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1. INTRODUCAO

Desde seus primordios a humanidade faz uso de plantas no tratamento de uma grande
variedade de doencas. Existe registros do uso de extratos, chas e outras formulagbes de
plantas de cerca de 3 mil anos a.C. E as origens sdo provenientes de diferentes lugares e
costumes, chineses, sumérios, babildnios, egipicios e gregos. Diversas tribos de indios fazem
0 uso de plantas para fins como: curar doengas ou venenos para ponta de flechas.

Devido sua grande extensdo geografica e sua flora privilegiada o Brasil se destaca no
cenério dos paises com uma das maiores diversidades de plantas medicinais. No entanto,
poucas pesquisas relevantes sdo desenvolvidas com o intuito de comprovar a eficécia de
produtos naturais com real efeito terapeutico.

Em termos conceituais todo medicamento tecnicamente obtido exclusivamente de
plantas como matéria-prima é um produto ou medicamento fitoterdpico. Qualquer efeito
terapeutico de um produto fitoterapico se deve ao principio ativo presente em tal produto.
Principio ativo é uma substancia, quimicamente caracterizada (conhecida), que apresenta uma
acdo farmacoldgica e terapéutica. As subsancias quimicas, presentes em plantas, que
apresentam atividade farmacoldgica sdo geralmente provenientes de seu metabolismo
secundario. Os trés principais grupos de compostos secundarios sdo os terpenos, os fendis e 0s
alcaldides. Contudo, essa definicéo ndo é totalmente rigida.

Os terpenos: € o maior grupo de compostos secundarios que ocorre nos vegetais
(CsHs)n. Podém ocorrer de forma livre nos tecidos vegetais, ou sob a forma de glicosideos,
ésteres e 4cidos organicos e, em alguns casos, associados a proteinas. Alguns terpenos podem
funcionar como compostos essencias para o funcionamento da fotossintese (fitol das clorofilas
a e b), nos carotendides e nos compostos de transporte eletrdnico (plastoquinona) e respiracéo
(ubiquinona). Outra funcdo metabdlica bésica dos terpenos esta relacionada ao transporte de
acUcares através de membranas celulares e reguladores do crescimento ou horménios de
plantas, tais como, as giberelinas e o &cido abscisico.

Os fenois: sdo compostos que apresentam pelo menos um grupo hidroxila ou derivado
funcional ligado a um anel aromatico (CsHsOH). E talvez o mais importante grupo de
compostos do metabolismo secundéario das plantas. Arbutina, hidroquinona, acido galico,
acido cinamico, cumarina, lignina, flavononas, flavonas e antocianidinas sdo alguns dos
principais fendis. Entre as funcbes bioldgicas dos fendis podemos destacar: antibidticos
(cumarina), inibidores da germinagdo de sementes (cumarinas e escopoletina), reguladores de
crescimento (&cidos lunalarico e abscisico), protecdo contra radiacdo ultravioleta e

microrganismos (flavonodides), funcdo estrutural, protecdo contra desidratacdo e



microrganismos (lignina) além destes alguns fendis sdo importantes sinais de comunicacdo
entre plantas e microganismos ou insetos, atraindo ou repelindo.

Os alcaldides: sdo substancias que contem nitrogénio, geralmente compondo um anel
heterociclico. Funcionam como produtos de excressdo (da mesma forma que a uréia e o acido
drico ou uréia nos animais), agem como reserva de nitrogénio, sdo reguladores do crescimento
(geminag&o) e agentes de defesa da planta.

Estudar o uso de plantas medicinais no tratamento de doencas como o diabetes,
inflamacGes agudas ou cronicas e até mesmo alguns tipos de cancer, tem despertado a atencdo
de ulguns pesquisadores. Dessa forma, este mini-curso tem por objetivo, ndo esgotar o
assunto, mas realizar uma pequena discugdo sobre o uso de fitoterdpicos no tratamento do

diabetes tipo 1 e da colite.



2. MODELOS EXPERIMENTAIS
2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é uma patologia metabdlica de etiologia multipla, caracterizada pela
deficiéncia relativa ou absoluta da insulina em exercer sua acdo sobre 6rgdos-responsivos-
alvo, consequentemente a glicose permanece em concentracdo alta no sangue, com
anormalidades observadas no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos.

Existem duas formas principais de classificar o diabetes: o diabetes Tipo 1 que é
caracterizado pela deficiéncia na produgéo e/ou secresséo da insulina, tendo como causa uma
falha das células beta-pancreéticas, esta falha pode ser por doencgas autoimune ou por estresse
oxidativo devido a elevados niveis glicémicos. Este tipo de diabetes é também conhecido
como insulino dependente, isso porque, a principal forma de tratamento é por ingecdes de
insulina exdgena. Diabetes Tipo 2 é também conhecido como ndo dependente de insulina, j&
que no tratamento ndo se faz o uso de insulina exdgena.

Existem alguns modelos experimentais que s&o utilizados em pesquisas sobre o
diabetes, como por exemplo, a administracdo de agentes citotoxicos para as células beta-
pancreéticas, como a aloxana e a estreptozotocina 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) € um antibidtico, de natureza glicosamina-nitrosuréia, com
propriedades toxicas, isolada de Streptomyces achromogenes e é captada pelas células beta-
pancredticas atraves de transportadores de glicose GLUT-2. Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar a acdo da estreptozotocina sobre danos as células beta-pancreaticas,
Bolzan e Bianchi (2002), relataram que a STZ interfere no metabolismo energético das
células beta-pancreaticas, comprometendo a biossintese de insulina e resultando em apoptose
celular.

Em nosso laboratdrio, para o estabelecimento do modelo animal de diabetes mellitus
realizamos uma injecdo endovenosa (veia peniana) de STZ dissolvida em tampéo citrato 10
mmol/L (pH 4,5), em ratos submetidos a um jejum prévio de quatorze horas, na dosagem de
35 mg/kg de peso corporal. Posteriormente, os animais sdo mantidos em jejum por duas horas
para que ndo haja competicdlo da STZ com a glicose circulante pelas células beta-
pancreéticas. Apds quatro dias de indugdo, o sangue coletado dos animais é usada para
mensuracdo da glicemia com glicosimetro (Accu-Chek Active, Roche Diagnostics,
Mannheim, BW, Alemanha), 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 ragao).
Geralmente, os primeiros sinais e sintomas do diabetes comegam aparecer nos ratos
desde os primeiros dias de inducdo da doenca. 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.

2.2. Colite

O sistema digestorio humano é formado por diversas estruturas que sdo especializadas
para realizar basicamente a funcdo de digestdo e absor¢do dos nutrientes ingeridos na
alimentacdo. Existem inlimeras patologias associadas a este sistema, e dentre elas, algumas
sdo agrupadas dentro das Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIIs), as quais, como o proprio
nome retrata, sdo caracterizadas por inflamagdes no trato digestivo. Para estudarmos um
pouco a respeito destas doencas, necessitamos previamente de uma breve introdugéo sobre o
nosso sistema digestario.

Este sistema é composto por diversos 06rgdos que formam o tubo do trato
gastrointestinal (TGI) e por glandulas associadas, como o figado e o pancreas. O TGI pode ser
funcionalmente dividido em segmento digestorio superior, composto pela cavidade oral,
esofago e estdmago, com as fungdes principais de degluticdo e digestdo, e em segmento
digestério inferior, formado pelo intestino delgado e intestino grosso, responsaveis pela
absor¢do dos nutrientes. Este ultimo segmento é a por¢do do TGI que é afetada pelas Dlls.

Em cortes histologicos, os diversos segmentos do tubo digestorio possuem
caracteristicas estruturais comum, que envolvem a presenca de uma parede formada de quatro
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. Focaremos nossa discussdo na histologia
dos 6rgdos do segmento do tubo digestdrio inferior. Neste caso, temos que a primeira camada
voltada para o limen do intestino é a camada mucosa, responsavel por prover uma barreira
seletivamente permeavel entre o conteldo do tubo e os outros tecidos internos, além de
finalizar a digestdo e realizar a absorcdo de moléculas. A camada submucosa, localizada
adjacente & membrana mucosa, é formada por uma grande quantidade de tecido conjuntivo e
vasos sanguineos. Ja a terceira camada, a muscular, é formada por duas subcamadas que se
diferenciam pela orientagéo das fibras musculares, a camada circular interna e a longitudinal

externa, sendo que elas sdo responsaveis pela movimentagdo do TGI, como exemplo 0s



movimentos peristalticos. Por fim a camada serosa € formada por uma membrana delgada de
tecido conjuntivo, com finalidade de revestir todo o TGI.

Vale ressaltar que estes 6rgdos séo controlados por alguns comandos provenientes do
sistema nervoso central, porém a grande parte de seu controle é realizada pelo Sistema
Nervoso Entérico (SNE). Este sistema € formado por uma complexa rede intrincada de
neurdnios, que sdo organizados em ganglios, que podem estar presente tanto na camada
submucosa, sendo nomeado Plexo Submucoso, como também entre as camadas musculares,
conhecido por Plexo Mioentérico. Este sistema neuronal impar é de extrema importancia,
visto que sua degeneracdo pode levar a sérias complicacbes, como constipagdo, diarreia,
incontinéncia fecal, entre diversas outras patologias.

Tendo em vista esta incrivel organizacdo dos tecidos em nosso sistema digestorio,
podemos agora avaliar o potencial de inflamacfes nestes 6rgdos. Discutindo brevemente
sobre inflamagdes de um modo geral, temos que, os processos inflamatorios, primariamente,
sd0 processos “benéficos” para o organismo, constituindo uma importante linha defesa do
corpo. Porém em alguns casos, como nas DlIIs, ela pode vir a ter um efeito contrario do
desejado, sendo prejudicial a homeostasia. A reacdo de inflamagdo é, muito resumidamente,
um processo o qual tecidos vascularizados reconhecem algum agente agressor, e iniciam o
processo de aumento da permeabilidade vascular, permitindo que células do sistema imune
cheguem mais facilmente ao local, e eliminem o agente agressor. Este processo todo é
mediado por células do sistema imune, principalmente os leucdcitos, responsaveis pela
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias (interleucinas (IL), TNF-a, NF-«f, entre outros).

Retornando o foco aos 6rgdos do segmento inferior do trato digestério, trataremos
agora das DIIs que acometem esta regido. Estas doencas inflamatérias incluem duas formas
principais, a colite ulcerativa e a doenga de Crohn. Embora ambas sejam patologias distintas,
elas apresentam algumas caracteristicas em comum, como a origem idiopéatica, 0s cursos
alternados de remisséo e ativagdo da inflamacdo, e as manifestacfes clinicas, como dores
abdominais, diarreia severa, sangramento retal, febre, perda de peso e possiveis complicacoes
sistémicas.

A colite ulcerativa é a forma de DIl mais branda, porém ndo menos prejudicial. Ela
afeta apenas a mucosa do intestino grosso, podendo se estender até o reto. Esté relacionada
com uma inflamagdo mediada por células auxiliares do tipo 2 (Th2), que liberam IL-4, IL-5 e
IL-13. Em alguns casos de colite ulcerativa o tratamento pode ser realizado por remogéo
cirirgica do colo. J& a doenga de Crohn pode atingir desde a porcédo final do ileo até o

intestino grosso. E caracterizada por processos inflamatérios cronicos, com lesdes trasmurais,



ou seja, que afetam todas as camadas da parede do 6rgdo. As lesdes também sdo bem
demarcadas, e séo intercaladas por regides do segmento sem inflamag&o. Neste caso pode
haver formag&o de granulomas (acimulo de linfdcitos na parede intestinal), oclusdo do limen
intestinal por fibrose, formacéo de fistulas (regibes do intestino ligadas a outros 6rgdos) e
perfuragdes intestinais. As principais células associadas a este tipo de DIl sdo as células
auxiliadoras tipo 1 (Thl), que produzem TNF-a, interferon-y, IL-12, entres outras citocinas.

Além de prejudicar a morfologia e a fisiologia da parede intestinal, as DIls também
afetam o SNE, alterando a arquitetura padrdo dos plexos, gerando trocas nos contetidos dos
neuropeptideos e levando, por fim, a morte de parcela da populacdo neuronal. Esta morte dos
neurdnios entéricos est4 associada aos processos que ocorrem no inicio da inflamagéo, uma
vez que foi relatada a presenca de neutrofilos e eosindfilos adjacentes aos ganglios submucoso
e mioentérico.

Existem algumas teorias que tentam explicar a origem destas DIls, mas
particularmente, uma delas é a mais estudada e mais aceita. Esta teoria discorre sobre a
relacdo das bactérias comensais da flora intestinal com o sistema imune da mucosa.
Resumidamente, o problema estaria na regulacdo das células T do sistema imune, o qual,
devido a algum defeito, ndo reconhecem as bactérias naturais da flora, reagindo contra estas,
desencadeando reacdes inflamatorias. Os pesquisadores estdo buscando a origem destes
defeitos em fatores genéticos, porém esta tarefa € um pouco complexa. Entretanto cientistas
descrevem a associacdo de defeitos no gene CARD15, que codifica proteinas relacionadas
com a identificacdo das bactérias comensais, com o desenvolvimento de DII. E ainda ndo
descartam a influéncia dos fatores ambientais para a quebra desta homeostasia da mucosa
intestinal, como os principais fatores desencadeantes os habitos de fumar, de usar antibiéticos
e drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais, o estresse e uma alimentag&o rica em aditivos.

Para o estudo das DlIs foram desenvolvidos numerosos modelos em animais que
simulam a inflamagdo no trato digestorio. Destacam-se 0s modelos que utilizacdo
manipulacdo genética, como camundongos que possuem delecdo de IL-2 e IL-7, além de
modelos que induzem a colite com compostos quimicos. Os compostos s&o dos mais variados
tipos, como exemplo o &cido acético, iodoacetamina, dextran sulfato de sédio (DSS), e o
utilizado em nosso laboratdrio, a indugdo com &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS).

O modelo de estudo de colite causada por TNBS se baseia no fato de que, com um
aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, ocasionado pelo etanol, utilizado como
solvente do é&cido, permite-se a entrada do TNBS, um hapteno, o qual se associa com

substancias de alto peso molecular, como as proteinas teciduais da lamina propria, e entéo



desencadeia uma resposta inflamatdria. Este processo inflamatério gera caracteristicas
semelhantes & doenca de Crohn.

O tratamento para essas patologias se baseiam na utilizacdo de drogas anti-
inflamatdrias e imunossupressores, como corticoides, a azatioprina e seus derivados, e
principalmente a mesalazina (5-aminossalicilico). Esta ultima droga vem sendo utilizada ha
décadas e, embora seu mecanismo de agdo ndo esteja totalmente esclarecido, resultados
mostram que, quando usada topicamente, possui agdo anti-inflamatéria inibindo a sintese de
leucotrienos, a liberagdo de IL-1 e NF-kf e a formagdo radicais livres.

O uso recorrente dessas drogas acaba gerando efeitos colaterais indesejados, e na
maioria dos casos, ocorre complicacdo da doenga e 0 paciente necessita de intervencédo
cirrgica. Partindo deste ponto, destacamos a importancia do uso de produtos naturais com
potencial anti-inflamatorio para amenizar os diversos problemas causados pelas DlIs.

J& existem pesquisas que mostram, em modelos animais, o efeito positivo de produtos
naturais para o tratamento da colite experimental. Destacam-se entre estes produtos a planta
Zataria multiflora Bois, propria da regido do Paquistdo, Iraque e Ird, que demonstrou mesmo
indice de efeito na reducéo da inflamac&o que uma droga padrdo; o resveratrol, um composto
fendlico encontrado na casca da uva vermelha e no vinho, o qual reduziu a lesdo coldnico,
suprimiu o dano oxidativo e estimulou a apoptose em macrdfagos; o 6leo de copaiba, extraido
da Copaifera langsdorfii, que reduziu os danos teciduais, além de outras plantas.

A casca de catuaba, que é extraida da Trichilia catigua, possui propriedades
interessantes para o possivel tratamento de DllIs. Estudos mostraram que extratos desta planta
possuem efeitos anti-inflamatérios, uma vez que foram capazes de inibir a acdo da enzima
fosfolipase A, (PLA; — responsavel pelo inicio de reacdes inflamatdrias), e também
apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antinociceptivas (diminuem a dor).
Tendo em vista este potencial presente nesta planta, testes precisos poderiam demonstrar um

efeito positivo no tratamento de colite com extratos da casca da catuaba.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Imunohistoquimica — PCNA e Insulina

1) Desparafinizagédo
i) ESTUFA 56-60°C — 15 MINUTOS
i) XILOL 100% I — 15 MINUTOS
iii) XILOL 100% Il — 15 MINUTOS

2) Hidratacéo
i) ALCOOL 100% I (2 min)
ii) ALCOOL 100% II (2 min)
iii) ALCOOL 90% (2 min)
iv) ALCOOL 80% (2 min)
v) ALCOOL 70% (2 min)
vi) AGUA DESTILADA (2 min)

3) Bloqgueio da peroxidase enddgena
i) 15 de bloqueio em solucdo 3% de perdxido de hidrogénio diluido em metanol
100%.
ii) [(Usar cuba normal, no escuro, 100ml de solucdo (3ml H2O; + 97ml metanol)].

iii) Obs.: Preparar solugéo na hora do uso.

4) Lavar em PBS (2X de 5 min)

i) Obs.: Trocar a cuba para lavar bem.

5) Blogueio de ligagdes inespecificas
i) Soro de cabra 10% em PBS (10 min).

6) Anticorpo primério
i) 60 min (Temp. Amb.)

ii) (Dilui¢bes: PCNA 1:100; Insulina 1:500, diluir em PBS)

7) Lavar em PBS (2X de 5 min)



8) Anticorpo secundario

i) 10 min, 1 gota do reagente B por corte (Temp. Amb.)

9) Lavar em PBS (2X de 5 min)

10) Conjugado enziméatico

i) 10 min, 1 gota do reagente C por corte (Temp. Amb.)

11) Lavar em PBS (2X de 5 min)

12) Cromé6geno DAB
i) 15 min, 1 gota da solucéo por corte (Temp. Amb. escuro)
ii) (Solucdo DAB: 1 gota do reagente D1; 2 gotas do reagente D2; 1 gota do reagente
D3; em 1ml de H,0 destilada, em eppendorf envolvido por aluminio — misturar no

agitador de tubos).

13) Lavar em H,O destilada (2X de 1 min)

14) Lavar em H,O destilada (5 min)

15) Contra-coloragéo

i) Cobrir o corte com Hematoxilina de Mayer
16) Lavar em H,O destilada (passar)
17) Lavar em H,O destilada (5 min)
18) Desidratagéo

i) ALCOOL 95% (passar)

if) ALCOOL 100% I (5 min)

iii) ALCOOL 100% II (5 min)

19) Diafanizacéo

i) Xilol-alcool (passar)



i) Xilol 100% I (5 min)
iii) Xilol 100% 11 (5 min)

20) Montagem

3.2. Western bloting

Reagentes:

BISACRIL (ACRILAMIDA 30% / BISACRILAMIDA 0,8%):

Acrilamida 309
N,N-metileno-bisacrilamida 0849
Agua tipo | 100 mL

Solubilizar ambos os sais e filltrar a solugdo com filtro milipore 0,45 pum e armazenar em

frasco ambar a 4°C.

TRIS—HCL/SDS0,5M PH 6,8:
Tris base 6,05 ¢
Dodecil sultato de sodio (SDS) 0449

Solubilizar ambos os sais em 40 mL de &gua tipo I. Ajustar o pH com HCI e completar o
volume de 100 mL com &gua tipo I. Filtrar a solucdo com filtro milipore de 0,45 um e

armazenar a 4°C.

TRIS—HCL05MPH6.8:
Tris base 6,05 ¢

Solubilizar o sal em 40 mL de &gua tipo I. Ajustar o pH com HCI e completar o volume de

100 mL com &gua tipo I. Filtrar a solu¢éo com filtro milipore de 0,45 pum e armazenar & 4°C.

TRIS—-HCL1,5MPH 8.8:
Tris base 18,17 g

Solubilizar o sal em 40 mL de &gua tipo I. Ajustar o pH com HCI e completar o volume de

100 mL com &gua tipo I. Filtrar a solu¢éo com filtro milipore de 0,45 pum e armazenar & 4°C.

TAMPAO DE ELETROFORESE (4X CONCENTRADO):




Tris base 12 g

Glicina 579
Dodecil sulfato de s6dio (SDS) 49
Agua destilada g.s.p. 1.000 mL

Solubilizar a solugéo e armazenar em temperatura ambiente (ndo pode ser armazenado em

geladeira devido ao fato de conter SDS).

Para quatro géis, preparar 1200 mL de tampdo de eletroforese 1x concentrado, para
isso, 300 mL do tampéo de eletroforese 4x concentrado + 900 mL de &gua destilada. O

tampdo de eletroforese deve ser desprezado apGs o uso, preparando um novo para cada

corrida.

Proveta de 1000 mL: 750 mL de &gua destilada + 250 mL de tampé&o eletroforese [4X]

Proveta de 500 mL: 150 mL de 4gua destilada + 50 mL de tampdo eletroforese [4x]

TAMPAO DE TRANSFERENCIA:

Tris base 8,79 4359 21759
Glicina 4329 216 g 1084¢
Metanol 600 mL 300 mL 150 mL
Agua destilada 2.400 mL 1.200 mL 600 mL
q.S.p.

Solubilizar e armazenar a 4°C.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Reagentes

SOLUCAO DE KREBS RINGER PH 7 4:
NaCl 1,730 g 3,461 ¢ 6,923 ¢ 13,846 ¢
KCI 0,088 g 0,176 g 0,353 g 0,707 g
CaCl, 2H,0 0,090 g 0,181 g 0,363 g 0,727 g
KH,PO4 0,040 g 0,080 g 0,161 g 0,323 ¢
MgSO, 7TH,O 0,073 g 0,146 g 0,292 g 0,584 g
NaHCO; 0,052 g 0,105 g 0,210 g 0,420 g
Glicose 13,5199 27,038 g 54,076 g 108,153 g




H>0 g.s.p. 250 mL 500 mL 1000 mL 2000 mL

Solubilizar a solucéo, acertar o pH com HCI e armazenar a 4°C.

TAMPAO DE HOMOGENEIZACAOQ:

Tris HCI 50 MM pH 7,2
NaCl 600 mM
EDTA 1mM

Preparar a solugdo e armazenar a 4°C.

Preparo do Tampéo de Homogeneizagéo:

Solucdo mée de TrisHCla 1 M pH 7,2:
Tris base 12114 g

Agua destilada q.s.p. 100 mL

Diluir o Tris base em uma parte de &gua, acertando o pH com HCI e por fim completar o

volume de 100 mL com a &gua destilada e autoclavar.

Solucéo mée de EDTA (s6 solubiliza em pH 8,0):
EDTA 37,224 ¢
Agua destilada q.s.p. 100 mL

Diluir o EDTA em uma parte da &gua (fica esbranquigado) e acertar o pH 8,0 com NaOH e

completar o volume para 100 mL.

Preparo da solucéo final:

TrisHCI1MpH 7,2 5mL 10 mL
EDTA 0,1 mL 0,2 mL
NaCl 3,5064 g 7,0128 g
Agua destilada 94,9 mL 189,8 mL

Homogeneizar todos os reagentes e armazenar a 4°C.

Obs.: para cada 20 mL de solugdo Tampé&o para Homogeneizagéo, colocar 40 pL de inibidor

de protease (se usar inibidor [10x], colocar 4 pL para cada 20 mL).



Colocar um volume de 5 mL por amostra a ser processada.

TAMPAO DE AMOSTRA:

Agua tipo | 3,8 mL
TrisHCI0,5 M pH 6,8 1,0 mL
Glycerol 0,8 mL
Dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% 1,6 mL
2-Mercaptoetanol 0,4 mL
Azul bromofenol 1% 0,4 mL

Solubilizar a solucéo e armazenar & 4°C.

Devido a quantidade de SDS, em baixas temperaturas a solu¢do pode se tornar viscosa, sendo

necessario retirar o material da refrigeracdo cerca de 15 minutos antes de sua utilizagao.

Processamento das amostras
Coletar e manter o material em placa de Petri sobre o banho de gelo;
Transferir o material para o grau contendo 4 mL solucdo de homogeneizagdo e homogeneizar
com pistilo, tentando quebrar a0 méximo o tecido;
Transferir o material para um tubo falcon identificado;
Levar ao mixer e realizar 7 subidas e descidas da amostra;
Centrifugar o material em centrifuga refrigerada por 10 minutos a 10.000 g;
Transferir o sobrenadante para um microtubotubo limpo e descartar o pellet;
Aliquotar o sobrenadante para dosar a concentracdo de proteinas totais pelo método de
Bradford;
Preparar a amostra (600 pL) que serd aplicada em SDS-Page: misturar 75 pL da amostra
(sobrenadante) com 150 pL do tampéo de amostra. Aquecer a 95°C por 4 minutos. Aliquotar
em microtubos contendo 50 pL.

Depois de separadas, as amostras devem ser descongeladas imediatamente antes de
serem aplicadas aos seus devidos pocos no gel, com auxilio de pipeta.

Antes de terminar de encher a cuba com o tampéo de eletroforese, completar o volume
de cada poco com as amostras aplicadas com pequena quantidade de tamp&o de eletroforese,
tomando o maximo cuidado para que ndo haja mistura das diferentes amostras, sé entdo, a

cuba deve ser totalmente preenchida com o tamp&o de eletroforese.



Preparo do gel acrilamida
GEL DE SEPARAGAO TRIS 0,375M PH 8,8 (VOLUME PARA DOIS GEIS):
NOTA: Optamos em utilizar o gel de separagdo descrito no manual fornecido pela Bio-Rad
Laboratories com o sistema de célula de eletroforese Mini-Protean® Tetra Cell System.

Para o preparo do gel, misture todos os reagentes na ordem em que estdo descritos,
exceto o PSA 10% (persulfato de amdnia) e o TEMED, que devem ser adicionados ap6s 15

minutos, sendo o PSA primeiro seguido do TEMED.

Concentragéo Agua Bisacril  TrisHClI SDS10% PSA10% TEMED

Gel Deionizada 30% 1,5M pH (uL) (uL) (uL)
(mL) (mL) 8,8 (mL)
4% 6,1 1,3 2,5 100 50 5
5% 57 1,7 2,5 100 50 5
6% 54 2,0 2,5 100 50 5
7% 51 2,3 2,5 100 50 5
8% 4,7 2,7 2,5 100 50 5
9% 4,4 3,0 2,5 100 50 5
10% 4,1 33 2,5 100 50 5
11% 3,7 3,7 2,5 100 50 5
12% 34 4,0 2,5 100 50 5
13% 31 4,3 2,5 100 50 5
14% 2,7 4,7 2,5 100 50 5
15% 2,4 50 2,5 100 50 5
16% 2,1 53 2,5 100 50 5
17% 1,7 5,7 2,5 100 50 )

IMPORTANTE: Armazenar o TEMED a 4°C e o PSA 10% no freezer.

A escolha da concentracéo do gel deve ser feita levando-se em conta o peso molecular
da proteina a ser estudada. Para determinar a concentracdo do gel ideal, pesquisar o peso
molecular da proteina e consultar literatura a concentragdo ideal relativa ao peso molecular da
proteina investigada.

O gel de separagdo deve ser preparado primeiro. O TEMED é o ultimo reagente a ser
incorporado em ambos 0s géis, uma vez que ele é o catalisador da reacdo. Estando o gel de

separacdo j& colocado entre as placas, uma pequena quantia de &gua destilada deve ser



adiciona sobre ele, impedindo o contato do ar com a superficie do gel, afim de se obter a
polimerizagdo homogénea do gel, tendo em vista que o oxigénio dificulta este processo.
Aguardar em torno de 30 a 50 minutos para que o gel fique solido, desprezar a 4gua e
secar delicadamente a superficie com auxilio de papel absorvente.
S6 entdo, o gel de empacotamento deve ser preparado e aplicado sobre o gel de

separagdo, posicionando o pente adequado logo em seguida.

GEL DE EMPACOTAMENTO TRIS/SDS PH 6,8 (VOLUME PARA DOIS GEIS):
NOTA: Optamos em utilizar o gel de empacotamento (stacking) descrito no protocolo do
laboratério de Micologia — DAC/UEM devido a melhor funcionalidade.

O gel de empacotamento sO devera ser preparado ap6s a polimerizacdo do gel de
separagdo como descrito na segéo anterior.

Para o preparo do gel, misture todos os reagentes na ordem em que estdo descritos,
exceto o PSA 10% e o TEMED, que devem ser adicionados ap6s 15 minutos, sendo o PSA

primeiro seguido do TEMED.

Concentracao Agua Bisacril Tris PSA 10% TEMED
Gel Deionizada 30% HCI/SDS (uL) (uL)
(mL) (mL) 0,5M pH 8,8
(mL)
4% 2,1 0,660 1,26 26 6

Apos o preparo, aplicar o gel de empacotamento sobre o gel de separacéo e seguida
posicionar o pente para formagéo dos pogos onde as amostras deveram ser aplicadas.

Aguardar em torno de 30 a 50 minutos para que o gel fique sdlido, retirar o pente e
secar delicadamente a superficie com auxilio de papel absorvente.

IMPORTAMTE: Nunca deixar formar bolhas entre os géis, elas impedem a transferéncia da

corrente elétrica durante a corrida.
Depois de o gel estar solidificado e os pogos devidamente secos, acoplar o sistema a

cuba.



PREPARO DA ELETROFORESE (CORRIDA)

ACOPLAGEM DO SISTEMA A CUBA DE ELETROFORESE:

Apos o preparo do gel no sistema, conforme descrito no item anterior, este deve ser

acoplado a cuba de eletroforese seguindo as etapas abaixo:
NOTA: Quando for executa uma corrida com dois geis, utilizar apenas o suporte “Electrode
Assembly” (que contém os plugues banana de conec¢do com a fonte) e ndo o “Companion
Running Module” (que ndo contém os plugues). Ao executar quatro géis, utilizar tanto o
suporte “Electrode Assembly” e o “Companion Running Module”.

Posicionar a trava de aperto na posi¢do aberta sobre uma superficie limpa e plana.

Coloque a primeira placa contendo o gel sobre o suporte, com a placa menor voltada para
dentro, apoiando-a sobre 0s pinos existentes na base do suporte, deixando-a acoplada ao
suporte. Note que a placa ficara presa nos pinos em um angulo de repouso de 30°. Certifique-
se de que a primeira placa esta bem posicionada e tome cuidado para que o suporte permaneca
equilibrado e ndo tombe. Agora posicione a segunda placa no outro lado do suporte,
prendendo-a pelos pinos existentes na base do suporte. Neste ponto haverd dois géis em
angulo de repouso no suporte, um de cada lado do suporte.
NOTA: é fundamental que as placas estejam colocadas no suporte com as placas curtas
voltadas para dentro. Além disso, o sistema de travamento das placas ao suporte sé funciona
com duas placas de gel, ou seja, uma em cada lado. Se vocé deseja correr um nimero impar
de géis (1 ou 3), serd necessario acoplar outra placa vazia no lado oposto do suporte para que
o travamento seja possivel. NUNCA INICIE UMA CORRIDA SEM QUE AS PLACAS
NAO ESTEJAM CORRETAMENTE POSICIONADAS E TRAVADAS NO SUPORTE.

Com uma méo, empurre cuidadosamente as placas de gel em diregdo ao centro do
suporte, até que estas estejam apoiadas sobre as juntas verdes que estdo incorporadas ao
suporte.

Mantenha as placas seguras e firmes junto ao suporte como descrito no item anterior,
com o auxilio da outra méo, deslize as travas verdes do suporte até a posicdo de travamento.
Alternativamente, vocé pode acionar as duas travas simultaneamente, tomando muito cuidado
para que os géis ndo saiam do lugar. As travas mantém as placas de gel ligeiramente
pressionadas contra as juntas verdes do suporte, criando um selo a prova de vazamentos,
portanto é crucial que as placas estejam bem posicionadas ao suporte para que a corrida
aconteca de forma correta. Neste ponto, o suporte j& poderd ser levado a cuba e as amostras

aplicadas no gel.



NOTA: se voceé estiver executando mais de dois géis, repitas as etapas de a-d com o suporte
“Companion Running Module”.
IMPORTANTE: nunca tente travar as placas ao suporte sem que elas estejam perfeitamente
alinhadas e estabilizadas no suporte. Para evitar que as placas deslizem sobre o suporte
durante o travamento, mantenha-as seguras em sua posi¢cdo com uma das maos.
ATENCAO: ao executar apenas 1 ou 2 géis, ndo cologue o suporte “Companion Running
Module” na cuba, isso podera levar a um aumento excessivo da temperatura, levando a uma
separacdo inadequada das proteinas.

Depois que as placas contendo o gel estarem presas ao suporte, o sistema devera ser
acoplado a cuba, colocando previamente, aproximadamente 500mL de tampdo de

eletroforese, balancando suavemente o sistema afim de eliminar eventuais bolhas abaixo do

gel.

APLICACAO DAS AMOSTRAS:

Aplicar as amostras nos pogos com auxilio de uma pipeta de Hamilton, respeitando o
volume méximo admitido em cada pogo que € de 30uL.

Lavar bem a pipeta com &gua destilada entre antes de aplicar a amostra seguinte.

Em seguida completar o volume de cada pogo com tampado de eletroforese, com muito

cuidado, posteriormente, o volume total da cuba deve ser completado e iniciar a corrida.

ELETROFORESE (CORRIDA PROPRIAMENTE DITA):
Antes de aplicar a corrente no sistema, verificar se a tampa, bem como os eletrodos
estdo devidamente posicionados.
IMPORTANTE: P6lo POSITIVO » Cabo VERMELHO
P6lo NEGATIVO » Cabo PRETO.

Inicialmente deve se aplicar uma voltagem de 110V, até o corante penetrar no gel de

empacotamento e formar uma linha.

Esta linha indica que todas as proteinas estdo posicionadas no inicio do gel de
separagdo, prontas para a corrida. Neste momento, a voltagem deve ser ajustada para 80V. A
corrida terd terminado quando esta linha sair do gel de empacotamento (cerca de 2 horas de

duracéo).



REMOCAO DO GEL:

IMPORTANTE: Lembrar de marcar (cortar) o canto inferior esquerdo do gel, lado este, em

que corre o padréo.

Apos o término da eletroforese, desligue a fonte e desconecte os cabos do sistema.
NOTA: a partir do término da eletroforese usar luvas sempre, lembrando de lava-las
previamente para remocao de residuos como talco e umedeca-as em tampdo de eletroforese
para que o gel ndo fique aderido a elas.

Retire a tampa da cuba e remova cuidadosamente 0s sistemas de eletrodos contendo as
placas com os géis. Abra as travas do sistema e retire as placas contendo o gel. Desmonte as

placa, removendo em seguida o gel delicadamente com o auxilio de uma espatula.

COLORACAO DO GEL COM COMASSIE BLUE
IMPORTANTE: Antes de proceder a transferéncia para a nitrocelulose, devem ser seguidos
estes passos:

e A partir do término da corrida, usar luvas sempre;

e Para pegar 0 gel que estd entre as placas, molhar as luvas com tampdo de
transferéncia, evitando que o gel grude nas mé&os;

e Desmontar as placas. Com o auxilio de espatula, remover o gel de empacotamento.
Dividir em duas partes o gel de separacdo (uma vai para o Comassie Blue e a outra
para a transferéncia para a nitrocelulose);

e O gel do Comassie Blue deve ser submetido ao corante e em seguida revelado com
solucédo descorante;

e Somente se as bandas ficarem perfeitamente separadas apds a analise do gel corado

em Comassie Blue, a transferéncia para a nitrocelulose seré realizada.

SoLUcA0 ESTOQUE DE COOMASSIE BLUE R-250:

Coomassie Blue R-250 0549
Agua deionizada 25 mL

Solubilizar o corante e armazenar em frasco ambar em temperatura ambiente.

SoLUCAO COLORACAO (COOMASSIE BLUE R-250 A 0,25% EM 50% DE METANOL E 10% DE

AcIDO ACETICO):

Solugéo Estoque Coomassie Blue R-250 5mL




Acido Acético Glacial 4 mL
Metanol 20 mL
Agua deionizada g.s.p. 40 mL

Homogeneizar os reagentes e utilizar em seguida.

SoLUCAO DESCORANTE CONCENTRADA (ACIDO ACETICO 10% E METANOL 50%):

Acido Acético Glacial 100 mL
Metanol 500 mL
Agua deionizada g.s.p. 1.000 mL

Homogeneizar os reagentes e armazenar em frasco ambar em temperatura ambiente. N&o

estamos utilizando esta solucéo, padronizamos o uso da Solugéo Descorante Diluida.

SoLUCAO DESCORANTE DILUIDA (AcIDO ACETICO 7% E METANOL 5%):

Acido Acético Glacial 70 mL
Metanol 50 mL
Agua deionizada g.s.p. 1.000 mL

Homogeneizar os reagentes e armazenar em frasco &mbar em temperatura ambiente. Estamos

utilizando esta solucéo.

e Colocar o gel em uma placa de petri e aplique a solucdo corante até cobrir
completamente o gel;

e Levar a placa de petri ao agitador em velocidade baixa (entre 40-50 rpm) por meia
hora;

e Passados 30 minutos de coloragdo, descartar o corante e iniciar a descoloragdo com
solucédo descorante;

e A descoloragéo do gel deve ser realizada no agitador em velocidade baixa (entre 40-50
rpm), trocando a solucdo descorante & medida em que vai sendo saturada até que seja

possivel a visualizacdo das bandas no gel.

TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS PARA A NITROCELULOSE
METODO SEMI-DRY:

IMPORTANTE: Antes de proceder a transferéncia para a nitrocelulose, certificar-se de que a

separacgdo das proteinas ocorreu de modo adequado, corando o gel com Comassie Blue.



Para realizagdo da transferéncia das proteinas, siga as etapas:

Prepare o tampé&o de transferéncia e equilibre o gel de acrilamida por 20 a 60 minutos.
Corte a membrana e o papel de filtro do tamanho do gel e umedega no tampéo por 5-10
minutos.

Retire a cobertura de seguranga e prepare o “sanduiche” do gel a partir da base do
equipamento, como a seguir:
No espago da base (anodo — p6lo negativo) colocar:
Papel de filtro pré-umedecido
Membrana pré-umedecida
Gel equilibrado
Papel de filtro pré-umedecido
NOTA: rolar um tubo de ensaio limpo entre as camadas para as bolhas, pois elas irdo impedir
a passagem da corrente elétrica e conseqlientemente a transferéncia das proteinas para a
nitrocelulose. Assegure que o sanduiche esta tocando o topo (catodo — pélo positivo) e cubra
cuidadosamente. Corra o blot.
O equipamento recomenda:
Gel pequeno: 10V por 30 minutos ou 15V por 15 minutos;
Gel grande: 25V por 30 minutos ou 15V por 60 munitos;
OBS: Condigbes 6timas sdo necessarias para proteinas diferentes. Ndo exceder 25 V e
3mA/cm2 para géis grandes e 5,5 mA/cm2 para géis pequenos.
Nos estamos fazendo: 14V por 1 hora.

Desligue a fonte de energia, retire os eletrodos e remova o blot.

COLORACAO DA NITROCELULOSE COM PONCEAU S
IMPORTANTE: Antes de realizar o imunoblotting na nitrocelulose, certificar-se de que a

transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose ocorreu de modo adequado,
corando-a Ponceau S.

Para realizagdo da coloragdo da nitrocelulose, siga as etapas:

Desmonte cuidadosamente o sanduiche — filtro, gel, nitrocelulose, filtro — do transfer;
Cologue a membrana de nitrocelulose em um papel filtro limpo e seco;

Em seguida transfira a membrana para uma placa de petri e cubra-a com a solucéo corante de
Ponceau S por 15 em temperatura ambiente;

Decorrido o tempo de coloracdo, revelar a membrana removendo o corante em agua corrente

(torneira);



Ao remover o corante, deve-se tomar cuidado para ndo lavar em demasia a membrana, 0 que
pode levar a remocdo do corante impregnado nas bandas impossibilitando sua visualizagdo.
Caso isso ocorra, repetir o processo de coloracao.

Apbs a visualizagdo das bandas coradas pelo Ponceau S, o imunoblotting pode ser

processado.

IMUNOBLOTTING

TAmMPAO TBS:

Tris base 242 g 484 ¢ 9,68 g
Cloreto de sodio 8¢ 169 329
Agua destilada qsp 1.000 mL 2.000 mL 4.000 mL

Solubilizar os sais e ajustar o pH para 7,6. Completar o volume com &gua e armazenar a 4°C.

SOLUGCAO TBS-T 0,1%:

TBS 50 mL 100 mL 200 mL
Tween 20 50 pl 100 pL 200 pL

Homogeneizar a solucdo no agitador. Para o preparo o TBS deve estar em temperatura

ambiente.

SOLUCAO BSA 5% EM TBS-T 0,1%:

TBS-T 0,1% 10 mL 20 mL 40 mL
BSA (Molico") 059 1,09 209

Homogeneizar a solugéo no agitador.

“Leite em p6 Molico 0% de gordura.

Cortar a membrana contendo a banda do tamanho da estrutura onde sera realizado a imuno;
Todo o procedimento do imunoblotting é realizado em agitador, com velocidade de agitacéo
lenta (entre 40-50 rpm).

Bloqueio com BSA 5% em TBS-T (TBS-Tween 0,1%) em temperatura ambiente (colocar
quantidade suficiente para cobrir a membrana) por 1 hora;

Realizar lavagens em TBS-T duas vezes de 5 minutos cada;

Incubar em anticorpo primério (1:2.000 em TBS-T) por 12 horas;

Realizar lavagens em TBS-T trés vezes de 5 minutos cada;



Incubar em anticorpo secundério (1:2.000 em TBS-T) por 1 horg;

Realizar lavagens em TBS-T trés vezes de 5 minutos cada;

Revelagdo com DAB e H;0O, (1 comprimido de DAB + 1 comprimido de H,O; + 1mL de H,O
deionizada) por 15 minutos;

Apos a revelagdo com DAB, bloquear a reacdo com agua deionizada;

Todos os utensilios utilizados para o preparo da solucdo de revelacdo de DAB e o recipiente
em que o imunoblotting foi realizado, bem como a solugdo de revelagdo devem ser deixados
de molho em hipoclorito puro por 24 horas em temperatura ambiente para bloqueio do

potencial carcinogénico do DAB.
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