, que permitem a manutencdo do equilibrio interno do organismo,
impedindo a formacdo dos radicais livres ou neutralizando as espécies ja formadas,
sofrem reducgéo durante o processo de envelhecimento ou patologias, favorecendo ainda

mais a ocorréncia do estresse oxidativo (Kuyvenhoven e Meinders, 1999).
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Embora humanos e outros organismos possuam defesas antioxidantes e sistemas
de reparos contra danos oxidativos, estes sistemas ndo sdo capazes de evitar todos 0s
danos produzidos. No caso de um deshalan¢o dos mecanismos de protegdo antioxidante,
pode ocorrer uma deterioracdo das fungdes fisiologicas, resultando em doencgas e
aceleracdo do envelhecimento. Por esta razdo, os antioxidantes em dietas e ou
suplementos sdo de grande interesse como possiveis agentes protetores contra danos
oxidativos (Peralta et al.,2008).

Pesquisas com antioxidantes tém sido freqlentes, e uma gama de compostos séo
utilizados para tal finalidade. Podemos citar como exemplo em nosso laboratorio:
Ginkgo biloba (Schneider et al., 2007; Perez et al., 2009; Da Silva et al., 2011),
Vitaminas C (De Freitas et al., 2008) e Vitamina E (Pereira et al., 2008), L-Glutamina
(Pereira et al., 2011), extrato aquoso do cogumelo-do-sol, Agaricus brasiliensis (Antigo
A. blazei) (Santi-Rampazzo et al., 2015) e resveratrol (Borges, 2013). Vale ressaltar que
os modelos utilizados possuem particularidades em relacdo a tratamento e forma de

administragdo do antioxidante estudado.

2.6. Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii, um parasita intracelular causador da Toxoplasmose, é um
protozoério pertencente ao filo Apicomplexa, subclasse Coccidia (Ascenzi et al., 2005).
Esse protozoério é considerado um dos mais bem sucedidos parasitas da terra. Sua
prevaléncia na populagdo humana ao redor do mundo varia entre 10 e 90% (Dubey e
Beattie, 1988).

O ser humano, infectado pelo Toxoplasma gondii, geralmente permanece
assintomético ou desenvolve sintomas leves (Ambroise-Thomax e Pelloux, 1993;
Ascenzi et al., 2005), como: linfadenopatia (Ridley, 2012), febre e coriorrenite (Hakes e
Armstrong, 1983). Porém, quando mulheres gravidas ou pessoas imunodeficientes sdo
infectadas pelo T. gondii, podem ocorrer consequéncias severas (Bowie, 1997;
Ambroise-Thomax e Pelloux, 1993) como: hepatite, pneumonia, cegueira, encefalites e
abscessos cerebrais em pacientes imunodeprimidos (Ascenzi et al., 2005; Hakes e
Armstrong, 1983), e nas mulheres gravidas pode causar danos ao desenvolvimento do
feto como malformagdes encefélicas (Figueiro-Filho et al., 2005) ou aborto espontaneo
(Ascenzi et al., 2005).

Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Area de concentragdo Biologia Celular e Molecular



Apostila de Minicursos
V Curso de Inverno em Biologia Celular e Molecular
27 a 31 de Julho de 2015

Sua transmisséo pode ocorrer quando os hospedeiros ingerem cistos teciduais
presentes na carne mal cozida, 4gua e comida contaminada com oocistos e através de
transmisséo vertical de taquizoitos (Fayer, 2004; Ascenzi et al., 2005).

Quando oocistos esporulados sdo ingeridos por qualquer vertebrado
homeotermo, os parasitas penetram na mucosa intestinal. A presenca desses parasitas na
mucosa intestinal pode causar enterite, com edema, necrose da ldmina propria e
descamacéo da mucosa (Dubey, 2004).

Porém apos infecgdo por T. gondii, quando ocorre a invasdo da parede intestinal
pelas formas infectantes do parasita, o sistema nervoso entérico pode ser comprometido
e sofrer alteracBes neuronais. S&o citadas na literatura alteracbes como: redugédo no
namero de neurdnios (Sant”Ana et al., 2012), alteragdo no tamanho do corpo celular de
neurdnios (Soares et al., 2009; Sant"’Ana et al., 2012; Hermes-Uliana et al., 2011) e no

citoplasma neuronal (Papazian-Cabanaset al., 2012).
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3. METODOS DE EVIDENCIACAO NEURONAL

3.1. Método deGiemsa

Os ribossomos sdo as organelas mais caracteristicas do citoplasma neuronal,
podendo estar ligados as cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso ou arranjados em
rosetas e espirais. A coloracdo neuronal pelo método de Giemsa adaptado por Barbosa
(1978) explora a afinidade do corante de Giemsa, feito a base de azul de metileno, por
estruturas acidas como os ribossomos e reticulo endoplasmético rugoso téo abundantes
no citoplasma neuronal. Como o corante tem afinidade pela maquinaria de sintese
proteica do neurdnio, pode-se usar essa técnica para se fazer inferéncias indiretas sobre
0 estado da sintese de proteinas nos neurdnios. As células em maior atividade de sintese
proteica tenderdo a apresentar maior afinidade pelo corante em relacdo aquelas com

menor atividade de sintese proteica.

3.2. Métodos Histoquimicos

NADH-DIAFORASE

Esta técnica baseia-se na atividade de enzimas mitocondriais capazes de
transferir elétrons do NADH para aceptores de elétrons. Durante o funcionamento
normal das mitocéndrias o transporte de elétrons é acoplado as reacdes da fosforilagéo
oxidativa para a sintese de ATP. Entretanto, para a marcagéo neuronal, segmentos do
trato gastrointestinal sdo incubados em um meio contendo um doador de elétrons
NADH e um aceptor artificial de elétrons conhecido como nitro blue tetrazolium (NBT)
que quando reduzido se converte em um precipitado de cor parpura chamado de
formazana. Quando o tempo de incubacdo dos segmentos é limitado, por exemplo 45
minutos para todas as amostras, a quantidade de formazana produzida sera proporcional
a acdo das enzimas mitocondriais transferidoras de elétrons dos neurbnios das
respectivas amostras. Assim, a técnica explora o funcionamento do metabolismo
energético dos neurdnios. Usando o mesmo tempo de incubagio, aqueles neurdnios com
maior quantidade e/ou maior atividade das enzimas mitocondriais deverdo exibir maior
marcagdo em relacdo a neur6nios com menor quantidade e/ou menor atividade das
enzimas mitocondriais.
NADPH-DIAFORASE
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Esta técnica baseia-se na atividade da enzima 6xido nitrico sintetase neuronal,
uma enzima que produz o neurotransmissor O0xido nitrico & partir do aminoéacido
arginina. O Oxido nitrico € um importante neurotransmissor inibitério no sistema
nervoso entérico. Essa técnica permite o estudo da subpopulacdo de neurdnios
nitrérgicos entéricos. Para a marcacdo neuronal segmentos do trato gastrointestinal séo
incubados em um meio contendo um aceptor artificial de elétrons conhecido como nitro
blue tetrazolium (NBT) e NADPH um doador de elétrons, entdo a enzima 6xido nitrico
sintetase neuronal se encarrega de transferir elétrons do NADPH para o NBT que
quando reduzido se converte em um precipitado de cor parpura chamado de formazana

marcando de azul parpura os neur6nios.

3.3. Métodos Imunohistoquimicos

Métodos de coloracdo imunohistoquimica sdo amplamente utilizados
atualmente. O reagente pivd, comum a todas as técnicas imunohistoquimicas é o
anticorpo. SolugBes contendo anticorpos (antisoros) especificos para um grande
niamero de antigenos teciduais tém expandido a quantidade e qualidade do repertdrio
imunohistoldgico.

Para a melhor compreensdo dos métodos imunohistoquimicos, é necessario um
conhecimento bésico de alguns principios de imunologia.

1. Antigenos

Apresentam duas propriedades fundamentais: a primeira € a imunogenicidade,
que € a capacidade de induzir a formagéo de anticorpos, e a segunda é a reatividade
especifica, o que significa que o antigeno é capaz de reagir com o anticorpo que por ele
foi induzido. A reagdo entre um antigeno e seu anticorpo € uma das mais especificas em
toda a biologia, e é a razdo pela qual as reagfes imunohistoquimicas sdo mais precisas
do que as técnicas de histoquimica de rotina.

Um antigeno é, entdo, uma substéncia estranha ao hospedeiro, que estimula a
formac&o de um anticorpo especifico e que reagira com este anticorpo produzido. Esta
reacdo envolve a formacéo de complexos imunes compostos por diversas moléculas de
antigenos e anticorpos. Estes complexos podem se tornar muito grandes e formar

precipitados que podem ser caracterizados por diversas técnicas.

2. Anticorpos
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Um anticorpo é formado em resposta & exposicdo a um antigeno e reage
especificamente com este antigeno, formando imunocomplexos, quer no préprio
organismo, ou em condi¢Bes laboratoriais. Pertencem a um grupo de proteinas
chamadas imunoglobulinas (lg). Compreendem cinco maiores classes, listadas em
ordem decrescente de quantidade encontrada no plasma ou soro: imunoglobulina G
(19G), IgA, IgM, IgD e IgE. Cada imunoglobulina é composta de duas cadeias pesadas
(H) idénticas e duas cadeias leves (L) também idénticas. SolugBes de anticorpos
utilizadas em coloragBes imunohistoquimicas contém principalmente anticorpos da

classe 1gG, com menores quantidades das demais classes

3. Tipos de solugdes contendo anticorpos
Existem diversos preparados contendo anticorpos, adequados para a utilizagéo

nas técnicas de imunohistoquimica.

SORO TOTAL:

e Producdo mais simples, e por isso 0 mais comum e mais barato. O soro de um
animal contendo um anticorpo € centrifugado com o objetivo de separar as
células do soro, e qualquer anticorpo contaminante é retirado mediante absorcéo.

e Contém anticorpos especificos contra o antigeno com o qual o animal foi imunizado,
mas também contém anticorpos que sdo o produto do funcionamento normal do sistema
imune do animal. Estes ndo deverdo interferir com os procedimentos de coloracdo. A
maioria das fragfes do soro total é constituida de componentes séricos como enzimas,

eletrdlitos e proteinas.

FRACAO COM ANTICORPOS:

e Esta solugéo contém principalmente anticorpos, quer sejam especificos contra o
antigeno desejado, mas também os de ocorréncia natural, além de uma
quantidade muito pequena de proteina sérica residual. Neste tipo de preparagdo,
purifica-se apenas a fragdo de imunoglobulina. A remoc&o da grande maioria das

proteinas reduzir a chance de reagdes inespecificas em varias técnicas.

PREPARADO ANTIGENO-ANTICORPO ESPECIFICO:
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E uma solucdo contendo somente anticorpos dirigidos contra um antigeno
especifico. Ndo é obtido comumente e apresenta especificidade superior a

necessaria para a maioria dos procedimentos.

PREPARADO COM ANTICORPO CONJUGADO:

Neste caso, a solucdo contém o anticorpo especifico, ligado quimicamente a um
determinado tipo de marcador. Este marcador pode ser fluorescente
(fluoresceina e rodamina) ou uma enzima (fosfatase alcalina e peroxidase).
Infelizmente, no processo quimico da conjugacdo, pequenas quantidades de
anticorpos e de marcadores podem ser destruidos. Isto pode reduzir a
especificidade destes reagentes. Uma alternativa entdo, é a utilizacdo de
imunocomplexos que constituem a combinagdo de um antigeno e seu anticorpo
especifico, utilizando-se a afinidade natural que estas moléculas tem entre si.
Estes complexos séo especialmente preparados de forma a se manterem soluveis
e ndo formarem precipitados nas solugbes (ex: complexo peroxidase-
antiperoxidase — PAP, que consiste da enzima peroxidase (antigeno) e um

anticorpo especifico para a antiperoxidase).

4. ANTICORPOS MONOCLONAIS E POLICLONAIS
Epitopo ou Determinante antigénico= é a parte estrutural de um antigeno que
reage com um anticorpo.

Monoclonais: S&o anticorpos produzidos por uma linhagem especificos de

células B (clone), portanto imuno e quimicamente idénticos, e que agem sobre um

epitopo em especial, localizado sobre o antigeno contra o qual eles sdo dirigidos.

Policlonais: S&o produzidos por diferentes células B e, em consequéncia, sao

imuno e quimicamente distintos. Eles reagem com varios epitopos de um antigeno

contra o qual sdo dirigidos.

5. REACAO CRUZADA DOS ANTICORPOS

A reacdo cruzada de um anticorpo geralmente denota sua interacdo especifica

com um epitopo idéntico, encontrado em duas ou mais moléculas diferentes de

antigenos.
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6. DILUICOES E INCUBACAO

Usualmente, o fabricante oferece produtos pré-diluidos para o uso, ou
recomenda dilui¢Bes que sejam compativeis com outras varidveis, tais como o método,
tempo de incubagdo e temperatura. Dilui¢des corretas irdo contribuir para a qualidade
da coloragdo, se elas forem preparadas cuidadosamente e consistentemente. S&o
melhores determinadas, selecionando-se primeiro, um tempo de incubagédo fixo, e

depois realizando uma série de diluigBes experimentais, com pequenos volumes.

A coloragdo alcancada pelo uso de diferentes dilui¢des sera freqlientemente
idéntica ou semelhante. Neste caso, 0 custo do reagente pode vir a ser um fator

importante na escolha da dilui¢éo ideal.

Incubagdes:

Tempo de incubag&o: amaior concentracdo de anticorpos especificos (e maior
afinidade) permite um menor tempo de incubacao.

O tempo de incubag&o para o anticorpo primério pode variar de 1,5 minutos a 48
horas, sendo de 20-30 minutos, o tempo mais usado. Incubagdes do anticorpo primério
por 48 horas permitem, mais do que qualquer coisa, uma grande economia, porque
diluicbes muito altas de antisoro podem ser usadas. O equilibrio normalmente ndo é
alcancado antes de 20 minutos. Tempos de incubacdo inconsistentes podem causar
variagdes na intensidade e qualidade total da coloracéo.

Temperatura de incubacdo: o equilibrio nas reagbes antigeno-anticorpo é
alcancado mais rapidamente a 37°C, em comparagdo com a temperatura ambiente. Por
iISSO muitos pesquisadores preferem incubar em temperatura maior. Um aumento na
temperatura de incubacdo permite uma maior diluigdo do anticorpo. Se a dilui¢do néo é

aumentada, o tempo de incubagdo pode ser menor.

Métodos de Coloracao

Existem muitos métodos imunoenzimaticos que podem ser usados para localizar
antigenos. A escolha é baseada nas necessidades individuais de cada laboratorio, tais
como o tipo de espécime a ser investigada, o grau de sensibilidade necessaria, o tempo

de processamento e 0 custo.
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Método Direto

Nesta técnica, um anticorpo priméario é quimicamente ligado a uma enzima
(anticorpo conjugado). O anticorpo conjugado €, a seguir, incubado com a amostra de
tecido e reagird com o antigeno. A subsequente aplicacdo de um substrato cromogénico
implicard na producdo de um produto final colorido que se precipitard no local,

revelando desta forma, a presenca do antigeno.

Método Indireto (dois passos)

Neste método um anticorpo primario ndo conjugado se liga ao antigeno. Um
anticorpo secundério, marcado com uma enzima, é aplicado contra o anticorpo primario
(agora considerado o antigeno), seguido pela solucéo do substrato cromdgeno.

Este método é mais versatil do que o método direto porque uma variedade de
anticorpos primérios, a partir da mesma espécie, podem ser usados com 0 mesmo
anticorpo secundério marcado. O procedimento é também, algumas vezes, mais sensivel
do que o metodo direto, porque alguns anticorpos secundérios parecem reagir com
diferentes epitopos localizados no anticorpo primario. Como consequéncia disto, mais

moléculas de enzima se ligam no sitio do antigeno, o que resulta na maior sensibilidade.

Método Indireto (trés passos)

Neste método, um segundo anticorpo conjugado com enzima € adicionado ao
previamente descrito. O anticorpo primario e o anticorpo secundério conjugado s&o
aplicados seqliencialmente, seguidos por um terceiro anticorpo conjugado com
enzima, especifico para o anticorpo secundario.

A terceira camada de anticorpo tem a funcdo de amplificar o sinal. A enzima
adicional colocada no sitio do antigeno produz uma maior intensidade de coloragéo. A
amplificacdo do sinal é particularmemnte importante quando os antigenos tem um

namero limitado de epitopos.

Coloracao Inespecifica de Fundo
E a coloragfo positiva, em determinada amostra, que nio resulte de interagio

antigeno-anticorpo.
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A causa mais comum é a ligacdo de proteinas aos elementos de tecido
conjuntivo e coldgeno com fortes cargas elétricas. Os anticorpos séo proteinas. Caso a
primeira solugéo de proteinas aplicadas ao tecido seja 0 anticorpo primario, este pode
ser inespecificamente absorvido nestes locais com intensas cargas elétricas. O anticorpo
secundario, vindo a seguir, liga-se ao primério, e desta forma, ocorrera a reagdo de
coloracéo. A coloragéo positiva destes locais deve-se, ndo a existéncia de antigeno nos
tecidos, mas a ligacéo inespecifica de anticorpos ao colageno no tecido conjuntivo.

Como evitar: atraves da adi¢do de uma solugdo de proteina indqua & amostra,
antes da aplicacdo do anticorpo primario. Esta proteina preencherd estes componentes
teciduais ricos em cargas elétricas, ndo deixando espaco para a absorcéo inespecifica do
anticorpo priméario. A fonte mais comum de solugdo protéica utilizada para esta
finalidade é o soro ndo-imuneda mesma espécie animal que produziu o anticorpo
secundério. Este cuidado permite a prevencdo da coloracdo falso-positiva devido a
ligacdo do anticorpo secundério com componentes na solugéo protéica.

A adicéo de albumina do soro bovino(BSA) 2-5% aumentard a concentragdo de
proteinas e reduzird ainda mais a coloragdo inespecifica. O soro ndo imune € aplicado a
amostra tecidual por 10 a 20 minutos. Esta etapa néo € seguida por uma lavagem, mas o
Soro em excesso € apenas escoado, permanecendo uma delgada camada envolvendo o
tecido quando da aplicagdo do anticorpo primario. E necessario que permaneca uma
quantidade pequena do soro, caso contrario o anticorpo primario ser significativamente

diluido, resultando em reducéo da intensidade de coloracéo do antigeno em pesquisa.

4. PROTOCOLOS

Imunohistoquimica
Coleta de Material:

Retirar o segmento de interesse

Lavagem do segmento — PBS (phosphate buffered saline/tamp&o fosfato
salinado)

Fixacdo: Paraformaldeido- 3 hrs

Lavagem do material com PBS — (2 x 10 min)

Manter o material em PBS com azida sddica (0,08%) para posterior dissecgao.
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Disseccédo
Apos a disseccdo, manter as membranas em PBS com azida.
Realizar a primeira lavagem (2x 500 pyL por 5 min) em PBS + detergente*
Triton X-100 (0,05%)
*O detergente desestabiliza e gera buracos na membrana plasmaética (bicamada
lipidica) que permitem melhor fluxo de substancias, como os anticorpos, para

dentro da célula.

Bloqueio

Preparar a solucéo de bloqueio e manter as membranas por uma hora.

Solugéo: PBS + azida + Triton + soro de cabra 20% + albumina de soro bovino
(BSA) 10%.

Anticorpo Primério:
Incubar em anticorpo primario por 48 hrs.

Solucgéo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA + anticorpo 1°

Anticorpo Secundéario:
Realizar a segunda lavagem — (3 x 500 pL por 5 min) em PBS + Triton
Adicionar a solugdo contendo o anticorpo secundério. Incubar por 2 hrs.

Solucgéo: PBS + azida + triton + soro de cabra + BSA + anticorpo 2°

Montagem das laminas:

Apos a terceira lavagem em PBS (3 x 500 pL por 5 min)
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5. ESTUDO MORFOQUANTITATIVO E ANALISE ESTATISTICA
ApoOs a realizacdo do experimento, que envolve as etapas de tratamento,
eutanasia e realizagdo das técnicas descritas acima, faz-se necessario determinar as
melhores estratégias de obtencdo dos dados e analises dos mesmos. Duas categorias de
analise sdo extensivamente utilizadas: Anélise quantitativa, que fornece informacdes de
densidade ou numero de células/ganglio e analise morfométrica, que se refere a medida
do perfil neuronal ou glial, ou seja, a area média do corpo celular.
Em primeiro lugar, é interessante determinar a regido do segmento que esta
sendo estudado. Para isso, é realizada uma divisdo didatica considerando a
circunferéncia intestinal (Figura 1.A). ApOs seccionado na regido mesentérica, 0
preparado de membrana apresenta duas regides mesentéricas (M - mais externas), uma
regido antimesentérica (AM — mais central) e duas regies intermedirias (I), que se
intercalam entre M e AM (Figura 1.B). Estas regides podem ser determinadas nas

ldminas com auxilio de uma régua e canetas para retroprojetor.

Figura 1. Diviséo didatica da circunferéncia intestinal.

A quantificacdo neuronal por densidade se baseia na contagem ou captura de
imagens em campos aleatérios dentro da regido (ou regides) escolhida para estudo.
Quando a lente objetiva utilizada para analise ¢ de 20X, utilizam-se geralmente 32
campos microscépicos, em capturas de imagens nas laminas de imunofluorescéncia.
Para a contagem direta no microscopio utiliza-se objetiva de 40X e 80 campos
microscopicos (este nimero pode variar dependendo da pesquisa que esta sendo
realizada). Pode-se realizar a analise em apenas uma regidao (I ou AM), ou dividir a

quantidade de imagens abrangendo ambas regiGes, o importante € seguir um padrdo
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para todos os animais. A regido mesentérica (M) é pouco utilizada por sofrer injarias
durante o processamento, tornando a visualizacdo celular mais dificil. Apds a captura
das imagens realiza-se a contagem de todos 0s neurdnios, obtendo-se uma soma que,
juntamente com a area analisada, sera convertida em neurdnios/cmz, neurdnios/mm? ou
neurdnios/area total analisada.

Para a quantificagdo por ganglio, realiza-se a captura e contagem de 50 ganglios
aleatorios/animal e os valores sdo expressos como neurdnios/ganglio e/ou glias/ganglio.
No caso de dupla-imunomarcacéo para neurdnios e células da glia, os resultados podem
ainda ser expressos como relagéo glia/neurdnio.

Para a analise morfométrica sio mensuradas areas (um?) dos corpos celulares de
100 neurdnios ou células gliais/animal por meio do programa Image-Pro Plus versdo 4.5
(Media Cibernetics).

Andlises estatisticas

Os dados devem ser analisados quanto a sua distribuicéo (normalidade) por meio
do teste Kolmogorov-Smirnov (KS). Dados paramétricos (distribuicdo normal) séo
submetidos & Analise de Variancia (one-way ANOVA) e poés-teste de Tukey com o
auxilio do programa estatistico GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc.). Dados
ndo-paramétricos sdo analisados por delineamento em blocos com o programa Statistica
(StatSoft). O nivel de significancia adotado é de 5% e os resultados podem ser

expressos como média + desvio padrdo ou media + erro padréo.
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Minicurso 10
Origem da Saude e Doenca em Fases Criticas do
Desenvolvimento: Influéncias do Ambiente
Perinatal na Vida Adulta

Laboratdrio de Biologia Celular da Secre¢do (Bloco H67/sala 19)

Orientadores:Profa. Dra. Marialba A. Alves Castro Padro e Prof. Dr. Paulo Cezar de
Freitas Mathias

Ministrantes:Audrei Pavanello, Flavio Andrade Francisco, Kelly Valerio Prates, Laize

Peron Tofolo, Rosiane Aparecida Miranda, Vander Silva e Veridiana Mota Moreira

INTRODUCAO

Obesidade é o resultado de um desequilibrio energético em longo prazo, onde a
ingestdo excede o gasto energético diério levando a sintese e estoque excessivo de
triacilglicerois no tecido adiposo. Nas Ultimas décadas a obesidade tem se alastrado por
diversas populagBes e faixas etarias em todo o mundo. A obesidade e seus problemas
correlacionados séo considerados atualmente uma crescente epidemia de satde publica,
particularmente nos Estados Unidos da America (EUA). Correntemente 34% da
populacdo dos EUA ¢, clinicamente, considerada obesa (IMC>30) e 68% sdo
sobrepesados (IMC>25) mais que o dobro da média em todo o mundo(Janesick and
Blumberg, 2011). Recentemente vem sendo observado uma epidemia de obesidade
também em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil (Martins et al., 2004,
Sawaya et al., 2004).

Um dos maiores problemas do estudo da obesidade é que a regulagdo do balango
energético é de grande complexidade, envolvendo causas multifatoriais, tais como
fatores genéticos, neurais e endécrinos entre outros. O metabolismo é um alvo muito
importante para disfuncdo do controle do peso corporal, incluindo os niveis de insulina

na circulacdo (Plagemann, Heidrich et al., 1992; Hill e Peters, 1998; Rodrigues, De
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Souza et al., 2007). Estudos vém mostrando que dentre as varias possiveis causas, a
obesidade pode ser provocada por uma programacdo metab6lica no inicio da vida pré
e/ou perinatal, fato que se deve a alteraces metabdlicas que induzem o individuo a um
desequilibrio nas vias centrais (orexigénicas e anorexigénicas) de controle que regulam
0 balango enérgico (Vickers et al., 2000, Breier et al.,, 2001, Plagemann, 2005,
Krechowec et al., 2006, Armitage et al., 2008).

Alimentacéo rica em gordura interrompe o complexo equilibrio de mediadores
metabodlicos e enddcrinos, como leptina, insulina e glicocorticoides que controlam o
gasto de energia e ingestdo de alimento (Fehm, Kern et al., 2006; Badman e Flier, 2007;
Gerozissis, 2008). No outro extremo, a subnutri¢do ainda hoje afeta inimeros paises em
todo 0 mundo, sendo os paises subdesenvolvidos os principais alvos das consequéncias
fisiopatoldgicas dessa injuria(De Moura e Passos, 2005). Os efeitos da desnutricéo,
como baixo peso, menores reservas energéticas, dentre outros, vem sendo sobrepostos
nos ultimos anos pela obesidade(Batista Filho e Rissin, 2003; Siqueira, Appolinarioet
al., 2004; Hallal, Wells et al., 2005). Quando ocorrida no inicio da vida, a subnutricéo é
responsavel por programar permanentemente o individuo para distrbios metabdlicos na

vida adulta (Plagemann, Harder et al., 2000; Coupe, Dutriez-Casteloot et al., 2009).

Desde a década passada o sistema nervoso central (SNC) vem sendo
reconhecido como um fator chave no controle da homeostase energética, mediado
principalmente pela regido hipotalamica(Berthoud e Morrison, 2008). O nucleo
arqueado (ARC) é uma regido de neurdnios extremamente importantes para o controle
do peso corporal. No ARC, convergem a maioria dos sinais nutricionais e hormonais da
periferia. Esses sinais sdo processados e distribuidos para outros centros, em outras
regibes do cérebro que irdo determinar comportamentos para manter o equilibrio do

consumo e gasto de energia(Williams, Bing et al., 2001).

O estado metab6lico no SNC é mediado em parte pelos niveis circulantes de
insulina e leptina (Abizaid e Horvath, 2008; Obici, 2009). O ARC atua integrando esses
sinais periféricos e essa informagdo é repassada a varios alvos hipotaldmicos de segunda
ordem para que ocorram respostas adequadas para cada situacdo metabolica
(Yoshimatsu, Egawa et al., 1993; Gao e Horvath, 2008). Como o hipotalamo constitui
um dos principais centros de ativagdo do sistema nervoso autondmico (SNA), essas
respostas sdo encaminhadas e os sinais autondémicos séo transmitidos por dois principais
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componentes eferentes: Sistema Nervoso Simpatico (SNS) que secreta noradrenalina,
agindo através dos receptores adrenérgicos e Sistema Nervoso Parassimpéatico (SNP)
que secreta acetilcolina que age através de, principalmente, receptores muscarinicos, em
varios tecidos da periferia, incluindo o péancreas (Ashcroft e Ashcroft, 1992;
Yamaguchi, 1992; Ahren, 1999). As eferéncias do SNA para as células beta
pancreéticas desempenham fungBes importantes na regulacdo da secrecdo de insulina,
de maneira geral a ativagdo do SNP potencializa a secrec¢do de insulina estimulada pela

glicose (Gilon e Henquin, 2001) ao passo que 0 SNS inibe(Ahren, 2000).

Ha décadas surgiram hipoteses de que os modelos de obesidade genéticos e
experimentais apresentam um desarranjo na atividade do SNA, sendo o componente
parassimpatico hiperativo enquanto o simpético tem atividade reduzida, o que explicaria
a hiperinsulinemia e resisténcia periférica e central & acdo da insulina (Bray e York,
1979; Bray, 1991; Bray, 1998; Balbo, Grassiolli et al., 2007). O nervo vago, principal
nervo parassimpatico, possui um importante papel na interagdo entre 0s mecanismos
centrais e periféricos. No seu trajeto o nervo vago da origem a VAarios ramos que
inervam a faringe e a laringe, entrando na formacao dos plexos viscerais que promovem
a inervagdo autondmica da maioria das visceras torécicas e abdominais (Guyton e Hall,
2006).

Como vem sendo mostrado através de varios trabalhos experimentais, 0s
modelos de obesidade mais comumente utilizados em laboratorios experimentais sao,
entre outros, os produzidos por inducdo de lesdes nas células do ARC atraves de
aplicacdes subcutaneas de glutamato monossodico (MSG) durante os primeiros dias de
vida do animal (Olney, 1969, Nascimento Curi et al., 1991), os modelos por indugéo
através de dietas rica em gorduras (Howard, 2002, Prada et al., 2006) e por uma
programacdo metabolica pds-parto através da superalimentacéo da prole por reduzir o

tamanho normal da ninhada(Davidowa, Plagemann, 2000).

Nosso laboratério vem mostrando, através da medicdo direta da atividade
elétrica do nervo vago, que ratos alimentados com dieta hiperlipidica (ratos-HFD)
apresentam elevada atividade parassimpédtica em jejum (Barella et al. 2012), assim
como em outros modelos de obesidade (Scomparin, Gomes et al., 2009). Segundo

Balbo et al. (2000; 2002) a obesidade de ratos obesos-MSG € parcialmente revertida
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pela vagotomia bilateral subdiafragmética. Assim como a resisténcia a insulina (Balbo,

Mathias et al., 2000; Balbo, Bonfleur et al., 2002).

Desse modo, considerando a linha de pesquisa do nosso laboratério, nos
propomos aqui a oferecer um curso que aborde um pouco a temética envolvendo a
etiologia da obesidade e os mecanismos de regulacdo de secrecéo de insulina e controle
glicémico, os quais sdo pardmetros metabdlicos classicamente alterados em individuos

obesos.

Objetivo

Discutir mecanismos fisiopatologicos da origem da salde e doenga em fases
criticas do desenvolvimento com énfase nas influéncias do ambiente perinatal na vida

adulta.

Metodologia

O curso oferecera praticas experimentais utilizando ratos Wistar adultos (80 a 90
dias de vida), obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringé e
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia
Celular. Os protocolos experimentais serdo desenvolvidos de acordo com as normas do
Comité de Etica para Uso e Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de

Maringa.

1. Inducdo de obesidade em modelos animais

1.1 Obesidade por Reducdo de Ninhada

A obesidade induzida por redugdo do tamanho normal da ninhada consiste de uma
reducdo da ninhada para 3 filhotes, por mée lactante, para que os mesmos tenham maior

oferta de leite e, com isso, sejam superalimentados.

2 Procedimentos Cirargicos para Estudar o Envolvimento do SNA
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2.1 Canulacdo da veia jugular:

Essa cirurgia implica no implante de uma canula de silicone na veia jugular externa
direita em ratos sob efeito da mistura anestésica quetamina/xilasina (3 + 0,6mg/100g de
MC, respectivamente). Através de uma incisdo na regido cervical anterior, para isso 0s
tecidos devem ser dissecados até a visualizacdo da veia e em seguida a cénula de
silicone inserida dentro da veia com o auxilio de uma agulha adaptada. Apds, a canula
deve ser afixada ao muasculo peitoral maior através de uma sutura simples com fio de
algoddo. A canula deve ser preenchida com solugdo de heparina a 10% (Liquemine®)
diluida em salina (0,9% de NaCl), para evitar a entrada de sangue e a consequente

formacéo de codgulos no seu interior.

Esse procedimento € realizado para executar um teste importante que permite
avaliar o controle glicémico em uma situacdo poés-prandial.denominado teste de

tolerancia a glicose intravenosa (ivGTT).

2.2 Teste de tolerdncia a glicose intravenosa (ivGTT — intravenous glucose test
tolerance)

Com o intuito de observar o controle glicémico, os animais serdo submetidos ao

ivGTT. Para a realizagdo do procedimento, sob anestesia via intramuscular de xilasina e
quetamina (0,6mg+3mg/100g MC, respectivamente), 0s ratos passardo por uma cirurgia
para a implantacdo de uma céanula de silicone na veia jugular direita. A cénula sera
fixada nas costas dos animais para evitar que o animal a rejeite. Para evitar o
aparecimento de codgulos, periodicamente a canula sera lavada com solucdo de salina
contendo heparina (50 Ul/mL). Depois de um dia da cirurgia os ratos serdo submetidos
a 12 horas de jejum. Sem qualquer anestesia, serdo retiradas amostras de sangue (200
uL) através da canula. Primeiramente serd retirada uma amostra basal (tempo zero) e
logo em seguida os animais receberdo, também via cénula, uma carga de glicose
correspondente a 1g9/Kg de peso corporal do animal. Aos 5, 15, 30 e 45 min serdo

colhidas amostras de sangue que serdo posteriormente dosadas.
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2.2.1Dosagem dos niveis de glicose plasmatica

A determinacdo dos niveis plasmaticos de glicose sera realizada em aliquotas de
plasma (10 uL), por meio da utilizagdo de método enzimatico colorimétrico da glicose-
oxidase por meio de espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomético, BIO
200FL, Bio Plus®, Sdo Paulo/SP, Brasil), utilizando kit comercial (Gold Analisa®, Belo

Horizonte/MG, Brasil). Os resultados seréo expressos em mg/dL.

2.3 Isolamento de Ilhotas Pancreaticas

O isolamento de ilhotas pancredticas se dard pela técnica de digestdo do
pancreas com colagenase. No minimo, 3 animais por grupo serdo usados para se isolar
as ilhotas. Para testar a capacidade secretora das ilhotas, estas serdo colocadas em placas
para cultura de células, (4 ilhotas/pogo) serdo previamente incubados por 1 ha 37 °C em
1 mL de solucdo Krebs-Ringer [(mmol/L): NaCl, 115; NaHCOs;, 24;KCI, 1,6;
MgCI6H,0, 1; CaCl,2H,0, 1; SAB, 15; e pH 7,4] contendo glicose a 5,6 mmol/L,
oxigenada (0,,95% + CO,, 5%). Em seguida o sobrenadante serd aspirado dos pocos e
colocado 1 mL de uma nova solugdo Krebs-Ringer contendo uma das diferentes
concentragcdes de glicose [(mmol/L): 5,6; 8,3; 11,1; 16,7; 20,0 ou 24,0], e entdo
novamente serdo incubadas por mais 1 h a 37 °C oxigenada (02,95% + CO,, 5%). Ao
final da incubagdo o sobrenadante sera coletado dos pocos e congelado a -20 °C em
freezer (Freezer F250, Eletrolux®, Brasil) para a posterior dosagem de insulina pelo

método deRadioimunoensaio.
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