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de Fármacos
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Laboratório de Farmacologia
 da Dor e da Inflamação

Introdução

As substâncias ou fármacos podem ser empregados 
com objetivo terapêutico, seja para tratamento, cura, pre-
venção ou diagnóstico de doenças. Para exercer seu efeito, 
o fármaco deve primeiramente alcançar seu local de ação,
o que envolve dois processos distintos: a absorção e a
distribuição. Nos mamíferos, a pele, os pulmões e o trato
gastrointestinal representam os mais importantes sítios de
absorção de substâncias exógenas. A absorção é o movi-
mento do fármaco do seu local de administração passando
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pelas barreiras biológicas até a circulação sanguínea que 
carreia fármacos do sítio de absorção até tecidos e órgãos. 
Este processo depende também de outras variáveis como 
concentração do fármaco no local de absorção, fluxo san-
guíneo no sítio de administração, lipossolubilidade, grau de 
ionização ou polaridade da substância. A principal via de 
administração de fármacos e a mais usada é a via oral, que 
faz parte do trato gastrointestinal. 

O termo biodisponibilidade é usado para expressar 
a quantidade total do fármaco que alcança a corrente san-
guínea ou o seu local de ação. É expressa como um índice 
que relaciona a dose administrada e a concentração plas-
mática, sendo que, na via oral, por exemplo, é dependente 
do metabolismo de primeira passagem (metabolismo e/
ou excreção biliar), antes que ele alcance a circulação sis-
têmica. Assim, quanto mais um fármaco sofre efeito de 
primeira passagem, menor será sua biodisponibilidade. 
Dependendo do objetivo terapêutico e das características 
físico-químicas do fármaco, algumas vias de administração 
podem ser escolhidas para melhor absorção.

As principais vias utilizadas nos mamíferos são:

u Trato Gastrointestinal (TGI)

A luz do TGI é revestida por epitélio com caracterís-
ticas especiais em cada segmento, sendo conhecida como 
mucosa. As células desta mucosa são a primeira barreira 
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para a absorção de fármacos no tubo digestório. Com-
pondo o tubo digestivo e representando locais importan-
tes para a absorção temos a cavidade oral (via sublingual), 
o estômago, intestinos delgado e grosso e o reto (Katzung 
& Trevor, 2017).

u Via sublingual 

Fármacos administrados na cavidade oral devem 
se dissolver rapidamente na saliva, e, apesar da pequena 
superfície de absorção, porém uma alta vascularização, essa 
via representa significado especial para alguns fármacos, 
como por exemplo, a nitroglicerina. Como a drenagem 
venosa da cavidade oral segue para a veia cava superior, o 
fármaco evita o metabolismo hepático de primeira passa-
gem apresentando início de efeito muito curto. 

u Via retal

A via retal pode ser útil quando a ingestão oral não 
é possível porque o paciente está inconsciente, ou quando 
há vômitos – caso especialmente relevante em crianças 
pequenas. Cerca de 50% do fármaco administrado por esta 
via passará pelo fígado, de modo que o metabolismo de 
primeira passagem é menor do que na via oral. No entanto, 
muitas vezes a absorção é irregular e incompleta e muitos 
fármacos causam irritação da mucosa retal.
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u Via oral 

A absorção pelo trato digestório é variável e depende 
de fatores como área de superfície (a superfície de absor-
ção do estômago, além de conter muco, é pequena em 
relação ao intestino proximal, que oferece uma área com 
cerca de 200 m2), fluxo sanguíneo no local de absorção, 
estado físico do fármaco (solução, suspensão ou sólido), 
sua solubilidade na água, PKa e concentração no local de 
absorção.  A ingestão oral é o método mais comum de 
administração de fármacos, sendo também o mais seguro, 
mais conveniente e mais econômico. As desvantagens da 
via oral são as limitações da absorção de alguns fármacos 
devido a suas características físicas, êmese, metabolismo 
de primeira passagem, inativação de alguns fármacos 
pelas enzimas digestivas ou pelo baixo pH gástrico, além 
de depender da cooperação do paciente para a correta 
ingestão (Figura 1).

u Via intravenosa

Os fatores relevantes para a absorção são contornados 
pela injeção intravenosa de fármacos, porque a biodisponi-
bilidade é completa e rápida. Algumas substâncias irritantes 
podem ser administradas apenas dessa forma, pois as paredes 
dos vasos sanguíneos são relativamente menos sensíveis e o 
fármaco, se injetado lentamente, é em grande parte diluído e 
tamponado pelo sangue. A grande diluição sanguínea também 
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permite a injeção de grandes volumes, podendo inclusive a 
dose ser administrada e ajustada de acordo com a resposta do 
paciente, como no caso de induções anestésicas, com relativa 
independência de doses pré-estabelecidas.  A via intravenosa 
é a via de escolha em procedimentos de emergência, quando 
se faz necessária uma rápida ação do fármaco. No entanto, há 
desvantagens nessa via, como por exemplo, aumento do risco 
de efeitos adversos decorrentes da rápida disponibilidade do 
fármaco, necessidade de aplicação lenta e dificuldades quando 
se usam soluções oleosas e substâncias insolúveis (Figura 1).

Figura 1 – Características das via oral e intravenosa de administração 

de fármacos. Na administração por via oral os fármacos sofrem meta-

bolismo de primeira passagem pelo fígado e somente após são distri-

buídos para os diferentes órgãos. Já na via intravenosa, os fármacos 

são administrados diretamente na circulação sanguínea sendo imedia-

tamente distribuídos pelo organismo. Imagem criada no Biorender.com
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u Via intramuscular

A injeção intramuscular permite a aplicação 
de substâncias irritantes e em volumes moderados, 
podendo ser utilizados veículos aquosos com rápida taxa 
de absorção ou veículos oleosos e de depósitos quando 
se deseja uma absorção mais lenta. Pacientes obesos ou 
muito magros podem apresentar padrões incomuns de 
absorção. O fluxo sanguíneo no local pode, em parte, 
ser modulado com aplicação local de calor e exercício 
para aumentar absorção.

u Via subcutânea

A injeção subcutânea é utilizada com frequência e a 
taxa de absorção é constante e lenta, podendo oferecer um 
efeito constante. Dependendo da preparação farmacêutica, 
pode também ser variada intencionalmente (ex. insulinas). 
Fármacos podem ser administrados na forma aquosa para 
uma rápida absorção, ou na forma oleosa para uma absor-
ção mais lenta. A associação de vasoconstritores à solução 
do fármaco também retarda sua absorção, aumentando a 
presença da substância no local da injeção. Alguns fárma-
cos tais como, hormônios podem ser administrados sob a 
forma de pellets implantados subcutaneamente, proporcio-
nando uma absorção lenta e prolongada. 
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u Via inalatória

Os fármacos gasosos e voláteis podem ser inalados e 
absorvidos através do epitélio pulmonar e das mucosas do 
trato respiratório. O acesso à circulação é rápido porque a 
área de superfície pulmonar é grande. Além disso, soluções 
de fármacos podem ainda ser atomizadas e as gotículas 
finas suspensas no ar podem ser inaladas. Como vantagens 
temos a absorção quase instantânea do fármaco, desvio do 
metabolismo de primeira passagem hepático, além de apli-
cação direta no local desejado em caso de doenças pulmo-
nares. Atualmente usam-se nebulizadores e vaporizadores 
que permitem a regulação confiável das doses. 

u Via intraperitoneal

O peritônio oferece uma grande superfície de absor-
ção que permite a rápida entrada de fármacos na circula-
ção. Injeções por esta via são procedimentos comuns em 
laboratórios, sendo raramente usada clinicamente devido 
ao risco de infecções e lesões vasculares e intestinais.
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Administração de Fármacos

Existem ainda diferenças entre as mais variadas vias 
de administração. 

Na tabela a seguir listamos diferenças entre as vias 
quando comparamos aquelas com efeito local com as de 
efeitos sistêmicos.

Efeito
Local

Aplicação na pele

Aplicação em mucosas
Nariz
Traqueia
Boca
Olhos
Trato geniturinário

Administração oral - antiácidos ou fármacos usados para 
infecções bacterianas e parasitárias do TGI
Várias técnicas para administração de anestesia local ou 
agentes empregados em doenças pulmonares

Efeito 
Sistêmico

Administração sublingual

Administração oral

Administração retal

Administração inalatória

Administração subcutânea

Administração intramuscular

Administração intravenosa

Administração intratecal
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Farmacocinética

A farmacocinética é definida como o estudo quan-
titativo do desenvolvimento temporal dos processos de 
absorção, distribuição, biotransformação e excreção dos 
fármacos. Nestes estudos, os teores dos fármacos e seus 
metabólitos (produtos da biotransformação) no organismo 
são determinados, permitindo a obtenção de importantes 
dados sobre estas substâncias, tais como:

•	Condições para seu uso adequado, pela determi-
nação da via de administração, posologia (doses 
e intervalo entre as doses) e variações correlatas 
em função de patologias como insuficiência renal, 
alterações hepáticas e outras.

•	Previsão de outros efeitos em potencial, como os 
colaterais, por exemplo, no caso de acúmulo do 
fármaco em determinado compartimento (orga-
notropismo), ou ainda os oriundos de interações 
medicamentosas ao nível dos processos de absor-
ção, distribuição, biotransformação e excreção.

•	Determinação dos principais sítios de 
biotransformação.

•	Determinação das vias de excreção.
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Assim sendo, podemos afirmar que a compreen-

são e a aplicação cuidadosa dos princípios farmacociné-

ticos podem frequentemente auxiliar no estabelecimento 

e manutenção de quantidades terapêuticas e não tóxi-

cas dos fármacos no organismo; isto por permitir uma 

escolha racional da dose, frequência e via de administra-

ção. Além disso, em muitos casos as características dos 

pacientes são reconhecidamente responsáveis por altera-

ções do movimento do fármaco naquele organismo, ou 

seja, das propriedades farmacocinéticas desta substância 

em particular. Ajustes apropriados na dose ou frequência 

de administração podem ser realizados, para compensar 

estas mudanças, evitando assim, os problemas potenciais 

da ineficácia terapêutica ou toxicidade. Em uma ampla 

visão, a compreensão da farmacocinética pode favorecer 

as chances de segurança e eficácia da terapêutica medica-

mentosa (Rowland & Tozer, 2011).
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Algumas características da administração de                         
fármacos

Via Padrão de 
absorção

Valor especial Limitações e 
Precauções

Intravenosa

Absorção con-
tornada

Efeitos po-
tencialmente 
imediatos

Bom para uso 
em emergência 

Permite titulação 
da dose 

Geralmente 
necessária para 
fármacos com 
proteínas de alto 
peso molecular 
e peptídeos 

Adequada 
para grandes 
volumes e 
substâncias ir-
ritantes quando 
diluídas 

Aumento no risco 
de efeitos adver-
sos; em regra, 
a aplicação das 
soluções deve ser 
lenta 

Não é apropriada 
para soluções oleo-
sas ou substâncias 
insolúveis 

Subcutânea

Absorção imedi-
ata com solução 
aquosa

Absorção lenta 
e prolongada 
com apre-
sentações de 
depósito

Adequada 
para algumas 
suspensões 
insolúveis e 
para o implante 
de pellets

Não é apropriada 
para adminis-
tração de grandes 
volumes

Possibilidade de 
dor ou necrose por 
uso de substâncias 
irritantes

Intramuscular 

Absorção imedi-
ata com solução 
aquosa

Absorção lenta 
e prolongada 
com apre-
sentações de 
depósito

Adequada 
apenas para 
volumes moder-
ados, veículos 
oleosos e algu-
mas substân-
cias irritantes

Evitar durante tera-
pia anticoagulante 

Pode interferir 
no resultado de 
certos exames 
diagnósticos 

(ex.. creatinoqui-
nase)
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Via Padrão de 
absorção

Valor especial Limitações e 
Precauções

Oral

Absorção 
variável e 
dependente de 
muitos fatores 

Mais conveni-
ente e econômi-
ca 

Geralmente 
mais segura

Requer a cooper-
ação do paciente 

A biodisponibili-
dade é potencial-
mente errática e 
incompleta para 
os fármacos 
pouco solúveis, 
de absorção lenta, 
instáveis ou ampla-
mente metaboliza-
dos pelo fígado e/
ou intestino

CONTINUAÇÃO
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Atividade Prática

Animal utilizado: Camundongos Swiss webster (20 a 
25 gramas). Ambos os sexos

Vias a serem estudadas: oral, intraperitoneal, intrave-
nosa e subcutânea

Material Utilizado: 
Azul de Evans 2,5% (p/v)
Seringa de 1 mL
Agulha de 13x4,5 mm e 20x5 mm
NaCl 0,9%

A tabela abaixo exemplifica diferentes vias de admi-
nistração, locais de aplicação e volumes de administração 
de substâncias em camundongos:

Via de administração
Subcutânea Intramus-

cular
Intraperito-

neal
Intravenosa

Local de 
aplicação

Região da 
nuca ou 
dorsal

Quadríceps 
ou face 

posterior da 
coxa

Quadrante 
inferior direi-
to do animal

Veias la-
terais da 
cauda

Volume 
máximo a 
ser apli-

cado

4 mL/kg 1,25 mL/kg 5 a 10 mL/kg 1 mL/kg

Tamanho 
da agulha

13 x 4,5 mm 
ou

25 x 5 mm

20 x 5,5 mm 
ou 

25 x 5 mm

20 x 5,5 mm 
ou

25 x 5mm

20 x 5,5 mm 
ou 

25 x 5 mm
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Protocolo experimental

u Injetar a solução de Azul de Evans por diferentes 
vias de administração nos animais, utilizando os volumes 
recomendados para cada via.

u Registrar, com o auxílio de um cronômetro, o 
tempo (em segundos ou minutos), até o aparecimento da 
cor em todo o corpo do animal, indicando a chegada da 
substância na corrente sanguínea.

Objetivos

1.	 Entender os cuidados a serem tomados durante a 
manipulação de animais.

2.	 Demonstrar, em animais de experimentação, a 
influência da via de administração no padrão e 
intensidade da resposta de uma substância em 
estudo.

3.	 Observar tempo de absorção do Azul de Evans 
em diferentes vias.

4.	 Fazer um gráfico da intensidade do azul perce-
bido pela pele do animal (Tempo de aparecimento 
da cor X Via utilizada).
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Escala de anotações dos tempos

Via oral:

Animal Aparecimento da Cor
(tempo em minutos)

1

2

3  

Média e desvio padrão  

Via subcutânea:

Animal Aparecimento da Cor
(tempo em minutos)

1

2

3

Média e desvio padrão



26 CURSO PRÁTICO DE FARMACOLOGIA

Via intraperitoneal:

Animal Aparecimento da Cor
(tempo em minutos)

1

2

3

Média e desvio padrão

Via intravenosa:

Animal Aparecimento da Cor
(tempo em minutos)

1

2

3

Média e desvio padrão
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

Home Page
http://lafdiicbufrj.wix.com/lafdi

Instagram
https://instagram.com/lafdi_ufrj

Facebook
https://www.facebook.com/LaboratorioDe

FarmacologiaDaDorEInflamacao/

https://www.youtube.com/watch?v=2w_NoG1WWzE
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Fundamentos do                                      
Metabolismo de Fármacos

Professor responsável
Lídia Moreira Lima

Colaborador
 Gisele Barbosa

Laboratório de Avaliação e 
Síntese de substancias Bioativas

Introdução ao metabolismo de fármacos

Uma das etapas essenciais da descoberta de fár-

macos é o estudo inicial da estabilidade metabólica a 

fim de minimizar as eventuais falhas no processo de 

desenvolvimento, possibilitando a identificação de sítios 

moleculares mais vulneráveis à metabolização, estabe-

lecimento da identidade química dos principais meta-

bólitos e sua toxicidade, além de identificar protótipos 
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que apresentam maior atividade (processo de bioativa-

ção) do que o fármaco original, ou seja, os pró-fárma-

cos, além de sofrerem uma série de biotransformações, 

ao serem absorvidos, o que resultam em produtos do 

metabolismo de maior polaridade que serão mais facil-

mente excretados pela urina. 

As reações metabólicas podem ser divididas em: 

reações de fase 1, que são responsáveis por processos 

oxidativos, redutores e de hidrólise; e reações de fase 2, 

que conjugam grupos polares diretamente na molécula 

do fármaco acarretando, na maior parte dos casos, em 

aumento da solubilidade da substância e podem levar 

a formação de metabólitos ativos ou inativos em rela-

ção ao fármaco original, em diferentes velocidades de 

formação, influenciadas pelas diferenças idiossincrá-

ticas dentro de uma população (Figura 1 e Tabela 1). 

Por exemplo, a toxicidade pode ser citada como a razão 

para a descontinuidade de um dado composto em fase 

de desenvolvimento, mas a causa real pode ser a expo-

sição prolongada e desnecessária ao candidato a fár-

maco ou ao seu metabólito tóxico/reativo ou ao surgi-

mento de interações medicamentosas devido à indução 

e/ou inibição de sistemas enzimáticos envolvidos no 

metabolismo.
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Figura 1 - Diagrama das fases do metabolismo de fármacos (Fonte: 

Gisele Barbosa).

É importante destacar que a estabilidade metabó-
lica constitui um processo essencialmente enzimático, 
com destaque para a superfamília de enzimas do sistema 
do citocromo P450 (CYP450), responsável pela biotrans-
formação oxidativa dos fármacos. Esse sistema enzimá-
tico participa expressivamente das reações metabólicas de 
fase 1, sendo o fígado a principal fonte dessas isoenzimas. 
Assim, o metabolismo, particularmente o hepático, devido 
ao efeito de primeira passagem sofrido pelos fármacos 
após sua administração oral, é reconhecido como um dos 
principais determinantes das concentrações plasmáticas 
destes fármacos, sendo amplamente utilizado na predição 
da biodisponibilidade e de parâmetros toxicocinéticos.

CYP450 é uma superfamília de hemeproteínas que 
quando associadas à flavoproteína redutase (NADPH-
-citocromo-P450 redutase) formam mono-oxigenases 
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que promovem a oxidação, inserindo um átomo de 
oxigênio em um substrato orgânico (RH). Apesar de 
haver 18 famílias de CYP, apenas 3 delas estão envol-
vidas no metabolismo de fármacos: CYP1A2, CYP2C9, 
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4, as quais cor-
respondem a 90% do metabolismo oxidativo dos fárma-
cos existentes no mercado.

Localização                            
subcelular principal

Complexo                           
enzimático do 

metabolismo de 
fase 1

Complexo                                   
enzimático do                        

metabolismo de 
fase 2

Reticulo endoplas-
mático

Citocromo P450             
monoxigenases

Flavina monoxigenase
Epóxido hidrolases

Glicuroniltransferase

Citosol Alcool e aldeído                   
desidrogenase
Xantina oxidase

Azo e nitroredutase
Aldo e cetoredutases
Hidrolases (esterases, 

amidases, lipases

Glutationatransferase
Sulfotransferase

Metiltransferases não 
específicas

Catecol O-metiltrans-
ferases

Acetiltransferase

Mitocôndria Monoaminoxigenase -

TABELA 1 - Complexos enzimáticas envolvidos com o metabolismo de 

fase 1 e fase 2 e sua principal localização subcelular (Fonte: Gisele Barbosa).

Várias vantagens estão associadas ao aumento da 
estabilidade metabólica: aumento da biodisponibilidade 
e maior tempo de meia vida, o que pode permitir doses 
menores e menos frequentes, proporcionando melhor 
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adesão do paciente ao tratamento; melhor congruên-
cia entre dose e concentração plasmática, consequen-
temente reduzindo ou mesmo eliminando a necessi-
dade de caros monitoramentos terapêuticos; menores 
diferenças no metabolismo entre espécies, o que pode 
permitir a melhor extrapolação dos dados de animais 
para humanos; menor variabilidade inter- e intra-pa-
ciente nos níveis plasmáticos; redução do número e sig-
nificância de metabólitos ativos e consequente redução 
da necessidade de estudos adicionais de metabólitos em 
animais e humanos. Apesar disso, diversos medicamen-
tos foram retirados do mercado devido à hepatotoxi-
cidade causada pela formação de metabólitos reativos, 
como troglitazona e felbamato.

Biotransformação não microssomal

A biotransformação não microssomal é constituída 
de reações metabólicas de fase I catalisadas por oxirre-
dutases mitocondriais (ex. monoaminoxidades, MAO) 
ou citosólicas (ex. álcool desidrogenases, aldeído desi-
drogenases, xantinas oxiredutases mitocondriais, aldoce-
toredutases, quinona redutase, prostaglandina redutase). 
Esses processos oxidativos não mitocondriais de fase 1 
possuem um papel central no catabolismo das catecola-
minase de fármacos estruturalmente correlacionados a 
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esses neurotransmissores que compreendem reações e 
redução e hidrólise.

Nesse contexto, é possível destacar também as este-
rases que representam um conjunto de enzimas envolvidas 
no metabolismo de compostos derivados do ácido carbo-
xílico. Dentre as esterases, há as carboxilesterases que são 
esterases que compreendem ampla classe de enzimas da 
família α-β hidrolase, responsáveis pela hidrólise de xeno-
bióticos contendo em sua estrutura grupos derivados de 
ácido carboxílico (i.e., ésteres, amidas, tioésteres, etc). Estas 
enzimas são predominantemente microssomais localizadas 
no retículo endoplasmático podendo ser encontradas em 
diversos órgãos como fígado, rim, pulmão, cérebro, intes-
tino, mucosa nasal e testículo, onde podem ocorrer reações 
metabólicas catalíticas.

Visto que existem muitas semelhanças entre car-
boxiesterases (CES) de humanos e de animais, roedores 
são amplamente usados como modelos experimentais 
em estudos de metabolismo. As CES são encontradas em 
abundância no plasma de roedores, enquanto em huma-
nos são mais prevalentes no fígado, outro aspecto que sim-
plifica e viabiliza o protocolo experimental em roedores 
como modelo. No plasma humano, por sua vez, há ampla 
detecção de outras esterases tais como: butirilcolinesterase, 
paraoxonase e etilcolinesterase, nos quais também podem 
ser encontradas em outros órgãos.
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Metabolismo plasmático

O estudo do metabolismo no desenvolvimento de 
fármacos é realizado nas etapas iniciais do desenvolvi-
mento, a fim de identificar os sítios lábeis presentes na 
estrutura molecular do candidato a protótipo e os meta-
bólitos formados. Para a predição in vitro desses meta-
bólitos utiliza-se frações subcelulares, podendo ter como 
matrizes biológicas microssomas ou plasma de animais 
roedores, os quais apresentam as principais enzimas 
metabolizadoras.

Experimentando na prática

Nesta demonstração vamos utilizar frações de 
plasma de roedores, sendo a predição metabólica realizada 
da seguinte forma (Figura 2):

1.	 Em um tubo tipo eppendorf  será adicionado 
(1,25 µL a 10 µM) do composto a ser analisado, 
50 µL de plasma fresco e 199 µL de solução tam-
pão pH 7,4;

2.	 Para as amostras do branco adicionar 1,25 µL 
de DMSO em substituição ao composto que se 
deseja analisar, além do plasma e do tampão fos-
fato pH 7,4;
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3.	 A amostra será incubada a 37 °C nos tempos de 0, 
10, 20 e 30min;

4.	 Ao término do período de incubação, será rea-
lizado a precipitação das proteínas com sol-
vente orgânico, 500 µL de metanol e 500 µL de 
acetonitrila;

5.	 As amostras serão centrifugadas a 13.500 rpm por 
15 min a 4 °C;

6.	 O sobrenadante é coletado e adicionado 1,25 µL 
do padrão interno adicionado;

7.	 As amostras serão filtradas e analisadas por HPLC 
e/ou HPLC/MS.

Neste estudo são utilizados 2 controles experimen-
tais, correspondentes a 2 brancos na ausência dos protóti-
pos com a finalidade de analisar apenas os picos cromato-
gráficos referentes a matriz enzimática nos tempos inicial 
e final pré-determinados (Figuras 2).
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FIGURA 2 - Ilustração das etapas práticas do estudo in vitro do meta-

bolismo plasmático. FONTE - GISELE BARBOSA – LASSBio.

FIGURA 3 - Cromatograma da benzocaína - 4-Aminobenzoato de 

etila. FONTE - GISELE BARBOSA – LASSBio.
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FIGURA 4 - Espectro de massas da benzocaína-4-Aminobenzoato de 

etila (M+H 166 m/z). FONTE - Gisele Barbosa – LASSBio.

FIGURA 5 - Espectro de massas do padrão interno 4-Aminobenzoato 

de metila (M+H 151 m/z). FONTE - Gisele Barbosa – LASSBio.
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FIGURA 6 - Cromatograma da matriz biológica (branco). FONTE - 
Gisele Barbosa – LASSBio.

FIGURA 7 - Cromatograma no tempo 0 minuto. FONTE - Gisele 
Barbosa – LASSBio.
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FIGURA 8 - Cromatograma no tempo 30 minutos. FONTE - Gisele 
Barbosa – LASSBio.

FIGURA 9 - Perfil de estabilidade plasmática da benzocaína, utilizado 

para a validação da matriz biológica. FONTE - Gisele Barbosa – LASSBio.
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Exercício de fixação

QUESTÃO 1: Descreva e exemplifique os processos envol-
vidos no metabolismo de xenobióticos e suas possíveis 
consequências.

QUESTÃO 2: Desenhe o esquema da reação de hidró-
lise, destacando onde ocorrerá a quebra na estrutura da 
benzocaína.

QUESTÃO 3: Além da importância farmacológica, em 
quais outras áreas se aplica o estudo do metabolismo de 
compostos?
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

http://www.lassbio.icb.ufrj.br/

https://youtu.be/Pc5kjkXypGQ
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Introdução: descoberta e desenvolvimento                   
de fármacos 

O processo de descoberta e desenvolvimento de 
fármacos, que culmina com a aprovação de um novo 
medicamento pela agência reguladora é demorado e caro. 
Ele leva em média 11 a 13 anos e custa em torno de 0,9 
a 1,8 bilhões de dólares (Haber & Spaventi, 2017), com 
uma probabilidade de sucesso muito pequena, estimada 
em uma substância aprovada para cada 10.000 a 100.000 
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substâncias inicialmente testadas. Este processo multidis-
ciplinar pode ser didaticamente dividido em duas fases: 
uma de Descoberta e outra de Desenvolvimento (Paul e 
cols., 2010), claramente separadas pela eleição do candi-
dato a fármaco, para o qual é solicitada uma autorização 
para iniciar os estudos clínicos junto à agência reguladora 
(Noël, 2019).

De forma didática, o processo de descoberta e desen-
volvimento de fármacos pode ser dividido em sete etapas, 
como representado na figura 1. Utilizando-se de modelos 
de complexidade crescente (in silico, in vitro e depois, in vivo, 
em animais de laboratório), são averiguadas e aperfeiçoa-
das características essenciais de eficácia e segurança, assim 
como características farmacocinéticas e farmacêuticas 
(Noël & Xexéo, 2021; Noël e cols., 2021).

FIGURA 1 - Mapa do processo de Descoberta e Desenvolvimento de 
Fármacos, indicando as sete etapas consideradas no jogo educacional 
Screener. Retirado de Noël & Xexéo (2021).

A descoberta de novos candidatos a fármacos 
baseia-se na avaliação da atividade biológica (screening far-
macológico) de novas moléculas sintéticas ou de produ-
tos naturais. Pressionada pela velocidade com a qual novas 
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moléculas são sintetizadas através da química combina-
tória, ou disponíveis em quimiotecas, a grande indústria 
farmacêutica, assim como pequenas firmas especializa-
das, desenvolveram técnicas robotizadas, baseadas sobre-
tudo em ensaios de ligação com radioligantes para asse-
gurar um screening suficientemente rápido (High Throughput 
Screening). Além de excessivamente caro para a realidade 
acadêmica, algumas estratégias de screening simplificado 
apresentam falhas potenciais, principalmente falsos nega-
tivos (Noël e cols., 2001). 

Tal situação pode ser particularmente prejudicial 
quando o número de substâncias a serem testadas é rela-
tivamente pequeno, como na nossa realidade onde um 
número pequeno de moléculas é desenhado racional-
mente, quer seja por técnicas de modelagem molecular 
fundamentadas na estrutura tridimensional do receptor 
ou por bioisomerismo (Barreiro & Fraga, 2002). Ciente da 
necessidade de consolidar o conhecimento necessário em 
planejamento, síntese e avaliação farmacológica de novas 
substâncias ativas no país, o Laboratório de Farmacologia 
Bioquímica e Molecular vem participando de projetos de 
colaboração interdisciplinar visando à descoberta de novos 
candidatos a fármacos desde 2000.

Tendo longa tradição no uso da técnica de binding para 
estudar a interação fármaco-receptor, nosso laboratório optou 
por desenvolver ensaios baseados na ligação de radioligante 
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com desenho cuidadoso para compensar a baixa produtivi-
dade (velocidade) por um maior grau de desempenho (maior 
probabilidade de descobrir uma atividade biológica). As prin-
cipais vantagens destes ensaios de radioligação (binding) são 
sua sensibilidade, especificidade e facilidade de uso.

Nestes ensaios podemos avaliar a interação fármaco-
-receptor através de ensaios clássicos de competição onde 
o ligante radioativo e a substância-teste competem pelo 
mesmo receptor, sendo possível então determinar parâ-
metros como o CI50 (concentração necessária para inibir 
50% da ligação do radioligante ao receptor) e Ki (constante 
de afinidade do ligante competidor, não radioativo, pelo 
receptor), como discutiremos adiante. 

Nota-se que o nosso laboratório desenvolveu tam-
bém ensaios de binding funcionais que permitem determi-
nar a atividade intrínseca de forma qualitativa (“uma subs-
tância é agonista, antagonista ou agonista inverso?”), que 
estão disponíveis em e-book sobre o tema (Noël, 2017).

Ensaios de binding 

u 1. RADIOLIGANTE

Geralmente se faz uso de ligantes marcados com 
trítio (3H), em função das vantagens que tal marcação ofe-
rece, como atividade biológica da substância não afetada 
pela marcação e atividade específica suficientemente alta.
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u 2. ASPECTOS PRÁTICOS DOS EXPERIMENTOS DE 

BINDING

2.1. Separação do radioligante livre e ligado: o 
método mais utilizado e considerado como padrão-ouro é 
da filtração a vácuo (Figura 2), pois permite uma lavagem 
eficiente e rápida.

FIGURA 2 - Técnica de filtração a vácuo para separar o radioligante 

fixado ao receptor (*LR) do radioligante livre (*L). Retirado de Noël 

(2017).

2.2. Ligação não específica (inespecífica)
A ligação inespecífica é medida na presença de um 

excesso de ligante não radioativo que se liga ao mesmo 
receptor (e mesmo sítio de ligação) que o radioligante. 
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Idealmente este competidor deve ser uma substância 
quimicamente diferente do próprio ligante marcado e 
deve ser usado em concentração suficientemente ele-
vada (pelo menos 100 vezes seu Kd), para ter a certeza 
de ocupar todos os receptores e assim, assegurar que 
a radioatividade remanescente corresponde somente à 
ligação inespecífica (aquela que não corresponde a uma 
ligação ao receptor).

Protocolo Experimental

u OBJETIVO DA PRÁTICA 

Determinar os valores de CI50 e Ki do fármaco cetan-
serina, que se liga ao receptor 5-HT2A, através de estudo de 
competição, usando-se a [3H]-cetanserina como radioligante e 
uma preparação de córtex de rato como fonte de receptores.

Detalhamento do Experimento a ser Executado

u MATERIAIS

•	Amostra Biológica Com Alvo: Córtex de rato 

adulto; 150 µg proteína por tubo; preparação esto-

que conservada no nitrogênio líquido (13,15 mg 

proteína.mL-1)	



50 CURSO PRÁTICO DE FARMACOLOGIA

•	Radioligante [3H]-cetanserina: concentração 
final de 1 nM (solução estoque de 1 μM)

•	Meio de incubação/tampão de ensaio: 
TRIS-HCl 50 mM (pH 7,4 a 370C)

•	Prazosina concentração final de 100 nM (solução 
estoque de 100 μM)

•	Não específico (NS)-cetanserina: concentração 
final de 1 μM (solução estoque de 100 μM)

•	Fármaco competidor: cetanserina = 8 concen-
trações (concentração final variando entre 0,5 a 
20 nM)

•	Filtração: filtros embebidos em polietilenoimina 
(0,5%)

•	Solução de lavagem: Solução de TRIS-HCl 
50 mM (pH 7,4 a 4ºC) (gelada)

•	Líquido de cintilação: Solução de tolueno 0,4% 
(m/v) PPO e 0,01% (m/v) POPOP

u DESCRIÇÃO DO PROCEDIMENTO

Colocam-se os tubos de ensaio (ver composição dos 
tubos no item C) em banho-maria (37oC). Adicionam-se 
50 μL da preparação de córtex de rato (solução contendo 
150 μg proteína, incluindo receptores) aos tubos, em inter-
valos de 30 segundos e incuba-se por 30 minutos.



51Ensaio de Binding no Processo de Descoberta de Novos Fármacos

Após o tempo de incubação, a reação é interrom-
pida pela adição de 4 mL de solução de lavagem gelada a 
cada tubo de ensaio, respeitando o mesmo intervalo de 
30 segundos. O conteúdo de cada tubo é então imedia-
tamente filtrado e lavado três vezes pela adição de 4 mL 
de solução de lavagem gelada sobre os filtros de fibra de 
vidro (tipo Whatman GF/C), previamente umedecidos 
com solução de polietilenoimina (0,5%), através de um 
sistema de filtração a vácuo constante.

Os filtros são então retirados e colocados para 
secar. Após 20 minutos de exposição ao calor, os filtros 
são colocados em vials contendo 6 mL de líquido de 
cintilação. A radioatividade (CPM, Counts Per Minute) é 
quantificada no contador de cintilação líquida. O expe-
rimento é realizado em triplicata.

Separadamente, colocam-se 3 filtros no suporte 
metálico e adicionam-se 25 μL da Solução Intermediária 
(SI, ver composição no item C) em cada filtro, proce-
dendo à secagem e contagem da mesma forma que com 
os outros tubos. A média destes 3 filtros é denominada 
de Tomada de Atividade (TA).

Um vídeo disponível no youtube permite visuali-
zar estas etapas realizadas no nosso laboratório https://
youtu.be/qyXGVaJW0h0.
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u PREENCHIMENTO DOS TUBOS

•	Quantidade de tubos = 30; considerar 35 tubos 
(excesso)

•	Solução intermediária (SI): radioligante + tam-
pão de ensaio + prazosina =

17,5 μl [3H]-cetanserina + 13965 μL de tam-
pão de ensaio + 17,5 μl prazosina

•	Cetanserina: diferentes concentrações diluídas 
em água (C1 a C8)

•	Solução com amostra biológica contendo o 
receptor alvo (“proteína”): 

399 μL de preparação de córtex + 1351 μL de 
tampão de ensaio

u COMPOSIÇÃO DOS TUBOS

3 x Totais controle = 400 μL SI + 50 μL água + 50 μL proteína

3 x Não específicos NS = 400 μL SI + 50 μL cetanserina 
(a 10 μM) + 50 μL proteína

3 x C1 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 5 nM) + 50 μL 
proteína

3 x C2 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 15 nM) + 50 μL 
proteína

3 x C3 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 25 nM) + 50 μL 
proteína
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3 x C4 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 45 nM) + 50 μL 
proteína

3 x C5 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 70 nM) + 50 μL 
proteína

3 x C6 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 95 nM) + 50 μL 
proteína

3 x C7 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 150 nM) + 50 μL 
proteína

3 x C8 = 400 μL SI + 50 μL cetanserina (a 200 nM) + 50 μL 
proteína  

Análise dos Dados

CÁLCULOS

X1 X2 X3 Xmédia Xmédia-NS % ligação      
Radioligante % inibição

T
NS

0,5 nM
1,5 nM
2,5 nM
4,5 nM
7 nM

9,5 nM
15 nM
20 nM
TA (25 

μL) – – –
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Representação gráfica

Diversos métodos (gráficos e computadorizados) 
podem ser utilizados para determinar os valores dos parâ-
metros de interesse nos estudos diretos e indiretos.

	 – Estudos indiretos (experimento de competição 
realizado neste capítulo): CI50 (e Ki).

	 – Estudos diretos (ensaio de saturação): Bmax 
(número de sítios de ligação específica no recep-
tor) e Kd (constante de equilíbrio de dissociação, 
que revela a afinidade do fármaco pelo receptor).

Estudos indiretos: ensaios de competição

Baseado na Lei de Ação das Massas e na saturabi-
lidade dos sítios de ligação específicos (número finito de 
receptores), podemos facilmente entender a competição 
que pode ocorrer entre dois ligantes para ocupar os mes-
mos sítios ou sítios sobrepostos (desde que os dois se liguem de 
forma reversível). Desta forma, desenvolveu-se o ensaio de 
binding de competição entre um radioligante seletivo para 
um receptor e uma substância-teste não marcada. A figura 
3 ilustra o princípio deste ensaio de competição assim 
como o perfil da curva de competição que obteremos com 
os dados do nosso experimento. 
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FIGURA 3 - Esquema ilustrando o princípio do ensaio de competição 

para determinar indiretamente a afinidade de um competidor, substân-

cia-teste não marcada (C), por um receptor (R), utilizando uma concen-

tração fixa de radioligante (L*). O valor da ligação específica do radio-

ligante medida na ausência de competidor (controle) é considerado 

como 100%. Nesta simulação, a substância competidora B necessita de 

concentrações maiores do que a substância competidora A para dimi-

nuir a ligação do radioligante, o que pode ser quantificado pelo valor 

de CI50 100 vezes maior, indicando uma afinidade 100 vezes menor. 

Retirado de Noël (2017).
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A equação de Cheng-Prusoff  (vide abaixo) permite 
calcular a constante de equilíbrio de dissociação do ligante 
competidor (Ki) a partir do parâmetro CI50 estimado pelos 
dados experimentais.

Equação de Cheng-Prusoff: CI50 = Ki . (1 + [*L] / Kd)

Estudos diretos (para ciência, pois não faremos 
isso nesta prática)

Curvas representando a ligação em função da concen-
tração ou do logaritmo da concentração do ligante podem 
ser usadas, como em farmacologia clássica (curvas “Con-
centração-Efeito” e “Log Concentração-Efeito”). Porém, 
em ensaios de binding é mais comum empregar o gráfico 
de Scatchard, usado quase que exclusivamente para repre-
sentar os ensaios de binding de saturação. Este gráfico ainda 
é muito empregado mesmo que seja só para visualização 
dos dados e não para cálculo dos parâmetros que deve ser 
feito por regressão não linear, como faremos nesta prá-
tica. A vantagem desta representação (Figura 4) é de poder 
estimar no “olhômetro” (by eye) o valor de Bmax e avaliar a afi-
nidade do ligante pelo receptor (quando mais inclinada for a 
reta, maior é a afinidade (menor o valor de 1/Kd)), o que é 
muito útil quando se compara dois radioligantes por ex., ou 
um radioligante em dois receptores diferentes.
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FIGURA 4 - Gráfico de Scatchard para representação dos dados de 

ensaio de saturação com radioligante. Ligado (Bound): concentração 

de prazosina (frio + quente), ligada especificamente ao receptor; Livre 

(Free): concentração livre em prazosina (frio + quente) presente no 

meio. Retirado de Noël (2017).

Cálculo dos parâmetros: regressão não linear

A regressão não linear é uma forma de análise para 
ajustar dados a qualquer equação não linear, como é o caso 
das equações que caracterizam tanto as curvas de compe-
tição como de saturação, e assim estimar o valor dos parâ-
metros ou constantes que queremos definir. Ela tem como 
vantagem a ausência do viés estatístico que caracterizava as 
práticas antigas quer seja de simples avaliação gráfica ou de 
linearização dos dados (Motulsky & Ransnas, 1987). 
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No caso da regressão não linear, não existe solução 
matemática simples como na regressão linear, o que exige 
o uso de algum método iterativo baseado em aproximações 
sucessivas, somente possível com o auxílio de computador 
e programa específico, como o GraphPad PRISM que usare-
mos para analisar nossos dados. O passo-a-passo para uso do 
PRISM na análise dos nossos dados está detalhado no vídeo 
da prática.

Perguntas para sua reflexão

1.	Se nós realizássemos um ensaio direto, uma satura-
ção com a substância de interesse marcada/radioativa, 
poderíamos descobrir mais facilmente se ela é um 
agonista ou antagonista?

2.	Discuta com seus colegas se poderíamos obter outros 
valores de CI50 e/ou de Ki, se nós testássemos a mesma 
substância com outro radioligante.

3.	Um aluno de iniciação científica se confundiu e aque-
ceu a solução de lavagem, além de ter demorado para 
abrir a torneira da filtração. Como nós poderíamos 
suspeitar disso olhando os valores obtidos? Reflita 
como eles estariam em comparação com outro expe-
rimento realizado adequadamente.

4.	Você iniciou o experimento, adicionando a pro-
teína em todos os tubos, mas teve um imprevisto 
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e precisou ir embora mais cedo. O que poderia 
acontecer se você filtrasse todos os tubos antes do 
tempo determinado no protocolo? Comente se res-
peitar o intervalo de 30 segundos entre cada tubo 
poderia garantir resultados adequados, mesmo com 
tempo de incubação bem menor.

5.	Devido a um erro nas contas, fez-se uma solução esto-
que de competidor 10x mais diluída do que o dese-
jado. Consequentemente, as diluições feitas a partir 
desse estoque (diluição seriada) também ficaram 10x 
mais diluídas. O erro só foi descoberto ao se com-
parar os resultados com a literatura e rever as contas 
do caderno de laboratório, após já ter sido construído 
um gráfico. O gráfico obtido (com valores errados de 
concentrações de competidor) está ilustrado a seguir 
(Figura 5). Esboce como deveria ser a curva com as 
concentrações corretas.

FIGURA 5 - Gráfico incorreto com valores errados de concentrações 

de competidor. Curva de competição. Experimento realizado com 

solução estoque de competidor em concentração 10x menor do que 

o desejado.
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

http://francoisnoelfarmac.wixsite.com/fnoel

www.screener.com.br

https://www.youtube.com/watch?v=IZspHjslAmE
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Introdução

Em farmacologia, ensaios funcionais são aqueles 
nos quais avaliamos a resposta biológica e permite avaliar 
a eficácia de um composto através da resposta máxima 
que ele produz (Emax) assim como sua potência, estimada 
a partir da concentração ou dose necessária para produzir 
metade desta resposta máxima (CE50 ou DE50). No caso 
da inibição enzimática, a eficácia será avaliada pelo 
Imax e a potência pelo CI50.
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Na+/K+-ATPase

Em células de mamíferos, o transporte ativo de sódio 
é ditado pela atividade de uma enzima conhecida por Na+/
K+-ATPase (NKA) ou, simplesmente, bomba de Na+ e 
K+. Considerada como uma das principais proteínas trans-
portadoras de íons, a NKA é a principal responsável pela 
manutenção do potencial elétrico de membrana. Sua ação é 
dependente de íons Mg2+ e, ao utilizar a energia proveniente 
da hidrólise de uma molécula de ATP, esta bomba transporta 
3 íons Na+ em troca de 2 íons K+ através da membrana con-
tra seus gradientes eletroquímicos (Figura 1). Através desse 
mecanismo, a NKA está envolvida na captação de neuro-
transmissores, aminoácidos e açúcares, extrusão de cálcio, 
manutenção do volume celular, produção de calor e regula-
ção do pH intracelular. E, ainda, atua no transporte transe-
pitelial, como por exemplo, na reabsorção tubular renal de 
Na+ e água (Blanco & Mercer, 1998). 

	 Estruturalmente, ela é um oligômero composto 
por pelo menos duas proteínas, as subunidades α e β, que 
podem formar tetrâmeros. A subunidade α, composta 
de 10 segmentos transmembranares (αTM1-αTM10), 
com aproximadamente 112 kDa de massa molecular, é a 
subunidade catalítica e, portanto, principal. É na subuni-
dade α que ficam os sítios de ligação para os cátions (Na+ 
e K+), ATP e para ligantes específicos, os esteroides 
cardiotônicos (ECTs), classicamente conhecidos como 
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inibidores da função enzimática dessa bomba. Foram des-
critas quatro isoformas da subunidade α. A subunidade 
β, conhecida como regulatória, é uma proteína transmem-
branar glicosilada, cujo peso molecular varia entre 40 a 60 
kDa, dependendo do grau de glicosilação, que, por sua vez, 
varia de acordo com os diferentes tecidos e é fundamental 
para a atividade da enzima além de estar envolvida na sua 
biogênese (Blanco e Mercer, 1998).

FIGURA 1 - Atividade catalítica da NKA e inibição pelos esteroides 

cardiotônicos (Quintas, 2021).
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Ainda, uma terceira subunidade, γ, ou FXYD2, tam-
bém pode ser encontrada associada às outras subunidades 
em alguns tecidos, como o epitélio renal, mas não é essen-
cial para a função da NKA.

Ambas as subunidades α e β possuem um padrão 
de distribuição específico para cada tecido. A subunidade 
α1 em associação com a β1, por exemplo, está presente 
em todos os tecidos e é a única isoenzima presente no rim 
de mamíferos. Em tecidos eletricamente excitáveis como 
o músculo cardíaco, o músculo esquelético e o tecido ner-
voso, a NKA é expressa em abundância e mais de uma 
isoformas está presente (Blanco e Mercer, 1998).

	
Esteroides Cardiotônicos

A função enzimática da NKA pode ser inibida atra-
vés da ligação com determinadas moléculas. Destacam-se 
os ECTs, uma classe de compostos de origem natural 
caracterizada pela presença de um núcleo esteroidal e de 
uma lactona ligada ao carbono 17. Em algumas moléculas 
observa-se a presença adicional de uma porção glicosídica 
ligada à aglicona pela hidroxila β do carbono 3. Até qua-
tro moléculas de açúcar podem estar associadas ao radical 
3β-OH. Duas famílias de ECTs diferenciam-se pelo anel 
lactônico: os cardenolidos, presentes, principalmente, no 
reino vegetal – por exemplo, a digoxina e a digitoxina, 
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provenientes de plantas do gênero Digitalis, aquela ampla-
mente utilizada na terapêutica da insuficiência cardíaca 
congestiva, e a ouabaína, extraída do Strophantus gratus. 
Os cardenolidos têm um anel lactônico de quatro carbo-
nos (γ-butirolactona-α,β-insaturada); e os bufadienolidos, 
como bufalina, estão presentes em abundância nas secre-
ções de pele e nas glândulas parotóides de alguns anfí-
bios, que apresentam um anel lactônico de cinco carbonos 
(δ-pirona) (Touza e cols., 2011 e Figura 2).

Embora a NKA seja o único alvo molecular conhe-
cido dos ECTs, sabe-se que outras substâncias também são 
capazes de inibir essa bomba, como demonstramos para 
a ivermectina e alguns de seus análogos e valepotriatos 
(Noël e cols., 2011; Bettero e cols., 2011).

FIGURA 2 - Exemplo da diferenciação entre as duas famílias de 

ECTs: (a) Digoxina, um cardenolido, com anel lactônico de 4 carbonos 

(círculo vermelho), e (b) Bufalina, um bufadienolido, com anel lactô-

nico de 5 carbonos. A digoxina apresenta porção osídica, à esquerda 

da molécula (digitoxoses).
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Protocolo Experimental

ENSAIO DE INIBIÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA

A atividade ATPásica será determinada segundo o 
método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925), o qual 
baseia-se na determinação quantitativa do fosfato inorgâ-
nico (Pi) liberado devido à hidrólise enzimática do ATP. A 
avaliação da potência inibitória se dá através da análise de 
curvas de inibição com o método de regressão não-linear e 
do cálculo dos valores de CI50.

A reação é processada à 37oC em meio contendo NaCl 
(94 mM), MgCl (3 mM), ATPNa2 (3 mM), EGTA (1 mM), 
tampão maleato-Tris (20 mM, pH 7,4), na presença e ausên-
cia de KCl (3 mM) ou ouabaína (1 mM), em quadruplicata. 

Após uma incubação de preparações enzimáticas de 
tecido cerebral e renal de roedores, por um intervalo 
de 2 horas, com concentrações crescentes do inibidor 
ouabaína, a reação é interrompida pela adição de solução 
de Fiske gelada. Assim, o Pi produzido pela hidrólise enzi-
mática do ATP reage com o molibidato de amônio, for-
mando o fosfomolibidato de amônio, de coloração azul 
e os valores de absorbância são determinados por espec-
trofotômetro (comprimento de onda de 650 nm), após 30 
minutos da adição do reagente de Fiske.

A avaliação da inibição da atividade Na+/K+-ATPá-
sica é realizada através da comparação entre a diferença 
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dos valores de atividade ATPásica total (tubos “T”) e de 
atividade basal (estes obtidos na ausência de K+ e em pre-
sença de 1 mM de ouabaína – concentração que produz 
inibição máxima; tubos “OUA”), que caracteriza a ativi-
dade sensível à ouabaína (i.e., Na+/K+-ATPásica; Lopez e 
cols., 2002) e os valores de atividade na presença do ligante 
a ser testado (tubos “ECT”, ver abaixo). 

Preparação de Tecido Cerebral e Rins de Rato

Os tecidos dissecados são homogeneizados com um 
Potter a 4°C em tampão 0,25 M contendo sacarose no pH 
7,4. Depois de centrifugação a 100.000 g por 1 h, os pellets 
são ressuspensos com o mesmo tampão e estocado em 
nitrogênio líquido. A dosagem de proteína é feita através 
do método de Lowry (Touza e cols., 2011).

Protocolo Experimental e Reagentes 
Solução de Fiske (500 mL):

Bissulfito de Na+			   0,276 g/L 
Sulfito de Na+			   0,276 g/L
Ácido amino 2-hidroxi-naftaleno 	 0,046 g/L
Molibidato de amônio 		  3,76 g/L 

Obs: molibidato de amônio deve ser previamente dissol-
vido em H2SO4 (5 N) 15% (v/v)
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Meio de Reação:
Solução Intermediária (SI): 	

ATP-Na2 	                         3 mM
EGTA 			   1 mM
Ácido maléico 		  20 mM
Tris 				   pH 7,4 a 37oC
KCl				   30 mM
Ouabaína (OUA)		  10-2 M
MgCl2			   30 mM
NaCl			   940 mM

Protocolo de inibição de Na+/K+-ATPase

Data do experimento:___/___/___
Proteína (Preparação enzimática):________________
___/___/___Obs:___________________________
Diluição: __________________________________
Inibidor: __________________________________
Estoque: __________________________________ 
diluído em: ___/___/___ por: _________________
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Reagente Concentração 
Final

Volume x___ tubos

SI - 200 µL

MgCl2 3 mM 50 µL

NaCl 94 mM 50 µL

H2O - 50 µL

μL/tubo - 350 µL

Adicionar
CLASSIFICAÇÃO DOS TUBOS

Todos os tubos receberão 350 µL do meio acima (tabela) +... 

Tubo “T” = 50 µL KCl + 50 µL H2O + 50 µL Proteína 

Tubo “OUA” = 50 µL OUA + 50 µL H2O + 50 µL Proteína

Tubo “ECT” → 50 µL KCl + 50 µL ECT + 50 µL Proteína

ECT = ouabaína (Note que ECT é neste caso, ouabaína, 
mas pode ser qualquer substância que se queira testar 
como potencial inibidor da enzima)

Rim de rato: Concentrações de ECT – 10-5, 3 x 10-5, 10-4, 
3 x 10-4 M

Cérebro de rato: Concentrações de ECT – 10-8, 3 x 10-8, 
10-7, 3 x 10-7, 10-6 M
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Diluições de ECT e observações
Abs = absorbância; Ativ = atividade; Inib = inibição

Abs 1 Abs2 Abs3 Abs4 Absmédia AbsECT-AbsOUA %Ativ %Inib

T
OUA

10-5

3x10-5

10-4

3x10-4

10-8

3x10-8

10-7

3x10-7

10-6
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

https://youtu.be/XqnTQJ26EpI
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O zebrafish (ZF), nos dias atuais, é um modelo clássico 
de estudo da biologia do desenvolvimento. De fato, desde o 
começo dos anos 90 a sua utilização tem se massificado no 
mundo inteiro devido à facilidade de manejo e o baixo custo 
de manutenção. No começo o zebrafish era utilizado como 
modelo de biologia do desenvolvimento por causa de suas 
características de rápido desenvolvimento e a transparência 
dos embriões, mas rapidamente outras utilizações surgiram. 
Hoje o modelo é utilizado em mais de 500 laboratórios no 
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mundo todo como modelo para descobrimento de novos 
fármacos, análise toxicológica, estudos de reprodução, medi-
cina regenerativa, oncogênese e genética. Esta plasticidade 
do modelo é a principal característica que hoje os grupos de 
pesquisa estão procurando e estabelecendo nos seus labo-
ratórios. No Brasil, o modelo de zebrafish está começando a 
ser utilizado em muitos lugares, tanto como modelo de bio-
logia do desenvolvimento como modelo toxicológico; mas a 
sua utilização na (Eco)Toxicologia e avaliação de compostos 
com potencial terapêutico é o que mais tem chamado a aten-
ção dos pesquisadores. O objetivo deste capítulo é tentar 
deixar clara a facilidade da utilização do modelo de zebrafish 
para análise farmacológica, aprender a anatomia e o desen-
volvimento dos embriões, conhecer os cuidados necessários 
para a manutenção de um aquário com ZF e aprender algu-
mas técnicas de manipulação básicas. Neste sentido, preten-
de-se apresentar o modelo de zebrafish como uma alternativa 
rápida, fácil e de baixo custo, em comparação aos modelos 
clássicos já utilizados na pesquisa, para a avaliação farmaco-
lógica e toxicológica.

 

Introdução

O Zebrafish (Danio rerio), ou “Paulistinha”, é um 
pequeno peixe proveniente do sul da Ásia, onde as condi-
ções climáticas adversas fizeram com que ele se tornasse 
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tolerante a ambientes muito variáveis e, por causa disso, 
seja facilmente criado em cativeiro e manipulável para a 
utilização na pesquisa. Uma série de características contri-
bui para que o zebrafish seja um modelo amplamente uti-
lizado. Os embriões se desenvolvem rapidamente fora da 
mãe, o que facilita a obtenção dos indivíduos sem sacri-
ficar exemplares. Nas primeiras 30 horas pós-fertilização 
(hpf) se apresentam opticamente claros, permitindo a fácil 
observação das diferentes estruturas e órgãos, sendo pos-
sível a análise de fenótipo com uma simples lupa. Apresen-
tam altas taxas de reprodução, onde um casal pode pro-
duzir entre 200 e 300 embriões por semana em condições 
ideais. A periodicidade dos acasalamentos também é uma 
vantagem, onde cada casal pode ser acasalado semanal-
mente, e estes exemplares podem ser acasalados por lon-
gos períodos de tempo (até aproximadamente três anos). 
Desta forma, estas características permitem a realização de 
experimentos de grande escala, o que é de grande utilidade 
para a pesquisa farmacológica e avaliação toxicológica.

Após a fertilização dos ovos, o embrião de zebrafish 
com uma célula realiza divisões seriadas a cada 30 minutos 
e se desenvolvem rapidamente. Nas primeiras 4 horas pós 
fertilização (hpf), observamos o estágio de blástula, onde 
divisões celulares seriadas fazem que o embrião se prepare 
para formar o grupo de células que formará as primeiras 
estruturas. A partir das cinco hpf  inicia-se a formação do 
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shield (escudo), estágio embrionário de organização que 
permitirá eventos do desenvolvimento do embrião que se 
seguem descritos. 

A gastrulação começa às 6 hpf, onde serão formados 
os eixos do embrião (Ântero-Posterior e Dorso- Ventral) 
além da geração das camadas germinativas (Mesoderma, 
Endoderma e Ectoderma), necessárias para a especificação 
dos tecidos (Figura 1A). Durante a gastrulação, diferentes vias 
de sinalização são ativadas em lugares específicos do embrião 
e que levarão ao compromisso de grupos de células com as 
diferentes camadas germinativas. No ponto final da gastrula-
ção (9,5 hpf) temos um embrião com as camadas germinati-
vas definidas e os tecidos comprometidos. Após o processo 
de gastrulação os estágios de neurulação e segmentação 
(a partir das 10 hpf, Figura 1B) formarão as primeiras estrutu-
ras visíveis do embrião, formando o tubo neural e os somitos, 
estruturas que se diferenciam em músculo esquelético. Com 
24 hpf, chamada também de estágio de primórdio, é possível 
visualizar estruturas completas tais como o sistema nervoso 
central, coração e sistema circulatório, músculo esquelético, 
sistema digestório, etc (Figura 1C). A partir deste momento, 
os sistemas estão se pondo a ponto para formar um orga-
nismo completo. Entre 48 e 72 hpf  o embrião eclode (sai do 
córion) e passa a ser considerado uma larva, mas que ainda é 
dependente do reservatório do vitelo, e só após 5 dias é que a 
larva pode se alimentar e se manter por si mesma.
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Os indivíduos alcançam o estágio adulto, prontos 
para reprodução, a partir de 10 semanas pós fertilização, 
sendo dessa forma, fáceis de reproduzir em condições de 
laboratório para realizar experimentos de reprodução. O 
tamanho de um embrião ou uma larva não ultrapassa dos 
500 μm (Figura 1), e eles se mantêm desse tamanho até 
alcançarem estágios juvenis (duas semanas pós fertiliza-
ção). Desta forma, quando se pretende avaliar os efeitos 
de uma substância química, a quantidade de  reagente uti-
lizada para a realização de experimentos, com estes peque-
nos embriões e larvas é reduzida.

FIGURA 1 - Exemplificação de alguns estágios embrionários de 

zebrafish. Acervo do Laboratório de Endocrinologia Experimental. 

Os estágios embrionários do zebrafish se encontram 
muito bem caracterizados, o que permite avaliar por dife-
rentes estratégias os tecidos durante a sua formação. Mesmo 
com as facilidades que o modelo possui, uma série de ferra-
mentas foram desenvolvidas para poder melhorar a visuali-
zação de estruturas. Uma das principais técnicas utilizadas é a 
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Hibridização In situ em embrião completo (WISH – Whole mount 
In Situ Hybridization). A WISH permite visualizar estruturas e 
tecidos através da utilização de sondas de RNA modificadas. 
A ideia é a utilização de genes marcadores tecido específicos 
para sintetizar sondas, e essas sondas interagem especifica-
mente com os RNAm marcadores dentro do embrião. Assim, 
utilizando técnicas de coloração enzimáticas, estudar a estru-
tura em formação (Figura 2A).

Outra técnica para visualizar embriões de zebrafish é 
a imunofluorescência, metodologia que utiliza anticorpos 
que reconhecem proteínas específicas no embrião e que 
são capazes de ser detectados por anticorpos secundários 
acoplados a moléculas fluorescentes. Utilizando este tipo de 
técnica é possível visualizar qualquer tipo de tecido e estru-
tura com detalhes podendo chegar a limites sub-celulares 
(Figura 2B)

Uma outra vantagem deste modelo de estudo é o 
emprego de uma grande quantidade de ferramentas mole-
culares que podem ser utilizadas. O genoma sequenciado 
e o tamanho do animal permite realizar microinjeções de 
material genético dentro do embrião de 1-célula (Figura 
2C) o que possibilita a injeção de material genético como 
RNAm específicos para realização de experimentos de 
superexpressão, constructos de DNA para transformação 
celular e/ou criação de animais transgênicos (Figura 2D), 
diferentes tipos de oligonucleotídeos para modificação da 
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expressão proteica específica (morfolinos), criação de ani-
mais mutantes e transgênicos específicos com alta especi-
ficidade utilizando a técnica de CRISPR (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats) dentre outras técnicas 
de modificação gênica.

FIGURA 2 - Técnicas e ferramentas moleculares. (A) Hibridização in 

situ de embrião completo com sonda marcadora dos somitos, forma-

dores do músculo esquelético em teleósteos. (B) Imunofluorescência 

de embrião completo com dois anticorpos específicos marcadores de 

golgi (vermelho), membrana plasmática (verde) e sonda DAPI para 

marcação de núcleo em um embrião de 24 hpf. (C) Representação de 

uma microinjeção de material genético em um embrião de 1 célula. 

(D) Imagem representando um xenotransplante de célula tumoral 

(vermelho) às 4-10 horas pós injeção (hpi) e 24 hpi em uma larva trans-

gênica de 48 hpf com capacidade de expressar GFP (green fluorescent 

protein) nas células vasculares endoteliais, um modelo de doença muito 

utilizado para avaliar agressividade tumoral. Acervo do Laboratório de 

Endocrinologia Experimental. 
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Zebrafish como modelo de doenças

O zebrafish é utilizado também como modelo para 
o estudo de doenças humanas devido a todas suas vanta-
gens e facilidades. A maior parte dos tecidos, com exce-
ção pulmão e próstata, apresentam uma série de simi-
laridades que possibilita o estudo dos mecanismos de 
doenças degenerativas, metabólicas, malformações con-
gênitas durante o desenvolvimento embrionário, câncer, 
desordens no sistema nervoso e comportamentais, den-
tre outras. Para a geração de modelos de doenças especí-
ficas se utilizam ferramentas moleculares que permitem a 
modificação da expressão de proteínas importantes para 
a formação de órgãos e tecidos normais, reproduzindo 
assim no zebrafish o que acontece na fisiopatologia de 
determinadas doenças humanas.

A utilização de modelos de doenças em peixes per-
mite a avaliação rápida e fácil de possíveis tratamentos 
específicos para cada tipo de doença. A grande quantidade 
de vantagens que o modelo apresenta melhora as expec-
tativas e a eficiência da pesquisa para realização de análi-
ses de grande escala para selecionar os mais promissores 
protótipos candidatos a fármacos e entender os mecanis-
mos celulares e moleculares de ação desses compostos. 
Para a análise de moléculas de interesse tanto o embrião 
quanto a larva ou até o peixe adulto podem ser utilizados, 
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dependendo do principal interesse da pesquisa. Em qual-
quer estágio que o zebrafish for utilizado é possível dissol-
ver o composto no meio, dentro do aquário ou da placa de 
criação para que este seja absorvido e incorporado pelos 
indivíduos de estudo para posterior avaliação dos parâme-
tros desejados. Esta forma de aplicação dos compostos a 
serem estudados facilita a pesquisa e libera ao pesquisador 
da necessidade de realizar injeções, ou outros métodos de 
administração mais invasivos.

Zebrafish como modelo para estudos do câncer

Como em humanos, diferentes tipos de câncer 
podem ser encontrados em peixes teleósteos como o 
zebrafish. De fato, as características dos tumores encontra-
dos em zebrafish são histologicamente muito similares aos 
tumores humanos. Além disso, o zebrafish possui genes e 
vias de sinalização que regulam de forma semelhante o 
ciclo celular, a proliferação e/ou a apoptose.

A utilização de zebrafish como modelo para avaliar os 
efeitos carcinogênicos de compostos contaminantes ambien-
tais e protótipos candidatos a fármacos é um dos grandes 
métodos para estudos da biologia do câncer. A exposição a 
diferentes compostos carcinogênicos induz o desenvol-
vimento de uma variedade de tumores benignos e malig-
nos, e tem efeitos similares tanto em teleósteos como 
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em humanos. Devido à utilização de diferentes técnicas 
moleculares ou ativadores/repressores farmacológicos de 
oncogenes, desta forma sendo possível estabelecer/induzir 
a carcinogênese em tecidos específicos. Finalmente, com 
o estabelecimento do modelo de câncer em ZF é possí-
vel realizar ensaios com protótipos candidatos a fármacos 
anti-tumorais em larga escala com tempo de experimenta-
ção bastante reduzido.

Outras técnicas de estudo do câncer também são  uti-
lizadas, como o transplante de células tumorais em embriões 
(xenotransplante). Esta técnica baseia-se na utilização de 
transplante de células tumorais em embriões de zebrafish, e 
na avaliação dos efeitos e do comportamento tumoral 
(Figura 2D). Com esta técnica, a proliferação e a migração 
(metástase) das células tumorais, a angiogênese e o recruta-
mento de vasos sanguíneos podem ser estudados, assim como 
os efeitos de compostos antitumorais. Desta forma, in vivo, 
é possível realizar estudos com células tumorais de diferen-
tes tecidos como pâncreas, pulmão, câncer de mama, ovário, 
próstata, retinoblastoma, rabidomiosarcoma, leucemia e etc.

Toxicologia e descoberta de novos compostos 
com potencial terapêutico

Todas as vantagens mencionadas anteriormente 
fazem com que o zebrafish seja hoje um modelo de 
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grande importância e potencial para análise toxicológica 
e para o descobrimento de novos fármacos e compos-
tos. Os efeitos da exposição a um composto podem ser 
avaliados por visualização de fenótipos. O estudo da 
função de órgãos e tecidos pode ser realizado para uma 
melhor compreensão dos efeitos da exposição aos fár-
macos/compostos de interesse.

O zebrafish pode ser utilizado também como 
modelo de predição toxicológica através de ensaios de 
avaliação da CL (concentração letal) e da CL50 (con-
centração de uma substância química no ar ou na água 
que leva à morte de 50% dos indivíduos em um tempo 
pré-estabelecido). Diferentes fármacos de uso na clínica 
foram primeiramente avaliadas em zebrafish para serem 
posteriormente aprovadas pela FDA (Food and Drug 
Administration, USA). Para diferentes compostos tem se 
observado que a CL50 é levemente menor em zebrafish 
do que em mamíferos, ao mesmo tempo, os efeitos em 
órgãos específicos apresentaram similaridades notáveis 
entre o zebrafish e os mamíferos.

O zebrafish tem sido utilizado também como modelo 
de estudo de protótipos candidatos a fármacos com poten-
cial terapêutico. O processo de estudo se divide em quatro 
etapas: análise de grande escala de potencial terapêutico, 
identificação de alvos, validação dos alvos e desenvolvi-
mento de ensaios. Em cada uma dessas etapas o zebrafish 
pode desempenhar um importante papel.
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Atividade prática 

Cuidados de um zebrafish adulto, manipulação e aca-
salamento para obtenção de embriões.

Zebrafish adultos de mais de 3 meses serão coloca-
dos em aquários para a familiarização dos alunos com o 
modelo. Será explicado como deve ser feita a manipula-
ção dos peixes, quais são os materiais necessários para a 
preparação do acasalamento e quais são as característi-
cas principais para a diferenciação entre machos e fêmeas 
(Figura 3). As principais características para diferenciar 
machos e fêmeas é pela coloração e pela barriga pronun-
ciada da fêmea por causa da acumulação de ovos. O obje-
tivo da manipulação de peixes adultos permite que os alu-
nos sejam capazes de compreender a facilidade do modelo, 
vivenciar a rotina de um laboratório que utiliza zebrafish 
para obter embriões, conhecer as características principais 
necessárias para a realização de um acasalamento exitoso, 
aprender a manipulação de embriões em estágios de uma 
célula, e acompanhar as primeiras divisões celulares ao 
longo da aula prática.
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FIGURA 3 - Metodologia de acasalamento para obtenção de embriões.

Um macho e uma fêmea são colocados em aquá-
rios separados na noite anterior ao acasalamento. No dia 
seguinte, no horário que a luz do biotério acende, eles 
são colocados no aquário de acasalamento para come-
çar a colocar os ovos. Para o processo de acasalamento é 
necessário um aquário com fundo falso para a posterior 
coleta dos ovos fecundados (B). É necessário reconhecer 
os melhores machos e fêmeas para obter uma maior quan-
tidade e melhor qualidade de embriões (A).

Qual será o macho e fêmea nesta figura?
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Manipulação de embriões para análise de             
compostos e moléculas para estudar seus efeitos 
na fisiologia do ZF

Os embriões de zebrafish podem ser utilizados em 
diferentes estágios do desenvolvimento embrionário, depen-
dendo do tipo de análise, de tecido ou órgão que se deseja 
estudar ou grupo de células que queremos acompanhar. Cada 
estágio embrionário e larval se encontra muito bem caracteri-
zado (Figura 1), e para avaliar efeitos fenotípicos é necessário 
conhecer bem a forma e anatomia do animal.

Utilizando a tabela da Figura 1 os alunos terão que reco-
nhecer os estágios do desenvolvimento em uma placa con-
tendo embriões em diferentes estágios do desenvolvimento.

A experiência será realizada expondo às larvas de 48-72 
hpf  a substâncias (Cafeína e Diazepam) com conhecidos efeitos 
na fisiologia do zebrafish onde os alunos terão que pensar e pro-
por um desenho experimental, realizando tratamentos com os 
diferentes compostos em diferentes concentrações e avaliarão 
os efeitos fisiológicos a partir das observações realizadas.

Para executar as experiências os alunos serão dividi-
dos em grupos e farão os diferentes tratamentos utilizando 
uma placa de 24-poços contendo no máximo 3 larvas por 
poço com 500 μL de meio de embrião total. A proposta será 
discutir as observações obtidas a partir das análises realiza-
das no final do curso e comparar os resultados dos grupos 
participantes.
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

Instagram
@lbendocrinoexperimental

https://www.youtube.com/watch?v=YaTCWXtlipM
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Introdução

A dor pode ser descrita como “experiência sen-
sitiva e emocional desagradável associada a uma lesão 
real ou potencial dos tecidos” (IASP – International 
Association for the Study of  Pain) (IASP, 2020). Pode-se 
dizer que a dor é um sintoma com finalidade prote-
tora, protegendo a integridade física do organismo no 
ambiente. Reflexos coordenados e respostas compor-
tamentais são induzidos para que seja mínima a lesão 
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tecidual. No entanto, a definição de conceito de “dor” 
não é tão fácil, visto que componentes subjetivos pró-
prios do indivíduo podem alterar a resposta a estímulos 
algogênicos. As metodologias empregadas para estudo 
da nocicepção utilizam estímulos nocivos em animais, 
os quais apresentam reações comportamentais compatí-
veis com a sensação de dor desprovida do componente 
emocional, ou seja, reflete a ativação das vias nocicepti-
vas. O termo nocicepção tem sido usado para descrever 
o processo neural de codificação e processamento dos 
estímulos nocivos, portanto “dor” e “nocicepção” não 
devem ser confundidos.

O primeiro passo que origina o fenômeno sensiti-
vo-doloroso é a transformação dos estímulos (térmico, 
mecânico ou químico) em potenciais de ação que, das 
fibras nervosas periféricas, são transferidos para o sis-
tema nervoso central. Quando ocorre uma injúria teci-
dual devido a um estímulo químico, mecânico ou térmico 
há a liberação de mediadores químicos (K+, 5-HT, BK 
e histamina) e lipídicos (prostaglandinas e leucotrienos) 
que levam a ativação e sensibilização dos nociceptores 
(receptores específicos para dor), respectivamente. É 
gerado um potencial de ação que se propaga por toda 
a fibra nervosa aferente primária (fibras Aδ (mielínicas) 
e C (amielínicas)), onde há liberação de sP que age nos 
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mastócitos fazendo com que eles liberem histamina e 
também nos vasos sanguíneos onde promove vasodila-
tação. Esta mesma fibra também libera glutamato que 
ativa as vias ascendentes de modulação da dor (agem em 
receptores do tipo NMDA que permeia Na+). O estímulo 
nervoso chega ao corno dorsal da medula espinal, onde 
ocorre a 1ª sinapse sensorial, ativando a via ascendente 
que propaga o estímulo nervoso até o tálamo onde haverá 
a percepção da dor (YAM e cols., 2018) (Figura 1).

	

FIGURA 1 – Processos fisiológicos da nocicepção: transdução, trans-

missão, modulação e percepção. Imagem feita em BioRender.com
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Nocicepção periférica - Modelo da Lambedura 
de Pata Induzida pela Formalina

Este modelo de avaliação de nocicepção periférica é 
caracterizado por uma resposta bifásica: a primeira fase, é 
uma resposta de dor neurogênica aguda de curta duração 
que ocorre durante os primeiros 5 minutos logo após a inje-
ção intraplantar de formalina (2,5% p/v). A segunda fase, 
tônica e mais duradoura, ocorre entre 15 e 30 minutos após 
a injeção intraplantar e é uma resposta inflamatória à dor 
(Hunskaar & Hole, 1987).

Nocicepção central - Modelo da Placa Quente

Para avaliar a ação antinociceptiva supraespinal de um 
fármaco utiliza-se o modelo da placa quente, que consiste 
em submeter o animal ao estímulo térmico quando colocado 
sobre uma placa aquecida a temperatura de 55 + 10 C. O ani-
mal apresenta consciência da nocicepção, visto que responde 
com a intenção de se proteger frente ao estímulo nocivo, atra-
vés da retirada e/ou lambida das patas. Esse comportamento 
reflete a ativação do córtex somatossensorial e o envolvimento 
de mecanismos supraespinal ao nível tálamo-cortical (Matheus 
e cols., 2005). Substâncias capazes de promover analgesia ao 
nível espinal e/ou supraespinal apresentam um maior tempo de 
latência, ou seja, permitem que o animal resista por mais tempo 
ao estímulo nocivo nestes modelos citados.
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Atividade prática

MODELO DA LAMBEDURA DE PATA INDUZIDA PELA 
FORMALINA

Animal utilizado: camundongos Swiss webster adultos (20 a 
25 gramas), de ambos os sexos.

MATERIAL UTILIZADO

Aparato de vidro e/ou aparato de acrílico com bequer, 
espelho, cronômetro, seringa de 0,1 mL, seringa de 500 μL 
e solução de formalina (2,5%).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O modelo consiste na injeção intraplantar de 20 μL de 
formalina na pata traseira direita do camundongo. Regis-
tra-se, com o auxílio de um cronômetro, o somatório dos 
tempos (em segundos) nos quais o animal permanece lam-
bendo a pata em que a formalina foi injetada.
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RESULTADOS

Tempo de lambedura (segundos)
Animais 1ª fase 2ª fase

1
2
3
4
5
X

D.P.

MODELO DA PLACA QUENTE

Animal utilizado: camundongos Swiss webster adultos (20 a 
25 gramas), de ambos os sexos.

Material utilizado
Placa metálica aquecida a 55 + 1o C, cronômetro, seringa 
de 0,1 mL.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Colocar o animal na placa aquecida e registrar o 
tempo de latência com o auxílio de um cronômetro, ou 
seja, o tempo que o animal leva para retirar e/ou lamber 
e/ou saltar sobre a superfície aquecida. Realizar duas medi-
das controle com intervalo de 30´ (-30’ e -60”), onde 
a média destas medidas é denominada “linha de base”, 
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antes da administração da substância de tratamento 
(0,1 mL/10 g), por via oral. Por meio dessas medidas se 
estabelece o tempo de “Cut-off ”, ou seja, o tempo máximo 
de permanência do animal sobre a placa para evitar danos 
teciduais (calculado como sendo aproximadamente 3 vezes 
o valor da linha de base). Calcular a linha de base (média 
das duas medidas controle: -60’ e -30’) e realizar o registro 
do tempo de latência com intervalos de 30’ após o trata-
mento dos animais. Os resultados são expressos como per-
centual de aumento em relação à linha de base (= tempo 
de latência x 100/linha de base - 100).

RESULTADOS

	 Tempo de Latência (em segundos)

Animal
Controle Tratamento

-60´ -30´ 30´ 60´ 90´ 120´ 150´ 180’

1

2

3

4

5

X

D.P.
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Linha de base: ________________________________
Cut-off: _____________________________________
%AERLB*: __________________________________

* Percentual de Aumento em Relação à Linha de Base = tempo de latência x 

100/linha de base - 100).
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

Home Page
http://lafdiicbufrj.wix.com/lafdi

Instagram
https://instagram.com/lafdi_ufrj

Facebook
https://www.facebook.com/LaboratorioDe

FarmacologiaDaDorEInflamacao/

https://youtu.be/3z3ZFxqutos
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Introdução

Métodos imunológicos têm sido amplamente utiliza-
dos na análise clínica e na pesquisa científica para a detec-
ção e localização de moléculas chave para eventos celula-
res. São métodos de elevada sensibilidade e especificidade. 
A base destes métodos é a interação entre antígenos e Acs 
específicos produzidos em um organismo animal (coelho, 
rato, camundongo ou burro) pelos linfócitos B.
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O que são os anticorpos (Ac)? 

São glicoproteínas sintetizadas e liberadas pelos 
plasmócitos presentes no plasma, tecido e secreções. Os 
plasmócitos são células derivadas dos linfócitos B, que é 
um tipo de leucócito (glóbulo branco). São sinônimos: 
imunoglobulinas (Ig) e gamaglobulinas. Apresentam como 
principal função o reconhecimento de moléculas estranhas 
ao organismo, denominadas antígenos, de forma especí-
fica e com alta afinidade (https://www.britannica.com/
science/antibody).

O que são os antígenos?

É toda a substância que, ao entrar em contato com 
um organismo, inicia uma resposta imune, através da 
ativação linfócitos específicos. Os antígenos podem ser 
classificados em imunógenos ou haptenos. Os imunó-
genos são moléculas que suscitam uma resposta imune 
ou memória, são bons imunógenos proteínas e polissa-
carídeos. São haptenos as moléculas que geram baixa 
resposta imune como os lipídios (Abbas e cols., 2019). 
Os ácidos nucleicos, podem ser considerados como 
haptenos, mas quando em cadeia simples ou associados 
às proteínas podem ativar resposta imune (Berzofsky e 
cols., 2021). 
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Como os Ac são produzidos?

Os Ac são produzidos pelos linfócitos B, que são 
células que se originam na medula óssea vermelha e são 
distribuídos ao organismo pelo sistema linfático (https://
www.britannica.com/science/antibody). A base teórica 
para a produção dos Ac é explicada pela seleção clonal 
(Abbas e cols., 2019). Segundo essa teoria, uma grande 
variedade de linfócitos contendo diferentes receptores 
para antígenos é produzida durante o período embrio-
nário. Neste período, os receptores que reagirem contra 
qualquer antígeno serão eliminados, uma vez que estes 
antígenos são componentes do próprio organismo. Vale 
ressaltar que, se neste mesmo período, estiverem presen-
tes antígenos externos, não se desenvolverá imunidade 
contra este antígeno. Da mesma forma, se algum antígeno 
do organismo não puder ser reconhecido pelo receptor, 
com o desenvolvimento do organismo, este antígeno será 
considerado como invasor/estranho, sendo a base fisio-
patológica de uma doença autoimune. Este receptor, pre-
sente no linfócito B, é um Ac específico deste linfócito 
(denominado CD e um número) que ativa uma sinalização 
intracelular, sinalizando a sua morte no embrião ou a sua 
proliferação no adulto.

Acompanhe a Figura 1, quando um antígeno invade 
o organismo adulto, linfócito(s) imaturo(s) que tiver(em) 
o receptor específico para este antígeno se prolifera(m), 
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amadurece(m) e se diferencia(m), podendo derivar em plas-
mócitos ou em células de memória (Abbas e cols., 2019). 
Os plasmócitos são as células produtoras de Ac, que são 
semelhantes ao receptor do linfócito B que reconheceu o 
antígeno inicialmente. Células de memória pertencem a 
este mesmo clone, e são essenciais para que, numa segunda 
exposição ao antígeno, a reação imunológica seja mais rápida 
e intensa, uma vez que não é necessário passar pelo processo 
de seleção (Shukla e cols., 2009). 

FIGURA 1- A teoria da seleção clonal e a produção de Ac específicos.
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Quais são os tipos de Ac produzidos?

Baseando-se na teoria da seleção clonal, existem dois 
tipos de Acs contra um determinado antígeno: os policlo-
nais (advindos de vários clones de linfócitos B) e os mono-
clonais (advindos de um único clone de linfócito B) (Abbas 
e cols., 2019). Para entender melhor a natureza destes dois 
tipos de Acs, antes, precisamos entender o conceito de 
epítopo ou determinante antigênico. Um certo antígeno, 
por conta do tamanho ou da estrutura química, pode ser 
reconhecido por vários linfócitos, levando a ativação de 
vários clones de linfócitos B porque cada um deles reco-
nhece uma pequena porção do antígeno. A essa pequena 
porção capaz de gerar uma resposta imunológica denomi-
na-se epítopo (ou determinante antigênico; Figura 2). Cada 
epítopo induz a produção de um Ac específico. O mesmo 
raciocínio vale para organismos inteiros como bactérias, 
que são inicialmente fagocitadas, digeridas e seus epítopos 
são apresentados.
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FIGURA 2 - Os diferentes epítopos de um antígeno (A). para cada 

epítopo um Ac é gerado (B). Os Ac policlonais se originam de dife-

rentes linfócitos B e reconhecem diferentes epítopos de um antígeno. 

Já os Ac monoclonais advêm de um único linfócito B, selecionado arti-

ficialmente e replicado diversas vezes como um clone.

	

Qual é a estrutura de um Ac?

Os Ac são formados por 4 estruturas proteicas 
ligadas entre si por pontes dissulfeto em formato de 
“Y” (Figura 3). Estas quatro estruturas são compostas 
de duas cadeias pesadas idênticas e duas cadeias leves 
idênticas. Na parte de cima do “Y”, encontram-se 2 
sítios de ligação ao antígeno, que permite a formação 
de ligações cruzadas entre o mesmo Ac, o que permite a 
precipitação do complexo antígeno-Ac (Ag-Ac). A parte 
de baixo do “Y” é considerada a região da cauda e pode 
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estar conjugada a fluorescência ou enzimas para os dife-
rentes processos de detecção. Os Acs são classificados 
em IgA, IgD, IgE, IgM e IgG (Tabela 1). Especialmente 
a IgG, que representa 75% das proteínas totais, parti-
cipa amplamente do processo imune com ativação final 
do sistema complemento. Com isso, essa imunoglobu-
lina é largamente utilizada em métodos imunológicos 
(Abbas e cols., 2019).

FIGURA 3 - Estrutura de um anticorpo.
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TABELA 1 - Tipos de Anticorpos e as suas funções.

Como os Ac são produzidos para uso em                     
metodologias imunológicas?

A produção de Acs policlonais envolve 3 etapas: o iso-
lamento do antígeno, a fase de imunização do animal (coe-
lho, rato, camundongo ou burro) que leva a produção de IgG 
específica para o antígeno. Em seguida é feita a purificação 
do Ac do soro quando não é possível a sua utilização direta. 
Para a produção de um Ac monoclonal, as etapas são mais 
complexas (Figura 4). Após a imunização do animal, os linfó-
citos do baço são retirados e fundidos com células tumorais 
de mieloma, que garante a imortalidade da célula (hibridoma). 
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O hibridoma é selecionado a partir de um meio de cul-
tura que permita somente o crescimento deste tipo celular. 
Em seguida, essas células são distribuídas em poços, de 
forma a se obter a densidade de 1 hibridoma por poço para 
que as células descendentes sejam provenientes de apenas 
deste clone. Estes hibridomas iniciarão a produção de Acs, 
que estarão presentes no meio de cultura. O(s) clone(s) 
que produzirem Acs com maior afinidade e especificidade 
serão selecionados, através de testes usando técnicas imu-
nológicas como a imunodetecção (https://www.abcam.
com/protocols/a-comparison-between-polyclonal-an-
d-monoclonal). Veja a imagem comparativa entre os Ac 
policlonais e monoclonais na Figura 5.

FIGURA 4 - Esquema simplificado de produção de um Ac monoclonal.
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FIGURA 5 - Comparação entre os Ac policlonais e monoclonais que 

norteiam a escolha para a aplicação da metodologia de detecção/loca-

lização de proteínas.

Como os Ac podem ser utilizados para análises 
clínicas e de pesquisa?

Os Ac podem ser úteis na detecção de proteínas de 
interesse para análises clínicas, como as proteínas marcado-
ras de patologias ou na pesquisa, quando se deseja conhecer 
o aumento ou diminuição da quantidade de proteínas e/ou a 
sua localização em um tecido. Para a execução desta atividade, é 
preciso que a região constante do Ac seja ligada covalentemente 
(conjugados) a compostos que permitam a sua separação (ex: 
agarose) ou detecção (ex: peroxidase, fluoróforos, ouro, etc).
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Porém, a modificação de um Ac é um processo tra-
balhoso e custoso, sendo mais complicado construir um 
único Ac que tivesse que ser específico ao antígeno na sua 
função variável e ainda conter uma modificação na sua 
função constante. Para contornar esse problema, a maio-
ria dos métodos imunológicos utilizam o método indireto 
de detecção (Figura 6), ou seja, utilizam em suas amostras 
dois tipos de Ac em sequência: Ac primário e Ac secundá-
rio. O Ac primário é aquele que reconhece o antígeno de 
interesse (ex: proteína), enquanto o secundário reconhece 
o Ac primário como seu antígeno. Este Ac possui em sua 
função constante alguma molécula de detecção, como 
moléculas fluorescentes.

FIGURA 6 - Método indireto de detecção de proteínas.
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Quais são os métodos imunológicos disponíveis 
atualmente?

São divididos em métodos de purificação e quantifi-
cação e análise.  Os métodos de purificação consistem na 
imunoprecipitação e na cromatografia de afinidade. Entre 
os de quantificação e análise compreendem: a imunodetec-
ção (Western blot), imunocitoquímica, radioimunoensaio e 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). 

Nesta prática, vamos discutir os métodos relacionados 
a quantificação e análise: Western blot e Imunocitoquímica.

OBJETIVOS

a. Compreender assuntos que usam os métodos imu-
nológicos que são encontrados em todos os ramos 
das ciências biológicas, incluindo a Farmacologia;

b. Promover o conhecimento da técnica de imunode-
tecção e localização de proteínas, chave para execu-
ção de trabalhos experimentais e análises clínicas.
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Protocolo Experimental
WESTERN BLOT

É uma técnica que possibilita reconhecer e quan-
tificar antígenos a partir de um gel de eletroforese, 
geralmente SDS-PAGE (PAGE = polyacrylamide gel 
electrophoresis). Nesta primeira etapa, as proteínas são 
desnaturadas e carregadas negativamente em uma solu-
ção denominada tampão de amostra. Isso permite que 
as proteínas de uma amostra sejam separadas pelo seu 
peso molecular e corram em direção ao catodo durante a 
eletroforese. Na segunda etapa, as proteínas separadas no 
gel de acrilamida são transferidas para uma membrana de 
nitrocelulose onde ocorre o processo de imunodetecção 
propriamente dito.

Amostra: homogeneizado renal

Diluição da amostra: cada poço do gel deve conter no 
máximo 30 μL contendo 60 μg de proteína.

Concentração da amostra: __________ mg/ml        

__________ μg _______ μL

X =  _______μL de ptn 

60 μg ______________ X
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O tampão de amostra deve corresponder a 1/3 do 
volume total, ou seja, 10μl. Logo teremos:

__________ μL de ptn + 10 μL de tampão de amostra + 
__________ μL de água = 30 μL

Em alguns casos, a amostra deve ser fervida para 
garantir a desnaturação das proteínas.

Composição do tampão de amostra: ________________
____________________________________________
____________________________________________
____________________________________________
____________________________________________
____________________________________________
____________________________________________

PREPARO DO GEL

O gel é preparado pela polimerização de monô-
meros de acrilamida (formando uma matriz inerte para 
a migração das proteínas) e o tamanho dos poros do 
gel pode ser ajustado variando a concentração da acri-
lamida adicionada para retardar a migração da proteína 
de interesse. Quando se inicia a eletroforese, as pro-
teínas são atraídas para o polo positivo e repelidas do 
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polo negativo. Dependendo do ponto isoelétrico1 da 
proteína, elas podem possuir cargas positivas ou nega-
tivas. Para que todas as proteínas da amostra possuam 
cargas negativas e que a separação seja feita exclusiva-
mente pelo peso molecular, um detergente carregado 
negativamente, o SDS (dodecil sulfato de sódio), se liga 
nas regiões hidrofóbicas das proteínas mascarando a sua 
carga intrínseca. Isso também permite que as proteínas 
sejam desnaturadas, atravessando melhor os poros e 
que migrem em direção ao polo positivo em um campo 
elétrico. Para assegurar a desnaturação da proteína, o β 
mercaptoetanol, um agente redutor, é utilizado no tam-
pão de amostra.

Proteína de interesse (antígeno): _____________________
Peso molecular: ____ KDa
Concentração de Acrilamida/Bis acrilamida do gel de 
corrida: ________

Stacking gel (5%): Responsável pelo “empilha-
mento” das proteínas presentes na amostra antes da 

1 Ponto Isoelétrico (PI) é o valor de pH onde uma molécula apresenta carga 
elétrica líquida igual a zero. Como você já sabe, a unidade básica de uma proteí-
na são os diferentes aminoácidos. Estes, por sua vez, contêm os grupamentos 
COOH e o NH3+. O pI é o pH no qual há equilíbrio entre as cargas negativas 
e positivas dos grupamentos iônicos de um aminoácido ou de uma proteí-
na (através do somatório de cargas dos aminoácidos). Para saber mais, leia o 
capítulo 3 do livro “The Cell” (Alberts e cols., 2014).
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separação propriamente dita. O stacking gel evita o 
“arraste” das proteínas. 

2950 μL de H2O

1250 μL de Tris 0,5M (pH6,8)

800 μL de Acrilamida/Bis acrilamida

50 μL de SDS 10% 

Catalizadores: 25 μL de APS e 2,5 μL de TEMED, 
promovem a polimerização da acrilamida-bis acrila-
mida formando o gel.

Running ou gel de corrida: Responsável pela sepa-
ração das proteínas da amostra de acordo com o peso 
molecular.

____ μL de H2O

____ μL de Tris 1,5M (pH 8,8)

____ μL de Acrilamida/Bis acrilamida

____ μL de SDS 

Catalizadores: ___ μL de APS e ___ μl de TEMED.
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ETAPAS PARA A FORMAÇÃO DO GEL DE                                        
POLIACRILAMIDA

1.	 Montagem do aparato de eletroforese

2.	 Colocar o gel de corrida deixando um espaço de 
2 cm até o final da placa de vidro. Adicionar água 
até o final da placa de vidro, para evitar o contato 
do gel com o ar e acelerar a polimerização. Deixar 
polimerizar de 20 a 30 min

3.	 Retirar a água e colocar o stacking gel até o final 
da placa de vidro de modo que transborde, colocar 
o pente com cuidado para não gerar bolhas de ar. 
Deixar polimerizar de 15 a 20min

  

CORRIDA

Após a retirada do pente, mover as placas para o 
aparto e preencher o aparato com tampão de corrida (3 g 
de Tris base; 14,4 g de Glicina; ajuste do pH para 8,3; 1 g 
de SDS – H2O qsp 1000 ml). Adicionar, então, os 30 μL da 
amostra cada qual no seu poço, sempre acompanhados por 
um padrão de peso molecular (Figura 7). Acoplar o aparto 
a fonte, ajustando a corrida para 60 mA por gel. 
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FIGURA 7 - Montagem do aparato de Western blot e as etapas do 

processo metodológico. Adaptado de: https://www.creative-diagnos-

tics.com/Sample-Gel-Preparation.htm. (Imagem: domínio público).

TRANSFERÊNCIA

A fim de tornar as proteínas acessíveis à detecção 

por Acs, é feita etapa de transferência destas do gel para 

uma membrana adsorvente. Colocar em uma bandeja 

com tampão de transferência (3,03 g de Tris; 14,4 g de 

Glicina; 200 mL de Metanol; H2O qsp 1000 mL) o san-

duíche que consiste na peça de acrílico preta (polo nega-

tivo) + espuma+ papel de filtro + membrana de nitroce-

lulose + gel (que acabou de correr) + papel de filtro + 

espuma + peça de acrílico transparente (polo positivo). 

É importante que esta sequência seja seguida para que 

as proteínas presentes no gel se movem através da cor-

rente elétrica aplicada, indo para a membrana na mesma 

disposição que foi aplicada no gel (Figura 8A). O san-

dwich deverá ser colocado em uma cuba com o tampão e 
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a transferência deverá ocorrer a 350 mA por 1h e 30min. 

Passado o tempo, a membrana deverá ser corada com 

vermelho de Ponceau para avaliar a eficiência da transfe-

rência (Figura 8B). Confirmado esta etapa, a membrana 

deverá se incubada com uma solução de leite desnatado 

5% por uma hora, objetivando o bloqueio dos sítios ines-

pecíficos presentes na membrana, impedindo a ligação 

dos Ac nestes locais.

(A)							     
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(B)

FIGURA 8 - Etapas do processo de transferência das proteínas do 

gel  de eletroforese para a membrana de transferência. Adaptado 

de: https://www.creative-diagnostics.com/Sample-Gel-Preparation.

htm. (Imagem: domínio público). Para a maioria das transferências, 

a membrana de nitrocelulose é escolhida, mas se as proteínas tiverem 

característica mais hidrofóbica, recomenda-se o uso da membrana 

PVDF (A). Membrana corada com vermelho de Ponceau, sendo possível 

observar as proteínas coradas. Imagem do Laboratório de Farmacologia 

Renal, ICB/UFRJ (B). (Towbin e cols., 1979; Towbin e cols., 1984).
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IMUNODETECÇÃO

Ac primário: _____________________

Ac secundário: ____________________

Após 3 lavagens seguidas de 5 min cada, com solu-
ção de TBS (1,21 g de Tris; 4 g de NaCl; H2O qsp 1000 
ml – pH 7,6), é realizado a incubação com o Ac primário 
durante 1h. Posteriormente, é feita a lavagem da mem-
brana por 3 vezes (de 5 min cada) com solução de TBS. 
Então, é realizada a incubação da membrana com Ac 
secundário por 45 min.

REVELAÇÃO 

A fluorescência é detectada no aparelho Odsey 
Licor. A partir das imagens adquiridas (Figura 9), as ban-
das reveladas terão suas densitometrias calculadas em um 
programa de computador - Scion Image.
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FIGURA 9 - Imagem da membrana obtida no aparelho Odsey Licor, 

após processamento. Observa-se a marcação da banda, na qual foi 

utilizada Ac primário anti-β-actina (~ 43kDa). (Acervo do Laboratório 

de Farmacologia Renal, ICB/UFRJ).

IMUNOCITOQUÍMICA

A imunocitoquímica utiliza o mesmo princípio da 
imunodetecção, isto é, a ligação específica do Ac detec-
tável ao antígeno. A única diferença está na apresentação 
do antígeno que se encontra fixado na lâmina, e não na 
membrana. Este método tem uma precisão menor quando 
comparado com a imunodetecção (Western blot), mas tem 
como principal vantagem mostrar a localização cito- ou 
histológica do antígeno. 
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Os sistemas de detecção nesta técnica geralmente 
são a peroxidase/DAB (diaminobenzidina) + H2O2 ou 
fluoróforos. Usando diversos fluoróforos ligados a dife-
rentes Acs é possível determinar em um mesmo tecido a 
co-localização de dois ou mais antígenos. As etapas deste 
método estão resumidas na Tabela 2.

Preparação da Amostra Protocolo da Imunocitoquímica

Fixação Bloqueio

Incorporação Incubação com Ac primário

Secção da Amostra Incubação com Ac secundário

Recuperação Antigênica Adição do substrato enzimático

Montagem da lâmina e                                  
visualização

TABELA 2 - Etapas para a detecção por imunocitoquímica.

B.1. DESPARAFINIZAÇÃO E REIDRATAÇÃO DOS 
CORTES

Passo 1 – Esquentar na estufa 60 °C por 60 min ou 
52 °C overnight

OBS: Escrever com lápis na lâmina: condição, dia, 
Ac e concentração.

OBS: Ligar o banho para chegar a 95 °C
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Passo 2 – Remoção da parafina/reidratação

2.1 Xilol 3x – 5min

2.2 Etanol 100% - 1min

2.3 Etanol 95% - 1min

2.4 Etanol 75% - 1min

Passo 3 - Lavagem

3.2 TBS – 5min

BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDÓGENA

Passo 4- Bloqueio da Peroxidase endógena. 

4.1 Adicionar 2 a 3 gotas do Peroxabolish por 10 min

4.2 Lavar com água destilada por 5 min agitando no jarro;

Passo 5 – Melhorar a penetração do Ac

5.1 Adicionar 5ml do decloker com 45 ml de água des-
tilada no jarro branco.

5.2 Colocar o jarro branco no banho a 95 °C. 

OBS: Confirmar a temperatura com termômetro. 

5.3 Ao atingir 95 °C colocar as lâminas no decloaker 
por 30 min.
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Passo 6- Resfriamento
6.1 Abrir a tampa do jarro e deixar na bancada por 
20 min

Passo 7- Retirar o decloaker

7.1 Rinsar com água da bica suavemente para não 
perder o tecido (gotinhas da água da bica) até a água 
se tornar transparente.

7.2 Secar delicadamente a lâmina com papel toalha e 
envolver o tecido com a PAP PEN.

OBS: Posicionar as lâminas na câmara de incubação 
com papel molhado para evitar ressecamento.

BLOQUEIO DA PROTEÍNA

Passo 8 – Bloqueio

8.1 Adicionar Background punisker – 2 a 3 gotas por 5 
min (lavar rapidamente em TBS quando acabar)

AC PRIMÁRIO

Passo 9 – Incubação Ac primário 

9.1 Remover delicadamente com papel o excesso do 
bloqueio 

9.2 Add aproximadamente 150 µl do Ac primário – 
90 min tem ambiente ou overnight 4 °C (geladeira). 
Diluído em Da Vinci green
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Passo 10 – Lavagens

10.1 Colocar lâminas no jarro com TBS sem tween

10.2 Agitar delicadamente com as mãos

10.3 Lavar com TBS-T 4x 5min agitando e 1x 5min 
com TBS sem tween

10.4 Secar delicadamente e posicionar novamente na 
câmara de incubação

AC SECUNDÁRIO

Passo 11 – Incubação Ac secundário

11.1 Adicionar 2 a 3 gotas de Mach-4 por 30 min a 
temperatura ambiente (melhor) ou Mach-2 universal, 

11.2 Colocar lâminas no jarro com TBS sem tween

11.3 Agitar delicadamente com as mãos

11.4 Lavar com TBS-T 4x 5min agitando e 1x 5min 
com TBS sem tween

ADIÇÃO DO SUBSTRATO ENZIMÁTICO

Passo 12 – Detecção

OBS: Preparar o DAB somente na hora de ir ao 
microscópio e deixá-lo no gelo

OBS: DAB pode ser reutilizado em até 5 dias se 
estocado na geladeira
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12.1 Adicionar 1 gota do DAB para 1ml do tampão 
específico 

12.2 No micro aplicar o DAB no tecido e incubar até 
visualizar o marrom (de 2 a 5 min).

12.3 Parar a reação mergulhando na água destilada 
do jarro e guarda para tirar as fotos

MONTAGEM DAS LÂMINAS E VISUALIZAÇÃO

Passo 13- Montagem das lâminas

1.3 Colocar as lâminas na hematoxilina do jarro azul 
(descer e subir umas 3 X)

1.4 Lavar em água destilada para tirar o excesso e 
deixar secando a temperatura ambiente.

1.5 No dia seguinte pingar 3 gotas do meio de mon-
tagem e colocar a lamínula em cima, tirar as fotos 
(Figura 10). 
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FIGURA 10 - Resultado da imunohistoquímica, utilizando um 

corte de tecido renal e Ac primário anti-SIK. Observa-se, nas regiões 

marrom escuras, maior expressão da proteína de interesse. (Acervo do 

Laboratório de Farmacologia Renal, ICB/UFRJ).

.
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

https://youtu.be/HerpaKmN0RM
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Introdução

A purificação dos diferentes leucócitos presentes 
no sangue periférico humano (linfócitos, monócitos, neu-
trófilos, eosinófilos, basófilos) é útil porque possibilita o 
estudo da biologia e da fisiologia dessas células, bem como 
a elucidação do seu papel em diferentes patologias. Técni-
cas de separação imunomagnética são muito utilizadas nes-
ses processos de purificação. A obtenção de preparações 
de células com alto grau de pureza (95 – 100%) permite 
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estudos cada vez mais refinados que descartam a interfe-
rência de frações contaminantes que podem vir a mascarar 
ou alterar uma determinada resposta observada (Neves e 
cols., 2009; Zhou e cols., 2012) 

O objetivo deste material é introduzir e discutir o 
passo a passo para a obtenção de frações enriquecidas 
dos diferentes leucócitos presentes no sangue periférico 
humano. A partir dessas frações enriquecidas, preparações 
de alta pureza podem ser obtidas. Para neutrófilos, já é 
possível obter frações de alta pureza (~95%) com meto-
dologias mais simples e baratas como demonstrado ao 
longo deste capítulo. Entretanto, para outros leucócitos, 
frações com alto grau de pureza (acima de 95%) só podem 
ser obtidas através de separação imunomagnética ou cito-
metria de fluxo (cell sorter), o que implica em custos mais 
elevados. Por exemplo, a partir da fração de granulócitos, é 
possível obter eosinófilos com alto grau de pureza através 
de separação imunomagética negativa utilizando kit espe-
cífico (Akuthota e cols., 2014). 
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Protocolo Experimental

PREPARO DAS SOLUÇÕES A SEREM UTILIZADAS

•	Citrato de sódio 100 mM    volume 500 mL   pH 7,4

Massa Molecular: 294,10    m= 14,705 g

Pesar 14,7 g de citrato de sódio e solubilizar 
em 490 mL de água bidestilada.     

Ajustar pH

q.s.p – 500 mL

Esterilizar

 
•	Meio HBSS sem cálcio e magnésio – 1 L, pH 7,4

NaCl: 8 g

KCl: 0,4 g

Na2HPO4: 1,44 g

KH2PO4: 0,24 g

Glicose: 1 g

NaHCO3: 0,352 g

Dissolver os sais em 990 mL de água bidestilada 

Ajustar pH

q.s.p. 1 L

Esterilizar
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Separação de diferentes frações leucocitárias de 
sangue periférico humano

PASSO A PASSO:

•	Obter o termo de consentimento do doador 
para a punção venosa (40 mL) – protocolo n° 
31968020.9.0000.5257 aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa em Humanos do Hospital Uni-
versitário Clementino Fraga Filho - UFRJ

•	Colocar as luvas.

•	Preencher com 10 mL de citrato de sódio 100 mM 
pH 7,4 uma seringa de 60 mL 

•	Fazer a punção venosa utilizando escalpe 19G 
(bisel da agulha para cima)

OBS: Devemos preencher as seringas com sangue até a 
faixa dos 50 mL (vide esquema abaixo).

FIGURA 1- Esquema da seringa preenchida com sangue e 

anticoagulante
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•	Apoiar a seringa com ajuda de estante na posição 
vertical.

•	Levar a estante com as seringas para a capela de 
fluxo laminar.

•	Após a coleta, já no fluxo laminar, colocar na 
seringa 10 mL de dextran 6% em solução salina

OBS: Dessa forma a seringa estará preenchida até a faixa 
dos 60 mL (vide esquema abaixo).

FIGURA 2 - Esquema da seringa preenchida com sangue, dextran e 

anticoagulante

OBS: Após adicionar o dextran, colocar o dedo sobre a 
abertura da seringa e virá-la delicadamente cinco vezes 
como o indicado abaixo. 

FIGURA 3 - Esquema do modo de mistura da seringa preenchida.
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O dextran promoverá a sedimentação das células 
sanguíneas. 

•	Apoiar novamente a seringa em posição vertical 
(com a ajuda de estante) e esperar de 30 a 40 minu-
tos até que as células (vermelhas e brancas) este-
jam bem sedimentadas.

•	Preencher 1 tubo de centrifugação de 50 mL com 
23 mL de Ficoll-Paque Plus (densidade = 
1,077 g/mL - G&E Healthcare) utilizando pipe-
tador automático. 

Quando as células nas seringas já estiverem 
sedimentadas

•	Retirar o sedimento leucocitário (fase superior de 
cor amarela + anel opaco na interface com as hemá-
cias) da seringa e tranferí-lo para um tubo de centri-
fugação de 50 mL como indica o esquema abaixo.

FIGURA 4 - Esquema do processo de transferência do material da 

seringa para tubo.
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•	Utilizando um pipetador automático transferir 25 
mL do sedimento leucocitário vagarosamente para 
o tubo de centrifugação de 50 mL contendo os 
23 mL de Ficoll-Paque Plus 

OBS: Encostar a ponta da pipeta na parede do tubo de 
centrifugação de 50 mL e na superfície do Ficoll. Vaga-
rosamente adicionar o sedimento leucocitário de modo 
que o gradiente de separação entre os líquidos seja 
mantido. À medida que o nível do sedimento leucocitário 
for subindo, deve-se também ir subindo vagarosamente a 
pipeta. Desta forma será mais fácil manter o gradiente de 
separação entre as superfícies das fases.

Assim ao final teremos:

FIGURA 5 - Esquema das fases obtidas na preparação do gradiente 

de separação.
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•	Centrifugar os tubos a 1200rpm, 25°C por 20minu-
tos SEM DESACELERAÇÃO E SEM ACE-
LERAÇÃO. (Para não quebrar o gradiente !!!) 

Após a centrifugação as células mononucleares 
(monócitos, linfócitos) ficarão na interface entre as fases 
amarela e azul (de acordo com o esquema acima) e as 
hemácias e os granulócitos  (neutrófilos, eosinófilos, basó-
filos) irão para o fundo do tubo.

Terminada a Centrifugação

•	Aspirar o sobrenadante até próximo à nuvem de 
células mononucleares (deve-se aspirar o líquido 
fazendo movimentos circulares.).

•	Recolher a fração de células mononucleares em 
tudo de centrifugação de 50 mL contendo 20 mL 
de meio HBSS gelado sem cálcio e magnésio.

•	Após a retirada da fração mononuclear, continuar 
aspirando o sobrenadante até próximo ao pellet de 
hemácias e granulócitos no fundo do tubo. 

•	Transferir esse pellet para tudo de centrifugação de 
50 mL contendo 20 mL de meio HBSS gelado sem 
cálcio e magnésio.
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•	ATENÇÃO: nessa etapa de transferência das fra-
ções de células mononucleares e pellet de hemácias 
e granulócitos devemos evitar fazer bolhas para 
que as células não se ativem.

•	Centrifugar esses 2 tubos a 1200 rpm, 4°C por 
5 minutos (com aceleração e desaceleração).

•	Após a centrifugação aspirar os sobrenadantes 
(fazendo movimentos circulares e com cuidado 
para não sugar os pellets).

•	Ressuspender o pellet de células mononucleares em 
2 mL de meio HBSS gelado sem cálcio e magnésio.

•	Ao pellet de granulócitos e hemácias adicionar 10 mL 
de solução de amônio-cloreto-potássio (ACK - 
NH4Cl 0,15, KHCO3 10 mM, EDTA 0,1 mM) 
para lisar as hemácias. Ressuspender as células e 
aguardar 5 minutos. Adicionar 40 mL de meio 
HBSS gelado sem cálcio e magnésio. Centrifugar 
a 1200 rpm, 4°C por 5 minutos (com aceleração e 
desaceleração). Ressuspender o pellet em 2 mL de 
meio HBSS gelado sem cálcio e magnésio. 

•	Realizar o citocentrifugado 

•	Fixar e corar a lâmina (eosina-hematoxilina)

•	Observar as células que estão presentes na lâmina 
sob microscopia de luz (vide figuras seguinte).
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FIGURA 6 - Imagem da fração de células mononucleares 
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FIGURA 7 - Imagem da fração de granulócitos – observe que a maioria 

das células ( >95% das células) são neutrófilos 
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

https://youtu.be/8jSm3NJxydc
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Introdução

O organismo possui um complexo sistema de pro-
teção antioxidante, como mecanismo de defesa contra 
os radicais livres, que são formados constantemente no 
metabolismo celular normal e em vários eventos pato-
lógicos e, quando em excesso, podem ocasionar a oxi-
dação de moléculas biológicas. O desequilíbrio entre o 
desafio oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante 
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do organismo é denominado de estresse oxidativo 
(Machado e cols., 2009).

A oxidação é parte fundamental da vida aeróbica e do 
metabolismo celular, produzindo radicais livres de forma 
natural ou por uma disfunção biológica. Esses radicais 
livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado 
nos átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados 
de ERO (espécies reativas de oxigênio) e ERN (espécies 
reativas de nitrogênio). No organismo, estão envolvidos na 
produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento 
celular, sinalização intercelular, imunidade e defesa celular 
e síntese de substâncias biológicas, entretanto, quando em 
excesso apresentam efeitos prejudiciais, como a peroxida-
ção dos lipídios de membrana e agressão às proteínas dos 
tecidos e das membranas, às enzimas, carboidratos e DNA 
(Barreiros e cols., 2006; Celi, 2010; Oliveira & Schoffen, 
2010). A produção de ERO está elevada nas lesões teci-
duais causadas por traumas, infecções, parasitas, radiações, 
hipóxia, toxinas e exercícios extremos, devido a um con-
junto de processos como o aumento de enzimas envol-
vidas na formação de radicais, a ativação da fagocitose, 
liberação de ferro e cobre ou uma interrupção da cadeia 
transportadora de elétrons (Rock e cols., 1996). Dessa 
forma, encontram-se relacionados com diversas patologias 
em humanos, como artrite, choque hemorrágico, doenças 
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do coração, catarata, disfunções cognitivas, neoplasias e 
AIDS (Barreiros e cols., 2006; Oliveira & Schoffen, 2010). 
Na medicina veterinária, o estresse oxidativo também tem 
sido relacionado com numerosas afecções, como sepse, 
mastite, enterites, pneumonia, doenças respiratórias e arti-
culares (Celi, 2010).

Os mecanismos de geração de radicais livres ocor-
rem, normalmente, nas mitocôndrias, membranas celu-
lares e no citoplasma e esses mecanismos podem ser 
favorecidos pelos íons ferro e cobre. A mitocôndria é a 
principal fonte geradora de radicais livres, por meio da 
cadeia transportadora de elétrons, durante a produção de 
energia a partir da glicose e do oxigênio. Outra impor-
tante fonte geradora de radicais livres são as enzimas 
NADPH oxidases, que são proteínas de membrana que 
tem a função de transferir elétrons através das membra-
nas celulares (Barbosa e cols., 2010).

Espécies reativas de oxigênio

As principais ERO (Tabela 1) distribuem-se em dois 
grupos, os radicalares: hidroxila (HO∙), superóxido (O2∙

-), 
peroxila (ROO∙) e alcoxila (RO∙); e os não-radicalares: oxi-
gênio (O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipo-
cloroso (HClO).
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Espécies
Estrutura 
química

Descrição Ocorrência Ação

Radical 
superóxido

O2-

Radical mais 
potente na 
indução de 
dano celular

Aproxima-
damente 
em todas 
as células 
aeróbicas

Na maioria 
das reações 
atua como 
agente                  
redutor

Radical 
hidroxila

HO
Altamente 
reativo

Formado 
a partir da 
homólise da 
água

DNA,                 
proteínas, 
carboidratos 
e lipídeos

Radical 
hidroperoxil

HO2

Protonado 
a partir do 
O2-

Através do 
peróxido de 
hidrogênio

Membranas 
biológicas

Peróxido de 
hidrogênio

H2O2

Não é um 
radical livre, 
porque 
não possui 
elétrons 
desempare-
lhados na úl-
tima camada

Reações 
para produ-
ção de HO∙

Proteínas e 
lipídios

Oxigênio 
singleto

O2

Molécula de 
oxigênio ex-
citada; não 
é um radical 
livre, porque 
não possui 
elétrons 
desempare-
lhados na úl-
tima camada

Produzidos 
pelos fagóci-
tos, indução 
luminosa 
e reações 
catalisadas 
pelas pero-
xidases

Mutações      
no DNA

TABELA 1 - Principais espécies reativas de oxigênio e seus locais de 

ação.
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O radical hidroxila (HO∙) é o mais deletério ao 
organismo, já que possui meia-vida curta, o que dificulta 
o sequestro in vivo. É formado no organismo princi-
palmente por dois mecanismos: reação do peróxido de 
hidrogênio (H2O2) com metais de transição e homólise da 
água por exposição à radiação ionizante. Causa danos ao 
DNA, RNA, às proteínas, lipídios e membranas celulares 
do núcleo e mitocondrial. Nos aminoácidos e proteínas, o 
radical pode reagir na cadeia lateral, onde ataca preferen-
cialmente cisteína, histidina, triptofano, metionina e feni-
lalanina, gerando danos com consequente perda de ativi-
dade enzimática, dificuldades no transporte ativo através 
das membranas celulares, citólise e morte celular (Barrei-
ros e cols., 2006).

A forma mais deletéria do oxigênio ao organismo é 
o oxigênio singleto (1O2), pois é a causa ou o intermediário 
da toxicidade fotoinduzida do O2 nos organismos vivos 
(Barreiros e cols., 2006). É a forma excitada de oxigênio 
molecular e não possui elétrons desemparelhados em sua 
última camada. Podem atuar de forma benéfica, na defesa 
contra infecção, quando a bactéria estimula os neutrófilos 
a produzirem ERO com a finalidade de destruir o micror-
ganismo (Ferreira e cols., 1997).

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é gerado in vivo 
pela dismutação do ânion-radical superóxido (O2∙

-) por 
enzimas oxidases ou pela β-oxidação de ácidos graxos. 
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As mitocôndrias são importantes fontes de O2∙
- e, como 

a presença deste ânion-radical pode causar sérios danos, 
elas são ricas em SOD (superóxido dismutase) que o 
converte em H2O2, que é então parcialmente eliminado 
por catalases, glutationa peroxidase e peroxidases liga-
das à tioredoxina, sendo que uma grande parte é libe-
rada para a célula (Barreiros e cols., 2006).

O peróxido de hidrogênio é pouco reativo frente 
às moléculas orgânicas na ausência de metais de tran-
sição. No entanto, exerce papel importante no estresse 
oxidativo por ser capaz de transpor facilmente as mem-
branas celulares e gerar radical hidroxila, conforme a 
equação: Mn+ + H2O2 → M(n+1)+ + HO∙ + HO-. No 
organismo, os metais de transição mais importante 
para a ocorrência dessa reação são o Cu1+ e o Fe2+, 
sendo a importância desse mais pronunciada, devido 
a sua maior biodisponibilidade no organismo, onde 
encontra-se complexado com proteínas de transporte 
(transferrina) e armazenamento (ferritina e hemoside-
rina). Além disso, o peróxido de hidrogênio é utilizado 
pelos fagócitos do organismo na produção de ácidos 
hipoalogenosos, que são oxidantes muito efetivos no 
combate a vírus, bactérias e outros corpos estranhos, 
entretanto, apresentam também efeitos deletérios 
quando expostos às moléculas biológicas (Barreiros e 
cols., 2006).
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A maior fonte de energia para os organismos 
aeróbicos está na terceira etapa da respiração, que 
ocorre no interior da mitocôndria, onde uma molécula 
de oxigênio é reduzida a duas moléculas de água com o 
consumo de 4 elétrons: O2 + 4e- + 4H+ → 2H2O, por 
meio da ação da enzima citocromo-oxidase (Ferreira & 
Matsubara, 1997; Barbosa e cols., 2010). Na equação 
seguinte (Figura 1), descreve-se a etapa de redução do 
O2, formação do radical hidroxila e a segunda molé-
cula de água.

FIGURA 1 - Equação da redução do O2, formação do radical hidroxila 

e água.

O radical ânion superóxido (O2∙
-), ao contrário da 

maioria dos radicais livres, é inativo,  e em meio aquoso, 
sua reação principal é a dismutação, na qual é produzida 
uma molécula de peróxido de hidrogênio e uma molécula 
de oxigênio. Participa de processos químicos importantes 
no contexto biológico, como no auxílio na produção de 
radical HO∙, através de quelatos de ferro (III), formando 
Fe+2, pela seguinte reação (Figura 2).
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FIGURA 2 - Equação que mostra a formação de Fe2+, a partir da 

redução de quelatos de Fe (III).

Assim, o HO∙pode ser obtido através da reação de 
Haber-Weiss, como mostra a Figura 3:

FIGURA 3 - Equação de Haber-Weiss.

Apesar dos efeitos danosos no organismo, o radi-
cal O2∙

- possui importância vital para as células de defesa, 
protegendo contra infecções causadas por vírus, bactérias 
e fungos, sendo produzido in vivo pelos fagócitos ou lin-
fócitos e fibroblastos, durante um processo inflamatório 
(Ferreira e cols., 1997; Barreiros e cols., 2006).

Todos os componentes celulares são suscetíveis 
à ação dos ERO, porém a membrana celular é um dos 
mais atingidos em decorrência de um processo deno-
minado de peroxidação lipídica, que acarreta alterações 
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na estrutura e na permeabilidade das membranas. Como 
consequência, há perda da seletividade na troca iônica e 
liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas 
hidrolíticas dos lisossomas e formação de produtos cito-
tóxicos, culminando em morte celular. O componente 
lipídico da membrana eritrocitária também pode estar 
sujeito há lipoperoxidação, com formação de corpúscu-
los de Heinz e oxidação do grupamento –SH (sulfidrilas), 
promovendo lesão da membrana e consequentemente, 
hemólise (Ferreira e cols., 1997).

Espécies reativas de nitrogênio

Dentre as principais ERN incluem-se o óxido nítrico 
(NO∙), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitri-
tos (NO2

-), nitratos (NO3
-) e peroxinitritos (ONOO-).

O radical óxido nítrico (NO∙) pode ser produzido 
no organismo pela ação da enzima óxido nítrico sintetase 
a partir de arginina, oxigênio e NADPH, gerando também 
NADP+ e citrulina. O nitrato (NO3

-) pode transformar-
-se em nitrito (NO2

-), que reage com os ácidos gástricos 
gerando o ácido nitroso (HNO2). O óxido nitroso (N2O3) 
também é percursor do HNO2 através de sua reação com 
a água. O ácido nitroso promove a desaminação das bases 
do DNA que contêm o grupo –NH2 livre, que são cito-
sina, adenina e guanina, formando-se uracila, hipoxantina 
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e xantina (Barreiros e cols., 2006). O óxido nítrico não é 
suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente, 
mas pode reagir com o radical ânion superóxido (O2∙

-), 
produzido pelos fagócitos, gerando peroxinitrito, que, 
pode sofrer reações secundárias formando agentes capazes 
de nitrar aminoácidos aromáticos (Barreiros e cols., 2006).

Antioxidantes

O excesso de radicais livres no organismo é comba-
tido pelos antioxidantes produzidos pelo corpo ou absor-
vidos na dieta (Barreiros e cols., 2006) e podem ser defi-
nidos como qualquer substância que, quando presente em 
baixa concentração comparada à do substrato oxidável, 
regenera o substrato ou previne significativamente a sua 
oxidação (Halliwell e cols., 2000).

O metabolismo antioxidante demanda gasto energé-
tico e possui uma relação intrínseca com o sistema glicolí-
tico. Dessa forma, animais com deficiência de enzimas gli-
colíticas são mais propensos às lesões oxidativas, como na 
deficiência da glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) 
em cães e equinos, e na deficiência de piruvato quinase em 
cães da raça Basenjii e Beagle (Machado e cols., 2009).

São conhecidos três sistemas enzimáticos antioxidantes 
(Tabela 2): o primeiro é composto por dois tipos de enzimas 
SOD (superóxido dismutase), que catalisam a desmutação do 
radical ânion superóxido O2∙

-, convertendo-o em oxigênio e 
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peróxido de hidrogênio (Babior, 1997). Existem duas formas 
de SOD no organismo, a primeira contém Cu2+ e Zn2+ como 
centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade não 
é afetada pelo estresse oxidativo; e a segunda contém Mn2+ 
como centro redox, ocorre na mitocôndria e sua atividade 
aumenta com o estresse oxidativo. O segundo sistema antioxi-
dante é mais simples, sendo formado pela enzima catalase que 
atua na dismutação do peróxido de hidrogênio em oxigênio e 
água, conforme mostra a Figura 4.

FIGURA 4 - Dismutação do peróxido de hidrogênio em oxigênio e 

água.

O terceiro sistema é composto pela glutationa (GSH) 
em conjunto com duas enzimas, a glutationa peroxidase 
(GPx ou GSH-Px) e a glutationa redutase (GR ou GSH-
-Rd), e a presença de selênio na enzima (seleno-cisteína) 
denota a importância desse metal e sua atuação como 
antioxidante no organismo. Esse sistema também catalisa a 
dismutação do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio, 
sendo que a glutationa opera em ciclos entre a sua forma 
oxidada e a sua forma reduzida (Barreiros e cols., 2006), 
conforme a Figura 5.
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FIGURA 5 - Equações da redução do H2O2 a H2O pela GSH na presença de 

GPx, com formação de ponte dissulfeto e, em seguida, regeneração da GSH.

Enzima (sigla) Ação biológica Locais

Superóxido dismutase 
(SOD)

Catalisa a dismutação 
do O2∙-, convertendo-o 
em H2O2, que é menos 
reativo e pode ser 
degradado por outras 
enzimas

Abundante nas células 
aeróbicas

Catalase (Cat)
Catalisa a água e oxi-
gênio para formação 
de H2O2

Eritrócitos e baço, 
rins dos mamíferos e 
fígado

Glutationa peroxidase 
(GSH-Px)

Catalisa a redução 
do H2O2 e peróxidos 
orgânicos para o seu 
álcool correspondente, 
sendo que a glutationa 
opera em ciclos entre 
a sua forma oxidada e 
a sua forma reduzida

Citosol

Glutationa redutase 
(GSH-Rd)

Mantêm o sistema de 
proteção celular ínte-
gro através da redu-
ção da forma oxidada 
(GSSG) para a forma 
reduzida (GSH)

Fígado e                                 
linfonodos

TABELA 2 - Sistemas enzimáticos antioxidantes conforme sua ação 

biológica e seus sítios de ação.
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Dentre os antioxidantes de baixo peso molecular, 
podemos citar os carotenoides, a bilirrubina, a ubiquinona 
e o ácido úrico, porém, as mais importantes micromolé-
culas são o ácido ascórbico (vitamina C) e o α-tocoferol 
(vitamina E) (Babior, 1997; Barbosa e cols., 2010).

O potencial antioxidante in vivo dos compostos 
não-enzimáticos depende de algumas variáveis, como: 
absorção e biodisponibilidade em condições fisiológicas, 
concentração plasmática ideal, tipos de radicais livres gera-
dos no processo oxidativo, em qual compartimento celular 
foram gerados e como foram gerados (Bianchi & Antu-
nes, 1999). O ácido ascórbico ou vitamina C é comumente 
encontrado no organismo humano na forma de ascorbato, 
localizado nos tecidos orgânicos. Desempenha papéis 
metabólicos fundamentais, atuando como agente redutor, 
reduzindo metais de transição (Fe3+ e Cu2+) presentes nos 
sítios ativos das enzimas ou nas formas livres no orga-
nismo. Devido ao fato de ser um bom agente redutor, o 
ascorbato pode ser oxidado pela maioria das ERO e ERN 
que chegam ou são formadas nos compartimentos aquo-
sos dos tecidos orgânicos (Barreiros e cols., 2006).

Dentre todos os tocoferóis conhecidos, o α-tocofe-
rol (vitamina E) tem sido considerado o biologicamente 
mais ativo, sendo o principal antioxidante lipossolúvel nas 
membranas celulares. O fato de ser lipossolúvel confere a 
propriedade de se acumular no interior das membranas e 
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de ser transportado pelas lipoproteínas, especialmente pela 
lipoproteína de baixa densidade (LDL). É armazenado em 
vários tecidos, especialmente no fígado, tecido adiposo e 
músculo e sua excreção pode ocorrer pelas fezes, pela via 
biliar ou pela pele (Jordão Júnior e cols., 1998). A vitamina 
E é a principal responsável pela remoção dos radicais livres 
na membrana eritrocitária e possui um importante papel 
de interromper a propagação da lipoperoxidação, atuando 
assim, na prevenção da hemólise por manter a estabilidade 
das membranas (Machado e cols., 2009).

Os carotenoides agem in vivo como desativadores do 
oxigênio singleto ou como sequestradores dos radicais peroxila, 
reduzindo a oxidação do DNA e lipídios, que está associada 
a doenças degenerativas. Dentre eles, o β- caroteno é a mais 
importante fonte de vitamina A, e formam um tipo incomum 
de agentes redutores biológicos (Barreiros e cols., 2006).

A ubiquinona possui grande poder oxidante através 
do sequestro dos radicais livres e na desativação do radical 
ânion superóxido. Outra importante função é a regenera-
ção do tocoferol na membrana mitocondrial, onde exerce 
a mesma função regenerativa que o ascorbato exerce na 
membrana celular (Barreiros e cols., 2006).

O ácido úrico é a principal forma de excreção de nitro-
gênio das aves e dos répteis; nos mamíferos é o produto 
secundário de excreção, derivado das bases purínicas. Encon-
tra-se, na maioria dos tecidos, na forma de ânion urato, que 
é um antioxidante efetivo nos sistemas biológicos, capaz de 
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proteger o DNA e lipídios de ERO e ERN, através da reação 
com os radicais peroxila (ROO∙) e NO2∙, gerando NO2

-. Além 
disso, é capaz de recuperar estruturas já atacadas que se torna-
ram radicais livres, e é responsável por estabilizar o ascorbato 
no plasma sanguíneo (Barreiros e cols., 2006).

A degradação da hemoglobina libera o grupo heme 
no organismo, liberando Fe3+ e produzindo biliverdina, que é 
reduzida pelo NADP sob ação da enzima biliverdina redutase 
a bilirrubina. Tanto a biliverdina quanto a bilirrubina possuem 
propriedades pró e antioxidantes, além de propriedades tóxi-
cas. A atividade antioxidante da bilirrubina ocorre principal-
mente quando se encontra ligada à albumina sérica, nos flui-
dos extracelulares (Barreiros e cols., 2006).

Íons de metais de transição como o ferro e o cobre 
estão envolvidos em várias reações de radicais livres e frequen-
temente levam a geração de espécies muito reativas a partir 
de espécies menos reativas. O ferro ligado a proteínas não é 
normalmente disponível para estimular a formação de radicais 
livres, a menos seja liberado pelas proteínas. Desta forma, seu 
transporte e armazenamento (ferritina e transferrina) propor-
ciona uma defesa antioxidante (Vannuchi e cols., 1998).

A participação do zinco no sistema de proteção antio-
xidante é evidenciada por meio de estudos in vivo, os quais 
demostram que a deficiência de zinco provoca lesões oxida-
tivas relacionadas à ação de espécies reativas de oxigênio em 
animais e em humanos, e por meio de estudos in vitro, os quais 
demostram o antagonismo do zinco à formação de radicais 
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livres em modelos bioquímicos e celulares (Powell, 2000). 
O papel exato do zinco como antioxidante não foi ainda 
elucidado, mas alguns trabalhos sugerem o envolvimento 
desse mineral em vários mecanismos, que incluem a regula-
ção da expressão de metalotioneína, a atividade da enzima 
superóxido dismutase e a proteção de grupamentos sul-
fidrila de proteínas de membranas celulares por antago-
nismo com metais pró-oxidantes como cobre e ferro. A 
ação antioxidante desse mineral é indireta, uma vez que o 
íon zinco não é ativo em reações de óxido-redução (Powell, 
2000; Koury & Donangelo, 2003).

O zinco é essencial para a integridade e funcio-
nalidade das membranas celulares e a sua concentração 
pode ser bastante elevada dependendo do tipo celular e 
é influenciada pelo estado nutricional em zinco do orga-
nismo. Alguns estudos demonstraram que a sua deficiência 
aumenta a fragilidade da membrana de eritrócitos em ratos 
e em humanos (Bettger & O’Dell, 1993) e sugerem que 
a perda de zinco da membrana celular é um dos primei-
ros sinais de depleção deste mineral no organismo (Koury 
& Donangelo, 2003). Esta perda pode afetar a função da 
membrana celular, alterando a fluidez, os canais de trans-
porte de sódio e de cálcio e o balanço hídrico e osmótico 
da célula. A participação do zinco na estabilidade de mem-
branas é evidenciada através dos seguintes mecanismos: 
promove a associação entre as proteínas de membrana e as 
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do citoesqueleto, estabiliza a forma reduzida de grupamen-
tos sulfidrilas, contribuindo para a proteção antioxidante 
contra os efeitos de ruptura de membranas causados por 
oxidação de lipídios e proteínas, e preserva a integridade 
de canais iônicos, agindo assim como antagonista ao efeito 
adverso do íon Ca2+ livre (Bettger & O’dell, 1993; Koury 
& Donangelo, 2003).

Os flavonoides interagem com as biomembranas e 
exercem a função de moduladores da fluidez, gerando um 
impedimento físico para a difusão das ERO e ERN, de 
modo que há o decréscimo da cinética das reações respon-
sáveis pelo estresse oxidativo (Barreiros e cols., 2006).

TBARS – Análise das substâncias reativas ao áci-
do tiobarbitúrico

Fundamento: Método utilizado para a avaliação do 
estado de oxidação dos ácidos graxos em sistemas Biológi-
cos. O dano em lipídeos de membrana é determinado pela 
formação de subprodutos da lipoperoxidação (malondial-
deído-MDA), que são substâncias reativas ao aquecimento 
do ácido tiobarbitúrico formadas durante a peroxidação 
em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage 
com o TBA gerando um produto colorido róseo lido em 
espectrofotômetro (532 nm).
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REAGENTES

•	10 g de ácido tricloroacético em 100 mL de água 

destilada;

•	 	Para 100 amostras (inclusive o branco – 5 pon-

tos) adicionar 134 mg de ácido tiobarbitúrico em 

18 mL de água destilada + 2 mL de DMSO (pro-

cedimento realizado com aquecimento e béquer 

coberto com papel alumínio);

•	 	Controle positivo – TMP (malondialdeído): 

o	 Solução Principal (SP) de TMP 500 µM: dissol-

ver 4,2 µL de TMP em 1 mL de etanol PA + 49 

mL de água destilada.

o	 Soluções para a Curva Padrão: Atenção!!! Estas 

serão feitas de trás para frente, a partir da solu-

ção principal (SP) de TMP, como descrito na 

tabela 3 (etiquetar eppendorffs de 1 a 8):
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Tubos [TMP] Vol. H2O
Vol. Solução de 

TMP

 CP8 100 µM 800 µl 200 µl da SP

CP7 50 µM 500 µl 500 µl da CP8

CP6 10 µM 800 µl 200 µl da CP7

CP5 5 µM 500 µl 500 µl da CP6

CP4 2,5 µM 500 µl 500 µl da CP5

CP3 1,25 µM 500 µl 500 µl da CP4

CP2 0,625 µM 500 µl 500 µl da CP3

CP1 0 µM 500 µl 0 (branco)

TABELA 3 - Preparo da Curva Padrão. SP – solução principal de TMP.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Tecido: 200 µL / Plasma: diluir 50 µL em 150 µL de KPE
Técnica:

1.	Ligar o banho-seco em 95 a 99 ºC

2.	Colocar 200 µL da amostra (tecido ou plasma) 
em 200 µL de TCA (10%) em um eppendorff  
identificado

3.	Centrifugar a 2.200 x g (5.800 RPM) por 15 min

4.	Recolher 300 µL do sobrenadante e adicionar 300 
µL de TBA. Para a curva padrão, adicionar 300 µL 
de TBA a 300 µL dos ependdorffs de 1 a 8

5.	Colocar os eppendorffs em banho-maria (95°C) 
por 60 min    contar o tempo somente após o 
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banho maria atingir a temperatura ideal; (Furar os 
eppendorffs para que eles não explodam ou colo-
car um peso sobre a tampa dos mesmos)

6.	Esfriar em temperatura ambiente por 15 min

7.	Adicionar 150 µL em cada poço em uma placa 
de 96 poços em duplicata (para a curva e para as 
amostras)

8.	Ler em leitor de ELISA (comprimento de onda 
próximo de 532 nm)

CÁLCULO 

1.	Calcular FC médio da curva padrão – FC = TMP 
(nmol)/Abs

2.	Multiplicar a absorbância da amostra pelo FC 
médio

3.	Dividir o resultado pela quantidade de proteína na 
amostra (nmol de TBARS/mg de proteína)

4.	Quando a amostra for diluída (ex. plasma) multipli-
car pelo número de diluições
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Anexo

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

www.labioredox.com.br

https://youtu.be/12jDQzO2haY
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Resumo

O endotélio é composto por monocamada de célu-
las endoteliais que revestem todo o sistema vascular, e, 
portanto, se comunicam com diferentes tipos celulares. 
A sinalização purinérgica regula a resposta imune inata e 
adaptativa tendo papel relevante na inflamação. O meio 
extracelular do ambiente tumoral é rico em nucleotídeos, 
os quais são liberados por sistemas de transporte ou em 
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decorrência da morte de células tumorais, endoteliais e do 
sistema imune. Desta forma, no contexto da inflamação, 
os nucleotídeos extracelulares são considerados importan-
tes “sinais de perigo” e denominados como padrões mole-
culares associado ao dano (DAMPs). O ATP é o DAMP 
mais conhecido e melhor caracterizado sendo agonista de 
receptores purinérgicos metabotrópicos P2Y e ionotrópi-
cos P2X. Ademais, as ecto-nucleotidases (NTPDases) deli-
mitam o perfil e a duração da ação do ATP ao iniciarem 
a hidrólise deste agonista gerando a cascata ADP, AMP 
e adenosina. Células endoteliais expressam receptores 
purinérgicos P2 e de adenosina (P1) com ações pró- e anti-
-inflamatórias que modulam, dentre outras funções, o pro-
cesso de transmigração celular, etapa limitante na origem 
do processo metastático. Desta forma, é possível caracteri-
zar o papel da sinalização purinérgica na adesão de células 
de câncer in vitro através do ensaio de adesão. 

Estrutura vascular

Os vasos sanguíneos são formados por três cama-
das histológicas denominadas como túnica adventícia (ou 
externa), túnica média e túnica íntima. A túnica média é 
composta por células musculares lisas com capacidade de 
contração e relaxamento. A túnica íntima é a camada mais 
interna sendo caracterizada pela presença da lâmina basal 
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e do endotélio, o qual constitui a interface entre o sangue e 
seus constituintes e órgãos. Desta forma, as células endo-
teliais desempenham um papel fundamental na homeos-
tasia vascular e em processos inflamatórios (Muller, 2016; 
Paternotte e cols., 2008; Pober & Sessa, 2007) (Figura 1). 
Ademais, células endoteliais apresentam grande plastici-
dade fenotípica, a qual é modulada, por exemplo, por sua 
localização anatômica, hipóxia, injúria celular e mediadores 
extracelulares (Dejana e cols., 2017; Aird, 2007).

FIGURA 1 - Estrutura dos vasos sanguíneos contendo a túnica adven-

tícia (externa), túnica média e túnica íntima. A monocamada de células 

endoteliais compõe a túnica íntima, e reveste o lúmen de todos os 

vasos sanguíneos e linfáticos. Células endoteliais de diferentes loca-

lidades anatômicas podem apresentar fenótipo heterogêneo. Figura 

elaborada no site Biorender.com.
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Endotélio e interação intercelular: relevância na 
formação de metástases

O endotélio é composto por monocamada de célu-
las endoteliais.  É importante enfatizar que existe variação 
fenotípica entre o leito endotelial em diferentes porções do 
sistema vascular e entre células arteriais, venosas e capilares 
(Aird, 2007). Tais células de diferentes localidades não ape-
nas expressam diferentes marcadores, mas também podem 
produzir diferentes respostas a um mesmo estímulo (Aird, 
2007; Sumpio e cols., 2002). 

O endotélio controla o tônus vascular, a permeabili-
dade vascular e transmigração de leucócitos, sendo modu-
lado por mediadores pró- e anti-inflamatórios. Resumida-
mente, a transmigração leucocitária (ou diapedese) é a etapa 
final de uma cascata de interações leucócito-célula endotelial 
precedida pela captura, rolamento e adesão ao endotélio, 
e depende da expressão endotelial de integrinas e molécu-
las de adesão tais como a molécula de adesão intercelular 
(ICAM-1) e vascular (VCAM)-1 (Figura 2). A ativação endo-
telial que favorece o processo de adesão leucocitária pode 
ser iniciada por agonistas de receptores acoplados à proteína 
G (GPCR) tais como histamina (ativação tipo I) ou por cito-
cinas e quimiocinas tais como TNF-α, IL-1β, CXCL8 (ati-
vação tipo II). A ativação por agonistas de GPCR tem curta 
duração, mas é importante para favorecer a ativação do tipo 
II, a qual é mais sustentada (Lawson e Wolf, 2009; Pober & 
Sessa, 2007). 



169Modulação Farmacológica da Interação Célula Tumoral-célula ...

A ativação endotelial é essencial para a efetividade 

da resposta imune inata (Muller, 2016; Pober & Sessa, 

2007). O processo de adesão leucocitária pode ser ava-

liado in vitro sendo modulado por diferentes receptores. 

Demonstramos recentemente que a ativação de recep-

tores purinérgicos P2Y1 (GPCR) endoteliais estimula a 

adesão de células mononucleares à monocamada endote-

lial. Este efeito é inibido pelo pré-tratamento das células 

endoteliais com MRS2179, antagonista seletivo do recep-

tor P2Y1 (Cardoso e cols., 2017).

FIGURA 2 - Participação do endotélio no processo de adesão de 

células tumorais. Na vigência de um estímulo pró-inflamatório as 

células endoteliais são ativadas e expressam na membrana integrinas e 

moléculas de adesão envolvidas no rolamento, adesão e transmigração 

de células tumorais. Figura elaborada no site Biorender.com.
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Um mecanismo semelhante de diapedese acontece 
com células tumorais onde a adesão ao endotélio favorece 
a saída da célula do nicho primário (extravasamento) alcan-
çando a circulação, e sua chegada a outros locais do corpo 
(intravasamento) em processo de formação do nicho metas-
tático (Figura 3). Logo, é considerado que células tumorais 
imitam o movimento transendotelial de leucócitos e para 
isto, a ruptura da barreira endotelial é a etapa limitante ao 
processo de transmigração (Buxton e cols., 2010).

FIGURA 3 - Interação célula endotelial-célula tumoral nas etapas de 

extravasamento da célula tumoral do nicho primário e de invasão e 

formação da metástase. Alguns receptores endoteliais acoplados à 

proteína G (GPCR) envolvidos no aumento da concentração intracelular 

de Ca2+ podem estimular a adesão de células tumorais à monocamada 

de células endoteliais. Figura elaborada no site Biorender.com.
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Por sua localização luminal (Figura 1), o endotélio está 
em contato com uma variedade de células e mediadores extra-
celulares. No microambiente tumoral há alta concentração de 
ATP secretado por células tumorais, células endoteliais, célu-
las do sistema imune, e plaquetas, e também liberado por célu-
las necróticas (Di Virgílio e cols., 2018; Ferrari e cols., 2016). 

A sinalização purinérgica é parte integrante da sina-
lização intercelular tanto na homeostasia como em proces-
sos inflamatórios e se inicia pela liberação de nucleotídeos 
no meio extracelular (Ohman & Erlinge, 2012). O ATP 
extracelular atua como um sinal de alerta ao sistema imune 
sendo liberado sob condições de estresse celular (Idzko e 
cols., 2014). O pesquisador Dr. Geoffrey Burnstock con-
tribuiu de forma significativa para a caracterização inicial 
da sinalização purinérgica (Burnstock, 2009).

Receptores purinérgicos

A sinalização purinérgica é um sistema que envolve 
três processos importantes: liberação de nucleotídeos no 
meio extracelular, degradação enzimática por ecto-nucleo-
tidases (NTPDases), e ativação de receptores purinérgicos 
(Ferrari et al., 2016; Ohman & Erlinge, 2012) (Figura 4).

A família dos receptores purinérgicos compreende 
os subtipos P1, que são ativados por adenosina, e os sub-
tipos P2 ativados por ATP, denominados P2Y ou P2X. Os 
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receptores P2Y pertencem à família de GPCR (ou recep-
tores metabotrópicos), e o receptores P2X pertencem à 
família de receptores acoplados a canal iônico (ionotrópi-
cos), o qual é permeável a cátions promovendo influxo de 
Ca2+ e Na+, além de efluxo de K+. A ativação persistente 
do P2X7R leva a formação de poros permeáveis à molé-
culas de até 900 Da. Existem diferentes subtipos de recep-
tores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e 
P2Y14) e receptores P2X (P2X1-7) (Coddou e cols., 2011; 
Burnstock, 2008; Abbracchio e cols., 2006) (Figura 4). 

FIGURA 4 - Sinalização purinérgica. O ATP é liberado para o meio extrace-

lular em condições de estresse celular. Sua ação é mediada por receptores 

purinérgicos P2X (ionotrópicos) ou P2Y (metabotrópicos). O ATP é substrato 

das enzimas ecto-nucleotidases (CD39; NTPDases) que geram ADP e AMP. 

Eventualmente, o AMP pode ser convertido em adenosina (ADO) pela CD73 

(ecto-5´-nucleotidase), a qual atuará via receptores P1. O UTP também 

é liberado para o meio extracelular sendo substrato da CD39 levando à 

formação do agonista UDP. Figura elaborada no site Biorender.com.



173Modulação Farmacológica da Interação Célula Tumoral-célula ...

Os receptores P2Y podem ser ativados por ATP, 
além de mono e dinucleotídeos tais como ADP, UTP, UDP 
e Up4A (Zhou e cols., 2019). Dependendo do subtipo do 
receptor a sinalização pode ser através da proteína Gq, Gi 
e Gs, produzindo mudanças na concentração de Ca2+ ou 
AMPc. As células endoteliais expressam principalmente os 
receptores P2Y1, podendo também ser encontrado os recep-
tores P2Y2, P2Y6, P2Y11, P2X4 e P2X7, além de receptores 
de adenosina (Burnstock, 2017; 2008; Abbracchio e cols., 
2006). No site da IUPHAR há uma extensa caracterização 
farmacológica dos receptores P2Y, P2X e P1 (visite a página 
https://www.guidetopharmacology.org/). 

ATP e o UTP são agonistas endógenos equipoten-
tes dos receptores P2Y2 os quais são expressos no endo-
télio e estimulam a via intracelular dependente de inosi-
tol trisfosfato (IP3) e mobilização de Ca2+ proveniente do 
retículo endoplasmático (Lohman e cols., 2012; Abbrac-
chio e cols., 2006), além da transativação do receptor 
VEGF (Seye e cols., 2003). No endotélio a ativação deste 
receptor P2Y2 aumenta a expressão de moléculas de ade-
são (Seye e cols., 2003) importantes para processos de 
transmigração celular de células metastáticas (Figura 3). 

Apesar da disponibilidade de fármacos quimioterá-
picos, cerca de 90% das mortes de pacientes oncológicos 
devem-se ao processo metastático, o que se caracteriza 
como um grande desafio no tratamento do câncer (Fidler 
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& Kripke, 2015). Tendo isso em vista, a falta da com-
preensão plena acerca deste fenômeno impõe limitações 
no que diz respeito ao progresso no desenvolvimento 
terapêutico para doenças metastáticas. A metástase é 
um processo complexo que depende da interação célula 
tumoral-endotélio. A participação da sinalização purinér-
gica no contexto do câncer e inflamação é um tema que 
está na fronteira do conhecimento da biologia tumoral, e 
vem despertando interesse no desenvolvimento de novos 
fármacos (Oliveira & Silva, 2021; Rafeji & Müller, 2018; 
Di Virgilio e cols., 2018; Zhang e cols., 2017). Portanto, 
ensaios in vitro de co-cultura que ajudem a identificar as 
vias de sinalização envolvidas na adesão da célula tumoral 
podem revelar novos alvos farmacológicos a fim de inibir 
a progressão da doença.

Objetivo 

Aprendizado do ensaio de co-cultura avaliando a 
interação célula tumoral-célula endotelial in vitro avaliando 
o efeito do agonista purinérgico UTP na adesão endotelial 
de células tumorais
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Metodologia

Procedimento iniciais

Limpar a bancada da cabine biológica com álcool 
70% e ligar a lâmpada UV. A manipulação das células em 
cultura deve ser realizada na cabine de segurança biológica 
previamente irradiada com UV por pelo menos 20 minu-
tos, seguida da ligação imediata do fluxo de ar. Lembre-se 
de desligar a lâmpada UV antes de colocar material na ban-
cada. Todos os materiais devem estar esterilizados. 

Utilize os seguintes EPIs: jaleco de manga comprida, 
luva, máscara tripla, e gorro na cabeça. Borrife álcool 70% 
na luva sempre que manusear algum objeto que entrará na 
cabine, ou após mexer em algum equipamento (exemplo: 
porta da incubadora, microscópio).

Células em cultura

•	Linhagem EA.hy926 (célula endotelial humana; 
fonte BCRJ)

•	Linhagens tumorais que expressem receptores P2 
(exemplo: MCF-7, MDA-MB-231 (célula de cân-
cer de mama, fonte: ATCC))

•	As células são mantidas em meio DMEM suple-
mentado com bicarbonato (pH 7.2), soro fetal 
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bovino (10%), penicilina (100U/mL) e estrepto-
micina (100 µg/mL) (meio completo) (Figura 5). 

•	Não utilize meio de cultura ou PBS gelados pois 
altera a resposta da célula endotelial e tumoral. 

OBS: algumas células tumorais são mantidas em meio 
RPMI (ver Ítem 4: Soluções).

FIGURA 5 - Esquema de manutenção de células endoteliais e tumo-

rais para o ensaio de adesão (co-cultura). Figura elaborada no site 

Biorender.com.

Ensaio de adesão de células tumorais à                                    
monocamada endotelial

As células endoteliais subconfluentes (90%) são 
lavadas com PBS estéril (5 minutos). Em seguida o meio 
é removido e as células são tratadas com tripsina 0,2% 
(5 minutos). A reação enzimática é parada com meio de 
cultura completo. Em seguida as células são centrifugadas 
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(200 g, 7 minutos, 4oC) e o sobrenadante é descartado. As 
células são resuspensas em 1 mL de meio completo estéril, 
contadas e plaqueadas (2 x 104 céls/poço) em placa de 96 
poços (fundo chato) (Figura 6). 

Após confluência (~48 horas), as células endoteliais 
são lavadas com DMEM sem soro e incubadas por 5 horas 
em duas condições diferentes: Basal (veículo, ou seja, adesão 
espontânea) e UTP (100 µM, agonista do receptor P2Y2) a 
37oC e 5% de CO2. Em paralelo as células DU-145 são mar-
cadas com calceína AM (0,5 µM) por 30 minutos (Figura 6). 

FIGURA 6 - Esquema de plaqueamento de células endoteliais e 

marcação das células tumorais com calceína-AM para o ensaio de 

adesão (co-cultura). Figura elaborada no site Biorender.com.
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Após o período de incubação (5 horas), o meio é 
retirado e os poços da placa contendo as células endote-
liais são lavados. Em seguida, as células DU-145 marcadas 
com calceína-AM (0,5 µM) são adicionadas (104 células por 
poço) com meio DMEM por mais 30 minutos a 37oC e 5% 
de CO2 (Figura 6). Após este período, os poços são lava-
dos para remoção das células não aderidas. Em seguida, 
os poços são imageados usando o microscópio Olympus 
IX71 equipado com DP2-BSW software para aquisição de 
imagem de fluorescência (200 X; Olympus, USA) (Figura 7). 
São escolhidos aleatoriamente quatro campos por poço 
para serem fotografados (Oliveira e cols., 2011). 
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FIGURA 7 - Esquema representativo do ensaio de adesão de 

células tumorais à monocamada endotelial. As células endoteliais 

em confluência serão tratadas por 5 horas com veículo ou UTP (100 

µM). Após 5 horas, 104 céls. DU-145/poço serão co-incubadas com as 

células endoteliais de cada condição experimental. Após 30 minutos os 

poços serão lavados para remoção de células não aderidas. Em seguida 

serão escolhidos 4 campos por poço de forma aleatória e fotografados. 

O experimento é realizado em triplicata. Os dados podem ser expressos 

em gráfico de barra. Figura elaborada no site Biorender.com.
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No caso de uso de antagonista ou inibidores da via 
de sinalização, adicionar o tratamento antes da adição do 
agonista ou veículo (em geral de 30 a 60 minutos antes).

Os resultados são expressos como média e erro 
padrão da média ou desvio padrão. A análise estatística 
é realizada pelo teste t de Student (para dois grupos) ou 
ANOVA seguido de pós-teste (três grupos ou mais) consi-
derando P < 0,05 (GraphPad Prism 8.0, EUA).

FICHA DE PROTOCOLO – ENSAIO DE ADESÃO

Data:      /      /_____                     
Plaqueamento de células endoteliais:
Data:___________         N° células por poço:________      
Passagem:_________

Tratamentos/identificação dos poços na placa (placa 
de 96 poços):

•	Veículo (basal)/poços A2 – A6 (quintuplicata)

•	 .......................

•	 .......................

•	 .......................



181Modulação Farmacológica da Interação Célula Tumoral-célula ...

CRONOGRAMA TEMPORAL

Evento Horário previsto Horário 
realizado

Tempo de                           
incubação

Início da in-
cubação com 
antagonista ou 
outro modulador 
da via de sinali-
zação

60 minutos

Início da in-
cubação com 
agonista

Incubação da 
célula tumoral 
com marcador 
fluorescente (ex: 
calceína AM, cc 
final 0,5 µM) no 
escuro

30 minutos

Adição da cé-
lula tumoral ao 
poço com célula 
endotelial

30 minutos

Lavagem e 
imageamento

---

CÉLULA TUMORAL 

Data do plaqueamento: ___________ 

Passagem: _____________

Contagem e cálculo para plaqueamento na co-cultura: 

____________________________________________
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DILUIÇÃO DA CALCEÍNA-AM

Preparar solução estoque 0,5 mM em DMSO 100%, e ali-
quotar em 2 µL/eppendorf. 

Preparar solução 5 µM para diluir no volume da suspensão 
contendo as células tumorais a fim de atingir a concentra-
ção final do experimento (0,5 µM).

FERRAMENTAS FARMACOLÓGICAS (AGONISTAS, 
INIBIDORES, ANTAGONISTAS) UTILIZADAS NO                                
EXPERIMENTO

Preparar soluções 10X mais concentradas em relação à 
concentração final do experimento, pipetando 20 µL da 
solução de cada substância e completando o volume para 
200 µL/poço com meio sem soro fetal bovino. No caso de 
inibidores ou antagonistas, realizar a pré-incubação antes 
de adicionar o agonista.
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Quantificar número de células aderidas em cada campo 
para cada condição

Poço 1 Basal UTP 100 (µM)
Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

Media
Poço 2 
Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

Media
Poço 3 
Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

média

OBS: cada foto é obtida de um campo escolhido aleatoriamente 
na placa. Escolha o campo da foto usando o contraste de fase 
(ou campo claro). Em seguida, mude para a fluorescência.

ANÁLISE: Calcular a média dos valores de cada poço. 
Assim, ao final cada condição terá 3 valores em um experi-
mento. Cada experimento realizado em triplicata com dife-
rentes culturas corresponde ao n = 1.
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Expressar os dados em um gráfico de barras 
mostrando a média e o desvio padrão (DP). Aplicar 
o teste estatístico. Vide um exemplo de gráfico abaixo 
(Figura 8):

FIGURA 8 - Gráfico ilustrando a adesão de células tumorais à mono-

camada endotelial mediada por UTP. Dados expressos como média e 

DP. P < 0,001, teste t de Student, n = 3 experimentos.

Reagentes e soluções

SOLUÇÕES UTILIZADAS (TODAS AS SOLUÇÕES SÃO 

ESTÉREIS)

DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%), glu-
cose (11 mM), bicarbonato de sódio (44 mM), penicilina/
estreptomicina (1% v/v), final pH 7,4 (meio completo)
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DMEM suplementado com glucose (11 mM), bicarbonato 
de sódio (44 mM), penicilina/estreptomicina (1% v/v), 
final pH 7,4 (meio sem soro)

RPMI suplementado com soro fetal bovino (10%), penici-
lina/estreptomicina (1% v/v), final pH 7,4 (meio completo)

Solução de UTP 1 mM (diluir na hora e manter no gelo)

Solução estoque de calceína AM (5 mM) (proteger da luz)

PBS estéril

Solução de Azul de Trypan 0,4% (não-estéril)

REAGENTES, MATERIAIS E EPI

UTP (Sigma)

Solução de Penicilina (10000 UI/mL) /estreptomicina 
(10000 µg/mL) 

Solução de Tripsina 1X 

Soro fetal bovino inativado

Placas de cultura de poliestireno de 60 mm, placa de 24 e 
96 poços

Ponteiras (tips) estéreis

Eppendorfs estéreis
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Tubo cônico (15 mL) estéril

Álcool 70%

EPIs (jaleco de manga comprida, luvas látex sem talco, 
máscara tripla, gorro)

Papel toalha

Contador de células

Câmara de Neubauer espelhada

Pipetas automáticas calibradas (P10, P20, P200, P1000)
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Anexo

Vídeo não disponível
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Esquizofrenia e os Transtornos do                                   
Espectro Psicótico 

Segundo o Manual Diagnóstico e Estatístico de 
Transtornos Mentais 5 (DSM-5), os transtornos do espec-
tro psicótico incluem o transtorno esquizotípico, o deli-
rante, o psicótico breve, o esquizofreniforme, a esquizo-
frenia e os transtornos esquizoafetivos (APA, 2014). Todos 



190 CURSO PRÁTICO DE FARMACOLOGIA

apresentam em comum alterações da percepção, do pensa-
mento e do enfrentamento da realidade, as quais abrangem 
os seguintes domínios: sintomas positivos (delírios, aluci-
nações, agitação motora, comportamento desorganizado), 
sintomas negativos (isolamento social, anedonia, apatia, 
embotamento afetivo) e déficits cognitivos (déficits de 
memória, raciocínio, atenção e resolução de problemas). 
Todos esses sintomas podem coexistir, de forma mais ou 
menos debilitante, ou manifestar-se em diferentes momen-
tos, demonstrando a complexidade desses transtornos.

A esquizofrenia é a forma crônica e mais debilitante 
dos transtornos psicóticos, sendo a principal preocupação 
em termos de saúde pública. A manifestação do primeiro 
episódio psicótico ocorre geralmente no final da adoles-
cência e início da idade adulta, porém sintomas atenua-
dos podem ser identificados em idades anteriores, sendo 
esta fase denominada de período prodrômico (White e 
cols., 2006). Após o primeiro episódio, o paciente tende 
a ter diversas recaídas, atingindo um estágio de crescente 
deterioração sintomática e funcional que resulta na cro-
nificação do transtorno e, consequentemente, o diagnós-
tico de esquizofrenia (Lieberman e cols., 2006). Apesar da 
característica clínica mais marcante da esquizofrenia ser os 
sintomas psicóticos (positivos e negativos), as disfunções 
cognitivas são atualmente as principais responsáveis pelo 
comprometimento funcional dos pacientes a longo prazo, 
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tornando difícil a realização de tarefas cotidianas e sua 
reinserção social (Buchanan e cols., 2007).

Diversas hipóteses tentam explicar a origem dos sin-
tomas da esquizofrenia, no entanto, a dopamina desempe-
nha um papel de destaque. A hipótese dopaminérgica dos 
transtornos psicóticos surgiu na década de 1950, a partir 
da observação do efeito de diversas drogas psicoativas, 
especialmente os análogos da anfetamina e os primeiros 
antipsicóticos (descobertos ao acaso) (Howes & Kapur, 
2009). Uma perspectiva da evolução dessa teoria pode ser 
observada na figura 1. 

A hipótese atualmente aceita postula que a interação 
entre fatores genéticos (predisposição familiar) e ambien-
tais (infecções virais gestacionais, estresse, abuso de dro-
gas, entre outros) desencadeiam alterações no desenvolvi-
mento cerebral que levam a um desiquilíbrio entre a neu-
rotransmissão excitatória (glutamato) e inibitória (GABA) 
cerebral, culminando em alterações dopaminérgicas a nível 
pré-sináptico (Grace, 2016; O’Donnel, 2011). Mais espe-
cificamente, essa hipótese relaciona os sintomas positivos 
da esquizofrenia à hiperatividade dos neurônios dopami-
nérgicos que se projetam ao estriado associativo (Kegeles 
e cols., 2010); enquanto a hipoatividade dos neurônios 
dopaminérgicos com projeções a diversas regiões corticais 
e subcorticais contribuiriam para os sintomas negativos e 
os déficits cognitivos (Slifstein e cols., 2015).
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FIGURA 1 - Evolução histórica da hipótese dopaminérgica da esquizo-

frenia. Imagem feita no Mind the Graph®

Um segundo neurotransmissor que também 
merece destaque é o glutamato, o principal neurotrans-
missor excitatório do sistema nervoso central (SNC). 
A contribuição de uma disfunção glutamatérgica para 
a fisiopatologia dos transtornos psicóticos foi inicial-
mente sugerida após a observação de que antagonistas 
dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR), como 
fenciclidina (PCP) e cetamina, induzem alterações com-
portamentais similares aos sintomas psicóticos positivos 
e negativos em indivíduos saudáveis (Moghaddam & 
Javitt, 2012). Esses efeitos comportamentais parecem ser 
consequência do bloqueio NMDAR em interneurônios 
GABAérgicos, que resultam em uma desinibição dos neu-
rônios glutamatérgicos piramidais, alterando o balanço 



193Tarefas Comportamentais Aplicadas ao Estudo de Modelos...

excitatório/inibitório cortical e influenciando a atividade 
das vias dopaminérgicas mesencefálicas (McCutcheon e 
cols., 2020). Uma visão simplificada dos circuitos cere-
brais envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia pode 
ser visualizada na figura 2.

Logo, a esquizofrenia e outros transtornos do espec-
tro psicótico têm etiologia múltipla, envolvendo interação 
entre fatores genéticos e ambientais que produzem uma 
disfunção cerebral complexa (Horváth & Mirnics, 2009). 
Atualmente, é consenso o caráter neurodesenvolvimen-
tal da esquizofrenia, que considera a mesma um estágio 
final de processos anormais de desenvolvimento cerebral 
(Rapoport e cols., 2012).

FIGURA 2 - Visão simplificada dos circuitos cerebrais envolvidos na 

fisiopatologia da esquizofrenia e sua relação com os domínios sinto-

máticos. DA = dopamina, // = conexão indireta.
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Modelos animais de psicose aguda                                       
e esquizofrenia

Considerando a complexidade dos transtornos do 
espectro psicótico, é esperado que não exista um único 
modelo animal capaz de modelar todos os aspectos dos 
distúrbios. Assim, os modelos atualmente utilizados se 
baseiam em observações farmacológicas, epidemiológicas 
e neurobiológicas dos transtornos, sendo adequados para 
o estudo de fenótipos específicos (Jones e cols., 2011). 
Podemos classificar os modelos mais empregados em:

u Modelos farmacológicos

Incluem os modelos hiperdopaminérgicos (uso de 
anfetamina ou seus análogos) e de bloqueio de NMDAR 
(PCP, cetamina ou MK-801). Estes modelos podem envol-
ver a administração aguda ou repetida dessas drogas. Os 
modelos de administração única têm sido mais relaciona-
dos aos episódios psicóticos ativos, ou seja, modelos de 
psicose aguda; enquanto aqueles com administração repe-
tida seriam mais relacionados aos aspectos do transtorno 
após sua cronificação (Howes e cols., 2015);

u Modelos neurodesenvolvimentais

Envolvem intervenções induzidas em diferentes 
períodos críticos do neurodesenvolvimento que causam 
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consequências de longo prazo nos animais. Como exemplos, 
podemos citar as intervenções gestacionais (acetato de meti-
lazoximetanol (MAM) gestacional, desafio imune materno 
com uso de poli I:C), neonatais (lesão neonatal do hipo-
campo ventral) e no período da adolescência (isolamento 
social ao desmame, exposição exagerada a drogas de abuso);

u Animais geneticamente modificados

Geralmente camundongos que apresentam alte-
rações em genes já identificados como envolvidos na 
fisiopatologia do transtorno. Incluem os animais knock-
-out para as proteínas DISC-1 (disrupted in Schizophrenia 1), 
neuregulina, COMT (catecol-o-metiltransferase), serina 
racemase ou GCLM (glutamato cisteína ligase subuni-
dade M); aqueles com superexpressão de receptores D2 
estriatais, entre outros.

Tarefas comportamentais

Nestes modelos, diferentes tarefas comportamentais 
relevantes para os sintomas específicos da esquizofrenia 
são usadas para estudar a fisiopatologia e avaliar o efeito de 
novas intervenções, farmacológicas ou não, no tratamento 
desses transtornos (Powell & Miyakawa, 2006). Para fins 
didáticos, dividiremos as tarefas de acordo com os sinto-
mas as quais elas estão relacionadas:
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u Sintomas positivos

O aumento da atividade locomotora de roedo-
res em resposta a um ambiente novo é correlacionado 
com um estado hiperdopaminérgico no estriado motor 
e tem sido demonstrado em diversos modelos animais 
de esquizofrenia como um comportamento que pode 
mimetizar a agitação psicomotora observada em pacien-
tes com esquizofrenia (Wong & Josselyn, 2016). Além 
disso, a resposta exagerada a substâncias psicoestimu-
lantes (como análogos da anfetamina ou cocaína) ou a 
antagonistas NMDAR (PCP, cetamina, MK-801) tam-
bém é observada em pacientes e é facilmente mime-
tizada em modelos animais, sendo avaliada através de 
uma resposta hiperlocomotora exagerada (Powell & 
Miyakawa, 2006) (Figura 3).
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FIGURA 3 - Exemplo de tarefa comportamental que avalia o estado 

hiperdopaminérgico relacionado aos sintomas positivos da esquizo-

frenia. Imagem feita no Mind the Graph®

u SINTOMAS NEGATIVOS

Em espécies de comportamento social, como os 
ratos, é possível avaliar o comportamento frente a um 
co-específico ou a preferência por um contato social 
em detrimento de um estímulo inerte. A tarefa experi-
mental de avalição de sociabilidade mais adequada de 
ser realizada em camundongos é o paradigma de apro-
ximação social em aparato de três compartimentos. 
Neste teste, o animal é colocado num aparato com três 
compartimentos, onde nos compartimentos laterais são 
colocados um estímulo inerte (gaiola com um objeto) 
e um estímulo social (gaiola com um co-específico). 
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Essa tarefa nos permite avaliar a preferência social dos 
animais através do tempo de interação com as gaiolas 
(Nadler e cols., 2004) (Figura 4).

FIGURA 4 - Exemplo de tarefas comportamentais relacionadas aos 

sintomas negativos da esquizofrenia. Imagem feita no Mind the 

Graph®

Outra característica importante da esquizofrenia é 
o desenvolvimento de anedonia, isto é, uma capacidade 
reduzida de sentir prazer frente a situações regularmente 
prazerosas. Este fenótipo pode ser avaliado em animais 
através do teste de preferência por sacarose. Roedores 
apresentam uma preferência inata por soluções adocica-
das. Quando é oferecida a eles a opção entre o consumo 
de água e uma solução doce, eles apresentam uma pre-
ferência significativa pelo consumo da solução de saca-
rose (70-80% do total de líquido consumido). A anedo-
nia pode ser avaliada pela diminuição nessa preferência 
(Jenkins e cols., 2010). 
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u PREJUÍZOS COGNITIVOS

Uma infinidade de testes de memória e aprendi-
zado podem ser utilizados no estudo de modelos ani-
mais de esquizofrenia. Ilustraremos aqui três tarefas 
simples utilizadas por nosso grupo, que avaliam dife-
rentes construtos mnemônicos afetados nos transtor-
nos psicóticos. Todas essas tarefas avaliam o compor-
tamento exploratório dos animais e têm como base a 
curiosidade inata dos roedores, ou seja, sua preferência 
por estímulos ou ambientes novos em relação aos já 
conhecidos (familiares) (Figura 5).

FIGURA 5 - Exemplo de tarefas de memória utilizadas no estudo de 

modelos de esquizofrenia. Imagem feita no Mind the Graph®
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Um dos déficits cognitivos mais prevalentes na 
esquizofrenia é o de memória de trabalho, um tipo de 
memória de duração ultracurta fundamental para a reali-
zação de tarefas cotidianas (Baddeley, 1992). Em roedo-
res, a memória de trabalho pode ser avaliada na tarefa de 
alternações espontâneas em um labirinto em Y ou em T 
(Spowart-Manning & van der Staay, 2004). Espera-se que 
o animal se lembre do braço em que tinha estado anterior-
mente (seguindo pistas olfativas ou espaciais, por exemplo) 
para lhe permitir que alterne sua escolha em uma tenta-
tiva seguinte, ou seja, escolha um novo braço para explo-
rar (Lalonde, 2002). Os roedores que alternam acima da 
chance (50% das vezes) podem ser considerados com a 
memória de trabalho intacta. 

Labirintos em T ou em Y também podem ser utiliza-
dos para avaliação da memória de contexto ou memória de 
referência espacial, bastando seguir o protocolo adequado 
(Kraeuter e cols., 2019). Para tanto, num primeiro momento 
é permitido ao animal a exploração de apenas dois dos três 
braços do labirinto (um braço permanece fechado). Numa 
segunda visita do animal ao aparato, ele tem acesso aos três 
braços. Espera-se que os animais se lembrem dos dois bra-
ços já explorados (devido a pistas visuais) e passem mais 
tempo percorrendo o braço novo. A memória é considerada 
intacta quando os animais passam significativamente mais 
tempo (> 33%) explorando o braço novo.
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Outro construto mnemônico frequentemente ava-
liado em modelos animais de esquizofrenia é a memória 
de reconhecimento. O teste de reconhecimento de objeto 
novo é considerado uma forma simplificada de avaliar a 
memória declarativa de roedores (Dere e cols., 2007). É um 
teste rápido, que não faz uso de aparatos complexos nem 
de estímulos aversivos, não havendo comprometimento do 
bem-estar do animal. Um evento curto de interação com 
o objeto é capaz de formar uma memória duradoura de 
suas características. Assim, é mensurada a preferência dos 
animais em explorar um objeto novo em detrimento de um 
objeto familiar (Van Goethem e cols., 2012). A memória 
é considerada intacta quando os animais apresentam um 
tempo de exploração do objeto novo superior a 50% do 
tempo total. 

u AVALIAÇÃO DO FILTRO SENSORIAL

O filtro sensorial é um mecanismo através do qual 

indivíduo consegue diferenciar estímulos sensoriais 

relevantes dos irrelevantes, filtrando-os e protegendo 

o cérebro de uma sobrecarga de informações (Braff  & 

Geyer, 1990). Falhas no filtro sensorial contribuem para 

o desenvolvimento de prejuízos cognitivos, especial-

mente processos atencionais, e estão associadas à ocor-

rência de alucinações auditivas e distúrbios do pensa-

mento (Swerdlow e cols., 2006). A inibição do reflexo de 
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sobressalto por pré-pulso (PPI) é uma medida prática 

da integridade deste filtro, que pode ser realizada tanto 

em pacientes quanto em roedores. A PPI é definida pela 

capacidade de um estímulo fraco (pré-pulso) inibir ou 

diminuir o reflexo de sobressalto gerado por um estí-

mulo intenso (pulso) subsequente (Swerdlow & Geyer, 

1998). O uso do teste de PPI como um paradigma 

experimental para estudar a esquizofrenia se baseia em 

observações clínicas de que pacientes com esquizofre-

nia apresentam hipersensibilidade à estimulação senso-

rial em consequência de prejuízos no filtro sensorial e, 

assim, apresentam prejuízos na PPI (Swerdlow e cols., 

2008) (Figura 6). 

FIGURA 6 - Tarefa de inibição do reflexo de sobressalto acústico por 

pré-pulso acústico. Imagem feita no Mind the Graph®
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OBJETIVO

Abordar a aplicação de variadas tarefas compor-
tamentais relevantes para o estudo de modelos animais 
de esquizofrenia em roedores. Para isso, nossa pro-
posta é demonstrar como essas tarefas são realizadas, 
para depois exercitar a compreensão dos resultados 
provenientes.

METODOLOGIA

Animais: Camundongos suíços machos adultos 
(PND60) são mantidos em ciclo claro/escuro de 12h, com 
temperatura controlada 23 ± 2ºC, acesso livre à água e 
ração certificada. Toda a manipulação animal deve seguir 
as normas éticas aceitas internacionalmente e ser previa-
mente aprovada pelo Comitê de Ética em Uso de Animais 
(CEUA) local.

DESENHO EXPERIMENTAL

Para fins didáticos, apresentaremos as tarefas de 
acordo com o tipo de sintoma que elas tentam avaliar. 
Mas fica a dica: ao fazer o desenho de seu experimento, 
procure organizar as tarefas de tal forma que os animais 
sejam avaliados primeiro naquelas menos estressantes, 
deixando as mais estressantes ao final. E dê um tempo 
para seus animais descansarem entre um teste e outro 
(48 horas, de preferência). 
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Hiperlocomoção induzida por MK-801 

u APARATO

Arena de campo aberto redonda, feita de madeira 
revestida com fórmica preta (40 cm de diâmetro, 30 cm 
de altura).

u PROCEDIMENTO

Limpar o aparato com solução alcoólica. Colocar o 
animal e permitir que ele explore livremente por 10 min. 
Retirar o animal e fazer a administração intraperitoneal de 
MK-801 0,15 mg/kg. Retornar o animal ao aparato (colo-
cando novamente no centro) e permitir a livre exploração 
por mais 30 min. Registrar a movimentação do animal com 
o auxílio de uma câmara situada acima do aparato. Ao final, 
retornar o animal a sua caixa moradia e limpar o aparato 
com solução alcoólica.

u ANÁLISE

A distância percorrida pelo animal a cada intervalo 
de 2 min é calculada utilizando um programa de computa-
dor adequado, e expressa em centímetros (cm).
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Aproximação social 

u APARATO

Caixa retangular de acrílico transparente (60 x 45 x 
30 cm), com duas divisórias separando a caixa em três com-
partimentos (20 x 45 x 30 cm cada), que podem ser isolados 
com o uso de placas de acrílico (30 x 45 cm). Gaiolas de alu-
mínio cilíndricas (9,5 cm de altura x 8 cm de diâmetro) são 
utilizadas para conter os estímulos sociais e inertes.

u PROCEDIMENTO

Limpar o aparato com solução alcoólica. Colocar 
uma gaiola em cada um dos compartimentos laterais. Den-
tro de uma das gaiolas colocar um objeto inerte, e, na outra, 
um camundongo do mesmo sexo e mais jovem que o ani-
mal teste (estímulo social). Fechar o acesso aos comparti-
mentos com as placas de acrílico. Colocar o animal teste 
no compartimento central e permitir a exploração por 5 
min. Após, abrir o acesso aos compartimentos laterais e 
permitir que o animal explore os mesmos por mais 10 min. 
Registrar o comportamento exploratório do animal com o 
auxílio de uma câmara localizada sobre o aparato. Ao final, 
limpar o aparato com solução alcoólica e retornar o animal 
a sua caixa moradia.
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u ANÁLISE

Assistir ao vídeo obtido e, com o auxílio de um cro-
nômetro, determinar o tempo (em segundos) de interação 
ativa do camundongo com cada uma das gaiolas. A soma 
do tempo de interação com cada gaiola é considerado o 
tempo de interação total. Calcular o percentual do tempo 
de interação que o animal gastou interagindo com a gaiola 
social e com a gaiola inerte (objeto), considerando o tempo 
total de exploração como 100%.

Preferência por sacarose

u APARATO

O teste é realizado em uma caixa de alojamento 
de camundongos, contendo maravalha limpa ao fundo. 
A grade deve ter espaço para inserção de duas garrafas 
de líquido.

u PROCEDIMENTO

Encher uma garrafa com água e uma com solu-
ção de sacarose a 2,5%. Pesar cada uma delas, anotando 
os pesos. Colocar o animal na caixa do experimento e 
permitir que ele tenha acesso tanto à garrafa com água 
quanto à garrafa com sacarose por 15 min. Ao final desta 
etapa, realizar uma nova sessão de 15 min. de consumo 
de líquido pelo animal, invertendo a posição das garrafas 
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com relação à sessão inicial. Ao final, pesar novamente 
as garrafas, anotando os pesos. Retornar o animal a sua 
caixa moradia.

u ANÁLISE

Calcular a massa de água (g) e a massa de sacarose 
(g) consumidas pelo animal durante o experimento através 
da diferença entre o peso inicial e o peso final de cada uma 
das garrafas. Calcular a quantidade total de líquido consu-
mido pelo animal (g) através da soma da massa de água e 
da massa de sacarose bebidas. Com relação à quantidade 
total, calcular o percentual de consumo de água e de con-
sumo de sacarose realizado pelo animal.

Alternações Espontâneas 

u APARATO

Labirinto de madeira revestido de fórmica branca 
em forma de Y, onde cada braço contém 41 cm de com-
primento e 8 cm de largura, com paredes de 20 cm. 

u PROCEDIMENTO

Limpar o aparato com solução alcoólica. Identificar 
cada um dos braços com uma letra ou número (p.ex., A, B e 
C). Colocar o camundongo na extremidade de um dos bra-
ços e permitir que ele se movimente livremente pelo labirinto 
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durante 8 min. Registrar manualmente a ordem de entrada do 
animal nos braços do labirinto. Uma entrada é considerada 
apenas quando as quatro patas do camundongo encontram-
-se no braço. Ao final do teste, retornar o animal a sua caixa 
moradia e limpar o aparato com solução alcoólica.

u ANÁLISE

Conte o número total de entradas nos braços executa-
dos pelo animal. Após, determine o número de alternações 
espontâneas contando o número de vezes que o animal entrou 
de forma consecutiva em três braços diferentes (A, B, C, por 
exemplo). Calcule o percentual de alternações , considerando 
o número total de entradas - 2 (menos 2) como 100%.

Memória de Referência Espacial

u APARATO

Labirinto de madeira revestido de fórmica branca 
em forma de Y, onde cada braço contém 41 cm de com-
primento e 8 cm de largura, com paredes de 20 cm. Pistas 
espaciais devem ser fixadas nas paredes do labirinto.

u PROCEDIMENTO 

Sessão 1 (treino) - limpar o aparato com solu-
ção alcoólica. Fechar o acesso a um dos braços do 
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labirinto utilizando uma placa de madeira. Colocar 
o camundongo na extremidade de um dos braços e 
permitir que ele se movimente livremente pelo labi-
rinto durante 15 min. Retornar o animal a sua caixa 
moradia e limpar o aparato com solução alcoólica. 
Intervalo entre sessões (IES) – 1 hora

Sessão 2 (teste) – retirar a placa de madeira que res-
tringia o acesso ao braço novo. Colocar novamente o 
animal na extremidade de um dos braços do labirinto 
e permitir que este se desloque livremente durante 
5 min. Registrar a movimentação do animal com o 
auxílio de uma câmara localizada acima do labirinto. 
Ao final do teste, retornar o animal a sua caixa mora-
dia e limpar o aparato com solução alcoólica. 

u ANÁLISE

Assistindo o vídeo da segunda sessão (teste), crono-
metre o tempo de permanência do animal no braço novo 
em segundos (s). Determine o percentual do tempo de 
permanência no braço novo considerando o tempo total 
da sessão teste como 100%.

Reconhecimento de Objeto Novo

u APARATO E OBJETOS

Arena de campo aberto redonda, feita de madeira 
revestida com fórmica preta (40 cm de diâmetro, 30 cm de 
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altura). Os objetos utilizados devem ter altura e tamanho 
similares, e podem variar quanto aos materiais de confec-
ção, formas, texturas e cores. 

u PROCEDIMENTO 

Sessão 1 (treino) – limpar a arena e os objetos com 
solução alcoólica. Colocar dois objetos idênticos no 
interior da arena. Colocar o camundongos no cen-
tro da arena contendo os objetos por um período 
de 10 min. Retornar o animal a sua caixa moradia e 
limpar a arena e os objetos com solução alcoólica. 
IES – 1 hora. 

Sessão 2 (teste) – colocar no interior da arena dois 
objetos: um idêntico ao utilizado na sessão treino 
(familiar) e um diferente (novo). Colocar o camun-
dongo no centro da arena contendo os objetos e 
permitir a exploração por 5 min. Registrar o com-
portamento exploratório do animal com uma câmera 
localizada acima da arena. Ao final do teste, retornar 
o animal a sua caixa moradia e limpar a arena e os 
objetos com solução alcoólica.

u ANÁLISE

Assistindo o vídeo da segunda sessão (teste), crono-
metre o tempo de exploração de cada um dos objetos pelo 
camundongo, em segundos (s). Calcule o tempo total de 
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exploração (s), somando o tempo dedicado pelo camundongo 
a explorar cada objeto individualmente. Após, calcule o tempo 
percentual de exploração do objeto familiar e do objeto novo, 
considerando o tempo total de exploração como 100%.

Inibição do reflexo de sobressalto                                     
por pré-pulso (PPI) 

u APARATO

Caixa feita de acrílico revestida internamente de 
espuma para isolamento acústico, contendo uma caixa de 
som e um detector de movimento (acelerômetro). O apa-
rato é conectado a um computador e controlado por pro-
grama específico.

u PROTOCOLO

Um ruído branco de fundo (65 dB) é gerado no inte-
rior da caixa ao longo de todo o experimento. Após um 
período de habituação de 5 min, são iniciados os blocos de 
estímulos, apresentados ao animal de forma randomizada. 
São utilizados os seguintes blocos (10 repetições cada, com 
um intervalo entre eles de 20 ± 10 s): sem estímulo (ruído 
de fundo), pulso (ruído branco, 120 dB) e pulso precedido 
de pré-pulso em três diferentes intensidades (ruído branco, 
72, 80 e 90 dB). A intensidade de sobressalto dos animais 
em cada um dos blocos é registrada no acelerômetro e 
digitalizada por programa de computador específico.
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u PROCEDIMENTO

Limpar o contensor do animal com solução alcoó-
lica e fixá-lo dentro da caixa em contato com o detector 
de movimento. Colocar o animal no contensor. Fechar a 
caixa, iniciar o protocolo pré-programado no computador 
e aguardar o seu término, verificando se a movimentação 
do animal está sendo corretamente registrada no compu-
tador. Ao final, retirar o animal do contensor e retorná-lo 
a sua caixa moradia. Limpar o contensor e o acelerômetro 
com solução alcoólica.

u ANÁLISE

Extrair do arquivo gerado pelo programa de compu-
tador a intensidade de sobressalto média de cada um dos 
blocos de estímulos. Calcular a porcentagem de inibição 
do reflexo de sobressalto pelas diferentes intensidades de 
pré-pulso utilizando a seguinte fórmula:

onde %PPI é o percentual de inibição por pré-pulso; 
PP+P é a amplitude média de sobressalto dos blocos onde 
são apresentados pré-pulso + pulso; e P é a amplitude 
média de sobressalto dos blocos onde é apresentado ape-
nas o pulso.
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Atividade Prática

Discutimos diversas tarefas comportamentais que 
podem ser utilizadas na caracterização de modelos animais 
de transtornos psicóticos, as quais também são úteis na 
busca de novos tratamentos farmacológicos para esses dis-
túrbios. Para cada tarefa, apresentamos exemplos de resul-
tados obtidos em nosso laboratório utilizando animais 
controle (figuras 3 a 6). Após a leitura e discussão do mate-
rial, faça o esboço de gráficos que ilustrem qual o com-
portamento esperado para os animais modelo de esqui-
zofrenia em cada uma das tarefas apresentadas. Utilize os 
gráficos ilustrados ao longo do capítulo como ponto de 
partida. Mãos à obra!
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Anexo

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

https://youtu.be/G2Tq_1tbKkk
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O periodonto (peri = ao redor de; odonto = dente) é 
formado pelo conjunto de tecidos que revestem os dentes e 
ajudam na sua fixação aos ossos mandibular e maxilar. É for-
mado pelos seguintes componentes: gengiva, ligamento perio-
dontal, cemento radicular e osso alveolar (Lang, 2010).

A gengiva se divide em gengiva livre e gengiva 
inserida e é composta pelo epitélio gengival e pelo tecido 
conjuntivo adjacente, rico em fibroblastos gengivais. 
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Essas células produzem fibras colágenas que garantem 
a forma e a turgência do tecido gengival. O ligamento 
periodontal é um tecido conjuntivo frouxo que é respon-
sável pela fixação do cemento radicular ao osso alveolar. 
Ajuda na absorção dos impactos provenientes da mas-
tigação e na mobilidade dentária. O cemento radicular 
é um tecido mineralizado que reveste a raiz do dente 
evitando fraturas. É produzido por células especializa-
das denominadas cementócitos originados a partir da 
diferenciação de células precursoras conhecidas como 
cementoblastos. O processo alveolar se caracteriza por 
segmentos dos ossos mandibular e maxilar cuja função 
é sustentar as raízes dos dentes. O osso alveolar pro-
priamente dito é formado por uma lâmina dura que está 
revestida pelo cemento radicular. O processo alveolar é 
revestido pela gengiva livre (Lang, 2010)

As chamadas doenças periodontais são patologias 
que acometem os tecidos de sustentação dos dentes e 
podem ser divididas em gengivites e em periodontite. A 
diferença principal entre ambas as patologias é que na 
periodontite ocorre a reabsorção do osso alveolar, o que 
pode levar à perda do dente devido à ausência do apare-
lho de inserção (Kinane e cols., 2017). A periodontite é 
uma doença causada pela disbiose do biofilme subgen-
gival. Num periodonto saudável, o biofilme bacteriano 
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é formado pela coexistência de uma gama de espécies 
de bactérias aeróbicas, anaeróbicas facultativas e estri-
tas, que revestem a superfície do dente. Num microam-
biente saudável, esses microrganismos coexistem com o 
funcionamento adequado dos mecanismos de defesa do 
periodonto para evitar a invasão e proliferação desses 
patógenos. Neste contexto, os mecanismos de deposição 
e reabsorção óssea estão em equilíbrio e o periodonto 
está saudável. A disbiose ocorre pela perda do equilíbrio 
entre as bactérias do biofilme a resposta imunológica do 
hospedeiro, levando à proliferação e maior prevalência 
no biofilme de microrganismos gram-negativos anaeró-
bicos e proteolíticos, os quais são capazes de induzir a 
doença periodontal (Branchereau e cols., 2016; Kinane 
e cols., 2017). Entre as principais espécies de micror-
ganismos conhecidos como odontopatógenos temos a 
Porphyromonas gingivalis (Pg), o Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans (Aa) e o Fusobacterium nucleatum (Fn). Esses 
patógenos são capazes de invadir o tecido gengival e 
possuem fatores de virulência capazes de induzir uma 
resposta inflamatória local no periodonto, levando a que-
bra da homeostasia óssea e o desencadeamento da reabsorção 
do osso alveolar (Rojas e cols., 2021). Esses mecanismos são 
induzidos pela presença de fatores de virulência produzidos 
por esses patógenos. A Pg possui lipopolissacarídeo (LPS), 
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fimbria e proteases tais como as gingipaínas (Xu e cols., 
2020). O Aa, que é um microrganismo muito associado 
a lesões severas no periodonto, produz LPS, fímbria e 
leucotoxinas. As leucotoxinas deste patógeno são um 
fator importante para a sua virulência (Herbert e cols., 
2016). Existem trabalhos clínicos que demonstram a 
prevalência desses odontopatógenos em pacientes com 
doença periodontal grave, demonstrando a sua impor-
tância no desenvolvimento da periodontite (Cirino e 
cols., 2019).

No estudo da periodontite, a grande maioria dos tra-
balhos são descritos utilizando modelos com ratos e camun-
dongos. Dentre as principais vantagens de se trabalhar com 
roedores de pequeno porte, podemos citar a facilidade de 
criação e manutenção desses animais. Além disso, essas 
espécies apresentam três molares maxilares e mandibulares 
e o seu periodonto possui uma grande similaridade anatô-
mica com o periodonto humano. Além disso podemos tra-
balhar com camundongos geneticamente modificados, o 
que ajuda no entendimento da participação de mediadores 
chaves para a doença periodontal (Rydell-Törmänen, 2019). 
Podemos dividir os modelos de periodontite experimental 
com roedores em três grandes grupos: modelos de gavagem 
de odontopatógenos humanos, modelos de injeção perio-
dontal e modelo de ligadura (Rojas, 2021).
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Os modelos de gavagem utilizam suspensões de 

odontopatógenos (usualmente de 109 unidades forma-

doras de colônias/mL em carboximetilcelulose como 

veículo) que são administrados por agulha de gavagem 

ou instilados na cavidade oral dos camundongos e ratos 

com a utilização de micropipetas. A administração é 

usualmente feita por 4 a 8 semanas e os animais desen-

volvem periodontite com sinais claros de inflamação 

periodontal e reabsorção do osso alveolar (Bast e cols., 

2017, Budhy e cols.,2021). Uma das principais críticas 

a esses modelos é o fato de se trabalhar com monoin-

fecção (de Pg, Aa e Fn), o que difere bastante do que 

ocorre no curso da doença nativa. Uma outra crítica a 

esses modelos reside no fato que a deglutição de uma 

suspensão de odontopatógenos pode levar a uma dis-

biose intestinal, o que pode, de alguma forma, interferir 

com o curso da doença. Além disso, é necessário culti-

var os microrganismos para fazer a inoculação, o que 

encarece e dificulta o processo. O desenvolvimento da 

periodontite experimental nesses modelos se assemelha 

a um processo de periodontite com característica mais 

crônica onde a inflamação e a perda óssea são observa-

das após algumas semanas após o início da administra-

ção (Rojas, 2021)
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Nos modelos de injeção periodontal, pode-se 
realizar a injeção de odontopatógenos ou de antígenos 
produzidos por eles diretamente nas faces vestibular 
e lingual do periodonto. Na maioria dos trabalhos, se 
utiliza a injeção de LPS no periodonto. Essa injeção é 
comumente realizada 2-3 vezes por semana e em 20-30 
dias os animais apresentam sinais de periodontite, com 
aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias e 
reabsorção do osso alveolar. É um modelo de monoin-
fecção, sendo útil para o estudo de quais microrganis-
mos e quais antígenos presentes neles são capazes de 
induzir a doença (Choi e cols., 2020; Leira e cols., 2019; 
Li e cols., 2020; Zhang e cols., 2021). Os procedimen-
tos são realizados com os animais anestesiados, o que 
pode gerar estresse pela manipulação dos animais e é 
necessário que o experimentador esteja treinado para 
fazer de maneira correta e com mínimo trauma possível 
a injeção periodontal (Rojas, 2021).

O modelo de ligadura é o modelo mais utilizado 
para indução da periodontite experimental em roedo-
res. Foi descrito inicialmente para ratos e posterior-
mente adaptado para camundongos (Sallay, 1982, Abe 
& Hasishengalis, 2013). Consiste na colocação de fios 
cirúrgicos nos molares mandibulares ou maxilares. Os 
fios geralmente são de seda, mas também se utiliza fios 
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de nylon e de algodão. Os animais são anestesiados com 
anestésico inalatório ou uma mistura de cetamina e xila-
zina e contidos em aparatos para permitir a localização e 
o acesso aos molares no fundo da cavidade oral (Santana 
e cols., 2016). O fio funciona como depósito de comida, 
o que permite o crescimento de microrganismos que 
desencadeiam um intenso processo inflamatório perio-
dontal, com perda óssea alveolar visível após aproxi-
madamente 5 dias da colocação da ligadura. O modelo 
induz uma periodontite aguda, que atinge seu pico de 
perda óssea com 15 dias após a indução da doença (Var-
gas-Sanchez e cols., 2017). A técnica de colocação da 
ligadura requer treinamento do experimentador devido 
às dimensões reduzidas dos molares de ratos e camun-
dongos. Na maioria das vezes a colocação das ligaduras 
requer a utilização de lupas para melhor visualização do 
campo e aparatos para contenção e abertura da boca 
dos animais de experimentação (Figura 1). É importante 
que se verifique a permanência das ligaduras quando se 
deseja protocolos experimentais muito longos, pois em 
alguns animais, elas podem se soltar durante o proto-
colo experimental (Figura 2). Após 15 dias de indução 
da doença pode-se retirar as ligaduras para se estudar 
os mecanismos fisiológicos de reparo nos animais de 
experimentação. 



223O Modelo da Ligadura Para o Estudo da Doença Periodontal

FIGURA 1- Aparato utilizado para a contenção de ratos e camun-

dongos anestesiados para a colocação da ligadura. As alças que 

tracionam os incisivos para a exposição da cavidade oral são feitas de 

material flexível e ajustável para o tamanho do animal.

FIGURA 2 – Representação da ligadura colocada no segundo molar 

maxilar (A) e no primeiro molar mandibular (B) de um camundongo 

(criado com BioRender.com).
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A ligadura gera ulcerações no epitélio gengival, faci-
litando a invasão dos microrganismos aderidos ao bio-
filme do fio cirúrgico. As bactérias, ao invadirem o tecido 
conjuntivo gengival, ativam a resposta inata via ativação 
dos receptores tipo Toll (TLRs) expressos nas células epi-
teliais gengivais, fibroblastos gengivais, fibroblastos do 
ligamento, células endoteliais de vasos sanguíneos, osteo-
blastos, osteoclastos e cementoblastos. Os TLR são capa-
zes de reconhecer os denominados padrões moleculares 
associados aos patógenos (PAMP’s) que são componentes 
presentes na célula bacteriana, tais como o LPS e as fim-
brias. Essa ativação dos TLR desencadeia a produção de 
citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-2, IL-6, TNF-α 
e IL-17 (Hans & Hans, 2011; Graves e cols., 2011). 

No modelo de ligadura, a medida da perda óssea 
alveolar pode ser realizada de formas diferentes. Um dos 
métodos mais utilizados é o chamado método macroscó-
pico, onde as mandíbulas e maxilas são retiradas, os tecidos 
moles são removidos com solução de peróxido de hidro-
gênio e corados com azul de metileno. O azul de metileno 
cora o osso alveolar e o cemento mas não a coroa do dente, 
e torna mais fácil a observação e medição das raízes expos-
tas (Crawford e cols., 1978). A medida da perda óssea por 
esse método é feita através de imagens obtidas das peças 
coradas utilizando-se softwares de medição. Podem ser 
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feitas medidas lineares das raízes dos molares expostas, 
onde se mede a distância da junção cemento-esmalte (JCE) 
até a crista do osso alveolar, ou delimitação da área de raiz 
exposta (Sallay e cols., 1982). Pode-se também através de 
cortes histológicos das mandíbulas e maxilas realizar medi-
das histomorfométricas igualmente delimitando-se a dis-
tância entra a JCE e a crista do osso alveolar (Figura 3). 

	

FIGURA 3 - Esquema mostrando a análise de perda óssea pelo 

método macroscópico na face lingual da hemimandíbula de rato. O 

azul de metileno cora o osso alveolar e o cemento radicular, deixando 

a coroa do dente sem coloração. Imagens são feitas em alta resolução 

e processadas em softwares específicos onde se mede a distância da 

crista do osso alveolar (COA) até a junção cemento-esmalte (JCE). No 

esquema vemos os 3 molares numerados.)

As medidas mais precisas são obtidas por análise 
microtomográfica, onde pode-se realizar medidas linea-
res e medidas de densidade óssea na região de furca 
(Silva e cols., 2020).
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Os tecidos periodontais podem ser removidos 
para testes bioquímicos, ELISA, western blotting e rea-
ção em cadeia da polimerase (PCR). A pequena quan-
tidade de tecido periodontal obtida por cada animal é a 
grande limitação para a realização desses testes em ratos e 
camundongos.

Protocolo de indução de periodontite em ratos 
Wistar

OBJETIVO

Induzir periodontite em ratos e observar a perda 
óssea alveolar característica da doença através da inserção 
de uma ligadura em torno dos dentes molares. A manu-
tenção da ligadura retém macromoléculas alimentares, pro-
movendo proliferação de periodontopatógenos. A resposta 
imune exacerbada aos patógenos causa destruição teci-
dual nos tecidos periodontais, caracterizando a doença.

MATERIAIS

•	Ratos Wistar pesando 200 – 230 g

•	 Anestésicos injetáveis: cetamina 10% e xilazina 2% (80 
mg/kg e 10 mg/kg de peso corporal, respectivamente)

•	Fio de seda 3-0 estéril

•	Aparato para exposição da cavidade oral
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•	Espaçadores interdentais

•	Pinças e tesouras cirúrgicas

•	Etanol 70% para desinfecção dos materiais

•	Solução de peróxido de hidrogênio a 30%

•	Solução aquosa de azul de metileno a 1%

•	Formalina tamponada a 10%

•	Agente descalcificante (EDTA 10%)

Procedimento: indução de periodontite por 
ligadura dos molares

a. Aferir o peso corporal do animal e calcular a dose e 
volume dos anestésicos a serem utilizados.

•	Exemplo para um rato de 200 g, no qual são usa-
dos 160 μl de cetamina + 100 μl de xilazina:

	 Cetamina 10% (80 mg/kg):

	 Considerando a dose requerida:

	 Considerando a concentração de cetamina na apre-
sentação comercial (10%):

	 Xilazina (10 mg/kg):
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	 Considerando a dose requerida:

	 Considerando a concentração de xilazina na apre-
sentação comercial (2%):

b. Administrar os anestésicos por via intraperitoneal, uti-
lizando seringas de 1 ml e agulhas de 26 G.

c. Uma vez que os reflexos estejam suprimidos, apoiar o 
animal com a cavidade bucal exposta, conforme repre-
sentado na figura 1.

d. Inserir o espaçador interdental entre o primeiro e o 
segundo molares, no caso de ligadura do primeiro molar, 
ou entre o segundo e terceiro molares, no caso de ligadura 
do segundo molar. Mantê-lo fincado entre os dentes.

e. Passar o fio de seda por trás do espaçador, segurando 
as duas extremidades e guiando o fio para o sulco 
produzido pelo espaçador. Uma vez que o fio esteja 
corretamente situado entre os molares, tracioná-lo 
para baixo para que ele entre no sulco formado pelo 
espaçador.

•	O fio está corretamente inserido quando não é 
possível enxergá-lo entre os molares.
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f. Remover cuidadosamente o espaçador do sulco, com 
movimentos giratórios para fora da cavidade bucal. 
Após a remoção do espaçador, tracionar novamente o 
fio para baixo, certificando-se de que ele esteja preso 
no espaço entre os molares.

•	Na ligadura do segundo molar, os procedimen-
tos d e e devem ser repetidos entre o segundo e 
primeiro molares, de forma que o fio abarque o 
segundo molar.

g. Após introduzido nos sulcos, o fio é fixado ao dente 
por um nó duplo voltado para a face vestibular da 
cavidade oral..

•	O procedimento pode ser realizado apenas de um 
lado (ipsilateral) com o lado contralateral servindo 
de controle para observação da perda óssea, ou 
em ambos os lados, de acordo com os objetivos 
experimentais.

h. Cortar cuidadosamente os excessos de fio de sutura 
próximos ao nó.

•	Desinfetar os materiais (tesouras, pinças, aparato 
e espaçadores) entre cada animal com etanol 70%.

i. Devolver o animal para a caixa e monitorá-lo durante a 
recuperação anestésica.
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•	O uso de analgésicos injetáveis é recomendado, 
caso não interfiram em parâmetros a serem avalia-
dos pelo experimentador.

•	O fio deve ser mantido por no mínimo cinco dias 
para observação da perda óssea alveolar.

Preparo das hemimandíbulas e hemimaxilas 
para histotécnica1

a. As hemimandíbulas e hemimaxilas que foram destina-
das às avaliações macroscópicas da perda óssea devem 
ser individualmente imersas em solução de peróxido de 
hidrogênio a 30% e mantidas durante duas a 3 horas.

b. Armazenar as hemimandíbulas e hemimaxilas desti-
nadas à histotécnica em formalina tamponada a 10% 
durante 48 - 72 horas. As peças podem ser armazena-
das em tubos do tipo Falcon de 50 ml contendo apro-
ximadamente 30 ml da solução fixadora.

c. Ao fim do tempo de fixação, lavar as peças em 
água corrente e em seguida mergulhá-las em agente 
descalcificante.

1 O preparo das amostras pode variar de acordo com o tipo de col-
oração a ser realizada e uso de técnicas baseadas em detecção de 
proteínas. O protocolo exemplificado é adequado para a realização de 
microtomia e coloração com hematoxilina e eosina (HE).
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•	Aconselha-se o uso de EDTA 10% e a troca diária 
da solução. A peça é adequadamente descalcificada 
ao fim de duas a três semanas, quando fica flexível. 

d. Após a descalcificação, colocar cada hemimandíbula e 
hemimaxila em cassete histológico identificado a lápis.

e. Armazenar os cassetes em formalina tamponada a 
10% até o momento do processamento.

Preparo das hemimandíbulas e hemimaxilas 
para avaliação macroscópica de perda óssea 
alveolar

a. As hemimandíbulas e hemimaxilas obtidas no item 
2.4.a que foram destinadas às avaliações macroscópi-
cas de perda óssea devem ser individualmente imersas 
em solução de peróxido de hidrogênio a 30%, e man-
tidas durante duas a três horas.

b. Ao fim desse intervalo, as peças devem ser lavadas 
em água corrente. Parte dos tecidos moles será car-
reada com a água, e o que permanecer preso aos teci-
dos duros pode ser removido com leve fricção da 
peça com papel-toalha. Verificar com auxílio de uma 
lupa de aumento se os tecidos moles foram completa-
mente removidos, principalmente na região das raízes 
e esmalte. No caso de pedaços remanescentes, remo-
ver cuidadosamente com uma pinça, evitando riscar os 
dentes, cemento e tábua óssea.
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c. Enxugar as peças, removendo excessos de água.

d. Imergir as hemimandíbulas e hemimaxilas indivi-
dualmente em solução de azul de metileno a 1% por 
aproximadamente 10 segundos. Remover o excesso 
de corante mergulhando a peça em água e enxugar 
com papel-toalha. O azul de metileno cora intensa-
mente o cemento radicular mas não o esmalte, pos-
sibilitando demarcar as raízes expostas pela retração 
do tecido ósseo.

e. Fotografar as peças coradas em alta resolução

f. Em software de processamento de imagens (como o 
ImageJ, NIH), é possível estimar a perda óssea através 
da medida linear das raízes, delimitada pela distância 
entre a crista do osso alveolar e a junção cemento-es-
malte, ou a área delimitada entre esses dois marcos.
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Anexo

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

https://www.youtube.com/watch?v=AATlm_Lxx5E&feature=youtu.be
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Introdução

Nos vertebrados, uma enzima é a principal res-
ponsável pelo término da ação da acetilcolina (ACh), 
tanto nas junções neuromusculares e neuroefetoras do 
SNP quanto nas sinapses colinérgicas do SNC: a acetil-
colinesterase (AChE). A butirilcolinesterase (BChE) é 
outra enzima com estrutura e mecanismo catalítico seme-
lhante; representa apenas 1-10% da quantidade total das 
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colinesterases (ChEs) e se diferencia da AChE na espe-
cificidade pelo substrato e pela localização. As colineste-
rases estão amplamente distribuídas pelo organismo, em 
tecidos neurais e não neurais. Apesar da BChE ser capaz 
de hidrolisar a ACh, a AChE é a principal responsável por 
terminar a ação da acetilcolina liberada pelos neurônios 
colinérgicos. 

 	 No cérebro, a forma predominante da AChE é um 
tetrâmero de unidades catalíticas ancorado à face extra-
celular das membranas dos neurônios. Tem localização 
difusa, acompanhando os sítios de liberação de ACh, e está 
concentrada em regiões importantes para as funções cog-
nitivas, como o córtex e o hipocampo. É encontrada ainda 
em hemácias, células hematopoiéticas, osteogênicas, neo-
plásicas e no plasma, na forma solúvel, regulando ações 
parácrinas da ACh. 

A hidrólise da ACh é um processo extremamente 
rápido e eficiente; na junção neuromuscular, a ACh libe-
rada a cada estímulo é eliminada em menos de 1 ms. 
A atividade hidrolítica da AChE é mediada pelo sítio 
catalítico, que tem localização central e se encontra no 
fundo da “garganta” da enzima (Figura 1). O substrato 
(um cátion) precisa se difundir através desta passagem 
estreita, forrada por resíduos de aminoácidos aromáticos, 
para ser clivado na região catalítica. O ataque à ligação 
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éster da ACh resulta em formação de um intermediário 
acetil-AChE, com consequente liberação da colina, e a 
quebra subsequente do intermediário para liberação do 
acetato (Soreq & Seidman, 2001). Além do sítio catalítico, 
a AChE possui o chamado sítio aniônico periférico (SAP), 
situado na extremidade externa da garganta. A interação 
com o SAP garante o posicionamento correto da ACh para 
que atravesse a garganta da AChE e atinja o sítio catalítico, 
acelerando a hidrólise da ACh. O sítio catalítico, o SAP e 
outros subsítios podem ser alvos de inibidores da AChE.

FIGURA 1 - Acetilcolinesterase e hidrólise da acetilcolina. À esquerda, 

representação da “garganta” da enzima, com a tríade catalítica ao 

fundo, formada pelos resíduos de serina, histidina e glutamato, e 

resíduos aromáticos que interagem com o grupo amônio da ACh no 

caminho até o sítio catalítico. O sítio aniônico periférico (SAP) situa-se 

ao alto, próximo à entrada da garganta. À direita, esquema simplifi-

cado da reação de hidrólise da ACh.
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Anticolinesterásicos

Os inibidores da AChE (IAChE) aumentam a con-
centração de ACh nas junções neuroefetoras e nas sinap-
ses e são úteis em condições de deficiência colinérgica, 
como a miastenia gravis e a doença de Alzheimer (DA), 
e também para reverter o efeito de bloqueadores neuro-
musculares competitivos. Os IAChE também têm impor-
tância agroindustrial e toxicológica, pois podem ser usados 
como pesticidas, como vários carbamatos, e como armas 
químicas, os chamados gases de nervos organofosforados. 
O primeiro anticolinesterásico a ser utilizado na tentativa 
de aliviar os sintomas de déficit cognitivo associado à DA 
foi a fisostigmina, através da administração intravenosa. 
Este alcaloide natural é um éster do ácido carbâmico que 
penetra no SNC. A tacrina (tetraidroaminoacridina, Figura 
2) inaugurou a chamada primeira geração de anticolines-
terásicos para DA, ao ser a pioneira quanto à sua aprova-
ção nos EUA como substância sintética a ser utilizada no 
tratamento da doença. No entanto, devido a efeitos coli-
nomiméticos periféricos intensos e principalmente pelo 
potencial hepatotóxico, não é mais de aplicação clínica. 
Em virtude destes graves efeitos adversos atribuídos ao 
uso da tacrina, foram desenvolvidos outros fármacos que 
compõem a segunda geração dos anticolinesterásicos. São 
eles: donepezila, rivastigmina e galantamina (Figura 2).  
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FIGURA 2 - Anticolinesterásicos introduzidos para a doença de 

Alzheimer. Estrutura química de quatro anticolinesterásicos de apli-

cação clínica no tratamento da DA: tacrina, donepezila, rivastigmina 

e galantamina.

Segundo a ligação que estabelecem com a AChE, 
os anticolinesterásicos podem ser classificados em rever-
síveis, irreversíveis e pseudo-irreversíveis. Dentro do 
grupo dos inibidores reversíveis estão a galantamina, a 
tacrina e a donepezila. A rivastigmina é um derivado da 
fisostigmina, sendo, portanto, um carbamato de interação 
pseudo-irreversível. Outro aspecto que diferencia os anti-
colinesterásicos é a seletividade entre AChE e BChE. Para 
tratar doenças do SNC, como a DA, seria desejável uma 
maior inibição central, para evitar a toxicidade colinérgica 
periférica. Esta seletividade é difícil de ser obtida, pois as 
enzimas centrais e periféricas são as mesmas, mas alguns 
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fármacos têm menos efeitos periféricos em parte devido 
às propriedades farmacocinéticas, principalmente a dis-
tribuição para o SNC. 

OBJETIVO

Avaliar a capacidade de inibição de dois anticolines-
terásicos: tacrina (THA) e fisostigmina, em diferentes con-
centrações; a partir dos dados coletados, obter as curvas 
concentração-resposta (CCR) e analisá-las, determinando 
a concentração inibitória média (CI50). 

MATERIAL E MÉTODOS

Para a determinação da atividade total das ChEs, são 
feitos experimentos de cinética enzimática, utilizando-se o 
método espectrofotométrico de Ellman (1961), adaptado 
ao leitor de microplacas. Registramos a evolução da reação, 
acompanhando a formação do produto da hidrólise de um 
substrato análogo da ACh, a acetiltiocolina. O ácido ditio-
bisnitrobenzóico (DTNB, reagente de Ellman), em con-
tato com tióis, produz um ânion de cor amarela e assim 
revela a formação de tiocolina. 

Mede-se no espectrofotômetro a densidade ótica 
(DO) a 412 nm ao longo do tempo, obtendo-se a curva de 
progresso da reação. A inclinação máxima da curva corres-
ponde à velocidade máxima (Vmáx) da hidrólise do subs-
trato. Assim, determina-se a Vmáx em unidades de ΔDO.
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min-1 (esta velocidade de reação pode ser convertida em 
moles de acetiltiocolina hidrolisada por minuto – v. Ellman, 
1961). Para cada grupo experimental é calculada a média 
de Vmáx das triplicatas e, a partir dos dados, constrói-se as 
CCR. Para se avaliar inibidores, geralmente a Vmáx média 
é expressa como porcentagem do controle (sem inibidor). 

O mesmo ensaio pode ser extendido para se avaliar 
o mecanismo de inibição, variando-se tanto a concentra-
ção de inibidor quanto a de substrato, assim como para 
se avaliar se a inibição é reversível (Castro e cols., 2008). 
Usaremos AChE purificada, extraída do órgão elétrico do 
poraquê (Electrophorus electricus), mas o ensaio pode ser rea-
lizado com preparações de tecido cerebral, hemácias, etc.

REAGENTES 

•	Acetylthiocholine iodide [Iodeto de acetiltioco-
lina]		  Sigma A-5751 (PM 289,2)

•	S-Butyrylthiocholine iodide [Iodeto de butiriltio-
colina]		  Sigma B-3253 (PM 317,2)

•	5:5-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid [Ác. 5:5-ditio-
bis-2-nitrobenzoico, DTNB] Sigma D-8130 
(PM 396,3)

•	NaCl, NaHCO3, NaH2PO4.H2O, Na2HPO4.7H2O, 
Triton X-100
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SOLUÇÕES

I. TAMPÃO FOSFATO (TF) 0,1 M: 

•	Sol. A: NaH2PO4.H2O fosfato de sódio monobá-
sico monoidratado 0,2 M (27,6 g/L)

•	Sol. B: Na2HPO4.7H2O fosfato de sódio dibásico 
heptaidratado 0,2 M (53,65 g/L)

	 Para pH = 7,4: 19,0 mL de A + 81,0 mL de B + 
H2O d.d. q.s.p. 200 mL.

	 Para pH = 7,0: 39,0 mL de A + 61,0 mL de B + 
H2O d.d. q.s.p. 200 mL

II. REAGENTE DTNB ESTOQUE 0,01 M (MULTIPLICAR 
PELO VOLUME DESEJADO EM ML):

•	DTNB					    3,96 mg

•	NaHCO3				    1,52 mg	
(18,1 mM NaHCO3)

•	TF (0,1 M pH 7,0)			   1,0 mL

	 Agitar no vórtex, sonicar e armazenar no gelo. 
Mais estável em pH 7 que em pH 8.
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III. SUBSTRATO ACETILTIOCOLINA (ATCH) ESTOQUE 
0,005 M

•	 Iodeto de acetiltiocolina		  1,446 mg/
mL H2O d.d.

	 Agitar no vórtex, armazenar na geladeira. Útil 
durante aprox. 1 semana. 

IV. SUBSTRATO BUTIRILTIOCOLINA (BTCH) ESTOQUE 
0,01 M

•	 Iodeto de butiriltiocolina		  3,172 mg/
mL H2O d.d.

	 Agitar no vórtex, armazenar na geladeira. Útil 
durante aprox. 1 semana. 

C. PREPARAÇÕES DE ENZIMA

I. COLINESTERASE DE E. ELECTRICUS

•	Acetylcholinesterase from E. electricus (Sigma 
C2888 ou C3389) 

•	TF (0,1 M; pH 7,4)		  ~10 mL

	 Calcular o volume de solvente para uma concen-
tração final de p.ex. 50 U/mL baseando-se na ati-
vidade descrita no rótulo da enzima. Dissolver a 
enzima com TF no próprio frasco, agitando no 
vórtex. Distribuir em criotubos, p.ex. 50 μl em 
cada, e congelar. 
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	 Preparar a solução de trabalho (0,5-1 U/mL) por 
diluição com TF no dia do experimento, evitando 
recongelar. A concentração final pode ser ajustada 
conforme a atividade, determinada logo antes do 
experimento.

D. REAÇÃO ENZIMÁTICA (PARA CURVA DE INIBIÇÃO)

	 Incuba-se a enzima (pura ou no homogeneizado) 
com as substâncias anticolinesterásicas e com 
DTNB por 10 min em TF 0,1 M; pH = 7,4 (q.s.p. 
180 μL). Ao final da incubação são adicionados 20 
μL do substrato, nas concentrações finais de 0,5 
mM para ATCh e de 1 mM para BTCh.

AChE - Reação em microplacas de 96 poços, vol. final de 0,2 mL:

Vol. adic. Tempo 
(minutos)

Conc. final

AChE E. electricus 0,5 U/mL 
OU homogeneizado 20 mg/mL 20 μL 0 0,05 U/mL

2 mg/ml

DTNB 0,01 M 5 μL 0 0,25 mM

Inibidores (2 x) 100 μL + 1 

Tampão PO4 55 μL + 1 

Substrato acetiltiocolina 
     OU butiriltiocolina 20 μl + 11 0,5 mM

1,0 mM
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NOTAS 

1.	Quando se usa o homogeneizado cerebral, plasma 
ou outros tecidos, a hidrólise do substrato por este-
rases não específicas (atividade esterásica indepen-
dente de AChE/BChE), é determinada por inclu-
são de um grupo experimental tratado com con-
centração saturante de THA (20 μM); a atividade 
remanescente neste grupo tratado com THA é, 
então, tomada como não-específica, a ser subtraída 
da hidrólise total. 

2.	Os carbamatos, como a fisostigmina, necessitam de 
tempo para agir, e devem ser pré-incubados com o 
homogeneizado por períodos que variam de 30 a 
120 minutos, conforme a substância.

ANÁLISE

Programar o software do espectrofotômetro para ler 
imediatamente a DO a 412 nm, a intervalos de aprox. 10 
segundos, por cerca de 5 minutos. Determinar o Vmax (em 
ΔDO.min-1) por regressão linear, usando 5-10 pontos. Sub-
trair o Vmax da hidrólise espontânea (não-enzimática) e/
ou das outras contribuições indesejadas. Pode-se conver-
ter o Vmax final para unidades absolutas, em mol.L-1.min-1, 
dividindo o valor em ΔDO.min-1 por 13600 (= coeficiente 
de extinção do ânion 5-tio-2-nitrobenzoato, o produto 
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amarelo da reação). Isto não é necessário nos experimen-
tos de inibição, pois expressamos as velocidades como % 
do controle, calculadas com uma planilha Excel.

A CI50 é baseada no modelo de sítio único e deter-
minada, em CCR, por regressão não-linear. Para a estima-
tiva da CI50 dos inibidores, as curvas são ajustadas para o 
mecanismo de reação dito linear, onde se pressupõe inibi-
ção completa da atividade enzimática. Sendo assim, o valor 
de limite mínimo da atividade, representando a inibição 
máxima (ou seja, uma concentração infinita de inibidor), 
foi fixado em zero quando se observa grau de inibição 
acima de 90%. O limite máximo, que representa a atividade 
referente ao grupo controle, é fixado em 100%. 

Os dados de atividade enximática (% do controle) 
são copiados do Excel para o Prism (Graphpad). Os valo-
res de concentração do inibidor precisam ser convertidos 
em log10 para a análise. Os valores de CI50 são determina-
dos pelo melhor ajuste (regressão) da seguinte equação da 
sigmoide concentração-resposta:

Y = 100/(1 + 10logCI50 – X)
onde Y é a Vmáx

’ de AChE, em percentagem do 
controle, e X é o logaritmo decimal da concentração do 
inibidor.  
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FIGURA 3 - Análise dos dados. À esquerda, curvas de progresso da 

reação, mostrando inibição de AChE de E. electricus pela THA, nas 

concentrações indicadas. Cada sequência de símbolos representa uma 

reação, na ausência (triângulos vazios) ou na presença de diferentes 

concentrações de inibidor (círculos cheios). A curva menos inclinada foi 

obtida na presença de THA 2 μM, em que a inibição é quase completa. 

Destas curvas foi feita a estimativa da Vmáx’ por regressão linear. Nesse 

ensaio otimizado, a reação progride a uma velocidade praticamente 

constante, estimada pela inclinação da reta de regressão. À direita, a 

CCR onde os símbolos são média  ± d.p. de triplicatas de Vmáx’, sendo 

uma delas obtida das curvas à esquerda.
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Anexo

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

https://www.youtube.com/watch?v=4w02pQ143_Y


249Inibição Enzimática: Atividade Anticolinesterásica in vitro



250

CA
PÍ

TU
LO 14

Boas Práticas no Uso da Sala                           
de Cultura de Células

Professores responsáveis
Fabiana Sélos Guerra

Patricia Dias Fernandes

Laboratório de Farmacologia 
da Dor e da Inflamação

Introdução

O QUE É CULTURA CELULAR?

Compreende um conjunto de técnicas que parte 
da remoção de células de fragmentos de tecidos para 
um ambiente artificial (in vitro) e seu crescimento 
subsequente. 
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PRÓS E CONTRAS DA CULTURA CELULAR:

Prós

• Redução do uso de animais em experimentação

• As células de uma mesma linhagem celular são
homogêneas e requerem as mesmas condições
para o crescimento, otimizando esse processo

• As células de culturas primárias possuem as mes-
mas características dos tecidos de origem

• Permite o estudo de eventos específicos de cada
tipo celular

• O controle experimental nos modelos in vitro pode
ser realizado no ambiente extracelular

• Permite monitorar vários elementos e secreções,
sem interferência de outras moléculas biológicas
que ocorrem in vivo

Contras
• A remoção de células de organismo vivo implica

na redução ou não-interferência dos tecidos adja-
centes, da comunicação e sinalização de outros
tipos celulares, hormônios, fatores de crescimento,
estruturas de apoio e várias outras moléculas de
interação quando no organismo vivo

• É quase impossível recriar o ambiente equivalente
ao organismo vivo. As condições artificiais podem
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levar as células a se comportarem de forma dife-
rente e a produzir outras proteínas que não produ-
ziriam in vivo

•	As linhagens de células permanentes podem ser 
provindas de manipulação genética que pode alte-
rar as características das células dos tecidos de ori-
gem. São chamadas de células transformadas.

FATORES QUE INFLUENCIAM O CRESCIMENTO DAS 

CÉLULAS IN VITRO

A influência do meio e do ambiente em que as célu-
las estão sendo cultivadas depende de seis fatores:

1.	A nutrição celular. Algumas linhagens celulares 
possuem necessidades nutricionais específicas, 
como hormônios, glicose, fatores de crescimento 
como o soro fetal bovino (SFB), o soro de cavalo 
(SC) ou o soro fetal de bezerro (SFB)

2.	A natureza do substrato no qual as células estão 
crescendo (sólido, gel, líquido = suspensão)

3.	O contato célula-célula (densidade de crescimento). 
O crescimento das células aderentes é inibido pelo 
contato, o que ocorre em alta confluência

4.	A constituição físico-química e fisiológica do meio. 
O pH geralmente diminui à medida que as células 
começam a metabolizar os substratos disponíveis. 
A diminuição dos nutrientes e a alteração do pH 
provoca a redução da viabilidade celular
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5.	Constituição da fase gasosa. A pressão de CO2 é 
muito importante para manter o equilíbrio ácido-
-base e manter o pH ideal para o cultivo celular

6.	Temperatura de incubação mantida em 37ºC

Apresentação dos Equipamentos de Uso no           
Laboratório de Cultura Celular

ESTRUTURA DO LABORATÓRIO
DE CULTURA CELULAR

A estrutura e organização do laboratório de cul-
tivo celular deve ser primeiramente dimensionado para o 
número de pessoas que utilizarão a sala.

É imprescindível a manutenção da temperatura 
ambiente através de equipamentos de ar-condicionado 
para o bom funcionamento dos equipamentos e o fluxo de 
ar não deve incidir diretamente no fluxo laminar pois pode 
haver interferência na barreira de ar produzida pelo fluxo 
laminar para proteção do material manipulado.

A estrutura básica compreende:

•	Área de lavagem de material

•	 Incubadora para as células (estufa de CO2)

•	Equipamento para manipulação asséptica (fluxo 
laminar)
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•	Microscópio para observação das culturas

•	Refrigerador e freezer para manutenção de esto-
ques de reagentes

•	Centrífuga

•	Autoclave para esterilização

•	Banho-maria

•	Bomba de vácuo

•	Estufa de secagem de material

•	Água ultrapura

Uso de equipamentos de proteção individual

Na sala de cultura, os usuários devem estar paramen-
tados com equipamentos de proteção individual – EPI, 
adequados, os quais são: calça comprida, sapato fechado, 
jaleco limpo ou descartável, luvas de procedimento, além 
de outros, quando se fizerem necessários.  

Também devem estar de cabelos presos, sem orna-
mentos como pulseiras, anéis, relógios, e não devem estar 
utilizando cosméticos como maquiagem.  Não é permitido 
comer, beber, fumar, no ambiente da sala de cultura.
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Higienização e processos de prevenção à con-
taminação

•	Higiene Pessoal – Lavar sempre as mãos e higieni-
zá-las com álcool 70ºGL

•	Limpeza do ambiente – O chão deve ser limpo 
com pano úmido e nunca varrido para que as par-
tículas de poeira não fiquem suspensas no ar

•	Limpeza dos equipamentos de trabalho – Os 
equipamentos devem ser limpos diariamente 
com álcool 70ºGL e mensalmente com soluções 
sanitizantes

•	Esterilização do material a ser utilizado. O mate-
rial a ser utilizado deve ser esterilizado por vapor 
úmido, como na autoclave, ou por radiação, como 
na luz ultravioleta (UV)

•	Cuidados no uso e organização dos equipamentos 
e sala de cultura – Todo o material a ser utilizado 
deve ser limpo e esterilizado com álcool 700GL 
antes de ser colocado no fluxo laminar e somente 
o material a ser utilizado deve permanecer dentro 
do fluxo laminar e de forma organizada. 
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FIGURA 1 - Fluxo laminar organizado (acima) e fluxo laminar desor-

ganizado (abaixo) e com excesso de materiais.

Meios de Cultura

•	Os meios de cultura ou de cultivo de células, teci-
dos e órgãos fornecem as substâncias essenciais 
para o crescimento e proliferação in vitro

•	São ricos em sais minerais, hidratos de carbono, 
aminoácidos, vitaminas, proteínas, peptídeos, lipí-
deos e ácidos graxos. Pode-se também adicionar 
soros, tampões, antibióticos e indicadores de pH
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•	A complexidade do meio varia de acordo com o 
tipo celular a que se destina

•	Propriedades Físico-químicas: Normalmente o pH 
ótimo é de 6,9-7,4. Para compensar a diminuição 
do pH gerado pelos metabólitos do consumo da 
glicose, há a suplementação do meio com bicarbo-
nato de sódio e manutenção do nível de CO2

•	Acréscimo de fatores de crescimento ou indutores 
de diferenciação celular

•	Antibióticos e fungicidas são utilizados nos meios 
de cultura para controle da contaminação micro-
biológica. Os compostos mais utilizados são a 
estreptomicina e a penicilina

Diferenças na Morfologia celular

FIGURA 2 - Microimagens de células: (A) Linhagem MDA-MB 231, 

(B) Linhagem DU145 (C) Linhagem PC3 e (D) Linhagem A549. 
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Células aderidas e células em suspensão

Em uma cultura celular, dependendo de seu tecido 

de origem, as células podem crescer tanto suspensas no 

meio de cultura, quanto aderidas formando monocama-

das no fundo da garrafa em que estão sendo cultivadas. 

As células em suspensão derivam de linhagens que origi-

nalmente não necessitam de adesão ao substrato para pro-

liferação, tais como células hematopoiéticas. Já as células 

aderidas, necessitam ligar-se ao substrato para se dividir 

e crescer e esta ligação é essencial, uma vez que se estas 

células perdem a ancoragem ao substrato, elas param de 

proliferar e morrem. Exemplos de células aderidas são 

fibroblastos, células epiteliais, entre outras.

Contaminação

Contaminação microbiana visível: A mudança 

súbita do pH, geralmente uma diminuição com a maioria 

infecções bacterianas, faz com que o meio fique amare-

lado e nas contaminações por levedura o meio tende a ficar 

turvo. Pode também apresentar nebulosidade no meio, às 

vezes com uma ligeira película ou espuma na superfície 

que se dissipam quando a garrafa é movida.
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Contaminação por micoplasma: Detecção de 
infecções por micoplasma não é óbvia por microscopia de 
rotina, que não seja através de sinais de deterioração da 
cultura e requer coloração fluorescente ou PCR ou ensaio 
microbiológico.

Preparo de equipamentos

e utensílios de uso

O trabalho com culturas celulares requer um 
ambiente estéril. A esterilização é a destruição das formas 
de vida microbianas.	

As formas de esterilização do material utilizado 
pode ser:

•	Calor úmido. Por exemplo, a autoclave 

•	Radiação. Por exemplo a radiação ultravioleta 

•	Álcool. Por exemplo o álcool 70ºGL 

•	Filtração, pelo uso de membranas filtrantes com 
poros de tamanho 0,22 μm  

Descongelamento de células

	 Retire o vial de células do galão de N2 ou do free-
zer -80°C.

Deixe descongelar em temperatura ambiente.
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	 Opção 1: Acrescentar o conteúdo do vial direta-
mente a uma garrafa pequena de cultura contendo 
meio completo com SFB e troque o meio assim 
que as células aderirem para retirar o DMSO do 
meio de congelamento.

	 Opção 2: Acrescentar o conteúdo do vial a um 
falcom com meio de cultura e centrifugar a 1500 
rpm por 5 minutos. Descartar o sobrenadante e 
ressuspender com meio de cultura contendo SFB. 
Adicionar o meio com as células a uma garrafa 
pequena de cultura e levar para a estufa.	

A qualidade da cultura é muito sensível ao cuidado 
e olho do cientista. O ideal é conversar com pessoas que 
têm experiência com uma determinada linhagem ou cul-
tura primária e observar todas as variações que ocorrem.

Congelamento para estoque de células

	 Tripsinize as células e centrifugue por 5 min a uma 
velocidade de 1500 rpm. Descarte o sobrenadante e res-
suspenda o pellet de células com SFB acrescido de 10% de 
DMSO.

IMPORTANTE: O DMSO é um crioprotetor que 
torna a membrana das células protegida dos cristais forma-
dos pela água presente no SFB durante o processo de con-
gelamento. Assim que as células estiverem em contato com 
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o DMSO, coloque-as imediatamente no gelo. O DMSO é
tóxico para as células em temperatura ambiente.

Coloque a solução de células no criotubo devida-
mente identificado o nome das células, data (dia, mês e 
ano), e o responsável pelo congelamento.

Armazene as células no freezer -80°C ou no galão de 
nitrogênio líquido.

Passagem ou repique de células

O processo de renovação ou subcultivo de colônias 
de células de uma garrafa é chamado passagem ou repique. 
O número de passagens se refere ao número de vezes que 
essa cultura foi subcultivada ou repicada. Muitas linhagens 
contínuas são capazes de manter as características iniciais 
do tecido original com algumas passagens, enquanto as 
células transformadas ou modificadas geneticamente não 
mantêm as características originais e são capazes de per-
manecer em cultura por um grande número passagens. 

Para isso, retire o meio de cultura da garrafa, lave 
com PBS estéril para retirar todo o meio de cultura velho 
e adicione tripsina o suficiente para cobrir a superfície da 
garrafa. Coloque as células na incubadora (a tripsina é uma 
enzima que melhor atua a 37°C) e deixe até que as células 
se soltem da garrafa – esse tempo varia de acordo com o 
tipo de celular. 
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Adicione meio de cultivo contendo SFB, aproxima-
damente 2X a quantidade de tripsina para de reduzir a ati-
vidade desta. Retire este meio contendo as células e colo-
que em um tubo para centrifugação. Centrifugue as células 
por 5 min numa velocidade não superior a 1500 rpm.

Descarte o sobrenadante e ressuspenda o pellet de 
células com meio de cultura contendo SFB. Coloque esse 
meio de cultura contendo as células em uma garrafa de 
cultura nova e leve para a estufa.

Teste de viabilidade celular – MTT

O teste do MTT quantifica o dano induzido por um 
agente no metabolismo celular, pela avaliação da atividade 
de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocon-
drial e, consequentemente, a viabilidade celular, é então 
quantificada pela redução do MTT a MTT-formazan das 
enzimas desidrogenases. Dessa forma, a redução do MTT 
a formazan é diretamente proporcional à atividade mito-
condrial e à viabilidade celular.

Para isso, plaquear as células a uma quantidade 
conhecida e igualmente distribuída por poço na placa de 
96 poços. Deixar as células aderirem overnight ou até 
alcançarem uma confluência de 70-80%. 

Trocar o meio de cultura por meio contendo 2% de 
SFB. Fazer o tratamento adequado das células de acordo 
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com as concentrações-teste e incubar a placa na estufa 
de acordo com as condições estabelecidas no protocolo 
experimental.

Depois do tempo de incubação descartar o sobrena-
dante e adicionar 100 µL de MTT (a 0,5 mg/mL, solução 
preparada com antecedência em meio de cultura) por poço 
e incubar por 3 a 4 horas na estufa. Decorridas as horas 
de incubação, descarte o MTT com cuidado e acrescentar 
100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) por poço. Realizar a 
leitura de absorbância da placa em espectrofotômetro de 
microplacas utilizando filtro de 540 nm.
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Anexo

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o vídeo do capítulo.

LINKS

Home Page

http://lafdiicbufrj.wix.com/lafdi

Instagram
https://instagram.com/lafdi_ufrj

Facebook
https://www.facebook.com/

LaboratorioDeFarmacologiaDaDorEInflamacao/

https://youtu.be/nyfKMAUq5Hs
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